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BEVEZETES

Az immunrendszer feladata az él6lények épségének megérzése, amit a
szervezet steady-state allapotanak fenntartdsaként is lehet értelmezni. Mikodésének
alapja a sajat és idegen megkiilonboztetése, aminek segitségével az immunrendszer a
szervezet mikodésére veszélyes ¢€lolényeket, molekuldkat elszigeteli és/vagy
megsemmisiti. A virdlis fertézés az allati és a ndvényi szervezetekben egyarant
velesziiletett €s adaptiv immunvalaszt valt ki.

Az RNS silencing egy, a legtobb eukariotara jellemzd dupla szala (ds) RNS-
ek altal indukalt szekvenciaspecifikus, génexpressziot szabalyozd rendszer, mely
transzkripcionalis (transzkripcionalis géncsendesités, TGS) vagy
poszttranszkripcionalis (poszttranszkripcionalis géncsendesités, PTGS) szinten hat. A

folyamat alapvetden két f6 szakaszra oszthatd. Az elsd, iniciacios szakaszban az exogén
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vagy endogén hosszi dsRNS-eket a silencing RNaz III tipusi endonukleaz
komponensei ismerik fel, majd 20-26 nukleotid (nt) hosszisagt rovid, un. kis RNS-ekre
vagjak fel azokat (dicing). A kis RNS-ek ekkor dupla szaltak (ds), 5 végiik foszforilalt
és mindkét végiikon 2 nt hosszisagu 3’ tilnyuld véggel rendelkeznek. A masodik,
végrehajto szakaszban a kis RNS-ek egyik szala az Argonaute (AGO) fehérjék egyikébe
épiil be, mely része egy nagy molekulatomegi silencing effektor komplexnek (RNA
Induced Silencing Complex: RISC, vagy RNA-induced Transcriptional Gene Silencing
Complex: RITS). Ezek a komplexek a beépiilt kis RNS szekvenciajaval komplementer

V4

(1. abra).

Az antivirilis silencing

A virusok replikacioja és transzkripcidja soran keletkezé6 RNS-ek antiszensz
orientaciojuk miatt, vagy mert masodlagos szerkezetiikben nyél-hurok struktirak
alakulnak ki ds régiokat tartalmaznak. Ez lehetévé teszi, hogy az RNS silencing
antiviralis funkciot is betdltson. Novényekben az antiviralis silencing a virusok elleni
védekezés legfontosabb pillére. Feltételezhetd, hogy a relative nagyszama DCL és AGO
a viragos novényekben az RNS silencing virusellenes funkciojat tiikr6zi. Az antiviralis
silencing novényekben nem sejt-autonéom. Az elsédleges vsiRNS-ek 10-15 sejtsornyi
terjedésre képesek a plazmodezmakon keresztiil, ez egy rovid tavi szignalt jelent. A
szupresszor fehérjét nem kodolo virusok, melyek nem képesek megakadalyozni a kis
RNS-ek terjedését, a szomszédos sejtekbe 1épve mar felépiilt antiviralis RISC-ekkel
talaljak szembe magukat, igy a fertdzés gyorsan visszaszorul €s a novény kigyogyul.

Novényekben elsésorban az AGO1, masodsorban pedig az AGO2 tolt be

antiviralis funkciot.
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Az antiviralis silencing nagyon hatékony, ezért az erds szelekcios nyomas hatasara az
egyes viruscsoportok eltérd eredetil, de sokszor nagyon hasonld hatdsmechanizmusu Gn.
silencing szupresszorokat kddolnak (viral suppressor of RNA silencing, VSR).
Napjainkig tobb, mint 100 virus szupresszorat azonositottdk, melyek szadmos -
kiilonboz6 stratégiat alkalmazva — mas-mas ponton gatoljak az antiviralis silencinget
ndvényekben, allatokban és gombakban.

