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A LEGGYAKRABBAN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BEVEZETES

Az RNS-silencing egy eukariotakban konzervalt, szekvenciaspecifikus gén-
inaktivacios rendszer, amelyet dupla szalu RNS-ek indukélnak.

A novényekben az RNS-silencing nagyon hatékony antivirdlis rendszerként is
miikodik, ezért a legtobb virus rendelkezik Un. silencing szupresszor fehérjékkel, melyek
sziikségesek a névényi védekez6 rendszer legybzéséhez és ezaltal a sikeres fert6zéshez.

Az RNS-silencingnek a novényi sejt génexpresszidjanak szabalyzasaban széleskorii
szerepe van, és az antiviralis és endogén Gitvonalak atfednek. Igy a silencing szupresszorok
az antiviralis utvonal gatlasakor megzavarjak a ndvényi anyagcserét is. Ez lehet6vé teszi
szamunkra, hogy a szupresszorok segitségével endogén génszabalyozasi utvonalakat
tarjunk fel.

A silencing kulcsmolekulai a hosszabb dupla szali RNS-ekrdl képz6d6 rovid RNS-
ek, az Un. kisRNS-ek, melyek fehérjekomplexekbe épiilve szekvencia-komplementaritas
alapjan gatoljak a gének megnyilvanulasat. A novényekre jellemzd sajatossag, hogy a
kisRNS-ek metilalodnak a 3' végen. A metilaciot egy sejtmagi fehérje végzi, és ez a 1épés
elengedhetetlen a kisRNS stabilitasa és funkcioképességének érdekében.

Az antiviralis silencing soran a virus RNS-ekrdl is kisRNS-ek képzddnek, és ezek
iranyitjak a virus replikacidjanak visszaszoritasat. A legtobb virus azonban citoplazmas
anyagceserét folytat, ezért ez felvetette a kérdést, vajon hogyan stabilizalédnak a virus
eredetii kisSRNS-ek, ha a metilacio a sejtmagban torténik?

Kilonboz6 silencing szupresszorokat termeld transzgenikus névények esetén leirtak,
hogy az endogén kisRNS-ek metilacidja részlegesen gatolt. Ebben a munkaban két
szupresszor, a pl9 és a HC-Pro hatdsaban lényeges kiilonbségek nem mutatkoztak, ezért
vizsgalataink soran ezt a két szupresszort kodolo virus - a Carnation italian ringspot virus
és a Tobacco etch virus — kisSRNS-metilaciora gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk.

Feltételeztiik, hogy a transzgenikus ndvényeken végzett vizsgalatok nem tiikrozik
pontosan a virus-novény kapcsolatban valoban fellépd valtozasokat. Mig a transzgenikus
novényekben a szupresszor minden sejtben az egyedfejlodés kezdetétdl kezdve termelddik,
addig a virusfert6zés sordn a virus anyagcsere-folyamatai a ndvényben térben ¢s idében
eltéréen szabalyozodnak.

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a virusfertézés soran a névényi miRNS-ek, és a

virus eredetii siRNS-ek metilacidjat a p19 és a HC-Pro fehérjék hasonld tulajdonsagaik
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ellenére kiilonbozoképpen gatoljak. Azt talaltuk, hogy a gatlas jelentds mértékben fiigg a
virustol, valamint a virus génjeinek és a kisSRNS-ek expressziojanak és érésének idébeni és
térbeli szabalyozasatol.

Valoszintisitjiik azt is, hogy a korabbi adatoktdl eltéréen, dohanyban a virus eredetii
kisRNS-ek ¢és az endogén kisRNS-ek egy részének metilacidja egy citoplazmas
metiltranszferaz altal torténik.

Eredményeink ravilagitanak, milyen finoman szabalyozott folyamatok és bonyolult
interakciok alakulnak ki virus és gazda kozott, valamint felhivjak a figyelmet a

transzgenikus modell-rendszerek vizsgalatabol lesziirhetd kovetkeztetések korlataira.



IRODALMI ATTEKINTES

Az RNS-silencing

Bevezetés

Az RNS alapu géncsendesités — a tovabbiakban silencing — egy, az eukariotakra
jellemzo, evolicidsan konzervalt génszabalyozasi rendszer. Kiilonboz6 eredetli dupla-szalu
(double-stranded, ds) RNS-ek indukaljak, melyeket RNaz aktivitasu enzimek (Dicer,
DCL) rovid dsRNS-ekre vagnak fel (kisRNS). A kisRNS-ek egyik szala a silencing
végrehajtod fehérjekomplexeibe épiil (RISC, vagy RITS, részletesen lasd késobb), és
inaktivaciojat iranyitja (1. abra). Az RNS-silencing védelmet nyQjt a transzpozabilis
elemek ¢és molekuldris parazitak ellen, valamint lehetdvé teszi a gének finomszabalyozasat

a transzkripcid utan.

©

Kulénbozé eredetd és strukturdju
dupla szalu régidt tartalmazd RNS-ek

kisRNS
Transzkripciondlis géncsendesités Poszttranszkripcionélis géncsendesités

1. abra Az RNS-silencing vazlata.

1928-ban dokumentaltak el6szor silencing alapu jelenséget. Megfigyelték, hogy a
Tobacco ringspot virus-sal fertézott novények idével szemmel lathatolag kigyogyultak a
fert6zésbol €s immunissa valtak a virussal szemben (Baulcombe, 2004), ekkor azonban
még nem tudtak megmagyarazni a latottakat.

Az 1990-es években kisérleti- és alkalmazott kutatasi céllal is nagy szamban kezdtek
el transzgenikus ¢él6lényeket eldallitani, ekkor szembesiiltek az RNS-silencing jelenségével
és jelentéségével. Napoli és munkatarsai 1990-ben Petunia-t transzformaltak az antocianin
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bioszintézisében részt vevo kalkon-szintazzal, hogy azt tultermeltetve a mélyebb lila szint
érjenek el. Azt tapasztaltik, hogy egyes transzformansok szirmain a sotét szin helyett fehér
régiok jelentek meg (Napoli ef al., 1990). A jelenséget ko-szupresszionak nevezték, mert
mind a transzgén, mind a ndvény sajat kalkon-szintdzanak kifejezédése gatlodott.

1992-ben Neurospora crassa albind mutansok eléallitisa soran Romano ¢és
munkatarsa leirtak, hogy a transzformansok egy bizonyos hanyada részben, vagy egészen
visszanyerte az eredeti fenotipust. Mivel itt a transzgén hatasa gyengiilt egyes egyedeknél,
Ok ezt quelling-nek, vagy csillapitasnak nevezték el (Romano and Macino, 1992).

Kumagai ¢és munkatarsai kidolgoztak egy tesztrendszert, melyben stabil
transzformansok eldallitasa helyett egy rekombindns virus altal lehetett csendesiteni
gazdagéneket. Ezt virus-indukalta géncsendesitésnek (virus-induced gene silencing, VIGS)
nevezték el (Kumagai et al., 1995). Kumagai és munkatarsai ezzel a munkaval nem csak
egy nagyon hasznos technikat alkottak, hanem bizonyitottak, hogy ektopikus antiszensz
RNS-ek gatolhatjak endogén gének expressziojat.

Késobb Ratcliff és kollégai megallapitottak, hogy a ndvényi virusok ellen iranyuld
silencing valdjaban a névényi védekezés egyik formaja (Ratcliff ez al., 1997).

1998-ban Caenorhabditis elegans-ban is igazoltak, hogy a silencing allatokban is
miikodik, és egy - korabban antiszensz gatlasnak hivott - jelenség magyarazataul szolgal. A
gatoljak a veliikk szekvencia-komplementaritast mutatd mRNS-ek megnyilvanulasat, azaz
Linterferalnak” vele. Ugy gondoltak, hogy az ssRNS hibridizal a sejtben a szintén ss
sokkal erésebb gatlast okoznak. A jelenség nagy hasonlésagot mutatott a novényekben
felfedezett silencinggel (Fire et al., 1998), melyet ezutan az allati rendszerekben RNS
interferencianak (RNA interference, RNAi) hivtak.

1999-ben Hamilton és Baulcombe leirta, hogy névényekben a transzgén indukalta
sziikségesek, melyek a csendesit6dd szekvenciaval komplementerek (Hamilton and
Baulcombe, 1999). Ezzel a munkajukkal azonositottak a silencing kulcsmolekulait. Az ezt
kovetd évtizedben uj iranyzat keletkezett a molekularis biologidban, mely sok uj
fehérjecsalad, RNS-alapu funkcié és nem-kodoldé RNS felfedezéséhez vezetett.

A szamos elnevezés alatt ma mar ugyanazt a jelenséget értjik, mely nagyon

hasonloan miikodik szinte minden eukaridtaban.
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A dolgozat tovabbi részében igazan talalo és jol definialt magyar szakkifejezés hijan
a silencing kifejezést fogom hasznalni. ElsGsorban azért, mert ugyan a magyar
szaknyelvben a silencing helyett a géncsendesités szo hasznalatos, am sok mas
kifejezésnek, vagy szoosszetételnek a témakdrben nincs magyar megteleléje (1d. silencing
suppressor, dicing, slicing, guide-strand, star-strand stb.).

A silencingben részt vevo elemek eldfutarait mar a prokariotaknal megtalaljuk: kis
molekulasulyu regulator RNS-eket és specidlis fehérjéket, de ezek valoszintileg csak
funkcionalis analogiat mutatnak az eukaridta géncsendesités elemeivel (Majdalani et al.,
2005; Barrangou et al., 2007). Az eukaridtak viszont csoportonként szamos részletben
eltérd, de homolog RNS-silencing rendszerrel rendelkeznek (Shabalina and Koonin, 2008),
mely mar tobb, mint egy milliard évvel ezelott, az eukaridtak kozos dsében is jelen volt
(Obbard et al., 2009). Bioinformatikai vizsgalatok alapjan gy tiinik, hogy az eukariota
RNS-silencingben résztvevo fehérjék doménjei bakterialis (a Dicerek RNazIII doménje),
archebakterialis (AGO fehérjék és Dicer helikdz doménje) és bakteriofag (RdRp-k)
eredetiick (Iyer et al, 2003). A kiilonbozd eredetii domének Osszeolvadasa (pl. a DCL
esetében a bakterialis és archebakteridlis domének fizidja) elézte meg az eukaridtak
monofiletikus RNS-silencing rendszerének kialakulasat.

Mindazonaltal a kiilonb6z6 rendszertani csoportokban a homolog silencing apparétus
Iényeges valtozasokon esett at. Sok gomba esetében példaul a teljes silencing utvonal
elveszett, mely arra enged kovetkeztetni, hogy ez a gombak tuléléséhez nem feltétleniil
sziikséges (Tollefsbol, 2011). A silencing névényekben és alacsonyabbrendii allatokban
nagyon hatékony antiviralis szerepet is betdlt, mig emlésokben ez a funkcid hianyzik
(Ding and Voinnet, 2007).

Az evoltcio folyaman a kiilonb6zo taxonokban szamos 1) fehérje és szabalyozo RNS
jott l1étre (Chapman and Carrington 2007, Axtell et al., 2011). Rovarokban az antiviralis
silencingben részt vevd gének extrém gyors evoliciot mutatnak, amit erds irdnyitott
szelekcio hajt (Obbard et al., 2006), mely mutatja a silencing altal nyujtott elényok
jelentdségét. Novényekben a silencing tobb fehérjecsaladja joval tobb tagot szamlal, mint
allatokban. Ennél a csoportnal kiemelt jelentdségii a nem-sejtautonom silencing
jelentdsége is, mikor a kisRNS-ek keletkezési helylikrél képesek eljutni a kornyezd
sejtekbe, vagy a floémen keresztiil a novény mas részeibe is, és hatasukat ott is kifejteni
(Melnyk et al., 2011). Eredményiil egy rendkiviil komplex, sok modulbdl felépiild, finom

szabalyozast lehet6vé tevd rendszer alakul ki, ahol szamos elem funkcidja redundans, vagy
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részlegesen atfedd. A redundancia a tovabbi specializacio lehetdségét, és a karos mutaciok
hatdsainak nagy mértékii kompenzaciojat is lehetévé teszi (Obbard et al., 2009).

A kovetkezd alfejezetekben az RNS-silencinget f6 szakaszai szerint fogom targyalni,
melyek az indukalds, a végrehajtas ¢és a fenntartds, valamint az utobbi két 1épéshez

elengedhetetlen kisRNS-stabilizacio.

Az RNS-silencing indukalasa

Minden biologiai szabalyozas elofeltétele a molekula szintii felismerés. A silencing
leirasaig a legtobb altalunk ismert folyamat fehérje-fehérje, vagy fehérje-DNS interakcion
alapult, igy annak felismerése, hogy egy utvonalat a fehérjékbe épiilt RNS darabok
szekvenciatol fiiggben iranyitanak, paradigmavaltast hozott a molekularis biologiaban. A
silencing soran a kiilonbozd kis molekulasilyt RNS-ek (tovadbbiakban kisRNS-ek) a
végrehajto fehérjékkel alkotott komplexben megakadalyozzak a cél-mRNS transzkripciojat
szintet adnak hozza a mar eddig ismertekhez.

Az RNS-silencinget dsRNS-ek indukaljak, ezeket RNazIII tipust Dicer-like (DCL)
enzimek daraboljak fel 21-24 nukleotid (nt) hosszi kisRNS-ekre, melyeknek kozos
jellemzgje az 5° végi foszfatcsoport és a 2 nt 3' talnyuld vég (Ruiz-Ferrer and Voinnet,
2009).

A kisRNS-ek két legfontosabb csoportjat a tagabb értelmii siRNS-ek (short
interfering RNA), és a jol definialhatd mikroRNS-ek (miRNS) alkotjak. SiRNS-nek
nevezziik azon 20-24 nt RNS-eket, melyek hossz(i dsRNS-ek vagasaval keletkeznek, és

amelyek szekvencia-komplementaritas alapjan kiillonb6z6 RNS-ek transzkripciojat vagy

késébb).

A DCL-ek mindenféle eredetli dsRNS-t felismernek és felvagnak: a rendellenes
(sapka vagy poli-A farok nélkiili) és antiszensz transzkriptumokat, vagy az életciklusuk
folyaman dsRNS format is kialakitd molekularis parazitakat: a virusokat (Ding and

Voinnet, 2007) és viroidokat (Itaya ez al., 2007) is.
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A silencing nem csak a hibas, vagy idegen RNS-¢ek eltakaritasaban jatszik szerepet -
elsédleges funkcidja a haztartasi transzkriptumok transzkripcié utani mennyiségének
finomszabalyozasa, illetve a genom stabilitasanak és funkcioképességének fenntartasa. Az
eukariotdk ennek érdekében szamos kiilonbozé nem-kodoldé RNS tipust hasznalnak,
melyek masodlagos szerkezete ds régiokat tartalmaz, igy ezek természetes célpontjai a
DCL-eknek.

Arabidopsis thaliana-ban négy DCL-t ismeriink. A DCL1 21 nt, a DCL2 22 nt, a
DCL3 24 nt, a DCL4 21 nt hosszi kisRNS-eket készit kiilonb6zé dsRNS-kotoé fehérjék
segitségével, a folyamat ATP-igényes. Az RNS virusok elleni silencingben elsésorban a
DCLA, kisebb mértékben a DCL2 vesz részt, de a DNS virusok és néhany RNS virus ellen
a DCL3 is hat (Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009). A DCL1 a miRNS-prekurzorok vagasat
végzi (Id. részletesen késobb), az antiviralis utvonalakban kozvetleniil csak limitalt
szerepet jatszik, viszont gatolja a DCL3 és DCL4 expresszidjat, ezzel csokkentve azok
hatékonysagat (Qu et al., 2008).

A DCL-ek aktivitasahoz dsRNS koté fehérjék (double-stranded RNA-binding
proteins, DRB) sziikségesek. Mig a DCL-ek funkcidja redundans, addig a veliik
kapcsolddd DRB-k specifikusan egy-egy szabalyozasi utvonalban vesznek részt. Példaul a
HYPONASTIC LEAVES] (HYLI) nevii DRB a DCLI-el kapcsolodva a miRNS-ek
érésében, a DRB4 a trans-acting siRNS-ek (ta-siRNS) kialakitasaban jatszik szerepet. Az
antiviralis szerepti DCL2 és DCL3 DRB partnerei eddig ismeretlenek (Vazquez et al.,
2010).

A DCL-ek katalizalta vagas utdn keletkezé kisRNS-ek hathatnak transz irdnyban,
példaul iranyithatjdk mas mRNS-ek vagasat, vagy transzlacios gatlasat, illetve hathatnak
cisz iranyban, példaul amikor transzpozonokrol, vagy repetitiv szekvencidkrol keletkezd
RNS-ekbél képzédé kisRNS-ek ugyanannak a régionak a heterokromatinizaciojat
indukaljak, amelyrél képzodtek.

Ha a kisRNS altal iranyitott szabalyzas a transzkripcio utan, az mRNS szintjén
torténik, akkor azt poszt-transzkripcionalis géncsendesitésnek (post-transcriptional gene
silencing, PTGS) nevezzik. Ha a kisRNS altal indukalt DNS-metilacio illetve
heterokromatinizacio megakadalyozza a transzkripciot, akkor azt transzkripcionalis

géncsendesitésnek (transcriptional gene silencing, TGS) nevezziik (lasd 3. abra).
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A kisRNS-ek stabilizacioja

Novényekben a DCL-ek altal 1étrehozott ds kisRNS-ek kivétel nélkiil metilalddnak a
3' végek 2’ hidroxil csoportjan, a HUA ENHANCER 1 (HENI) (Chen et al., 2002)
sejtmagi lokalizacioju metiltranszferaz altal (Yu et al., 2005). A metilacio elengedhetetlen
a kisRNS-ek stabilizalasahoz. A metilacid védi meg a kisRNS-t egyrészt a 3' exonukleaz
aktivitastol, masrészt az un. oligouridilaciotol, mely soran a metilalatlan 3' végekhez 1-6
uracil adodik (Li ef al., 2005).

A kisRNS-metilaciorol, és az ahhoz kapcsolddé folyamatokrol kevés az ismeretiink.
Nem ismeretes, hogy a citoplazmaban keletkezd kisRNS-ek milyen mechanizmus 4altal
metilalodnak a sejtmagi metiltranszferaz altal, illetve hogy vannak-e egyéb, hasonld
funkcidji metiltranszferazok. In vitro a nem metilalt ss kisRNS-eket az SDN1 (small RNA
degrading nuclease 1) exoribonukledz bontja le, de még nem ismert, hogy a metilalatlan ds
kisRNS-eket hogyan eliminalja a novény (Ramachandran and Chen, 2008).

Az oligouridilacié csak a HEN1 hipomorf novényekben figyelheté meg. Nem
tisztazott az oligouridilacio bioldgiai jelentésége és mechanizmusa, nem tudjuk, hogy
milyen enzim végzi, vagy hogy a sejt mely részében. Elképzelhetonek tartjak, hogy ez egy
kompenzatorikus folyamat, és az uracilok a metilaciot helyettesithetik. igy egy - a metilalt
formanal kisebb stabilitast - de mégis funkcioképes miRNS-szettel egy hipomorf mutans
képes tulélni (Chen, 2010).

Eddigi ismereteink szerint a kisSRNS-metilaci6 altalanos volta csak a ndvényekre
jellemz6, mas organizmusokban ha van is metilacio, az ugy tiinik elsésorban az ivaros
folyamatokhoz kapcsolodik. Gerincesekben (Houwing et al., 2007) és Drosophila
melanogaster-ben példaul csak az ivarsejt-specifikus piRNS-ek metilaltak (Saito et al.,
2007), Tetrahymena thermophila-ban pedig metilaltak az tn. scan RNS-ek (Kurth and
Mochizuki, 2009), melyek az ivaros szaporodds utdn részt vesznek az 0j makro- ¢és
mikronukleusz  kialakitdsaban. Bizonyos ¢élélények kisRNS-ei egyaltalan nem
modositottak, ilyen példaul a Toxoplasma gondii (Apicomplexa) (Braun et al., 2010). A
metilaciot allatokban - ahol van - a mar egyszalu (single-stranded, ss) kisSRNS-en a HEN1-
el homolog fehérjék végzik (Horwich et al., 2007; Saito et al., 2007).

Az A. thaliana HENI1 egy igen nagy fehérje, 942 aminosav hosszu. Szerkezetét (2.
abra) tekintve tartalmaz az N-terminalison két dsRNS-k6t6 motivumot (dsRBD1 és

dsRBD2), és egy La-like motivumot, mely utobbi az LCD-n (La-motif containing domain,
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La-motivumot tartalmaz6 domén) beliil helyezkedik el. A La-motivum a 3' OH-csoport
felismeréséért felel. A C-termindlison egy Rossmann-fold metiltranszferaz domént
(MTase) talalunk, mely a kisRNS metilaciojat végzi. Ez a domén megtalalhato a HEN1
homologjaiban is, példaul Drosophila-ban, de mar baktériumokban is. Ezen kiviil a fehérje
tartalmaz egy peptidil-prolil cisz-transz izomeraz—szerii (PLD) régiot, melynek funkcidja
eleddig ismeretlen (Tkaczuk et al., 2006). A HEN1 metildonorként S-adenozil-L-metionint
(SAM) hasznal. A SAM-ot a MTase domén NFGCG motivuma koti. A folyamat ATP-t és
egyéb fehérjepartnert nem, de Mg ™-ot igényel. A Mg™ az MTase domén négy konzervalt
aminosava altal koordinalt, és sziikséges a kisRNS 3’ végének felismeréséhez (Huang et
al., 2009). Mivel egy fehérje egy katalitikus domént tartalmaz, és a fehérje valdszintileg
nem dimerként funkciondl, ezért a metilacié két egymast kovetd 1épésben, a két RNS-

szalon kiilon-kiilon torténik (Chan et al., 2009; Vilkaitis et al., 2010).
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2. dbra A HENI szerkezete, a kiSRNS kotés és metilacié médja (Huang et al., 2009). dsRBD1 és
dsRBD2: dsRNS-kotd domének, MTase: metiltranszferaz domén, LCD: La-motivumot tartalmazé domén,

PLD: peptidil-prolil cisz-transz izomeraz—szerti domén, SAM: S-adenozil-metionin.

Valoszintileg a HEN1 latja el Arabidopsis-ban mind az endogén siRNS-ek, mind a
miRNS-ek metilacigjat. A HENI hipomorf ndvények fenotipusat elsésorban a miRNS-ek
mennyiségének csokkenése okozza, mely csdkkent stabilitasukbol ered. Ezt a fenotipust
olyan transz elemek képesek komplementalni, melyek redukaljak az endogén siRNS-ek
mennyiségét, példaul a PollV (névényspecifikus DNS-fliggd RNS polimeraz) hianya,
illetve az RDR2 (RNA-dependendent RNA polimerase 2, RNS-fiiggé RNS-polimeraz 2)

hianya. A jelenség oka valdszintileg az, hogy a miRNS-ek versengenek a siRNS-ekkel a
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HENI altali metilacioért. igy amikor a PollV és RDR2 aktivitisanak hianyaban kevesebb
siRNS képzédik, a miRNS-ek nagyobb eséllyel tudnak metilalodni csokkent HENI
aktivitas mellett is (Yu et al., 2010).

