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1. BEVEZETES

A immunrendszer feladata az ¢l6lények épségének megdrzése, amit a szervezet
steady-state allapotanak fenntartasaként is lehet értelmezni. Mitkddésének alapja a sajat és az
idegen megkiilonboztetése, aminek segitségével az immunrendszer a szervezet mitkddésére
veszélyes ¢éldlényeket, molekuldkat elszigeteli és/vagy megsemmisiti. A viralis fertézés az
allati és a novényi szervezetekben egyarant valt ki velesziiletett és adaptiv immunvalaszt.

Az allati és a novényi velesziiletett immunités a virusokat hasonlé modon ismeri fel.
A virusok molekuldaris jellegzetességeit (PAMP, pathogen associated molecular pattern) az Un.
mintazat felismerd receptorok (PRR, pattern recognition receptor) ismerik fel. Az llati virusok
glikoproteinjeit az extracellularis toll-szerii receptorok (TLR, toll-like receptor) ismerik fel. A
sejten beliil talalhatdé TLR3 DNS-t, mig a TLR7 egyszala RNS-t képes felismerni. A viralis
RNS-ek 5° végét ismerik fel a helikdz és a CARD domaint is tartalmazd RIG-1 és MDA-5
fehérjék, majd CARD doménjeiken keresztiil indukaljak az interferonok és a kemokinek
expresszidjat. A dsRNS indukalhat6 protein kindz (PRK) duplaszali RNS hatasara gatolja a
transzlaciot és a fertdzott sejtekben apoptdzist indukal.

A specifikus antivirdlis immunitdst a sejtes immunitas biztositja. Az antigén
prezentald sejtek hatdsara a naiv CD8+ T sejtekbdl citotoxikus T limficotdk, majd
memoriasejtek alakulnak ki. A major histocompatibility complex (MHC) &ltal bemutatott
antigén elinditja a specifikus B-sejtek proliferacigjat és az immunoglobulin termelésiiket. Ez a
komplex valasz hatékony viruseliminaciot eredményezhet.

A ndvényi virusok sejtfelszini receptorokon torténd felismerése egyelére nem
bizonyitott, azonban t6bb példat is taldltak a sejten beliili PRR-ek miikdodésére. A sejten beliili
antiviralis valaszt az un. avirulencia (Avr) molekuldk inditjak be. A viralis fehérjéket, mint pl.
replikdz vagy kapszid gének transzlacids termékeit a rezisztencia (R) gének ismerik fel. NB-
LRR (nucleotide binding leucine rich repeat) fehérjéket, Ser-Thr receptor-szerli kinazokat,
valamint receptor-szerii egyéb fehérjéket azonositottak eddig a felismerési folyamatokban. A
felismerési folyamat ezutdn hiperszenzitiv reakciot, nekrozist vagy szisztemikus szerzett
rezisztenciat indukal.

Az allati szervezetekben kialakult adaptiv immunitasnak a névényekben az un. RNS
silencing (csendesités) felel meg. Ez a védekezési mechanizmus a viralis nukleinsavakat ismeri
fel, majd adott hosszusagu kisebb egységekre darabolja fel. Ezt kovetden a 21-25 nt hosszusagu
kis RNS-ek beépiilnek az RNS silencing végrehajtdé komplexébe (RISC). Az igy kialakult
RISC-kis RNS komplex elegend6 informéciot hordoz ahhoz, hogy képes legyen kotni a viralis
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crer

genomi vagy a target mRNS-t, majd annak vagisdval vagy transzlacidjanak
megakadalyozasaval gatolja a virus replikaciojat.

Az allati és a ndvényi szervezetekben 1évo antiviralis rendszerek hatékonyan képesek
gatolni a virusok szaporodasat. Ezért a virusokban egymastol fiiggetleniil olyan rendszerek
alakultak ki, amelyekkel megakadalyozzék gazdaszervezet antiviralis valaszat.

Az éllati virusok a gazda velesziiletett immunrendszerének szinte minden I1épését
képesek gatolni. A sejten beliili receptorok mitkodését vagy kozvetleniil, vagy az éltaluk
elinditott jelatviteli Utvonal kiilonb6zd 1épéseinél gatoljak, ezaltal csokkentik, vagy
megakadalyozzak az interferonok ¢és a kemokinek expresszidjat. A PKR transzfoszforilacigjat
foszfatazok aktivitasanak serkentésével gatoljak, vagy olyan viralis, részben duplaszalit RNS-
ek expresszigjaval, amelyek domindns negativ modon akadalyozzdk a PKR miikodését.

Az adaptiv immunrendszer gatlasa is tobbféleképpen kdvetkezhet be. P1. a virdlis RNS
polimerazok pontatlan miikddésének kovetkeztében megvaltozik a viralis fehérje egy bizonyos
epitop szekvencidja, ami késleltetett vagy joval gyengébb immunvalaszt valt ki. Mdas virusok
az antigén prezentalast (MHC-I) képesek gatolni, mellyel a citotoxikus T-limfocita valasz
kialakulasat akadalyozzak meg.

A receptoron keresztiil torténd virusfelismerés esetében a virusok aktivan nem
vesznek részt a folyamatban, amennyiben az Avr-nek megvan a megfeleld R génje, akkor
rezisztencia (inkompatibilis kapcsolat) all fenn. Azonban, ha a gazda nem rendelkezik
megfeleld6 R génnek, kompatibilis kapcsolat alakul ki, mely eredményeként a virus
akadalytalanul szaporodhat a ndvényben. A ndvényi virusokban olyan fehérjék, un. RNS
silencing szupresszorok evolvalddtak, amelyek a ndvényi adaptiv immunitést hatékonyan
gatoljak. Az eddig megismert RNS silencing szupresszorok az RNS silencing minden egyes
Iépését képesek gatolni. Dolgozatomban kiillonb6z6 RNS virusok RNS silencing
szuppresszorainak azonositdsaval, jellemzésével és miikodési mechanizmusaval kapcsolatos

eredményeimet szeretném bemutatni.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az RNS silencing altalanos modellje

Az RNS silencing egy, a legtobb eukaridtara jellemz6 dupla szala (ds) RNS-ek altal
indukalt szekvenciaspecifikus, génexpressziot szabalyoz6 rendszer, mely transzkripcionalis
(transzkripcionalis géncsendesités, TGS) vagy poszttranszkripcionalis (poszttranszkripcionalis
géncsendesités, PTGS) szinten hat. A folyamat alapvetden két f6 szakaszra oszthato. Az elsé
iniciaciés szakaszban, az exogén vagy endogén hosszi dsRNS-eket a RNaz III tipust
endonukledz komponensei ismerik fel, majd 20-26 nukleotid (nt) hosszusagu rovid, un. kis
RNS-ekre hasitjak fel azokat (dicing). A folyamat eredményeként, olyan kis dsRNS-ek jonnek
létre, melyeknek 5° végiik foszforilalt és mindkét végiikon 2 nt hosszusagu 3’ tulnyulo véggel
rendelkeznek. A végrehajtd szakaszban a kis RNS-ek egyik szdla beépiil az Argonaute (AGO)
fehérjék egyikébe, mely része egy nagy molekulatomegii silencing effektor komplexnek (RNA
Induced Silencing Complex: RISC, vagy RNA-induced Transcriptional Gene Silencing
Complex: RITS). Ezek a komplexek aztan a beépiilt kis RNS szekvencidjaval komplementer
abra).

Forditott ismétlodést

Endogén Iokusz RNS virusok tartalmazé RNS-ek
\inp vRdARP /
DRB ¥
) o | T ds RNS
S —

Y 111111 LY 111111
o T

— | ™~

DNS/kromatin médositas | RNS vagas | RNS transzlaciés gatlasa
: ss RNS

Y
|

TGS PTGS

I1. 4bra Az RNS silencing dltalanos modellje
A silencing utvonal tovabbi fontos komponensei a dsSRNS-koté fehérjék (DRB-k),
illetve az RNS fiiggé RNS polimerazok (RdRP). Az elébbiek az RNaz III tipusu enzimek

8
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specificitasat diverzifikaljak, mig az RdRP-k az ssRNS-ek dsRNS-¢ torténd alakitdsaval a

silencing fenntartasaért és erdsitéséért felelnek az egyes organizmusokban.

2.2. A kis RNS-ek tipusai

A rovid, nem kddold RNS-ek altal megvalositott génszabalyozas valdszintlileg mar az
allatok, gombak és novények kozds dsében is 1étezett. A mechanizmus sikerét mutatja, hogy a
kis RNS-ek jelenleg oriasi diverzitast mutatnak a kiilonboz6 eukariotakban biogenezisiiket és
hatdsmechanizmusukat illetdleg, és az 01j technologidk alkalmazéséaval egyre tobbet ismeriink
meg koziilik (Ghildiyal & Zamore, 2009).

Az endogén kis RNS-ek legfontosabb csoportjat a miRNS-ek (micro RNA) alkotjak,
melyek a gombakbdl hidnyoznak, de allatokban és ndvényekben egyarant alapvetd szabalyozo
funkciot toltenek be a ndvekedésben, fejlodésben, hormondlis szabdlyozdsban ¢s a
stresszvalasz kialakitdsaban. A miRNS utvonal kiesését semmilyen folyamat nem tudja
kompenzalni, ezért a Dicer/DCLI, és egyes DRB null mutaciok letalisak (Bernstein, Kim et
al., 2003) (Garcia, 2008).

A MIR génekrdl a DNS fliggd RNS polimeraz II éltal atirt transzkriptumokon, a pri-
miRNS-eken (primary transcript miRNA), szekvencidjukbol adéddan egy vagy tobb rovid
ny¢l-hurok szerkezet alakul ki. Az igy keletkezé dsRNS szakaszokat felismerd RNaz I11 enzim
(allatokban a Drosha vagy novényekben a DCL1) a sejtmagban - egy DRB-ket és egyéb
fehérjéket is tartalmazd komplex részeként - levagja a pri-miRNS-bdl a nyél-hurok részt,
kialakitva ezzel az un. pre-miRNS-t (precursor miRNA). A Drosha a 10 nt-nal hosszabb
hurkokat tartalmaz6 struktirakat preferalja. A nyél-hurok hatarvonaltdl szamitva kb. 2 hélix
fordulattal az 5° irdnyba vag, tehat eltavolitja a sapka és a poliA farkat hordozé ssRNS részt és
egy 3’ 2 nt hosszu tulnytlé véget képez (Zeng, Yi et al., 2005). A vagas precizitasahoz a Pasha
DRB fehérje elengedhetetlen, mely felismeri a dsRNS—ssRNS hatarvonalat, és ahhoz
viszonyitva 11 nt tadvolsagra pozicionalja a Drosha katalitikus kozpontjat (Han, Lee et al.,
2006).

A kovetkez6 1épésben a pre-miRNS-bél vagodik ki az érett ds miRNS. Allatokban a
citoplazmaban érik a pri-miRNS pre-miRNS-sé, majd a Dicer nevii RNaz III enzim vagja
miRNS-¢é. A Dicer kb. 22 nt-ot mér a pre-miRNS 5° szabad vége feldl a hurok iranyéaba, és a
vagas utan szintén egy 3’ 2 nt talnyulo6 véget képez (Park, Heo et al., 2011). A reakciot, annak
specificitasat és a Dicer toborzasat szintén DRB segiti (Chendrimada, Gregory et al., 2005)
(Fukunaga, Han et al., 2012) .
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A ndvények sejtmagjaban, az un. D-testben (dicing body) megy végbe a teljes miRNS
biogenezis, ¢s mindkét érési 1épést a DCLI1 katalizalja. A mikroprocesszor komplex részei még
aHYLI és SE fehérjék, melyek a DCL1 aktivitast gyorsitjak és biztositjak a vagas pontossagat
(Dong, Han et al., 2008).

Az érett ds miRNS-ek hossza altaldban 21-22 nt (Vaucheret, 2009). Szerkezetiikre
jellemzd, hogy 16tydgd, vagy nem parosodott bazisokat (bulge) tartalmaznak (I2. abra).
Bizonyos esetekben ugyanarrol pri-miRNS-rél tobbféle miRNS is képzddhet (isomiR), mert
az RNS szekvencidja és a szerkezete befolydsolja a Drosha és a Dicer vagohelyét, ezéltal egy
prekurzorrol egy miRNS populacié képzddhet (Starega-Roslan, Witkos et al., 2015).

Allatokban a pre-miRNS az Exportin 5 (XPOS5) fehérje altal keriil a sejtmagbol a
citoplazmaba. Novényekben a magban kialakult ds miRNS-t a HASTY exportalja.
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Az effektor AGO-ba csak a miRNS egyik széla épiil be, ez a sziik értelemben vett
miRNS. A nem funkciondlis kiegészitd, un. csillag (star), vagy * szal a szabadda valdsa utan
rogton lebomlik. Az AGO-ba beépiilé szal kivalasztasa termodinamikailag meghatarozott
(Schwarz, Hutvagner et al., 2003). A miRNS-ek hatdsukat transz fejtik ki, olyan mRNS-eken,
részével komplementer szekvencia talalhato.

A miRNS-ek hatasa megvaldsulhat a cél mRNS vagéasaban, az AGO slicer aktivitasa
révén, vagy az mRNS transzlacios gatlasdban. Az mRNS végisahoz kozel tokéletes
szekvenciakomplementaritas sziikséges a miRNS-el, ami kiilondsen szigorti a vagohely
kornyezetében (Schwab, Palatnik et al., 2005), de a megfelel6 hatékonysaghoz a 3’ mismatch-
ek is sziikségesek (Liu, Wang et al., 2014) . Az mRNS vagésa eddigi ismereteink szerint
novényekben altalanosabb jelenség, ennek megfeleléen a novényi miRNS-ek
szekvenciakomplementaritdsa nagyobb foku, és kiterjedtebb a miRNS mentén a szabalyozott
mRNS-hez viszonyitva (Brodersen, Sakvarelidze-Achard et al., 2008). Az allati rendszerekben
az evolucidsan valdsziniileg 6sibb transzlacios gatlas a jellemzobb. A két mechanizmus kozotti
alapvetd elvi kiilonbség az, hogy az mRNS vagas utan lebomlik, ezzel szemben a transzlacios
gatlas esetében tarolodik, és potencidlisan kés6bb tjra mobilizalhato, mely egy tjabb 1épcsdt
adhat a génexpresszid finomszabalyozasdhoz. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy egyre tobb az
arra vonatkozo bizonyiték, hogy a miRNS-ek kijelolhetnek lebontasra transzkriptumokat
anélkiil is, hogy el6zdleg azok vagasat indukalnak (Giraldez, Mishima et al., 2006).

Az elvagott mRNS 5’ vége az exoszoma éltal gyorsan lebomlik a sejtben, mig a 3’
vég némileg stabilabb, bontasat a XRN4 végzi a citoplazmas P-testben (processing body). A
3’ vég relativ stabilitasa teszi lehetévé az tin. degradoma (degradome) szekvenalast, melynek
sordn a sapka nélkiili RNS-ek 5° RACE-el torténd felszaporitdsa utan azonosithato a kis RNS-
ek altal elvagott cél mRNS-ek populacidja.

A kis RNS-ek masik nagy csoportjat a siRNS-ek alkotjadk. Endogén vagy exogén
dsRNS-ekbdl keletkeznek, példaul genomi forditott ismétlddésekrél (IR), természetes
antiszensz transzkriptumokrol, virusokrdl, vagy az RdARP-k miikodésének eredményeként
keletkez6 dsRNS-ekbdl. Hatasukat cisz- és transz modon is kifejthetik. El6bbi esetben annak
kozvetleniil, vagy - az RARP-k hatidsdnak koszonhetéen - kozvetve keletkeztek (auto-
silencing). Ez torténik példaul a genomban talalhatd ismétlodd szekvencidk, vagy

transzpozabilis elemek TGS-e esetében (Kasschau, Fahlgren et al., 2007). Transz

crer
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ki. Ilyenek példaul a ndvényekben megtalalhato ta-siRNS-ek (trans acting siRNA), melyek a
TAS génekrdl keletkezve egy miRNS-t, DRB-t és RARP-t is igényld folyamat altal érnek, és

A kis RNS-ek harmadik, és egyben evoluciosan legfiatalabb nagy csoportjat a piRNS-
ek alkotjadk. Neviik a Piwi-interacting RNS-b6l szarmazik, valodi szovetes allati
szervezetekben (Metazoa) fordulnak eld, és szerepiik a csiravonal genetikai anyagéanak
védelme a transzpozabilis elemek ellen. Képzddésiikh6z nem kell Dicer, mas endonukledzok
vagjak ki 6ket (pl. Zucchini) és az AGO fehérjék kozé tartozd PIWI fehérjékbe toltddnek.
Hatasukat kétféleképp fejthetik ki, egy genetikai és egy adaptiv utvonalon keresztiil. Az els6
esetben a genom piRNS klasztereirdl elsédleges piRNS-ek keletkeznek és TGS szinten
csendesitik a transzpozabilis elemeket. A masodik esetben a hatas PTGS szinten valdsul meg
az aktivizalodott transzpozabilis elemeken az elsddleges piRNS-ek 4ltal generalt masodlagos
piRNS-ek és a PIWI fehérjék részvételével (Czech & Hannon, 2016).

Fontos 1épés a kis RNS-ek érése soran azok 3’ végi 2°-O-metilacio altali stabilizacidja.
Novényekben az 0sszes kiilonbozd eredetii kis RNS, éallatokban a piRNS-ek, Drosophila-ban
pedig a piRNS-ek és a siRNS-ek metildlodnak egy kis RNS specifikus sejtmagi
metiltranszferaz, a HEN1, és annak ortologjai altal (Tkaczuk, Obarska et al., 2006). A metilacio

hidnyéban ezek a kis RNS-ek degradalodnak és az altaluk megvalositott génszabalyozas sértil.

2.3. Az Argonaute fehérjék

Az RNS silencing effektorai a PIWI szupercsalddba tartozo, erésen konzervalt, kb.
100 kDa-os AGO fehérjék. Ezek a fehérjék prokaridtakban, eukariotdkban és archedkban
egyarant megtalalhatdak és nagymértékii funkcionalis és szerkezeti hasonlésagot mutatnak. Az
elso kristalyszerkezeteket technikai okok miatt prokariotakbol és archeakbdl ismerhettiik meg
(Song, Smith et al., 2004) (Yuan, Pei et al., 2005) és csak joval késobb sikeriilt az eukariota
AGO-k szerkezetét is feltarni (Elkayam, Kuhn et al., 2012) (Schirle & MacRae, 2012).

Az eukaridta AGO-kra jellemz6 domének az N (N-termindlis) domén, a PAZ (PIWI -
Argonaute - Zwille) domén és a MID (middle) domén, melyek globuldrisak és amelyeket linker
régiok kotnek dssze. Az N- és a PAZ domén, valamint a PIWI és a MID domén egy-egy karéjt
alkotnak a térszerkezetben. Az N domén szerepet jatszik az mRNS véagasaban, a ds kis RNS
kitekerésében, a vagasi termékek, valamint a kis RNS kiegészitd szalanak disszocialtatasaban
(Kwak & Tomari, 2012). A PAZ domén az ss kis RNS 3’ végi cukor-foszfat gerincét koti, igy
a kotés szekvenciafiiggetlen. A PIWI domén RNaz H aktivitasu katalitikus helyet tartalmaz,

benne gyakran egy, az eukariéta AGO-kra jellemz6, DDH motivummal. Ez a domén végzi az

12
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mRNS vagasat és itt talalhatd a WG/GW fehérjék kotd-feliilete is. A MID domén egy bazikus
zsebet alakit ki a PIWI doménnel, ¢s ez koti a kis RNS 5° végi foszfat csoportjat, valamint ez
a domén felelds az 5’ végi nukleotid-specificitasért is (Swarts, Makarova et al., 2014).

Az AGO-k nagy molekulatomegli komplexek tagjaként mitkddnek, vagy dtmenetileg
részei azoknak. Ezekrdl a komplexekrdl, és azok komponenseirdl a mai napig viszonylag
keveset tudunk. A TGS-t végzd RITS komplexet Schizosaccharomyces pombe-ben jellemezték
eddig a legjobban. Azonositott tagjai az AGO1-en kiviil a Tas3 WG/GW fehérje, a Chpl
kromodomén fehérje, és az Sgf73 SAGA-komplex alegység (Swarts et al., 2014). A RITS nem
maga végzi az epigenetikai modositast, hanem toborozza a hiszton metilaciot végzd CLRC-t
(Clr4 complex). Arabidopsis-ban az RNS fiiggd DNS moédositast (RADM) AGO4/6/9 tartalmt
komplexek indukaljak és preferencidlisan 24 nt hosszu kis RNS-eket kotnek (Mi, Cai et al.,
2008).

Bar az AGO-k képesek 6nmagukban is téltddni in vitro, ez azonban gyenge hatasfoka
(Gregory, Chendrimada et al., 2005). In vivo a RISC felépiilését s a kis RNS-el valo toltodését
a Hsp70/Hsp90, és egyéb chaperon rendszerek ATP-fiiggé mdodon katalizaljak (Iki, Yoshikawa
et al., 2010) (Miyoshi, Takeuchi et al., 2010). Ezen kiviil megvédik az AGO-t a proteaszoma
altali degradaciotol (Johnston, Geoffroy et al., 2010). In vitro vizsgalatok alapjan tovabbi
partner a novényekben a ciklofilin 40 fehérje, mely csak a RISC felépiilésében vesz részt, az
effektor funkcidhoz nem sziikséges (Iki, Yoshikawa et al., 2012).

Az RISC aktivalasahoz sziikséges az AGO altal megkotott kis RNS egyszalusitasa,
ami ATP-fiiggetlen folyamat. A miRNS-ek esetében csak az egyik szal funkcionalis, ezért
biztositani kell, hogy a megfeleld szal maradjon az aktiv RISC-ben. Az lesz a vezetd szal,
melynek 5’ vége a ds kis RNS termodinamikailag instabilabb végén talalhatd (Schwarz et al.
2003). A vago aktivitassal rendelkez6 AGO-k esetében az RISC aktivalas a * szal elvagasa
altal torténik (Matranga, Tomari et al., 2005). A vagd aktivitds hianyaban a kis RNS-ben
talalhato bulge-ok segitik a RISC toltddést és az RNS szalak szétvalasztasat is (Yoda et al.
2010). Korabban ugy gondoltdk, hogy a miRNS kitekerés¢hez ATP sziikséges. A legtijabb
modell szerint viszont az ATP az AGO kinyitasadhoz kell, mely utdna ugy miikodik, mint egy
kinyujtott gumiszalag, vagy felhtizott egércsapda: a merev kis RNS megkotése utan a szerkezet
elenged, és ez elegendd energiat szolgaltat a kis RNS egyszalusitasahoz (Iwasaki, Kobayashi
et al., 2010). Végiil az ss kis RNS beiil a MID-PIWI kar¢;j altal kialakitott bazikus csatornaba,
¢s a PAZ domén megkoti a 3° véget.

Az aktivalt RISC egyrészrdl indukalhat transzlacios gatlast. Ehhez ltalaban elegendd

a tokéletes szekvenciakomplementaritas a kis RNS 2-8 nt kozotti, A-hélix konformacioja un.
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seed régiodja és az mRNS kozott (Lewis, Burge et al., 2005). A folyamatban szerepet jatszanak
a  AGO-kotd WG/GW fehérjek  (1d. késébb). Masrészrél ~ nagyfoku
szekvenciakomplementaritas, és slicer aktivitassal rendelkezd AGO esetén a RISC vagja az
mRNS-t. Ez a vagés altalaban a kis RNS 10 és 11 nt-ja kozott torténik. Az elvagott mRNS
elengedése ¢és a RISC ujrahasznosulasa ATP felhasznalasaval torténik (Haley & Zamore,

2004).

2.4. Az RNS silencing a Caenorhabditis elegans-ban

crer

ek expresszigjat, mar régota ismert volt az ,,antiszensz gatlas” gytjtéfogalom néven (Ecker &
Davis, 1986), melynek mitkddési mechanizmusardl tobb elmélet is 1étezett, példaul hogy az
antiszensz RNS-ek hibridizalnak a szensz RNS-ekkel és a gatlast ezaltal fejtik ki.

Fire és mtsai 1998-ben elsdként irtdk le C. elegans-ban, hogy az allatba beinjektalt
dsRNS-ek a veliik szekvenciahomologiat mutatd gének expressziojat csokkentik. Eredményeik
meglepdek voltak, mivel a bejuttatott ssSRNS hatdsa messze elmaradt a dsRNS-ek hatdsatol,
ami arra utalt, hogy a jelenség hatterében nem RNS-RNS hibridizacio rejlik. Megallapitottak
azt is, hogy a bejuttatott ds RNS-ek kis szama miatt a kivaltott hatas nem sztochiometrikus, és
feltételezték, hogy bioldgiai funkcidja van (Fire, Xu et al., 1998). Az RNS interferencia
felfedezéséért Fire 2006-ban kollégajaval, Melloval egyiitt Fiziologiai és Orvostudomanyi
Nobel dijat kaptak.

Az els6 miRNS felfedezése is C. elegans-ban tortént: Lee és mtsai 1993-ban
azonositottak és klonoztdk a lin-4 gént, melynek hianya fejlédési rendellenességeket okoz.
Kideriilt, hogy a gén nem kodol fehérjét, és két rovid transzkriptum érik rola, egy 61, és egy
22 nt hosszu. A lin-4 gén szekvencia-komplementaritast mutatott a lin-14 gén 3° UTR-jében
1év0 7-szeres tandem ismétlddéssel. A szerz6k megéllapitottdk, hogy a lin-4 valosziniileg
antiszensz gatlas altal regulélja a lin-14 gén expressziojat.

A kis RNS-ek szabdlyoz6 szerepe kiilondsen fontos a csiravonalban és az ivaros
folyamatokhoz kapcsoléddan (Ruby, Jan et al., 2006). A miRNS utvonalon kiviil harom
endogén siRNS utvonalat taldlunk C. elegans-ban: az egyik az Un. elsddleges endo-siRNS,
vagy 26G siRNS utvonal, az ebben résztvevd siRNS altalaban 26 nt hossztiak. A masodlagos
22G endo-siRNS-ek tvonala az el6z6hoz kapcsolt, az ebben résztvevd siRNS-ek zome 22 nt
hosszu ¢és 5’ trifoszforilalt. Mindkét endo-siRNS osztalyra az 5° végi guanozin jellemzd. A
harmadik f6 utvonal a 21 nt hosszl, 5° végiikon uridint tartalmazé piRNS-ek altal regulalt

folyamatok.

14



dc_1252 16

LAKATOS LORANT AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES

Az RARP-k aktivitasa nélkiilozhetetlen az endo-siRNS-ek biogenezisé¢hez. A 26G
siRNS-ek az RRF-3 RdRP kozremiikodésével keletkeznek, majd ezek a siRNS-ek az ERGO1
Argonautéaba toltddnek, és toborozzak a RRF-1 RdRP-t, amely a 22G siRNS-ek prekurzorat
irja majd at (Vasale, Gu et al., 2010). Az EGO1 RdRP csiravonal specifikus, és funkcioja
részben atfed a RRF-1-el.
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Tovabbi lényeges aspektus, hogy az RARP aktivitdsnak kdszonhetden a silencing nem
sejt-autoném C. elegans-ban, ellentétben pl. az emldsokkel vagy Drosophila-val. Ez azt jelenti,
hogy a silencinget kivaltdé dsRNS helyétdl a kis RNS-ek az RARP-k altal megsokszorozva
szétterjedhetnek a szervezetben és valoszintileg amplifikdlodnak minden Gjonnan elért sejtben
(Jose & Hunter, 2007). A jel a SID1 (systemic RNAi defective 1) csatorndkon keresztiil
szisztemizalodik (Feinberg & Hunter, 2003).

C. elegans-ban egy Dicer, és 27 AGO fehérjét talalunk, utobbiak tobb, egymaéssal
tavoli rokonsagban 1évo klaszterba tartoznak (Yigit, Batista et al., 2006) (I3. abra). A 22G
utvonal effektorai féleg a WAGO (worm-specific AGO) fehérjék, a piRNS utvonal effektora a
PRG-1, mig a 26G utvonalban az ALG-3, -4 és ERGO-1 fehérjék vesznek részt.

2.5. Az RNS silencing a Drosophila melanogaster-ben

D. melanogaster-ben a miRNS, siRNS és a piRNS utvonal is miikodik. 2 Dicert
talalunk, melyek funkcidjukban élesen elkiiloniilnek egymadstol: a Dicer-1 a miRNS-ek, a
Dicer-2 pedig a siRNS-ek képzését végzi (Lee, Nakahara et al., 2004).

A RISC felépiilése jol ismert D. melanogaster-ben. A Dicer-2 a siRNS utvonalon egy
DRB-vel, az R2D2-val és a TAF11 fehérjével egyiitt alkotja a RISC-t61té komplexet (RISC
loading complex, RLC) (Liang, Wang et al., 2015). A Dicer-2 a ds kis RNS kevésbé stabil, az
R2D2 pedig a stabilabb végét koti, ez teszi lehetévé, hogy az AGO2 MID doménje a kevésbé
stabil véget vegye fel, végeredményben tehat az RLC a kis RNS aszimmetridjat detektalja. A
egyik javasolt modell szerint az RLC-bdl alakul ki a ds kis RNS-el t61t6tt komplex, a pre-RISC,
majd miutdn megtortént a * szl eliminécioja, kialakul az aktivalt 80S holo-RISC (Lee et al.,
2004). Ma mar tudjuk, hogy Hsp70/90 is sziikséges a RISC toltédéshez, ATP fliggd modon a
chaperon tartja megfeleld konformacioban az AGO2-t a ds kis RNS felvételéhez (Iwasaki et
al., 2010).

Az R2D2 szerepet jatszik a Drosophila-ban abban is, hogy az AGO1 siRNS-eket ne
csak miRNS-eket kdsson (Forstemann et al. 2007). A LOQS DRB fehérje mind a siRNS, mind
a miRNS utvonalban szerepet jatszik, 4 izoform4ja pedig tovabb diverzifikalja funkciojat (12.
abra).

A piRNS ttvonal jol tanulmanyozott, milliés nagysagrendii kiilonb6z6 piRNS
szekvencia ismert, melyek néhdny szaz 16kuszrol képzédnek. A Dosophila 5 AGO fehérjéje
koziil az AGO3, Piwi és Aub tartozik a PIWI fehérje alcsaladba, melyek foleg a csiravonalban
expresszalnak és a piRNS utvonalban vesznek részt (Ghildiyal & Zamore, 2009).
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Az AGO2-nek vago aktivitasa van, és a siRNS ttvonalon hat, mig az AGO1 a miRNS
utvonal effektora, és transzlacios gatlast indukal.

Az RdRP-k Drosophila-ban nem vesznek részt a silencingben, ezért a piRNS-ek
RdRP-fiiggetlen modon csendesitik a transzpozabilis elemeket.

A mar AGO1-be t61t6dott miRNS-ek 3” vége csonkolodhat. Ezt a Nibbler exonukleaz
végzi, ¢és funkcidja ellentétes a HEN1 metiltranszferazéval. Feltételezhetéen a piRNS-ek
keletkezésiik utan hosszabbak, mint az optimalis lenne, ezért e megfeleld hosszat a Nibbler
alakitja ki, és a lecsonkolt véget metildlva stabilizalja a piRNS-t a HEN1. A piRNS végekért
valdsziniileg verseng a két enzim, amely folyamat egyensulya a 1égy koranak eldrehaladtaval
a Nibbler irdnydba tolddik, és hozzdjarul az Oregedéshez és a reprodukcids képesség

gyengiilésé¢hez (Wang, Wu et al., 2010).

2.6. Az RNS silencing az emberben

Az ember az eml6sok egyik f6 modellje, és a human RNS silencing mechanizmusanak
felderitése kiemelt fontossagu az orvosi kutatasok szempontjabol is a betegségekben betoltott
szerepe miatt.

Mindharom kis RNS utvonal miikodik emberben. Itt is két RNaz 111 enzimet talalunk,
a Drosha-t és a Dicert. A Drosha a DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region §) DRB-vel
kapcsolodva a pre-miRNS-ek képzését végzi, melyekbdl a Dicer vagja ki a miRNS-t a
citoplazmaban a mar korabban ismertetett modon (12. dbra).

A Dicer emlésokben is része az RLC-nek, a TRBP (transactivating response RNA-
binding protein) DRB fehérjével, €s az Ago-val egylitt (MacRae et al. 2008).

Osszesen nyolc AGO fehérjét azonositottak emberben, ebbdl négy - HIWI1, HIWI2,
HIWI3 és HILI - a PIWI szupercsalddba tartozik, a masik négy - AGO1, AGO2, AGO3 és az
AGO4 —pedig az AGO fehérjecsaladba (3. abra). A PIWI fehérjék a piRNS utvonal effektorai.
Expressziojuk szomatikus sejtekben sokszor kiilonb6zé daganatos betegségekkel kapcsolatban
mertll fel, de a HIWI2 példaul tobbféle testi szovettipusban is megtalalhatd, bar alacsonyabb
szinten, mint csiravonalban (Keam et al. 2014).

Az AGOI1 a TGS effektora. Az AGO2 az egyetlen human Argonauta, melynek
esetében pedig leirtdk, hogy vagé aktivitasa van (Liu et al. 2004). Az 4ltala tartalmazott DDH
motivum a katalitikus centrumban megtalalhatdo az AGO3-ban is, amelynek azonban nincs
slicer funkcigja (Liu et al. 2004). A vagashoz a DDH-hoz kozel kell lennie két masik doménnak
is, melyek azonban az AGO3-bol hidnyoznak és helyette vagéast gatldé szubdomének

talalhatoak. Az AGO2 N domén 47. metioninja esszencidlis a RISC aktivitashoz. Az AGO4
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funkcionalisan kiilonbozik a harom masik AGO-t6l, funkcidja jelenleg nem vilagos
(Schiirmann et al. 2013).

Humanban irték le in vitro, hogy a minimal RISC AGO-t és kis RNS-t tartalmaz, és a
vagashoz ATP-t és Mg”" iont igényel (Rivas, Tolia et al., 2005). Az AGO?2 tartalma RISC-be
o1ttt siRNS 5° vége feldl kezd el bazisparosodni a cél mRNS-el, és amennyiben ez a kapcsolat
elég stabil, gy a 3’ vég is kapcsolodik. Ha nagymértékii a komplementaritas, igy megvaldsul

a vagas (Ameres, Martinez et al., 2007).

2.7. RNS silencing az Arabidopsis thaliana-ban

A ndvényi RNS silencing elsészamt modellndvénye az A. thaliana. Osszesen 4 DCL,
10 AGO-t és 6 RdRp-t és 6 DRB-t azonositottak benne, melyek nagy komplexitasu és
esetenként redundans rendszert biztositanak.

A DCLI a miRNS és a genomi forditott ismétlddésekrdl siRNS-ek biogeneziséért
felel. A DCL2 a nat-siRNS, a DCL3 a genomi ripit régiokrol képez siRNS-eket, a DCL4 pedig
ta-siRNS ttvonal RNaz III enzime, é¢s néhany miRNS kialakitasaért felelds. A DCLI és -4 21
nt hosszu kis RNS-eket vag, a DCL2 22, a DCL3 pedig 24 nt hosszuakat. A DCL-ek funkcioi

¢és expresszios mintazatai részben atfednek és promotereikben fény-, stressz- és hormonvalasz

crer

al., 2009).

Az eddig azonositott ndvényi AGO-k koziil egy sem tartozik a PIWI alcsaladba, ennek
megfelelden a piRNS tutvonal ndvényekbdl hidnyzik, de néhany specidlis egyéb kis RNS
utvonal csak ebben a torzsben jellemzd. Az Arabidopsis 10 AGO fehérjéje harom -
AGOL1/5/10, AGO2/3/7 és az AGO4/6/8/9 - kladba sorolhatd, mig az Oryza sativa 18 AGO
fehérjéje négy kladba tagozodik (Vaucheret, 2008). Jellemz6 az 5° végi nukleotid preferencia,
ami hozzdjarul a kis RNS-ek szétosztasdhoz az AGO-k kozott. Az AGO1 az uracil véget, az
AGO2/4/6/9 pedig az adenin 5 végili kis RNS-eket koti (Mi et al., 2008). Bizonyitott vago
aktivitassal az AGO1/2/4/10 rendelkeznek, az AGO4/5/6/9 a 24 nt hosszi siRNS-eket kotik,
¢s a TGS utvonal elemei. AZ AGO1/2 az antiviralis utvonal effektorai (1d. késobb).