Az RNS silencing-et a viralis silencing szupresszorok tobbféleképpen képesek
gatolni. Gatolhatjak az iniciacié 1épését (kis RNS képzés), megkothetik, ezaltak
semlegesithetik a kis RNS-eket, megakadalyozhatjak a RISC kialakulasat az Argonaute

s
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vizsgalatiara

3. A ds kis RNS-kot6 silencing szupresszorok hatisa a kis RNS-ek metilacigjara
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5. Az Sweet potato feathery mottle virus P1 fehérje vizsgalata, az elsé mesterséges

silencing szupresszor létrehozasa
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EREDMENYEK és ERTEKELES

Célkitiizések alapjan elvégzett vizsgalataink f6bb eredményei a kdvetkezdk:

1. A Cymbidium ringspot virus p19 szupresszoranak vizsgalata

A Drosophila 2 6ras embrio extraktumbol készitett Gin. transzlacios extraktum
mind dsRNS-sel, mind siRNS-sel programozhatdé és szekvenciaspecifikus RNS
silencing kivaltasara alkalmas. Els6ként alkalmazva a heterolég Drosophila in vitro
rendszert bebizonyitottuk, hogy a Cymbidium ringspot virus (CymRSV) p19 fehérjéje
hatékonyan gatolja a dsRNS és a siRNS indukalta RNS silencing-et, azonban az
egyszall siRNS-sel indukalt silencing gatlasara nem alkalmas. Tovabba
megallapitottuk, hogy a p19 koncentracio fiiggd modon gatolja a siRNS indukalta RNS
silencing-et.

A p19 in vitro siRNS-ko6t6 tulajdonsaga alapjan azt a hipotézist allitottuk fel,
hogy a p19 viralis silencing szupresszor (VSR) aktivitasa in vivo siRNS kotésen alapul.
Elséként alkalmazva az immunoprecipitdcion alapuld in vivo megkozelitést
megallapitottuk, hogy a CymRSV-vel fert6zott ndvényekben a viralis kis RNS-ek szinte
kizarolag pl19 fehérjével kotott allapotban talalhatoak. /n vivo eredményeinkkel
megerodsitettiik azt, hogy a pl19 koncentracio fiiggd modon gatolja a siRNS indukalta
RNS silencing-et. Munkank eredményekeént elséként tettiink javaslatot egy viralis RNS
silencing szupresszor milkodési mechanizmusara. A virust aktivan replikald
szovetekben a p19 szinte az dsszes viralis siRNS-t megkotésével akadalyozza meg a
viralis siRNS-ekkel felépiilé RISC-ek és az antiviralis valasz kialakulasat is (Lakatos et

al., 2004).
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2. Egységes in vitro és in vivo rendszer Kkialakitasa a viralis silencing szupresszorok

vizsgalatiara

Munkank soran megvizsgaltuk a Carnation italian ringspot virus (CIRV) p19,
a Tobacco etch virus (TEV) HC-Pro, a Beet yellows virus (BYV) p21és a Rice hoja
blanca virus NS3 fehérjéinek hatasat a siRNS indukalta RNS silencing-re.

Az éaltalunk kialakitott in vitro rendszerben a vizsgalandd VSR fehérjét
bakterialis vagy novényi rendszerben termeltettiik, izolaltuk, majd aktivitasat a
Drosophila in vitro rendszerben vizsgaltuk meg. A kisérletek soran két beallitast
hasznaltunk, az un. direkt kompetitiv koriilmény a RISC kialakulasat, az un. indirekt
kompetitiv kisérleti megkozelités az aktiv RISC-et modellezi. A direkt kompetitiv
rendszerben a siRNS-t, a szupresszor fehérjét és a target RNS-t egy idoben adtuk az
fehérjekivonathoz, mig az indirekt rendszerben a siRNS hozzaadasaval indukaltuk az
RNS silencing-et, majd 20 perc utan adtuk hozza a szupresszor fehérjét és a target RNS-
t. A VSR fehérjéket névekvo koncentracioban alkalmaztuk. Ebben a rendszerben a VSR
aktivitas forditottan aranyos az elhasitott target RN'S mennyiségével. Eredményeink azt
mutattak, hogy az altalunk vizsgalt VSR-ek hatékonyan gatoltak a target RNS vagast a
direkt kompetitiv kisérletben, mig az indirekkt kompetitiv rendszerben nem
detektaltunk VSR aktivitast. Tudva azt, hogy a CIRV pl9 egy siRNS kot fehérje
eredményeinkbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a HC-Pro, P21, NS3 fehérjék is siRNS
koto aktivitassal rendelkeznek.