Az RNS-silencing végrehajtdé komplexei és miikodésiik

A metilaci6 utan a kisRNS-eket a silencing effektorai, az Argonaute (AGO) fehérjék
megkotik, kitekerik, majd az egyik szalat megtartjak - ez lesz az un. vezetd szal (guide-
strand) -, a masik szalat pedig elengedik, amely ezutan gyorsan lebomlik. A kisRNS
felvétele az AGO fehérjébe nem igényel energiat, am annak kitekerése - mely az
"egyszalusitashoz" sziikséges - ATP-figgd folyamat. A vezeté szal kivalasztisa a ds
kisRNS két vége kozti termodinamikai stabilitas-kiilonbség alapjan torténik. Az a szal fog
beépiilni az AGO-ba, amelyiknek 5° vége a duplex kisebb stabilitdst végén van (Khvorova
et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

Az AGO-k valoszinileg nagy molekulatomegii komplexek részeiként végzik a
célgének mRNS-einek vagasat, vagy azok transzlacios- illetve transzkripcios gatlasat.
Ezeket a komplexeket TGS esetén RITS-nek (RNA-induced transcriptional gene silencing
complex), PTGS esetén RISC-nek (RNA-induced silencing complex) hivjuk (3. abra).

Arabidopsis-ban 6sszesen 10 AGO homologot ismeriink (Vaucheret, 2008),
melyeket filogenetikai analizisek alapjan harom kladba sorolhatunk: az elsé kladba az
AGO1, AGO10 és AGOS5, a masodik kladba az AGO2, AGO3 és AGO7, a harmadikba
pedig az AGO4, AGO6, AGOS ¢és AGO9 tartoznak (Zheng et al., 2007). Kozds
jellemzgjiik, hogy mind tartalmaz egy PAZ, egy MID és egy PIWI domént. A MID domén
a kisRNS 5’ foszfatcsoportjat koti, a PAZ domén pedig a 3 véget. A PIWI domén vago
aktivitassal rendelkezik, valamint képes a képes kolcsonhatni az un. GW/WG-fehérjékkel,
melyen keresztiil felépiil a RISC/RITS komplex (Mallory and Vaucheret, 2010).

A vago-aktivitasért felelds motivumot a PIWI doménen beliil még nem sikeriilt
egyértelmiien azonositani, igy nehéz megjosolni, melyik AGO lehet képes a cél-mRNS
vagasara (Mallory and Vaucheret, 2010). Ezt a katalitikus képességet eddig csupan harom
AGO fehérjérdl (AGO1, AGO4 és AGO10) igazoltak (Baumberger and Baulcombe, 2005;
Qi et al., 2006; Zhu et al., 2011). Az AGO4, AGOS, AGO6 és AGO9 24 nt hosszi siRNS-
eket kotnek, és a TGS soran a heterokromatin képzésben és DNS-metilacidban vesznek

részt (Havecker et al., 2010). Az AGO1, AGO10 a PTGS és az antiviralis silencing {6
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komponensei, az AGO2-nek szintén lehet antiviralis funkcidja (Harvey et al., 2011), mig

AGO3, AGO8 funkcidja még ismeretlen.

strukturilt és dsRNS
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3. abra A) A PTGS és a B) TGS leegyszeriisitett vazlata a f6 fehérjékkel.

A kiilonb6zé AGO fehérjék preferencialisan veszik fel a ds kisRNS-eket, az 5' végi
nukleotid alapjan. Példaul az AGOL1 f6leg az uracil végl kisSRNS-eket, mig az AGO2 ¢és
AGO4 az adenozin végl kisRNS-eket valogatja ki (Mi et al., 2008). Ez a mechanizmus
egy tovabbi szabalyzasi szintet létesit, melyben egy-egy AGO altali specifikus kotés
behatarolja a kisRNS funkciojat.

A novényi TGS (3. abra B) végrehajto komplexe, a RITS AGO4-et tartalmaz
(Zilberman et al., 2003). A komplex tagja még a novény-specifikus NRPD2 fehérje is
(mely alegysége az RNS-polimeraz IV-nek, és az RNS-polimeraz V-nek is), valamint a
DRDI és a DMS3 fehérjék. A komplex a sejtmagi Cajal-testekben szerelddik 6ssze és tolti
be funkciodjat (Li ef al., 2006), a metildland6 szekvenciat pedig az AGO4-be épiilt siRNS
alapjan talalja meg. A Cajal-testben zajlik sok mas ribonukleoprotein komplex érése is,
példaul a spliceoszoma alegységeié. Mivel a RITS funkcidja a kromatin és a DNS
metilacioja, a komplexben kell lennie egy kromatin—l'ljrarendezé fehérjének is. Ilyen a

(Smith et al., 2007). A TGS egyéb fontos faktorai még tobbek kozott a DCL3, RDR2,
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valamint az RDM1 fehérje, ami egy toborzo faktor az egyszali, metilalt DNS-en (Gao et
al., 2010).

A PTGS (3. abra A) végrehajté komplexe, a RISC, szintén a vezetd szl alapjan
talalja meg a cél-mRNS-t. A novényi RISC fehérjekomponenseirdl a mai napig kevés az
ismeretiink, egyediil az AGO]1 tartalmii RISC esetén sikeriilt igazolni, hogy HSP90
chaperon homodimert tartalmaz (Iki ef al. 2010). A RISC kétféle modon gatolhatja a
génexpressziot: a cél-mRNS vagasa, vagy annak transzlacios gatlasa altal. Sokaig tartotta
magat az elmélet, hogy a kisRNS és az mRNS kézti szekvencia-komplementaritas mértéke
hatdrozza meg, hogy melyik folyamat menjen végbe. Eszerint a tokéletes, vagy kozel
tokéletes komplementaritas a cél-mRNS vagasahoz, a kisebb mértékii komplementaritas
annak transzlacios gatlasahoz vezet, novényekben elsésorban a vagas, az allatokban pedig
a transzlacios gatlas a jellemz6bb. Mai ismereteink szerint azonban elképzelhetd, hogy a
transzlacids gatlas az evolicidsan elsddleges gatlé mechanizmus, melyet névényekben az
AGOL1 és AGO10 végez, ezek azonban rendelkeznek vagé aktivitassal is (Brodersen ef al.,
2008; Zhu et al., 2011). Azt, hogy a két folyamat koziil végiil melyik fog végbemenni,
valészintileg a RISC kiilonbozé fehérjeelemei és a splicing utan az mRNS-en maradt
fehérjék befolyasoljak (Brodersen and Voinnet, 2009).

Ha vagas torténik, az elvagott cél-mRNS-ek tobbé nem védettek a sejt sajat
endonukledzai ellen, ezért ezek gyorsan lebomlanak. Ez egyben azt is jelenti, hogy az
mRNS vagasan alapuld génszabalyozasi utvonal irreverzibilis, mig a transzlacids gatlas
elvben visszafordithatod, mert ez utobbi esteben az mRNS ép marad. Azok az mRNS-ek,
melyek transzlacidja gatolt, azok a rajtuk maradd fehérjékkel egyiitt az Gn. P-testben
halmozoédnak fel. A P-testek RNS és fehérje tartalmu oridskomplexek a ndvényi sejt
citoplazméjaban, ahol elsdsorban az mRNS-ek lebontasa zajlik (Xu, 2006; Iwasaki, 2007;
Xu and Chua, 2009).

Az RNS-silencing fenntartasa, erdsitése és a szisztemikus silencing

A silencing tovabbi fontos fehérjecsoportjat alkotjdk az RNS-fiiggé RNS-
polimerazok (RNA-dependent RNA polimerase, RDR). Az RDR-ek ssRNS-ekbdl dsRNS-
eket képeznek, igy olyan RNS-ekrél is indukalhaté a silencing, melyek pusztan

szerkezetiikbol adodoan nem képeznének dsRNS-eket (4. abra).
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Az RDR-¢ek a filogenetikai analizisek alapjan harom kladba (o, B, y) sorolhatodak,
melyek koziil a B-klad a novényeknél, a y-klad pedig az allatoknal veszett el az evolucio
folyaman (Zong et al., 2009). Arabidopsis-ban 6 RDR-t ismeriink, mig ugy tudjuk, hogy
emlésokben ¢és Drosophila-ban nincsenek RDR-ek. Az Arabidopsis RDR-ek koziil a mai
napig csak harom taghoz sikertilt funkciét rendelni, az RDR3/4/5 szerepe ismeretlen.

A legtobbet az RDRO6-rdl tudunk, mely részt vesz az organogenezisben, az
antocianinok bioszintézisében, a juvenilis/érett vegetativ fazisok kozti atmenetben,
valamint fontos szerepet tolt be az antiviralis silencing fenntartasaban és erdsitésében

(Willmann et al., 2011).
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4. abra A silencing erdésitése.

A kisRNS-ek a silencing mobil szignalmolekulaiként is miikddnek (5. abra). A
sejtbdl, melyben keletkeztek, a ndvény minden részébe eljuthatnak a plazmodezmakon
(r6vid tava terjedés) és a floémen (hosszl tavu terjedés) keresztiil. A silencing, melyet a
kisRNS abban a sejtben indukal, ahol keletkezett, sejt-autondém silencingnek nevezziik. Ha
a kisRNS atjut mas sejtekbe, és ott fejti ki hatasat, azt nem-sejtautoném silencingnek
nevezziik. Ennek a jelenségnek mind a transzgenikus, mind a virusfertézott névényekben
jelentdsége van.

A mobil kisRNS-ek lehetnek 21 és 24 nt hosszuak is, és valosziniileg csupaszon is
szallitodhatnak az asszimilatumokkal a floémben (Tournier et al., 2006), mert a floém
RNS-az aktivitastol mentes (Melnyk et al., 2011).

RDR6 mutans novényekben, ahol zommel csak elsddleges siRNS-ek keletkeznek, a
siRNS-ek csupan 10-15 sejtsorral tovabb tudnak terjedni (Voinnet, 2005). Itt a

szisztemikus silencing nem valosul meg, tehat annak egyik feltétele RDR aktivitas.
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Transzgenikus novényekben a transzgénr6l nagy mennyiségii siRNS keletkezhet,
melyek szintén terjednek a floémen keresztiil. Ha egy transzgenikus alanyra nem
transzgenikus novényt oltunk, a szignal eléri a felsé leveleket is, és kimutathato fenotipust
okoz (Palauqui et al., 1997).

A szisztemikus silencing olyan erés lehet, hogy ha egy stabil transzgenikus
névényben egyetlen levelet atmenetileg ujra-transzformalunk ugyanazzal a konstrukcioval,
mint amivel a stabil transzformaciot végeztik, néhany hét mulva az egész novényben

megsziinik a stabil transzgén expresszidja (Himber et al., 2003).
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5. abra A -sejta om silencing sémaja (Melnyk et al., 2011). Alsé panel: a silencing szignal

sejtrél-sejtre terjedése és betoltése a floémbe a plazmodezmakon keresztiil. Felso panel: a silencing szignal

hosszu tavi terjedése.

A novényi endogén kisSRNS-ek és szerepiik a génszabalyozasban

Az eukariotakban nagy mennyiségben talalunk endogén kisRNS-eket, melyeknek
funkcid szerint és rendszertani csoporttol fiiggden rengeteg fajtajuk van. In silico
vizsgalatok szerint a legtobb gerinces genetikai allomanyanak kb. 1%-a miRNS-t kodolo

(MIR) gén (Lim et al., 2003). Emberben a miRNS-ek 4ltal szabalyozott transzkriptumok
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mennyisége kb. 30% (Lewis et al., 2005). Az Arabidopsis-ban talalhato kisRNS-ek kb.
85%-a siRNS, 15%-a pedig miRNS (Kasschau et al., 2007).

A silencing elsédleges szerepet tolt be a szervezet sajat génszabalyozasaban. A TGS
soran bizonyos kisSRNS-ek a RITS végrehajté komplexbe épiilnek be, és a szekvencia-
komplementaritas alapjan heterokromatinizaciot, vagy DNS-metilaciot inditanak el a
homolog kromoszoémaszakaszon. Ily médon a TGS latja el példaul a transzpozonok elleni
védelmet, de inaktival egyéb géneket is a promoter régio, vagy a hisztonok metilalasa altal

¢s biztositja a genom stabilitasat.
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6. abra A novényi miRNS-ek érése (Voinnet, 2009). MIR: miRNS gén, DDL: DAWDLE, CBC:
sapka-k6t6  komplex, pri-miRNA: primer miRNS transzkriptum, D-body: dicing-body/D-test,
SE:SERRATE, HYL1: HYPONASTIC LEAVESI, pre-miRNA: miRNS prekurzor, HASTY: importin
fehérje, SDN: small RNA degrading nuclease, kisRNS degradalé nukleaz.

22



Egy masik utvonal, a miRNS-ek altali génszabalyozas, mely alapvetden PTGS
szinti. A miRNS-ek az altalaban intergenikus régiokban elhelyezked6 MIR génekrél
keletkeznek, szekvencigjuk forditott ismétlddést tartalmaz, ezért a transzkriptum hajtii
szerkezetet vesz fel. A hajti tartalmaz egy torzs részt, melyen egy-két nt nem
bazisparosodott rész talalhatod, valamint egy hurok részt. Ezen kiviil - Polll DNS-fiiggd
RNS polimeraz transzkriptumok 1évén - rendelkeznek 5' sapkaval és 3' poliA farokkal. Ez
a pri-miRNS, azaz a MIR gén primer transzkriptuma.

A pri-miRNS-ek akkumlaciojat - a DCL1-pri-miRNS komplex stabilizacioja altal - a
DDL (DAWDLE) fehérje segiti el6 (Yu et al., 2008).

A pri-miRNS tovabbi szabalyszerli éréséhez a sejtmagi CBC (cap binding complex,
sapka kot6 fehérje-komplex), az ABH1/CPB20:CBP80 sziikséges. A CBC hipomorf
mutans novényekben az érett miRNS szint lecsokken, mig a pri-miRNS szint n6, tehat az
érési folyamat lassul (Laubinger et al., 2008).

A kovetkezé lépésben a pri-miRNS torzsét a DCL1 a HYL1 (HYPONASIC
LEAVESI), és SE (SERRATE) RNS-kot6 fehérjékkel komplexben felismeri, és elsd
lépésben lehasitja a torzs-hurok részt, igy jon létre a pre-miRNS, azaz a miRNS prekurzor.
Ez a forma a ndvényi miRNS esetében kb. 60-300 nt hosszi, és nem tartalmazza sem a
sapkat, sem a poliA farkat (Bartel, 2004). A DCL1 majdnem kizarolagosan felelds a
miRNS-ek kialakitasaért, bar néhany, hajtii alaka prekurzorbol képz6dé miRNS kivagasat
a DCL4 is végzi (Rajagopalan et al., 2006). Ezutan a torzs régiobol ugyanez a
fehérjekomplex hasitja ki a ds miRNS-t. Mindkét 1épés ATP-fiiggd (6. dbra).

A miRNS kivagasa a sejtmagban taldlhatd D-testekben (dicing-bodies, D-bodies),
zajlik, melyeket korabban HYL 1-tartalmu testeknek hivtak (Han et al., 2004). A D-testben
a DCLI1 ¢és a HYLI1 ¢és a SE fehérjék egy kompartmentben talalhatoak meg és fizikailag is
kapcsoldodnak. Ugyanitt az AGO1 és HYLI is kolesonhat egymassal (Fang and Spector,
2007).

A miRNS ¢érés folyamata esszencidlis, a benne részt vevo {6 enzimek, a DCL1 és a
SE null mutansai embriokorban elhalnak, de a gyenge mutansok is sulyos fejlodési
rendellenességeket mutatnak (Garcia, 2008). A DCLI partnerei a vagas hatékonysagat és
pontossagat biztositjak: a HYL1 dsRNS-koté fehérje kétszeresére, a SE hatszorosara
noveli a DCL1 aktivitasat (Dong et al., 2008).

A ds miRNS-t ezutan a HEN1 metilalja, és e 1épés eldtt, vagy utan a miRNS
exportalodik a sejtmagbol. Az egyik azonositott exportfehérje a HASTY, az emlds
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Exportin5 homologja, ami - legalabb részben - szamos miRNS exportjat végzi (Park et al.,
2005).

A kivagott miRNS duplex két szala altaldban nem tokéletesen komplementer
egymassal. A legtobb konzervalt miRNS esetében 1-2 nem parosodd bazist (bulge) is
talalunk. A ds miRNS két szala kozil csak az egyik funkcionalis. Ezért sziikebb
értelemben miRNS alatt csak azt a szalat értjiik, mely majd inkorporalodik valamelyik
AGO-ba és betolti "vezetd" feladatat a végrehajté komplexben. A masik szalat "szar" (*)
szalnak hivjuk - talalo magyar elnevezés hijan. Ez a szal a miRNS duplex kitekerése, a
vezetd szal kivalasztasa és egyszalusodasa utan gyorsan degradalodik. A star szalakat csak
specialis esetben tudjuk detektalni egy rendszerben, példaul ha egy fehérje megkoéti a ds-
miRNS-t, és ezaltal stabilizalja a duplex format, vagy ha egy miRNS nagy mennyiségben
keletkezik, de rossz hatékonysaggal inkorporalodik az AGO-ba. Ilyen esetekben egy-egy
miRNS star szalanak kimutatdsa diagnosztikus jelentdségli, amit munkank soran ki is
hasznaltunk.

A vezetd szal kivalasztasa az AGO-ba ez esetben is a miRNS két vége kozti
termodinamikai aszimmetria alapjan torténik, az a szal fog beépiilni, melynek 5' vége a
duplex instabilabb vége felé néz (Schwarz ez al., 2003). A legtobb miRNS az AGO1-be,
valamint az AGO10-be épiil be, melyek koziil az elsé képes mind az mRNS vagasara és
transzlacios gatlasara is, mig az utobbi valosziniileg transzlacios gatlas altal fejti ki hatasat.
Hogy az adott miRNS-t melyik AGO veszi fel, azt a miRNS szekvencidja szabja meg.
Példaul az AGOLI elsésorban az 5 uracil végli kisRNS-eket, az AGO2, AGO4, AGO6,
AGO9 az adenin végii miRNS-eket inkorporalja (Mi ez al., 2008).

Ha a miRNS-RISC az mRNS vagasat idézi el6, akkor az 5° végi vagastermék az
exoszoma altal gyorsan lebomlik. A stabilabb a 3’ vég az XRN4 exoribonukledz
segitségével a valoszintileg P-test nevill citoplazmas ribonukleoprotein éridskomplexben
degradalodik (Voinnet, 2008). Valoszintileg a transzlaciésan gatolt miRNS-RISC-ek is a
P-testbe szallitddnak és tarolodnak, akarcsak allatokban (Pillai ez al., 2007).
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Modellvirusaink bemutatdsa és az antiviralis RNS-silencing

Fert6zési stratégiak

A virusok olyan molekularis parazitdk, melyek kizarélag €16 sejtben képesek
o6nmagukat megsokszorozni, mert 6nallo anyagcserével nem rendelkeznek. Zdmmel
korokozok, igy a rajuk hatd szelekcidos nyomas evoluciojukat a kompakt genom, a sejtben
valo elrejt6zés és a gazdaval kialakitott minél kifinomultabb viszony fel¢ iranyitotta.

A kiilonbozé virusok a fertézéshez eltérd stratégiakat hasznalnak. Az ssRNS(+)
genomot tartalmazo virusok — igy modellvirusaink, a TEV (Tobacco etch virus) és a CIRV
(Carnation italian ringspot virus) is - végeredményben mRNS-ként mikodnek, és
altalaban a virus-kOpeny levetése utan rogton transzlalhatoak. A virusgenom ezért
rendelkezik sapka-, vagy azt imitalo strukturaval, mely toborozza a transzlacios faktorokat
¢és védi az RNS-t, valamint 3' végi poliA farokkal is, illetve azt helyettesit6 struktaraval. A
legtobb virus a replikacidhoz sajat polimerazat hasznalja, ennek transzlacioja altalaban a
legelso 1épés a sejtbe vald bejutas utan.

A gazdaval val6 kolcsonhatas finomszabalyzasanak egy masik moédja, a virus szoveti
eloszlasanak limitacioja. Elsdsorban a vektor altal terjesztett virusok esetében jellemzd a
floém-limitacio, mikor a virus nem képes a hancselemekbdl a mezofill sejtekbe kilépni,

ilyen példaul a BWY'V (Beet western yellows virus) Polerovirus.
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7. abra A CIRV genom-szerkezete. Szubgenomi RNS-ek (sg mRNA1 és sg mRNA2) és azok
fehérjetermékei (p36, p92 (RdRp), p41 (CP), p22 (mov), p19 (sup). Téglalapok: ORF-ek, ovalisok: az ORF-
ekrél képz6do fehérjetermékek. RARp: RNS-fiiggd RNS-polimeraz, CP: kopenyfehérje, mov: (movement
protein) mozgasért felelés fehérje, sup: silencing szupresszor fehérje, UAG:gyenge stop kodon (read-
through) (White and Nagy, 2004).
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A kiilonb6z6 viruscsoportok eltérd stratégidkat alkalmaznak fehérjéik atirasara is.
Egyes taxonok sajat RNS-fiiggé RNS polimerazuk szintézise utan a teljes genomrol
szubgenomi RNS-eket, azaz rovidebb szakaszokat készitenek, mert az elsé stop kodon utan
megszakad a transzlacié (CIRV). A szubgenomi RNS-ek hasznalataval valik lehetéve, a
downstream, azaz 3’ iranyban elhelyezkedd nyitott leolvasasi kereteket (open reading
frame, ORF) transzlalni lehessen (7. abra). Ezek a virusok transzlalhatnak tobb kiilonb6z6
fehérjét is egy szakaszrél kiilonbozé mechanizmusok segitségével: példaul lehet a
leolvasasi keretben egy read-through régio, azaz egy gyenge terminacids kdrnyezetben
1év6 stop kodon (UAG vagy UGA), igy a riboszoma bizonyos hatasfokkal tovabbirhatja a
fehérjét, és végeredményiil a ,,csonka” és a teljes fehérje funkcidja részben vagy egészen
eltér6 lehet. Egy masik lehetséges mod a nested ORF hasznalata, amikor egy ORF-en beliil
egy masik leolvasasi keretben egy masodik ORF helyezkedik el. Ilyen transzlacios
stratégiakat hasznal egyik modellvirusunk, a Tombusvirus CIRV (Hull, 2002) is, és az
altalunk tanulmanyozott silencing szupresszor fehérje, a p19, egy ilyen nested ORF-ben

helyezkedik el (7. abra).
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8. abra A TuMYV genom szerkezete (Wei et al., 2010b).