A silencing utvonal egyes elemei maguk is a silencing altal regulaltak. A miR162 és
miR838 a DCL1 (Xie, Kasschau et al., 2003) (Rajagopalan, Vaucheret et al., 2006), miR168

Novényekre jellemzd a kis RNS-ek 3’ végi metilacidja, mely sziikséges azok
stabilizaldsdhoz. A metilaciot a HEN1 sejtmagi lokalizécioju metiltranszferaz végzi (Li, E et

al., 2005b). A henl hipomorf mutansokban a miRNS-ek mennyisége lecsokken, és valtozatos
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méretliek lesznek (Li et al., 2005b). Ennek oka az oligouridilacio, mely soran 1-6 uracil adodik
a metilalatlan kis RNS 3’ végéhez, ¢s amely kijeloli azt az exonukledzok altali lebontasra. Az
uridilaciot végzo nukleotidil-transzferazok a HESO1 és a URT1 (Ren, Chen et al., 2012) (Tu,
Liu et al., 2015).

Bér a novényi miRNS-ek nagy szekvencia komplementaritast mutatnak a regulalt
mRNS-hez, és az mRNS vagas sokkal gyakoribb novényekben, mint allatokban, ugyanakkor a
transzlacids gatlas is elterjedt mechanizmus (Brodersen et al., 2008).

A ndvényi silencing nem sejt-autonom, a siRNS-ek sejtrél-sejtre a plazmodezmakon
keresztiil terjedve rovid és hosszutavi szignalmolekulaként funkciondlnak. A szisztemikus
silencinghez RARP aktivitas sziikséges (Himber, Dunoyer et al., 2003). A floémben szallitodo
24 nt hosszu kis RNS-ek a tavoli szovetekben is géncsendesitést indukalhatnak (Melnyk,
Molnar et al., 2011).

2.8. A WG/GW fehérjék

A GW182 csaladba tartozo fehérjecsalad elsd tagjat egy kevert polineuropatiaban
szenvedd paciensben azonositottak (Eystathioy, Chan et al., 2002). A 182 kDa-os fehérje egy
foszfoprotein, melyen egy RNS kotd helyet és egy glicin-triptofan (GW) ismétlédéseket
tartalmazé domént azonositottak. A fehérje egy elektrondenz citoplazmas strukturdban volt
lokalizalhatd, melyet elneveztek GW-testnek: Ezt késObb a P-testekkel (processing body)
azonositottak, ahol szamos mas folyamat mellett az mRNS-ek lebontasa, és transzlacids gatlasa
is megvalosul. Hogy a GW/P-testeknek a PTGS-ben van szerepiik, azutan valt nyilvanvalova,
hogy C. elegans-ban és emberben is miRNS-eket és AGO fehérjéket detektaltak benniik (Sen
& Blau, 2005) (Ding, Spencer et al., 2005).

Meg kell jegyezni, hogy a P-test elnevezést gyakran csereszabatosan hasznéljak a
GW-testtel. Ugy tiinik azonban, hogy e két struktiira nem feltétleniil azonos. D. melanogaster
embridban a fejlodés bizonyos stddiumaiban a GW-testek a sejtmagban is megjelennek,
szemben a kizarolag citoplazmas P-testekkel, valamint szamos fehérje azonosithato, melyek
jelenléte csak az egyik strukturara jellemzd. Raadasul a P-testek cikloheximid kezelés hatasara
szétesnek, mig a GW testek rezisztensek erre (Patel, Barbee et al., 2016).

Az AGO kotésre képes GW ismétlodéseket AGO-horognak nevezték el, ezen
keresztiil kotddik a fehérje a PIWI domén 5° nukleotidkotd helyéhez. A motivumok
evolucidsan konzervaltnak bizonyultak, és az azonositott GW fehérjék szerepét mind a TGS,
mind a PTGS szintjén kimutattadk (Till, Lejeune et al., 2007). Ezzel egyiddben A. thaliana-ban
leirtdk, hogy a DNS fiiggé RNS polimeraz V (PolV) NRPEI nevii legnagyobb alegységének
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C terminalisin AGO-horgot talalunk (El-Shami, Pontier et al., 2007). A PolV az AGO4-gyel
kapcsolodik, és ez a komplex végzi a TGS-ben az RNS fiiggd DNS modositast (RdADM) (Li,
Pontes et al., 2006). Késébb a human GW 182 vizsgalata soran kideriilt egyrészt, hogy egy GW
motivum egy AGO-t két, és bizonyitottak azt is, hogy egy GW fehérje tobb AGO2 fehérjét is
képes kotni egyszerre (Takimoto, Wakiyama et al., 2009).

A GW182 fehérjék mind a PTGS, mind a TGS (4. 4bra, a) itvonalaban részt vehetnek.
Napjainkig minddssze néhanyat azonositottak, prediktalasuk igen nehéz, mivel az egyébként
funkcionalis és evoluciosan is konzervalt ismétlédé GW, WG és GWG motivumok eltérd
helyeken és mintdzatban és mennyiségben helyezkedhetnek el, ezen kiviil viszont nem
tartalmaznak homolog szekvencidkat (Karlowski, Zielezinski et al., 2010). Ezen feliil
valdszinii, hogy a kotéshez csak a triptofanra van sziikség, a mellette barmely révid oldallancu
aminosav lehet, melynek szak annyi a szerepe, hogy biztositsa a sztérikus hozzaférhetdséget a
triptofanhoz. Az is valdszinii, hogy a triptofan oldallanc nukleotidot utanozva ko6tddik be a
PIWI doménbe (Pfaff & Meister, 2013). Az AGO-horog altalaban az N terminalison talalhato,
a C termindlison a Poli-A kot6 fehérjét (PABP) kotd kotdhelyet talalunk, és ez a vég toborozza
a deadenilazokat is, melyek a poliA lebontdsat végzi, melyet a sapka levagasa kovet, végiil az

RNS lebomlik (4. abra, b).
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I4. abra A WG/GW fehérjék funkcidja a) a TGS, b) és a PTGS soran (Azevedo ez al. 2011)
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A GWI182 humanban, és gerincesekben azonositott paraldgjai a TNRC6A, B és C
(trinucleotide repeat containing) fehérjék tobb tiz GW motivumot tartalmaznak, melyek koziil
csak néhany vesz részt az AGO kotésében. Mindhdrom TNRC6 fehérje képes azonban mind a
4 AGO-hoz kotddni és a kotés esszencidlis a RISC és RITS funkcidhoz (Lazzaretti, Tournier
et al., 2009).

Novényekben is ismert néhany endogén AGO-horog fehérje. Az SDE3 helikdz az
RDRO6-t01 downstream vesz részt a silencing folyamataban, valosziniileg az RDR6 ss templat
RNS-ek mennyiségének novelésével (Garcia, Garcia et al., 2012). Az SPTS5 transzkripcios
elongacids faktor tobb, mint 40 GW motivummal pedig az eddig leirt legnagyobb AGO
platform novényekben (Bies-Etheve, Pontier et al., 2009).

Az evoluci6 soran tobb kiilonb6zd - példaul virus eredetii - fehérjében jelent meg az
AGO-horog, mely tiikrozi annak hatékonysagat (Giner, Lakatos et al., 2010) (Azevedo, Garcia
et al., 2010).

2.9. Virusok

A virusok egy vagy tobb nukleinsavbol és fehérjeburokbol allé templatmolekulak,
melyek képesek onnon replikacidjukat irdnyitani a gazdasejtben (Hull, 2002). Mig az allati
virusok terjedése tobbnyire a sejt lizisét vagy exocitozist igényel, addig a ndvényi virusok
mechanikai uton — sebzésekkel -, vagy allatimovényi vektorok altal terjednek. igy a novényi
virusok szamara elény0s, ha a gazda a fert6zést tuléli, és a régota fennallé gazda—virus
kapcsolatokat ezért attenudlt tiinetek ¢és kifinomult molekuléris interakciok jellemzik.

A ndvényi virusok tilnyomoé tobbsége pozitiv szalu (+) ssRNS virus, melyek igy
részben, vagy egészben azonnal transzlalhato6 mRNS-ként miikddnek. A viralis genomok tébb
fehérjét is kodolnak, transzlacidjuk pedig tobbféle stratégia altal valdsulhat meg.

A Potyviridae csalad a gazdasagilag legjelentdsebb csoportok kozé tartozik, széles
gazdaspektrum ¢€s sulyos tiinetek jellemzik sok tagjukat. Legtobb nemzetségében a virusok
mintegy 10 kilobazis (kb) hosszi genomjukrdl egyetlen o6rias poliproteint transzlalnak, és
amelybdl autoproteolitikus aktivitdssal jonnek létre az egyes fehérjék. Ebben az esetben a
vagas utan keletkezd fehérjék 1:1 aranyban jonnek létre. Tovabbi fehérjék kodolasa lehetséges
alternativ leolvasasi keretekben. A Potyvirus-ok esetében a P3 fehérjében egy transzlacids
csuszasra hajlamosito régio talalhatd, igy bizonyos szézalékban a C terminalis eltolt keretben
késziil el, igy jon 1étre a sejtrdl sejtre terjedésben szerepet jatszo P3N-PIPO fehérje (Chung,
Miller et al., 2008).
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A Tombusviridae csaladba tartozo virusok stratégidja, hogy az els6 ORF-ben kodolt
virdlis RARP (VRdRP) transzlacidja utdn az szubgenomi RNS-eket (sgRNS) készit. Egyes
sgRNS-eken tobb leolvasasi keret is talalhato, példaul a p19 fehérje beliil, egy masik frame-
ben (nested) helyezkedik el a p22 mozgasi fehérjét kodol6 ORF-ben.

A Tombusvirus-ok laboratoriumi koriilmények kozott torténd sorozatos atfertdzése
(passzalasa) soran gyakran 400-700 nt hosszu delécios genomok, Un. DI (defective interfering)
RNS-ek is keletkeznek. Ezek elveszitik a replikacidohoz és terjedéshez sziikséges fehérjéiket,
¢s a vad tipusu virus (helper virus) végzi sokszorositdsukat. A DI RNS-ek jelenlétében a helper
virus titere leeshet, és a tlinetek is enyhiilnek (Havelda, Hornyik et al., 2005).

A virusok replikacioja membrankotott folyamat. A Tombusvirus-ok a mitokondrium
vagy a peroxiszoma membranjaban képeznek betlirddéseket, melyeket elektronmikroszkopos
képiik miatt multivezikuléris testeknek (multivesicular body, MVB) neveziink (Burgyan &
Russo, 1998). A Potyvirus-ok az endoplazmatikus retikulumhoz (ER) k&totten replikanak, ahol
az ER proliferaciojat indukaljak. Tovabba elképzelhetd, hogy egyes Potyvirus-ok az ER-rdl
képz6dott vezikulumokba csomagolva a kloroplasztiszba, vagy a Golgi-késziilékbe

szallitddnak (Cotton, Grangeon et al., 2009).

2.10. Az antiviralis silencing

A virusok replikacioja és transzkripcioja soran keletkez6 RNS-ek ds régidkat
tartalmaznak vagy antiszensz orientaciojuk miatt vagy, mert méasodlagos szerkezetiikben nyé¢l-
hurok strukturdk alakulnak ki. Ez lehet6vé teszi, hogy az RNS silencing antiviralis funkciot is
betdltson. Novényekben az antiviralis silencing a virusok elleni védekezés legfontosabb
pillére. Feltételezhetd, hogy a relative nagyszdmua DCL és AGO a virdgos novényekben az
RNS silencing virusellenes funkcigjat tiikrozi (Deleris, Gallego-Bartolome et al., 2006).

A viralis dsRNS-eket a DCL-ek siRNS-ekké vagjak fel (vsiRNS-ek), melyek
elsdsorban az AGO1-be, vagy az AGO2-be, esetenként az AGOS5-, vagy AGO7-be épiilve
antiviralis RISC-eket hoznak létre. A DCL-ek szerepe redundéns és hierarchikus az antiviralis
silencingben. Az A thaliana-ban altaldban a DCL4 az elsddleges Dicer, ennek hianyaban a
DCL2 vagja fel a virus genomot (Deleris et al., 2006). A DCL2 és -4 valosziniileg egy néhai
génduplikacio eredményeként alakultak ki, talan ennek koszonhetden helyettesithetik egymast.
A DCL2 a masodlagos siRNS-ek képzésének f6 enzime, az altala vagott siRNS-ek 22 nt
hosszuak, igy jol elkiilonithetdek a tobbi DCL termékétdl. A del2/dcl4 mutansokban a DCL3,
végso esetben (dcl2/dcl3/dcl4 mutans hattér) a DCL1 kompenzalja azok hianyat kis mértékben
(Blevins et al. 2006). DNS virusok ellen valosziniileg inkdbb a DCL3-nak lehet nagyobb

22



dc_1252 16

LAKATOS LORANT AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES

szerepe (Akbergenov et al. 2006). Megjegyzendd, hogy az Arabidopsis-ban leirt folyamatokat
nem lehet teljes mértékben altalanositani a novények korében. Az egyszikiiek
modellndvényében, Oryza sativa-ban példaul 6 DCL-t taldlunk, melyek antiviralis szerepe nem
tisztazott. Elképzelhetd tovabba, hogy egyes DCL-ek hatdsa bizonyos virusok esetében
szlikséges lehet azok replikacidjanak fenntartdsdhoz (Urayama et al. 2010).

A vsiRNS-ek preferencialisan a virusgenom egyik szalardl, annak is féleg az un. forrd
pontjair6l keletkeznek. Mindez arra utal, hogy a vsiRNS-ek elsddleges forrasai nem a
replikacios intermedierek, hanem a masodlagos RNS struktirak (Molnar et al. 2005). A viralis
dsRNS-16l kozvetleniil keletkezd siRNS-ek az elsddleges siRNS-ek, melyek mennyisége
azonban nem elegendd a hatékony antiviralis valaszhoz. Annak fenntartasahoz elengedhetetlen
a RARP-k aktivitasa, melyek primer-fiiggd vagy primer-fliggetlen médon ujabb dsRNS-eket
készitenek az elvagott RNS-ekbdl, melyekbdl egy ujabb adag siRNS-t készitenek a DCL-ek.
Ezt, a féleg az RDR6 altal megvalositott folyamatot tranzitivitdsnak nevezziik (Himber et al.
2003). A masodlagos siRNS-ek mennyisége hamar meghaladja az elsddlegesekét, és noveli a
silencing hatékonysagat (Nishikura 2001). Az RDRI1, -2 és -6 szerepe az antiviralis
silencingben tobb virussal dsszefliggésben is bizonyitott (Donaire et al. 2008; Wang et al. 2010;
Garcia-Ruiz et al. 2010).

Az antivirdlis silencing ndvényekben nem sejt-autonom. Az elsddleges vsiRNS-ek
10-15 sejtsornyi terjedésre képesek a plazmodezmakon keresztiil, ez egy rovid tava szignalt
jelent. A szupresszor fehérjét nem kodold virusok, melyek nem képesek megakadalyozni a kis
RNS-ek terjedését, a szomszédos sejtekbe 1épve mar felépiilt antivirdlis RISC-ekkel talaljak
szembe magukat, ekkor a fertzés gyorsan visszaszorul, és a novény kigyogyul (Havelda et al.
2003). A masodlagos vsiRNS-ek, melyek keletkezéséhez elsdsorban az RDR1, RDR6, ¢és
annak kofaktorai sziikségesek, a floémban terjedd szisztemikus antiviralis jelként
szolgalhatnak egyes virusok esetében (Molnar et al. 2010; Vaistij & Jones 2009; Schwach et
al. 2005).

Novényekben az AGO1, masodsorban pedig az AGO2 t6lt be antiviralis funkciot. Az
AGO1 hipomorf mutansok fogékonyabban a virusfertézésekre (Morel et al. 2002).

Egyes virusfertézések hatdsara megfigyelhet a mirl68 indukcidja, mely az AGOI
negativ regulatoraként segitheti a fertézést (Varallyay et al. 2010). Ugyanakkor bar tobb
valaszelemet talaltak mar a miR168 promotereiben, a virus altali indukcioért felelds regulatort
még nem azonositottak.

Az antivirdlis silencinget kihaszndlva, mesterséges rekombinans virussal is

indukdlhatunk géncsendesitést (virus induced gene silencing, VIGS), ami altal sok gén
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biologiai funkcidja tanulmanyozhat6 anélkiil, hogy mutansokat, vagy stabil transzformansokat
kellene létrehozni. A modszer ugy muikodik, hogy egy arra alkalmas virusvektorba
beklonoznak egy génszakaszt, melynek csendesitését akarjak indukalni. Az inokulalds utén a
virus szisztemizalddik a szervezetben, és a rola keletkezd vsiRNS-ek csendesitik a célzott gént.
A vektor altalaban tartalmaz egy marker gént is (példaul GFP) mellyel lokalizalhat6 a virus. A
VIGS elénye, hogy szisztemikus, és lehetdvé teszi a tovabbi tranziens expressziot is, igy egy
sokszintli tesztrendszert biztosit.

Novényeken kiviil més szervezetekben is jatszhat antivirdlis szerepet az RNS
silencing, bar egyes torzsfejlodési vonalakbol hidnyzik. C. elegans-ban mar régota sejtették,
hogy 1étezik antiviralis silencing, azonban sokaig nem sikeriilt természetes virusfert6zés leirni
az allatban, ami minden korabbi téméban sziiletett eredményt némileg kétségessé tett. Az els6
azonositott virus az Orsay virus volt 2011-ben, de a természetbdl izolalt nematdda silencing
deficiens volt, és a laboratoriumi torzsek fertézése soran a virus titere igen alacsony maradt
(Feélix et al. 2011). Masok viszont indukalt virusfertdzés soran azt talaltdk, hogy szisztemikus
antiviralis valaszra képes, az adott virus elleni szerzett rezisztencia 6roklédik, mely utébbihoz
RdRP aktivitds sziikséges (Rechavi et al. 2011). Mindezek arra utalnak, hogy C. elegans-ban
az antivirdlis silencing olyan hatékony, hogy a virusfertdzés csak mutans egyedekben
lehetséges. D. melanogaster-ben az RNS silencing széleskorii védelmet biztosit virusfertdzés
esetében a Dicer-2 részvételével, szemben a JAK-STAT utvonallal (Kemp et al. 2013). A
silencing antivirdlis szerepét alacsonyrendii gombakban szintén kimutattdk (Segers et al.

2007).

2.11. A viralis silencing szupresszorok

Az antiviralis silencing nagyon hatékony, ezért az erds szelekcids nyomas hatasara az
egyes viruscsoportok eltérd eredetli, de sokszor nagyon hasonld hatdsmechanizmusu un.
silencing szupresszorokat kodolnak (viral suppressor of RNA silencing, VSR) (Merai, Kerenyi
et al., 2006). Napjainkig tobb, mint 100 virus szupresszorat azonositottak, melyek szdmos,
kiilonbozd stratégiat alkalmazva kiilonb6z6 pontokon gatoljdk az antivirdlis silencinget
novényekben és allatokban és gombakban (Csorba, Kontra et al., 2015).

Feltételezhetéen minden virusnak kell legyen valamilyen stratégiaja, hogy
védekezzen az antiviralis silencing ellen, ¢és a legkézenfekvobb a VSR-ek hasznalata. Azok a
virusok, melyekben a silencing szuppressziot megsziintetjiik, csak korlatozott mértékben
képesek fertdzni. Ez els6 ilyen mutans modellvirus a Cymbidium ringspot virus (CymRSV)

volt, mely a Tombusvirus-ok kozé tartozva a p19 VSR-t hasznalja. A p19 defektiv Cym19stop
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a floémba betoltédik, és megjelenik a szisztemikus levelekben is, de csak néhany sejtsornyi
terjedésre képes. A novény hamar kigyogyul a fertézésbodl, szemben a vad tipust
virusfertézéssel, mely egy héten beliil csticsnekrozist okoz (Havelda, Hornyik et al., 2003).

A VSR-ek tobbsége nehezen prediktalhatd, szupresszor funkciojuk csak kisérletesen
bizonyithaté. Sok koziilik a silencing konzervalt kulcsmolekuldit tdmadja, ezért heterolog
rendszerben, vagy a biotechnologidban is alkalmazhatéak. A VSR-ek elengedhetetlenek az
Agrobacterium-medialta tranziens expresszids kisérletekben, megakadalyozzédk ugyanis a
transzgén csendesitését, 1d. pl. (Nyiko, Sonkoly et al., 2009). A pl9 tisztitott fehérje
kereskedelmi forgalomban is kaphato, ¢és alkalmas kis RNS-ek szelektiv tisztitasara barmely

rendszerben (New England Biolabs).
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3. CELKITUZES

Munkank soran a kovetkezo célok megvalositasat tiztiik ki:

1. A Cymbidium ringspot virus p19 szupresszoranak vizsgalata

2. Egységes in vitro és in vivo rendszer a viralis silencing szupresszorok vizsgélatara

3. A ds kis RNS-ko6td silencing szupresszorok hatasanak vizsgalata a kis RNS-ek metilacios
allapotara

4. A Sweet potato mild mottle virus P1 silencing szupresszoranak jellemzése

5. Az Sweet potato feathery mottle virus P1 fehérjéjének jellemzése
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Molekularis biolégiai modszerek

A plazmidizolalést, restrikciés emésztést, molekularis kloénozast és a polimeraz

lancreakciot (PCR) standard koriilmények kozott végeztiik.

4.1.1. Plazmidkonstrukciok

Konstrukcio neve Vektor Forras

35S-GPF pBin61S (Silhavy, et al., 2002)
35S-sigma (Reovirus) pBin61S (Lichner, et al., 2004)
TEV HC-Pro pBin61S (Lakatos et al., 2006)
GFP-IR pBin61S (Silhavy, et al., 2002)
GFP171.1 pBinl19 (Parizottovet al., 2004)
GFP171.2 pBinl19 (Parizottovet al., 2004)
GFP-Cym pBinl9 (Lakatos et al., 2006)
GFP-PoLV pBinl19 (Lakatos et al., 2006)
35S-p19 (CIRV) pBin61S (Silhavy, et al., 2002)
CIRV pl19 pGEX-2T (Vargason et al., 2003)
CIRV pl19 W39/42 pGEX-2T (Vargason et al., 2003)
CymRSV p19 pGEX-2T (Silhavy, et al., 2002)
BYV p21 pGEX-2T (Lakatos et al., 2006)
HA-P1 (SPMMV) pSanyi (Giner et al., 2010)
HA-P1.333 (SPMMV) pSanyi (Giner et al., 2010)
HA-PImut;_, 3 (SPMMV) pSanyi (Giner et al., 2010)
HA-PImut;, (SPMMV) pSanyi (Giner et al., 2010)
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Konstrukcio neve Vektor Forras

Ha-Plmut;_; (SPMMV) pSanyi (Giner et al., 2010)
myc-AGO1 pGreen (Zhang et al., 2006)
SPMMYV P1 pBin61 (Giner et al., 2010)
SPMMYV P1HC-Pro pBin61 (Giner et al., 2010)
HA-UPF1 pSanyi (Kertesz et al., 2006)
MBP-NS3 pMal-2¢ (Hemmes et al., 2007)
P1305 pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C88A/CI1A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C88A/C103A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C88A/C106A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C91A/C103A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
PIC91A/C106A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C103A/C106A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C85A/C88A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
P1-C85A/CI91A pBin-Flag (Kenesi et al., 2017)
HA-AGOIl1 pMDC-32 (Carbonell et al., 2012)
HA-AGO1-DAH pMDC-32 (Carbonell et al., 2012)
TASIc pGreen (Carbonell et al., 2012)
amiR173-5’A pGreen (Carbonell et al., 2012)
TAS1c-A388T pGreen (Carbonell et al., 2012)
HA-AGO2 pMDC-32 (Carbonell et al., 2012)
HA-AGO2-DAD pMDC-32 (Carbonell et al., 2012)
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4.2. Tranziens génexpresszio Agrobacterium tumefaciens-szel (agroinfiltralas)

A Nicotiana benthamiana ndvények infiltralasat alapvetden Silhavy és mtsai (2002)
szerint végeztiikk. Az expresszaltatni kivant plazmidkonstrukciot az un. “triparental mating”
segitségével A. tumefaciens C58CI torzsbe vittiik at, majd a torzset folyékony taptalajban
felszaporitottuk a megfelelé antibiotikumok jelenlétében. A kultirat centrifugaltuk (3000g, 5
perc, 25 °C), majd felszuszpendaltuk az infiltraciés pufferben (10 mM MES pH=5.8, 10 mM
MgCl,, 150 uM 3’5’ dimetoxi-hidroxiacetofenon. A riportergéneket (35S-GFP, GFP171.1,
GFP171.2, GFP-IR (GFP inverted repeat) OD=0,1-gyel, mig a silencing szupresszorokat (p19,
HC-Pro, p21, P1 sigma3, NS3) OD=0,3-as koncentracidban infiltraltuk.

4.3. RNS izolalas novényi szovetbdl

Kb. 100 mg szovetmintat 1 ml TRIzol-lal (Sigma-Aldrich) dorzscsészében
eldorzsoltiink, majd 200 pl kloroformot adtunk hozzd. A szerves és a vizes fazist
centrifugaldssal szétvalasztottuk (12000 g, 5 perc), majd a vizes fazisbol 500 pl-t egy 1j
mikrocsObe pipettdztunk és az RNS-t azonos térfogatl etanollal kicsaptuk. Centrifugalas (10
perc 15000 g) utan a pelletet 1 ml 70%-os etanollal mostuk, majd ujra centrifugaltuk (5 perc,
15000 g). A mosofolyadékot ledntottiik, a pelletet Gvatosan beszaritottuk, majd az RNS-t RNaz

mentes vizben feloldottuk.

4.4. RNS izolalas kromatografias frakciokbol, nativ fehérjekivonatokbol és
immunoprecipitatumbal

200 pl kromatografids frakcidhoz vagy nativ fehérjekivonatokhoz vagy a kb. 50 pl-
nyi immunoprecipitdtumhoz 200 pl 2xPK puffert (200 mM TRIS pH=7.5, 300 mM NacCl, 25
mM EDTA pH=8.0, 2% SDS), 10 pul Proteinase K-t (Fermentas) (10 mg/ml) és 1 pl glikogént
(10 g/ul) adtunk, majd 55 °C-on 10 percig inkubaltuk. Amennyiben dupla szali siRNS-t
izolalasa volt a célunk, 55 °C helyett 37 °C-on végeztiikk az inkubélast. Az elegyet azonos
térfogatli fenol-kloroformmal extrahaltuk, majd centrifugaltuk (10 perc 15000 g). A
nukleinsavakat 2 térfogat etanollal kicsaptuk, centrifugaltuk (10 perc 15000 g), 70 %-os

etanollal mostuk, majd beszaritottuk.

4.5. Immunoprecipitacio

Az immunoprecipitadcidhoz agardz gyongyokhoz kovalensen kotott antitesteket, vagy

Protein A agar6zhoz kapcsolt antitestet hasznaltunk.
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4.5.1. Antitestek rogzitése Protein A agardzhoz

Kb. 50 pl térfogat Protein A agar6zt mostunk haromszor 1-1 ml immunoprecipitacios
(IP) pufferrel. A moséasok sordn a gyongyoket centrifugdldssal iilepitettiik (1 perc, 1000 g).
Majd az eldkészitett gyongyodket 500 pl IP pufferben 10-100 pl antitesttel inkubaltuk 4 °C-on

1 ordig. A puffert centrifugéldssal elvalasztottuk.

4.5.2. Immunoprecipitacio

Kb. 0,5 g novényi szovetet 1 ml IP puffer jelenlétében elddrzsoltiink, majd az
oldhatatlan anyagokat centrifugalassal eltavolitottuk (10 perc 15000 g, 4 °C). A feliiltiszot az
elokészitett antitesteket tartalmazd gyongyokre Ontottiik és 1 oran at 4 °C-on inkubaltuk.
Inkubélas utan a gyongyoket centrifugéldssal iilepitettiik (1 perc, 1000 g), majd hdromszor
mostuk IP pufferrel. Az eluatumbol RNS-t és/vagy fehérjét izolaltunk.

Munkénk sordn IP modszerét kiilonbozd célok érdekében mas-mas koriilmények
kozott hasznaltuk. Az altalunk hasznalt IP pufferek osszetételét alabb kozoljik. Egy adott IP

puffer hasznalatat az adott kisérlet ismertetésekor jelezziik.

IP1

30 mM TRIS pH=7.5
100 mMNaCl

66 mM KC1

10 mM MgCl,

10 mM DTT

1P2

30 mM HEPES pH=7.5
100 mM NaOAc

5 mM MgCl,

5mM DTT

IP3

30 mM TRIS pH=7.5
150 mM NaCl

5 mM MgCl,
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5mM DTT
10 % glicerin

4.6. Northern hibridizacio

A nagy molsulyt RNS-ek kimutatisira az RNS-eket 1,2 % agaréz, 2,2 M
formaldehid, 1xMAE tartalmi denaturdlé gélen szétvalasztottuk, 20xSSC jelenlétében
kapillaris blottolassal Hybond N membranra vittiik és UV fénnyel rogzitettiik.

A kis RNS-eket 8, 10 vagy 12 % akrilamidot és 8 M ureat tartalmaz6 denaturdl6 gélen
valasztottuk szét, majd vakuumblottoldssal vittiik Hybond N membranra (GE Healthcare) és
UV fénnyel rogzitettiik.

A dupla szala kis RNS-ek kimutatasara 12 %-os nativ akrilamid géleket hasznaltunk.
Elvalasztas utan, az RNS-eket 50mM NaOH jelenlétében vakuumblottolassal Hybond N*
membranra vittiik 4&t. Az 50 mM NaOH blottol6 puffer az RNS-eket a membranra is rogzitette.

A nagy molsulya RNS detektalasahoz PerfectHyb (Sigma) puffert és random primer
modszerrel eldallitott DNS probat hasznaltunk (Feinberg & Vogelstein, 1983).

A kis RNS-ek detektalasahoz az un. “kis RNS puffert” (50 % formamid, 5xXSSPE, 1
% SDS, 5xDenhardt’s és 200 pg/ml hével denaturalt heringsperma DNS) és radioaktivan jelolt
egyszalu RNS probat hasznaltunk.

4.7. A Drosophila in vitro RNS silencing rendszer

A 2 oras Drosophila embriokat dsszegytjtottiik, majd 50 %-os hipoklérossavban
dechoriondltuk 3 percen at. Az embriokat egy sziirére helyeztiik, majd a hipoklérossavat
desztillalt vizzel kimostuk. Az embridkat szaritas utan IP2 pufferben feltartuk, az oldhatatlan
anyagokat centrifugdlassal (10 perc 15000g, 4 °C) eltavolitottunk. Az fehérjekivonat
vitro reakciokban 0.5-1.0 pg/ul végkoncentracioban hasznaltuk. A reakciot IP2 pufferben
mértiik Ossze és az elébb emlitett Osszetevokon kivill tartalmazott még ATP-t 1mM

végkoncentracidban és ATP regenerald rendszert is (Zamore, Tuschl et al., 2000).

4.7.1. DsRNS indukalta RNS silencing

Az in vitro Drosophila RNS silencing rendszert Zamore et al., (2000) alapjan allitottuk
be. A Green Fluorescent Protein (GFP) nyilt leolvasasi keretérdl (ORF) két kb. 350 bazispar
hosszusagu PCR terméket készitettiink a T7gfp5” GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA
GGG TGA AGG TGA TGC AAC és a GFP5’-GGG AGA GGG TGA AGG TGA TGC
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AAC-3’ ésaT7gfp3”’ GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTG CCA TGA TGT ATA
CAT TGT GT ¢és Gfp3° GGG CTG CCA TGA TGT ATA CAT TGT GT primerekkel. A
két PCR termékrdl atfedo in vitro transzkriptumot allitottunk el6 a “T7 Message Machine” kit
(Ambion) segitségével. Az in vitro transzkriptumokat RQ1 DNase (Promega) kezeltiik, majd
I xtranszkripcios pufferben dsszekevertiik, 1 percig 95 °C-on denaturaltuk és 37 °C-on 1 6ran
at anellaltuk. Az anellalas utan megmaradt egyszali RNS-t 100 ng/ml RNaz A-val 2xSSC-ben
37 °C-on 20 percen keresztiil elbontottuk. A reakciot fenol kloroformmal extrahaltuk, majd 2
térfogat etanollal kicsaptuk. A dsRNS-t az in vitro RNS silencing reakcidkban 3 nM
koncentracioban hasznaltuk.

Az in vitro RNS silencing rendszerhez hasznalt target RNS-t egy 725 bp PCR
termékrol készitettiik, amelyet a T7GfpS” GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG ATG AGT
AAA GGA GAA GAA CTT TT ¢és a GFPtga TCG ACA TTT ATT TGT ATA GTT CAT
primerek segitségével allitottunk eld. A target RNS-t az in vitro transzkripcids reakcid soran
radioaktivan jeloltik o->P UTP-vel. A templat DNS-t RQl DNase-zal (Promega)
megemésztettiik, majd a be nem épiilt nukleotidokat Sephadex G-50 oszlop kromatografiaval
eltavolitottuk. A target RNS-t 100 és 220 pM végkoncentracidban hasznaltuk (Lakatos, Szittya
et al., 2004).

4.7.2. A siRNS indukalta RNS silencing
A) Ds siRNS preparalas

A komplementer egyszali siRNS-ekbdl 200-200 ng-ot ATP-vel (1 mM
végkoncentracid) 20 pl-ben foszforilaltunk 37 °C-on, 60 percen keresztiil, majd a két reakciot
Osszekevertiik. Denaturalas (95 °C, 1 perc) utan 37 °C-on 60 percen keresztiil anellaltuk a két
szalat. A ds siRNS-t 12 %-os nativ akrilamid gélen elvalasztottuk az egyszalu formatol. A ds
siRNS-t kivagtuk a gélbdl, majd 25 °C-on 14 6ran at 500 pl 2xPK pufferben extrahéltuk. Az
fehérjekivonatot azonos térfogatu fenol-kloroformmal extrahéltuk és a centrifugalas utan a

vizes fazist 2 térfogat etanollal kicsaptuk. A ds siRNS-t fotometridsan kvantifikaltuk és 0.5-5
nM végkoncentracioban hasznaltuk (Lakatos et al., 2004) (Lakatos, Csorba et al., 2006).

B) Target RNS preparalas

A target RNS-eket kétféleképpen allitottuk elo:

1. lasd a “DsRNS indukalta RNS silencing” alfejezetben
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2. PCR-rel olyan terméket allitottunk eld, amely a GFP ORF 5° végén a T7 promoter régiot
tartalmazta, igy a “T7 Message Machine” kit (Ambion) segitségével nagy mennyiségii
egyszalu in vitro transzkriptumot készitethetiink. 50 pmol-nyi in vitro transzkriptumot 10
ul-ben a-** P GTP-vel (CAP) megjeldltiink, majd 6 % akrilamidot és 8 M ureat tartalmazé
denaturaldo gélbdl izolaltuk ugyanazzal a modszerrel, amit a ds siRNS izoldlashoz

hasznaltunk. A cap-pel jelolt RNS-t 0,5 mM végkoncentracidban hasznaltuk.

4.8. Gélkromatografia

Gélkromatografids kisérleteinkhez az Amersham FPLC rendszerét hasznaltuk
Superdex 200 HR (GE Healthcare) oszloppal. Az fehérjekivonatokat az immunoprecipitacos
kisérletekhez hasznalt modszerrel IP2 és IP3 pufferben készitettiik el és az elvalasztashoz az
fehérjekivonatnak megfeleld puffert hasznaltuk. 200 pl fehérjekivonatot injektaltunk az
oszlopra, majd 0.4 ml/perc sebességgel tortént az elvalasztas. A kizarasi térfogat (7.5 ml) utan
50, egyenként 200 pl-es frakciodt szedtiink. A paros szamu frakciokbol RNS-t izoldltunk 2xPK
pufferrel, a paros szdmu frakciokat 4 térfogat acetonnal kicsaptuk, majd 20 pl 2xSDS loading
pufferben feloldottuk a fehérjéket. Az RNS mintdkat denaturdldo poliakrilamid gélen
elvalasztottuk és a kis RNS-eket Northern hibridizacioval detektaltuk. A fehérjéket 8, 10 vagy
12 % SDS poliakrilamid gélen elvalasztottuk és a megfeleld antitestekkel detektaltuk a
fehérjéket (Giner et al., 2010, Lakatos et al., 2004).