A Drosophila RNS silencing rendszerben a kdztes RNS silencing komplexek
¢és a RISC kialakulasa EMSA vizsgalattal nyomon kovethetd. Eredményeink szerint a
p19 a HC-Pro, a p21 és az NS3 fehérjék dozisfiiggd modon gatoltdk mind a harom
silencing komplex kialakulasat a direkt kompetitiv rendszerben, ezzel szemben az
indirekt kompetitiv rendszerben a VSR koncentracié novekedésével csak a ds siRNS-
DICER2-R2D2 komplex koncentracidja csokkent, a RISC és az RLC koncentracioja

nem valtozott. Eredményeink azt mutatjak, hogy a ds siRNS-ko6t6 képességgel
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rendelkez6 VSR-ek az RNS silencing iniciacidjaban szerepet jatszo ds siRNS-kotd
komplex kialakulasat gatoljak. Amennyiben a bizonyosan egyszali siRNS-t tartalmazo
RISC mar kialakult, a vizsgalt VSR-ek mar nem képesek beleavatkozni az RNS
silencing folyamataba.

In vitro vizsgalatainkat szerettiik volna in vivo eredményekkel is alatimasztani,
ezért 1étrehoztunk két in vivo rendszert, amivel vizsgalni lehet a silencing szupresszorok
hatasat a si- és a miRNS indukalta aktiv RISC-ekre.

Viralis siRNS-eket in planta tartalmaz6 RISC-eket ugy allitottunk eld, hogy a
N. benthamiana noévényeket Cym19stop virussal fertéztiik. A miRNS indukalta aktiv
RISC-ek vizsgalatahoz azt vettiik alapul, hogy a miR-171 a N. benthamiana kifejl6dott
leveleiben mar nem irddik at, nem alakit ki de novo RISC komplexeket. Ezért kifejlett
leveleiben talalhato RISC-ek kizarélag aktiv RISC-nek tekinthetdek. Az aktivitas
méréséhez olyan GFP alapti riportergéneket hasznaltunk, amelyek 3’ vége egy 200 bp-
os CymRSV régiot, vagy a miR-171 felismeréhelyét tartalmazta. Eredményeink azt
mutattak, hogy a CIRV P19, TEV HC-Pro és BYV p21 fehérjék kis RNS-kotd
tulajdonsaggal birnak in vivo. Kis RNS-ko6t6 tulajdonsaguk lehetdvé teszi a RISC
gatlasahoz vezet. A ds kis RNS-kot6 silencing szupresszorok nem képesek az egyszala
kis RNS-t tartalmazo6 aktiv RISC komplexek gatlasara (Lakatos et al., 2006) (Hemmes
et al., 2007).

3. A ds kis RNS-kot6 silencing szupresszorok hatisa a kis RNS-ek metilacigjara

Az A. thaliana henl (Hua ENhancer) mutans ndvények fenotipusa rendkiviil nagy
hasonlosagot mutatott a miRNS silencing-ben résztvevd génekben mutans
novényekével. A HEN1 gén egy RNS metil-transzferaz gént kodol, ami a kis RNS-ek 6
3’-végének metilaciojat végzi. HEN1 fiiggd metilacié hidnyaban a kis RNS-ek poli-
uridilalédnak és lebomlanak. Azt a kérdést tettiik fel, vajon a citoplazmaban replikalodo

9
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CIRV ¢és TEV fertdzés soran a ds siRNS k&té CIRV p19 és a TEV HC-Pro hogyan
befolyasolja a viralis siRNS-esek és a miRNS-ek metilaciojat.