Mas virusok egy vagy tobb poliprotein formajaban transzlaljak az ORF-eket, majd a
poliprotein autoproteolitikus hasitasai révén jonnek létre az egyes fehérjék. Ebbe a
csoportba tartozik a Potyvirus TEV, melyrdl el6szor 360 kDa-os fehérje képzodik, ami
aztan 11 érett fehérjére vagodik fel. A Potyvirus-ok genomjanak altalanos felépitésére (8.
abra) jellemz6 az RNS 5° végéhez kovalensen kotott VPg-fehérje, ami funkcionalisan a
sapkat helyettesiti, az 5> UTR-ben jelen 1év6 transzlaciés enhanszer és a poli-A farok,
2002).

Az RNS-fiigg6 RNS-polimeraz transzlacidja/kialakulasa utan megindul a
virusgenom replikacidja. Ez altalaban a sejt membranjaihoz horgonyzott, szigortian

szabalyozott folyamat. A CIRV a mitokondriumok kiilsd membranjaban invaginaciokat
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képez (9. abra), melyek a replikacido helyéiil szolgalnak, ¢és amelyeket az
elektronmikroszkopos képek alapjan multivezikularis testeknek hivnak (Burgyan et al.,
1996). A CIRV ebbdl a szempontbol egyediilallo a csoportjaban, mert a tobbi Tombusvirus
replikacidja a peroxiszoma membranjaban képz6dd betiirédésekben zajlik. A CIRV ORF1-
e altal kodolt RNS-koto fehérjéje, a p36, két transzmembran doménja altal integrans
membranfehérjeként funkcional, és kolcsénhat a mitokondrium membranban talalhato
TOM (translocase complex of outer membrane) komplexekkel. Ez az interakcio biztositja
a mitokondrium-membran specifitast és koti a replikaciot a membranhoz (Hwang et al.,
2008).

9. dbra A CIRY fertdzés soran kialakulé multivezikuliris testek (Burgyan et al., 1996).
A) A CIRV replikacioja a mitokondrium kiilsé membranjaban képz6dd invaginaciokban (nyilak)
torténik. B) A betiirddések valdjaban hosszu, arokszerii mélyedések (fekete nyil) , melyek sziik

nyilason keresztiil kozlekednek a citoplazmaval (sarga nyil).

Az élesztd rendszerben vizsgalt rokon Tombusvirus, a Tomato bushy stunt virus
(TBSV) replikacié-modell szerint (10. abra) a p33 fehérje (mely megfelel a CIRV p36-
nak) indukalja a peroxiszoma-membran invaginacidjat, és megkoti a p92 RdRp-t, igy a
replikacid egy jol izolalt membrancsomagban torténik. A replikdcids komplex részei
lehetnek még a GAPDH (glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz), az EF-la (elongacios
faktor 1a) és valoszintileg egyéb gazdatehérjék is (Wang and Ahlquist, 2008).
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10. abra A TBSV replikaciés kornyezete a peroxiszoma membranjiaban (Wang és Ahlquist, 2008
nyoman). p33: TBSV p33 fehérjéje, mely megfelel a CIRV p36 fehérjéjének. p92pol: TBSV RdRp-je, (+)

A TEV replikacidja a 6K integrans membranfehérjéje altal az endoplazmatikus
retikulumhoz (ER) kotott (Schaad er al., 1997), ahol vezikulumok képzédését indukalja
(Wei and Wang, 2008). Ezen kiviill a Potyvirus fert6zés hatasara megfigyelhet6 az ER
proliferacidja is, melyet a 6K fehérje altali vezikula-transzport gatldsaval magyaraznak.
Egy rokon virusnal, a Turnip mosaic virus-nal (TuMV) igazoltak, hogy ezek a
vezikulumok lefizédnek, majd a kloroplasztisz membranba integralodnak (Wei et al.,
2010a). Ez utobbi publikacioban utalast tesznek egy korai munkara is (Gadh and Hari,
1986), amiben kimutattdk a teljes hosszusagi antiszensz TEV genomot a
kloroplasztiszban, ami a replikacios intermedier jelenlétére utal. Mindezek azt sugalljak,

hogy a TEV, ¢és ily modon valoszintileg mas Potyvirus-ok esetében is megtorténhet a virus

replikacio helyéiil szolgalo vezikulumok transzportja a kloroplasztiszba.

Az antiviralis silencing

A virusgenomrél komplementer szalat kell el6szor képezni ahhoz, hogy az
templatként szolgalhasson az ujabb genomi szalak szintézis¢hez. Az e folyamat soran
képz6dd ds replikacios intermedierck elméletileg a DCL-ek altal rogton tamadhatoak, és
ezzel megindul az antivirdlis silencing. A replikdci6 ~membrankotottsége és
kompartmentalizacidja miatt azonban ezek az intermedierek nem konnyen hozzaférhetéek

a DCL-ek szamara, mert azok izolaltak a citoplazmatol.
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A siRNS-ek tobb (+)RNS virus esetében preferencialisan a (+)-szalrol keletkeznek.
A genomi szalr6l szarmazd siRNS-ek tulsulya magyarazhaté az izolalt replikacioval,
melynek kovetkeztében a citoplazmaba elsésorban a transzlaciora kiszallitodo (+)-szal
talalhato és érheté el a DCL-ek szamara. A siRNS-ek eloszlasa nem egyenletes a
virusgenom mentén, hanem vannak un. forrd pontok, melyekrél nagysagrendekkel tobb
siRNS keletkezik, mint egyéb régiokrol (Molnar et al, 2005). Ennek hatterében a
virusgenom masodlagos strukturaja allhat. A genom arra alkalmas szakaszai hajtiiket
képeznek, és ezek a nyél-hurok (stem-loop) strukturak az elsddleges célpontjai a ndvényi
DCL-eknek. Az 0j generacios szekvenalasi eredmények is ezt tamasztjak ala egy masik
Tombusvirus, a Cymbidium ringspot virus esetében (CymRSV) (Szittya et al., 2010), s igy
nagy bizonyossaggal modellvirusaink koziil ez a CIRV-re is igaz.

A TEV esetében azonban sokkal valdsziniibb, hogy a siRNS-ek egyenld aranyban
képzbddnek a (+) és (-) szalakrol, mint ahogy azt bemutattak rokonanal, a TuMV-nél (Ho et
al., 2006).

A kozvetleniil a virusgenombol keletkezé siRNS-eket elsddleges siRNS-eknek
nevezziik. Ezek a siRNS-ek azonban csak a silencing megindulasahoz elegenddek, annak
fenntartasahoz nem. Ezért — az antiviralis silencing részeként - egy sokszorozasi folyamat
is beindul, amelyhez a névényi RDR-ek sziikségesek. Az RDR-ek az elvagott hossza RNS-
eket templatként hasznalva primer-fiiggetlen modon kiegészitd szalat szintetizalnak
hozzajuk, és az igy keletkezd 0j dsRNS ismét felvaghato a DCL-ek altal (11.4abra). Végiil a
masodlagos siRNS-ek mennyisége meghaladhatja az elsddlegesekét, és ez hatékonyabb
silencinget eredményez (Nishikura, 2001). Az RDR-ek jelentds szerepet toltenek be az
antiviralis silencingben, amit az is igazol, hogy az RDR1/2/6 mutans névények a legtobb
virussal szemben fogékonyabba valnak.

A legfontosabb antiviralis RDR az RDR6, de egyes virusok esetében mas RDR-ek is
betolthetnek ilyen funkciot. A TuMV és a CMV esetében az RDR1 (Garcia-Ruiz et al.,
2010) (Deleris et al., 2006), a Tobacco mosaic virus (TMV) esetében az RDR1 és RDR6
tolti be a f6 antiviralis szerepet (Qi et al., 2009), mig a Tobacco rattle virus és a TuMV
esetében az RDR1, RDR2 és RDR6 egyiittesen sziikséges (Donaire er al., 2008). A
CymRSV fertézésekor viszont ugy tinik nem szamottevé a masodlagos siRNS-ek altal
indukalt silencing, legalabb is az RDR6 mutans novények nem fogékonyabbak a virusra.

A nem-sejtautoném silencing is fontos szerepet tolt be az antiviralis valaszban. A

virus eredetli siRNS-ek atléphetnek a fertézott sejtekbdl az egészséges sejtekbe a
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plazmodezmakon keresztiil, majd ott beépiilnek az AGO1-be. igy a fertézott teriilet koriil
egy immunizalt gyiiri, vagy front jon létre, ahol az antiviralis komplexek mar az elétt

felépiiltek, hogy a virus belépett volna, ezért a fertézés visszaszorul (Havelda ef al., 2003).

A virus eredetii silencing szupresszorok

Silencing szupresszorok és altalanos stratégiaik

A novényi virusok elleni silencing igen hatékony, ezért a legtobb virus Gn. silencing
szupresszor (tovabbiakban szupresszor) — azaz az antiviralis silencing ellen hato —
fehérjékre tett szert a gazda-parazita ko-evolicié folyaman. Az antiviralis silencing
utvonalanak szinte minden lépésének gatlasara ismeriink példat (11. abra, 13. abra). A
szupresszorok  tobbsége méretszelektiven a  ds-kisRNS-eket koti meg, ezzel
megakadalyozzak az antiviralis RISC-ek felépiilését. Ds-kisRNS-koté a CIRV pl9
fehérjéje (Lakatos et al., 2004), a TEV HC-Pro-ja, a Beet yellows virus (BYV) p2l-e
(Lakatos et al., 2006), a Tomato aspermy virus (TAV) 2b-je (Chen et al., 2008) is (11.
abra). Ezek a szupresszorok gatoljak a nem-sejtautonom silencinget is, mert a megkotott
viralis siRNS-ek nem képesek atjutni a szomszédos sejtekbe és immunizalni azokat.

Hasonlé miikodésiik ellenére a kiilonboz6 virusok ds-kisRNS-k6t6 szupresszorai
polifiletikus eredetiick. A miikddésiikben megfigyelhetd konvergencia azt mutatja, hogy a
kisRNS-kotés altalanos stratégia (Mérai et al., 2006), ami szelekcios nyomasra kialakulhat
de novo, de konnyen létrejohet a mar meglévoé virusfehérjékbdl is.

A dsRNS-kotés hatékony szupressziot biztosithat anélkiil is, hogy méretszelektiv
lenne. Erre példa az az Aureusvirus-ok pl4-e (Mérai et al., 2005), ami a hosszl és rovid
dsRNS-eket is koti, ezaltal két helyen hat az antiviralis silencing Utvonalan. Ezzel egyrészt
csokkenti a DCL-ek altal elérheté dsRNS prekurzorok mennyiségét, masrészt gatolja a

kisRNS-ek RISC-be épiilését (11. abra).

30



Masodlagos struktarat Replikaciés intermedierként
kialakité virus-genom képzddd ds virus RNS
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virus RNS felismerése és vagasa

11. dbra Az antivirilis silencing sematikus dbraja a f6 fehérjékkel, és néhiny szupresszor

hatasanak helye az utvonalon. Narancssarga dobozok: szupresszorok.

Az antiviralis silencing utvonalat egyéb pontokon is tamadhatjak a szupresszorok. A
CMV (Cucumber mosaic virus) FNY torzsének 2b fehérjéje kozvetleniil az AGO1 PAZ és
PIWI doménjéhez kapcsolodik, és igy gatolja annak vagd aktivitasat (Zhang et al., 2006).
A BWYV PO szupresszor fehérjéje a toltetlen AGO1 ubiquitinaciojat és lebontasat
indukalja (Csorba et al., 2010) (11. abra). A PO csak a fertézés kezdeti szakaszaban
transzlalodik, és ekkor is nagyon alacsony szinten, mely szuboptimalis transzlacids
kornyezetének koszonhet6 (Pfeffer er al., 2002). A PO hatékonyabb transzlacioja ellen erds
szelekcio hat, mely sejteti, hogy a virus szdmdara nem el6nyds a szupresszor allando és
magas szintje. Valoszintisithetjiikk, hogy az AGO1 lebomldsanak indukalasa olyan sulyos
zavarokat okozhat a gazda génszabalyozasaban, hogy az mar a virus szaporodasat is
gatolja. Bar éleszté két hibrid rendszerben bemutattak, hogy a PO és az AGOI fizikailag
kolesonhat (Pazhouhandeh et al., 20006), in vivo vizsgalataink szerint a PO kizarolag az
AGOL1 tartalmi, nagy molekulastlyt komplexekkel kapcsolodhat, ezért elképzelhetd, hogy
az interakcio indirekt (Csorba ef al, 2010). Végeredményben a PO altal alkalmazott
stratégia lehet6vé teszi, hogy a szupresszor specifikusan gatolja a potencialisan virus-
siRNS-ekkel t61tddé RISC-ek felépiilését, ugyanakkor feltehetéen nem okoz zavart a
miRNS utvonalban, mert nem hat a mar toltott RISC-ekre.
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A GW/WG motivumot tartalmazo6 szupresszorok is képesek az AGO1-hez kotni. A
Sweet potato mild mottle virus (SPMMYV) P1 proteinje is ezaltal gatolja a RISC-aktivitast
(Giner et al., 2010). A Turnip crincle virus (TCV) p38 fehérjéje dsRNS-kot6 aktivitasan
feliil szintén kot az AGO1-hez, és meggatolja annak t6ltédését. Ezzel felboritja a miRNS
utvonalon keresztiil a DCL-ek homeosztazisat, ami egy ujabb szintet jelent az szupresszor
funkcidjaban (Azevedo et al., 2010).

Egy merében mas stratégiat képvisel a TEV egyik rokonanak, a Sugarcane mosaic
virus (SCMV)-nak a HC-Pro fehérjéje. Csokkenti a masodlagos siRNS-ek képzodését,
elképzelhetd, hogy kozvetleniil az RDR6 expresszidjanak gatlasa altal (Zhang et al., 2008),

ami rontja az antiviralis silencing hatékonysagat (11. abra).

Modellvirusaink silencing szupresszorai - a p19 és HC-Pro - és miikodésiik

N-terminalis

N-terminalis

C-terminalis

12. dbra A) A p19 szerkezete kisRNS-t kotve (Vargason et al., 2003) és B) a TEV HC-Pro

feltételezett strukturaja silencing szupresszorként.

A CIRV pl19 az elsé olyan karakterizalt silencing szupresszor, melynek megismertiik
pontos szerkezetét és miikodési elvét is (12. abra A). A fehérje homodimerként funkcional,
C-terminalisa felelos a dimerizacioért, valamint itt talalhato a kisSRNS gerincét koté domén
is. Az N-termindlis a kisRNS végeit koti. A pl19 preferencialisan koéti a 19 nt hossza
dsRNS-eket, fuggetleniil a szekvenciatol és az ss tilnyuld végtél. Ez megfelel a 21 nt
siRNS-ek ds régidjanak. A szupresszor nagyon pontosan ,,méri” a kétszali régié hosszat
(Vargason et al., 2003). Az egy bazissal hosszabb, vagy rovidebb dsRNS-t 5-6-szor

gyengébben koti. Az N-termindlison talalhatd 39-es €s 42-es triptofan szerepe a kotésben
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esszencialis, a kicserélésiik a szupresszor aktivitds és a fert6zOképesség jelentds
csokkenésével jar.

A TEV HC-Pro szerkezetérél (12. abra B) a mai napig nincsenek pontos ismereteink.
Kristalyositasa technikailag nagyon nehéz, igy a rontgen-krisztallografids szerkezet-
feltaras eddig nem valosult meg. Maga a fehérje sulyzo alaka, enyhén aszimmetrikus
monomer (Plisson et al., 2003) egy rokon virus, a Lettuce mosaic virus (LMV) esetében, és
oldatban dimereket alkot a C-terminalisok interakcidjaval. A legvalosziniibb, hogy ilyen,
dimer formaban aktiv a TEV HC-Pro is, de itt a C-terminalis az N-terminalissal
kapcsolodik. Raadasul a HC-Pro multifunkcios fehérjeként valdszinli, hogy tobbféle
oligomert (tetramert és hexamert) is képes alkotni. Elképzelhetd, hogy kiilonbz6 oligomer
formaban miikodik a HC-Pro a vektor-transzmisszioban és szupresszorként (Ruiz-Ferrer et
al., 2005). A TEV HC-Pro a p19-hez hasonldan ds-kisRNS-kotd szupresszor, mely nem
csupan azok hosszat ismeri fel, de a hatékony kétéshez sziiksége van a ds-kisRNS 3'
tulnyulo végére is (Lakatos et al., 2006).

Mindkét szupresszor hatasara jellemz6, hogy szerkezetiikbél adoéddan nem csak a
virus eredetli siRNS-eket kotik meg, hanem a novényi miRNS-eket, és egyéb endogén
kisRNS-eket is, melyek megfelelnek a kotés kritériumainak. Ezaltal a miRNS-eket duplex
formaban stabilizaljak, jelenlétiikben tehat kimutathatova valik a miRNS star szala
Kisérletesen ez diagnosztikus jelentdségii, mert fiziologias allapotu ndvényekbdl a legtobb
miRNS star szalanak mennyisége a detektalasi korlat alatt marad, ezért felhalmozodasuk a

silencing Gtvonal lassulasat jelzi.

1. tablazat A p19 és a HC-Pro tulajdonsigainak osszefoglal6 tiblazata

CIRYV p19 TEV HC-Pro

-egy funkcio: silencing szupresszor -tobb funkcio: protedz, silencing szupresszor,
vektor-atvitel

-méretszelektiv ds-kisRNS kotés -méretszelektiv ds-kisRNS kotés

-cukor-foszfat gerinc kotése + az 5° foszfat - cukor-foszfat gerinc kotése + a 3' tilnydld vég

kotése kotése

-dimer -dimer?

A ds-kisRNS-kot6 szupresszorokat stabilan expresszald névények - melyek sokszor
fejlédési rendellenességeket, vagy virusfertézéshez hasonlito fenotipust mutatnak -

endogén kisRNS profilja megvaltozik.
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A Yu és munkatarsai altal vizsgalt szupresszor-transzgenikus Arabidopsis-okban
megfigyelték, hogy a miRNS-ek ds formaban stabilizalodnak és felhalmozodnak, ezért
kimutathatova valnak a star szalak. Ebben a munkaban egy ujabb hatasukra is fényt
deritettek: a szupresszorok részlegesen gatoljak a miRNS-ek metilacidjat is (13. abra) (Yu
et al., 2006). A transzgenikus ndvényekben a TuMV HC-Pro és a TBSV pl19 a miRNS-ek
tobbségénél azonos hatast gyakorolt a metilacidra. A két virus szupresszora sok
tulajdonsagaban hasonlit (1. tablazat), ugyanakkor teljesen eltér6 genomszervezédési és
replikacios stratégiaju viruscsoportok fehérjéi.

Ezek az eredmények felvetették a kérdést, vajon a virusfertézés soran is ilyen
hasonléan miikédnek-e a p19 és HC-Pro szupresszorok, illetve hogy hogyan gatolhatjak a

citoplazmas RNS-virusok szupresszorai sejtmagban végbemend kisRNS metilaciot?

HC-Pro pl9 Vector

. ! = miR159
13. abra HC-Pro és p19 szupresszor-tr genikus Arabidopsis-ok miR159 profilja (Yu et al.,

2006). A ,,Vector” oszlopokban a szupresszort nem termeld novény, mint negativ kontrol szerepel, a tRNA
sor a gélre felvitt RNS mennyiségi kontrolja. A B+ oszlopokban piros nyillal jelolt csikok jelolik a
metilalatlan miRNS-eket (részletes magyarazatot lasd késébb), a felettiik 1év6, nagyobb molekulatomegii csik

a metilalt miRNS.
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CELKITUZESEK

A pl9 és HC-Pro szupresszorok transzgenikus rendszerben részben gatoljak a
kritikus jelentdségii kisSRNS metilaciot, amelyet a HEN1 sejtmagi fehérje végez. A (+)RNS
virusokra citoplazmds anyagcsere jellemzé, igy a sejtmagi folyamatok gatlasa
ellentmondasosnak tiint. Ezért munkank soran tisztazni szerettilk volna, hogy természetes

rendszerben, a virusfertdzés folyaman:

1. Metilaltak-e a virus eredetli siRNS-ek, ha igen, bejutnak-e a sejtmagba?

2. Képesek-e a szupresszorok gatolni az endogén kisRNS metilaciot fiziologias
koriilmények kozt is, a virusfertdzés soran?

3. Ha képesek meggatolni a szupresszorok a metilaciot, akkor ahhoz be kell-e jutniuk
a sejtmagba?

4. Van-e kiilonbség az endogén ¢s a virus eredetii kisSRNS-ek metilacidjaban?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérletekben hasznalt RNS és DNS mintakat, klonokat, blottokat a molekularis
biologiai laboratériumokban altaldanosan hasznalt eljarasok szerint allitottuk el (Sambrook
et al., 1989), ezért az Anyagok ¢s Modszerek fejezetben csak az abban nem szerepld vagy
modositott eljarasokat kozoljiik. A vizsgalatokhoz hasznalt vegyszerek a Sigma-Aldrichtol

¢és a Reanaltol szarmaztak, kivéve, ahol az kiilon jelezve van.

Tesztovények
A vizsgilatokhoz 4llandd koriilmények (22°C, 14 oOra megvilagitas) kozott,
fitotronban (Versatile Enviromental Test Chambers (Sanyo, Tokyo Japan)) tartott

Nicotiana benthamiana, és Nicotiana tabacum nc Xanthi névényeket hasznaltunk.

Enzimek és vegyszerek

A restrikcios emésztésekhez és nukleinsav modositasokhoz felhasznalt enzimeket a

Fermentas-tol szereztiik be.

Baktérium torzsek
Escherichia coli DH5a. (Invitrogen),
Escherichia coli DH5a pRK-CA helper plazmiddal (Invitrogen),

Agrobacterium tumefaciens C58CI (Invitrogen).