4.9. Rekombinans fehérjék termeltetése és tisztitasa
4.9.1. GST és GST fuziés fehérjék

A termeltetést BL21 E. coli (New England Biolabs) torzsben végeztiik. A kultarat 37
°C-on OD=0,6 tenyésztettiik, majd IPTG-vel (0,1 mM) indukdltuk 3 oOrdn at. A
baktériumtomeget elvalasztottuk, ultrahanggal feltartuk, majd IP2 pufferel oldottuk ki a
fehérjéket. A fuzios fehérjét (vagy a GST fehérjét) GST affinitds kromatografiaval izolaltuk.

10 mM TRIS pH=8,0, 20 mM redukalt glutation-t tartalmaz6 oldattal eludltuk, majd éjszakan
at IP2 pufferbe dializaltuk.

4.9.2. Az MBP fuzios fehérjék termeltetése és izolalasa

Az MBP (Invitrogen) és az MPB fuzios fehérjéket az eludlas kivételével ugyaniagy
termeltettiik és izolaltuk, mint a GST fuzios fehérjéket. Az eludlast IP2 puffer, 10 mM

maltdzzal végeztiik, majd éjszakan at IP2 pufferbe dializaltuk.
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4.9.3. A 6xHis TEV HC-Pro termeltetése és tisztitasa

4 hetes dohdnyndvényeket TEV virionnal fertdztiink, majd 10-14 nap mulva a tiinetes
leveleket hasznaltuk fel. 4 °C-ra el6hiitott késés daraloban a leveleket dsszeapritottuk, majd
100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM Mg,SO4, 500 mM NaCl, 0,5 mM EGTA, 0,2% Na,S0Os,
0,1% polyvinylpyrrolidon, 1 pg/ml of RN-dz A, és 1 pg/ml DN-4z I pufferrel kioldottuk a
fehérjéket. Az oldhatatlan sejtalkotok nagy részét gézlapokon valo atsziiréssel tavolitottuk el.
Az oldatot centrifugéaltuk (15000 g, 15perc), majd a 6xHIS TEV HC-Pro fehérjét NINTA
(Qiagen) oszlopon izolaltuk. Az eluciét 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM Mg,SO4, 100 mM
NaCl, and 400 mM EGTA pufferrel végeztiik. Az eludtumot Centricon 10 sziirén (Amicon)
koncentraltuk, majd egy ¢éjszakan 4t IP2 pufferbe dializaltuk. A rekombinans fehérjéket a

fehérjekoncentracié megmérése utan -80 °C-n taroltuk.

4.10. RNS fehérje interakcio kimutataisa EMSA-val (Electrophoretic Mobility
Shift Assay)

Az EMSA kisérleteket haromféle-képpen végeztiik el:

1. RNS fehérje interakcidé kimutatdsa Escherichia coli-ban expresszaltatott és tisztitott

fehérjével

Az N-termindlis tag-et tartalmazé rekombinans fizids fehérjéket felezd higitassal
addig higitottuk, amig, az RNS fehérje kapcsolatot mar nem tudtuk detektalni. Minden
reakcidhoz az egyik szalan radioaktiv y-32P ATP-vel jelolt ds siRNS-t azonos
végkoncentracidban hasznaltuk. A reakcidkat IP2 pufferben allitottuk 6ssze 10 pl térfogatban,
majd 20 percig 25 °C-on inkubaltuk. Ezutan 2 pul 6xDNS loading festékkel dsszekevertiik, majd
6 %-os nativ poliakrilamid gélre toltottiik. A géleket beszaritottuk, majd az Gn. “storage
phosphor screen”-nel exponaltuk. A screen leolvasasat Molecular Dynamics Typhoon
Phosphor-Imager-rel végeztiik (Amersham Biosciences). A kisérlet kiértékeléséhez Genius

Image Analyser statisztikai szoftvert (Syngene) hasznaltuk.

2. RNS fehérje interakcio kimutatasa kompetitiv modon E. coli-bol, vagy rekombinans virussal

ndvényben expresszaltatott és tisztitott fehérje és Drosophila embri6 fehérjekivonat kozott.

A kompeticids siRNS kotési vizsgalatainkat Drosophila embri6o fehérjekivonat és

rekombinans siRNS-kotd fehérjék kozott végeztik. Az embrié fehérjekivonatot azonos
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koncentracioban (0,5-1,0 pg/pl), mig a szupresszor fehérjéket novekvd koncentracidoban
alkalmaztuk. Az egyik szalan radioaktiv y-32P ATP-vel jelolt ds siRNS-t 0,5 mM
végkoncentracidban hasznaltuk. 30 perces inkubdlds utan a 10 pl-es reakciokat 4 %
poliakrilamid 1xTBE gélre toltottik. A kész géleket beszaritottuk, majd az Gn. “storage
phosphor screen”-nel exponaltuk. A screen leolvasasdt a Molecular Dynamics Typhoon
Phosphor-Imager-rel végeztiik (Amersham Biosciences). A kisérlet kiértékeléséhez Genius

Image Analyser statisztikai szoftvert (Syngene) hasznaltuk (Lakatos et al., 2004).

3. SiRNS-koto képesség kimutatasa novényi fehérjekivonatokbol

A vizsgalni kivant RNS silencing szupresszort agroinfiltraciéval N. benthamiana
ndvényekbe infiltraltuk, 3 nappal az infiltralas utdn 100 mg infiltralt ndvényi szovetbdl IP2 és
IP3 pufferekben extraktumot készitettiink. 10 pl-es reakciokban a ndvényi fehérjekivonatot
egyiitt inkubaltuk az egyik szaldn radioaktiv y-32P ATP-vel jelolt ds siRNS-sel (0,5 mM
végkoncentracidban), majd 6 %-os nativ poliakrilamid gélre toltottiik a mintakat. A géleket
beszaritottuk, majd az Un. “storage phosphor screen”-nel expondltuk. A screen leolvasasat
Molecular Dynamics Typhoon Phosphor-Imager-rel végeztiik (Amersham Biosciences) (Merai

et al., 2006).

4.11. RNS immunoprecipitacio

Az RNS immunoprecipitdciot Terzi et al., (2009) alapjan végeztik el, kis
modositasokkal. Az infiltralt leveleket 0,1 %-os formaldehid oldattal vakuum alatt fixaltuk
(15°), majd 125 mM glicin oldat infiltralasdval semlegesitettiik a feleslegben 1évd
formaldehidet (15°). A mintakat 0.5 ml/g lizis pufferben (15 mM Tris—HCI, pH 8, 150 mM
NacCl, 1% Triton-X (w/v), | mM EDTA) eldorzsoltiik, majd az extraktumot lecentrifugéltuk.
A feliiluszot 12 6ran at inkubaltuk az M2 anti-Flag géllél, majd a gélt 3-szor egyenként 5°-ig
mostuk (20 mM Tris—HCI, pH 8, 500 mM NaCl, 1% (w/v) Triton-X és 2 mM EDTA, 20 mM
Tris—HCI, pH 8, 500 mM NaCl, 1% (w/v) Triton-X and 2 mM EDTA), majd a masodik
mosopufferrel kétszer 5’-ig (20 mM Tris—HCL, pH 8 and 2 mM EDTA). A gydngyot kétszer

elualtuk 50°C-on 120 ul eltcios pufferrel (50 mM Tris—HCI, pH 7, 2.5 mM EDTA, 10 mM
DTT, 1% SDS). Ezzel a Iépéssel a formaldehides keresztkotést is visszaforditottuk. Az input
¢s az IP frakciokbol RNS-t izolaltunk, majd reverz transzkripciéval cDNS-sé irtuk at. A TAS1
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target RNS-t és kontrollként az aktin mRNS-t amplifikaltuk fel.

4.12. Kvantitativ reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio (qQRT-PCR)

Az infiltralt N. benthamiana levelekbdl teljes RNS-t izolaltunk, majd DN-azzal
kezeltiik. 500 ng RNS-t hasznaltunk a reverz transzripcidhioz. A N. benthamiana-ban az AGO2
relativ expressziojat SYBR Select Master Mix-et hasznalva (Applied Biosystems) a CFX 96
real-time PCR detection system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilékkel mértiik meg.
Kontrollként az elongaciés factor 1 (EF-1) gént hasznaltuk. Az eredményeket a 2 “A“
modszerrel értékeltiik ki. Harom fliggetlen kisérletben mintankét két ismétlést alkalmazva az
atlagot +£SD-t abrazoltuk. A csoportokat egyutas ANOVA-val Bonferoni korrekciot
alkalmazva (*P < 0.05) hasonlitottuk dssze.

Primerek:

AGO2 fwd CATGACTTTGGGTTTGGAGTT
AGO2 rev CGGAATGCCAAGACTGAGTAA
EF-1 fwd AGCTTTACCTCCCAAGTCATC
EF-1 revAGAACGCCTGTCAATCTTGG
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5. EREDMENYEK

5.1. A p19 silencing szupresszor jellemzése a Drosophila in vitro rendszerben

Az RNS silencing szupresszorok mitkddési mechanizmusdnak vizsgalata hamar a
novényi virologusok érdeklddési korébe keriilt. Alapfeltevésiik az volt, hogy a szupresszorok
a novényi RNS silencing bizonyos lépésének gatlasaval kikapcsoljadk a gazda antiviralis
védekezési mechanizmusat. Azonban az akkoriban hasznalatos modszerek nem voltak
megfeleld mértékben kidolgozottak, ami sokszor egymasnak ellentmondd kovetkeztetések
levonasahoz vezetett. A Tobacco etch virus HC-Pro és a CymRSV p19 tranziens termeltetése
soran is megfigyelhetd volt a silencing szuppresszidja és a kis RNS-ek mennyiségének
csokkenése, melybdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a két fehérje gatolja a kis RNS-ek
képzddését (Szittya, Silhavy et al., 2003). Azonban arra is volt adat, hogy a pl9
protoplasztrendszerben ugyanannyi virdlis eredeti siRNS keletkezik a pl9 jelenlétében
(CymRSV) és annak hianyaban (Cym19stop) (Szittya, Molnar et al., 2003 #69) (Mallory, Ely
et al., 2001). Hasonldé megfigyelést tettek Silhavy és mtsai is (Silhavy, Molnar et al., 2002).
Ebbdl arra is lehetett kdvetkeztetni, hogy mindkét szupresszor a kis RNS képzddését gatolja.
Tovabba azt az eredményt sem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a CymRSV p19 in vitro
siRNS-kot6 aktivitassal rendelkezik (Silhavy et al., 2002). Elhataroztuk, hogy a CymRSV p19
silencing szupresszor vizsgalatat egy jol definidlt rendszerben végezziik el: ezért esett
valasztasunk a Drosophila melanogaster 2 dras embrio fehérjekivonattal beallitott in vitro RNS

silencing rendszerre.

5.1.1. A Drosophila RNS silencing rendszer miikodése

A Drosophila embridbdl késziilt in vitro RNS silencing rendszert Zamore és mtsai
allitottak be és jellemezték (Zamore et al., 2000). A rendszerben a DICER enzim a hosszu (>39
nt) dupla szali RNS-ket 21-23 nt hosszusagu siRNS-ekké vagja ATP fliggd moédon (Zamore
et al., 2000).
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E1l. dbra A dsRNS (A) és a siRNS (B) indukalta RNS silencing sémaja

Mint ahogy azt az E1 A. abran lathatjuk, a dsRNS indukalta RNS silencing esetében
a dsRNS-el komplementer/homolég részen kovetkezik be a target RNS vagasa. Mivel az
indukalo dsRNS esetiinkben rovidebb, mint a target RNS, ezért 5° és 3° degradacids termékek
maradnak a vagasi reakci6 utan (Zamore et al., 2000). A siRNS indukalta RNS silencing soran
az AGO egy ponton - a siRNS-nek megfeleld pozicidban - vagja el a target RNS-t (E1 B. abra).
Két meghatarozott méretli RNS marad a vagasi reakcid utan, azonban csak az 5° véget tudjuk
detektalni (Nykanen, Haley et al., 2001). A Drosophila in vitro RNS silencing rendszer csak
az RNS silencing inicidcios (siRNS képzés hosszi dsSRNS-bdl) és végrehajto (kis RNS-fliggd
target RNS vagas) 1épésékkel rendelkezik, de nem talalhatd meg benne ndvényekre és a C.
elegans-ra jellemz6 un. fenntartd 1épés, amiben fontos szerepet jatszik az RNS-fiiggd RNS
polimeraz (RdRP) (Dalmay, Hamilton et al., 2000). Mivel a Drosophila in vitro RNS silencing
rendszer rendelkezik az RNS silencing minden ¢él6lényben megtalalhaté un. iniciacios és
végrehajtd 1épéseivel, ugy gondoltuk, hogy megfeleld rendszer lesz az RNS silencing

szupresszio modellezésére.
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5.1.2. A p19 hatékonyan gatolja a dsRNS indukalta RNS silencinget

Az RNS silencing szupressziot vizsgalo kisérleteinkhez rekombindns, N-terminalisan
GST tag-el ellatott CymRSV p19 fehérjét termeltettiink E. coliban. Kontrollként GST fehérjét
hasznaltunk, amit hasonld6 mddon izolaltunk, mint a GST-p19 fehérjét. A Drosophila in vitro
rendszerben az RNS silencing-et egy kb. 350 bp-os duplaszali RNS molekulaval indukaltuk,

crer

szekvencia homologiat mutatd RNS hozzdadasa indukalja (E2 A. ébra 1. és 2. oszlop).

A
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E2. 4bra A CymRSYV p19 gatolja a dsRNS indukalta RNS silencing-et.
A GST fehérje nem, azonban a p19 hatékonyan gatolja a dsRNS indukalta RNS silencing-et (A).

A p19 nincs hatassal a siRNS képzddésre a Drosophila in vitro RNS silencing rendszerben (B).

Az RNS silencing szuppresszié modellezéséhez ndvekvé mennyiségben GST-p19

crer

crer

ugyanolyan koncentracidban alkalmaztuk, mint a GST-p19-et. A vartnak megfelelé modon, a
GST fehérje nem gatolta az in vitro rendszerben kialakult RNS silencing-et (E2 A 4abra)

(Lakatos et al., 2004). A Drosophila embri6 in vitro RNS silencing rendszer alkalmasnak
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bizonyult az RNS silencing szupresszié vizsgalatdra a megfeleld koriilmények (dsRNS,
fehérjekivonat, target RNS és p19 koncentracid) beallitdsa utan. Azonban eredményeinkbdl
latszik, hogy mig az RNS silencing indukalasdhoz a dsRNS-t 220 pM (0,22 nM)
koncentracioban hasznaltuk, addig az RNS silencing teljes gatlasat 1400 nM GST-p19
koncentréacioval tudtuk elérni, ami 7000-szeres molaris felesleget jelent. Ha feltételezziik, hogy
az 0sszes dsRNS siRNS-s¢é alakul az embri6 fehérjekivonat DICER aktivitasa kdvetkeztében,
akkor a keletkezd siRNS-ek koncentracidja kb. 16,6x0,2=3,32 nM. Ebben az esetben is a GST-
koncentracio kiilonbségre tobbféle magyarazat lehetséges. Elképzelhetd, hogy a GST-tag
valamilyen oknal fogva csokkenti a p19 fehérje aktivitasat azaltal, hogy elfedi a fehérje aktiv
doménjeit. Masik magyarazat lehet, hogy az E. coliban termeltetett fehérjék, foleg az
eukariotakbol szarmazoak, szamos esetben nem megfelelden hajtogatodnak Ossze a
transzlaciot kdvetden, igy kis hanyaduk rendelkezik az in vivo allapothoz hasonlo aktivitassal.
Az is lehetséges, hogy maga a Drosophila fehérjekivonat csokkentheti a GST-p19 aktivitasat,

pl. proteolitikus aktivitas kovetkeztében.

5.1.3. A CymRSYV p19 nem gatolja a DICER aktivitast a Drosophila in vitro RNS silencing
rendszerben

A Drosophila in vitro RNS silencing rendszerben azt tapasztaltuk, hogy a CymRSV
p19 protein dozis fiiggd modon gatolja az RNS silencinget (Lakatos et al., 2004), valamint
rendelkeztiink olyan informacidval, amely szerint a CymRSV p19 siRNS-ko6t6 fehérje (Silhavy
etal., 2002). A kovetkezd 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a CymRSV p19 in vitro RNS silencing
szupresszor aktivitdsa kapcsolatban 4ll-e a p19 kis RNS képzddést gatlo aktivitdsaval. A jelolt
dsRNS-t és a GST-p19-t emelkedé koncentracioban adtuk az embrié fehérjekivonathoz. A
reakciokban a GST-p19 koncentracidja megegyezett az RNS silencing szupressziot modellezd
kisérletben hasznalt szupresszor koncentracioval azért, hogy az eredmények Osszevethetdek
legyenek. Eredményeim azt mutattak, hogy a Drosophila fehérjekivonat hatékonyan 21-23 nt
siRNS-ekké alakitotta a 350 bp-os dsRNS-t (E2 abra B panel 1. oszlop). A GST-pl9
alkalmazasa nem csokkentette az fehérjekivonatban a képzddott siRNS mennyiségét (E2 dbra
B panel 2-9 oszlop), ami arra utal, hogy a CymRSV p19 nem a siRNS képzddésének gatlasaval
fejti ki RNS silencing szupresszor aktivitasat (Lakatos et al., 2004).
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5.1.4. A CymRSYV p19 siRNS-koto képességnek in vitro vizsgalata

Bebizonyitottuk, hogy a pl9 fehérje hatékonyan gatolja a Drosophila in vitro

rendszerben az RNS silencing-et.
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E3. abra A GST-p19 Kiyjssz6lagos értékének meghatarozasa
EMSA Kkisérlet radioaktivan jelolt siRNS (0,144 nM) és emelkedd koncentraciéju GST-p19-cel (A).

A kotott siRNS aranyanak abrazolasa a p19 koncentracio fiiggvényében (B).

Tovabba vizsgalataink segitségével kizartuk azt a lehetdséget, hogy a CymRSV p19
gatolja a siRNS-ek képzddését in vitro. Ezutan célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk,
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rendelkezik-e a p19 siRNS-kotd tulajdonsaggal. Ezen kiviil szerettiik volna a p19-siRNS kotés
erdsségét is meghatarozni. A p19 siRNS kotéképességét EMSA vizsgalattal mértiik meg és a
disszociacids allandéval (Ky) jellemeztiik. A ds siRNS-t azonos (0,144 nM végkoncentracio),
mig a GST-p19 fehérjét emelkedd koncentracidban mértiik a reakciodelegyekbe. Inkubalas utan
a kotott és a szabad siRNS frakciot nativ poliakrilamid gélen valasztottuk szét (E3. A dbra). A
GST-p19 koncentracio fliggvényében abrazoltuk a kotott siRNS frakciot. A GST-pl9
koncentracio6 fiiggd mddon kototte a siRNS-t. Az 50 %-os telitettséghez tartoz6 koncentracid
érték 2,5+0,3 nM, ez kb. ~35-sz6r magasabb, mint a kisérletben hasznalt siRNS koncentracio.

Mivel a GST-p19 preparatumunk aktiv (RNS-koto) frakcigjat nem hataroztuk meg, az altalunk

mért érték a latszolagos disszocidcios konstansnak (Kjgszsiagos) felel meg. A GST-pl9

Kirszslagos €rtéke igy is a nanomolos koncentracié tartomanyba esik, ami egy erés siRNS-
fehérje kotésnek felel meg (Lakatos et al., 2004).

Hasonl6 eredmény kaptak Vargason és mtsai (2003) is a CymRSV p19-hez magas
homologiat mutaté Carnation italian ringspot virus (CIRV) p19 fehérjével. A kisérletiikben a
CIRV pl19 GST tag-et nem tartalmazott, feltehetden ennek tudhaté be a CIRV pl9 egy
nagysagrenddel alacsonyabb K értéket kaptak (0,2 nM) (Vargason et al., 2003). Az EMSA

kisérletiinkbdl az a kovetkeztetés is levonhato, hogy a CymRSV p19 maés, akar viralis-, vagy

gazdafaktor nélkil is képes az siRNS-ek megkotésére.

5.1.5. A CymRSYV p19 a siRNS-ek megkotésével gatolja az RNS silencinget az in vitro
Drosophila RNS silencing rendszerben

A Drosophila in vitro rendszer hasznalataval lehetdség nyilik arra, hogy az RNS
silencing I1épéseit kiilon-kiilon megvizsgalhassuk. Ezt tettiik korabban is, mikor a p19 hatasat
vizsgaltuk az in vitro siRNS képzddére. A Drosophila rendszerben a siRNS-ek duplaszala
formaban keriilnek be a RISC-be, ahol ATP fliggd modon a siRNS-ek két széala elvalik
egymastol. Az egyik szal a komplexben marad, igy valik az “aktiv RISC” képessé¢ a
szekvenciaspecifikus RNS degradaciora. A siRNS masik szala nem épiil be a komplexbe,
feltehetden az fehérjekivonatban 1évé RNazok lebontjak (Nykanen, 2001). Mivel bizonyitast
nyert, hogy a p19 siRNS-kotd képességgel rendelkezik (Silhavy et al., 2002) (Vargason, 2003
#1705) (Lakatos et al., 2004), ezért azt a kérdést tettiik fel, hogy a CymRSV p19 a siRNS-k5to
aktivitasaval gatolja-e az RNS silencinget a Drosophila in vitro RNS silencing rendszerben.

A kérdés megvalaszoldsara siRNS-sel indukaltuk az RNS silencinget, amit 20 nM
koncentracioban alkalmaztunk. A siRNS hatdsira bekovetkez6 RNS vagas egy kb. 75 nt

hossztsagu fragmentet eredményezett (E4. dbra 2. oszlop). Ebben a kisérletben a siRNS-t, a
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target RNS-t és a szupresszor fehérjét egy idében adtuk a fehérjekivonathoz, igy meg tudtuk
vizsgalni a p19 fehérje hatasat a RISC kialakulasara. Eredményeink azt mutatjak (E4. dbra A),

crer

novekedésével forditott ardnyban valtozik a RNS silencing aktivitas) (E4. dbra).
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E4. abra A CymRSYV p19 gitolja a siRNS indukalta RNS silencing-et

A p19 koncentracid fiiggéd moédon gatolja az RNS silencing-et. A vagasi termék kb. 75 bazis hossziasagu.

Az E4. abran szerepld kisérlet kontrolljanak tekinthetjiik a kovetkezd kisérletiinket,
amelyben Osszehasonlitottuk a p19 hatdsat a RISC felépiilésére és a mar felépiilt, un. aktiv
RISC-re. A target RNS mellé egyszalu vagy kétszali siRNS-t adtunk, és vagy ezzel egyidében
adtuk hozz4 a szupresszort is, vagy megvartuk, mig felépiilnek a siRNS-el to1tott aktiv RISC-
ek, és csak ezutan adtuk hozza a szupresszort. Igy vizsgalhattuk, hogy a szupresszor a RISC
“felépiilését” akadalyozza meg, vagy az toltott RISC aktivitdsat gétolja. Az ss siRNS
alkalmazasakor nagyobb koncentracidban kell az ss siRNS-t t alkalmazni, mint a ds siRNS-t
(20 mM helyett 500 nM), mert az ss siRNS joval kisebb hatékonysaggal épiil be a RISC-be
(Schwarz et al., 2002) (ES. abra 3. és 6. oszlop). Eredményeink azt mutatjak, hogy a dupla
szalu (ds) siRNS-koto p19 csak a RISC felépiilését gatolja, mivel a ds siRNS-koto képességgel
rendelkez6 CymRSV p19 megkétotte az indukald siRNS-t (ES. dbra). A CymRSV p19 nem
gatolta az egyszalu siRNS-t tartalmazo aktiv RISC-eket, fliggetleniil attol, hogy ds, vagy ss
siRNS-sel indukaltuk azok felépiilését. A GST fehérjét tartalmazo kontroll reakcidokban a

vartnak megfeleléen nem kaptunk silencing-et gatld hatast (Lakatos et al., 2004).
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ES. abra A p19 csak a RISC felépiilését gatolja

1. Kontroll reakcié siRNS nélkiil. 2. Kontroll reakcié ds siGFP161-gyel. 3. Kontroll reakci6 antiszenz (AS)
ssGFP161-gyel. 4. a p19 és a ds siGFP161-t egyszerre adtuk a reakcidhoz. 5. A siRNS hozziadasa utan
megvartuk, mig a RISC felépiil, majd hozzdadtuk a p19 fehérjét.6. Az antiszenz (AS)ssGFP161-et és a p19-
et egyszerre adtuk a reakciéhoz. 7-9. Ugyanaz, mint 4-6-ig, azonban p19 helyett GST hasznaltunk
kontrollként.

5.2. A CymRSYV p19 a viralis eredetii siRNS-eket kot in vivo

Munkank kezdetekor 2002-ben az RNS silencing szupresszorok in vivo miikodési
mechanizmusardl gyakorlatilag nem alltak rendelkezéslinkre adatok. A CymRSV pl9
miikddési mechanizmusat ismertiik a legjobban, de errdl is csak annyit tudtunk, hogy in vitro
siRNS-kotd tulajdonsdggal rendelkezik (Silhavy et al., 2002). A pl9 in vitro siRNS-kotd
tulajdonsaga alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a p19 silencing szupresszor aktivitasa
in vivo siRNS kotésen alapul (Lakatos et al., 2004). Hipotézisiinket immunoprecipitacion (IP)
alapulé megkozelitéssel ellendriztiik. Ennek érdekében CymRSV-vel fert6zott N. benthamiana
szisztemikus leveleibdl nativ fehérjekivonatot készitettiink és a CymRSV p19-re specifikus
poliklonalis ellenanyaggal immunoprecipitaltuk a pl9 fehérjét. Negativ kontrollként a
Cym19stop mutanst hasznaltuk. A Cym19stop mutans virus nem termeli a p19 fehérjét, ezért
az RNS silencing-et nem képes elnyomni, azonban robusztus replikacidja miatt képes a

szisztemikus levelekbe eljutni (Dalmay, Rubino et al., 1993). Az IP kontrolljaként a CymRSV
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coat proteint (CP), a CP fehérje nem rendelkezik silencing szupresszor aktivitassal, sem siRNS-
koto képességgel. Az IP-k eludtumabol RNS-t és fehérjét izolaltunk, majd Northern és Western
blottal mutattuk ki a siRNS-eket illetve a fehérjéket. Eredményeink azt mutattak, hogy az a-
pl19 ellenanyag kikototte a pl9 fehérjét a CymRSV fert6zott ndvényi fehérjekivonatbol.
Tovabba, a p19 fehérjével egyiitt 21 nt hossziisagt CymRSV eredetli kis RNS is detektaltunk
Northern blottal, ami a p19szupresszor ¢és a siRNS kozotti fizikai kapcesolatra utal (E6. abra 2.
¢és 3. oszlop). A pl19 és a RNS-ek kozott a kapcesolat specifikus, ugyanis a Cym19stop
fehérjekivonatbol sem kimutatni, sem immunoprecipitdlni nem sikeriilt a p19 fehérjét (mivel
nem termeli a mutans virus) (E6. abra 5. és 6. oszlop). Mindezek mellett a a-p19 ellenanyag
onmagaban nem rendelkezik siRNS-kotd képességgel (E6. abra 5. és 6. oszlop). Végiil az a-
CP ellenanyaggal végzett IP specifikusan csak a CP fehérjét csapta ki, nem detektaltunk kis
RNS-t sem a CymRSV, sem a Cym19stop fertdzott novényekbdl késziilt fehérjekivonatok IP-
jeinek eluatumaiban (E6. ébra 3. és 6. oszlop) (Lakatos et al., 2004).

CymRSV Cym19stop

Input
p19 IP

Input
p19 IP
cp IP
M

cp IP

SiRNS | gy @ @ 21 nt

a-pl19 -

a-cp @ wh

1 2 3 4 5 6
E6. abra A CymRSYV p19 kéti a CymRSV-bdl szairmazoé siRNS-eket in vivo

Northern hibridizacié autoradiogrammja (A). Western blot az a-p19 és a-CP ellenanyaggal B és C. A * a
p19 IP eluatumabdl kinyert Kisebb méretii viralis siRNS-eket mutatja. M- 21 nt marker

5.3. A CymRSY p19 a siRNS-ek megkotésével vonja ki a viralis siRNS-eket az RNS
silencing itvonalbdl

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a CymRSV pl9 a siRNS-ek

megkotésével gatolja a RISC kialakuldsat a Drosophila in vitro RNS silencing rendszerben.
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Azt is bebizonyitottuk, hogy a p19 in vivo is koti a viralis siRNS-eket. Mivel a p19 dézis-fiiggd
modon gatolja az RNS silencing-et in vitro, azaz egyrészt a szupresszornak el kellett érnie egy
bizonyos koncentraciot a RNS silencing teljes gatlasahoz, masrészt a szabad (a RISC-be
potencidlisan beépiild) siRNS koncentracidonak a 0-hoz kellene kozelitenie. Ezt a
hipotézisiinket in vivo is tesztelni akartuk. Amennyiben a sikeres CymRSV fertdzés feltétele
az, hogy a viralis siRNS-t megkdti a p19 fehérje, akkor a p19 altal megkotott és az an. “szabad”
siRNS-ek kiilonb6zé méretiik alapjan gélkromatografidval szétvalaszthatok. Hipotézisiink
tesztelése érdekében CymRSV-vel fertdzott N. benthamiana ndvények szisztemikus leveleibdl
fehérjekivonatot készitettiink, majd Superdex 200HR gélkromatografias oszlopon
szétvalasztottuk. A paratlan szamu frakciokbol RNS-t izolaltuk, majd Northern blottolassal
kimutattuk a virdlis siRNS-eket (E7 dbra A). A paros szamu kromatografids frakciokbol
Western blottolassal a p19 jelenlétét mutattuk ki (E7. dbra B). Az eredményeink értékeléséhez
protein méretmarkereket is szétvalasztottunk gélkromatografidval. A Northern blottolds
eredménye alapjan megéllapitottuk azt, hogy a viralis siRNS-ek két mérettartomanyba estek.
Nagy mennyiségli viralis siRNS-t detektaltunk a kb. 100 kDa tartoméanyban, mig a kb. 29 kDa
mérettartomanyban nagyon kis mennyiséget detektaltunk (E7. 4dbra A). Ezzel szemben
CymRSV pl9 fehérjét kizardlag a kb. 100 kDa mérettartomanyban detektaltunk, abban a
mérettartomanyban, ahol a CymRSV siRNS-ek jelentds részét is talaltuk (E7. dbra B). A
kisérlet kontrolljaként a Cym19stop mutans virussal fertztiink novényeket, majd a kisérlet
sordn ugyanugy jartunk el, mint a CymRSV-vel fert6zott novények esetében. Ebben az esetben
kizarolag a kb. 29 kDa mérettartomanyban detektaltunk viralis siRNS-eket (E7 abra C),
melyeket “szabad”, kdtésben nem 1évd siRNS-eknek tekintettiik. Ezen eredményiink alapjan
az E7 ébra A paneljén 1év6 29 kDa mérettartomanyba esdé siRNS-eket is szabad siRNS-eknek
tekintettiik.
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E7. abra. A CymRSYV p19 az dsszes viralis siRNS-t megkoti

CymRSV fertézott novényekbdl késziilt fehérjekivonat gélfiltraciés frakcidinak elemzése Northern
blottolassal (A). B. U.a.,, mint A., a frakciébdl a p19 jelenlétének kimutatisa Western blottolassal.
Cym19stop fert6zott novényekbdl késziilt fehérjekivonat gélfiltracios frakcidinak elemzése Northern
blottolassal (C).

Kisérleteink eredményébdl arra kovetkeztettiink, hogy hipotézisiink helyes volt, a
virust aktivan replikéalo szovetekben az p19 szinte az §sszes viralis siRNS-t megkototte, és igy
akadalyozta meg a virdlis siRNS-ekkel felépiildé RISC-ek kialakuldsat. Munkank
eredményeként elsdként tettiink javaslatot egy virdlis RNS silencing szupresszor miikodési

mechanizmusara (Lakatos et al., 2004).

5.4. RNS silencing szupresszorok vizsgalata egy egységes in vitro és in vivo
rendszerben

A Potyvirus-ok (azon beliil is a Tobacco etch virus) HC-Pro fehérjéje volt a
legrégebben ismert RNS silencing szupresszor. A HC-Pro egy multifunkciondlis fehérje,
szerepet jatszik a rovaratvitelben, és a fehérje N-terminalisan 1év6 protedz domén felelés a HC-

Pro levagéséaért a genomi RNS-rdl transzlalédo poliproteinrdl (Urcuqui-Inchima, Haenni et al.,
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2001). A HC-Pro silencing szupresszor aktivitasat kiilonb6zd rendszerekben vizsgaltak, és
tobb modellt javasoltak a miikddési mechanizmuséra. A legkorabbi eredmények azt mutattak,
hogy a HC-Pro egyarant gitolja a transzgén- és a virus indukdlta RNS silencing-et
(Anandalakshmi, Pruss et al., 1998, Kasschau & Carrington, 1998). Mds csoportok eredményei
szerint a HC-Pro képes a mar aktiv RNS silencing hatdsat visszaforditani (“silencing reversal
assay”) (Brigneti, Voinnet et al., 1998, Voinnet, Pinto et al., 1999). Szintén masok szerint a
HC-Pro a DICER aktivitas gatlasaval csokkenti siRNS-ek képzddését (Dunoyer, Lecellier et
al., 2004, Mallory et al., 2001). A harmadik modell szerint a HC-Pro a gazda rgs-CAM
(Anandalakshmi, Marathe et al., 2000). A negyedik modell szerint a HC-Pro a siRNS-ek
szalainak szétvalasztasanak gatlasaval csokkenti RISC-ek kialakulasat, mivel a HC-Pro
expresszaltatdsa megnovelte a ds siRNS-ek mennyiségét a sejtekben (Chapman, Prokhnevsky
et al., 2004).

A fent emlitett rendkiviil szertedgazd eredmények hatisara elhataroztuk, hogy
kialakitunk egy egységes rendszert a HC-Pro és mas silencing szupresszorok miikodési

mechanizmusanak vizsgélatara.

5.4.1. A p19, HC-Pro és a p21 egyarant gatolja a RISC kialakulasat in vitro

A Drosophila in vitro RNS silencing rendszerben jol jellemzett a RISC felépiilésének
mechanizmusa (Pham, Pellino et al., 2004, Tomari, Du et al., 2004). Korabban ebben a
rendszerben sikeresen jellemeztiik a CymRSV p19 fehérjét is (Lakatos et al., 2004).

Munkdénk soran megvizsgaltuk a TEV HC-Pro, a Beet yellows virus (BYV) p21 és a
Rice hoja blanca virus (RHBV) NS3 fehérjéinek hatasat a siRNS indukalta RNS silencing-re.
Kontrollként a CIRV pl9 fehérjét hasznaltuk. A CIRV pl9 magas homologidt mutat a
CymRSV pl9 fehérjével. A CIRV p19-siRNS ko-kristaly szerkezete azt mutatta, hogy a p19
dimerként koti a siRNS 5° végi foszfat csoportjait (Vargason et al., 2003). Ez az eredmény
megerdsitette kordbbi in vitro és in vivo rendszerekben elért eredményeket (Lakatos et al.,
2004, Silhavy et al., 2002). A p19, a p21 és az NS3 fehérjéket E. coli-bol (Vargason et al.,
2003) (Chapman et al., 2004) (Hemmes et al., 2007), mig a HC-Pro-t TEV-vel fertdzott M.

tabacum ndvények levelébdl tisztitottuk (Ruiz-Ferrer, Boskovic et al., 2005).
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E8. abra. A p19, HC-Pro és a p21 hatisa a target RNS vagasra a direkt és az indirekt kompeticios

vizsgalatban

Reprezentativ target RNS vagas a direkt és az indirekt kompeticids kisérletben ap19 (A és B), a p21 (D és
E) és a HC-Pro esetében (G és H). A target RNS vagas abrazolasa a direkt és az indirekt rendszerben 3
ismétlésben. A direkt kompeticiés eredményeket feketével, az indirekt kompeticios kisérletekbél szarmazé
értékeket piros szinnel jeldltiik. (C) p19, (F) p21, (I) HC-Pro. Az elvagott target RNS aranyat a szupresszor

koncentracio fiiggvényében abrazoltuk.
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Két kisérleti beallitast hasznaltunk, az Gn. direkt kompetitiv koriilmény a RISC
kialakulasat, az Gn. indirekt kompetitiv kisérleti megkozelités az aktiv RISC-eket (in vivo
koriilmények kozott megfelel a silencing reversal assay-nek) modellezi. A direkt kompetitiv
rendszerben a siRNS-t, a szupresszor fehérjét és a target RNS-t egy idében adtuk az
fehérjekivonathoz, mig az indirekt rendszerben a siRNS hozziadasaval indukaltuk az RNS
silencing-et, majd 20 perc utan hozzaadtuk a target RNS-t és a szupresszor fehérjét.