A fert6zott novények analizise utan megallitottuk, hogy a viralis kis RNS-ek
100 %-ban metilaltak, és a citoplazmaban talalhatoak. A TEV siRNS-ek metilacidjat a
kis RNS-ek 3’-végét kotd HC-Pro megakadalyozza, de a CIRV19stop-bol szarmazo
metilalt viralis siRNS-ek kimutatasaval egy citoplazmaban 1évé metiltranszferaz
aktivitast mutattunk ki indirekt médon. A CIRV19stoppal fert6zott ndvényekben az
altalunk vizsgalt miRNS-ek akar a sejtmagban, akar a citoplazmaban lokalizalodtak és
teljes mértékben metilaltnak bizonyultak. Ezek a kisérleteink nem tudtak valasz adni
arra, hogy a sejtmagban 1évé miRNS-ek metilacidja hol kdvetkezett be. Ugyanakkor a
TEV HC-Pro-val kapcsolatos eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
miRNS-ek egy része és a viralis siRNS-ek a citoplazmaban metilalodnak (Lozsa et al.,
2008)

4. A Sweet potato mild mottle virus P1 silencing szupresszor miikodési

mechanizmusanek felderitése

A potyvirusok csaladjaba (Potyvirideae) és az Ipomovirus nemzetségbe tartozo
Sweet potato mild mottle virus SPMMV silencing szupresszoraként a P1 fehérjét
azonositottuk. Eredményeink szerint az SPMMV P1 nem az RNS silencing iniciacios
1épésénél hat, ezért megvizsgaltuk azt, hogy képes-e a végrehajto 1épést gatolni. Korabbi
munkank soran kidolgoztuk egy in vivo modszert, aminek segitségével megvizsgalhato,
hogy egy adott RNS silencing szupresszor gatolja-e az aktiv RISC komplexet
(végrehajto 1épés). Eredményeink azt mutattak, hogy a P1 fehérje hatékonyan gatolta a
viralis siRNS-sel és a miRNS-sel aktiv RISC komplexeket egyarant. Tovabba igazoltuk,
hogy az SPMMYV P1 A RISC komplex kdzponti molekuldjahoz az Gn. Argonaute 1

(AGO1) fehérjéhez kapcsolodva fejti ki gatlo hatasat. A silencing szupresszidért felelds

sy

10
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Tovéabbi munkank soran harom tn. WG/GW doménhez hasonlé aminosav
Mutacios analizissel bebizonyitottuk, hogy a harom WG/GW domén koziil legalabb
kett6 sziikséges az AGO1 kotéshez és a silencing szupresszor aktivitashoz. A WG/GW
domént, mint az AGO kotéshez elengedhetetleniil sziikséges szekvencia motivumot, a
S. pombe TAS3 és a human GW182 fehérjékben azonositottak eldszor. A TAS3 a
sejtmagi heterokromatin silencing, a GW 182 pedig a citoplazmas lokalizaciojo miRNS
indukalta RNS silencing esszencialis fehérjéje. Ezen kiviil tobb novény WG/GW
fehérjét is azonositottak. Erdekes modon az addig ismert WG/GW fehérjék koziil a
SPMMYV P1 volt az els6é, ami negativ hatassal volt az RNS silencing miikdésére.

Megallapitottuk, hogy az SPMMV P1 WG/GW doménje felelés a silencing
szupresszor aktivitasért és az AGO1 kotésért. Ezzel szemben eredményeink azt
mutatjak, hogy a silencing szupresszor funkciéval nem rendelkezd cink finger mutans
P1 képes az AGOI1 fehérjét megkdtni. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
SPMMV P1 fehérjében az aktivitasért és az AGO1 kotésért felelds régiok nem
ugyanazon a domének doménen helyezkednek el. igy a cink finger domén a P1 fehérje
effektor doménjének tekinthetd.