Plazmidok

Klénozashoz, szubklonozashoz pBluescript SK II (+/-) (Stratagene) és pUCILS
vektorokat, Agrobacterium tumefaciens kdzvetitette tranziens expressziohoz pedig pBin61
illetve pBin61S (Silhavy et al., 2002) vektorokat hasznaltunk. A CIRVp19, a CIRVp19-
W39G mutansa (Vargason et al., 2003), a pBin61S-His-HC-Pro (Lakatos et al., 2006)
korabbi munkak soran hasznalt konstrukciok voltak. A pBin61S-His-HC-Pro-AS3 mutanst
Lakatos Lorant készitette és tesztelte kisSRNS-kot6 aktivitasat band-shift eljarassal (Lozsa
et al., 2008). A pBin61-pri-miR171c konstrukciot Csorba Tibor készitette (Csorba et al.,
2007). A pBin61-GFP konstrukciot munkatarsaink korabban készitették (Lichner et al.,
2003). A BWYV PO és POLP konstrukciokat (Pazhouhandeh et al., 2006) Véronique

Ziegler-Graff-tol kaptuk.
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Virus klonok

TEV: a teljes virust tartalmazo, fertéz6képes klont Juan José Lopez Moya-tol kaptuk.
A rekombinans virus egy 6xHis fag-elt HC-Pro fehérjét termel (NC_001555).

CIRV: fertézdéképes virusklon PUC18-ban (NC_003500), a virus genom el6tt a T7-es
fag DNS-fiiggé RNS-polimeraz promoter szekvencidjat, a 3' végen pedig Smal restrikcios
helyet tartalmaz (Rubino et al., 1995).

CIRV19stop: fertézoképes virusklon PUC18-ban, melyben a 19K fehérje nem
termel6dik. A virus genom el6tt a T7-es fag DNS-fiiggé RNS-polimeraz promoter
szekvenciajat, a 3' végen pedig Smal restrikcios helyet tartalmaz. A konstrukcidt Szittya

Gyorgy készitette.

Inokulicio

Inokulaci6 in vitro transzkriptumokkal (CIRV, CIRV19stop): a virusokrol készitett
in vitro transzkriptumokat %2 térfogat inokulalo pufferben (50mM glicin, 30mM K,;HPOy, 1
m/v% bentonit (Fluka), 1 m/v% cellit (Duchefa)) és "2 térfogat desztillalt vizben
elegyitettiik, majd steril fertézébotokkal kentiik a levelekre. A fertézésekre leginkabb
alkalmas novények kb. 6 leveles N. benthamiana-k, vagy 3-4 leveles N. tabacum nc
Xanthi-k. Egy novényen két levelet fertoztiink, levelenként 200ng transzkriptummal.

Novényi nedvvel valo fertézés (TEV): egy szisztemikusan fertozott levelet 2 térfogat
0,1M-os Soérensen-pufferban (0,57 ml 1M-os Na,HPO4+ 0,43 ml 1M-os NaH,PO4 100ml
vizben, pH7) dorzsoltink el, majd ezzel kentiik be a fertézendé novények cellittel

megszort leveleit.

Agrobacterium_tumefaciens infiltracié —fehérjék atmeneti termeltetése novényi

levélben

A megfeleld  konstrukcidkat  tartalmazd — Agrobacterium  tumefaciens
baktériumtelepeket folyékony, antibiotikumokat (25 pg/ml kanamicin, 5 pg/ml tetraciklin)
tartalmazé LB taptalajba oltottuk és egy ¢&jszakan keresztiil novesztettiik 28°C-os
razotermosztatban.

Masnap reggel a baktérium-levest 5000 rpm-en leiilepitettik, a baktériumokrol
leontottiik a taptalajt, és indukcios pufferben (10 mM MgClI2, 10 mM MES és 150 uM

acetosziringon) 4 oran keresztiil inkubaltuk szobahémérsékleten. Optikai denzitasukat 600
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nm-en (OD600) spektrofotométerben mértiikk. A szupresszorokat OD600=0,2, a 171c
prekurzor konstrukciot pedig OD600=0,1 végkoncentracioban hasznaltuk.

A fehérjék atmeneti termeltetéséhez N. benthamiana névényeket hasznaltunk, a
baktérium-szuszpenziot fecskenddvel a levél fonaki oldalan a gazceserenyildsokon keresztiil

juttattuk a mezofillumba.

Ossz nukleinsav kivonas

A mintakat 650ul kivonopufferben (0,1 M glicin, 10 mM EDTA, 0,1 M NacCl)
homogenizaljuk, majd 600 ul fenolt adunk hozza. 15000 rpm-el 5 percig centrifugaltuk,
majd a vizes fazishoz 600 pl fenol-kloroformot mértiink, Osszekevertiik, majd az
elozéekben leirt modon centrifugaltuk. A vizes fazishoz ezutan 600 ul kloroformot
kevertiink, centrifugaltuk, majd a vizes fazist etanollal és 20 pl 4 M-os Na-acetattal
kicsaptuk. 10 perc jégen tarolas utan 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk, ezutan a pelletet

1ml 70%-os etanollal mostuk. Beszaritas utan 50ul steril desztillalt vizben oldottuk vissza.

Kis-RNS elvalasztas és Northern-blott

A kis molekulasulyat RNS-ek 1 nt finomsagu elvalasztasahoz 12% denaturalod
poliakrilamid gélelektroforézisre (PAGE) van sziikség. Elektroforézis és az urea kimosasa
utan Hybond-N nylon membranra (Amersham) blottoltuk, majd UV fénnyel
keresztkotottiik az RNS-eket a membranhoz (Amersham crosslinker). A membrant kisSRNS
pufferben (50% formamid, 5xSSPE (1xSSPE: 0,115M NaCl, 10mM natrium-foszfat és
ImM EDTA, pH 7,4), 5xDenhardt’s oldat (1xDenhardt’s: 0,02% Ficoll, 0,02% poli-vinil-
pirrolidon és 0,02% BSA), 0,5% SDS ¢és 0,02 mg/ml heringsperma DNS)) el6hibridizaltuk,
majd hibridizaltuk. Probaként [y->P]-dATP-vel végjeléltiink 1-10 pmol LNA ill. DNS
oligonukleotidokat T4 polinukleotid kinaz segitségével. Ezt kovetden a membrant 1x SSC
(0.15 M NaCl, 15 mM Nas-citrat, pH=7.2), 0,1% SDS — kétszer 10 percig mostuk és
exponaltuk.

A radioaktiv jeleket az Amersham Biosciences gyartd Storm 840 szkennerével

detektaltuk, ¢s ImageQuant szoftverrel értékeltitk

In vitro RNS transzKripcié radioaktiv probahoz

A Northern-analizisben hasznalt RNS-probak elkészités¢hez, valamint a CIRV és

CIRV 19stop fertdzésekhez is in vitro transzkriptumokat hasznaltuk.
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Radioaktiv in vitro transzkriptum készitése (GFP, CIRV, CIRV19stop, TEV probak
esetén): el@szor a klonokat tartalmazd plazmidokat Smal restrikcios endonukleazzal
hasitottuk. Az igy kapott linearizalt plazmidokat a rajtuk talalhaté promoétereknek
megfelelé DNS-fiiggé RNS-polimerazokkal (1 egység T7 vagy T3 polimerazzal) 1mM
ATP, GTP, CTP eleggyel, valamint ImM 32p radionuklidot tartalmazé UTP-vel 37°C-on 1
oran at inkubaltuk. A reakcio lezajlasa utan a keverékben 1év6, mintaként szolgalo DNS-t 1
egység RNaz-mentes DNaz-zal 10 perc alatt elemésztettiik, majd a reakcidelegyet 10 ml

kisRNS-pufferbe tettiik.

DNS és LNA oligonukleotidok

U6 DNS oligo: 5'- GTTTTATCAAGTCCCAGACCGTATCAAATAT-3'

tRNS oligo: 5'-CTACAGTCCTCCGCTCTACCAACTGAGCTAAGGTCGG

A locked nucleic acid” azaz LNA-moédositott DNS probakat a miRNS-ek

kimutatasara hasznaltuk. Az LNA-k nagy affinitasd RNS analdogok, amelyekben a cukor-

foszfat gerince modositott. Ezen oligdk nagy hdstabilitast mutatnak mind DNS-sel, mind

RNS-sel torténé hibridizalas esetén, magas specificitasuak, ezért kivaloan alkalmazhatdak
az alacsony abundanciju, rovid szekvenciak kimutatasara is (Frieden et al., 2003; Véloczi
et al., 2004). Az oligokat az Exiqon-to6l vasaroltuk.

folh

2. tablazat A vizsgalatok soran nalt LNA oligok és szekvenciajuk

az oligonak megfelelé

LNA oligo neve oligo szekvenciaja

miRNS
miR159 A. thaliana miR159% TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA
miR160 A. thaliana miR160a TGGCATACAGGGAGCCAGGCA
miR161 A. thaliana miR161 TAGTCTCTTTCAATGCATTGA
miR162 A. thaliana miR162a CTGGATGCAGAGGTTTATCGA
miR162* A. thaliana miR162a* GATCGATGAACCGCTGCCTCC
miR163 A. thaliana miR163 ATCGAAGTTCCAAGTCCTCTTCAA
miR168 A. thaliana miR168a TTCCCGACCTGCACCAAGCGA
miR168* A. thaliana miR168a* ATTCAGTTGATGCAAGGCGGG
miR171 A. thaliana miR171a GATATTGGCGCGGCTCAATCA
miR171* A. thaliana miR171a* TCTGAGAACCAGGCCAATA
miR171¢c A. thaliana miR171c GATATTGGCGCGGCTCAATCA
miR171¢* A. thaliana miR171¢* TGATTGAACCGCACCAATATCT
miR319 A. thaliana miR319a GGGAGCTCCCTTCAGTCCAA
miR319* A. thaliana miR319*a GAATGGACTCAAGGAAGCTCT
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miR390 A. thaliana miR390 GGCGCTATCCCTCCTGAGCTT

miR398 A. thaliana miR398a AAGGGGTGACCTGAGAACACA

miR395 A. thaliana miR395 GAGTTCCCCAAACACTTCAG

Fehérje elvalasztas és Western-blott

A fehérjeanalizishez a friss novényi mintakat (levélkorongok) 1 térfogatnyi 2-szeres
koncentracidji Laemmli-pufferben (120 mM Tris/HCI pH 6,8; 4% SDS; 24% glicerin,
200mM ditiotreitol; bromfenol-kék) vettiik fel, a gélre valo felvitel el6tt denaturaltuk
(100°C, 5 perc).

A mintdkban talalhato fehérjéket molekulatomegiik alapjan SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottuk el (10%-os gélek, 15mA, kb 1,5 ¢éra). Az
elektroforézis végeztével a gélbdl a fehérjéket 20% metanolt tartalmazé TRIS-glicin
pufferban, Hoefer Mighty Small blottolo-egységben, polivinil-difluorid (PVDF)
membranra (Amersham) vittik 4at. A membranokat ezutan egy oran keresztiil
szobahémérsékleten blokkoltuk 5% zsirszegény tejport tartalmazd PBS-T blokkolo
pufferben (25 mM Tris-HCI, pH=8.0, 150 mM NaCl, 0,1% Tween20), majd az megfeleld
elsédleges ellenanyaggal (antitestnél 1:1000, szérumnal 100:1000 aranyban) egy oraig
szobahémérsékleten kezeltik. Az alkalmazott elsédleges ellenanyagok a HC-Pro
detektalasara egy 6xhisztidin epitopot felismerd anti-His (Sigma) ellenanyagot
hasznaltunk; a p19 kimutatdsara az el6z6leg Havelda Zoltan altal eldallitott anti-CIRV-p19
szérumot. Az elsédleges ellenanyaggal tortént 1 oras kezelés utan a membrant PBS-T-ben
mostuk 2x15 percig. Ezt kovetéen a membrant HRP-vel (horse radish peroxidase,
tormaperoxidaz) kapcsolt anti-nyul-IgG-vel inkubaltuk (Roche) PBS-T-ben egy orat
szobahdmérsékleten, mely felismeri az elsédleges ellenanyagot. Ujabb mosas utin a
peroxidaz szubsztratjaként szolgalé ECL (Amersham) reagenst oszlattunk el a membranon,
majd a peroxidaz-ECL reakcidjaka soran keletkez6 kemilumineszcens jelet rontgenfilmen

(Fuji) rogzitettiik.

Ko-immunoprecipiticio

Ez a modszer alkalmas a kiilonb6z6 molekulakkal fizikailag kapcsolodd mas
molekulak kimutatasara. Ebben az esetben mi a fehérjékkel kapcsolodd nukleinsavakra
voltunk kivancsiak. Az eljaras lényege, hogy egy ellenanyaggal megkotjiik a kérdéses
fehérjét — a szupresszort -, az ellenanyagot pedig immobilizaljuk, azaz egy feliilethez

kétjiik. fgy minden, az ellenanyaggal és a kérdéses fehérjével fizikailag nem kapcsolodd
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egyéb molekulat el tudunk tavolitani mosasokkal, és végiil vizsgalhatjuk a szupresszor
kisRNS tartalmat.

A ko-immunoprecipitaciot 0,6 g szisztemikusan fert6zott levélbol készitettik. A
mintat IP pufferban (40mM TRIS pH8,0, 100mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol)
homogenizéaltuk jégen. A Protein A Sepharose gyongy6t (GE Lifesciences - eldtte
Amersham) hidrataltuk desztillalt vizzel, jégen, 15 percig, majd haromszor mostuk IP
pufferban. Az extraktokat szlirtiikk, majd centrifugaltuk maximalis fordulatszamon, 4 °C-on,
hogy megszabaduljunk minden sejttormeléktdl. A tiszta extraktok 10%-at elkiilonitettiik
input mintanak. A TEV fert6zott novényekbdl készitett lizatumhoz poliklonalis anti-His
antitestet adtunk (GE Lifesciences — el6tte Amersham) mert a virus egy His-taggelt HC-
Pro-t tartalmaz, melyet igy nagy hatékonysaggal lehet tisztitani. A CIRV fert6zott
anyaghoz anti-CIRVp19 antitestet adtunk, melyet csoportunk elézdleg allitott elé nyul
immunizalasaval. Mindkét mintanal készitettiink negativ kontrolt is (mock IP), ekkor
antitest helyett vizet adtunk csak a mintdhoz, majd a tovabbi Iépéseket pontosan ugyanugy
végeztik, mint az IP mintaknal. A mock IP megmutatja, hogy a Sepharose gyongy
onmagaban mit kot ki az extraktbol, igy meg tudjuk mondani, mely fehérjék, vagy RNS-ek
kotnek nem specifikusan.

A lizatumokat 1 6rat razattuk horizontalis razogépen 4 °C-os szobdban, jégen, ez id6
alatt az antitestek megkototték a lizatumban 1évé  szupresszorokat. Ezt kdvetden
hozzaadtuk a Protein A Sepharose gyongyot, és ujabb 1 orat razattuk az elébb emlitett
koriilmények kozott.

Az inkubacios id6 letelte utan a gyongyot ilepitettik 2000 rpm-en, a feliiluszot
eltavolitottuk, majd haromszor mostuk IP pufferral. Végezetiil a leiilepitett gyongyrol
2xPK pufferral (100 mM TRIS pH 7,5, 300 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 8,0, 2% Na-
dodecil-szulfat) leoldottuk az immobilizalt fehérjéket.

A 2xPK puffer nem csak leoldja, hanem denaturdlja is a fehérjéket, igy a mintak
ezutan egyarant alkalmasak Western-analizisre, 1 térfogatnyi Laemmli puffer hozzéadasa
utan, valamint az RNS tartalom vizsgalatara is. Ezért az eluatumokat kétfelé osztottuk, és
egyik feliikbdl a fehérjetartalmat vizsgaltuk, a maradékot pedig fenol-kloroform extrakcio
és etanolos kicsapas utan Northern-analizisnek vetettiik ald.

A ko-immunoprecipitacio és B-eliminacié kombinacidjanak kivitelezési sémajat 1d

17.abran.
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B-eliminacié

A PB-eliminacio alkalmas az RNS 3’ végi modositasainak kimutatasara.
Lejatszodasahoz szabad hidroxil-csoportok sziikségeltetnek a 3' végi ribozon. A reakcio
perjodattal végzett oxidacios lépéssel indul, ahol a riboz gytirtije felnyilik, majd a
kovetkezd 1épésben lagos koriilmények kozott lehasad a bazissal egyiitt, mely maga a -
eliminacié. Eredményiil az RNS-en 3'-foszfat vég keletkezik, ezért a képz6dé molekula
extra negativ toltést kap. Emiatt denaturdlo gélen 1,5-2 bazis hosszkiilonbséget
detektalhatnuk. Ha az RNS modositott, akkor a reakcié nem jatszodik le (14. abra).

Hogy pontosan kdvethessiik a reakcio hatékonysagat, szintetikus egyszalu kisRNS-t
ujrahibridizacidjaval tokéletesen Osszevethetd és kvantitativ eredményeket kaptunk a

mintainkban a kisRNS-ek metilacios allapotarol.

o OCH) - OH
modositott 3’ vég normal 3' vég
—nincs reakcio — B-eliminacio

B eliminacio: - + +

14. dbra A p-eliminicié megjelenése Northern-blotton.

A reakciokat az irodalomban leirtakhoz képest (Alefelder et al., 1998; Akbergenov et
al., 2006) kisebb modositasokkal hajtottuk végre. 10 pg total nukleinsavat és a mesterséges
siRNS-t beszaritottuk és visszaoldottuk 17,5 pl 60mM-os bérax-borsav pufferben (pH 8,6).
Ezutan hozzaadtunk 2,5 pl 200mM-os NalO4 oldatot és 10 percig inkubaltuk sotétben a
NalO4 fényérzékenysége miatt. Az oxidacié utdn a maradék oxidaloszert 2 pl 100%-os
glicerinnel semlegesitettilk (10 perc), majd hozzaadtunk 50 pl 55 mM-os bérax-borsav-
NaOH (pH 10), és 90 percig 45°C-os vizflirdében inkubéltuk. Ez id alatt zajlik le a B-

eliminacio.
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A mintat sotalanitani és koncentralni kellett a gél-elektroforézis eldtt, hogy elég éles
csikokat kaphassunk. Ezt Sephadex-G25 oszlopon végeztik, majd az RNS-t 2,5-szeres
térfogat etanollal, 300mM NaCl-al és 1 pg glikogénnel kicsaptuk.

Sejt-frakcionalas

A sejt-frakcionalasokhoz a Sigma Cell Lytic Plant Nuclei Isolation/Extraction Kit-et
hasznaltuk, alapvetSen betartva a gyartd ajanlasait a "semi pure" sejtmag izolalashoz. A
kiindulasi névényi anyag friss tomege 2 g volt, ezt 6 ml 1xNIB pufferben homogenizaltuk
jégen, proteinaz inhibitor jelenlétében (Plant Proteinase Inhibitor Cocktail, EDTA-free,
Sigma-Aldrich). Ezutan a homogenatumot atszlrtiik Miracloth-on (Merck), majd az épen
maradt sejteket letilepitettiik alacsony fordulatszamu centrifugalassal. Ezutan a sejteket 0,6
ml 1xNIB pufferban felszuszpendaltuk, és megfeleld mennyiségli Tween-20-al a sejtfalat
felnyitottuk (0,4% Tween-20-at hasznaltunk N. benthamiana-nal, és 0,3%-0 N. tabacum nc
Xanthi-nal). A sejtlizatumot 2,3M-o0s cukorparnara rétegeztiik, és a sejtmagokat 12000g-
vel centrifugaltuk. A cukorparna f6l6tt maradt frakciot eltavolitottuk, és a tovabbiakban ezt
tekintettiik citoplazmas frakcionak. A csé aljara iilepedett sejtmagokrol eltavolitottuk a
cukrot és tobbszor megmostuk azt, majd hozzaadtunk 100 pl magfeltard puffert, amivel 30
percig inkubaltuk egyiitt, mikozben tobbszor lefagyasztottuk és felolvasztottuk a mintat.
Ezutan maximalis fordulaton leiilepitettiik az oldhatatlan magi frakciot, ami féleg
kromatint és magmembrant tartalmaz, a hozza kapcsolodé maradék endoplazmatikus
retikulummal. Ez a Iépés biztositotta, hogy a magi frakcié mentes legyen a citoplazmas

szennyez6désektdl, ami a virusfertézott mintaknal kiilondsen fontosnak bizonyult, mivel a

Elektroforetikus mobilitas-valtozas kimutatasa (electrophoretic _mobility shift

assay, band-shift assay)

A szupresszor fehérj¢k in vitro kisRNS-kotd aktivitdsat mutattuk ki ezzel a

kisérlettel. Ha megfelelé korilmények kozott a szupresszort, és radioaktivan jelolt
mesterséges siRNS-t 0Osszekeverjikk, a szupresszor megkoti az RNS-t. Ezt nativ
gélelektroforézis utan detektalni tudjuk, mivel a nativ PAGE biztositja, hogy a mar
kialakult fehérje-RNS komplexek egyben maradjanak. A kotott siRNS lassabban fog futni,
mint a szabad, annak elektroforetikus mobilitasa tehat csokken, ami ,,megemeli” a kapott

csikot (band-shift). A foloslegben adott szabad siRNS méretéhez viszonyitva konnyen
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lathatova valik, hogy a szupresszor koti-e a siRNS-t. A kisérletben a fehérjére, vagy
szupresszort tartalmazd novényi extraktra nézve higitasi sort kell alkalmazni, mert nagy
fehérjekoncentracional aspecifikus kétés barhol felléphet a fehérjék felszinén, tal alacsony
koncentracional pedig nem detektalhato a kotés.

A tisztitott szupresszorokhoz, vagy szupresszorokat tartalmazé ndvényi
kivonatokhoz radioaktivan jelolt szintetikus siRNS-t adtunk, majd a kivonatokat nativ
PAGE segitségével elvalasztottuk. Ez utan a gélt kiszaritottuk, és detektaljuk a radioaktiv
jelet.

A pl9 és W39G kisRNS-kotd aktivitasanak kimutatdsahoz bakterialis rendszerben
termeltetett és abbol tisztitott fehérjéket hasznaltunk ,melyeket csoportunk mar korabbi
munkakhoz eléallitott (Lakatos er al., 2006). A HC-Pro és AS3 fehérjék kisRNS-kotd
aktivitasanak bemutatasahoz a megfelelé konstrukciokkal agroinfiltralt N. benthamiana
levelekbdl készitettiink nativ sejtkivonatokat. Mind a tisztitott fehérjékbdl, mind a
kivonatokbdl higitasi sort készitettiink. Erre azért van sziikkség, mert a fehérjékre nézve tal
tomény reakcioelegyben a fehérjék nem specifikusan is megkotik az RNS-eket, igy az
miiterméket eredményezne, az optimalis toménység azonban elére nem meghatarozhato.

A jeldlt szintetikus siRNS eléallitisahoz T4 PNK-val ATP** felhasznalasaval jel5ltiik
az egyik szalat (1pg). Ez utan 1:10 aranyban kevertiik egymassal a radioaktivan jelolt és a
jeloletlen szalat, felforraltuk, majd szobahOmérsékleten hagytuk kihiilni. A két szal kozti
arany eltolasaval biztositottuk, hogy a jelolt szal kozel 100%-a kétszalu formaba keriiljon.