Korabbi eredményeinkhez hasonldéan a CIRV pl19 hatékonyan gétolta a target RNS
vagast a direkt kompetitiv kisérletben (Lakatos et al., 2004). Az 50%-o0s RISC aktivitashoz
sziikséges p19 koncentraciot (IC50) 15,247+2,3 nM-nak mértiik (E8 abra A és C). A GST-p21
fehérje szintén gatolta a target RNS vagast ebben a vizsgélati rendszerben, azonban magas
GST-p21 koncentracié sem okozott teljes silencing szupressziot. A GST-p21 esetében sikeriilt
siRNS kotést kimutatni in vitro, az Aaltalunk alkalmazott koriilmények kozott mért
Kiitszlagos=22 nM (dbra nem mutatja). Az RHBV NS3 fehérjét maltose binding protein tag-gel
(MBP tag) termeltettiik E. coliban. Az in vitro rendszerben az 50%-o0s RISC aktivitdshoz
sziikséges NS3 inhibitor koncentraciot (IC50) 12 nM-nak mértiik (Fiiggelék, 1A. dbra). Az
NS3 nagy affinitassal koti a 21nt kis RNS-t, az NS3-siRNS komplex latszélagos disszociacios
allandoja a nanomolos tartomanyba esik (Kjsszs/agos=2,45+0,26 nM) (dbra nem mutatja). A
dohanylevélbdl tisztitott HC-Pro is gatolta a target RNS vagast (ICso=118,224+5,36 nM) (ES.
abra G ¢és I). A vartnak megfelelden, az indirekt kompetitiv rendszerben sem a p19, sem a p21
¢s az NS3 sem nem gatolta az egyszalu siRNS-t tartalmazé aktiv RISC-ek miikddését, hiszen
mindkét szupresszor duplaszalu siRNS-kotd aktivitdssal rendelkezik (E8 é4bra B és E,
Fiiggelék, 2B. dbra). A HC-Pro esetében azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy nem gatolta
az aktiv RISC-ek miikodését in vitro (E8. abra H ¢éa I). EbbOl az eredménybdl azt a
kovetkeztetést is levonhatjuk, hogy az altalunk hasznalt in vitro rendszer nem felel meg az in
vivo korliilményeknek és ezért nem kaptunk silencing szupressziot (Brigneti et al., 1998,
Tomari et al., 2004). Ennek ellentmond az az altalunk kapott eredmény, hogy a HC-Pro fehérje
dozis fiiggd modon (a p19-hez, a p21-hez és az NS3-hoz hasonldan) gatolta az RNS silencing-
et a direkt kompetitiv rendszerben, de az indirekt kompetitiv rendszerben nem mutat silencing

szupresszor aktivitast (E8. dbra, Fiiggelék, 1. dbra).
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5.4.2. A p19, p21 és a HC-Pro a silencing iniciator komplex kialakulasanak gatlasaval
akadalyozza meg a RISC felépiilését

Az irodalmi adatoknak ellentmond6é eredményeink hatisara tovabbi in vitro
vizsgalatokat végeztiink el. Kidolgoztdk korabban, hogy hogyan kovethetd nyomon a
Drosophila RNS silencing rendszerben a koztes RNS silencing komplexek és a RISC
kialakuldsa (Pham, et al, 2004). Munkénk sordn a silencing szupresszorok jellemzéséhez a
Pham et al (2004) modszerét adaptaltuk, amelynek miikodését roviden ismertetem. A
Drosophila embri¢ fehérjekivonatban az RNS silencing-et radioaktivan jelolt duplaszala
siRNS hozzaadasaval indukaltdk, majd 3,9 %-os nativ PAGE gélen valasztottak szét a kialakult
komplexeket. A komplexeket genetikai és biokémiai megkozelitéssel is jellemezték, ezért sok
informadcio all rendelkezésiinkre az azokat alkotd fehérjékrdl és a mitkddésiikrol. A legnagyobb
mennyiségben kialakult komplexben a DICER2 és R2D2 fehérjék taldlhatok meg. Az R2D2
egy ds RNS-kot6é fehérje, igy ebben a komplexben a siRNS még duplaszalu formaban van
jelen. Ez alakul tovabb az tn. RISC Loading Complex-szé (RLC), amely ezen koriilmények
kozott a leginstabilabb és ATP hidnydban nem alakul ki (Pham et al., 2004). Az RLC ATP
igénye feltehetden arra utal, hogy ebben a stddiumban megkezdddhet a duplaszalt siRNS-ek
szalainak szétvalasa valamiféle energiat igényld “motor” molekula/molekuldk hatisara. Az
RLC-bdl alakul ki a legnagyobb méretii komplex, a RISC, amelyben egyszali siRNS talalhato,
ez a komplex képes a target RNS elvagasara, ezért ezt aktiv, vagy holo-RISC-nek is nevezziik
(Pham et al., 2004). A modszer beallitdsa utan radioaktivan jelolt let-7 siRNS-sel indukalt
koriilmények kozott 3 komplexet detektaltunk (E9. abra 2. oszlop). Annak eldontésére, hogy
ezek megfelelnek-e Pham et al (2004) altal leirtaknak, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Az
RNS silencing-et radioaktivan nem jelolt let-7 siRNS-el indukaltuk, majd a komplexek
feltételezett kialakuldsa utdn egy radioaktivan jelolt 2°-O-metil nukleotidokbdl all6 mRNS
analog molekulat adtunk a reakciohoz, amely reverz komplementere volt a let-7 RNS-nek. A
2’-O-metil nukleotidokbol 4ll6 molekula RNS-ekkel alkotott hibridje stabilabb, mint az RNS-
RNS kotés, ezért az igy “megjelolt” komplexet konnyli detektalni. Ahogy az E9. abra 3
oszlopéaban is latszik, a radioaktivan jeldlt 2’-O-metil target analog a RISC-el fut azonos
magassagban, ami azt bizonyitja, hogy ds siRNS-sel indukalt koriilmények kozott a
leglassabban vandorlo komplex megfelel az aktiv RISC-nek. Erdemes még megjegyezni, hogy
a radioaktivan jelolt 2°-O-metil target RNS-t tartalmaz6 oszlopban a ds siRNS-t tartalmazé
DICER-R2D2 komplexet nem lattuk feltehetden azért, mert ez a komplex ds siRNS-eket

tartalmaz. Tovabba, mikor a let-7 siRNS-sel indukalt reakcidhoz olyan radioaktivan jeldlt 2°-
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O-metil target analdgot adtunk, amely nem reverz komplementere a let-7 RNS-nek, akkor nem

kaptuk meg a RISC-et (E9. 4bra 4. oszlop).
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E9. abra Az RNS silencing komplexek képzédésére a Drosophila ir vitro rendszerben

1. Ds siRNS 6nmagaban. 2. Radioaktivan jelolt ds siRNS indukalta komplexek elvalasztasa nativ gélen. 3.
A silencing komplexek kialakuladsat jeloletlen ds siRNS-sel indukaltuk, majd radioaktivan jelolt target RNS
analogot adtuk a reakciéhoz, hogy kimutassuk a RISC-et. 4. A 3. oszloppal megegyezd, de a target analog
molekula nukleotid sorrendjét tekintve nem felel meg a RISC-be beépiilt siRNS szal reverz
komplementerének.

Ebben a jol jellemzett rendszerben vizsgaltuk meg a rekombindns RNS silencing
szupresszorok hatdsat a silencing komplexek kialakuldsara. Kisérleteink soran ugyanazokat a
koriilményeket (fehérjekivonat, radioaktivan jeldlt siRNS, szupresszor fehérje koncentracioja)
hasznaltuk, mint a target RNS vagast bemutato kisérleteinkben, azért, hogy az eredmények az
egyes szupresszorok esetében Osszevethetéek legyenek. Tovabba, ezekben a kisérletekben is
alkalmaztuk az Gn. direkt és indirekt kompetitiv beéllitadsokat, mert ettdl valaszt reméltiink arra
a kérdésre, hogy az adott szupresszor fehérje az RNS silencing mely 1épésénél gatolja a RISC
kialakulasat.

Eredményeink szerint a pl19 dozisfiiggé modon gatolta mind a hdrom silencing
komplex kialakuldsat a direkt kompetitiv rendszerben (E10. dbra A 4-15. oszlop), ezzel egyiitt

a pl9-siRNS komplex koncentracidja emelkedett. Ezzel szemben az indirekt kompetitiv
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rendszerben a pl9 koncentracid ndvekedésével csak a siRNS-DICER2-R2D2 komplex
koncentracidja csokkent, a RISC és az RLC koncentracidja alig csokkent. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a ds siRNS-kotd képességgel rendelkezd p19 az RNS silencing inicidcidjaban
szerepet jatszO ds siRNS-kotd komplex kialakuldsat gatolja. Amennyiben a feltehetéen
egyszali siRNS-t tartalmazd RLC ¢és a bizonyosan egyszali siRNS-t tartalmaz6 RISC mar
kialakult, a p19 mar nem képes beleavatkozni az RNS silencing folyamataba E10. dbra A és
B).

Hasonl6 eredményeket kaptuk a p21 és az NS3 esetében is. Ez nem meglepd, mivel a
p19 mellett a p21 és az NS3 is siRNS-kotd tulajdonsaggal rendelkez6 silencing szupresszor.
Szeretném megjegyezni, hogy az dltalunk hasznalt futtatasi koriilmények kozott a sem a GST-
p21-siRNS, sem az NS3-siRNS komplexeket nem tudtuk elvalasztani a siRNS-DICER2-R2D2
¢s az RLC komplexektdl, ezért csak a RISC mennyiségét mértiikk meg (vesd 0ssze az E10. dbra
C 3 ¢és 8 oszlopat, Fiiggelék 2A, B és C. abra).

A HC-Pro jellemzése sordn érdekes megfigyelést tettiink. A direkt kompetitiv
rendszerben megjelent egy 1) komplex abban a reakcidoban, amelyben a HC-Pro-t 71,25 nM
koncentracioban alkalmaztuk (E10. abra D 6. oszlop). Az 01j komplex koncentracioja a HC-Pro
1uj komplex megjelenésével csokkenni kezdett az siRNS-DICER2-R2D2 és a RISC
mennyisége is. Az RLC-t nem tudtuk mérni, mivel a feltehetdleg HC-Pro fehérjék éltal alkotott
komplex kdzel ugyanabban a magassagban futott. Megvizsgaltuk a tisztitott rekombinans HC-
Pro siRNS-koté képességet onmagaban és azt tapasztaltuk, hogy kisebb affinitassal koti a
siRNS-t, mint ahogy arra a fehérjekivonat jelenlétében képes (E10. abra D, vo. 2-9 és 11-17
oszlopait). Mindezek mellett a rekombinans HC-Pro 6nmagéban kisebb méretii komplexet
képez a siRNS-sel, mint fehérjekivonat jelenlétében (E10. abra D, vo. 2-9 és 11-17 oszlopait).

Heparinnal kezeltik a Drosophila embrié fehérjekivonatot. Mivel a heparin
megakadalyozza a silencing komplexek kialakulasat, ezért heparin kezeléssel kizartuk annak a
lehetdségét, hogy a HC-Pro megvaltozott siRNS-ko6td tulajdonsdga kapcsolatban legyen az
RNS silencing-gel (Pham et al., 2004, Tomari et al., 2004). A HC-Pro ennek ellenére nagyobb
affinitassal és nagyobb méretli komplexben kototte a siRNS-t, mint fehérjekivonat nélkiil.
Feltehetleg a Drosophila fehérjekivonat egy “fehérjegazdag” kornyezetet alakit ki, minek
hatdsara megné a HC-Pro fehérje aktiv frakcidjanak ardnya. Nagy valdszinliség szerint ez
torténhetett, mert ugyanezt a hatast el lehetett érni néhany mikrogramm Arabidopsis

sejtkultirabol szarmazo fehérjekivonattal is (lasd késobb).
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A direkt kompetitiv kisérleti bedllitdisban a HC-Pro fehérje megakadalyozta a
silencing iniciaciojaért felelés DICER2-R2D2 komplex kialakuldsat. Az indirekt kompetitiv
rendszerben is ugyanabban a koncentracidoban alkalmaztuk a HC-Pro fehérjét, de csak a siRNS-
DICER2-R2D2 komplex mennyisége csokkent, de a HC-Pro az aktiv RISC-re nem volt
hatassal (E10. dbra E).

A Drosophila in vitro rendszerben elért eredményeink az mutatjak, hogy a TEV HC-
Pro siRNS-kot6 tulajdonsaggal rendelkezik és a CIRV p19,a BYV p21 és az RHBV NS3 RNS
silencing szupresszorokhoz hasonléan a siRNS-ek megkdtésével akadalyozza meg a RISC

kialakulaséat (Merai et al., 2006).
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E10. abra A szupresszorok hatasa a silencing komplexek képzédésére

Reprezentativ direkt és indirekt kompetitiv kisérlet bemutatiasa a p19 (A és B), a p21 (C) és a HC-Pro
esetében (D és E). A képzédott RNS silencing komplexek mennyiségének abrazolasa a direkt és az indirekt
rendszerben 3 ismétlésben. A RISC mennyiségét pirossal, az RLC-t zélddel, mig a siRNS-DICER2-R2D2
mennyiségét a kontrollhoz 1épes fekete szinnel jeloltiik. A komplexek aranyat a szupresszor koncentracié
fiiggvényében dbrazoltuk.
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5.5. ATEV HC-Pro fehérje a 21 nt siRNS 3’ végét koti

Az RNS silencing kdzponti molekulai a siRNS-ek, amelyek 21-25 nt hosszusagu
duplaszali A-hélix szerkezettel rendelkezd molekuldk. 5’ végiikon foszfat csoportot és a 3’
végiikon két bazisparos tulnyuld véget tartalmaznak, amelyek az un. RN-4z III csoportba
tartozd DICER enzimek vagasi termékeire jellemzoek (Ding & Voinnet, 2007, Hutvagner,
McLachlan et al., 2001). A CIRV p19 fehérje a 21 nt hosszusagu siRNS-eket koti a legnagyobb
affinitdssal, biokémiai ¢és  szerkezetbioldogiai megkozelitések  eredményeképpen
megallapitottak, hogy a p19 a kis RNS-ek 5’ foszfat csoportjat koti meg (Dunoyer et al., 2004,
Vargason et al., 2003).

Munkénk soran célul tliztik ki a HC-Pro fehérje siRNS kotési tulajdonsagainak
meghatarozasat. EMSA kisérleteket végeztiink, amelyben kiilonb6z6 hosszisagi és szerkezeti
tulajdonsagokkal biré kis RNS molekuldkat hasznaltunk. A Drosophila in vitro rendszerben
tett megfigyelésiink alapjan a rekombinans HC-Pro affinitasat a kiilonb6z6 siRNS-ekhez
onmagaban és Arabidopsis thaliana sejtszuszpenzios kultirabol szarmazé nyers fehérjekivonat
jelenlétében vizsgaltuk meg (E11. dbra A, B, C és D panel vo. 1-8 és 9-17. oszlopokat). Az
affinitas vizsgélatokhoz 21 és 24 nt hosszusagu szabalyos siRNS-eket, valamint 19 és 21 nt
tompa végli duplaszali RNS molekulakat hasznaltunk (E10. dbra). Eredményeink szerint a
legnagyobb affinitassal a 21 nt-os szabalyos siRNS molekulat kotdtte a HC-Pro. A 24 nt siRNS
¢s a tompa véggel rendelkezd 19 és 21 nt hossziusagi molekuldkkal alkotott komplexeket
gyengén lehetett detektalni (E11. dbra A, B, C és D). Tovabba, a HC-Pro az egyszali 21 nt
siRNS-et sem kototte az altalunk alkalmazott koriilmények koézott (nem kozolt eredmény).
Ezek alapjan levonhatjuk azt a kovetkeztetés, hogy a HC-Pro csak a 21 nt duplaszalu siRNS-
eket koti, és a siRNS-ek 3’ tulnyalo végei fontos szerepet jatszanak a kotés kialakitasaban. A
Drosophila in vitro rendszerben elért eredményeinkhez hasonléan az A. thaliana fehérjekivonat
jelentésen megndvelte a HC-Pro affinitdsat az sszes duplaszala RNS molekuldhoz (E11. abra

A, B, CésD).
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E11. abra A HC-Pro kis RNS kétése 6nmagaban és A. thaliana extraktum jelenlétében.

21 nt ds siRNS (A), 19 nt tompa végii dsRNS (B), 24 nt 3’ végén 2 nt tilnyulé véggel rendelkezé kis RNS
(C), 21 nt tompa végii kis RNS (D). A panelek bal oldalan az adott kis RNS-eket HC-Pro-val, mig a jobb
oldalan a HC-Pro-val és A. thaliana extraktummal inkubaltuk egyiitt.

5.5.1. A HC-Pro in vivo jellemzése

Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy a CymRSV fertdzés soran nagy
mennyiségli virdlis siRNS keletkezik, és a p19 a viralis siRNS-ek megkotésével akadalyozza
meg az RNS silencing kialakulasat. A HC-Pro-val kapcsolatos in vitro eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy a HC-Pro is egy siRNS-kotd képességgel rendelkezd silencing
szupresszor. Azonban masok eredményei szerint a TEV HC-Pro megakadalyozta a siRNS-ek
képzddését stabil transzgenikus dohany és Arabidopsis novényekben (Mallory et al., 2001).
Ezért tovabbi munkank sordn megvizsgéaltuk azt, hogy TEV fertézott N. benthamiana
ndvényekben a HC-Pro fehérje gatolja-e siRNS-ek képzddését. TEV fertdzott N. benthamiana
novények szisztemikus leveleibdl totdl RNS-t izolaltunk 0, 3, 6, 9 és 12 nappal a fertdzés utan.
A nagy moltdomegli RNS-eket formaldehid-agardéz gélen szétvéalasztottuk ¢és Nortern

blottolassal mar 3 nappal a fertdzés utan ki tudtuk mutatni a TEV genomi RNS jelenlétét a
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fert6zott levelekben. Tovabba a fertdzés utan eltelt id6 elérehaladtaval a TEV genomi RNS
mennyisége ndtt (E12. abra A, felsé panel). Ugyan ezekbdl az RNS preparatumokbol TEV
eredetli viralis siRNS-ek jelenlétét is kimutattuk. A siRNS-ek szintén 3 nappal a fert6zés utan
jelentek meg, és a genomi RNS mennyiségének novekedésével parhuzamosan a siRNS
mennyiség is nétt az idovel (E12. abra A, als6 panel). Mivel a genomi és a siRNS-ek
mennyisége nott és hasonldé modon valtozott a fert6zés soran, ebbdl azt a kovetkeztetés vontuk

le, hogy a TEV HC-Pro nem gatolja a viralis siRNS-ek kialakulasat in vivo.
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E12. abra A TEV HC-Pro nincs hatéassa a viralis siRNS-ek képzodésére

TEV genomi és TEV eredetii siRNS-ek kimutatisa Northern blottolassal 0, 3, 6, 9 és 12 nappal a fert6zés
utan (A). A TEV 6xHis-HC-Pro kis RNS-koté tulajdonsaganak bemutatisa immunoprecipitacioval (B).
Immunoprecipitacidval feldisitottuk a TEV 6xHisS-HC-Pro fehérjét és Western blottolassal mutattuk ki
©).
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5.5.2. A TEV HC-Pro duplaszalu si- és miRNS-eket kot in vivo

In vitro eredményeink szerint a TEV 6xHis-HC-Pro siRNS-kot6 tulajdonsagot
mutatott (E10. és E11. 4dbra). Tovabba, a 6xHis-HC-Pro nem volt a hatassal a TEV eredetli
viralis siRNS-ek keletkezésére sem. Ezért megvizsgaltuk az, hogy a TEV HC-Pro milyen kis
RNS-eket kot in vivo. A kérdés megvalaszolasara TEV-vel fert6zott N. benthamiana novények
szisztemikus leveleibdl fehérjekivonatot készitettlink IP1 pufferben és az anti- 6xHis
ellenanyaggal immunoprecipitaltuk a TEV altal termelt 6xHIS-HC-Pro fehérjét. Az
eludtumbdl fehérjét és RNS-t izolaltunk, majd Northern és Western blottolassal mutattuk ki a
kis RNS-ek és a 6xHis-HC-Pro jelenlétét. Eredményeink azt mutattdk, hogy a 6xHis
ellenanyag specifikusan immobilizalta a 6xHis-HC-Pro fehérjét a TEV 6xHis-HC-Pro virussal
fert6zott novényekbdl, mert a virussal nem fert6zott ndvényekbdl nem tudtunk 6xHis-HC-Prot
kimutatni (E12. abra C). Az IP eluatumok Northern analizise azt mutatta, hogy TEV eredetii
siRNS-eket csak a TEV-vel fertézott ndvényekbdl tudtunk kimutatni. A miR171
expresszidjanak vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy az érett miR171 miRNS mind a TEV
fertézott, mind a mock fert6zott novényekbdl kimutathatd. Az érett miR171 kvazi
komplementer szala, az miR171 csillag szl (miR171*) a TEV fert6zott ndvényekben és a
6xHis ellenanyaggal végzett IP eluatumabol egyarant kimutathat6 volt, ami arra utal, hogy a
miR171 duplaszalu formajat “konzervalta” a HC-Pro fehérje a TEV fert6zés sordan (E12. dbra
B). Ezutan azt is megvizsgaltunk, hogy a miRNS-ek mellett vajon a virdlis siRNS-ek is
duplaszali formaban vannak-e jelen a TEV-vel fertdzott novényekben. Ezért a HC-Pro
immunoprecipitacio eluatumabol RNS-t izoldltunk, amelyet 15 %-os nativ PAGE gélen
futtatunk meg egyszala és duplaszalu szintetikus siRNS-ekkel egytitt és Northern blottolassal
mutattuk ki a kis RNS-ek jelenlétét. A TEV-vel fertdzott novényekbdl immunoprecipitalt
virdlis siRNS-ek egyértelmlien a 21 nt duplaszali kontroll RNS-sel futottak ugyanabban a
magassagban, ami azt jelenti, hogy a TEV HC-Pro in vivo is kis RNS-koté funkcioval
rendelkezik (E13. abra).
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E13. abra A TEV HC-Pro a 21 nt hossziisagi duplaszali siRNs-eket koti in vivo

A TEV HC-Pro immunoprecipititumbdl izolialt RNS-t 15 %-os nativ gélen futtattuk meg egyszalu és
duplaszali siRNS kontrollok mellett.

Tovabbd, ez az eredmény arra is utal, hogy a TEV-rdl képzodott virdlis siRNS-ek 21
nt hosszsaguak. Korabbi in vitro eredményeink azt mutattdk, hogy a rekombinans TEV HC-
Pro a 21 nt ds siRNS-hez mutatta a legnagyobb affinitast (E11. abra). Ugyanezt ez eredményt
kaptuk a BY'V virus esetében is in vivo (Merai et al., 2006).

5.6. A duplaszalu siRNS-koto RNS silencing szupresszorok gatoljak a target RNS
vagasat in vivo

Az RNS silencing antiviralis funkcidja magaban foglalja a virus felismerését és
2002). Agroinfiltracios rendszerben megvizsgaltuk, hogy a ds siRNS-kétd RNS silencing
szupresszorok gatoljdk-e a target RNS vagast in vivo. N. benthamiana ndvényekbe
agroinfiltraltuk a GPF-inverted repeat-et (GFP-IR), a kiilonb6z6 szupresszorokat ¢&s
szupresszor mutansokat, valamint a 35S-GFP-t, mint target RNS-t (ez a kisérleti beallitas a
direkt kompetitiv in vitro rendszernek feleltethetd meg). Northern blottolassal vizsgaltuk meg
a target RNS vagas hatékonysagat és a GFP-IR-rdl képzddott kis RNS-ek mennyiségét. Az
E14. abran jol lathato, hogy a GFP-IR erdsen indukalta az RNS silencinget, ami hatékony GFP
degradaciot idézett eld. A siRNS-kotd szupresszorok, igymint a CIRV p19, TEV HC-Pro és
BYV p21 erésen szupresszaltdk az RNS silencing-et (E14. dbra), mikdzben nem gétoltak a
GFP-IR-rdl képz6dott siRNS képzddést in vivo. A kis RNS képzddést egyediil a reovirus
sigma3 fehérje gatolta, amirdl ismert, hogy nagy affinitassal koti a hosszi duplaszala RNS
molekulakat, igy akadalyozva meg a siRNS-ek képzddését (Lichner, Silhavy et al., 2003) (E14.

abra felsd also és felsé panel). Ugyanakkor azok a szupresszor mutansok, amelyek nem
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képesek a siRNS-eket megkotni (Chiba, Reed et al., 2006, Vargason et al., 2003, Yu et al.,
2006), nem mutattak RNS silencing szupresszor aktivitast (E14. abra).

GFP+GFP-IR+p19 W39/42R
GFP+GFP-IR+p21 8A-21

GFP+GFP-IR
GFP+GFP+pl19
GFP+GFP-IR+HcPro
GFP+GFP-IR+HcPro-AS3
GFP+GFP-IR+p21
GFP+GFP-IR+sigma3

mock
GFP

GFP mRNS —

30 nt — ' ' ‘ :
v | __ GFP
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E14. abra A siRNS- kot6é szupresszorok nem gatoljak a siRNS képzédést in vivo

5.7. A duplaszalu siRNS-koté RNS silencing szupresszorok nem gatoljak a si- és a
miRNS indukalta aktiv RISC-eket in vivo

A ds siRNS-kot6 silencing szupresszorok hatékonyan gatoltak a RISC felépiilését és
ezaltal a RISC aktivitast a Drosophila in vitro rendszerben, azonban az egyszali siRNS-t
tartalmaz6 aktiv RISC-et nem képesek gatolni. /n vitro vizsgalatainkat szerettiik volna in vivo
eredményekkel is aldtdmasztani, ezért Iétrehoztunk 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 M.
benthamiana ndovényeket Cym19stop virussal fertdztiik. 14-18 nappal a fert6zés utan a novény
elkezd kigyogyulni a p19 fehérjét nem expresszald, attenualt virus altal okozott fertézésbol,
mivel a fertézott névény RISC komplexeibe nagy mennyiségli virdlis siRNS épiilt be, igy az
RNS silencing visszaszoritja az attenudlt virust. A kisérleti rendszerlinkh6z két GFP alapi

riportergént alakitottunk ki. A GFP-Cym konstrukciorol olyan mRNS irodik at, amely a GFP

62



dc_1252 16

LAKATOS LORANT AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES

ORF utén a Cym19stop virus 3’végéhez kozeli régiojabal tartalmaz egy kb. 200 bp-os régiot.
Ezt az mRNS-t a Cyml9stop virussal fertdzott novények leveleiben 1évé RISC-ek a
szekvenciahomoldgia miatt nagy hatékonysaggal képesek degradalni. Kontrollként egy
hasonl6 konstrukciot épitettiink, abban azonban a Pothos latent virus (PoLV) 3’ végén talalhato
kb. 200 bp-os régidt illesztettiink a GFP ORF utan (GFP-PoLV). Mivel a Cym19stop és a PoLV
kozott alacsony a szekvenciahomoldgia, az Cym19stop-pal fertézott novényekben az RNS

silencing nem degradalja a GFP-PoLV mRNS-t (E15
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E.15. abra A siRNS-koto silencing szupresszorok nem gatoljak a viralis siRNS-sel toltott RISC-eket in
planta

A GFP-Cym és GFP-PoLV konstrukciok sematikus abrazolasa (A). A riportergénekkel és a
szupresszorokkal infiltralt levelek lithaté és UV fényben (B). A szupresszorok osszevetheté mértékben
expresszilnak mind a GFP-Cym, mind a GFP-PoLV-val egyiitt infiltralva (C). Az infiltralt foltok Northern
és Western analizise (D). A Northern blot autoradiogrammjan jél lithaté A GFP-Cym mRNS és a GFP
ORF, mint vagasi termék kozotti méretkiilonbség (felsé panel, vo. az 1. oszlopot a 3., 5., és 7. oszloppal). A
legals6 panelen a GFP expresszidjat vizsgaltuk.
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A kigyogyulas jeleit mutato Cyml9stop virussal fertdzott novények leveleit a
riportergénekkel és a silencing szupresszorokkal infiltraltuk. 36-48 6ra inkubéci6 id6 utdan UV
fény alatt megvizsgaltuk a GFP expressziojat. A GFP mRNS expresszidjat Northern-, a GFP
fehérje mennyiségét Western blottolassal allapitottuk meg. Az UV fényben végzett vizualis
vizsgalat szerint a Cym19stoppal meg nem fert6zott ndvényekben a két riportergén egyforman
expresszalt (E15 dbra A). Ezzel szemben a Cym19stop virussal fert6zott novények leveleiben
a siRNS- kot6 silencing szupresszorok, ugymint p19, HC-Pro, p21 nem gétoltak az aktiv RISC
mitkddését (E15. abra B), ami a GFP-Cym riporterkonstrukcioval infiltralt levelekben a GFP-
Cym mRNS vagasahoz vezetett (E15. dbra C). Szeretnénk megjegyezni, hogy a GFP-Cym
konstrukcioval infiltralt levelekben egyforma (kb. GFP ORF méretli vagasi terméket
detektaltunk a Northern blottolassal. Erre az lehet a magyarazat, hogy a viralis siRNS-sekkel
to1tott RISC komplexek csak a Cym19stop eredetli 3° nem-transzlalodo régidban talaltak el a
GFP-Cym mRNS-t. A GFP régiorol nem keletkezett masodlagos siRNS a viszonylag rovid,
36-48 oras inkubacids id6 alatt (Schwach et al., 2005), ezért in vivo rendszeriink csak a holo-
RISC aktivitdsat mérte. Ezzel 6sszhangban, jelentésen nagyobb mennyiségli GFP fehérjét
mutattunk ki a GFP-PoLV-val infiltralt foltokbol, mint azokbol, amelyeket GFP-Cym
konstrukcioval infiltraltunk (E15. dbra D (Lakatos et al., 2006)).

A miRNS indukalta aktiv RISC-ek vizsgalatdhoz két GFP alapu riporter konstrukciot
hasznaltunk. Tudtuk azt, hogy a miR171 a N. benthamiana kifejlett leveleiben méar nem irodik
at, nem alakit ki de novo RISC komplexeket. Ezért a kifejlett leveleiben taldlhaté RISC-ek
kizarolag aktiv RISC-nek tekinthetéek. A GFP-171.1 konstrukciokban a GFP ORF utan
kozvetleniil egy miR171 felismerdhely taldlhato (E16. dbra A). Amennyiben a konstrukciot
agroinfiltralassal N. benthamiana levelekbe juttatjuk, a miR171 indukalta RNS silencing
lebontja a konstrukciorol atirodott mRNS-t (E16. abra D panel, 1. oszlop), igy fehérje sem
transzlalodik réla (E16. abra, B legalso panel, D 1. oszlop). Kontrollként az un. GFP-171.2
konstrukciot alkalmaztuk (E16. dbra A), amely egy mutans miR171 felismerdhelyet tartalmaz,
amit nem vag el a miR171 indukalt RNS silencing (E16. dbra B legals6 panel, D. 1. és 2.
oszlop) (Parizotto, Dunoyer et al., 2004). Annak eldontésére, hogy a ds siRNS-kot6 silencing
szupresszorok gatoljak-e a miRNS -t tartalmazé aktiv RISC komplexeket, a GFP-171.1 és
GFP-172.1 riporter konstrukciokat a siRNS-kot6 silencing szupresszorokkal N. benthamiana
levelekbe infiltraltuk. 36-48 6ra mulva megvizsgaltuk az infiltralt leveleket UV fényben. A
kontroll riportergént és az adott szupresszort tartalmazo foltokban erds GFP aktivitast lattunk,
mig a GFP-171.1 konstrukciéval infiltralt foltokban joval gyengébb GFP aktivitast észleltiink
(E16. abra B). Az infiltralt foltok Northern és Western analizise azt mutatta, hogy a siRNS-
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kotd RNS silencing szupresszorok nem tudtdk megakadalyozni a miR171 indukélta RNS
silencing-et (E16 abra D, 1. és 3. panel). Eredményeink valodisagat bizonyitja az, hogy az
infiltralt foltokban a szupresszorok szinte azonos mértékben expresszalodtak, a silencing

szupresszid hidnya a GFP171.1 konstrukcioval infiltralt foltokban nem annak tulajdonithato,

hogy a szupresszorok kiilonb6zé mértékben expresszalodtak (E16. abra B).

E.16. abra A siRNS-kot6 silencing szupresszorok nem gatoljak a miRNS-sel toltott RISC-eket in planta

A GFP-171.1 és GFP-171.2 konstrukciok sematikus dbrazolisa (A). A riportergénekkel és a
szupresszorokkal infiltralt levelek lithaté és UV fényben (B). A szupresszorok osszevetheté mértékben
expresszalnak mind a GFP-171.1, mind a GFP-171.2-vel egyiitt infiltralva(C). Az infiltralt foltok Northern
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és Western analizise. A legalsé panelen a GFP fehérje expresszidjat vizsgaltuk (D).
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Eredményeinket Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a CIRV P19, TEV HC-Pro és
BYV p21 fehérjék ds kis RNS-kot6 tulajdonsaggal birnak in vivo. Kis RNS-k6t6 tulajdonsaguk
lehetdvé teszi a RISC felépiilésének gatlasat, ami a virdlis RNS szekvenciaspecifikus

crer

egyszalu kis RNS-t tartalmazo aktiv RISC komplexek gatlasara.

5.8. A ds kis RNS-kot6 silencing szupresszorok hatasa a kis RNS-ek metilaciojara

Az A. thaliana henl (Hua ENhancer) mutans novények fenotipusa rendkiviil nagy
hasonlésdgot mutatott a miRNS silencing-ben résztvevé génekben mutidns ndvényekével.
Tovabbi kutatasok alapjan kideriilt, hogy a HEN1 egy RNS metil-transzferaz fehérjét kodol,
ami a kis RNS-ek 3’-végének metilacigjat végzi (Li, Yang et al., 2005a). HEN1 fiiggd metilacio
hidnyéban a kis RNS-ek poliuridildlodnak és lebomlanak. Az altalunk is korabban vizsgalt és
jol jellemzett ds siRNS-kotd RNS silencing szupresszorok, igymint a tombusvirusok p19, a
TEV HC-Pro és a BYV p21 fehérjéi transzgénként A. thaliana-ban gatoltdk a miRNS-ek és
tasiRNs-ek metilacidjat (Yu et al., 2006). Ezért azt a kérdést tettiik fel, vajon a virusfert6zés
sordn a CIRV p19 és a TEV HC-Pro hogyan befolyasolja a viralis siRNS-esek és a miRNS-ek
metilaciojat.

A kérdés megvalaszolasara virusfertdzott ndvények szisztemikus leveleibdl teljes
RNS kivonatot készitettlink, majd az un. B-elimindcios reakcioval vizsgaltuk meg a kis RNS-
ek metilacidjat. A perjodattal végzett B-elimindcios reakcid (erds oxidald 1épés) soran a
metildlatlan kis RNS 3’-végén 1évo riboz gytrt felnyilik, majd ligos koriilményeket
alkalmazva a rib6z a bazissal egyiitt lehasad negativ toltésii foszfat csoportot hagyva az RNS
molekulan. A B-eliminacids reakciot 1 nukleotidos felbontasti denaturdlo PAGE gélen
megfuttatva a metilalatlan RNS a relative nagyobb negativ t6ltése miatt gyorsabban vandorol,

amit konnyen detektalhato Northern blottolassal (E17. dbra).

modositott 3’ vég normal 3' vég
—nincs reakcio — B-eliminacid
B eliminacio: - + - +
- -
-

E17. abra A B-eliminaciés reakcio sémaja (Lozsa, 2012)
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Elészor TEV és mock fertézott novények teljes RNS kivonatait vizsgaltuk meg. Az
RNS preparatumokba szintetikus, metilalatlan 21 nt hosszisagi RNS molekulat kevertiink,
amivel a B-eliminacids reakcid hatékonysagat mértiik. Sikeriilt olyan koriilményeket beallitani,
amelynél a reagenseket olyan mértékii feleslegben adtuk a reakcidokhoz, hogy a reakcid
hatékonysaga kozel 100 % volt. Eredményeink szerint a TEV eredeti siRNS-ek 100 %-ban
metildlatlan formaban voltak a fertézott ndvényekben. Megvizsgaltuk néhany miRNS
metilaltsagat is. A miR171a érett szala és a csillag szala is kb. 50%-ban volt metilalt. Hasonld
aranyban volt metilalva a miR168 és a miR168* szala is. Loading kontrollként az U6 RNS-t
hasznaltuk (E18. abra A).