Tovabba megallapitottuk, hogy a P1 az AGO2-t nem, de AGO1 mikdodését
hatékonyan gatolja. Vad tipusti és mutans AGO1 és P1 fehérjéket alkalmazva RNS
immunoprecipitacioval kimutattuk, hogy a P1 fehérje az AGO1-hez kapcsolodva
megakadalyozza a target RNS kapcsolodasat. Eredményeink egy uj tipusu silencing
szupresszids mechanizmust mutatnak be. Az allatokhoz hasonlé modon a miRNS
indukalta transzlacios gatlas a névényekben is fontos szerepet tolt be az egyedfejlodés
szabalyozasaban. A novényekben az Altered Meristem Program 1 (AMP1) fehérje az
endoplazmatikus retikulumban talalhaté és AGO1-kotd tulajdonsaggal rendelkezik. Az

crer

meértéke is megnovekszik, kizarolag az endoplazmatikus retikulumban lokalizalt

11
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riboszomakon. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a miRNS-AGO1-AMP1 komplex
miRNS fiiggd modon megkdtve tartja a target mRNS-t, ami emiatt alacsonyabb
mértékben transzlalodik endoplazmatikus retikulumban 1év6  riboszomakon.
Amennyiben az SPMMV P1 silencing szupressziéos mechanizmusa a target RNS
kizarasan alapul, akkor feltehetden a P1 a transzlacio repressziot gatlasara is képes.

Mechanisztikus szempontbol a target RNS kizarasa megtorténhet ugy, hogy a
P1 AGOIl-hez valo kotédése soran elfedi a az AGOI1-ben 1évé miRNS-t, de az is
elképzelhetd, hogy a P1 kotddése soran oly modon valtoztatia meg az AGOI1
szerint ennek a kérdésnek a megvalaszolasaira az AGOI1-kisRNS-P1 komplex
haromdimenzids szerkezetének meghatarozasa adhatna pontos valaszt.

Az SPMMYV, mint ahogy a neve is mutatja, enyhe tiineteket okoz batatan. A
fert6zott batata levelein klorotikus foltok jelennek meg, amelyek 2-4 hétig figyelhetdk
meg, majd a ndovény fiatalabb levelei tiinetmentessé valnak és az SPMMYV titere is a
detektalhatosag szintje ala csokken, €s a novény kigyogyul a fert6zésbdl . Az SPMMV
P1-gyel kapcsolatos eredményeink alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a virusfertdzés
soran a virusrol keletkezett siRNS-t tartalmazo de novo RISC komplexek mitkodését a
viralis genomrol transzlalodo P1 gatolja. A P1 azonban nem tud kiilonbséget tenni a si-
és a miRNS-t tartalmazé RISC kozott, igy az AGO1/miR403 komplex a gatlasa alol
felszabadul az AGO2 mRNS transzlacidja is. Ennek megfelelden, az AGO1 gatlasa
AGO?2 aktivitast eredményez, ami hatékonyan gatolja az SPMMYV replikaciojat, ami a

virusfert6zésbdl valo kigyogyulashoz vezet.

5. Az Sweet potato feathery mottle virus P1 fehérje vizsgalata, az els6 mesterséges

silencing szupresszor létrehozasa

A Potyvirideae csaladba tartoz6 SPMMYV (Ipomovirus nemzetség) és az

SPFMV (Potyvirus nemzetség) hasonld méretii P1 fehérjét kodol, ami valdszintlleg egy

12
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korabbi rekombinacids esemény kovetkezménye. Eredményeink szerint az SPFMV P1
nem rendelkezik silencing szupresszor aktivitassal (Szabo et al., 2012), amit annak
tulajdonitottunk, hogy az SPFMV P1 az SPMMYV P1-hez képest csak egy, az AGO1
kotés és a silencing szupresszor aktivitas szempontjabol esszencialis WG/GW domént
tartalmaz. Elképzelésiinket az is alatamasztotta, hogy az SPFMV enyhe tiineteket okoz
kiilonb6z6 Ipomoea fajokon. Mivel a P1 fehérjék N-terminalisa viszonylag magas
homologiat mutat, az SPFMV P1-bél hianyz6 WG/GW domének beiktatasaval egy
silencing szupresszor aktivitassal rendelkez6 mesterséges P1 fehérjét hoztunk létre,
amely az SPMMYV P1-hez hasonléoan AGO1-kot6 képességgel rendelkezik (Szabo et al.,
2012).

13
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