A kotési reakciokat a kovetkez6é pufferben allitottuk 6ssze: 83 mM Tris-HCI pH7.5,
0,83 mM MgCl2, 66,6 mM KCI, 100 mM NaCl, 10 mM DTT, 0,02% Tween-20. A
tisztitott fehérjék és a nativ kivonatokbdl készitett higitasi sor minden eleméhez kb. 1 nmol
jelolt siRNS-t adtunk, és az elegyeket 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten.

A reakciok lezajlasa utan mintafelvivé festéket (0.25% bromfenolkék, 0,25% xilén-
cianol, 30% glicerin) adtunk az elegyekhez, és 6%-os nativ poliakrilamid gélen futtattuk
hidegszobaban (4°C).

A gélek vakuumszaritasat 80°C-on végeztiik, a jelet itt is a Storm 840-es késziilékkel

olvastuk le.

Gyors fehérje folyvadékkromatografia (FPLC)

A fehérjekomplexek  méret  szerinti  elvalasztasdhoz  gyors  fehérje

folyadékkromatografiat (fast protein liquid chromatography, FPLC) alkalmaztunk. Az
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eljaras egyfajta gélsziirés: a minta egy meghatarozott porusméretli matrixszal toltott
oszlopba kertil, és a gravitacio, vagy ez esetben a nyomas és a gravitacio egyiittes hatasara
halad at azon. A kis méretii molekulak szamara az oszlop teljes - az aramlas iranyara
merdleges - feliillete atjarhatd, mig a nagy molekuldk szdmara csak a matrix pdérusaiban
lehetséges a haladas, ezért azok szdmara kisebb az atjarhatd keresztmetszeti feliilet. Ennek
kovetkeztében minél nagyobb egy molekula, annal gyorsabban halad végig az oszlopon,
illetve forditva. Ez lehet6vé teszi a tobb, kiilonbozé makromolekulat tartalmazo6 bioldgiai

A késziiléket a kovetkezd fehérjékkel kalibraltuk: tiroglobulin, 669 kDa; ferritin, 443
kDa; aldolaz, 150 kDa; marha szérum albumin, 66 kDa; karbonsav anhidraz, 29 kDa
(Sigma).

A kromatografidhoz az infiltralt novényi anyagot négyszeres térfogat extrakcios
pufferben (20mM TRIS pH 7,5, 300 mM NaCl, 5mM MgCl,, SmM ditiotreitol) dorzsoltik
el jégbe hiit6tt dorzsmozsarakban. Az igy kapott homogenatumot 16000 g-n centrifugaltuk
4 °C-on, majd a feliiluszot 0,22 pum poérusméretli fecskenddsziirdn (Millipore) tovabb
tisztitottuk. Az igy kapott nativ extraktokbol 250-250 pl-t vettiink ki, melyekbdl RNS-t és
fehérjét vontunk ki az alabb leirt eljarasokkal, ezek szolgaltak a kiinduldsi (input)
mintakként. A maradék mintat 20 ml térfogati Superdex 200-as oszlopon
kromatografaltuk (Pharmacia) 0,25 ml/perc sebességgel. A mintdkat a 21. frakciotol
kezdve kezdtiik el szedni, Osszesen 48-at, melyekbdl altalaban az elsé és az utolsd négy
mintat elhagytuk, mivel ezek mar nem tartalmaznak szamunkra érdekes fehérjéket. A
maradék negyven mintabol minden paratlan szamubol fehérjét vontunk ki acetonos
kicsapassal (1 ml 100% aceton hozzaadasa utan -20°C-on 2 6ra hosszaig inkubaltuk a
mintakat, majd 16000 g-n centrifugaltuk, és a pellet beszaritasa utan a mintakat 20 pl
2xLaemmli pufferben oldottuk vissza). A paros szamt mintakbol fenol-kloroformos
extrakcioval RNS-t tisztitottunk: 250 pl fenol-kloroform hozzdadasa utan a mintakat
vortexeltiik, majd 16000 g-n centrifugaltuk, majd a feliilisz6 RNS tartalmat 2,5 térfogat
100% etanollal kicsaptuk, iilepitettiik, és beszaritas utan 10 pl viz és 10 ul FDE elegyében
visszaoldottuk. A fehérjemintdkat 10%-0s SDS-PAGE-el, a kisRNS-eket 12%-os
denaturdlé PAGE-el valasztottuk el. A fehérjéket Western-blottal, a kisRNS-eket
Northern-blottal vizsgaltuk.
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A Kkisérleti rendszer bemutatasa

Transzgenikus novényekben a TuMV HC-Pro és a TBSV pl19 gatoljak a miRNS-ek
metilacidjat. Meg szerettiilk volna vizsgalni, hogyan befolyasoljak ezek a szupresszorok a
metilaciot virusfertézés folyaman. A TuMV az A. thaliana-t fertézi, de nem fertézi a
legfontosabb virologiai tesztnévényt, a Nicotiana benthamiana-t. Ez hatranyos lett volna a
kisérletek kivitelezhetéségének szempontjabol, mert az N. benthamiana -szemben az
Arabidopsis-szal - kivaloan hasznalhato tranziens expresszios kisérletekben is. Ezért a
TuMV egy rokonat, a N. benthamiana-t hatékonyan fert6z6 TEV-et valasztottuk
modellvirusnak, melynek HC-Pro fehérjéje nagyon hasonlé a TuMV HC-Pro-hoz, és
csoportunk mar szamos egyéb vizsgalatban hasznalta. A CIRV hasznalatat a TBSV helyett
pedig az indokolta, hogy a CIRV pl9 kristalyszerkezetérdl és mikodésérdl volt tobb

informacionk.
={ p3s | p92 H  pat
CIRV
- p36 | p92 H pa1
CIRV19stop
(67080
) SIE I 7, 8 W— 1 V1111177
T
%
Nia
TEV

15. abra A CIRV, a CIRVI19stop és a TEV genomja, és az dltaluk okozott tiinetek N.

benthamiana-n

Kisérleteink soran tobb izben hasznaltuk a CIRV 19stop virust. Ez a virus nem termel
pl9-et, ezért csak limitalt mértékben képes szisztemizalodni, és a fertézott novények
idével kigyogyulnak (Szittya et al., 2003) (15. abra). A mutans virus hasznalata lehetévé
tette szamunkra, hogy a szupresszor jelenléte nélkiil vizsgalhassuk a virus tobbi
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nekrotizalja a novényt, addig a CIRV 19stop nem (15. abra), ami jobb megtartasu leveleket
¢és jobb mindségit RNS- és fehérje kivonatokat eredményez.

A TEV esetében szupresszor-defektiv virus hasznalatara nem volt lehetdségiink, mert

A kisRNS-ek 3’ végi metilacidjat p-eliminacioval mutattuk ki (részletesen Id.
Anyagok és modszerek fejezet). Ha az RNS 3' végi ribézanak hidroxil-csoportjai nem
modositottak, a molekula reakcioképes, és a P-eliminacié utan lerovidil. Ha barmelyik
hidroxil-csoport modositott, akkor a molekula ellenall a reakcionak, és mérete nem
valtozik meg.

Meg kell jegyezniink, hogy egy RNS B-elimindcio-rezisztenciaja elméletileg jelezhet
a2', 3" illetve mindkét pozicidban barmilyen tipustt modositast. A kisRNS-ek Arabidopsis-
ban metilaltak, de egyéb novényfajoknal ezt még nem igazoltak. Tehat nem lehetiink
ugyan teljesen bizonyosak abban, hogy Nicotiana fajokban a B-eliminacio-rezisztencia
metilaciot jelent a 2° hidroxil-csoporton, mégis ugy gondoljuk, joggal feltételezziik, hogy
tekintve szerepének fontossagat, ez a modositas altalanos a novényeknél. A tovabbiakban
ezért metilacionak fogjuk nevezni a kisSRNS-ek B-elimindcio-rezisztenciajat.

a megfeleld konstrukciok kombinacidit 4. tumefaciens infiltracioval juttattuk N.
benthamiana-ba. A virus hasznalata ez esetben nagyon komplikalt lett volna, mivel csak
vektor (tetll) altal lehetséges a novényeket fertézni. A PO hatasanak vizsgalata is erésen
limitalt a természetes rendszerben, mert a fehérje szintje nagyon alacsony, kizardlag a
floémben van jelen, és itt is csak a fertdzés kezdeti szakaszan. A tranziens expresszio
folyaman viszont nagy mennyiségben termelédik a mezofill sejtekben, ezért hatasa

konnyebben vizsgalhato.

A TEV és CIRV fertézés gatolja a kisSRNS-ek metildciojat

A ds-kisRNS-ko6td szupresszorok transzgenikus novényekben gatoljadk a miRNS
metilaciot. Feltételeztiik, hogy a szupresszorok virusfertézés folyaman is képesek
meggatolni a miRNS metilaciot, de nem tudtuk hogyan befolyasolhatjak a virus eredetii

siRNS-ek metilaciojat.
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16. 4bra A virus eredetii siRNS-ek és néhany miRNS metiliciés dllapota virusfertézés soran
Northern-blotton. A megfeleld virusokkal (TEV, CIRV, CIRV19stop) fertézott mintak, és a nem fert6zott
(mock) mintdk neve a panelek fejlécében van feltintetve. TEV: TEV eredetii siRNS-¢k, CIRV: CIRV
eredetii siRNS-ek. A nem metilalt kisRNS populaciot piros nyil jelzi, a sarga csillagok a p19 jelenlétében
csonkolddott RNS-eket jelzik. A B-eliminacioval kezelt mintdk a B sor +-al jelzett oszlopaiban, az oxidacios
1épés kihagyasaval késziilt f-eliminacio kontrol mintak pedig a B sor, - -al jelzett oszlopaiban talalhatoak. A
GFP a B-climinacio mindségi kontrollja. Az U6 kis nuklearis RNS a blottokon 1évé 6ssze RNS mennyiségét

reprezentalja (loading control). Alul a zsebek szama van feltiintetve.

A kisRNS-ek metilacios allapotanak vizsgalatara elsoként teljes nukleinsav
kivonatokat készitettink N. benthamiana CIRV-vel, CIRV19stop-al ¢és TEV-el
szisztemikusan fert6zott levelekbdl, valamint nem fert6zott novényekbdl (mock). A
mintakat kettéosztottuk, majd a mintak egyik felét B-eliminacionak vetettiik ala (p +), mig
a minta masik részénél a B-elimindcio oxidacios 1épését elhagytuk, de minden masban
ugyanugy kezeltiik (B -). A p — mintak igy az RNS eredeti allapotat mutatjak, mig a p +
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mintakban a reakci6 lejatszodott. Ugyanannak a kisRNS-nek a hosszat 6sszevetve a § — és
B + mintakban megtudhatjuk, metilaltak-e, vagy sem és milyen mértékben.

A B-eliminacié hatékonysaganak ellenérzésére szintetikus 21 nt hosszii RNS-oligot
kevertiink minden mintdhoz, miutan kettéosztottuk azokat. Az oligo a zdld fluoreszcens
fehérje (green fluorescent protein, GFP) szekvencidjanak egy darabja volt. A szintetikus
oligo 3' vége nem modositott, ezért reakcio maradéktalan lezajlasa esetén 100%-osan kell
révidiilnie. fgy minden mintahoz tartozik egy belsé kontroll, ami a reakcié mindségét
mutatja.

A nukleinsav kivonatokat kezelés utan nagy felbontasii denaturald poliakrilamid
gélen valasztottuk szét - ami 1 nt kiilonbséget is detektalhatova tesz -, majd nitrocelluldz
membranra blottoltuk, és ugyanazon a blotton tobb kiilonb6z6 kisRNS kimutatasat
végeztiik el specifikus radioaktiv probakkal. Ez a médszer lehet6vé tette szamunkra, hogy
kvantitativan és kvalitativan is tokéletesen Osszehasonlithatd eredményeket kapjunk egy
kisérleten beliil.

Els6ként a virus eredetii siRNS-eket, valamint néhany miRNS-t vizsgaltunk, teljes
nukleinsav kivonatokon. A tesztelendd miRNS-eket (miR171 és miR168) az alapjan
valasztottuk ki, hogy mennyire abundansak, illetve milyen erés jelet lehet veliikk kapni
LNA-oligok (lasd Anyag és modszer fejezet) hasznalataval Nicotiana fajokban (Valoczi et
al., 2004).

A transzgenikus novényekben a pl9 és a HC-Pro hasonlé mértékben gatolta a
miRNS metilaciot. Meglepé modon azonban a két virus fertdzésének teljesen kiilonbozo
hatasa volt a kisRNS-ek metilacidjara (16. abra).

A TEV fert6zés soran keletkezd virus eredetii siRNS-ek nem metilaltak, mert a -
eliminacié utan a teljes siRNS populacio rovidilt (16. abra A, TEV panel, 1. és 2. zseb
Osszehasonlitva). A nem fert6zott (mock) mintaban csak a miR168* detektalhat6 (16. abra
A, miR168* panel, 3. zseb), a miR171a* nem (16. dbra A, miR171a* panel, 3. zseb). Ezzel
szemben a TEV fert6zott mintdban a miRNS-ek star szala felhalmozddik a mock mintdhoz
képest (16. abra A, 171a*, 168* panel, 1. zseb Osszehasonlitva 3. zseb). A miR168*
jelenléte a mock mintdban nem meglepd, ez a miRNS nagy mennyiségben van jelen a
sejtben ds formaban, mert felvétele az AGO fehérjékbe rossz hatékonysagl (Vaucheret et
al., 2006).

A mock mintaban a miRNS-ek metilaltak (16. abra A, miR171a, miR171a*, miR168,
miR168* panelek, 4. zseb), mert rovidiilést sehol sem latunk. A TEV fert6zott mintakban
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viszont a miRNS-ek metilacidja részlegesen gatolt, mind az érett- mind a star szalon (16.
abra A, miR171a, miR171a*, miR168, miR168* panelek, 2. zseb, piros nyilak).

A denzitometrias mérések alapjan a TEV fert6z6tt mintakban a nem metilalt miRNS
star szalak mennyisége a miR171a* esetében 47,9%-a, a miR168*-nal 61,7% (16. abra A,
mirl71a* és miR168* panel, 2. zseb, nyillal jelzett csik).

A GFP kontroll RNS révidiilése mutatja, hogy a p-eliminacio a TEV minta esetében
tokéletesen (16. abra A, GFP panel, 2. zseb az 1. zsebhez képest), a mock minta esetében
pedig kozel tokéletesen lezajlott (16. abra A, GFP panel, 4. zseb a 3. zsebhez képest). A
GFP kontroll minden ezt kovetd kisérletben megfeleldnek bizonyult.

A CIRV fertézés hatasa a metilaciora gyengébbnek bizonyult, mint a TEV-¢é. A
viralis siRNS metilaciot csupan kis mértékben gatolta (16. abra B, CIRV panel 6. zseb,
nyil). A nem metilalt virus eredetli sSiRNS populacié mindossze 30%-a az Gsszes viralis
siRNS-nek a denzitometrias mérés alapjan. Varakozasainknak megfeleléen a CIRV19stop
mutans esetében a siRNS metilacié nem gatolt (16. abra B, CIRV panel 4. zseb), mivel itt a
pl9 nem termelédik. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a virus eredetii siRNS-ek
metildcidjanak gatlasaért a p19 felelds, a virus egyéb fehérjéinek nincs ilyen hatasa.

A CIRV miRNS metilaciora gyakorolt hatdsa ennél is gyengébb volt. A miR171-nél
nincs kimutathaté gatlas (16. abra B, miR171a panel 6. zseb), és a star-szal sem
akkumlalodik (16. abra B, miR171a* panel, 5., 6. zseb). A miR168 mindkét szalanak
mennyisége megnd (16. abra B, miR168 ¢s miR168* panel 5. zseb az 1. zsebhez képest),
de a metilacio gatlasa csupan 5,8% (16. abra B, miR168 és miR168* panelek, 6. zseb,
nyilak). A CIRV19stop nincs hatéssal a vizsgalt miRNS-ekre a mock mintdhoz képest (16.
abra B, miRNS panelek, 3. zseb az 1. zsebhez képest).

A CIRV fert6zés soran megfigyelheté a miR168 egy rovidebb formaja (16. abra B, 5.
zseb, csillaggal jelolve). Ez a jelenség valoszinlileg a pl9 jelenlétében megvalosuld
kisRNS csonkolodas. A pl9 a kisRNS 5° foszfat-csoportjat koti, és valosziniileg ennek
koszonhetden a 3’ tulnyuld vég hozzaférhetd az exonukledzok szamara, ami jellegzetes,
két nt-os rovidiilést okoz a 3° végen (Papp et al., 2003). fgy egy kis hanyada a miRNS-
eknek mar eleve rovidebb a B-eliminacio el6tt is (16. abra B, miR168 panel, 5. zseb,
csillag), a kezelés utan pedig ismételt rovidiilés kovetkezik be (16. abra B, miR168 panel,
6. zseb, csillag). A csonkolt miRNS vége az exonukleaz aktivitds miatt nem metilalt, és
nem is metilalodhat Gjra, mert a pl9-el komplexben van. Ez a rovidiilés a miR168

populacié 17%-at érinti, de a star szal esetében nem mutathat6é ki (16. abra B, miR168
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panel, 5. zseb). Valosziniileg az LNA-oligok specifikussagabol adodik, hogy a star-szal a
csonkolas utan mar tul kevés bazis homologiat mutat ahhoz, hogy detektalhato legyen. A
jelenség a késoébbi kisérleteknél is megfigyelhetd lesz majd.

A CIRV19stop sem a metilaciot, sem pedig a miR168 mennyiségét nem befolyasolta
a fertézetlen novényhez képest. A siRNS-ek metilaciojanak gatlasaért egyértelmiien a p19
volt felelés, mert a CIRV19stop fertézott mintaban a metilacio teljes volt. A tobbi
virusfehérjének tehat nincs hatasa a kisRNS-metilaciora.

A CIRV hatasara megemelkedett miR168/miR168* szintjét a munka akkori
szakaszaban a p19 altali kotéssel és stabilizacioval magyaraztuk, ezt tamasztotta ala az is,
hogy a CIRV 19stop fert6zésekor nem valtozik a szintje. Bebizonyosodott azonban, hogy a
miR168-at a p19 alig koéti, felhalmozodasa tehat fiiggetlen a ds-kisRNS-koté szupresszor
altali stabilizaciotol. Egykori munkatarsaim nemrégiben leirtak, hogy a CIRV és egy rokon
virusanak, a Cymbidium ringspot virus (CymRSV) - valamint szamos mas, rendszertanilag
nem rokon virus (Ribgrass mosaic virus, Potato virus X, TEV, CMV, TCV, TMV) -
fertézésének hatasara mind a miR168 mind az Agol mRNS szintje megemelkedik, mig az
AGOL1 fehérje szintje lecsokken, ami transzlacios gatlasra utal. A miR168 cél-mRNS-e az
Agol, melyrdl ugy tudtuk, negativ visszacsatolassal szabalyozza sajat termelddését a
miR168-on keresztiil. Az uj modell szerint viszont maga a virusfertézés indukalja az Agol
mRNS expresszidjat — mely egy védekezd reakcio lehet a névény részérdl -, mikdzben a
p19 indukalja a miR168 expresszidjat, amely ezutan transzlacios gatlas altal csokkenti az
AGO1 szintjét és igy az antiviralis hatast (Varallyay et al, 2010). A pl9 silencing
szupresszor hatasat tehat legalabb két szinten fejti ki, részben a ds-kisRNS-kotd
tulajdonsagaval, részben pedig az AGOI1 szintjének csokkentésével, amit a miR168
expresszidjanak novelésével fejt ki.

A pl9 és a HC-Pro a virusfertdzés soran eltérd hatast fejtett ki, ami kiiléndsen a
CIRV esetében teljesen ellentétben allt a transzgenikus névényekben leirt hatdssal, hiszen
azokban mindkét szupresszor jelentés mértékben gatolta a miRNS metilaciot, mig a
virusfertézés soran csak a TEV. A TEV esetében a miRNS metilacié ugyan hasonld
eredményt adott, mint a transzgenikus novények esetében, de meglepé a virus eredetii
siRNS-ek teljes metilalatlansaga. Mivel ennél a virusnal a HC-Pro null mutans virus
eléallitaisa nem lehetséges, ezért nem nyilt modunk arra, hogy leteszteljik, vajon a
szupresszor hidnyaban a TEV-rdl keletkez siRNS-ek metilalodhatnak-e. Feltételezziik,

hogy potencialisan igen, viszont ezt a HC-Pro nagy hatékonysaggal akadalyozza meg -
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sokkal nagyobb hatékonysaggal, mint a miRNS-ekét. A metilaci6 ilyen nagymértékii
gatlasa valoszintileg a nagyon hatékony kisRNS-kotés és a csekély mértékii kisRNS/HC-
Pro turnover eredménye. Ez azt jelenti, hogy a HC-Pro gyakorlatilag 100%-at megkéti a
keletkez6 viralis siRNS-eknek még a metilacio eldtt, és hogy valosziniileg a kis-RNS/HC-
Pro komplex féléletideje extrém hosszu.

A CIRV fert6zés N. benthamiana-ban mar 6t nappal a fertdzés utan a hajtascsucs
nekrozisat okozza. Ezzel szemben a CIRV19stop fertézott novények a virus gyenge
szisztemizalodasa utan kigyogyulnak a fertdzésbol. A kigyogyulas annak koszonhetd, hogy
a virusrol keletkezé siRNS-eket nem koti a p19, igy megvalosul a szisztemikus, nem-
sejtautonom silencing. Ehhez az egész folyamathoz - torténjen a siRNS sejtrol-sejtre
terjedése aktivan, vagy diffuzioval - elengedhetetlen a siRNS metilacio altali stabilizacidja,
amit eredményeink alapjan minden bizonnyal egy citoplazmaban (is) miikodd kisRNS-
metiltranszferaz végezhet.

Osszegezve az eddigi eredményeket, elmondhatjuk, hogy a TEV markansan gatolja
mind az endogén, mind a virus eredeti siRNS-ek metilaciojat, mig a CIRV altal kifejtett
gatlas gyenge. Mindazonaltal mindkét szupresszor képes gatolni a kisRNS-metilaciot. A
CIRV19stop és CIRV eredetli siRNS-ek képesek metilalodni. Ez valoszinisiti egy
citoplazmasan aktiv metiltranszferaz 1étét. A CIRV fertézésben a virus egyéb fehérjéinek

nincs hatasa a kisRNS metilaciora.