A B Mock CIRV CIRV
TEV  Mock 19stop
B - + - + B - + - + - +
l TEV B8 W8 cry
E ]
"R *=® | kil - e ‘ miR171a
miR171a%* miR171a*
- .
™| mRic = & | mir168
- . -m miR168*
s e | miR168*
- . & GFP
- - - GFP
— e S| Uo
e - — U6

E18. abra A TEV és a CIRV hatasa a kis RNS-ek metilaltsagara.

A TEV-vel és Mock-Kkal fertézott névényekben az viralis si- és endogén miRNS-ek metilacids vizsgalata (A).
A CIRV19stop-pal, CIRV-vel fertézott és mock névényekben az viralis si- és endogén miRNS-ek metilacios
vizsgalata (B). Loading kontrollként U6 RNS-t hasznaltunk (A és B).

Ezutdn megvizsgaltuk a CIRV hatasat a kis RNS-ek metilacidjara. CIRV-vel,

CIRV19stoppal és mock fertézott ndvényekbdl szarmazo teljes RNS kivonatok p-eliminacios
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analizise utan megallapitottuk, hogy a ds siRNS-kotd p19 fehérjét nem termeld CIRV 19stop
mutanssal fert6zott ndvények leveleiben a virdlis eredetli siRNs-ek 100 %-ban metilaltak
voltak. Ezzel szemben a CIRV fert6z6tt ndvényekben a CIRV eredetii viralis siRNS-ek kb. 80
%-a volt csupan metilalt. A CIRV-vel fertézott ndvényekben a miRNS-ek metilaltsaga jelentds
kiilonbséget mutatott a TEV-vel fertézott novényekben 1évé miRNS-ekhez képest. Az
miR171a érett szala 100 %-ban metilalt volt és nem tudtuk kimutatni a miR171a* szalat. A
miR 168 erds indukciot mutatott a CIRV-vel fertdzott novényekben a CIRV 19stoppal fert6zott
¢s a mock novényekhez képest, és a p19 jelenléte alig csokkentette a miR168 és miR168*
metilaltsagi fokat (E18. abra B).

Korabbi és az E18. abran lathat6 eredményeink felvetették azt a lehetdséget, hogy
azoknak a miRNS-eknek jelenik meg a csillag széla a fert6zott levelekben, amelyek duplaszala
formaban vannak jelen a sejtekben, igy a virus szupresszora képes megkotni. Emellett
megallapitottuk azt is, hogy csak azoknak a miRNS-eknek véltozott meg a metildltsagi foka,
amelyeknek a csillag szalat is detektaltuk. Mindezen eredmények azt a kérdést vetették fel,
hogy a kis RNS-ek metilaciojat negativan befolyasolhatjak-e a ds kis RNS-koté RNS silencing
szupresszorok. A kérdés megvalaszolasara immunoprecipitacioval izolaltuk a szupresszorok
altal kotott kis RNS-eket, megvizsgaltuk a metilaltsagi allapotukat és Osszehasonlitottuk a
teljes RNS kivonatban 1év6 kis RNS-ek metilaltsagi allapotaval. Immunoprecipitacioval

izolaltunk a HC-Pro fehérjét és a HC-Pro altal kotott si- miRNS-eket (E19. abra A és B).
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E19. abra A HC-Pro és a p19 kiilonb6z6 hatassal van a miRNS-ek metilacids statuszara

TEYV fert6zott novények extraktumjaib6l HC-Pro IP utin megvizsgaltuk a HC-Pro-val kicsapott viralis si-
és az endogén miRNS-ek metilicios allapotat (A). A HC-Pro kimutatasa az inputban és az eluatumban (B).
CIRY fert6zott novények extraktumjaibol p19 IP utin megvizsgaltuk a p19-cal Kkicsapott viralis si és az
endoén miRNS-ek metilacids allapotat (C) A p19kimutatisa az inputban és az eluatumban (D).

Eredményeink szerint a HC-Pro altal kotott viralis siRNS-ek, a miR171a, miR171a*,

miR168 és miR168* metildltsagi foka megegyezett a teljes RNS kivonatban 1évé kis RNS-ek
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metilaltsagi fokaval. A miR-159 és a miR319 100 %-ban metilalt allapotban volt jelen a teljes
RNS kivonatban. A miR139* és a miR159* szalat nem is detektaltuk, amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy a miR139 16kuszrol nem torténik mRNS éatirds a TEV fertézott
levelekben.

A CIRV-vel fertézott ndvényekben a pl9 IP-bdl izolalt kis RNS-ek metilacios
analizise azt mutatta, hogy a viralis eredetli siRNS-ek kozel 90 %-a metilalt allapotban van. A
pl9 nem koti a miR171 érett és csillag szalat, a miR168 érett és csillag szalat pedig sokkal
kisebb mértékben koti, mint a viralis siRNS-eket. A p19 IP-vel vizsgalt miRNS-ek 100 %-ban
metilaltak, ami azt jelenti, hogy a HC-Pro-val szemben, a CIRV p19 nem interferdl a miRNS-
ek metilaciojaval a virusfertdzés soran (E19. abra C és D).

Mind a TEV, mind a CIRV19stop a ndvényi sejtek citoplazmdjaban replikalodik.
Ezzel szemben a miRNS-ek a sejtmagban irénak at, majd a DCL1 enzim végzi a pri-miRNS
- pre-miRNS - ds miRNS atalakitast a sejtmagban. Majd a ds miRNS az exportin-5
segitségével jut ki a sejtmagbdl. Annak eldontésére, hogy a sejten beliil hol talalhatéak a nem
metilalt kis RNS-ek, a virusfert6zott sejtek frakcionaldsat végeztiik el. A nukleéris és a
citoplazmas frakciobol RNS-t preparaltunk, és megvizsgaltuk a metildcios statuszukat. A
sejtfrakciondlds hatékonysagat a citoplazmds tRNS és a nukledris U6 RNS kimutatasaval
ellendriztiik. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a TEV-vel fert6z6tt ndvényekben a
HC-Pro és a TEV eredetli viralis siRNS-ek a citoplazmaban lokalizalodtak (E20. dbra A és B).
A miR171a mindkét kompartmentben jelen volt, azonban csak a citoplazmas frakcioban
talaltuk nem metilalt format. A miR171a* csak a citoplazmaban volt jelen metilalt és nem
metilalt formaban egyarant. A miR168 és miR168* csak a citoplazméban volt jelen és a két
szal metilacids szintje megegyezett. Erdekes modon a miR159 teljesen metilalt formaja

mindkét kompartmentben jelen volt.

70



dc_1252 16

LAKATOS LORANT AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES
Mock TEV C Mock CIRYV 19stop
Cyto Nuc Cyto Nuc Cyto  Nuc Cyto Nuc
B=+ = % = & = % - + - + - + - +
. - TEV . - CIRV
—:
8 T e miR171a - - o = o = | miR171a
- = iR171a* Y
- e - - T T miR168
- miR168 G ; . .
- - - - mirR168+*
- - miR168*
Mo e e o | miR159

it - d miR159
L . “ e e T S
- - - - GFP [r—————————
—_—— - U6 - - - tRNA
— — tRNA
B Mock TEV

Cyto  Nuc Cyto  Nuc

o-HC-Pro

E20. abra A kis RNS-ek a citoplazméban metilalédnak

Mock és TEV fet6zott novények citoplazmas és nuklearis frakciéiban a viralis és az endogen kis RNS-ek
metildciés vizsgalata (A). A TEV HC-Pro lokalizaciéja Western blottal (B). Mock és CIRV fetézott
novények citoplazmas és nukledris frakcidéiban a viralis és az endogen kis RNS-ek metilacids vizsgalata
(O).A frakciok validalasara U6 (magi) és tRNS (citoplazmas) kontrollokat hasznaltunk (A és C).

A CIRV19stop mutdnssal fertézott ndvények analizise utdn megallitottuk, hogy a
virdlis kis RNS-ek 100 %-ban metilaltak, és a citoplazmaban talalhatéak. A TEV siRNS-ek
metilaciojat a kis RNS-ek 3’-végét kotdé HC-Pro megakadalyozza, de a CIRV19stop-bol
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szarmaz6 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, akér a citoplazmaban lokalizalodtak teljes mértékben
metilaltnak bizonyultak (E20.4bra C és D). 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

¢s a viralis siRNS-ek a citoplazmaban metilalodnak.

5.9. A Sweet potato mild mottle virus P1 silencing szupresszora uj tipusu mikodési
mechanizmussal rendelkezik

A Potyvirus-ok csaladja (Potyvirideae) a legnépesebb a novényi virusok koziil. 6
genus-aban tobb, mint 100 fajat azonositottdk eddig. A Potyvirus-ok genomja egyszala pozitiv
értelmti RNS, amely egy nagy poliproteint kodol. A Potyvirus-ok csaladjaban a 42-56 %-s
homologiat mutattak ki a poliprotein egészét tekintve. Az érett fehérjéket tekintve azonban
joval alacsonyabb a homologia. A legnagyobb kiilonbséget a P1 fehérjék kozott mutattak ki
(Adams, Antoniw et al., 2005). Az atlagos P1 fehérje 300-400 aminosav hosszisagu, ezzel
szemben az SPMMYV P1 fehérje 759 as (Valli, Lopez-Moya et al., 2007) (E21. 4bra).
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E21. 4bra Az SPMMY viralis RNS (A) és a réla transzlilédé poliprotein és az érett plolipeptidjeinek (B)
vazlatos rajza. A P1 és a HC-Pro fehérjéket kiemeltiik.

5.9.1. Az SPMMYV silencing szupresszoranak azonositasa

Az SPMMYV esetében nem volt ismert, vajon a virus rendelkezik-e silencing
szupresszor aktivitasu fehérjével, ezért célul tiztiikk ki az SPMMV VSR-ének azonositasat.

Mivel a Potyvirus-ok esetében tobb izben is a HC-Pro fehérjét azonositottdk szupresszorként,
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valamint az SPMMYV P1 fehérje joval nagyobb, mint az atlagos P1 fehérje, ezért mind a két
fehérje silencing szupresszor aktivitasat teszteltiik. Novényi expresszios vektorba klonozott P1,
HC-Pro, P1-HC-Pro és P1+HC-Pro konstrukciokat tartalmaz6 Agrobacterium torzseket egyiitt
infiltraltunk 35S-GFP-t tartalmazd Agrobacterium torzzsel. Negativ kontrollként iires pBIN19-
vektor infiltraltunk a 35S-GFP-t tartalmazo torzzsel, pozitiv kontrollként a Cucumber vein

vellowing virus (CVVY) P1 fehérjéjét (Valli et al., 2006) hasznaltuk (E22. dbra).

A B C

O
GFP + < R
GFP+P1b vizsgalando g Q«G ;Z\O S\‘\ \(@
(kontrail#) fehérje SR AN

Q«° o

Q. "ie
| GFPmRNS
(neg.
kontroll)

P1 HC-Pro P1HC-Pro P1+HC-Pro

E22. abra Az SPMMYV P1 VSR azonositasa

Az infiltralas vazlatos benutatasa (A). A P1, HC-Pro, P1-HCPro és a P1+HC-Pro in vivo vizsgalata (B). A
(B) panel vizsgalata Northern blolassal (C).

3 nappal az infiltralas utan UV fénynél megvizsgaltuk a ndvényeket és az infiltralt
foltokbol mintat vettiink. A mintdkban RNS izolalas utan Northern blottolassal ellendriztiik a
GFP expressziot. Eredményeink azt mutattdk, hogy az SPMMV HC-Pro nem rendelkezett
silencing szupresszor aktivitassal. Ugyanakkor a P1, a P1-HC-Pro és a P1+HC-Pro mintakban
a GFP ellen kialakult RNS silencinget az infiltralt fehérje elnyomta, amit a GFP megemelkedett
expresszidja jelzett. Az emlitett koriilmények kozott a P1 fehérje minden pozitiv eredményt
ad6 mintdban benne volt, igy azt a kdvetkeztetés vontuk le, hogy az SPMMYV P1 cisztron altal

kédolt fehérje silencing szupresszor aktivitassal rendelkezik (E22. 4bra).

5.9.2. Az SPMMYV P1 nem képes gatolni a mobilis silencing szignalt

A sejtautondm RNS silencing lokalisan gatolja a génexpressziot, ugyanakkor elindit
egy olyan mobilis szignalt, ami indukalni képes az expresszalodé gének szekvenciaspecifikus
novényekben (Himber et al., 2003, Mlotshwa, Voinnet et al., 2002). A hosszi dsRNS-koto és
a siRNS-koté RNS silencing szupresszorok egyarant gatoljak a révid és a hosszutava mobilis
silencing szignalt (Silhavy & Burgyan, 2004). Az SPMMV Pl szupresszor mikodési
mechanizmusardl nem allt semmilyen informéci6 a rendelkezésiinkre, ezért eldszor
megvizsgaltuk azt, hogy az Pl gatolja-e a rovid tavi mobilis silencing szignalt. A N.

benthamiana 16¢ vonal egy stabil GFP transzformans, mely viszonylag gyengén expresszalja
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a GFP fehérjét. Ha ebbe a vonalba bejuttatjuk a 35S-GFP-t agroinfiltracidval, akkor elszor az
infiltralt foltban csendesedik el a GFP expresszid, majd né¢hany nappal késébb az infiltralt
folton kiviil is egy vékony, de jol lathato, savban elcsendesedik. A rovidtavi mobilis szignal
kialakulasat kisér6 jelenséget “voros gytirli”’-nek nevezziik.

A 35S-GFP-t a N. benthamiana 16¢ vonalba infiltralva megkaptuk a sejtautoném és a
rovidtava mobilis szignalt is (E23. abra GFP+pBin). Az SPMMV P1 ¢és a 35S-GFP ko-
infiltralasa utan kialakult a sejtautondm RNS silencing szupresszidja, ugyanis az infiltralt
8 nappal az infiltralds utan az infiltralt région kiviil megjelent az in. vords gytirii, ami arra utalt,
hogy az SPMMYV P1 nem volt képes a rovidtdva mobilis silencing szignal kialakuldsanak

megakadalyozésara (E23. abra GFP+P1).

N. Benthamiana 16c

GFP +pBin  GFP + P1

E23. dbra Az SPMMYV P1 nem gatolja a kis RNS-ek terjedését.

35S-GFP-t és pBin-t infiltraltunk a level bal oldalidba, mig a jobb oldalaba 35S-GFP-t és Pl-et a V.
benthamiana 16¢ vonalba. Mind a két esetben kialakult az un voros gyiiri, amit kinagyitottunk.

5.9.3. Az SPMMYV P1 nem rendelkezik dsRNS-koto tulajdonsaggal

El6z6 kisérletiink alapjan megallapitottuk, hogy az SPMMV Pl nem képes
megakadalyozni a mobilis RNS silencing szignal kialakuldsat, ami arra, utalt, hogy feltehetéleg
sem az siRNS képzddést nem képes megakadalyozni, sem siRNS-kotd tulajdonsdggal nem
rendelkezik. Ennek bebizonyitdséara tobb in vitro és in vivo megkozelitést hasznaltunk.

Elészor megvizsgaltuk azt, hogy az SPMMYV P1 kéti-e a 21 nt hosszisagl duplaszala
kis RNS-eket in vitro. A vizsgalando fehérjéket kodolo konstrukcidkat hordoz6 Agrobacterium
torzseket N. benthamiana-ba infiltraltuk majd 3 nappal az infiltralas utan IP1 pufferrel
fehérjekivonatot készitettiik, amit 15 percig inkubaltunk az 5’-végén jelolt kis RNS-sel. A
kotési reakcidkat 6 % nativ poliakrilamid gélen futtattuk meg (Merai et al., 2006). A vizsgalat
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eredményébdl az latszik, hogy sem az SPMMYV P1, sem a HC-Pro fehérje nem kototte a siRNS-
t az altalunk alkalmazott koriilmények kozott. A kontrollként hasznalt TEV HC-Pro markéans
siRNS kotést mutatott (E24. dbra A). Hasonld6 moédon vizsgaltuk meg a hosszu dsRNS-koto
képességet is (Merai et al., 2006). Az infiltralassal megtermeltetett fehérjékhez 5’-végén
radioaktivan jeldlt 49 nt hosszusagu dsRNS adtunk a kotési reakcidokban. Pozitiv kontrollként
a reovirus sigma3 dsRNS-kot6 fehérjét (Lichner et al., 2003), mig negativ kontrollként a GFP
fehérjét hasznaltuk. Eredményeink szerint sem az SPMMV P1, sem a HC-Pro fehérje nem

kototte a 49 bp hosszusagu dsRNS-t (E24. dbra B).

A § B

HC‘PI'O

&
<)
=
a

P1
Sig,na3
GFp

kotott

%

kotott

49 nt dsRNS

”szabad siRNS

E24. abra A P1 nem kotott a 21 nt siRNS-eket, sem a 49 nt ds RNS-t sem.

EMSA kisérlet siRNS liganddal. Pozitiv kontrolként a TEV HC-Pro fehérjét hasznaltuk (A). EMSA Kkisérlet
a 49 nt dsRNS-sel. Pozitiv kontrolként a sigma3 fehérjét hasznaltuk (B).

In vitro vizsgalatok mellett in vivo megkozelitést is hasznaltunk. Egy agroinfiltracion
alapuld tesztet alkalmaztunk annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy az SPMMV P1
hatassal van-e az siRNs-ek képzddésére in vivo. Ennek érdekében a vizsgdlando fehérjét
tartalmazé konstrukciét hordozd Agrobacterium torzset és 35S-GFP-t infiltraltunk M.
benthamiana levelekbe és IR-GFP-vel indukaltuk az RNS silencing-et. 3 nappal az infiltralas
utdn mintat vettiink és a mintdkban a GFP expressziot és a siRNS képzddést vizsgaltuk meg
Northern blottolassal. Eredményeink azt mutatjak, hogy az IR-GFP-rdl keletkezett siRNS-ek
nagy mennyiségben képzdédtek az IR-GFP-vel infiltralt levelekben, ami hatékony RNS
silencing-et eredményezett. A P1 fehérjét expresszaldo mintdkban a nagy mennyiségii siRNS
altal indukalt silencing-et a P1 hatékonyan szupresszalta. Az SPMMV HC-Pro ebben a
vizsgalati rendszerben sem bizonyult RNS silencing szupresszor aktivitasti fehérjének. A
pozitiv kontrollként alkalmazott TEV HC-Pro, mint ahogy azt korabban megallapitottuk,

hatékonyan elnyomta az RNS silencing-et, de nem volt hatdssal a kis RNS képzddésre. A kis
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RNS képzdédés kontrolljaként a reovirus sigma3 fehérjét haszndltuk, ami mind az RNS

silencing-et, mind a kis RNS-ek képzddését gatolta (E25. ébra).

4
Q.
G a %p
+
L ¥ 0 o 0
a *+ x g K
(D 9 + (@) +
o Q o I o™
c = O < @
) + T & 2 E
o Q I (%)

1 |Rere

BEEBEE ks

E25. abra Az SPMMYV P1 hatasa a siRNS képzdédésre

GFP-IR indukalta rendszerben a 35S-GFP silencingjét és a képzdédott kis RNS-ek mennyiségét vizsgaltuk
ds RNS-koto fehérjét (sigma3) hasznaltunk pozitiv kontrollként

A siRNS kotés vizsgalatara egy, altalunk kordbban bedllitott modszert alkalmaztunk

(Lozsa, Csorba et al., 2008). Mivel a siRNS-kotd silencing szupresszorok gétoljak bizonyos
novényi miRNS-ek metilacidjat, ezért ezt a vizsgalando fehérjéket kodold konstrukciokat
tartalmazod Agrobacterium torzsekkel N. benthamiana leveleket infiltraltunk, majd 3 nappal az
infiltralas utdn mintat vettiink és RNS izoldlds utdn megvizsgaltuk a miR168 és miR168*
metilacios statuszat. Eredményeink szerint a pozitiv kontrollként hasznalt ds siRNS-kotd

aktivitassal bird6 TEV HC-Pro fehérje expresszaltatasa feldisitotta a miR 168 mindkét szalat és

megakadalyozta metilaciojat. Ugyanakkor sem az SPMMV P1, sem az SPMMYV HC-Pro nem

dusitotta fel miR168 és miR168* mennyiségét és a metilacidjat sem akadalyozta meg (E26.

abra).
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E26. abra A P1 hatasa az siRNS kotésre a metilacids statusz alapjan

A vizsgilandé fehérjéket N. benthamiana névényekbe infiltraltuk, majd megvizsgiltuk a miR-168
metilaciés allapotat. Pozitiv kontrollként TEV HC-Pro-t hasznaltunk.

In vitro és in vivo vizsgalataink eredmény¢bdl arra kovetkeztettiink, hogy az SPMMV

P1 nem az RNS silencing iniciacids 1épéseinek gatlasaval nyomja el az RNS silencing-et.

5.9.4. Az SPMMYV P1 gatolja a si- és a miRNS indukalta RISC komplexeket

Eredményeink azt mutattdk, hogy a SPMMYV P1 nem az RNS silencing inicidcios
1épésénél hat, ezért megvizsgaltuk azt, hogy képes-e a végrehajtd 1épést gatolni. Korabbi
munkéank sordn kidolgoztunk egy modszert, aminek segitségével megvizsgalhato, hogy egy
adott RNS silencing szupresszor gatolja-e az aktiv RISC komplexet (végrehajto 1épés) (Lakatos
et al., 2006). A modszer kidolgozasakor azt bizonyitottuk be, hogy a siRNS-k6té RNS
silencing szupresszorok nem képesek az aktiv RISC komplexet gatolni, tehat pozitiv eredményt
nem kaptunk.

Az SPMMYV P1 aktivitasat el6szor a miRNS indukalta rendszerben vizsgaltuk meg.
A GFP-171.1 és GFP-171.2 riporter konstrukcidkat és a HA tag-gel jel6lt SPMMYV P1 fehérjét
expresszaldo Agrobacterium torzseket N. benthamiana levelekbe infiltraltuk. Kb. 48 éraval az
infiltralas utdn UV fényben megvizsgéltuk a leveleket és mintat vettiink. A mintdkban a GFP
RNS ¢és fehérje, valamint a Pl és a HC-Pro fehérjék expressziojat vizsgaltuk meg.
Eredményeink alapjan megéllapitottuk, hogy a kontrollként hasznalt TEV HC-Pro, a korabbi
eredményeinkhez hasonléan nem gétolta az aktiv RISC-et. Azonban a P1 fehérje hatékonyan
gatolta az aktiv RISC komplexeket, ahogy azt a vizudlis, az RNS és a fehérje szintii

vizsgalataink egyarant mutattak (E27. dbra).
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E27. dbra Az SPMMYV P1 gatolja a miR171 indukalta RNS silencing-et.

In vivo Kisérlet az SPMMYV P1 gatl6 hatasanak bemutatasara (A). Az in vivo kisérlet Northern és Western
analizise. Negativ kontrollként TEV HC-Pro-t hasznaltunk (B).

Ebben a kisérletben a Northern blotton a GFP mRNS szintjének emelkedése jelzi a
silencing szupresszié bekovetkeztét.

A pozitiv eredmény hatdsara megvizsgaltuk azt is, hogy az SPMMV P1 gitolja-e a
virdlis siRNS-ek altal indukélt RNS silencing-et. A GFP-Cym ¢és GFP-PoLV riporter
konstrukciokat és a HA tag-gel jelolt SPMMV Pl fehérjét expresszald Agrobacterium
torzseket olyan N. benthamiana ndvények leveleibe infiltraltuk, amelyek kigyogyuld félben

voltak a Cym19stop fertzésbol (14-18 nappal a fertdzés utan). Kb. 48 o6raval az infiltralas utan
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UV fényben ellendriztiik a leveleket és mintat vettiink. A mintdkban a GFP RNS és fehérje,
valamint a P1 és a HC-Pro fehérjék expresszidjat vizsgaltuk meg. Eredményeink szerint a TEV
HC-Pro nem, de az SPMMYV P1 hatékonyan gatolta a viralis siRNS-eket tartalmaz6 aktiv RISC
komplexek aktivitasat (E28. abra). A riportergének mRNS szintli expresszidjat vizsgalod
Northern blottokon jol latszik, hogy az virdlis siRNS indukalta target RNS vagas
kovetkeztében a GFP mRNS mérete csokken (E28. abra 4. és 9. oszlop), mig P1 hatdséra a

vagasi termék nem alakul ki (E28. &bra 6. oszlop).

Cym PoLV Cym PoLV Cym PoLV Cym PoLV

SPMMV P1  TEV HC-Pro

Nem Cym19S fert6zott
fert6zott
Cym + + + +
PoLV + + + +
P1 + +
HC-Pro +  +
Cym19S + + + + + o+
GFP szenzor .. e A W | hasitasi
mRNS y a <_termék
GFP TR T o G -

T

SPMMV P1 TEV HC-Pro

loading
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E28.4bra. Az SPMMYVP1 gitolja a virus indukalta RNS silencing-et.

In vivo Kisérlet az SPMMYV P1 gatl6 hatasinak bemutatasara (A). Az in vivo kisérlet Northern és Western
analizise Negativ kontrollként TEV HC-Pro-t hasznaltunk (B).
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5.9.5. A viralis P1 egy AGO1-koto fehérje

Mivel eredményeink azt mutattak, hogy az SPMMYV P1 gatolja a si- ¢s a miRNS-sel
toltott aktiv RISC-eket, ezért azt a kérdést tettiik fel, hogy a P1 képes-e fizikai kapcsolatba
1épni a RISC kozponti alegységével, az Argonaute 1 (AGO1) fehérjével.

Elészor azt vizsgaltuk meg, hogy egy méret szerinti elvalasztas soran az AGOI1 és a
Pl azonos mérettartomanyban taldlhato-e meg. A kérdés megvalaszolasira a
gélkromatografids elvalasztas technikat alkalmaztuk. A myc tag-gel jelolt 4. thaliana AGO1
(6xmyc-AGO1) fehérjét (Zhang, Yuan et al., 2006), a HA-P1 fehérjét és a GFP-IR-t
expresszald Agrobacterium torzseket N. benthamiana levelekbe infiltraltuk. 72 oraval az
infiltralds utdn mintat vettlink és IP1 pufferben fehérjekivonatot készitettiink, amit
Superdex200HR kromatografids oszlopon elvélasztottunk. A paratlan szamt frakciokbol
fehérjét, a paros szamu frakciokbol RNS-t izolaltunk. A fehérjék jelenlétét Western-, a GFP-
IR-b6l szarmazo6 siRNS-ek jelenlétét 12 %-os denaturdlé PAGE gélen val6 elvélasztds utan
Northern blottoldssal mutattuk ki. Eredményeink szerint a 6xmyc-AGO1 legnagyobb
mennyiségben a 669 kDa feletti tartomanyban volt jelen. Ugyanakkor a 6xmyc-AGO1-et a kb.
200 kDa-os mérettartomanyban is detektaltuk. A HA-P1 fehérjét kizardlag a 669 kDa feletti
frakciokban tudtuk kimutatni (E29. dbra). A GFP-IR-rdl kialakult siRNS-ek ¢s a miR159 a
6xmyc-AGO1 cstics frakcidiban voltak kimutathatéak. Mindezen eredmények azt mutatjak,
hogy a 6xmyc-AGOIl, az endogén AGOIl-hez hasonldé modon, nagy molekulatomegii
komplexeket képezett, ami feltehetden a RISC komplexnek felel meg (Csorba et al., 2010). A
GFP siRNS-ek megjelenése a >669 kDa frakciokban azt jelenthette, hogy a GFP-IR-rdl
keletkezett siRNS-ek beépiiltek az endogén és/vagy az altalunk infiltralt 6xmyc-AGO1
fehérjékbe. A kb. 200 kDa mérettartomanyban a 6xmyc-AGO1 feltehetden azért jelent meg,
mert a kromatografids elvalasztas sordn a >669 kDa RISC komplexek szétestek. Egy masik
lehetséges magyardzat szerint a 6xmyc-AGO1 olyan nagy mennyiségben termelddott, hogy
nagyobb koncentracioban volt jelen, mint azok az endogén fehérjék, amelyek a RISC

kialakuldsédhoz sziikségesek.
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E29. abra. Az SPMMYV P1 kofrakcionalédik az AGO1 fehérjével méret szerinti kromatografias elvalasztas
soran

Az infiltralt névanyek leveleibdl készitett nyers extraktumot Sephadex 200-as oszlopon valasztottuk szét.
Az inputot jeloltiik (In). A paros szamu frakeiékbol detektaltuk az AGO1 és P1 fehérjéket Western
blottolassal. A GFP siRNS-t és a miR159-et Northern blottolissal mutattuk ki aparatlan szimu
frakciokbdl.

A 6xmyc-AGOIl és a HA-P1 kofrakcionalddasa egy jo indikacid arra, hogy in vivo
fizikai kapcsolatban vannak egymaéssal. A tovabbiakban a két fehérje in vivo kapcsolatat
immunoprecipitacioval vizsgaltuk meg. A 6xmyc-AGO1, a HA-P1 fehérjét és a GFP-IR-t
expresszald Agrobacterium torzseket N. benthamiana levelekbe infiltraltuk. Negativ
kontrollként az N-terminalis végén HA tag-et tartalmazd UPF1-et egyiitt infiltraltuk a 6xmyc-
AGOI1 ¢és az GFP-IR-t hordozd Agrobacterium torzsekkel (Kertesz, Kerenyi et al., 2006).
Infiltralast kovetden 72 ordval mintat vettiink és IP1 pufferben fehérjekivonatot készitettiink.
Immunoprecipitacioval izolaltuk a HA-P1 és HA-UPF1 fehérjéket, majd megvizsgaltuk az IP-
k eludtumainak 6xmyc-AGO1 és GFP siRNS tartalmat western és Northern blottoldssal.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a HA-P1 és HA-UPF1 fehérjéket nagy mennyiségben
izolaltuk az anti-HA ellenanyaggal E30. 4bra 3, 4 és 5, 6 oszlop). Ezzel szemben a 6xmyc-
AGOL és a GFP siRNS-eket kizarolag a HA-P1 IP eludtumabol mutattuk ki, ami azt bizonyitja,
hogy a 6xmyc-AGO1 és a HA-P1 fehérjék in vivo fizikai kapcsolatban vannak (E30. abra 4.

oszlop).
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E30. abra. Az AGOL1 és a P1 fizikai kapcsolatban van in vive

A 6xmyc-AGO1-et és a HA-P1-et, valamint a HA-UPF1-et és a 6xmyc-AGO1-et GFP-IR-rel infiltraltuk.
HA IP-t végeztiink, majd az inputokbél és az eluatumokbél a fehérjéket Western, a GFP siRNS-eket
Nortern blottolassal mutattuk ki. Az IP kontroljaként a tRNS-t hasznaltuk.

5.9.6. A P1 N-terminalis 383 aminosavas régioja tartalmazza az RNS silencingért felelos
domént

c sy

SPMMYV P1 N-terminalis régidja tartalmaz egy hosszi N-terminalis részt az “atlag” Potyvirus
P1 fehérjéjéhez képest. Célul tliztiik ki az RNS silencing-ért felelés domén azonositasat. A
kérdés megvalaszoldsdra a kordbban is hasznalt, a P1 elsé 383 aminosavat tartalmazd
konstrukciot (E21. abra A) egyiitt infiltraltuk a GFP-171.1-et tartalmazé Agrobacterium
torzzsel N. benthamiana levelekbe. Kontrollként a teljes hosszisagh P1 konstrukciot
hasznaltuk. Az infiltrdlas eredménye azt mutatta, hogy a Pl.3g3 a teljes hosszsagi Pl
fehérjével azonos erdsségii RNS silencing szupresszor aktivitassal rendelkezik (E31. dbra B és
C). Tovabba koimmunoprecipitacios kisérletiink alapjan a P1,.333 a P1-hez hasonldan ko6tédik

az A. thaliana AGO1 fehérjéhez (E31. abra D). Eredményeink szerint az RNS silencing

« ey
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E31. abra. A P1, 353 csonkolt mutans jellemzése

A P1 és a P1,.33; sematikus abrazolasa (A). A P1,.3s; csonkolt mutans in vivo vizsgalata (B). Az in vivo
vizsgalat Northern és Western analizise (C). A P1,.33; mutins hasonlo erdsséggel koti az AGO1-t, mint a P1
wt (D).

5.9.7. Az SPMMYV P1 egy viralis WG/GW fehérje

A P1 N-terminalis RNS silencing szupresszor doménjét tovabb vizsgalva 3 WG/GW
doménhez hasonld régidt azonositottunk. Ilyen WG/GW doméneket tartalmazé fehérjéket
talaltak a Schizosaccharomyces pombe-ben, A. thalianaban és emldsokben is (El-Shami et al.,
2007, Till et al., 2007). K6z6s jellemzdjiik, hogy a WG/GW doméneken keresztiil képesek
kiilonbozé AGO fehérjék kotésére. Az A. thaliana NRPD1b (RNS polimeraz IV alegysége)
protein példaul megkoti az AGO4-et és a transzkripciondlis silencing kialakitdsdban jatszik
szerepet (Eamens, Vaistij et al., 2008). A human GW182 fehérje a miRNS silencing-ben jatszik
fontos szerepet (Pfaff & Meister, 2013). A WG/GW fehérjék masik kozos jellemzdje, hogy
pozitiv hatassal vannak az RNS silencing-re.

Ezen korabbi megfigyelések hatasara azt a kérdést tettiik fel, vajon a P1 isa WG/GW
doméneken keresztiil kapcsolodik-e az AGO1-hez. A P1 N-terminalis doménjében a W15,
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W101 és W131 aminosavakrol feltételeztiik, hogy WG/GW domének kialakitasaban vesznek

részt.

pBin P1 Plwisawionawizia — Plwisawiois Plwisawisia Plwioramwioia

GFP 171.1

HA-Plwisa/wioiawisia
HA-Plwisa/wio1a

© |HAPLlwisawisia
HA-Plwioiawizia

mock
pBin

o
A
- GFP mRNS

EEERE

— s W = = | GFP
. - ) loading
- — e - |
.

E32. dbra. Az SPMMYV P1 Kkettés és hirmas W— A mutansainak vizsgiakata

A mutinsok silencing szuppressziés képességének vizsgilata in vivo. A levelek jobb felébe rendre az
SPMMY P1-et, mig a bal oldalra a vizsgalandé mutanst infiltraltuk (A). Az in vivo eredmények molekularis
szintli elemzése. A GFP mRNS-t Nortern, a GFP és a P1 fehérjék expressziojat Western blottolassal

detektaltuk (B).

Ennek érdekében irdnyitott mutagenezissel egyenként kicseréltik a WG/GW
domének triptofan (W) aminosavait alaninra (A), azonban ezek a mutansok tovabbra is
silencing szupresszor aktivitassal birtak (dbra nem mutatja). Majd elkészitettiik a dupla
mutansokat az 6sszes kombindcioban és a tripla mutanst is. A HA-P1wisa/wi01a/w131a, @ HA-
Plwisa/wio1a, @ HA-Plwio1a/wis1a €s @ HA-Plwisa/wi31a mutansokat egyiitt infiltraltuk a GFP-
171.1 konstrukcidt tartalmazo Agrobacterium torzzsel N. benthamiana leveleibe. Kontrollként

vad tipusu P1 fehérjét hasznaltunk. Az infiltralt levelek vizualis vizsgélata azt mutatta, hogy
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sem a kettds mutansok, sem a harmas mutdns nem gatoltdk az RNS silencinget, mivel a
mutansok jelenlétében a GFP fluoreszcencia joval alacsonyabb szintli volt, mint a vad tipus
esetében (E32. dbra A). Tovabba ezt timasztjak ala RNS ¢és fehérjeszintli vizsgéalataink is (E32.
abra B). Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy barmelyik két WG/GW doménben 1évo
triptofan cseréje alaninra a szupresszor aktivitas elvesztésével jar.

Mivel az SPMMYV P1 AGO-kot6 aktivitassal rendelkezik in vivo, ezért megvizsgaltuk,
hogy az AGO kotés Osszefiigg-e a silencing szupresszor aktivitassal. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara a vad tipust, a dupla és tripla mutans Pl-eket, a GFP-IR-rel és 6xmyc-
AGOl-gyel infiltraltuk egyiitt N. benthamiana GFP16c/RDR6i vonal leveleibe. A N.
benthamiana GFP16¢c/RDR61 vonalban a masodlagos siRNS képzddés az RDR6 gén
csendesitése miatt szinte elhanyagolhaté mértékben kovetkezik be (Schwach, Vaistij et al.,
2005). 72 6raval az infiltralas utan a levelekbdl IP1 pufferben fehérjekivonatot készitettiink és
anti-HA ellenanyaggal immobilizaltuk a HA-tag-gel jelolt P1 fehérjéket. Az IP eludtumaiban
megvizsgaltuk a 6xmyc-AGO1 és a GFP siRNS-ek jelenlétét is. Azt tapasztaltuk, hogy mind
a 6xmyc-AGOI, mind a GFP siRNS csak a Plwisawioiawizia [P-eludtumabol volt
kimutathat6 (E33. dbra 6. oszlop). Sem a dupla, sem a tripla W — A mutansok nem mutattak

AGO1-koto képességet.

pBin +
myc-Agol + + + + + +

HA-P1 +
HA-Plyisawiorawisia

HA'PIWISA/WIOIA
HAPIWISA/WISIA +

HA'PIWIOIA/WISIA +
GFP-IR + + o+ o+ o+ o+

IEITEITETIEIETIETIE

o e b | HA-P1

- ameeam == myc-Agol

2 2 2 » GFP siRNS

- - - - - - - tRNS

1 2 345 6 78 91011121314

E33. abra. Kizarolag a HA-P1wt rendelkezik AGO1 koté képességgel.

Az adott konstrukcié kombinacidékat V. benthamia-ba infiltraltuk, majd IP utin a P1, AGO1 fehérjéket
Western bolttolassal, a GFP siRNS-eket Northern bolttolassal detektaltuk. tRNS-t hasznaltunk IP
kontrollként.
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Eredményeinket 6sszefoglalva megallapitottuk, hogy az SPMMV P1 egy WG/GW
domén fehérje, amelyben a WG/GW domének fontos szerepet jatszanak az aktivitdsban és az
AGO kotés kialakitdsdban. Azonban a virdlis SPMMYV P1 a cellularis WG/GW fehérjékkel

ellentétben negativ hatassal van az RNS silencingre.

5.9.8. A legrovidebb funkcionalis SPMMYV P1 fehérje azonositasa

Az SPMMYV P1 egy 759 aminosav hosszusagu fehérje. Az AGO1 kotésben és a
silencing szupresszor aktivitdsban esszencidlis WG/GW domének a fehérje N-terminalisan

helyezkednek el (E34. abra) (Giner et al., 2010).

GW(131)
WG(15)
GW(101)
[ ] P1
7-TYKQCIAKWGKAALEAQNN-25 W15
92-DAIVDSDEGWYCEDCGSQF-110 W101
122-NDVARALGGWTEYEDATWA-140 w131

E34. abra. Az SPMMYV P1 WG/GW doménjeinek elhelyezkedése az kornyezete

A triptofan (W) pozicidit szammal jeloltiik a WG/GW domének dsszehasonlitasakor.

Azbta azonositottunk egy cink-ujj motivumot is a 88-106. aminosavig tarto régidban,
ami szintén elengedhetetlen a silencing szupresszor aktivitds szempontjabol (Lakatos, nem
kozolt eredmény). A 759 aminosav hosszusadgu fehérje mellett azonositottunk egy 383
aminosavas fehérjét, ami a P1 N-terminalis részét tartalmazza. Ez a C-terminalisardl csonkolt
P1 fehérje a wt P1-hez hasonlo silencing szupresszor aktivitassal és AGO1-kotd képességgel
rendelkezik (Giner et al., 2010). Mivel a P1 aktivitdsdhoz sziikséges domének a fehérje elsd
legrovidebb P1 N-termindlis szakasz, amely a wt Pl-hez hasonlé tulajdonsdgokkal
rendelkezik. Ennek megfelelden elkészitettiik a P1 fehérje N-termindlisanak 120, 210, 305 és
360 aminosav hossziisagl valtozatait. A 120 aminosavas valtozat nem tartalmazza az utolso,
131. pozicidban 1évé6 WG/GW domént. Ezeket a kiilonb6zd hosszusadgu kodold régiokat a
pSanyi ndvényi expresszids vektorba klonoztuk, amelyben a képzddo fehérjéket N-terminalis

HA-taggel lattuk el. Majd elvégeztik a kiillonbozd hosszusdga P1 fehérjék funkcionalis
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vizsgalatat. APl . Pl , Pl . ésaPl . tartalmazd Agrobacterium torzseket a GFP-

171.1 riportergénnel infiltraltuk N. benthamiana ndvényekbe. Kontrollként a P1, ..,

konstrukciot alkalmaztuk (Giner et al., 2010). 48 ora elteltével UV fényben megvizsgaltuk a

kiilonboz6 valtozatok silencing szupresszor aktivitdsat. Eredményeink szerint a P1 fehérje

1-120

kivételével mindegyik roviditett valtozat gatolta az RNS silencinget (E35. 4bra).

empty P11-383 P11-120 P11-383 P11-210 P11-383 P1 1-360 P11-383

E35. abra. A P1,.,¢ a legrovidebb silencing szupresszor tulajdonsaggal rendelkezé P1 valtozat

A kiilonb6zé P1 valtozatokat a GFP-171.1 riportergénnel infiltraltuk. A silencing szupresszor aktivitast
UV fényben detektaltuk.

Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a P1 fehérje 210 aminosavas valtozata a
legrovidebb RNS silencing szupresszor tulajdonsaggal rendelkezé P1 valtozat (Szabo EZ,
2014).

5.10. Az SPMMY P1 miikodési mechanizmusa

5.10.1. A P1 fehérje specificitasanak vizsgalata

Korabbi kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy az SPMMV P1 gatolja az AGO
aktivitast és képes az AGO1 fehérjéhez kotddni {Giner, 2010 #1508}. Azonban nem
rendelkeztiink informécioval arrdl, hogy a P1 melyik AGO fehérjére hat. Ezért megvizsgaltuk
a P1 hatasat az antiviralis RNS silencingben fontos szerepet jatszé6 AGO1 és AGO?2 fehérjékre
in vivo, a Carbonell és mtsai (2012) altal kidolgozott mddszert adaptélva. Ennek érdekében az
adott AGO fehérjét és a neki megfeleld mesterséges miRNS-t és annak target RNS-ét, valamint

az SPMMYV Pl-et agroinfiltracioval N. benthamianaban expresszaltattuk majd Northern
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blottolassal vizsgaltuk meg az intakt target RNS mennyiségét. Kisérleteinkben az AGO

aktivitas forditottan aranyos az intakt target RNS mennyiségével.

Elészor a P1 AGO1-re valo hatasat vizsgéltuk meg, kihasznalva azt, hogy a miR173
miRNS szinte kizardlag az AGO1-be épiil be. Ebben a rendszerben a miR173 a TAS1c target
RNS véagasat eredményezi, ami az endogén AGO1 aktivitdsra utal (vo. E36. abra A, 2-4. és 5.
oszlop). A miR173/TASIc ¢és az A. thaliana AGO1 fehérjéjét expresszaltatva az AGOI
aktivitds kis mértékben megemelkedett (E36. é4bra A, 7. oszlop). Amennyiben
miR173/TAS1c/(AGO1) mellet a P1 fehérjét is expresszaltattuk, az AGO1 aktivitas csokkent
(E36. 4bra. A, v0.5.¢s6.,7. ¢s 8. oszlop). Ez az eredmény arra utal, hogy az SPMMV Plgatolja
az AGO1 aktivitasat in vivo. Az in. AGO1-DAH mutansban a katalitikus centrumban
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E36. abra. A P1 in vivo jellemzése.

AGOL1 aktivitds mérése in vivo (A). AGO2 aktivitds mérése in vivo (B). A relativ aktivitast a 2. oszlopra
vonatkoztatva adtuk meg (A és B). A P1 indukalja az endogén AGO2 mRNS szintjét. Az eredményeket kétutas
ANOVA analizissel vizsgaltuk p < 0,05 esetében (C). (A, B és C) A levelekbe infiltralt konstrukcio
kombinaciokat megadtuk (A, B és C. RNS kontrollként a 28S riboszémalis RNS szintjét, mig a Western
blottolas kontrolljanak az L-Rubiscét hasznaltuk (A és B).

1évé hadrom aminosavbol (DDH) a mésodik aszparaginsav (D) alaninra (A) valo cseréje a
katalitikus aktivitas elvesztését eredményezi (Carbonell et al., 2012). Az AGO1-DAH
expresszaltatdsa kis mértékben megnovelte a TAS1c mennyiségét, valdsziniileg azért, mert a
mirl73 megkotésével lecsokkentette az endogén AGO1 szamara hozzaférheté miR173
mennyiségét. Azonban, a miR173/TAS1c/AGO1-DAH/P1 expresszaltatasa soran a target RN'S
mennyisége jelentés mértékben megnétt, ami az AGO1-DAH ¢és a P1 egyilittes hatdsanak

tulajdonithato (E36. abra. A, v6. 9. és 10. oszlop).

Ezutan az AGO2 aktivitast vizsgaltuk meg az SPMMYV P1 jelenlétében. Az AGO2
aktivitdsanak méréséhez az un. miR173-5’A miRNS-t hasznaltuk. A miR173-5’A 5’ végén
adenin helyett timin talalhat6, ami az érett miRNS beépiilését az AGOI helyett az AGO2
fehérjébe iranyitja (Carbonell et al., 2012), ami lehetdvé teszi a specifikus AGO2 aktivitas
mérését. A miR173-5’A/TAS1c-A388T expresszaltatdsa soran nem mértiink AGO2 specifikus
aktivitast (E36. abra. B, 8. oszlop), azonban a miR173-5’A/TAS1c-A388T/AGO2 mintaban
erés AGO2 aktivitast mértiink (E36. abra, 10. oszlop). AGO2 infiltralas nélkiil, de PI
jelenlétében is megmértiik az AGO?2 aktivitast, és meglepd mddon azt tapasztaltuk, hogy a P1
nem gatolja, hanem inkébb felerdsiti az AGO?2 aktivitast (E36. abra, 9. oszlop). Az AGO2
aktivitds mértékének novekedését detektaltuk az AGO?2 és a P1 egyilittes expresszaltatasa soran.
(E36. 4bra. B, vo. 11.¢s9.; 11. és 10. oszlop). A katalitikus aktivitdssal nem rendelkezd AGO2-
DAD mutans expresszaltatdsa soran mi sem tapasztaltunk AGO?2 aktivitast (Carbonell et al.,
2012), mig a miR173-5’-A/TAS1¢c-5’A388T/AGO2-DAD/P1 jelenlétében viszonylag gyenge
AGO?2 aktivitast detektaltunk (E36. 4bra. B, 11. és 12. oszlop), mivel AGO2-DAD is
rendelkezik bizonyos mértékii target RNS stabilizacios képességgel (Carbonell et al., 2012).

A P1 hatéséara bekovetkez6 AGO2 aktivitas novekedés felveti azt a kérdést, hogy az
AGO2 mRNS szintjében bekovetkezik-e valtozds. A kérdés megvalaszolasara qRT-PCR
vizsgalatot végeztiink. MiR173-5’A, miR173-5’A/TAS1c-A388T, miR173-5’A/TASIc-
A388T/AGO2 és miR173-5’A/TAS1c-A388T/P1 kombinacidkat infiltraltuk N. benthamiana
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levelekbe, majd az endogén AGO2 mRNS relativ mennyiséget mértiik. Eredményeink azt
mutattak, hogy a P1 jelenlétében kb. 10-szeresére emelkedik az AGO2 mRNS szintje a tobbi
mintahoz képest, mig az 1., 2., 3. és 4. minta eredménye kozott nincs szignifikans kiilonbség

(E36. abra C).

Eredményeink azt mutatjadk, hogy az SPMMV P1 hatékonyan gatolja az AGOI1
aktivitasat. Ezzel szemben, a P1 jelentds AGO2 aktivitast indukal, ami szignifikans AGO2

mRNS szint emelkedéssel jar egyiitt.

Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy az SPMMV P1 fehérjében taldlhatd un.
WG/GW domének elengedhetetleniil sziikségesek a silencing szupresszor aktivitdshoz és az
AGOL1 kétéshez {Giner, 2010 #1508}. Azonban a P1 nem gatolta az AGO2 aktivitast, amibdl
arra kovetkeztettiink, hogy a P1 feltehetéleg nem képes az AGO2 fehérjével kapcsolatba 1épni.

A feltételezéslink ellendrzésére az AGO2 és a Pl fehérjéket N. benthamianaban
expresszaltattuk, majd Az SPMMYV P1 fehérjét immunoprecipitaltuk. A pozitiv kontrollként
hasznalt AGO1-et detektaltuk a P1 IP elucidjdban, mig a negativ kontrollként hasznalt GFP
Pl a WG/GW doménjein keresztiil kotédik az AGO2 fehérjéhez is {Giner, 2010 #1508},

azonban aktivitasat nem gatolja (E37. dbra).

Input P
358:mGFP4 1 +2 = - = + 0 _ N _ -
35:TASIc + + + + + + + + + + 4+ + + o+
35S:amiR173 + + + + + + + + + + + + + +
358:HA-AGO1 — - — + + — — — — — + -
358:HA-AGO2 - - — — -— + K- - ™ = + o+
358:Flag-Pl, ;s — — + — + — + — — + — + — +
EV -+ =+ = + = — + - + - + -
SO om0 .+ gup B = L co

L-Rubisco
e & a . . 8 r.gri
T L-Rubisco
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L-Rubisco
1 23 4 56 7 8 910111213 14

E37. abra. Az AGO?2 fizikai kapcsolatba 1ép az SPMMYV P1-gyel.

A tranziens médon termeltetett fehérjék és RNS-eket az inputban és az immunoprecipiticiéban (IP) jel6ltiik.
Western blottolas kontrolljanak az L-Rubiscot hasznaltuk.
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5.10.2. A cink finger domén szerepe a P1 mitkodésében

Az SPMMV P1-ben egy C4 tipusu cink finger motivumot azonositottak a fehérje 88.,
Potyvirus-okban {Li, 2012 #2143}. Az altalunk hasznalt SPMMYV P1 fehérjében ezen kiviil a

85. pozicidban is talalhaté egy nem konzervalddott Cys aminosav is.

Munkdénk sordn megvizsgaltuk a cink finger motivum lehetséges szerepét a P1 silencing
szuppresszor aktivitasaban. Helyspecifikus mutagenezissel a 88., 91., 103. és 106. és a nem
konzervalodott 85. pozicidban 1évd cisztein aminosavakat egymastol fliggetleniil alaninra
cseréltiik. Az egyszeres Cys-Ala mutdnsok vizsgalata alapjan megallapitottunk, hogy a
mutansok silencing szupresszor aktivitasa elhanyagolhaté mértékben alacsonyabb, mint amit a
vad tipus esetében mértiink {Kenesi, 2017 #2301}. Ezutan létrehoztunk a konzervalt Cys
aminosavakat érint6 hat dupla mutanst, (P1-C88A/C91A, P1-C88A/C103A, P1-C88A/C106A,
P1-C91A/C103A, PIC91A/C106A és P1-C103A/C106A) és a nem konzervalt Cys85 is érintd
tovabbi két duplamuténst is (P1-C85A/C88A és P1-C85A/C91A). A GFP marker génnel

végzett koinfitracids teszt eredménye szerint a

91



dc_1252 16

LAKATOS LORANT AKADEMIAI DOKTORI ERTEKEZES
A mGFP4
PI- PI- PI- PI-
C85A/ C85A/ C88A/ C88A/

Pl s C88A

Pl C91A Pl s C91A Pl Cl03A

mGFP4

P1- PI1- Pl1- PI1-
C88A/ C91A/ C91A/ C103A/
P1,3s5 C106A

Pliss C106A Pl C103A  Pl,4 C106A

B mGFP4

P1-C85A/C88A
P1-C85A/CI1A
P1-C88A/CI1A
P1-C88A/C103A
P1-C88A/C106A
P1 C91A/C103A
P1 C91A/C106A
P1 C103A/C106A

mGFP4

P1, 505

S 08

0,6

0.4

0,2

Relative GFP mRNA
Accumulation
e =

. . . " GFP mRNA

rRNA

GFP Protein
L-Rubisco

Flag-P1

|

L-Rubisco

9 10 11

-
~
w
IS
wn
£
=
®

E38. abra. A P1 dupla Cys mutinsok vizsgélata.

A mutansok silencing szupresszor aktivitisanak vizsgdlata in vivo (A). Az (A) panelen laithaté mintak Northern és
Western analizise. Az rRNS-t és az L-Rubiscét hasznaltuk Northern és Western kontrollként. A relativ mGFP4
mRNS expressziot a 3. oszlopra vonatkoztatva adtuk meg (B).
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feltételezett cink fingerben 1évd barmelyik két Cys cseréje a silencing szupresszor funkcid
elvesztésével jar. Ezzel szemben a P1-C85A/C88A és P1-C85A/C91A mutansok a P1-C88A
¢s P1-C91A egyszeres mutansokhoz hasonld aktivitast mutattak annak ellenére, hogy a C85A
mutaciot is hordoztdk. Az in vivo eredményeket molekularis analizissel is alatamasztottuk.
Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a C85 nem vesz részt a cink finger motivum

kialakitasaban (E38. abra)

5.10.3. A P1 fehérjébe a silencing szuppresszor és az AGO1 kotésért felelés régiok
kiilonb6z6 doméneken talalhatok

Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy az SPMMV P1 harom WG/GW doménbdl
barmelyik kettd mutacioja megsziintette az AGO1 kotést és a silencing szupresszor aktivitast
is {Giner, 2010 #1508}. Ezért megvizsgaltuk, hogy a dupla Cys-Ala mutansok, amelyek nem
mutatnak silencing szupresszor aktivitast, rendelkeznek-e AGO1 kotd képességgel.
Agrobaktérium medialta tranziens expresszidval termeltettiik a P1 vad tipusu és a cink finger
motivumban két Cys-Ala muticidt hordozé6 mutdnsokat ¢s a HA-AGOI1-DAH mutanst.
Immunoprecipitaltuk a P1 fehérjéket és az eludtumokban az AGOI1-DAH és a P1 fehérjéket
detektaltuk. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az input frakciokbol az Osszes fehérje
kimutathat6 a P1-C103A/C106A kivételével. A P1 vad tipus és mutans fehérjék AGO1-DAH
kotd  képessége kb. azonos volt, mivel az AGOI1-DAH mennyisége korreldlt az

immunoprecipitalt P1 mennyiségével (E39. dbra).
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E39. abra. A dupla Cys-Ala P1 mutiansok hasonl6 erésséggel kotik az AGO1-et.

Az expresszalt konstrukciokat feltiintettiik. EV: iires vector, Ponceau festést haszniltunk a Western
blottolas loading kontrolljanak (L-Rubisco).

Eredményeinkbdl azt is kovetkezik, hogy mivel a P1 Cys-Ala duplamutansok nem
rendelkeznek szupresszor aktivitassal, de AGO1 kotd képességgel igen, ezért az AGO1 kotd
€s a szupresszor aktivitasért felelés régiok a P1 mdas-mdas részein helyezkednek el.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a P1 cink finger doménje un efektor doménként

1s funkcional.

5.10.4. Az SPMMYV P1 meggatolja az AGO1/kis RNS komplex target RNS kotését

Korabbi eredményeink szerint az SPMMV P1 a si- és a miRNS-sel toltott AGO
komplexek aktivitdsat gatolja, azonban a pontos hatdsmechanizmusra ezekbdl a kisérletekbol

nem lehetett kovetkeztetni.
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E40. abra. A P1 nem engedi atarget RNS kapcsiolodasat az AGO1-sRNS komplexhez.

Az input frakciéban az azonos kiindulési fehérje mennyiséget az L- Rucisco- val mutattuk be. Az RT-PCR
kontrolljaként az aktin mRNS-t hasznaltuk.

Az a kérdés fogalmazddott meg benniink, hogy vajon az SPMMV P1 az AGOI
aktivitast gy gatolja-e meg, hogy a P1 jelenlétében az AGO1/sRNS binaris komplex nem
képes megkdtni a target RNS-t. Ezt a kérdést egy, az agroinfiltracion és az RNS
immunoprecipitacion (RNAIP) alapulé moddszerrel vélaszoltuk meg. N. benthamiana
levelekbe infiltraltuk a TAS1c, miR173, mGFP4, HA-AGO1, HA-AGO1-DAH, Flag-P1; 395
¢s a P1-C88A/CI03A konstrukcidkat hordozod agrobaktérium torzseket kiillonbozo
kombinéciokban, majd a leveleket formaldehiddel fixaltuk extraktum készités eldtt, az
extraktumokbodl a Flag-P1, 395 és a P1-C88A/CI103A fehérjéket immunoprecipitaltuk. A
mintakbol a fehérjéket Western blottolassal, a TAS1c mRNS-t RT-PCR-rel mutattuk ki.

A input frakciokban a fehérjéket az adott kombinacionak megfeleld médon detektaltuk
(EA40. abra, 1-8. oszlop). TAS1c transzkriptumot nem detektaltunk a TAS1c/amiR173/mGFP4
mintaban, igy kizartuk a TAS1c RNS nem-specifikus kotddését az antitesthez és hordozo6jdhoz

(E40. abra, 9. oszlop). A Flag-P1, 395 és a P1-C88A/C103A fehérjéket detektaltuk, de a TASIc
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RNS-t nem az amiR173/TASlc/Flag-P1,39s ¢és a TAS1lc/miR173/P1-C88A/C103A
mintakban, ami azt jelenti, hogy sem a Flag-P1;_39s sem a P1-C88A/C103A nem kdoti a TAS1c
RNS-t (E40. 4bra, 10. és 11. oszlop). Varakozasunknak megfelelden a Flag-P1,_39s hidnyaban
sem AGOI, sem AGO1-DAH fehérjét nem tudtunk kimutatni a amiR173/TAS1¢/AGO1 sem
a amiR173/TAS1c/AGO1-DAH mintdk Flag-IP frakci6ibol (E40. abra, 12. és 14. oszlop).
Hipotéziinknek  megfeleléen a TASlc RNS nem  volt kimutathatd az
amiR173/TAS1c/AGO1/Flag-P11-395 minta IP frakcidjabol (E40. &bra, 13. oszlop). Az
AGO1-DAH katalitikusan inaktiv mutans stabilizalja (megkoti) a TAS1c mRNS-t (Carbonell
et al.,, 2012), azonban, ha a P1-gyel alkot komplexet, akkor az IP frakcioban nem tudtunk
TAS1c RNS-t kimutatni. Ez az eredmény arra utal, hogy a P1 meggatolja a target RNS
kotodését (E40. abra, 15. oszlop). Ezzel szemben, a TASlc RNS detektalhaté volt az
amiR173/TAS1¢/AGO1-DAH/P1-C88A/C103 A minta IP frakcidjaban (E40. dbra, 16. oszlop).
Mivel a P1-C88A/C103 A mutans megkoti az AGO1-DAH fehérjét, azonban ez a komplex nem
tartalmazza a target RNS-t egyértelmiien arra utal, hogy a cink finger domén effektor

doménként funkcional.

5.11. Viralis WG/GW fehérjék azonositasa és vizsgalata

Az SPMMV Pl fehérje egyedi mechanizmussal rendelkez6 RNS silencing
szupresszor. Tovabba a P1 egy, a cellularis WG/GW fehérjékhez hasonlé doméneken keresztiil
kapcsolodik az AGO1 fehérjéhez. Valli és mtsai (2007) bioinformatikai analizissel
azonositottdk az SPMMV Pl-hez legnagyobb homoldgiat mutatd fehérjét. A Sweet potato
feathery mottle virus (SPFMV) P1 fehérjéje hasonld N-termindlis extenzidval bir, mint az

SPMMYV P1, azonban csak egy WG/GW domén talalhat6 benne (E41. 4bra).

19-KECCNKWGKAAMEQQ-33 107-D---GHKCDSCGH-116 131-DIARALGGYDAYCAS-145 SPFMV

9-KQCIAKWGKAALEAQ-23 96-DSDEGWYCEDCGS-108 123-DVARALGGWTEYEDA-137 SPMMV

E41. abra Az SPMMYV P1 WG/GW doménjei és kornyezetiik valamint az SPFMV P1 megfelel6 régidinak
osszehasonlitasa.

A fels6 sorban az SPFMYV, az alsé sorban az SPMMYV P1 régidi talalhaték. A szaimok a bemutatott peptidek
pozicidit mutatjak az adott P1 fehérjében.

Kivancsiak voltunk, hogy az egyértelmii homologia mellett van-e funkciondlis
hasonlosag a két fehérje kozott, ezért elhataroztuk az SPFMV P1 izolalasat és silencing

szupresszor funkcidjanak vizsgalatat.
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Degeneralt primereket terveztiink az adatbdzisokban 1évé nukleotidszekvencidk
alapjan az SPFMV P1 cisztronjanak 5°- és 3’-végére. SPFMV-vel fert6zott [pomoea batatas
levelébdl szarmazd RNS-rél cDNS-t irtunk, majd a degeneralt primerekkel egy kb. 2100 bp-os
terméket kaptunk, amit klénoztunk és meghatdroztuk a teljes nukleotid szekvencidjat. A
nukleotidszekvencidbdl szarmaztatott aminosav sorrend alapjan megallapitottuk, hogy az
altalunk izolalt SPFMV P1 egy 689 aminosav hosszusagu fehérjét kodol, ami 80-96 %-ban
mutat homologiat az adatbazisokban taldlhat6 SPFMV P1 fehérjékhez. Tovabba
megallapitottuk azt is, hogy a fehérje elsd 193 aminosavas régidja 41 %-os homologiat mutat
az SPMMYV P1 megfeleld szakaszaval, mig a teljes fehérjét tekintve a homologia mértéke 26

%%-0s.

5.11. Az SPFMYV P1 fehérje funkcionalis vizsgalata

crer

a pSanyi ndvényi expresszios vektorba illesztettiik be. A pSanyi vektorban 1évé ORF-ek a
ndvényben expresszaltatva az N-terminalis végiikon HA (hemagglutinin) epitdpot tartalmaztak
(Kertesz et al., 2006).

Az SPFMV P1 fehérje silencing szupresszor aktivitasat agroinfiltracids teszttel
vizsgaltuk meg. A 35S-GFP riporter konstrukcioval infiltraltuk egyiitt az SPFMV HA-P1
konstrukciokat tartalmazd Agrobacterium torzseket. Infiltralas utan 72 oréval a pozitiv
kontrollként hasznalt SPMMYV P1 erdsen szupresszalta az RNS silencing-et, mig az SPFMV
P1-gyel infiltralt folt nem mutatott GFP fluoreszcenciat (E42. abra A és B 3. oszlop), amibdl
arra kovetkeztettiink, hogy a vad tipust SPFMV Pl nem rendelkezik RNS silencing

szupresszor aktivitassal.
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A . . .
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E42. abra. Az SPFMYV P1 kettds mutans silencing szupresszor tulajdonsaggal rendelkezik.

A mutansok in vivo vizsgilata (A). Az in vivo vizsgalat Northern és Western analizise (B).

Az SPMMYV P1 fehérje 3 WG/GW domént tartalmaz és legalabb 2 intakt WG/GW
domén sziikséges a silencing szupresszor aktivitasahoz (Giner et al., 2010). Mivel az SPFMV
P1 csak egy ilyen domént tartalmaz, ezért azt a hipotézist allitottuk fel, hogy a WG/GW
domén(ek) hianya miatt a silencing szupresszor funkci6 az megsziinéséhez vezetett. A
hipotézisiink ellendrzésére iranyitott mutagenezissel 1étrehoztuk a HI09W és a Y139W mutans
P1 fehérjéket, amelyek kettd-, és a HIOOW/Y139W P1 fehérjét, amely 3 WG/GW domént
tartalmaztak, majd a pSanyi vektorba klénoztuk a mutdnsokat. A mutansok aktivitdsanak
vizsgalatat agroinfiltracios teszttel végeztiik. A mutans fehérjéket kodold konstrukciokat
hordozé Agrobacterium torzseket a 35S-GFP-vel koinfiltraltuk N. benthamiana levelekbe.
Kontrollként az SPMMV Pl-et hasznaltuk. 3 nappal az infiltrdlds utan UV fényben
megvizsgaltuk a leveleket. Az SPMMYV P1 jelentdsen gatolta az RNS silencing-et, amit az erds
fluoreszcencia jelzett. A HI09W ¢és a Y139W mutansok nem, de a HI09W/Y 139W kettds
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mutans szintén hatékonyan gatolta az RNS silencing-et (E42. dbra A). Ezt az eredményt
tdmasztotta ala az infiltralt foltok Northern és Western analizise is (E42. dbra B.)

A SPFMV Pluigow/vizow mutans silencing szupresszor aktivitdst mutatott a RISC
felépiilését vizsgalo aktivitas tesztben, ahol ugyanazt a modszert hasznaltuk, mint amivel az
SPMMYV silencing szupresszorat azonositottuk (E22. 4dbra). Mivel az SPMMV P1 az aktiv
RISC miikddését is képes gatolni, ezért azt a kérdést tettiik fel, vajon az egy WG/GW domén
tartalmazo és a kettd és harom GW/WG domént hordoz6 mutéans fehérjék koziil melyik fehérje
képes az aktiv RISC gatlasara. A 35S-GFP-vel végzett kisérleteink alapjan azt feltételeztiik,
hogy csak a HI09W/Y 139W mutans lesz aktiv ebben a tesztben is. A kérdés megvalaszolasara
a miRNS-sel feltoltott RISC komplexeket vizsgalo tesztrendszeriinket hasznaltuk (Lakatos et
al., 2006).

Az SPMMYV P1 esetében a silencing szupresszor aktivitas dsszefligg az AGO-kotd
képességgel. Megvizsgaltuk, hogy az SPFMV P1 wt és mutans fehérjék rendelkeznek-e AGO1
kotd aktivitassal. Ezért egyiitt expresszaltattuk az SPFMV HA-P1 fehérjéket 6xmyc-AGO1-
gyel és GFP-IR-rel N. benthamiana leveleiben. A HA-epitoppal jelolt P1 wt és mutans
fehérjéket immunoprecipitacioval kinyertiik, majd az eludtumban megvizsgaltuk a 6xmyc-
AGOL fehérje jelenlétét Western blottolassal. Eredményeink azt mutattak, hogy a kontrollként
hasznalt SPMMV P1 megkototte a 6xmyc-AGO1 fehérjét és az GFP-IR eredetii siRNS-eket.
Az SPFMV P1 fehérjék koziil kizarolag a silencing szupresszor aktivitdst mutaté SPFMV
Plmioowyizow rendelkezett 6xmyc-AGO1-koté képességgel. Az SPMMV Pl fehérjéhez
hasonld médon, az SPFMV P1y;09w/yv130w mutans is egyarant rendelkezik silencing szupresszor
aktivitassal és AGO-kotd képességgel (E43. abra). Munkank soran elsdként sikeriilt egy
funkcio nélkiili fehérjébdl aminosavak cseréjével egy RNS silencing szupresszor fehérjét

létrehoznunk (Szabo, Manczinger et al., 2012).
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HA-SPMMV P1 +
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HA-SPFMV P1 H109W +
HA-SPFMV P1 Y139W +
HA-SPFMV P1 H109W/Y139W +
GFP IR + + + + + +
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E43. abra A Wt, a P1H109W7 a P1H139W és a SPFMV P1H109W/Y139W AGOI1 kotésének Vizsgélata

Az adott konstruci6 kombinaciékat N. benthamianaba infiltraltuk, majd IP utan a P1, AGO1 fehérjéket
Western bolttolassal, a GFP siRNS-eket Northern bolttolassal detektaltuk.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

Az elmult tobb mint 15 évben munkank jelentds részét képezte a ndvényi virdlis
silencing szupresszorok miikodési mechanizmuséanak vizsgélata. A kezdetekkor rendelkezésre
allt mar néhany modszer a silencing szupresszorok vizsgalatara, ugymint az Agrobacterium-
medidlta tranziens génexpresszio, a kis RNS-ek elvalasztasat és detektalasat lehetévé tévo
molekularis technikék. A kiilonb6zd virusok RNS silencing szupresszorainak vizsgalata soran
azonban olyan kérdések mertiltek fel, amikre az akkor 1étez6 moddszertani repertodrral nem
lehetett kielégitd valaszokat adni. Ezért kérdéseink megvalaszolasara egyrészt (1j modszereket
fejlesztettiink ki, masrészt, meglévé moddszereket adaptaltunk a silencing szupresszorok
vizsgalatara. Az 1) technikai repertoar lehetdvé tette szdmunkra a felmeriild tudomanyos
kérdések mas oldalrol torténé megkozelitését, amely remélhetdleg hozzajarult a viralis RNS

silencing szupresszorok miikddésének pontosabb megértéséhez.

6.1. A Tombusvirusok silencing szupresszora a p19 fehérje

A Tombusvirus nemzetségbe tartozd virusok a Tombusvirideae csaladba tartozod
virusok prototipusanak tekinthetdek. Legismertebb tagjaik a CymRSV, a CIRV ¢és a Tomato
bushy stunt virus (TBSV). Azonos genomszervezddésiiek, valamint hasonlé méretii és
funkcioju fehérjéket kodolnak (Russo M, 1994), tovabba a harom virus altal kodolt fehérjék is
magas homologidt mutatnak egymdshoz. Mivel a CymRSV feltételezett silencing
szupresszoranak, a pl19-nek koédold régidja a movement (p22) ORF-en beliil, egy masik
leolvasasi keretben talalhatd, ezért 1étre lehetett hozni egy olyan virus mutdnst, amely nem
termeli a p19 fehérjét, de a p22 fehérje zavartalanul transzlalodik (Cym19stop). A Cym19stop-
pal fertdzott novények joval enyhébb tlineteket mutattak, mint a vad tipusi CymRSV-vel
fertézottek, s6t a Cyml9stoppal fertdzott ndvények néhdny héten beliil kigyogyultak a
virusfert6zésbol, mig a CymRSV-vel fert6zott ndvények elpusztultak (Szittya, Molnar et al.,
2002). A TBSV ¢és a CIRV p19 fehérjéjét is VSR-ként azonositottak (Vargason et al., 2003)
(Qiu, Park et al., 2002).

6.2. A heterolog in vitro rendszer alkalmas a p19 vizsgalatara

A CymRSV pl9 fehérjérdl bebizonyitottdk, hogy in vitro duplaszala viralis siRNS
kotésére képes (Silhavy et al., 2002). Ez az eredmény azt sugallta, hogy mas viralis/ndvényi
faktor nem sziikséges a pl9 siRNS kotd aktivitdsahoz. A Drosophila 2 6rds embrid
extraktumbol készitett un. transzlacidos extraktum mind dsRNS-sel, mind siRNS-sel

programozhat6 és szekvenciaspecifikus RNS silencing kivaltasara alkalmas (Nykanen et al.,
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2001). A Drosophila in vitro rendszer hasznalataval els6ként modelleztik a pl9
hatdsmechanizmusat. Eredményeink szerint a p19 a kis RNS-ek megkdtésével hatékonyan
gatolja az RNS silencinget in vitro (Lakatos et al., 2004). Masok késébbi eredményei
megerdsitettek minket abban, hogy a Drosophila in vitro rendszer j6 vélasztas volt, ugyanis a
2 6ras embridoban nagy mennyiségben jelenlévé AGO2-rdl bebizonyitottak, hogy kulcsszerepet
jatszik a Drosophila antiviralis RNS silencing Gtvonaladban (van Rij, Saleh et al., 2006). Az
altalunk adaptalt és tovabbfejlesztett rendszert masok is felhasznaltdk viralis RNS silencing
szupresszorok tanulmanyozasara. A rendszer segitségével sikeriilt bebizonyitaniuk, hogy a pl.
Tobacco mosaic virus replikaz fehérjéje az RNS silencing kdzponti molekuldjanak, a viralis

siRNS-ek megkdtésével gatolja az RNS silencinget (Csorba, Bovi et al., 2007) (D1. 4bra).