A szupresszorok altal kotott kisSRNS-ek vizsgalata

A virusfertézés sohasem totalis egy szovetben, hanem mozaikos - egyes sejtek
egészségesek, mig masok nem. Jellemzd a virusok hianya példaul a merisztémakban, vagy
az epidermiszsejtekben (Hull, 2002), ahova valdsziniileg a kis szami ¢és alacsony
ateresztoképességii plazmodezma-kapcsolat miatt nem jutnak be. Emiatt elképzelhetd volt,
hogy a metilacio részleges hianya egy teljes nukleinsav kivonatbdl esetleg csak a virus
egyenetlen eloszlasat tiikrozi: a metilalatlan kisRNS populacié mind a virust tartalmazo
sejtekbdl szarmazik, mig a metilalt populacid az egészséges sejtekbdl. Ezen kiviil
szamolnunk kellett azzal is, hogy mig a kisRNS-ek méretiiknél fogva atjuthatnak egyik
sejtbol a masikba (Voinnet and Baulcombe, 1997; Havelda et al., 2003), addig a virus

legtobb fehérje nem, ezért nem lehettiink biztosak abban, hogy minden sejtben egyiitt van
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jelen a szupresszor ¢és a kisRNS. Felmertilt tovabba az is, hogy a szupresszor felismerheti
3’-0-Me csoportot, és szelektiven koti vagy a metilalt, vagy a metilalatlan format.

Ezen problémak tisztazasara egy ko-immunoprecipitacios kisérletet terveztiink,
mellyel meg akartuk vizsgdlni a  szupresszorok  kisRNS-tartalmat, hogy
Osszehasonlithassuk azt a teljes nukleinsav kivonatokon kapott eredményekkel. A ko-
immunoprecipitacié soran egy antitesttel specifikusan immobilizaljuk a szupresszort, és
azzal egyiitt annak kisRNS-tartalmat is, melyet aztan ugyanugy analizalunk, mint el6tte a

teljes nukleinsav kivonatokat.

Szisztemikusan
fertdzott levelek

|

mintavétel,
extrakcié

40% 40%
10%

inokulacio n dpi
(avirus bejuttatasa)

ilmmunopreaipnaclé llmmunopreclpitéeié J \
-ellenanyag + ellenanyag fehérje
RNS
J ™ fehérje J ~ fehérje +GFP SIRNS.
RNS RNS SN
+GFP SIRNS +GFP SiRNS B-eliminacié  kontrol
B-eliminacié kontrol B-eliminacié kontrol

17. 4bra Az immunoprecipitaci6 és f-eliminacié6 kombinaciéjanak vazlata

A szisztemikusan fert6zott levelekbdl nativ kivonatokat készitettiink, az extraktok
10%-at félretettiik "input"-nak, ami megmutatja, mit tartalmaz a kiindulasi minta. Az input
igy megfelel egy nativ citoplazmas extraktnak, mely tartalmazza az oldhatdé molekulékat,
de nagyrészt mentes a sejtmagtol, a sejtfaltol és az organellumoktél. A kévetkezo 1épésben
a maradék extraktokat elfeleztiik, majd a CIRV-nél anti-p19 szérummal, a TEV esetében
pedig anti-His ellenanyag hasznalataval kikotottiik a szupresszorokat (IP minta). A TEV

HC-Pro His tag-elt, ami a biolégiai aktivitdsat nem valtoztatja meg. A mintak masik felét
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negativ kontrollként ugyanigy kezeltiik, de ellenanyag nélkiil, ami megmutatja szamunkra,
hogy mi az ami aspecifikusan kot a Sepharose-gyongyon, tehat a hattér (mock IP minta).
Az input, IP és mock IP mintakat kétfel¢ osztottuk, egyik résziikkb6l RNS-t izolaltunk,
masik résziikbdl fehérjét. Az RNS mintékat ezutan ismét kettéosztottuk, egyik résziikon B-
eliminéciot végeztiink (B +), masik feliik kontrollként szolgalt (B -). A reakcido mindségét
mutat6 szintetikus kisRNS-t (GFP) ebben az esetben is hasznaltuk. Az RNS-eket Northern-

blottal, a szupresszor-fehérjéket Western-blottal vizsgaltuk. A kisérlet vazlatat 1d. 17. abra.

A TEV-HC-Pro altal kotott kisSRNS-ek vizsgalata

A ko-immunoprecipitacios kisérletek értékelése az input és az IP mintak kisRNS-
profiljainak Osszehasonlitiasa alapjan tortént. Azt vartuk, hogy a két minta kozotti
kiilonbségek, vagy egyezések feltarjak a szupresszor altali kotés sajatossagait.

A HC-Pro immobilizalasat és kimutatasat anti-His ellenanyaggal végeztilkk, ami nagy
hatékonysaggal kototte a szupresszort (18. abra B, TEV input 6sszevetve HC-Pro IP
mintaval). Hatékonysaga annyira j6 volt, hogy mind a fehérje, mind a kisRNS-ek
kimutatasahoz elegendd volt a mintdk 10%-anak vizsgalata, ezért az input és az IP mintak
mennyisége dsszevethetd és aranyos (18. abra B).

A mockIP mintdban nincs kimutathatdé mennyiségii szupresszor (18. abra B), sem
altalunk vizsgalt kisRNS (18. abra A, 5., 6. zsebek). U6 kis nuklearis RNS-t csak az input
mintakban talalunk, azt sem az anti-His ellenanyag, sem a Sepharose-gyongy nem kototte
(18. abra A, U6 panel). Elmondhatjuk, hogy az immunoprecipitacios kisérlet a kontroll
RNS-ek tekintetében nagy tisztasagu és specificitasu.

A siRNS-ek vizsgalatakor az input és az IP mintat sszehasonlitva (18. abra A, TEV
panel, 1., 2. zseb Osszevetve 3. és 4. zseb) megegyez6 mintazatinak talaltuk, azaz a HC-
Pro koti a siRNS-eket, és az altala kotott teljes mennyiség metilalatlan (18. dbra A, TEV
panel, 3.,4. zsebek).
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18. d4bra A HC-Pro altal kotott kiSRNS-ek és metilaciés allapotuk. Az immunoprecipitacids és B-
eliminacids kisérlet kivitelezése utdn az RNS kivonatokat denaturdlé PAGE utdan Northern-blott-on
vizsgaltuk (A). Az input minta a kiindulasi, nativ extraktbol kivont RNS. Az IP mintak oszlopaiban lathato a
HC-Pro altal kotott kisRNS. A mock az ellenanyag nélkiil immobilizalt RNS. B) a-His ellenanyaggal késziilt
Western blott a HC-Pro kimutatasara az input (kiindulasi), IP és mockIP (ellenanyag nélkiil készitett)

mintakbol.
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Az el6z0 kisérletben vizsgalt két miRNS (a miR171 és a miR168) esetében latszik,
hogy a HC-Pro képes megkotni a miRNS-eket (18. abra A, 171a, 171a*, 168, 168*
panelek, 1. zseb Osszevetve 3. zsebbel). A miR171 és miR168 mindkét szala kb. 50-50%-
ban metilalt, mind az input, mind az IP mintaban (18. abra A, 2. és 4. zseb). Az input és az
IP mintdkban e két miRNS metilalt és metilalatlan populdcidja tehat ugyanolyan aranyban
van jelen, ami azt jelenti, hogy a HC-Pro koti a miR171 és miR168 metilalt és metilalatlan
formajat is. A HC-Pro tehat nem ismeri fel a kisSRNS-ek 3’ végi metilaciojat.

A Western-blotton végzett denzitometrias mérések alapjan a HC-Pro mennyisége
input mintdhoz képest az IP mintaban 87% (18. abra B). Ezzel szemben a TEV siRNS
mennyisége az input mintdhoz képest 110% (18. abra A, TEV panel, 1. zseb
Osszehasonlitva 3. zsebbel). A miR171 és miR168 esetében az IP minta minden esetben
kevesebb miRNS-t tartalmaz, mint az input minta (miR171a: 58%, miR171%*: 60%,
miR168: 79%, miR168*: 72%). Ez azt jelenti, hogy a HC-Pro nagyobb aranyban kéti a
siRNS-eket, mint a miRNS-eket. A siRNS-ek kotése tehat vagy kedvezébb
termodinamikailag, mint a miRNS-eké, vagy térben kénnyebben elérhetéek a szupresszor
szamara.

A TEV fert6zott minték j6 mindsége lehetdséget adott arra, hogy mas miRNS-eket is
bevonjunk a vizsgalatokba. A rendelkezésiinkre allo 6sszes olyan LNA-oligot kiprobaltuk
a Northern-blottokban, melyekkel jelet lehetett kapni N. benthamiana-ban.

A miR319 csak az input mintaban volt kimutathato, metilacidja nem volt gatolt (18.
abra A, miR319 panel). A miR319* nem volt jelen egyik mintdban sem (18. abra A,
miR319* panel). Ez mutatja, hogy ez a miRNS mar csak egyszalu formaban talalhatéo meg
a sejtben, a HC-Pro pedig nem koti.

A miR159-et szintén csak az input mintadban mutattuk ki, metilacioja teljes volt (18.
abra A, miR159 panel). Itt a star-szalat nem allt modunkban vizsgalni, mert nem allt
rendelkezésiinkre miR159* LNA oligo. Tébb olyan miRNS-t is taldltunk, aminek
metilacidja nem volt gatolt, és csak az input mintaban lehetett kimutatni (lasd 2. tablazat).

A miR167 egyik mintaban sem volt jelen (18. dbra A, miR167 panel). Tébb mas
miRNS-t sem sikeriilt kimutatnunk. Ennek oka bizonyos miRNS-eknél az, hogy azon csak
a fejlédés egy bizonyos szakaszaban, vagy csak egy bizonyos szervben termelddnek. Erre
példa a miR167, mely N. benthamiana-ban csak a fejlédé magkezdeményekben expresszal

(Véloczi et al., 2006). Mas miRNS-ek szekvencidja pedig tal alacsony mértékii homologiat
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mutat az A. thaliana miRNS-ekkel, melyekre a probaként hasznalt, nagy specificitasu
LNA-oligok eredetileg tervezve lettek, ezért nem mutathatdak ki (2. tablazat).

Kontrollként bevontunk egy TGS-ben részt vevd, 24 nt hosszu siRNS csoportot,
mely a SINE3 (short interspersed nuclear element) retropozonrdl keletkezik (18. abra A,
SINE panel). Varakozasainknak megfelelden itt a metilacié nem volt gatolt, és a HC-Pro
IP-ben nem detektalhatd. Ennek oka, hogy a siRNS-ek tul hossztiak (24 nt) ahhoz, hogy a
HC-Pro kothesse Oket, masrészt nagy valdszintiséggel sosem 1épnek ki a sejtmagbdl, ezért
nem hozzaférhetéek a szupresszor altal.

Megallapithatjuk, hogy az elsé kisérletben vizsgalt két miRNS-en (miR171, miR168)
kiviill semelyik mas miRNS esetében sem sikeriilt a metilacidé gatlasat kimutatni a TEV
fert6zott mintak esetében. Az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy amely kisRNS
metilacidja az input mintaban nem volt gatolt, azt nem kototte a HC-Pro sem, illetve ha a

HC-Pro ko6t egy miRNS duplexet, akkor meggatolja annak metilaciojat.

A CIRV p19 kotott kisRNS-ek vizsgalata

A CIRV fertdzott novényekbdl poliklonalis anti-CIRVpl9 szérummal hajtottuk
végre a ko-immunoprecipitaciot. A szérum gyenge hatékonysaggal, de kelld tisztasaggal
(1d. 19. abra B, p19 IP Osszevetve mockIP mintaval) kototte a p19-et, ezért a hatékony
kisRNS kimutatas érdekében az IP mintak teljes mennyiségét fel kellett hasznalnunk (19.
abra A és B, input zsebbe a minta 10%-a, az IP és mock IP zsebekbe a minta 100%-a van
feltoltve). Ezért ez utdbbi kisérletek elsésorban a kisRNS-ek mindségi analizisére
alkalmasak. Aspecifikus kotést nem mutattunk ki az U6 kontroll esetében (19. abra A, U6
panel).

Az IP mintaban lathatd, hogy a pl19 koti a virus eredeti siRNS-eket (19. abra A,
CIRV panel 3. zseb). A siRNS-ek itt is lehetnek metildltak, vagy metildlatlanok, a
szupresszor hasonld aranyban koti ¢ket, mint amilyen aranyban az inputban vannak (19.
abra A, 2. zseb 0sszehasonlitva 4. zsebbel). Megallapithatjuk, hogy a p19 nem ismeri fel a
siRNS metilaltsagat.

A miR171 mennyisége nagyon alacsony az input mintdban (19. dbra A, miR171a
panel, 1., 2. zseb), az IP mintdban pedig nem éri el a kimutathatosag also hatarat (19. abra
A, miR171a panel, 3., 4. zseb), metilacidja nem gatolt (19. abra, A, miR171 a panel, 2.
zseb). A miR171a star szala nem detektalhatd (19. abra A, miR171a* panel).
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19. abra A p19 altal kotott kisRNS-ek és metilaciés allapotuk. Az immunoprecipitacios és -
eliminacids kisérlet kivitelezése utin az RNS kivonatokat denaturdlo PAGE utian Northern-blott-on
vizsgaltuk (A). Az input minta a kiindulasi, nativ extraktbol kivont RNS. Az IP mintak oszlopaiban lathato a
pl19 altal kotott kisRNS. A mock az ellenanyag nélkiil immobilizalt RNS. B) a-p19 szérummal késziilt

Western blott a p19 kimutatasara az input (kiindulasi), IP és mockIP(ellenanyag nélkiil készitett) mintakbol.
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A miR168 mindkét szala kis mennyiségben kotve van a pl9 altal (19. abra A,
miR168 és miR168* panelek, 3. zseb), viszont mind metilalt (19. abra A, miR168 és
miR168* panelek, 4. zseb).

A miR319 és miR159 csak az input mintdban mutathatd ki (19. abra A, miR319 és
miR159 panelek, 1. zseb), metilacigjuk nem gatolt (19. dbra A, megfelelé panelek, 2.
zseb).

Elmondhatjuk tehat, hogy a CIRV elsésorban a viralis siRNS-eket koti, és azok
metilacidjat gatolja. Bar kis mennyiségben koti a miR168-at, mas, altalunk vizsgalt
miRNS-t nem, vagy nem kimutathaté mértékben kot. A miRNS-ek metilaciojat nem, vagy
nem kimutathaté mennyiségben gatolja.

A TEV fert6zésnél ugy talaltuk, ha a HC-Pro koti a kisRNS-t, akkor annak
metilaciojat is gatolja - , illetve ha egy kisRNS metilacija nem gatolt, akkor azt nem is
talaljuk komplexben a szupresszorral. A HC-Pro altal kifejtett metilacios gatlas tehat annak
indikatora, hogy az adott kisSRNS-t a szupresszor koti. Ez pedig annak kdszonhetd, hogy a
HC-Pro nagyon erésen koti a kisRNS duplexet, mely folyamat soran verseng a HEN1-el,
vagy egyéb kisRNS metiltranszferazzal. Azok a miRNS-ek, melyek mar nem
expresszalnak, valoszinilleg mar egyszalt formaban, RISC-be épiilve vannak jelen, ezért
nem szubsztratjai a HC-Pro-nak. Ily modon a TEV fertézés soran a HC-Pro altal kifejtett
metilacio-gatlas megmutathatja, hogy egy adott miRNS-expresszal-e vagy sem.

A CIRV fert6zésben viszont nem talaltunk olyan miRNS-t, melynek metilacidja
gatolt lett volna. Ez az eredmény teljesen ellentmond a p19-transzgenikus Arabidopsis-ban
leirtaknak, ahol példaul a miR159 és miR171 metilacidja is részben gatoltnak bizonyult
(Yu et al., 2006). A virusfertdzott névényekbol készitett ko-immunprecipitacio alapjan a
pl9 elsésorban a siRNS-eket koti, és azok metilacidjat gatolja, de sokkal kisebb
mértékben, mint a TEV HC-Pro. A pl9 ez alapjan kisebb mértékben képes versenyezni a
metiltranszferazzal, vagy a kotott kisSRNS 3’ vége hozzaférhetd ¢és metilalhatd, ahogyan
hozzaférhetd exonukledzok szamara is (Papp et al, 2003). Masrészt elképzelhetonek
tartottuk, hogy a virus replikaciojanak erés kompartmentalizacidja miatt a p19 sejten beliili
lokalizacidja is szigoruan szabalyozott. Ez korlatozhatja hozzaférését a miRNS-ekhez, ¢s
megmagyarazhatja, miért gatolja a miRNS-metilaciot transzgenikus rendszerekben, és
miért nem a virusfert6zés soran.

Meg kell jegyezniink, hogy a Arabidopsis-ban és N. benthamiana-ban sok konzervalt

miRNS eltéré szoveti eloszlast mutat (Valoczi et al, 2006). Jo példa erre, hogy

59



Arabidopsis-ban a miR171 legnagyobb mennyiségben a virdgzatban ¢és a fejlodo
levelekben mutathaté ki, mig a kifejlett levelekben nem. Ezzel szemben Nicotiana
fajokban ez a miRNS gyakorlatilag a ndvény egész élete folyaman, szinte minden
szovetben nagy mennyiségben van jelen. Ez a tény is magyarazhatja, hogy miért kaphatunk

eltérd gatlast ugyanazon miRNS esetében.

3. tablazat A ko-immunoprecipitacios kisérlet soran tesztelt miRNS-ek jelenléte a mintakban,

metilaciés allapotuk és a N. benthami. miRNS-ek h logiajanak mértéke az Arabidopsis-ra

tervezett LNA oligokhoz képest

homolégia Arabidopsis-

miRNA TEV HE-Pro metilaciogatolt _CIR pl9IP metilacio gatolt hoz képes N.
oput b mput benthamiana-ban

171 + + + + - - 100 %
171% + + + nd 80 %
168 + + + + + + 100 %
168* + + + + + + 100 %
159 + - + 100 %
398 + - - nd 50 %
319 + - - + - - 95 %
390 + - - nd 90 %
161 + - nd 67 %
160 + - - nd 100 %
162 + - - + - - 100 %
162% nd nd 66 %
163 nd nd 2%
167 nd nd 100%
395 nd nd 42 %

Osszefoglalva a ko-immunoprecipiticiés kisérletek eredményeit megallapitottuk,
hogy egyik szupresszor sem ismeri fel a kisRNS-ek 3’ végi metilaltsagat. A HC-Pro erésen
gatolja a virus eredetli siRNS-ek ¢és egyes miRNS-ek metilaciojat, mig a p19 csak a virus

eredetii siRNS-ekét gatolja.

KisRNS-metilici6 a citoplazmdban is zajlik

Nem zarhattuk ki annak lehet6ségét, hogy a kiilonboz6 miRNS-ek (példaul a miR168
vs. miR159) azért viselkednek kiilonbozoképpen, mert masképp, vagy mashol zajlik
érésiik, ahol a szupresszor nem kertilhet vele fizikai kapcsolatba. Egy akkoriban megjelent

cikk (Park er al, 2005) is arra utalt, hogy az addig egyontetiinek hitt miRNS érés és
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transzport eltéré az egyes miRNS-ek esetében. Ez indokolta, hogy megvizsgaljuk a
kiilonb6z6 miRNS-ek és a virus eredetti siRNS-ek sejten beliili eloszlasat.

Hogy megvizsgalhassuk a kiilonb6z6 miRNS-ek és a virus eredetii siRNS-ek sejten
beliili lokalizaciojat, sejtfrakcionacios kisérleteket terveztiink. A szisztemikusan fert6zott
cukorparnan elkiilonitettiik egymastol a sejtmagot és a citoplazmat. A sejtfrakciokbol
RNS-t izolaltunk, és azokat az eddigiek szerint B-eliminacionak vetettiink ald. A frakciok
tisztasaganak ellendrzésére ujabb kontrollokat vezettiink be: az U6 kis nuklearis RNS-t,
ami a spliceoszoma egyik RNS-komponense, és kizarolagos sejtmagi lokalizacioju, és a
tirozin egyik tRNS-ét, ami a citoplazmas extraktok jelzdje volt.

A frakciokat virusfertdzott novénybdl nagy tisztasagban eldallitani jelentds kisérletes
nehézségekben iitkozott. A TEV fertézott ndvényekben az ER nagymértékii proliferacion
megy keresztiil, részben a stressz miatt, de elképzelhetd, hogy azért is, hogy a TEV
szamara tobb replikacios hely keletkezzen. Ezért a sejtmag tilepitésekor a magmembrannal
folytonos ER egy része is leiilepedett azzal egyiitt, és magaval vitte az ER-hez kapcsolodo
replikacids komplexeket is. Ez jol megfigyelheté a TEV-el fertdzo6tt minta magi frakciojan,
ahol a siRNS is felfedezheté nyomokban (20. abra A, TEV panel, 7. és 8. zseb), és a
frakciok kontrolljai (U6 és tRNS) mutatnak bizonyos foku keresztszennyezettséget (20.
abra A, kevés U6 lathato a citoplazmas (CP) mintakban, és nyomokban a tRNS kontroll a
magi frakciokban).

A TEV eredetii siRNS-ek a citoplazmas frakcioban talalhatoak (20. abra A, 5., és 6.
zseb).

A miR171 és miR168 mindkét szalanak mennyisége megemelkedik a fert6zo6tt minta
citoplazmas frakcidjaban (20. abra A, miR171a, miR171a*, miR168, miR168* panelek, 1.
¢és 5. zsebek Osszevetve). A sejtmagi frakcioban nincs valtozas a nem fertdzott (mock)
mintdhoz képes a miRNS-ek mennyiségében (20. dbra A, miR171a, miR171a*, miR168,
miR168* panelek, 3. és 7. zseb Osszevetve).

A metilalatlan miRNS-ek csak a citoplazmas frakcioban talalhatoak (20. dbra A,
miR171a, miR171a*, miR168, miR168* panelek, 6. zseb, piros nyilak).

A miR168 mindkét szala féleg a citoplazmaban mutathatd ki az egészséges ¢és a
fert6zott novényben is (20. abra A, miR168 és miR168* panelek, 1. és 5. zseb Osszevetve
3. és 7. zsebbel). A miR168 csekély mennyiségben kimutathatd volt a sejtmagi frakcidban

is (20. abra A, miR168 panel, 7., 8. zseb). Ennek legvalosziniibb okanak a két frakcio
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keresztszennyezettségét gondoljuk, mert az U6 és tRNS kontrollok alapjan az elvalasztas
nem volt tokéletes. Ha azonban a miR168 magi jelenléte mégsem miitermék, az jelentheti
azt, hogy AGO-ba vald beépiilés vagy megtorténhet mar a sejtmagban is, vagy a
citoplazmaban torténik, ami utan a fehérjével egylitt visszajuthat a sejtmagba. Az AGO1-
miR168 komplex a sejtmagban valosziniileg a D-testben, vagy a Cajal-test
ribonukleoprotein kompartmentekben talalhat. A D-testben kimutattak az AGO1-et (Fang
and Spector, 2007), mi pedig kimutattuk a miR168 jelenlétét a magban, ezért elképzelhetd,
hogy az AGO1 mRNS-ének szabalyzasa a miRNS érése utan kozvetleniil a sejtmagban is
megtorténhet (Vaucheret, 2008).