6.3. A p19 miikodési mechanizmusa in vivo

Az in vitro rendszerben elért eredményeinket in vivo is igazoltuk. Munkank sordn
els6ként sikeriilt bebizonyitanunk, hogy egy viralis silencing szupresszor viralis siRNS-t kot
in vivo (Lakatos et al., 2004). Az RNS silencinget indukalo viralis kis RNS-ek megkdtésével a
CymRSV p19 blokkolni tudja az RNS silencing kialakulasat. A CIRV és a TBSV —a CymRSV
kozeli rokonai - pl9 fehérjéinek kristalyszerkezete Osszhangban all eredményeinkkel. A
szerkezet ismeretében megallapithatd, hogy a p19 dimer formaban koti a bazisparosodasi
szakaszon 100 % homologiat mutatd kis RNS-eket. In vitro vizsgalatokkal megallapitottak,
hogy a p19-siRNS komplex K-je a szubnanomolos tartomanyba esik, ami egy nagyon erds
fehérje-RNS interakcionak tekinthetd (Vargason et al., 2003) (Ye et al., 2003). Az altalunk
meghatarozott CymRSV pl19-siRNS K, értéke 10-szer magasabbnak bizonyult, amiben
feltehetdleg az jatszott kozre, hogy mi a GST-p19 fuzids fehérjét hasznaltuk kisérleteinkben
(Lakatos et al., 2004). A kristdlyszerkezet alapjan megéllapitottdk azt is, hogy a pl9
monomerek 39. és 42. pozicidiban 1évé Trp aminosavak kotést 1étesitenek a siRNS 5° végén
talalhatd nukleotid foszfat csoportjaval. A Trp 39 és 42 aminosavak esszencidlis szerepet
toltenek be az siRNS kotés szempontjabdl, mert ezeknek az aminosavaknak az alaninra vald
cseréje a p19 silencing szupresszor aktivitasat jelentdés mértékben lecsokkentette (Vargason et
al., 2003). Ezek utdn megvizsgaltdk a CIRV p19 kiilonb6z6 hossziisaghi siRNS-ekhez vald
relativ affinitdsat. A 21 nt siRNS 19 bp (19-2) duplaszalu szakaszdhoz képest csokkentették,
illetve novelték a bazisparosodasban résztvevd régio hosszat. A CIRV pl9 affinitdsa a 19
bazisparos (17-2) kis RNS esetében az 1/320-4ra, a 20-hoz (18-2) és a 22-hez (20-2) az 1/5-
ére, a 23-hoz (21-2) és a 24-hez (22-2) az 1/22-ére, mig a 25-h6z (23-2) és a 26-hoz (24-2)
1/37-ére illetve 1/75-ére csokkent a 21-es hossziusagt (19-2) siRNS-hez valo affinitdsdhoz
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képest. Mindezek azt mutattdk, hogy a p19 fehérje mintegy egy mérdallasos “tolomérdként”
(molecular caliper) miikodik (Silhavy & Burgyan, 2004). Ez nem meglepd, ugyanis a
tombusvirusokrol (és mas virusokrol is zomében) 21 nt hossszusagu kis RNS-ek keletkeznek
a fert6zés soran (Szittya et al., 2010).

Fontos volt annak a tisztazéasa is, hogy az RNS silencing egy koncentracid fiiggd
mechanizmus, azaz van egy kiiszobérték, illetve siRNS koncentracio ebben az esetben, amely
az RNS silencing folyamatanak beinditasahoz sziikséges. A CymRSV fert6zott novényi
extraktum méret szerinti elvalasztasa sordn azt az eredményt kaptuk, hogy a CymRSV eredetii
kis RNS-ek szinte kizarolag a p19-es fehérjével kotott allapotban vannak (Lakatos et al., 2004).
Ebbdl a direkt bizonyitékbol az kovetkezik, hogy a p19 és a virdlis siRNS koncentracidinak
virdlis kis RNS koncentracidjanal, mivel a “szabad” kis RNS-ek azonnal beinditjdk az
antiviralis RNS silencinget. Eredményeink mds megkdzelitésekbdl szdrmazd korabbi és
késébbi bizonyitékokkal is 0sszhangban allnak. CymRSV és DI RNS koinfekcidja soran azt
tapasztaltdk, hogy a DI RNS koncentracigja messze feliilmilja a CymRSV genomi RNS
genomi RNS koncentracioja joval magasabb, mint a CymRSV ¢és DI RNS-sel fertdzott
novényekben (Havelda et al., 2005). Megallapitottdk, hogy a CymRSV és DI RNS fert6zés
sordn a kis RNS-ek jelentds hanyada a tobbszords “stem” masodlagos szerkezettel rendelkezd
DI RNS-rél képzdédik. A DI RNS-ek “stem” strukturdja az intenziv bazisparosodas
kovetkeztében nem hozzaférhetd az RNS silencing végrehajté komplexe szdmara, azonban a
DI RNS-ekrdl képzddd kis RNS-ek szekvenciahomoldgidjuk miatt hatdstalanitjak a viralis
genomi RNS-t. Ezért csokken le a virdlis genomi RNS koncentracigja és emelkedik meg a DI
RNS koncentracioja. Mivel azonban a DI RNS a genomi RNS replikéciojahoz sziikséges 5° és
3’ végen a replikaciohoz sziikséges promotereket és egyéb virdlis szekvencidkat tartalmaz,
ezért a DI fenmaradasdhoz elengedhetetlen a viralis genomi RNS-rdl keletkezd replikacios
fehérjék jelenléte. Ezért alakul ki egy alacsony viralis genomi RNS és magas DI RNS arany,
ami jellemzd a viralis genomi és DI RNS-sel vald fertdzésre. A koncentracid kiilonbség
valtozhat a fert6z¢és eldrehaladasa soran, de valdszintlileg egy adott idé utan egy egyensulyi
allapot alakul ki, amely sordn a viralis genomi RNS koncentracigja lecsokken, de csak olyan
szintre, ami még biztositja genomi és a DI RNS replikéciojat is.

Tovabbi fontos kérdés az, hogy a pl9 jelenléte hogyan befolyédsolja a lokalis és a
szisztemikus silencinget. In vitro eredményeink azt mutatjak, hogy a p19 hatékonyan gatolta a

reakciotérfogatban — a sejtben - lejatszodd RNS silencing-et (Lakatos et al., 2004). Azonban
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Havelda és mtsai in situ hibridizacioés technikaval bemutattdk, hogy a genomi RNS mennyisége
megegyezik a CymRSV és a Cym19stop fertdézott novényekben lokélisan, tehat a p19 jelenléte
nem befolyasolja a lokalis RNS silencinget ebben az esetben (Havelda et al., 2003). Azonban
a CymRSV egy robusztus modon replikalodd virus, ezért feltételezhetjiik azt, hogy egy
kevésbé robusztus modon replikalodd virus esetében a virus szupresszora fontos szerepet
jatszik a lokalis silencing kialakitasaban is.

A CymRSV ¢és a Cym19stop kdzel azonos hatékonysaggal mozog a fert6zott novény
szallitoszoveteiben, majd a szisztemikus levelek ereibdl kilép a kornyezd szovetekbe. A
Cym19stop kb. tiz sejtsornyi tdvolsagot képes megtenni, mig a CymRSV akadalytalanul terjed
tovabb. A Cyml9stop esetében a virdlis kis RNS-ek feltehetdleg a plazmodezmatakon
keresztiil haladnak eldre, és megeldzik a fert6zés frontjat. Egy bizonyos tavolsdg megtétele
utan a Cym19stop egy olyan sejtbe 1ép be, amelyben a RISC-ek az el6z6 sejtben képzddott
virdlis kis RNS-ekkel vannak feltdltve, melyek megakadalyozzak a virus tovabbi terjedését és

szaporodasat (Havelda et al., 2003).

6.4. A p19, a p21, az NS3 és a HC-Pro megakadalyozzak a siRNS-ek beépiilését az
RNS silencing iniciator komplexébe

Munkdénk soran tobb kiilonbozé megkdozelitést alkalmaztunk evolucids szempontbol
tavoli novényi virusok RNS silencing szupresszorainak vizsgalatara. A Drosophila embrid
RNS silencing rendszerrel kapott eredményeink szerint a p19, p21, az NS3 és a HC-Pro is
gatolja a siRNS-sel indukalt target RNS vagast. Ez azonban csak akkor kdvetkezett be, ha az
indukalo kis RNS-t és a tisztitott szupresszor fehérjét egy idoben adtuk a reakcio elegybe,
amennyiben a szupresszor fehérjét az RNS silencing indukélasa utan adtuk, nem tapasztaltunk
gatlo hatast. A Drosophila RNS silencing rendszer EMSA vizsgalata soran egyértelmiien el
tudtak valasztani a silencing iniciator és végrehajtdo komplexeket (Pham et al., 2004). Ezt a
megkozelitést alkalmazva, amennyiben az indukald kis RNS-t és az adott szupresszort
egyidejlileg adtuk az elegybe, akkor a kis RNS-eket a szupresszor fehérjék kotottek meg és
nem az DICER2-R2D2 RNS silencing iniciald komplex, igy nem detektaltunk RISC
komplexet. Ha viszont a DICER2-R2D2 RNS silencing inicialé komplex mar kialakult, a
szupresszorok nem voltak képesek a RISC komplex kialakuldsat meggatolni (Lakatos et al.,
2006). Ezek az eredmények mind arra utalnak, hogy a p19, a p21 az NS3 ¢és a HC-Pro a kis
RNS-ek megkdtésével akadalyozza meg a RISC felépiilését, de nem tudjdk magat a RISC
mitkddését gatolni. Az altalunk hasznalt heterolég rendszer mellett ndvényi in vitro RNS

silencing rendszert is sikeriilt kialakitani BY-2 sejtkultarabol késziilt extraktummal, azonban
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ebben a rendszerben csak a RISC detektalasa, illetve a siRNS indukalta target vagasa
modellezhetd, silencing iniciator komplexet nem sikeriilt detektalni (Iki et al., 2010) (Iwakawa
& Tomari, 2013).

A pl9, ap2l, az NS3 és a HC-Pro szuppresszorok mitkddésére felallitott modelliink
csak akkor érvényes, ha a szupresszor nagyobb affinitassal koti a kis RNS-t, mint a DICER2-
R2D2 komplex. Korabbi vizsgalatokbol tudjuk, hogy a p19-siRNS komplex disszociacios
allandoja (K,) a szubnanomolaris koncentracios tartomanyba esik (Vargason et al., 2003). A
GST-p21 siRNS-hez val6 affinitasat Kiis-gag05=22 nM értékkel jellemezhetd, mig ugyanez az
értek az NS3 esetében Ks-6/ag0s=2,45 nM (Lakatos et al., 2006) (Hemmes, et al., 2007). Mind

a két érték erds affinitast jelent. A HC-Pro esetében nem tudtunk K-t mérni, mert a HC-Pro
tisztitott formaban csak nagyon magas koncentracidban képes kis RNS-t kotni, ha
Osszehasonlitjuk a Drosophila extraktummal végzett kisérleti eredményeinkkel. Ugyancsak
nagyobb siRNS-hez valé affinitast tapasztaltunk, ha a reakcidelegyet pl. Arabidopsis
sejtkultirabol készitett durva extraktummal egészitettiik ki. Ezért azt gondoljuk, hogy HC-Pro
siRNS-kot6 képességéhez nem egy specifikus gazdafaktor sziikséges, hanem az extraktumban
1év6é mas fehérjék segitették elé a HC-Pro aktiv harmadlagos szerkezetének kialakulasat. Ezt a
feltételezést tamasztja ala Lopez-Moya ¢és munkatarsai eredménye, mely szerint a HC-Pro-t
dimer, tetramer ¢és oktamer formaban is detektaltak elektrommikroszkdopus technikaval (Ruiz-
Ferrer et al., 2005). A tobbféle forma kialakuldsa valosziniileg az oktamer forma szétesésével
magyarazhat6. Kisérleteink alapjan azonban nem tudtuk elddnteni, melyik forma rendelkezik
kis RNS-kotd aktivitassal. Sajnos, a DICER2-R2D2-siRNS K értékét sem akkor, sem azota
nem hataroztak meg.

Kimutattuk, hogy a TEV HC-Pro a virdlis siRNS-ek mellett a miR171-miR171*
miRNS duplexet is megkdtotte. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a miR171-miR171* duplex
mennyisége megnétt a TEV fert6zott névényekben. Mésok is hasonld eredményeket kaptak.
Transzgenikus Arabidopsis ndvényekben, amelyek a Turnip mosac virus (TuMV) HC-Pro-t, a
TBSV pl9-et, vagy a Beet yellows virus p21 szupresszorat termelték, megnovekedett a
miR171, miR167b és a miR160c RISC-be be nem ¢épiild, szabad szalak mennyisége.
Immunoprecipitacioval fizikai kapcsolatot tudtak kimutatni a miRNS-ek és a p19, valamint a
p21 szupresszorok kozott, de érdekes moédon a TuMV HC-Pro-miRNS-kapcsolatot nem
sikeriilt igazolniuk (Chapman et al., 2004). Ez utobbi eredmény hatterében vagy az
immunoprecipitaciohoz alkalmazott eltéré koriilmények allhattak, vagy — ami val6sziniibb,

hogy az altalunk hasznalt N-terminalis 6xXHIS tag-gel rendelkezé TEV HC-Pro a Chapman ¢és
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munkatarsai altal hasznalt C-terminalis HA tag-elt HC-Pro-val szemben funkcionalis volt
(Chapman et al., 2004).

A viralis silencing szupresszorok a viralis siRNS-eken kiviil az endogén miRNS-eket

crer

crer

valdsulhat meg az Gsszes virdlis siRNS megkdtése, ezaltal az antiviralis silencing gatlasa.
Munkdénk sordn kifejlesztettiink két, a GFP riportergénen alapul6 rendszert, amellyel
megallapithatd, hogy az adott RNS silencing szupresszor fehérje az aktiv RISC-et gatolja-e. A
két rendszer segitségével a viralis siRNS és a miRNS silencing hatasat kiilon-kiilon meg lehet
vizsgalni (Lakatos et al., 2006). Eredményeink azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt (p19,
HC-Pro, p21) duplaszali kis RNS-ko6té szupresszorok nem képesek az egyszala kis RNS-t
tartalmazd RISC-et gatolni (Lakatos et al., 2006). Ezzel ellentmondtak Vance és munkatarsai
eredményei, akik azt talaltdk GFP csendesitett GFP transzgenikus ndvényekben, hogy az rgs-
CaM calmodulin-szeri gén expresszaltatdsa utani TEV fert6zés hatdsira a szisztemikus
levelekben a GFP transzgén ujra megnyilvanul. Eredményeiket Igy magyaraztak, hogy a rgs-
CaM ¢és a HC-Pro az RNS silencing végrehajtdé komplexét, a RISC-et gatolta (Anandalakshmi
et al., 2000). A TEV HC-Pro-val végzett in vitro és és tobbféle in vivo eredményeink nem
erdsitették meg a fent emlitett megfigyeléseket, hanem egyértelmiien azt mutattak, hogy a HC-
Pro egy kis RNS-kotd fehérje, ami az aktiv RISC-et nem gétolja (D1. dbra). A Vance csoport
késébbi eredményei szerint az etilén indukalta RAV?2 transzkripcios faktor elengedhetetleniil
sziikséges a HC-Pro és a Carmovirus p38 silencing szupresszids aktivitasdhoz, tovabba
megallapitottak, hogy a RAV2 altal indukélt FRY1 and CML38 gének endogén silencing
szupresszor aktivitassal rendelkezhetnek. Erdekes médon ez a jelenség nem befolyasolta az
RNS silencingben résztvevd gének expressziojat. Eredményeik szerint a RAV2, ami mind
biotikus, mind abiotikus stresszekre indukalodik, felerésitheti a HC-Pro aktivitasat (Endres,
Gregory et al., 2010). Ezek az eredmények ugyan arnyaljak az RNS silencing szupressziorol
alkotott képiinket, de a HC-Pro altalunk javasolt miikddési mechanizmuséval nem fednek at.
HC-Pro transzgenikus novényeket hasznalva tobb laboratorium is azt az eredményt
kapta, hogy a HC-Pro gatolja a siRNS-ek képzddését (Llave, Kasschau et al., 2000) (Mallory
et al., 2001) (Dunoyer et al., 2004). Eredményeink azonban egyértelmiien megmutattak, hogy
a HC-Pro nem befolyasolja a dsGFP-rél képz6dd siRNS-ek mennyiségét egy olyan M.
benthamiana vonalban, ami nem expresszalja az RARP6 fehérjét (Lakatos et al., 2006). A
novényekben az RdARP6 fontos szerepet jatszik a siRNS indukalta RNS silencing
fenntartd/amplifikald 1épésében (Dalmay et al., 2000) (Mourrain, Beclin et al., 2000), igy az
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els6dleges siRNS-ek inaktivalasaval az RNS silencing fenntartd/amplifikald 1épése nem
kovetkezik be, az rdrp6 mutdns novények fenotipusa ezért hasonlit a DICER 2 és 4 mutans

novényekhez, amelyekben nem keletkezik siRNS.

6.5. A siRNS kotés gyakori és hatékony silencing szuppresszios mechanizmus

Virusfertdzés sordn az antiviralis RNS silencing szuppresszidja 1étfontossagu a virus
szisztemikus terjedése szempontjabol. Munkénk sordn harom kiilonb6zé novényi viralis
silencing szupresszorrol is bebizonyitottuk, hogy a kis RNS-ek megkotésével akadalyozza meg
a RISC kialakulasat (Lakatos et al., 2006, Lakatos et al., 2004) (D1. abra). A késobbiekben
bebizonyitottak, hogy a Pothos latent virus (PoLV) (Merai et al., 2005), a Peanut clump virus
(PCV) (Merai et al., 2005), a Barley stripe mosaic virus (BSMV) (Merai et al., 2005), a Turnip
crinkle virus (TCV) (Merai et al., 2005), a Cucumber vein yellowing virus CVYV) (Valli et al.,
2011), a Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Schnettler, Hemmes et al., 2010), a Tobacco
mosaic virus (TMV) (Csorba et al., 2010), Cucumber mosaic virus (CMV) (Schnettler et al.,
2010), a Pelargonium line pattern virus (PLPV) (Goto, Kobori et al., 2007) és a Flock house
virus (FHV) (Chao, Lee et al., 2005) és szamos Potyvirus is kis RNS-kot6 silencing szupresszor
fehérjét kodol. Mivel a kis RNS-ek az RNS silencing kdzponti molekulai és a kis RNS-kotd
tulajdonsaggal rendelkezd RNS silencing szupresszorok hatékony antiviralis védekezést
biztositanak, nem meglepd, hogy rendszertanilag tavol allé virusokban azonos RNS silencing

szupresszids mechanizmusu szupresszor fehérjék alakultak ki az evolucié soran.
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6.6. A Kkis RNS-koto silencing szupresszorok RNS-kot6é tulajdonsagaiknak
megfelel6 modon gatoljak a kis RNS-ek metilaciojat

A duplaszala kis RNS molekulak, kétszala tulajdonsaguk folytan in vitro és in vivo is
jelentdsen stabilabbak, mint az azonos hosszisagu egyszali kis RNS-ek. A ds kis RNS-ek
nagyobb hatékonysaggal éplilnek be a RISC-be, ezéltal erésebben képesek indukalni az RNS
silencing kialakulasat (Schwarz et al., 2003). A ds kis RNS-ek azonban a molekula duplaszala
régiodja mellett rendelkeznek egy un. 3’ talnytld véggel is, amely az AGO fehérj¢ék PAZ
doménjéhez kotddik (Zamore et al., 2000) (Schwarz et al., 2002). A kis RNS 3’ vége ezéltal
vesz részt a target RNS megkdtésében (Kim, Han et al., 2009). A kis RNS-ek 3’ vége 2
bazisparral talnytlik a duplaszali szakaszon és ez védtelenné teszi az RN-azokkal szemben.
Feltehetdleg ezért alakult ki a ndvényekben és az allatokban egyarant a kis RNS-ek 3’ végének
metilacioja (Yu, Yang et al., 2005). Metilacidé hidnydban a RNS-ek poliuridilalédnak, majd
enzimatikus modon bomlanak le (Ren et al., 2012).

Munkdénk soran megvizsgaltuk, hogy virusfertdzés soran hogyan alakul a kis RNS-ek
metilacios allapota két ds kis RNS-kotd aktivitassal rendelkezd szupresszort kodold virus
estében. A TEV eredetii viralis siRNS-ek 100 %-ban metilalatlan allapotban vannak, mig a
CIRV p19 alig gatolja a viralis siRNS-ek metilacigjat (Lozsa et al., 2008). Ez feltehetdleg azzal
magyarazhat6, hogy a CIRV a mitochondrium kiils6 membranjaban replikalodik (Burgyan,
Rubino et al., 1996), ami jobban elkiiloniil a citoplazmatdl, mint az endoplazmatikus retikulum,
ahol a TEV replikacioja torténik (Schaad, Jensen et al., 1997). A miR171 és miR168 kb. 50 %-
ban volt metildlt a TEV fert6zott ndvényekben, mig a CIRV pl9 csak kismértékben
csOkkentette ezeknek a miRNS-nek a metilacidjat (Lozsa et al., 2008). Hasonl6 eredményeket
kapott a miRNS-ek metilacios allapotarol a HC-Pro-t és a p19-et stabil transzgenikus formaban
tartalmaz6é Arabidopsis novényekkel végzett kisérletek soran Chen és munkatarsai (Yu et al.,
2006). Ez a jelenség magyarazhat6 egyrész azzal, hogy a két virus a sejtben kiilonb6z6 helyen
replikalodik (lasd fent). De magyarazhat6 azzal is, hogy a TEV HC-Pro és a tombusvirusok
p19 fehérjéje kiilonbozo képpen koti a kis RNS-eket. A TEV HC-Pro a kis RNS-ek 3 végével
fizikai kapcsolatba 1¢ép és ez hatékonyan gétolhatja a kis RNS-ek metilacidjat (Lakatos et al.,
2006). A pl9 fehérje a kis RNS-ek 5 végének foszfat csoportjaval 1ép interakcioba, ezért
elképzelhetd az is, hogy a HEN1 metildz nemcsak a szabad kis RNS-eket, hanem a p19
kotésben 1évo kis RNS-eket is metilalja (Vargason et al., 2003). A TEV HC-Pro és a CIRV p19
immunoprecipitatumban 1év6 kis RNS-ek metilacids ardnya megegyezett a virusfert6zott kis
RNS-ek metilacié ardnyaval, ami az jelenti, hogy a szupresszor fehérjék és a kis RNS-ek

kozotti fizikai kapcsolat természete hatarozza meg dontden a kis RNS-ek metildcios aranyat
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(Lozsa et al., 2008). Szintén ezzel fiigghet 6ssze annak a megfigyelésnek a magyardzata, hogy
a miR171 és miR168 jelentds mértékben metilalt allapotban volt a CIRV fert6zott sejtekben.
A miR171 duplexben kettd, mig a miR168 duplexben hdrom nem parosodé nukleotid par
talalhato. A nem parosodd nukleotidok lerdviditik a kis RNS méretét és korabbi
eredményekbdl tudjuk, hogy a 21 nt (19-2) siRNS-hez képest a 20 nt (18-2) ésa 19 nt (17-2) a
p19 affinitasa 1/5-re illetve 1/320-ra csokkent (Vargason et al., 2003), ami magyarazhatja a
magas metilacios szintet.

Sejtfrakcionalason alapul6 kisérleteink azt mutattdk, hogy mind a TEV, mind a CIRV
esetében a kis RNS-ek a citoplazméban helyezkednek el, ezért feltehetdleg ott torténik a kis
RNS-ek metilacidja. Azonban a miR171 és miR159 esetében a sejtmagban is detektaltunk
metilalt miRNS-eket. A novényi HEN1 metiltranszferdz fehérje egy nuklearis lokalizacios
szignalt tartalmaz, ami megmagyardzhatja az altalunk kapott eredményeket (Xie, Johansen et
al., 2004). Azonban a CIRV eredetii viralis siRNS-ek citoplazmas jelenléte feltételezi a HEN1

metiltranszferaz citoplazmas lokalizaciojat is.

6.7. Az SPMMYV P1 egy egyedi tulajdonsagokkal rendelkezo silencing szupresszor

A P1 fehérjét azonositottuk az SPMMYV RNS silencing szupresszoraként (Giner et al.,
2010). Az Ipomovirus nemzetségben az SPMMV az egyetlen virus, ami a Potyvirus
nemzetségre jellemzd genomszervezddéssel rendelkezik (Colinet, Kummert et al., 1998), azaz
genomjaban megtalalhato a P1 és a HC-Pro cisztron egyarant, mig a nemzetség eddig ismert
fajai nem kédolnak HC-Pro-nak megfeleltethetd fehérjét (Janssen, Martin et al., 2005, Li, Hilf
et al., 2008, Mbanzibwa, Tian et al., 2009). Az Ipomovirus nemzetségben az SMMPV mellett
az a Cucumber vein yellowing virus (CVY V) genomszervezddése is egyedi, mivel a virus altal
kédolt poliprotein N-terminalisan két P1 fehérjét is azonositottak és a masodik P1 kopia

rendelkezik RNS silencing szupresszor aktivitassal (Valli, Martin-Hernandez et al., 2000).

6.8. Az SPMMYV P1 gatolja az aktiv RISC-et

Eredményeink bemutattdk, hogy az SPMMV Pl kofrakciondlodik az AGOI
fehérjével. Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a P1 a kis RNS-t tartalmazo AGO1 frakcioval
fizikai kapcsolatban van in vivo. Ez az eredmény arra utalt, hogy az SPMMV P1 az RNS
silencing utolsd, Un. végrehajtd 1épését (aktiv RISC) gatolja (D1. abra). Ezzel egyidében
kizartuk azt, hogy a P1 az RNS silencing utvonal korabbi lépéseire is hatassal lenne (Giner et

al., 2010).
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Mas ndvényi virusok is kodolnak AGO-kotd tulajdonsdggal rendelkezé RNS
szupresszorként (Voinnet, Lederer et al., 2000). Megallapitottak, hogy a p25 képes kapcsolatba
Iépni az AGO1, AGO2, AGO3 és AGO4 fehérjékkel, de a vizsgalatba szintén bevont AGOS5-
tel és AGO9-cel nem. Az AGO 1-4 fehérjék koziil a p25 kizardlag az AGO1 proteoszéman
keresztiil torténd degradacigjat inicidlta. Ennek alapjan a szerzOk azt feltételezték, hogy a p25
az ubikvitin ligdz komplex egyik alegységeként funkcional (Chiu, Chen et al., 2010). A
Polerovirus nemzetségbe tartoz6 Beet western yellows virus tn. PO fehérjéje az AGOI1 fehérje
boxot tartalmaz, megéllapitottdk, hogy az AGO1 fehérje lebomldsa nem a proteoszoOman
keresztiil torténik (Baumberger, Tsai et al., 2007). Burgydn és munkatarsai ezutan azt talaltak,
hogy az AGOI1 siRNS-sel val6 feltoltése részben gatolja az AGO1 PO altali degradacigjat
(Csorba et al., 2010). Végiil Genschik és munkatarsai megallapitottak, hogy a PO altal inicialt
AGO1 degradacidhoz sziikség van az SCF ubikvitin ligdz komplexre, amelynek feltehetdleg a
virdlis PO is tagja, de az ubikvitinalt AGO1 az autofagia utvonalon keresztiil bomlik le (Derrien,
Baumberger et al., 2012). Ez az eredmény arra is ramutat, hogy az SCF ubikvitin ligdz nemcsak
a proteoszoma iranyaba, hanem az autofagia irdnyaba is tovabbithatja a kijelolt fehérjéket. Az
AGO fehérje degradécioja egy hatékony RNS silencing szupresszios stratégia, azonban az
SPMMYV Pl-el ellentétben a Polerovirus PO és a PVX p25 nem az aktiv RISC-et, hanem a
RISC kialakulésat gatolja.

A CMYV 2b RNS silencing szupresszor is AGO1-kotd fehérjének bizonyult. A CMV
FNY torzs 2b fehérjéje az AGO1 PAZ doménjével 1ép kapcsolatba és gatolja a kis RNS
indukalta target RNS vagast in vitro (Duan, Fang et al., 2012). Tovabba a CMV FNY 2b
esetében nem tudtak kis RNS-kotd aktivitast detektalni (Zhang et al., 2006). A CMV SD
torzsének vizsgalata soran kapott eredmények részben atfedtek az FNY 2b tulajdonsagaival.
Az SD 2b szintén egy AGO1-kotd fehérje, és szintén gatolja a kis RNS indukalta target RN'S
vagast in vitro (Duan et al., 2012). A CMV FNY ¢és SD torzsek 2b fehérjéinek dsszehasonlitasa
utan megallapitottdk, hogy mindkét fehérje két sejtmagi lokalizacids szignalt tartalmaz.
Azonban a SD 2b fehérje esetében kimutattak, hogy az AGO1-SD 2b interakcié soran az
AGOL1 a sejtmagba keriil, és a nukle6luszban detektalhatd. Tovabba megallapitottak, hogy az
FNY 2b-vel ellentétben az SD 2b kis RNS-kot6 tulajdonsaggal rendelkezik (Duan et al., 2012,
Zhang et al., 2006). Az ellentmondé eredmények magyardzata a két fehérje kiilonb6zdségébol
eredhet, de az sem zarhatd ki, hogy a két tanulmanyban az oldhat6 2b eléallitdsdhoz mas

expresszaltatdsi modot hasznaltak, ami befolyassal lehetett a fehérjék harmadlagos
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szerkezetére, igy az aktivitasara is. A CMV SD 2b esetében egy delécios soron alapuldé mutans
sorozatot allitottak eld, majd megvizsgaltdk a mutansok in vivo silencing szupresszios, siRNS-
kotd és a kis RNS indukalta target RNS vagast gatlo aktivitasat. Eredményeikbdl egyértelmiien
az dertilt ki, hogy a target RNS vagast gatld aktivitds nem sziikséges, viszont a siRNS kotés
elengedhetetlen a CMV SD 2b RNS silencing szupresszor aktivitdsdhoz (Duan et al., 2012).
Ennek az eredménynek az az érdekessége, hogy egy fehérje kétféle aktivitasa koziil csak az
egyik sziikséges a szupresszor funkcié szempontjabol.

Egy nemrég megjelent tanulmany szerint a Lettuce necrotic yellows virus (LNYV) P
foszfoproteinje, az SPMMYV P1-hez hasonloan gatolja az RNS silencing végrehajtd 1€pését,
azaz az aktiv RISC-et, gy, hogy kolcsonhatasba 1ép az AGO1 fehérjével (Mann, Johnson et
al., 2016). Vizsgalataikhoz az 4ltalunk kifejlesztett miR171 riportergénen alapuld rendszert
hasznaltdk (Giner et al., 2010, Lakatos et al., 2006). Tovabba azt talaltdk, hogy az LNYV P,
ellentétben az SPMMYV P1-gyel, nem tartalmaz WG/GW doméneket. Ez azt jelenti, hogy a
virdlis silencing szupresszor fehérjék AGO1-kotd képessége - hasonloan a kis RNS-kotd
képességhez — az evollcio soran egymastol fliggetleniil jottek 1étre. Az LNYV P az antiviralis
RNS silencingben szintén fontos szerepet jatszo AGO2 fehérjével is kapcsolatba 1ép, ami
szintén megkiilonbozteti az SPMMYV P1-tSl. Es végiil az LNYV P fehérjét az teszi igazan
érdekessé, hogy nemcsak az aktiv RISC-et gatolja, hanem az RNS silencing RDR6/SGS3
fiiggd Gn. amplifikacios 1épését is (Mann et al., 2016).

Az elmult kb. 15 évben a szamos ndvényi virus RNS silencing szupresszorat
azonositottak ¢és karakterizaltdk sokféle megkdzelitést haszndlva. A felhalmozddott
nagymennyiségli adat ismeretében kijelenthetjiik, hogy az SPMMV P1 RNS silencing
szupresszor az eddig ismert novényi virusokbol szarmazé elséként leirt olyan fehérje, amely

az aktiv RISC gatlasara képes (Giner et al., 2010) (D1. abra).
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6.9. Az SPMMYV P1 egy WG/GW domént tartalmazo AGO1-koté fehérje

Munkédnk sordn hdrom Gn. WG/GW doménhez hasonldé aminosav szekvencia
megallapitottuk, hogy a harom WG/GW domén koziil legalabb kettd sziikséges az AGO1
kotéshez €s a silencing szupresszor aktivitdshoz (Giner et al., 2010). A WG/GW domént, mint
az AGO kotéshez elengedhetetlentil sziikséges szekvencia motivumot, a S. pombe TAS3 és a
human GW182 fehérjékben azonositottdk eldszor. A TAS3 a sejtmagi heterokromatin
silencing, a GW182 pedig a citoplazmas lokalizaci6ji miRNS indukalta RNS silencing
esszencidlis fehérjéje (Till et al., 2007). Az akkor még csak Archea-kbodl rendelkezésre allo
AGO 3D strukturak ismeretében 58 human AGO2 mutanst készitettek, amelyekbdl 17 vesztette
el a GW182-kotd képességét in vitro. A Tyr529, Lys533 és a GIn545 mutansok esetében
megallapitottak, hogy ezek az aminosavak a GW182 ¢és a kis RNS 5° végi foszfat csoportjanak
megkotéséhez egyarant sziikségesek (Till et al., 2007). Tovabba kimutattak azt is, hogy a kis
RNS ¢és a GW182 fehérje megkotése nem kompetitiv modon torténik (Till et al., 2007). Ezek
az eredmények parhuzamba allithatok a mi eredményeinkkel, mely szerint az SPMMYV P1 a
kis RNS-sel toltott AGO1 fehérjéhez kotddik (Giner et al., 2010), tehat a cellularis WG/GW
fehérjék és a viralis eredeti P1 fehérje feltehetben ugyanabba az AGO-kotd ,,zsebbe”
dokkolnak. A human AGO2-kis RNS komplex szerkezetét Trp aminosavat tartalmazo fehérje
kristalyokbol hataroztdk meg és a Trp aminosav helyzete egyértelmiien kijeldlte az AGO2
felszinén azt a két apolaros jelleggel rendelkezd régiot, amelyek a WG/GW fehérjék kotésében
részt vehetnek (Schirle & MacRae, 2012). A human GW182 fehérje 34 WG/GW doménnel
rendelkezik. In vitro modszerekkel azt talaltdk, hogy a W470, W755 és a WS828
nélkiilozhetetlen az AGO2 kotés és a let-7 indukalta transzlacios represszid szempontjabol.
Tovabba azt talaltak, hogy egy AGO2 fehérje csak egy GW182-vel 1épett kapcsolatba, de egy
GW182 tobb AGO2 megkotésére volt képes. Modelljiik szerint a GW182 Iétrehozhat egy olyan
platformot, ami tobb AGO2 megkotésére is képes, ezért hatékonyabban gatolhatjak az olyan
(Takimoto et al., 2009). Ezzel szemben masok mutaciés analizissel kizarolag a W623 és W634
aminosavakat azonositottdk elengedhetetleniil sziikségesnek az AGO2 kotéshez in vitro és a
miRNS indukalta RNS silencinghez in vivo (Pfaff & Meister, 2013). Schirle és munkatérsai
(2012) két Trp-kotod zsebet talaltak kb. 24 angstrom tavolsagra az AGO2 felszinén, és ezzel
Osszhangban a Pfaff és munkatarsai (2013) altal leirt, az AGO2 k&tésben résztvevé W623 és

W634 aminosavakat 6sszekotd 11 aminosavas linker is hasonld tavolsagot kot 6ssze az AGO2
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felszinén a bioinformatikai predikciok alapjan. Az SPMMV P1 fehérjében a WG/GW
doméneket 6sszekdtd linker régid ennél joval hosszabb (86 és 30 aminosav), ami alapjan azt
feltételezziik, hogy a P1-AGO1 kotés masképp alakulhat ki. Talan ez a magyardzata annak,
hogy a P1 a GW182 fehérjével szemben, negativ hatassal van az RNS silencingre.
Eredményeink alapjan azt is megallapitottuk, hogy a 759 aminosav hossztsagu P1
fehérje 1-383 aminosavig tartd N-termindlis régioja hatékony RNS silencing szupresszios
aktivitast mutat (Giner et al., 2010). Kiilonb6z6 hosszsagi P1 delécios sorozat silencing
szupresszids vizsgalata soran azt taldltuk, hogy a 120 aminosavas P1 még nem, de a 210
aminosav hosszusagli P1 mar hatékonyan gatolja az RNS silencing-et (Szabo EZ, 2014). A P1
1-120 aminosav hosszisagl régidja két WG/GW domént tartalmaz, ami korabbi eredményeink
szerint elvileg elégséges a silencing szupresszids aktivitdshoz (Giner et al.,, 2010).
Eredményeink azonban azt sugalljak, hogy a WG/GW doméneket tartalmaz6 N-terminalis

mellett a P1 tovabbi kb. 80 aminosavas régioja is nélkiilozhetetlen az aktivitas szempontjabol.