A miR171 megtaladlhatd a citoplazméaban és a sejtmagban egyarant (20. abra A,
miR171a panel). A miR171 kozel egyenletes eloszlast mutatott a két kompartment kozott
az egészséges novényben (20. abra A, miR171 a panel 1. és 3. zseb). Sejtmagi jelenléte
sokkal markansabb, mint a miR168 esetében, ez esetben nyilvanvaldéan nem mitermékrol
van sz6. A miR171 tobb transzkripcios faktor mRNS-ének is regulatora, a SCL6-III,
SCL6-1V és a SCL6-11-¢ (Llave et al., 2002), és valdszinlileg ennek kdszonhetd nagy
mennyiségl termelddése is. A sejtmagban minden bizonnyal ez a miRNS is mar AGO-ba
inkorporalodva valamelyik sejtmagi testben tarolodhat, vagy toltheti be funkciojat. Jelentds
mennyisége a citoplazmas frakcioban szintén utalhat arra, hogy lebomlasa gatolt. Bar errdl
a miRNS-rél az els6k kozott irtak le, hogy az mRNS vagasa altal fejti ki hatasat, de
Brodersen és munkatarsai kimutattak, hogy transzlacios gatlas altal is hat (Brodersen et al.,
2008). Ekkor az mRNS-miRNS-AGO komplex citoplazmas - P-testeknek megfeleld -
komplexekbe szallitodhat a sejtvaz segitségével, majd ott tarolodhat lebontasig, vagy
Ujrahasznositasig, igy a metilalt miR171 populacié egy része innen is szarmazhat.

A miR159 eloszlasa a kompartmentek kozott egyenletes mind a mock, mind a
fert6zott mintaban, mennyisége nem valtozik a fertdzés hatasara (20. abra A, miR159
panel).

A HC-Pro a citoplazmaban talalhato, bar a magi frakcioban is kimutathaté egy
csekély mennyiség, amely valosziniileg szintén a keresztszennyez6désnek tudhato be (20.
abra B).

A star szalak felhalmozodasat csak a TEV fertdzés esetén tudtuk kimutatni,
feltehetéen azért, mert szupresszor csak itt termel6dott, és itt tudta stabilizalni a ds miRNS-
t. Nem metilalt miRNS-eket viszont csak a citoplazmas frakcioban talalunk, ami szintén

arra utal, hogy a szupresszor nem jut be a sejtmagba, hanem kizardlag a sejtplazmaban van
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jelen, és mivel itt jelennek meg a nem metilalt miRNS-ek is, ez szintén azt bizonyitja, hogy
nem csak a siRNS-ek, hanem a miRNS-ek metilacioja is - legalabb részben - itt zajlik.

A CIRV helyett a sejtfrakcionalashoz a CIRV19stop virust hasznaltuk, mert a vad
tipusu virus néhany nap utdn nekrotizalni kezdi a ndvényt, ¢és altalanossagban nagyon
sulyos tlineteket okoz, ami rossz megtartasu leveleket eredményez, és megneheziti a
kisérlet kivitelezését.

Viralis siRNS-t itt is csak a citoplazmaban tudtunk kimutatni (21. abra, 5., 6. zseb).
A siRNS nyomai a magi frakcioban annak ellenére sem voltak felfedezhetéek, hogy a magi
mintak jelentds mennyiségii citoplazmas szennyezést tartalmaztak (21. abra, tRNS panel,
7., 8. zseb) lényegesen tobbet, mint a TEV fert6zott mintaknal (20. abra A, tRNS panel, 7.,
8. zseb). A siRNS-ek mind metilaltak, hiszen a p19 nincs jelen, lokalizaciojuk citoplazmas
metilaciora utal.

A miR171 és miR159 kozel egyenletes eloszlast mutat a citoplazma és a sejtmag
kozott (21. abra, miR171 és miR159 panelek).

A miR168 nagyobb mennyiségben a citoplazmaban van jelen (21. abra, miR168
panel,1., 2., 5., 6. zseb), de kis mennyiségben a sejtmagban is kimutathato (21. abra,
miR168 panel, 3., 4, 7., 8. zseb). Az emlitett nagyobb mértékii citoplazmds szennyzés miatt
azonban itt sem allapithaté meg, hogy valdban jelen van-e a magban vagy sem.

A miR168 star szala annak ellenére, hogy a CIRV19stop fert6zésben nincs jelen a
miRNS duplexeket stabilizald pl9, csak a citoplazmas frakcioban detektalhat6 (21. dbra,
1., 2., 5., 6. zseb). Ez megmutatja, hogy ez a miRNS duplex formaban valo akkumlacidja

(Vaucheret et al., 2006) a citoplazmaban torténik.
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20. abra A miRNS-ek és a TEV eredetii siRNS-ek sejten beliili eloszlasa. A) Northern blott a
citoplazmas (CP) és a sejtmagi frakciokbol. B) Western-blott anti-His ellenanyaggal a HC-Pro kimutatasara.

A kisRNS-ek sejten beliili eloszlasa a két virus esetében megegyezett. A virus
eredetii siRNS-ek csak a citoplazmas frakcioban voltak kimutathatdak, nem talaltunk tehat

arra utald jeleket, hogy egy ndvényi fehérje altal transzportdlodhatnanak a sejtmagba
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metilacio céljabol. A CIRV19stop siRNS-ei metilaltak, és nem mutathatoak ki a

sejtmagban, ami tovabbi bizonyitékot jelent egy citoplazmas metiltranszferaz Iétezésére.

Mock CIRV19stop
CcP Mag cp Mag
B - 4+ = 4+ = 4+ = +

. . CIRV19stop

miR171

miR168

| mirR168*

miR159

%%o%c

| U6

- - IRNS

1'2 3 4 5 6 7 8
21. 4bra A miRNS-ek és a CIRV eredetii siRNS-ek sejten beliili eloszlasa. A) Northern blott a

citoplazmas (CP) ¢s a sejtmagi frakciokbol.

A miR159 - melyrél az el6z6 kisérletekben mar kideriilt, hogy metilacidja nem gatolt
egyik virusfertozés esetén sem - egyarant nagy mennyiségben van jelen mindkét
kompartmentben. E16z6 felvetésiink, hogy esetleg ez, és mas olyan miRNS-ek, melyeknek
metilacidja nem gatlodott esetleg kizardlag a sejtmagban fordulnanak eld, nem nyert
igazolast. Inkabb azt a tedriankat timasztotta ala, hogy ez a miRNS mar a RISC-be épiilve
van jelen, és nem termelédik mar. Erdekes, hogy mindez azt feltételezi, hogy bizonyos

RISC-ek igen hosszu féléletidével rendelkezhetnek, holott a BYWV PO-al végzett
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munkank tobb eredménye is arra utalt, hogy a RISC féléletideje 2,5-3 nap koriil van
(Csorba et al., 2010), és valdszintinek tartjuk, hogy az AGO-bdl felszabaduld ss miRNS
gyorsan degradalodik (az erre vonatkozd kisérletet 1d. alabb). A stabil RISC-ek
magyarazata lehet példaul, hogy az a P-testben, a D-testben, a Cajal-testben, vagy egyéb,
még nem azonositott kompartmentben nagy mennyiségben tarolodik. Ez utobbi feltételezés
megmagyarazhatna, hogy bizonyos miRNS-ek miért mutathatéak ki hosszu ideig a novény
¢élete folyaman, annak ellenére, hogy expresszidjuk mar leallt, mig masok nem.

Fontos eredmény, hogy a viralis siRNS-ek a mitokondrium-membranhoz kapcsolt,
citoplazmas replikacioju CIRV19stop esetében is metilaltnak bizonyultak. Korabban a
TBSV p19-r6l leirtak, hogy kolcsonhat Arabidopsis ALY fehérjékkel (Uhrig et al., 2004).
Ezek a fehérjék élesztében és allatokban a splicingon atesett mRNS-ek citoplazmaba
iranyuld exportjat végzik. Bemutattak, hogy a TBSV pl19 kis mennyiségben a sejtmagban
is megtalalhatd, de bizonyos ALY-fehérjékkel egyiitt még a sejtmagvacskaba is bejut
(Canto et al., 2006). Ez alapjan feltételezheté volt, hogy a p19 képes bejutni a sejtmagba,
és magaval viheti a siRNS-t, hogy az metilalodjon. Mivel azonban a CIRV19stop siRNS-ei
metilaltak, a p19 hidnya miatt valoszinisithetd, hogy a CIRV siRNS-einek nincs sziiksége
a pl9 aktivitasara a metilacidhoz. Mindazonaltal nem zarhato ki, hogy egy gazdafehérje
tolti be ezt a funkciot, de az eddig kapott eredmények utalhatnak arra, hogy siRNS-ek a
citoplazmaban metilalodnak.

Osszefoglalva, megallapitottuk, hogy a TEV és a CIRV19stop eredetii siRNS-ek
citoplazmas lokalizaciojiak. A nem metilalt kisRNS-ek a citoplazmaban talalhatéak. A
HC-Pro szintén a citoplazmaban van jelen. Eredményeink azt mutatjak, a virus eredetii

siRNS-ek, és a miRNS-ek legalabb egy része a citoplazmaban metilalodik.

A miR171 és miR159 tartalmi komplexek féléletideje valésziniileg 2-3 nap

Az el6z0 fejezetben mar hivatkozott munkank sikeriilt kozvetett informaciot
nyerniink a miRNS tartalmu komplexek stabilitaisarol BYWV PO szupresszoranak
segitségével (Csorba et al. 2010). A 22. abran bemutatott kisérletet Csorba Tibor
kollégammal kozosen készitettiik, emellett a fenti publikacioban bemutatott kisérletekben

tarsszerzoként vettem részt.
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22. abra Western- és Northern-blottok P0-al infiltralt és kontroll mintak FPLC-vel

kr grafilt frakci6ibol. A molekulasulyok a kalibraciohoz hasznalt fehérjék alapjan feliil jelezve (669,

443, 158, 66 és 29 kDa). i: input minta, 2dpi: két nappal az infiltracio utan, 4 dpi: 4 nappal az infiltracio utan,
a-Nb-AGO1: N. benthamiana AGO]1 ellenanyaggal késziilt Western-blott, a-PO: PO ellenanyaggal késziilt
Western-blott, miR171a ¢és miR159: a megfelel6 miRNS-eket kimutatd LNA oligokkal késziilt Northern-
blottok. A) kontroll minta 2dpi, B) P0-al infiltralt minta 2dpi, C) kontroll minta 4 dpi, D) PO-al infiltralt
minta 4 dpi.

A PO-r6l igazoltuk, hogy a nem toltott AGO1 lebomlasat indukalja, ezért
valoszintileg csak az ujonnan transzlalodott, vagy a komplexekbdl kilépett és kisSRNS-t mar

nem tartalmazé AGO1 szolgalhat a szupresszor szamara szubsztratként. Ez alapjan azt
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vartuk, hogy PO jelenlétében nem tudunk szabad AGOI1-et kimutatni, és hogy idével a
miRNS-ekkel t61tott AGO1 tartalmi komplexek is degradalodnak.

A PO-t tranziensen expresszaltattuk N. benthamiana-ban, majd a névényekbdl két (2
dpi), illetve négy nappal az infiltracié utan (4 dpi) nativ kivonatokat készitettiink, melyeket
molekulatémeg alapjan kromatografaltuk FPLC technikdval, és vizsgaltuk az igy kapott
frakciok AGO1 és miRNS tartalmat (22. ébra).

Az AGOl-et mind a kontroll (22. abra A a-Nb-AGO1 panel), mind a P0-al infiltralt
mintaban (22. abra, B a-Nb-AGO! panel) csak a 670 kDa-nal nagyobb molekulatomegii
frakciokban mutattuk ki. Meglepé modon a miR171a-t és a miR159-et (22. abra A és B,
megfeleld panelek) is csak a nagy molekulatomegii frakciokban tudtuk kimutatni, és nem
kaptunk jelet 150 kDa koriil mérettartomanyban, ahova a miRNS-AGO1 komplex varhato
(Pantaleo ef al., 2007). A PO szintén nem volt detektalhaté sem szabadon (29 kDa), sem a
szabad AGOl méretének megfeleld frakciokban (150 kDa), kizarolag a nagy
molekulatomegii frakciokban (22. abra B, a-PO panel).

2dpi-nél a kontroll és a P0-al infiltralt mintak miRNS-profilja és AGO1 eloszlasa
megegyezett (22. abra A és B panel Osszevetve). 4dpi-nél azonban a PO-al infiltralt
mintabol az AGO1 mar nem volt kimutathatd, sem szabadon (110 kDa kortiil), sem 670
kDa folott (22. abra C és D panel Osszevetve). A PO hatasara a miR171a és a miR159
eloszlasa is megvaltozott: a nagy molekulatomegii frakciokban lecsokkent mennyiségiik
(22. abra C panel, 4. és 5. zseb 0sszevetve D panel 4. és 5. zsebbel), mig a szabad miRNS
méretének megfeleld frakciokban ezzel parhuzamosan megnétt a mennyiségiik (22. abra C
panel, 17. és 18. zseb Gsszevetve D panel 17. és 18. zsebbel).

Az agroinfiltraciot kovetden eldszor kb. 24 o6ra milva mutathatdo ki a transzgén
expresszidja, emiatt a 4 dpi-nél megfigyelt AGO1 degradacié 3 nappal a PO expresszidja
utanra tehet6. Feltételezve, hogy a PO altal indukalt AGO1-lebomlas eléfeltétele, hogy az
elengedje a kisRNS-t, eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a miR171a-AGO1,
illetve a miR159-AGO1 olyan, nagy molekulatomegii komplexek részeinként vannak jelen
a sejtben, melyek féléletideje valosziniileg 2-3 nap.

Novényekbdl hosszi ideig nem létezett olyan rendszer, melyben vizsgalni lehetett
volna, hogyan ¢épiilnek fel és miikddnek a silencing effektor-komplexei, mig erre szolgald
allati modellek mar hasznalatosak voltak. Példaul Drosophila embrid kivonatban
lehetséges volt a RISC felépiilésének 1épéseit és vagod aktivitasat kdvetni in vitro (Pham et

al. 2004), mert az ,programozhatd” volt radioaktivan jelolt exogén RNS-el, igy
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detektalhato volt a szekvenciaspecifikus silencing-aktivitas. Ebben az in vitro rendszerben
kollégaim tobb ndvényvirus szupresszoranak hatsat is vizsgaltak (Lakatos et al. 2004,
Lakatos et al. 2006). Hasonldo novényi kisérleti rendszer felallitisa csak nemrégiben
sikertilt evakuolalt dohany sejtszuszpenziobdl (Iki ez al. 2010), igy a kiRNS metilacio
targykorében végzett kisérleteink idején nem volt lehetdségiink még in vitro rendszerben
sem tesztelni a miRNS-RISC-ek stabilitasat.

Azoéta specifikus antiviralis aktivitdsu fehérjefrakciokat sikeriilt mar izolalni
(Omarov et al. 2007, Ciomperlik et al. 2011), miRNS tartalmu, szekvenciaspecifikus vago-
aktivitasu komplexeket szintén azonositottak (Baumberger and Baulcombe, 2005),
Arabidopsis-ban pedig bizonyitottak, hogy egyes nagy molekulastlyt, a poliszoma
frakcioban talalhato AGO1 és miRNS tartalmi komplexek transzlacios gatlasban vesznek
részt (Lanet et al. 2009). Mindazonaltal egy olyan munka sem késziilt a mai napig,
melybdl ezeknek a komplexeknek az életidejérdl kovetkeztetéseket lehetett volna levonni.
Szamunkra a PO kiilonleges funkcidja lehetévé tette, hogy in vivo vizsgalhassuk a
kiilonb6z6 miRNS-tartalmu komplexek stabilitasat, jol példazva, hogy a virus eredetii
silencing szupresszorok alkalmasak a ndvényi génszabalyozas utvonalainak felderitésére.

Osszefoglalva eredményeinket, megéllapitottuk, hogy N. benthamiana-ban a
miR171a és miR159 toltott, nagy molekulatomegli komplexek féléletideje 2-3 napra

tehetd.

A _szupresszor és a kisRNS-ek id6- és térbeli ko-expresszioja sziikséges a

kisRNS-ek metilaciéjanak gatlasahoz

Eddigi eredményeink mind arra utaltak, hogy a p19 és a HC-Pro azért mitkodnek
eltéréen virusfertézésben, mint transzgenikus névényekben, valamint egymashoz képest is,
mert csak akkor tudjak gatolni a kisRNS metilaciot, ha hozzaférnek annak duplex
formajahoz. Ennek feltételei pedig akkor adottak, ha a kisRNS prekurzor a szupresszorral
egy idében és egy helyen expresszal illetve keletkezik.

Ennek igazoldsara egy tranziens expresszids rendszert alkalmaztunk. Az eljaras
Iényege, hogy a A. tumefaciens-el mar kifejlett leveleket transzformalunk. A levelekben
egy olyan miRNS-t termeltettiink, ami N. benthamiana-bdl hianyzik, az Arabidopsis

miR171c-t. A miRNS prekurzorral egyiitt termeltettiik a két szupresszort is, valamint azok
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mutansait (a pl9-hez a W39G-t, a HC-Pro-hoz pedig az AS3-at), melyek nem tudnak
kisRNS-t kotni, és vizsgaltuk a kisRNS-ek metilacios allapotat.

Band-shift kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a mutans szupresszorok nem képesek
kisRNS-kotésre. A W39G konstrukeiot és a tisztitott fehérjét korabban csoportunk allitotta
el6. Az AS3 mutans konstrukciot valamint a band-shift kisérleteket (22. abra) Lakatos

Lorant készitette.

A

p19-W39G p19
Szupresszor
koncentracié [nM] 6 3 1.5 0.75 0.38 6 3 1.5 0.75 0.38

kotott siRNS | -

szabad siRNS m e

Infiltralatlan HC-Pro AS3
B extrakt extrakt extrakt
oz s o o ©
higitas = ¥s A T ¥ILd X3 g
kotott siRNS |  d
szabad siRNS —

23. abra A vad tipusu szupresszorok és a dolgozatban felhasznalt mutansaik kisRNS kotési
képessége band-shift kisérletben. A) a p19 és a mutans p19-W39G ds siRNS koto képessége in vitro. B) A

HC-Pro és mutansa, az AS3 siRNS kotd képessége in vitro.

Bemutattuk, hogy a tisztitott p19 koti a siRNS-t in vitro (23. abra A, pl9 panel). A
mutans W39G viszont csak 6 nM-os koncentracional koti a siRNS-t, ami 8-szor gyengébb
kotést jelent (23. abra A, p19-W39G panel, 6 nM-os zseb).

A HC-Pro kotési aktivitasat nem tisztitott fehérjével, hanem HC-Pro-val és

mutansaval, az AS3-al infiltralt levelekbdl késziilt nativ extraktokon teszteltiik. A nem
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higitott extraktok itt aspecifikus kotést mutattak (23. abra B, infiltralatlan extrakt panel és
AS3 panel, z6ld keret). Ez a kotés valosziniileg az extraktban el6forduld egy masik fehérje
altal torténik, mert a kotott siRNS megjelenik az infiltralatlan extraktban is, masrészt
alacsonyabban jelenik meg, mint a HC-Pro esetében. Specifikus kétést azonban csak a vad
tipust szupresszor esetében kapunk (23. dbra B, HC-Pro extrakt panel).

Ezzel a kisérlettel igazoltuk, hogy a mutans p19-W39G és AS3 szupresszorok nem,
vagy csak nagyon gyenge kisRNS-kotésre képesek in vitro az altalunk alkalmazott
kondiciok kozott.

Ezt kovetdéen a szupresszorokat és mutansaikat infiltraltuk N. benthamiana-ba
onmagukban, vagy pri-miR171c konstrukcioval egyiitt, és B-eliminacioval vizsgaltuk az
endogén miRNS-ek és az ektopikusan expresszaltatott 171c metilacios allapotat. A
miR171c LNA oligo kimutatja a miR171a-t is, ezért ott is kapunk jelet az érett szalnal,
ahol nem infiltraltuk a pri-miR171c konstrukciot, de a miR171c* specifikus jelet ad. A
Northern-blotton miR171¢ probat hasznaltuk a miRNS kimutatasara. Az ezzel a probaval
kapott jel az endogén miR171a-t és a miR171c-t is jelenti ott, ahol a pri-miR171c-t
expresszaltattuk, és csak a miR171a-t, ahol a szupresszort O6nmagaban infiltraltuk.
Diagnosztikus értékkel tehat csak a miRNS-ek star szalai birtak, ezek metilacios allapota
szolgaltatta szamunkra a legfontosabb informaciokat.

Minden konstrukeid expressziojat 35S promoter szabalyozta, ezért az erds konstitutiv
expresszid miatt a szupresszor hianyaban is kimutathatd volt a miR171c star szala (24.
abra miR171* panel, 3., 4. zseb).

A HC-Pro jelenlétében a miR171c mindkét szala jelentés mértékben felhalmozodott
az Onmagaban expresszaltatott miR171c-hez képest (24. abra, miR171c* és miR171
panelek, 3. zseb Osszevetve 7. zsebbel). A metilaciot a HC-Pro a miR171c¢ esetében kissé
erdsebben gatolta, mint a virusfertézés soran (24. abra, miR171c panel, 8. zseb, piros nyil).
Ez minden bizonnyal azzal magyarazhato, hogy a fehérje sokkal nagyobb mennyiségben
keletkezik a sejtben a tranziens expresszids rendszerben, mint a virusrol. A Potyvirus-
transzlalni kell. Nagyon valoészinii, hogy ennek hidnyaban a fizioldgiasnal tobb HC-Pro

tobb kisRNS-et is kot meg, ezért erdsebb a gatlas.
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24. abra A tranziens expresszioval termeltetett HC-Pro, p19, W39G és AS3 szupresszorok
hatiasa az endogén és ektopikusan expresszalt miRNS-ekre. A fels6 sorban jeldlve az infiltralt

konstrukciok lathatoak (mock: tires vektor, 171c¢: pri-miR171c, HC-Pro, p19, W39G és AS3).

Meglep6 modon, ahol a HC-Pro-t csak dnmagaban termeltettiik, nem volt befolyassal
az endogén miR171a metilaciojara (24. abra, 171c panel 6. zseb). Valdszinii, hogy a
teljesen kifejlett levelekben mar nem, vagy nem nagy mennyiségben termel6dik a
miR171a, ezért a HC-Pro néhany napos expresszidja alatt nem tudta megakadalyozni
annak metilacidjat.

Viszont az endogén miR168 mindkét szalanak metilaciojat jelentdsen gatolta a HC-

Pro, fiiggetlentll attol, hogy volt-e mellette miR171c expresszio (24. abra, 168* és 168
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panelek, 6. és 8. zseb). A gatlas mértéke Osszemérhetdé a korabbi kisérletekben a
virusfertézés soran kapottal. Ez arra utal, hogy a miR168 nemcsak hogy nagy
mennyiségben van jelen szabadon a citoplazmaban, hanem arra is, hogy expresszidja erés
¢és folyamatos.

A pl9 hatdsa azonban teljesen ellentétes volt a virusfertdzott mintdkban
tapasztaltakkal. Kozel azonos mértékben gatolta a miR171c* metilacidjat, mint a HC-Pro
(24. abra, miR171c* panel, 12. zseb dsszevetve 8. zsebbel), azaz olyan hatasa volt, mint
amit a transzgenikus névényekben figyeltek meg. Nem okozta viszont a miR171c* olyan
mértéktl felhalmozodasat, mint a HC-Pro (24. abra, miR171c* panel, 11. zseb
Osszehasonlitva 7. zsebbel).

A p19 az endogén miR 168 metilacidjara azonban tovabbra sem volt jelentds hatassal,
csupan nagyon kis frakcidja rovidilt a miR168- és miR168*-nak a B-eliminacié hatasara
(24. abra, miR168* és miR168 panelek, 10. és 12. zseb, piros nyilak).

A két szupresszor az exogén miR17lc-re és az endogén miR168-ra gyakorolt
kiilonb6z6 hatasa kiilonds, hiszen azt vartuk, hogy a pl9 a nagy mennyiségben termel8d6
miR168 metilaciojara is hatdssal lesz a tranziens rendszerben. Eredményiil viszont azt
kaptuk, hogy csak a HC-Pro gatolja a miR168 metilaciojat, a p19 csak igen elhanyagolhato
mértékben. Elképzelhetd, hogy a pl9/miR168 komplex kialakuldsa termodinamikai
okokbol kedvezétlen. Egy masik magyarazat lehet az, hogy a miR168 érése olyan helyen
zajlik a citoplazmaban, ami a p19 szamara nem hozzaférhetd.

A mutans szupresszorok egyike sem volt hatassal sem a miRNS-ek
felhalmozodasara, sem azok metilacidjara (24. abra, 13-20. zsebek). Ez a megfigyelés is
azt tamasztja ala, hogy amennyiben HC-Pro és a pl9 nem képes kotni, akkor nincs
befolyassal a miRNS érésre.

A miR159 metilacidja a tranziens expressziés rendszerben sem volt gatolt,
ugyanugy, ahogy a korabbi kisérletek soran sem (24. abra, miR159 panel).

Mindezen eredmények aldtdmasztjak hipotézisiinket, miszerint a metilacié gatlasa
csakis akkor valosulhat meg, ha a szupresszor, ¢s a ds kisRNS egy idében és egy helyen,
illetve kompartmentben fordul eld, tehat egyaltalan nem feltétlen kovetkezménye, vagy
aspecifikus hatdsa a szupresszor jelenlétének.

Kisérleteink eredményeibdl arra kovetkeztettiink, hogy a virusfertézés soran a ds-

kisRNS-ko6td szupresszorok eltérden befolyasoljak a kiilonboz6 kisRNS-ek metilaciojat,
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melynek oka a szupresszorok, a replikacios intermedierek és a miRNS-ek érésének
kiilonbo6z6 tér- és id6beli elhelyezkedése.

Osszefoglalva a  tranziens expresszios kisérletbdl nyert —informaciokat,
megallapithatjuk, hogy a HC-Pro és a pl9 hasonld mértékben képesek gatolni az
ektopikusan expresszaltatott miR171c metilaciojat. A HC-Pro gatolja az endogén miR168
metilacidjat, mig a pl19 csak nagyon gyengén. A kisRNS-kétésre nem képes mutans
szupresszorok nem befolyasoljak a metilaciot, egyértelmiien kijelenthetd tehat, hogy
metilacio gatlasaért a szupresszorok RNS-kotd aktivitasa, és nem pedig azok esetleges

egyéb funkceidi a feleldsek

A HC-Pro megakadalyozza a CIRV19stop eredetii siRNS-ek metilaciojat

Megbizonyosodtunk a sejtfrakcionalas soran arr6l, hogy a CIRV19stop mutans virus
siRNS-ei kizarolagosan citoplazmatikusan keletkeznek ¢és metilalodnak (21. abra).
Irodalmi adatokbol tudtuk, hogy a CIRV replikacidja izolalt membran-invaginaciokban
torténik a mitokondrium kiils6 membranjaban. Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon
potencialisan hozzaférhetdek-e a virus siRNS-ei egy citoplazmas szupresszor 4ltal, s hogy
gatolhato-e metilaciojuk, vagy az er6s kompartmentalizacié miatt csupan a virus sajat
szupresszora altal elérhetéek a siRNS-ek.

N. benthamiana ndvényeket fertéztink CIRV19stop virussal, majd a virus
szisztemizalodasa utan agroinfiltraciéval tranziensen HC-Pro-t termeltettink a
szisztemikus levelekben. Negativ kontrollként a HC-Pro AS3 mutansat hasznaltuk.

A HC-Pro képes volt meggatolni a CIRV19stop eredetii siRNS-ek metilaciojat (25.
abra A, 4. zseb, piros nyil). Osszehasonlitva ezt a CIRV fertdzés soran a p19 altal kifejtett
hatassal (25. abra B, 6. zseb) elmondhatjuk, hogy a HC-Pro nem képes jobban
megakadéalyozni a siRNS-ek metildcidjat a heterolog rendszerben, mint amennyire azt a
p19 teszi a természetes rendszerben.

A HC-Pro a TEV-16l keletkezé siRNS-ek metilaciojat teljes mértékben meggatolja.
Ezzel szemben a CIRV-1r6l keletkezé siRNS metilaciojat csak annyira tudja meggatolni,
mint a p19. Ennek legkézenfekvébb magyarazata az, hogy a HC-Pro tranziens expresszidja
miatt rovidebb ideig van jelen a szovetben, és ezért nem képes minden viralis siRNS-t
megkotni, és gatolni azok metilaciojat. Ugyanakkor az is elképzelhet6, hogy a

citoplazmaban termeldd6 és metilalodd CIRV 19stop siRNS-ei olyan helyen keletkeznek a
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sejtben, mely csak korlatozott mértékben hozzaférhet6 a HC-Pro szamara. Masik
magyarazata lehet, hogy mivel a CIRV siRNS-ek nem a replikacios intermedierekrol,
hanem a strukturalt genomi és szubgenomi RNS-ekr6l keletkeznek, emiatt mas molekularis
kornyezetiik befolyasolhatja a siRNS-ek kothetségét.

A CIRVI19stop/HC-Pro heteroldg rendszerbdél kapott informdci6 nem
vonatkoztathatd tokéletesen a CIRV fertézésre. A CymRSV fertézés alatt keletkezd
siRNS-ek ugyanis zoémmel 22nt hossztiak, ami DCL2 aktivitasra utal (Szittya et al., 2010),
mig a TuMV esetében a DCL4 a dominans, és 21 nt siRNS-ek keletkeznek (Garcia-Ruiz et
al., 2010). Eszerint tehat a CIRV 19stop siRNS-ei is valoszintileg 1 nt-al hosszabbak, mint
a TEV-rél feltételezhetden keletkezd siRNS-ek, ami ronthatja a HC-Pro altali kotés

hatékonysagat.

CIRV19stop
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25. dbra A HC-Pro hatisa a CIRVp19stop eredetii siRNS-ek metilaciojara, és a CIRV fert6zés
soran keletkezé siRNS-ek metilacios allapota. A) Northern blot a CIRV 19stop-al fertézott, ¢és HC-Pro-val
¢és a mutans AS3-al felilinfiltralt novényekb6l. B) A CIRV-r6l és CIRV 19stop-rol keletkez6 siRNS-ek

mutatd Northern-blot a 17. B abrarol.
Osszefoglalva a CIRV19stop/HC-Pro heteroldg rendszerbdl kapott informaciokat

megallapithatjuk, hogy a HC-Pro olyan mértékben képes megakadalyozni a CIRV 19stop
eredetii siRNS-ek metilaciojat, mint a p19 a CIRV eredetii siRNS-ekét.
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KOVETKEZTETESEK

Eddigi eredményeink és az irodalmi informaciok alapjan a kovetkez6 modellt
allitottuk fel (26. abra):

A TEV ¢és CIRV kompartmentalizacioja eltéré a virusfertézés folyaman, ezért
szupresszoraik nem egyforman képesek kotni a kisRNS-eket, és nem egyforman gatoljak
azok metilaciojat. A ndvényi kisRNS-ek a magbol metilalt és metilalatlan illetve esetleg
hemi-metilalt formaban is kijuthatnak a sejtmagbol. A miR168 és miR171 magi és a
citoplazmas metilaciojanak megoszlasa a kompartmentekben - a TEV fertdzott mintak
magi és citoplazmas frakcioinak vizsgalatabol kapott eredmények alapjan - legalabb 50-
50%, vagy nagyobb aranyban citoplazmas. Metilaciojukat ezutan egy -citoplazmas
metiltranszferaz végzi , vagy fejezi be. A TEV az ER-hez kétve replikal, siRNS-eit a HC-
Pro szinte kizarolagosan koti, még a metilacio el6tt. A HC-Pro ezen kiviill megkéti a
metilalt és a még nem metilalt miRNS duplexeket is, és gatolja azok tovabbi metilaciojat.
A CIRV a mitokondrium kiils6é membranjaban replikal, ¢s a p19 hatékonyan koti a virusrol
keletkezé siRNS-eket, de nagyrészt metilacio utan. A p19 kis hatékonysaggal tudja csak
kotni a miRNS-eket. A transzgenikus novényekben a sejtmagbol exportaloddé miRNS-ek
metilacidjat egyforma hatékonysaggal képes meggatolni a két szupresszor a kisSRNS-kotés
altal. Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a szupresszor csak akkor képes gatolni a
kisRNS- metilaciot, ha annak expresszidja és érése még zajlik a sejtben, mert csak ekkor
keletkezik az altaluk megkdthetd dupla szali intermedier forma. Ezen feliil a szupresszor
szamara térben is elérhetének kell lennie a ds kisRNS-nek, amit a virusok fehérjéinek és
replikaciojanak kompartmentalizacidja szab meg. Ezért valdszinii, hogy a TEV HC-Pro
mozgasa szabadabb a sejten beliil, mig a p19-¢ korlatozottabb. Erre utalhat, hogy a HC-Pro
minden esetben erfsen gatolja a miR168 metilacidjat, mig a p19 nem. Ez utdbbi jelenség
magyarazata lehet tovabba az is, hogy a miR168 dupla szalu formdja esetleg nehezen
felvehetd a pl9 szamadra, vagy hogy az a pl9 szdmdra nem hozzaférheté helyen lokalizal.
Ezen kiviil elképzelhetd, hogy a kisRNS metilacidjara gyakorolt hatast befolyasolja a két
szupresszor eltéré kotési stratégidja is, példaul hogy a pl19 altal kotott kisRNS-ek vége

hozzaférhet6 tovabbra is a metiltranszferaz szamara.
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26.abra A kisRNS-ek metilaciéja és a szupresszorok altali gatlasanak modellje N. benth

ban A) A TEV és CIRV fertozés, valamint a ds miRNS-ek és a ds viralis siRNS-ek kompartmentalizacioja
B) a szupresszorok és a ds miRNS-ek kompartmentalizacidja transzgenikus rendszerben. Sziirke vonalak:
miRNS duplexek, piros vonalak: TEV eredetii ds siRNS-ek, zold vonalak: CIRV eredetii ds siRNS-ek,
MTaz: metiltranszferaz, piros karika: TEV replikacio, zold karika: CIRV replikacio

Hogy a szupresszorok altali metilacios gatlasnak van-e biologiai haszna, vagy csak
mellékterméke a kisRNS-kotésnek, egyenlére nem tudjuk. Ha azt feltételezziik, hogy a
szupresszor-kisSRNS komplex féléletideje néhany nap, akkor a TEV esetében elényos lehet
a gatlas. gy amikor a HC-Pro elengedi a metilalatlan virus eredetii siRNS-t, az nagyobb
eséllyel degradalodik, kiilonosen, ha a metiltranszferaz altal nem hozzaférhetd helyen
szabadul fel a siRNS, mert ekkor azok nem stabilizalodhatnak, és emiatt gyorsan

lebomlanak. Természetesen ez csak akkor igaz, ha a metiltranszferazzal ellentétben az

71



exonukledz szamara hozzaférhetd a siRNS. A Potyvirus-ok sajatos transzlacios stratégiajuk
miatt tobb oriasi fehérjetestet képeznek a sejtekben. Ezek, vagy ezeknek kozelsége
alkalmas molekularis kornyezetet nyajthat a siRNS-ek elengedésére anélkiil, hogy azok
funkcioképes antiviralis szerepet tolthetnének be. A CIRV-nél viszont a siRNS-eknek csak
kis mennyisége marad metilalatlan, ezért itt inkabb mellékhatasrol beszélhetiink.
Eredményeink szamos tovabbi kérdést vetnek fel. Példaul, hogy befolyasolja-e a
kisRNS strukturdja, hogy a HC-Pro és pl9 milyen mértékben képes versengeni a
metiltranszferazzal? In vitro kompeticios kisérletekkel lehetne vizsgalni, hogy a tisztitott
fehérjék milyen affinitassal és milyen aranyban kotik a tokéletesen komplementer és a
miRNS-ekre jellemz6 nem bazisparosodott régiokat hordozé kisRNS-eket. igy lehet, hogy
valaszt kaphatnank arra is, miért nem gatolja a p19 a miR168 metilaciojat és miért a
miR171c-6t. Erdekes lenne azt is megtudni, hogy vajon a mér p19-el komplexben 16v6
kisRNS vége utolag metilalodhat-e. Mivel tudjuk, hogy exonukleazok szamara
hozzaférheté a 3’ vég, elképzelhetd, hogy a metiltranszferaz szamara is az. Ezt a kérdést
szintén in vitro lehetne modellezni, gy, hogy p19/siRNS vagy p19/miRNS komplexekhez
tisztitott HEN1-et adunk, és utana vizsgaljuk a metilaciot B-elimindcioval. Azt is tisztazni
lehetne, hogy a HC-Pro valoban csak részlegesen tudja-e gatolni a CIRV siRNS-einek
metilaciojat. Erre egy kiméra virus kellene késziteni a CIRV19stop-bol, ami
szupresszorként a HC-Pro-t kodolja, vagy egyiitt fertézni CIRV19stoppal egy HC-Pro
amplikonnal. Ezzel valoszinlileg informacidhoz juthatnank a CIRV  siRNS-ek

biogenezisérol.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) A HC-Pro és a p19 transzgenikus rendszerekben hasonlé mértékben gatolja
a miRNS metilaciot. Munkank soran bizonyitottuk, hogy ezzel szemben a virusfertézés
folyaméan a CIRV-nek csupan csekély hatasa van a TEV-hez képest a kisSRNS metilaciora.

2) Bizonyitottuk, hogy mind a CIRV p19, mind a TEV HC-Pro szupresszor
képes kotni mind a metilalt, mind a nem metilalt kisSRNS-eket. Egyik szupresszor sem
ismeri fel tehat a 3° végi metilaciot.

3) Megallapitottuk, hogy a TEV jelenléte teljes mértékben gatolja a virusrol
keletkez6 siRNS-ek metilaciojat, részben gatolja egyes miRNS-ek mindkét szalanak
metilacidjat, mig mas miRNS-ek metilacidjara nincsen hatassal. A HC-Pro csak azoknak a
kisRNS-eknek a metilaciojat gatolja, melyeket megkot. Feltételezziik, hogy a HC-Pro
verseng a kisSRNS-ek kotéséért a metiltranszferazzal.

4) A TEV-vel szemben a CIRV fert6zés nem gatolja a miRNS-ek metilacidjat,
a virus eredetli siRNS-ek metilaciojat is csak kis mértékben. A pl19 a fertézés soran
gyengén koti a miRNS-eket és nagy hatékonysaggal a virus eredetii siRNS-eket. A p19
csak a viralis siRNS-ekért verseng a metiltranszferazzal.

S5) Mindkét virus esetében a szupresszor fehérje ds-kisRNS-koté aktivitasa a
felelos a metilacio gatlasaért. A kisRNS-kotésre nem képes szupresszor mutansok nem
befolyasoljak a kisSRNS metilaciot.

6) A CIRV ¢és TEV eredetii siRNS-ek és azok silencing szupresszorai is a
citoplazmaban vannak, a sejtmagba nem jutnak be.

7) Bizonyitottuk, hogy N. benthamiana-ban a CIRV eredetli siRNS-ek
metildcidja teljes mértékben, a miRNS-ek metilacidja legaldbb részben a citoplazméban
torténik. Ez indirekt bizonyiték egy citoplazmaban aktiv metiltranszferaz 1étezésére M.
benthamiana-ban.

8) A két szupresszor Oonmagaban, tranziens transzgén expresszidé folyaman
egyforma erésen képes gatolni a metilaciot, a virusfertézés soran viszont nem.
Megallapitottuk, hogy a szupresszorok csak akkor gatolhatjak a metilaciot, ha egy idoben
és egy helyen vannak a termel6dé kisRNS-el. A kisRNS-ek duplex forméja egyediili
szubsztratja a szupresszoroknak, fizikai elérhetségiik eléfeltétele a metilacio gatlasanak.

Az elérhet6séget a szupresszor ¢és a kisRNS duplex kompartmentalizacidja szabja meg.
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9) A BWYV PO szupresszoranak segitségével megallapitottuk, hogy N.
benthamiana-ban a miR171a és miR159 tartalmi komplexek féléletideje 2-3 nap kozé

tehetd.
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OSSZEFOGLALAS

Az RNS silencing egy ecukariotakban konzervalt, szekvenciaspecifikus gén-
inaktivacios rendszer, amelyet dupla szali RNS-ek indukalnak. A silencing kulcsmolekulai
a hosszabb dupla szali (ds)RNS-ekrdl képzodd rovid RNS-ek, az un. kisRNS-ek. A
novényekre jellemzo sajatossag, hogy a kisRNS-ek metilalodnak a 3' végen. A kisRNS-ek
3’ végi metilacidja kulcsfontossagu stabilizacids 1épés a ndvényi rendszerekben, melyet
Arabidopsis thaliana-ban egy sejtmagi fehérje, a HEN1 végez. Irodalmi adatokbol tudtuk,
hogy a novényi virusok ds-kisSRNS-koté szupresszorai transzgenikus A. thaliana-ban
gatoljak a miRNS metilaciot.

A munkank soran vizsgaltuk a Tobacco etch virus és a Carnation italian ringspot
virus eredeti siRNS-ek metilaciojat, sejten beliili elhelyezkedésiiket, valamint a
virusfertézések hatasat Nicotiana benthamiana kisRNS-ek metilaciojara.

Fényt deritettiink arra, hogy a virus eredetli siRNS-ek citoplazmasan keletkeznek és
metilalodnak. Ezzel kozvetett bizonyitékot talaltunk arra, hogy N. benthamiana-ban létezik
egy citoplazmaban aktiv metiltranszferaz.

Megallapitottuk azt is, hogy bizonyos miRNS-ek is - legalabb részben — a
citoplazmaban metilalodnak. Ezt a citoplazmas metilaciot a Tobacco etch virus HC-Pro
szupresszora hatékonyan gatolja in planta, mig a Carnation italian ringspot virus pl9
szupresszora nem. Ezzel éles ellentétet fedeztiink fel a szupresszorok transzgenikus
novényekben, és természetes koriilmények kozott kifejtett hatasa kozt.

A szupresszorok metilaciora kifejtett gatldo hatasukat a kisRNS megkotése révén
fejtik ki, ez pedig feltételezi a kisRNS dupla szalt intermedier formaban valo jelenlétét
abban a kompartmentben, ahol a szupresszor is talalhato. Tranziens transzgenikus rendszer
¢és a virusfertézott ndvények parhuzamos hasznalataval ravilagitottunk, hogy a szupresszor
és a kisRNS térben és idében Osszehangolt expresszidjara van sziikség a metilacio
gatlasahoz.

A Beet western yellows virus PO szupresszoranak hatasat vizsgalva megallapitottuk,
hogy bizonyos miRNS-komplexek féléletideje 2-3 nap.

Eredményeink megmutatjak, hogy a novényi virusok, illetve azok szupresszor
fehérjéi eszkozként hasznalhatoak a novényi anyagesere-utvonalak felderitéséhez is,
valamint felhivjdk a figyelmet arra, hogy a transzgenikus rendszerekbdl nyert informaciok
hianyosak, vagy félrevezetdek lehetnek, és hogy kiemelt fontossagii a természetes

rendszerekkel valo parhuzamba allitasuk.
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SUMMARY

RNA silencing is an evolutionarily conserved sequence-specific gene-inactivation
system induced by double stranded RNAs.

The process is guided by the so called smallRNAs diced from longer double stranded
RNAs (dsRNA). In plants small RNAs are stabilized by 3’ methylation against
degradation. 3’ methylation is essential for stabilization of small RNAs in plants. In
Arabidopsis thaliana methylation is made by a nuclear methyltransferase HEN1. Studies
showed that smallRNA-binding suppressors inhibit methylation in transgenic plants.

The aim of our study was to reveal the effect of silencing suppressors on small RNA
methylation during virus infection.

We examined methylation status and subcellular localization of Tobacco etch virus
and Carnation italian ringspot virus derived siRNAs and endogenous miRNAs.

We revealed that siRNAs are generated and stabilized via methylation in the
cytoplasm. Thus we found indirect evidence for a cytoplasmic methyltransferase in
Nicotiana benthamiana.

We concluded that certain miRNAs at least partially methylated in the cytoplasm.
That process is inhibited very efficiently by the silencing suppressor HC-Pro of Tobacco
etch virus, while p19 protein of Carnation italian ringspot virus had no effect. This result
demonstrates unambiguous difference in effects of silencing suppressors between
transgenic and natural model-systems.

Double-stranded RNA-binding activity was found responsible for inhibition of
methylation. Furthermore we proved that spatial and temporal overlapping is prerequisite
for inhibition of methylation between biogenesis of suppressors and smallRNAs.

During examination of PO silencing suppressor protein of Beet western yellows virus
we found some indirect evidence that half-life of certain miRNA containing complexes is
between 2-3 days.

Our results show that plant viruses and their silencing suppressor proteins could be
used for exploration of biological pathways. Moreover we emphasize that transgenic
model-systems are useful tools but biologically relevant conclusions need paralell

examination of natural systems.
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