6.10. WG/GW domént tartalmazo viralis RNS silencing szupresszorok és
miikodési mechanizmusuk

Egy masik csoporttal szinte egyidében sikeriilt bemutatnunk, hogy a viralis RNS
silencing szupresszorok kozott is vannak WG/GW domént tartalmazd fehérjék. A Turnip
crincle virus p38 kopenyfehérjéjérdl szintén kimutattdk, hogy AGO1-kotd aktivitassal
rendelkezik, azonban az SPMMYV P1-gyel szemben a miR171-gyel t6ltott aktiv RISC-et gatld
aktivitassal nem rendelkezett (Azevedo et al., 2010, Derrien et al., 2012).

A Tomato ringspot virus (TORSV) kapszid fehérje (CP) is silencing szupresszorként
funkcional. A fehérje C-terminalisdn talalhaté WG/GW domén muticidja a silencing
szupresszor aktivitas elvesztésével jar. Tovabba azt talaltdk, hogy a ToRSV CP egy AGOI-
kot fehérje, és az AGO kotéshez elengedhetetlentil sziikséges a CP fehérje C-termindlis
régidjaban talalhato WG/GW domén. Mindemellett, a ToRSV CP jelenlétében az AGO1
fehérjéhez hasonldan, az autofagia utvonal vesz részt (Karran & Sanfacon 2014). Karran és
Sanfacon (2014) azt talalta, hogy ToRSV CP jelenlétében a GFP mRNS a poliriboszéméakon
talalhatdo meg, ami egybevag azzal az altalanosan elfogadott paradigmaval, miszerint az RNS
(is). Tovabba, a CP illetve a CP*Y funkcidvesztéses mutans jelenlétében nem volt kiilonbség a
riportergénként hasznalt GFP mRNS mennyiségében, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a
ToRSV CP fehérje az RNS silencinget transzlacios szinten gatolja (Karran & Sanfacon, 2014).
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Tanulmanyukban ugyanazon az dbran az is lathato (2. abra C panel), hogy a negativ kontrolként
hasznalt iires vektor jelenlétében sem csokkent le a GFP mRNS mennyisége. A szerzdk 4
nappal az infiltralas utan vettek mintat. [rodalmi adatok szerint azonban, mar 3 nap utan is erds
RNS silencing indukalodik az agroinfiltralt gén mRNS-e ellen (Bucher, Sijen et al., 2003, Cao,
Zhou et al., 2005, Chiu et al., 2010, Diaz-Pendon, Li et al., 2007, Haasnoot, de Vries et al.,
2007, Kreuze, Savenkov et al., 2005, Lucy, Guo et al., 2000, Mangwende, Wang et al., 2009,
Merai et al., 2005, Qu et al., 2003, Renovell, Carmen Vives et al., 2012, Silhavy et al., 2002,
Tenllado, Barajas et al., 2003, Thomas, Leh et al., 2003, Valli et al., 2006, Vargason et al.,
2003, Li et al., 2008, Pfeffer et al., 2002). Véleményiink szerint a negativ kontrollban
valamilyen okbdl nem detektaltak a GFP ellen indukalddott RNS silencing-et, ezért vonhattak
le azt a valdsziniileg nem megfelelé kdvetkeztetést, hogy a TORSV CP kizardlag transzlacios
szinten gatolja az RNS silencing-et (Karran & Sanfacon, 2014). Véleményiink szerint, nagy
biztonsaggal csak azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a TORSV CP az autofagia ttvonalon
keresztiil degradalja az AGO1 fehérjét, igy gatolva meg az aktiv RISC kialakulasat (D1. abra).

A Tomato spotted wilt virus (TSWV) NSs fehérjéjének RNS silencing szupresszor
aktivitdsat mar régota ismerik (Bucher et al., 2003, De Ronde, Butterbach et al., 2013).
Azonban a TSWV NSs fehérjéje avirulencia (Avr) faktorként is miikddik olyan paradicsom
vonalakban, amelyek egy bizonyos domindns rezisztencia (R) gént tartalmaznak. A TSWV-re
érzékeny vonalakban az Avr hiperszenzitiv reakciot (HR) indukdl. Mutacids analizissel
térképezték az silencing szupresszor aktivitdsért és a HR indukalasért felelds régiokat az NSs
fehérjén. Eredményeik szerint az NSs fehérje N-terminalisan (W17) 1évé WG/GW domén
fontos szerepet jatszik a silencing szupresszor aktivitadsban ¢s a HR indukélasédban egyarant.
Tovabba més aminosavakat talaltak az NSs N-terminalisdn (NSs 1-133 aminosavig), amelyek
szintén esszencialisnak bizonyultak a silencing szupresszor aktivitishoz ¢és a HR
indukaldsdhoz. Az NSs C-termindlisan 1évé bizonyos aminosavak mutédcioja a silencing
szupresszor aktivitds megtartasaval, de a HR indukalé képesség elvesztésével jart.
Eredményeik alapjan megallapitottak, hogy HR indukéaldsdhoz az NSs N- és C- terminalis
régidja egyarant fontos szerepet jatszik, azonban nem tudtdk egyértelmiien elkiiloniteni a
silencing szupresszor ¢és a HR indukald aktivitasért felelds régiokat (de Ronde et al., 2014
#1777). A WG/GW domén mutacidja okozta szupresszor ¢s HR indukalo funkciovesztés
lehetséges magyarazata az, hogy a Trp—Ala aminosav csere a fehérje harmadlagos

szerkezetének jelentds atalakulasat okozta. Sajnos a TSWV NSs WG/GW doménjének az

crer
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Pelargonium line pattern virus (PLPV) p37 kopenyfehérjéjénél RNS silencing
szupresszor aktivitast és AGO1-kotd képességet is detektaltak (Perez-Canamas & Hernandez,
2015). Az AGO1 kotés kovetkeztében a p37 a nukleoluszba keriil a CMV SD 2b-hez hasonlo
modon (Duan et al., 2012). Tovabba megallapitottdk azt is, hogy egy WG doménnel is
képességét, azaz silencing szupresszor aktivitasat, kapszid fehérje funkcidjat és a nukleolaris
lokaliz4ciojat egyarant (Perez-Canamas & Hernandez, 2015).

Munkank nyoman (Giner et al., 2010) tobb WG/GW domént tartalmazo kiillonbozo
szupresszids mechanizmusu RNS silencing szupresszort is azonositottak, de ezek koziil egyik
sem rendelkezik az SPMMV-hez hasonlé aktiv RISC-et géatld szupresszidos mechanizmussal

(D1. abra).

6.11. A P1 cink finger doménje kulcsszerepet jatszik a fehérje silencing
szupresszor aktivitasaban

Az SPMMV P1 fehérjében azonositottunk egy C4 tipust cink finger motivumot.
Mutécios analizissel bebizonyitottuk, hogy a cink finger fontos szerepet jatszik a P1 silencing
szupresszor funkcidjaban. C4 tipusii cink finger motivumok taladlhatok tobbek kozott
transzkripcié faktorokban és RNS kotd fehérjékben is. Az adenovirusok El transzkripcios
aktivatoraban a Cys Ser aminosav csere funkcidvesztéssel jar (Webster, Zhang et al., 1991).
Az E1 fehérjéhez hasonldan a Mungbean yellow mosaic virus-Vigna (MYMV) AC2-ben 1€évo
cink finger motivum elengedhetetlentil sziikséges a transzaktivator és a silencing szupresszor
funkcidhoz (Trinks, Rajeswaran et al., 2005).

Megallapitottuk, hogy az SPMMYV P1 WG/GW doménje felelds a silencing szupresszor
aktivitasért és az AGO1 kotésért (Giner, Lakatos et al., 2010). Ezzel szemben eredményeink
azt mutatjak, hogy a silencing szupresszor funkcidoval nem rendelkez6 cink finger mutans P1
képes az AGO1 fehérjét megkotni. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az SPMMV P1
fehérjében az aktivitasért és az AGO1 kotésért felelés régiok nem ugyanazon a doménen
helyezkednek el. igy a cink finger domén a P1 fehérje effektor doménjének tekinthetd. Az
eukariota élélényekben 1évé WG/GW fehérjék esetében is hasonlo dolgot tapasztaltak. Az RNS
silencingben kizardlag pozitiv hatést kifejtd6 GW182, KTF1, Tas3 és RNA Pol IV fehérjékben

az AGO kotésért és a funkcidhoz sziikséges régiokat kiilonbozé doménekre térképezték (Bies-
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Etheve, Pontier et al., 2009, Chekulaeva, Filipowicz et al., 2009, El-Shami, Pontier et al., 2007,
He, Hsu et al., 2009, Till & Ladurner, 2007, Zipprich, Bhattacharyya et al., 2009). A WG/GW
fehérjék modularis felépitésével magyarazhato az, hogy a WG/GW fehérjék pozitiv és negativ
hatést is kifejthetnek.

6.12. A SPMMYV P1 feltételezett mikodési mechanizmusa

Mint ahogy azt bemutattuk az SPMMV P1 egyedi RNS silencing szupresszor
mechanizmussal rendelkezik (Giner et al., 2010). A kis RNS-t tartalmaz6 aktiv RISC az RNS
silencing végrehajtd 1épése, ami a target RNS endonukleolitikus hasitasaban, és/vagy a
transzlacids represszid kialakulasaban nyilvanulhat meg a novényekben és az allatokban
egyarant (Brodersen et al., 2008, Burgyan & Havelda, 2011, Li, Liu et al., 2013, Pfaff &
Meister, 2013, Silhavy & Burgyan, 2004, Zamore et al., 2000). A Drosophila és a human RISC-
16l in vitro kisérletek alapjan megéllapitottak, hogy miikodését modellezni lehet a Michaelis-
Menten kinetikdval. Ez alapjan, amennyiben a target RNS joval nagyobb koncentracidoban van
jelen, mint a RISC, a RISC kb. 50 véagasi ciklus végrehajtasara képes. Az elvagott target RN'S
disszocial a RISC-rél, igy valik lehetévé egy ijabb target RNS elvagasa (Haley & Zamore,
2004). Ezzel szemben az allatokban az AGO2 a GW182 fehérje jelenlétében nem vagja el a
Filipowicz et al., 2009). Ezért a transzlacios gatlas csak tigy kovetkezhet be, ha a miRNS ¢és a
target RNS kapcsolatban van (és marad). A novényi AGO1 mikddése feltehetéen szintén
leirhat6 a Michaelis-Menten kinetikaval és a viralis siRNS ¢€s a miRNS indukalta target RNS
vagasara szamtalan in vitro és in vivo példat talalunk a szakirodalomban (Azevedo et al., 2010,
Baksa, Nagy et al., 2015, Gursinsky, Pirovano et al., 2015, Llave, Xie et al., 2002, Tang,
Reinhart et al., 2003). Munkéank soran bemutattunk, hogy az SPMMYV P1 a viralis siRNS ¢és a
miRNS indukalta target RNS vagast is gatolja in vivo (Giner et al., 2010). Azonban ez a
vizsgalati modszer nem alkalmas annak a megéllapitasara, hogy a P1 pontosan mely AGO
fehérjére hat.

Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara Carbonell et al. (2012) mddszerét adaptaltuk
¢s megallapitottuk, hogy a P1 az AGO2-t nem, de AGO1 miikddését hatékonyan gatolja
(Kenesi et al, 2017). Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a P1 megnoveli az AGO?2 aktivitdst és
az AGO2 mRNS szintjét is N. benthamiana-ban. Az AGO2 mRNS transzlacigjat a
miR403/AGO1 gatolja (Harvey et al, 2011), azomban a P1 hatasara valdsziniileg felszabadul
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a transzlacids gatlas aldl, ami AGO2 aktivitdst eredményez. De emellett a P1 az AGO2
transzkripcids aktivitasat is indukalhatja.

Vad tipusut ¢és mutdins AGO1 ¢és Pl fehérjéket alkalmazva RNS
immunoprecipitacioval kimutattuk, hogy a Pl fehérje az AGOIl-hez kapcsolddva
megakadalyozza a target RNS kapcsolodasat. Eredményeink egy uj tipust silencing
szupresszids mechanizmust mutatnak be (Kenesi et al., 2017). Véleményiink szerint a P1
kompetitiv, vagy nem-kompetitiv médon gatolhatja az AGO1 aktivitast. A cink finger domén,
a P1 effektor doménje, az AGO1 megkdtéséért versenyezhet target RNS-sel. Az human AGO2
szerkezet vizsgalatokbol tudjuk, hogy az AGO2-ben 1évd kis RNS un. ,;seed” régioja (2-7
nukleotid a kis RNS-en) fontos szerepet jatszik a target RNS megkotésében (Schirle &
MacRae, 2012). Igy a ,,seed” régio lefedése megakadalyozhatja a target RNS kotodését. A
helix-7 domén a kis RNS 6. és 7. nukleotidja kdz¢é ékelddik be, ami az A-szerkezeti forméaban
1év6é kis RNS szerkezetét megtori, és igy gatolja meg a target RNS kotddését. Az is
elképzelhetd, hogy a P1 effektor doménje a hélix-7 beékelddését stabilizalja. A nem-
kompetitiv AGO1 gatlas ugy is megvaldsulhat, hogy a P1 kdtddése soran oly modon valtoztatja
Véleménylink szerint erre a kérdésre az AGO1/kisRNS/P1 komplex haromdimenzids
szerkezetének meghatarozasa adhatna pontos valaszt.

Az éllati rendszerekben leirt miRNS indukalta transzlacids gatlds a ndvényekben is
fontos szerepet tolt be az egyedfejlodés €s a stesszvalasz szabalyozasaban (Mallory, Hinze et
al., 2009). A noévényekben az Altered Meristem Program 1 (AMP1) fehérje az endoplazmatikus
retikulumban talalhat6 és AGO1-kotd tulajdonsaggal rendelkezik (Li et al., 2013). Az ampl
megnovekszik, kizardlag az endoplazmatikus retikulumban lokalizalt riboszomakon (Li et al.,
2013). Ez alapjan azt feltételezik, hogy a miRNS-AGO1-AMP1 komplex miRNS fiiggé modon
megkotve tartja a target mRNS-t, ami emiatt alacsonyabb mértékben transzlalodik
endoplazmatikus retikulumban 1évé riboszéméakon. Amennyiben az SPMMV P1 silencing
szupressziés mechanizmusa a target RNS kizarasan alapul, akkor feltehetéen a P1 a
transzlaciods represszid gatlasara is képes, bar ezt a feltevést kisérleti eredmény egyelére nem

bizonyitja.
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6.13. A P1 fehérje szerepe az SPMMYV patogenitasaban

Az SPMMYV, mint ahogy a neve is mutatja, enyhe tiineteket okoz batatan. A fert6zott
batata levelein klorotikus foltok jelennek meg, amelyek 2-4 hétig figyelhetok meg, majd a
ndvény fiatalabb levelei tiinetmentessé valnak ¢s az SPMMV titere is a detektalhatosag szintje
ala csokken (Mukasa, Rubaihayo et al., 2006), kigydgyul a fertdzésbol (Baulcombe, 2004). Az
SPMMYV P1-gyel kapcsolatos eredményeink alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a virusfertdzés
sordn a virusrol keletkezett siRNS-t tartalmazo de novo RISC komplexek miikodését a viralis
genomrol transzlalédd P1 gatolja. A si- és a miRNS-t tartalmazé RISC az SPMMV P1
potencialis target molekulajanak tekintheté (Giner et al., 2010). Azonban a P1 nem tud
kiilonbséget tenni a si- és a miRNS-t tartalmazo RISC ko6zott, igy az AGO1/miR403 gatlas alol
felszabadul az AGO2 mRNS transzlacioja (is). Ennek megfeleléen, az AGO1 gatlasa AGO2
aktivitast eredményez, ami hatékonyan gatolja az SPMMV replikacigjat, ami a

virusfert6zésbol valo kigyogyulashoz vezet (Kenesi et al., 2017).

6.14. Elvesztette-e az SPFMYV P1 a silencing szupresszor aktivitasat?

A Potyvirideae csaladba tartoz6 SPMMV (Ipomovirus nemzetség) ¢s az SPFMV
(Potyvirus nemzetség) hasonld méretli P1 fehérjét kodol, ami valdsziniileg egy korabbi
rekombinacids esemény kovetkezménye (Valli et al., 2007). Eredményeink szerint az SPFMV
Pl 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 esszencidlis WG/GW domént tartalmaz.
Tovabba elképzelésiinket az is alatdmasztotta, hogy az SPFMV enyhe tiineteket okoz
kiilonb6z6 Ipomoea fajokon (Tugume, Mukasa et al., 2008). Mivel a P1 fehérjék N-terminalisa
viszonylag magas homologidt mutat, az SPFMV PI1-bdl hidnyz6 WG/GW domének
kialakitasaval egy silencing szupresszor aktivitassal rendelkezd, mesterségesen létrehozott P1
fehérjét hoztunk létre, amely az SPMMV Pl-hez hasonléan AGO1-kotd képességgel
rendelkezik (Szabo et al., 2012).

Az SPFMV fert6zés soran a viralis genomi RNS-rél egy kb. 3500 aminosav
hosszusagu fehérje transzlalodik, amibdl egy proteolitikus hasitas révén keletkezik a 689
aminosav hosszusagu P1 fehérje (Sakai, Mori et al., 1997). Kés6bb megfigyelték azt, hogy a
kb. 3500 aminosavas fehérje mellett egy masik fehérje is keletkezik, ami a stop (TAG)
kodonnal végzddik, ezért a genomi RNS tovabbi transzlacioja befejezddik (Rodamilans, Valli

et al., 2015). A DNS ¢és RNS polimerazoknal ismert, hogy az ismétlédéseket tartalmazd
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régioknal a polimerdz bizonyos valdsziniiséggel levalik a templatrol (megesuszas, slippage),
az atir6do nukleinsavlanc 3’ vége elvalik a templattol, a neki nem a megfeleld pozicioba
hibridizalodik vissza, és a polimeraz folytatja a lanchosszabbitast. A nukleotid kihagyas, vagy
extra nukleotid beépiilése a leolvasési keret eltolédasaval jar, igy a polimeraz “slippage”
pozicidja utan megvaltozott aminosav sorrendii fehérjét keletkezik (Viguera, Canceill et al.,
2001). Az SPFMV P1 leolvasasi kerete tartalmaz egy GAAAAAA (GAs) motivumot, ahol ha
megcsuszik az virdlis RNS polimeraz, a képz6d6 RNS lanc egy adeninnel kevesebbet tartalmaz
¢s ennek hatasara a 679 aminosavas Un. P1-PISPO fehérje keletkezik (Rodamilans et al., 2015).
35S-GFP riportergénnel végzett agroinfiltracids teszttel megallapitottak, hogy a P1-PISPO
(GAs5) RNS-rdl transzlalodo fehérje silencing szupresszor tulajdonsaggal rendelkezik (Mingot,
Valli et al., 2016). A P1-PISPO fehérje négy WG/GW domént is tartalmaz, azonban AGO1-
kotd képességét nem sikeriilt kimutatni (Dr. Juan José Lopez-Moya, személyes kozlés).
Tovabbd megvizsgaltadk a wt SPFMV P1 fehérje silencing szupresszids aktivitasat is, és
csoportunkhoz hasonlé modon negativ eredményt kaptak (Mingot et al., 2016, Szabo et al.,
2012). Ez nem meglepd, ugyanis az agroinfiltracids teszt nem tartalmazza a virdlis RNS
polimerdzt, ami a P1-PISPO fehérje 1étrehozasaban esszencidlis szerepet jatszik.

A két csoport eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy kiindulasi hipotézisiink
hibas volt. Az SPFMV P1 nem vesztette el a VSR aktivitdsat, hanem a viralis RNS polimeraz
bizonyos gyakorisaggal bekovetkezd megcstiiszasa miatt a leolvasasi keret eltolodik és az igy
1étrejott P1-PISPO fehérje az SPFMYV silencing szupresszora. Az SPFMV RdRP kb. minden
tizedik replikacids ciklus sordn “csuszik meg”, ezért PI-PISPO mRNS alacsonyabb
koncentracioban van jelen a genomi RNS-hez képest, kevesebb P1-PISPO keletkezik. Ez

magyarazhatja a gyenge tiineteket €s az alacsony virustitert is (Mingot et al., 2016).

6.15. Lehet-e az RNS silencing szupresszorokat “erésség” alapjan rangsorolni?

A ndvényi RNS silencing szupresszorok tesztelésére alkalmazott leggyakoribb
modszer az Agrobacterium altal kozvetitett tranziens expresszio. Az ezt kovetd mRNS és
fehérje vizsgélatok azt mutatjdk, hogy a legtobb szupresszor hatékonyan gatolja az RNS
silencing-et, feltehetdleg azért, mert a szupresszor fehérje magas koncentraciéban van jelen a
sejtben. Korabban mi és mésok is bemutattak, hogy az RNS silencing szupresszi6é mértéke fiigg
a szupresszor fehérje koncentracidjatol, in vitro és in vivo is (Havelda et al., 2005, Lakatos et
al., 2006, Lakatos et al., 2004). Zamore (2004) hipotézise szerint a silencing szupresszorral

rendelkezd virusok sikeres fertdzésének egyik feltétele, hogy a fertdzott sejtben a szupresszor

crer
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disszociacids allandojanal, valamint a target molekula sejtbeli koncentraciojanal (Zamore,
2004). Sajnos nagy kihivast jelent a szupresszor fehérje és a target molekula sejtbeli
allanddjanak megmérése pl. az siRNS-koté silencing szupresszorok esetében (CIRV és
CymRSV p19, RHBV NSs) in vitro megoldhat6 (Vargason et al., 2003) (Lakatos et al., 2004)
(Hemmes et al., 2007).

A virusfertdzés soran megjelend ds replikdcids intermedierek, vagy a viralis genomi
¢és antigenomi RNS-eken kialakul6 Gn. “hairpin” alakzatok is hatékonyan indukaljdk az RNS
silencinget (Burgyan & Havelda, 2011, Molnar, Csorba et al., 2005. A TCV CP és a PoLV pl4
fehérjéi dsRNS-kotd képességiik altal lefedik a virdlis RNS ds szakaszait, igy tudjak
hatékonyan megakadélyozni a viralis RNS felismerését, a DCL enzimek siRNS processzald
aktivitasat, ezaltal az RNS silencing kialakuldsat (Merai et al., 2006). Azonban a dsRNS-kot6
ndvényi silencing szupresszorok esetében a szupresszor és a target molekula disszociacios
allanddjarol nincs informacio.

Az AGO degradacidjat elésegité (PVX p25, BWYV PO, ToRSV CP) ¢és az aktiv
RISC-et gatlo (SPMMYV P1, PLPV p37) szupresszorok esetében a szupresszor —target fehérje
(AGO) kolcsonhatas erdsségét meg lehetne mérni, pl. izotermalis titracios kalorimetridval
(ITC), amihez azonban viszonylag nagy tisztasagl és fajlagos aktivitast fehérjékre van
sziikség.

A modell igazolasahoz sziikséges paramétereket, mint a szupresszor fehérje és a target

fgy a silencing szupresszorok ,.erdsségének” megbecsiilésére egyelére csak a
matematikai modellek allnak rendelkezésre. Groenenboom ¢és Hogeweg szamos paramétert,
koztik a Zamore (2004) altal javasolt paramétereket is bevonva matematikai modellel
jellemezte a virus szaporodast sejtszinten, valamint a virus terjedését, az eddig ismert négy
silencing szupresszids stratégia, ugymint dsRNS kotés, siRNS kotés, AGO degradacio és aktiv
RISC gétlas esetében (Groenenboom & Hogeweg, 2012). Eredményeik szerint sejtszinten
inaktivacio és az aktiv RISC gétlasa hatékonyabb stratégia volt, mint a ds- vagy a siRNS kdotés.
A kiilonbség a fertdzés eldrehaladtaval csokkent, de a ds- vagy a siRNS-koto stratégia nem érte
el az AGO inaktivacios és az aktiv RISC gatld szupresszorok hatékonysagat (Groenenboom &
Hogeweg, 2012). Véleményiink szerint ez a modell nem megfelelden jellemzi a sejtszintli
eseményeket, mert két fontos paraméterrel nem szamolt. (1) Az aktiv RISC gatl6 szupresszorok

esetében kizardlag a virdlis siRNS-ek AGO-ba vald betdltésével, illetve ezek gatlasaval
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szdmol. Mint ahogyan korabban is leirtuk, az SPMMYV P1 nem tud kiilonbséget tenni a viralis
si- és a miRNS-sel t6ltott AGO (RISC) kozott és a miRISC-ek koncentracidja feltehetdleg
magasabb, mint siRISC-eké, ezért a fert6zés kezdetén a relative alacsony P1 koncentracid a
miRISC-ek és a siRISC-ek megkdtésével jelentdsen csokkenheti az antivirdlis RNS silencing
hatékonysagat. Az AGO inaktivacios (degradacids) aktivitassal rendelkezd szupresszorok (pl.
BWYV P0) a de novo keletkez6 AGO fehérjék ellen hatdsosak, amelyek nem tartalmaznak kis
RNS-t (Csorba et al., 2010). (2) Elméletileg, ha a PO transzkripcios €s transzlacids rataja
magasabb fehérjekoncentraciot biztositana, mint a de novo AGO koncentracid, akkor az AGO
inaktivacidjan alapul6 stratégia nagyon hatékony lehet. Azonban a Beet western yellows virus
esetében kimutattdk, hogy a PO ORF-e a tobbi viralis fehérjéhez képest alacsonyabb szinten
hatékonysagat a genomi RNS mutéciojaval megnovelték, a muticid nem volt stabil, az ATG
transzlacios iniciacids kodon a kevésbé hatékony ACG-re, GTG-re vagy ATA-ra valtozott meg
a virus replikacidja soran (Pfeffer, Dunoyer et al., 2002). Az alacsony PO koncentracid
alacsonyabb virustitert és gyengébb tiineteket okoz.

Ugyanabban a tanulmanyban a szerzok modellezték szerint a kiilonb6zd silencing
szupresszor mechanizmusok hatdsat a virus terjedésére. Egy pontbol kiindul6 sugériranyban
torténd terjedést modelleztek és a kiszamoltdk az adott sugarhoz tartozo virdlis RNS
mennyiségét is. Eredményeik szerint a ds- és a siRNS-k6td szupresszorok egységnyi id6 alatt
gyorsabb sejtrél-sejtre valo terjedést biztositottak, igy nagyobb feliiletet fertéztek meg, mint az
AGO inaktivacios és az aktiv RISC gétld szupresszorokkal rendelkezd virusok. Tovabba, a
fertzott teriileten a magas viruskoncentracioval jellemezhetd sejtek ardnya joval magasabb
volt a ds- és a siRNS-kot6 szupresszorok hatdsara, mint az AGO inaktivacios €s az aktiv RISC
gatlo szupresszorok esetében. A szerzok szerint ez azért valdszinii, mert a ds- és a siRNS-kotd
szupresszorok a siRNS képzddés vagy a siRNS-ek AGO-ba vald beépiilését akadalyozzak meg,
ek sejtrdl sejtre vald terjedése hatékony RNS silencing-et indukal, ezzel ellentétben az
SPMMV P1 és a BWYV PO csak a lokalis (sejtszintii) silencing-et gatolja. gy a szupresszios
mechanizmust tekintve elképzelheté a silencing szupresszorok kozotti ,.erdsségbeli”
kiilonbség, azonban véleményiink szerint csak abban az esetben, ha a kiilonbdz6 szupresszorok
koncentracioja kozel azonos. Ezt pedig csak Agrobacterium mediélta tranziens expresszioval
lehet elérni, ami nem megfeleldé modellje a virusfertézésnek. Igy a szerzék modellje
véleményiink szerint nem jol kozeliti az in vivo megfigyeléseket (Groenenboom & Hogeweg,

2012).
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Osszefoglalva, egy RNS silencing szupresszor “erdsségét” a virus altal biztositott

transzkripcids €s transzlacios rata hatarozza meg, ami jol korrelal a virus altal okozott tiinetek

mértékével in vivo.

6.16. A viralis silencing szupresszorok tobbféle modon gatoljak az RNS silencing-
et
A viralis szupresszorok az eldbb emlitett négyféle szupresszios stratégia mellett még
egy nagyon érdekes mechanizmus segitségével csokkentik az RNS silencing mértékét. Havelda
¢s munkatarsai (2010) megfigyelték, hogy CIRV fertézés soran a miR168 mennyisége
jelentésen megnovekszik a fertdzott sejtekben (Varallyay et al., 2010). A miR168-r6l ismert,
(Vaucheret et al., 2006). Tovabba Havelda és munkatarsai (2010) megallapitottak, hogy
virusfert6zés soran az AGOI1 fehérje szint, feltehetdleg a miR168 kovetkeztében jelentosen
lecsokkent, ami az antiviralis RNS silencing hatékonysaganak csokkenésével jart egyiitt. Végiil
meghatdroztak, hogy a CIRV fehérjéi koziil egyediil a p19 szupresszor indukalta a miR168
expressziojanak novekedését és novelte az AGO1 transzlacios gatlasat (Varallyay et al., 2010).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a p19 indirekt médon részt vesz a lokalis silencing
gatlasaban is.
Havelda ¢és munkatarsai (2010) mdas ndvényi virusok silencing szupresszorait
vizsgalva megallapitotta, hogy evolucios tekintetben tavoli virusok silencing szupresszorai

hasonld aktivitassal birnak, bar a jelenség pontos mechanizmusa egyelére még nem ismert

(Varallyay & Havelda, 2013).
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D1. dbra A viralis silencing szupresszorok hatisa az antiviralis silencing utvonaldn (Szittya & Burgyan
2013)

6.17. Az RNS silencing szupresszorok alkalmazasa a biotechnologiaban

Széleskorben elfogadott az az elmélet, mely szerint az RNS silencing legfontosabb
feladata az invaziv nukleinsavak elleni védelem, igymint az exogén eredetli virusok, és az
endogén eredetli transzpozonok (Tang & Galili, 2004). Ilyen invaziv nukleinsavnak
szamitanak a transzgenikus novényekbe integralt transzgének, melyek, féleg a magas
képiaszam miatt, 6ridsi mennyiségben termelik az altaluk kodolt mRNS-t. A kiilonb6z6 célbol
létrehozott transzgénikus ndvények esetében azt tapasztaltak, hogy hosszatavon jelentds
kiilonbség van az egyes vonalak kozott a transzgén altal termelt fehérje mennyiségében
(Matzke, Primig et al., 1989, Napoli, Lemieux et al., 1990). Késdbb megallapitottak, hogy a
transzgén expresszidjanak csokkenését az ellene indukalodd RNS silencing okozza (Scholthof,
2007). A viralis RNS silencing szupresszorok azonositasa és funkcidjanak megismerése jarult
hozza annak az elképzelésnek a kialakuldsahoz, hogy az RNS silencing szupresszorokkal a
transzgén expresszidjuk stabilizalhat6. Ugyanakkor az RNS silencing szupresszorok hatdsa
nem specifikus, azaz pl. egy bizonyos miRNS funkci6jat nem lehet veliik kiiktatni, csak az
RNS silencing globalis gatladsara alkalmasak (Burgyan & Havelda, 2011) (Baulcombe, 2002).
Tovabba fontos azt is megjegyezni, hogy mivel az RNS silencing szupresszorok a virus
patogenezisének meghatdrozo tényezoi, ezért stabil transzgénikus ndvényekben torténd
expresszidja jelentds fenotipusos elvaltozasokat, igymint torpe ndovekedés, levél fodrosodas,
vagy nekrotikus foltok megjelenése, okozhat. Ezt elkeriilendd, olyan transzgénikus vonalakat
kell szelektalni, amelyek olyan szinten képesek termelni az RNS silencing szupresszort, hogy
az ki tudja fejteni a hatasat, de ne okozzon erds fenotipusos valtozast. A stabil transzgenikus
ndvények haszndlatanak ezért hatékony alternativdja lehet a termeltetni kivant fehérje és az
RNS silencing szupresszor Agrobacterium medialta tranziens expresszaltatidsa (Voinnet, Rivas
et al., 2003), vagy a viralis vektorok alkalmazésa.

Modell rendszerként stabil transzgenikus ndvényeket haszndlva a siRNS-kotd
képességgel rendelkezd TEV HC-Pro-val jelentds mértékben sikeriilt a GFP fehérje
mennyiségét megemelni (Ma, Liu et al., 2009). De ez a moddszer alkalmas a human
gyogyaszatban fontos fehérjék termeltetésére is. A Yersinia pestis F1-V antigén expresszioja
nem volt detektalhat6 transzgenikus paradicsom ndvények termésében, a TBSV pl19 fehérje
bejuttatasa drasztikus mdédon megemelte a Yersinia pestis F1-V fehérje mennyiségét (Alvarez,

Pinyerd et al., 2008). Szintén stabil transzgenikus novényekben Artichoke mottled crinkle virus
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pl9 fehérje koepresszaltatasaval 50-100-szorosara sikerlilt megemelni a tenaszcin-C
tumormarker elleni ellenanyag termelédését (Villani, Morgun et al., 2009).

A kozelmultban az Afrikdban kitért Ebola jarvany gyors terjedése azonnali
beavatkozast igényelt, igy nem volt id6 transzgenikus ndvények létrehozéasara. Kordbban tobb
Ebola ellenes human-egér hibrid neutralizalo ellenanyagot is izolaltak. Az ellenanyagok nehéz
¢s a konnyili lancait PVX és TMV alapu virus vektorokba illesztették és ko-infekcidval rovid
id6 alatt el6 lehetett allitani az aktiv ellenanyagot. Az ellenanyagok mennyiségi eldallitasat a
virusok RNS silencing szupresszora biztositotta (Giritch, Marillonnet et al., 2006). Az igy
kialakitott harom komponensti Zmapp ellenanyag koktél hatdsos volt az Ebola Guinea-i térzse
ellen, igy fontos szerepet jatszott a jarvany megfékezésében (Qiu, Wong et al., 2014).

Ezek az eredmények nagyban hozzéjarultak az un. ,,molecular farming” technoldgia

hatékonysaganak novekedéséhez (Circelli, Donini et al., 2010).
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7. AZ EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA

1. A heterolog Drosophila in vitro silencing rendszer hasznalatdval megallapitottuk, hogy a
CymRSV p19 silencing szupresszora a duplaszala kis RNS-ek megkdtésével akadalyozza meg

az RNS silencing kialakulésat.

2. In vitro és in vivo is igazoltuk, hogy az RNS silencing szupresszid hatékonysaga fligg a

crer

3. A Drosophila in vitro rendszert tovabb fejlesztve tobb szupresszor fehérjérdl

megallapitottuk, hogy siRNS tulajdonsaggal rendelkezik.

4. Kidolgoztunk egy GFP riportergénen alapuld tesztrendszert, amivel négy VSR-t
megvizsgalva bebizonyitottuk, hogy a ds siRNS kotd silencing szupresszorok az egyszalu
siRNS-sel toltott RISC-re (aktiv RISC) nincsenek hatéssal. In vitro és in vivo eredményeink

alapjan valoszinisitettiik, hogy siRNS kotés egy gyakori RNS silencing gatlo stratégia.

5. A P1 fehérjét azonositottunk az SPMMV silencing szupresszoraként. In vitro és in vivo
analizissel kizartuk, hogy az SPMMYV P1 az eddig ismert siRNS processzinget gatld, vagy

siRNS kot6 silencing szupresszor mechanizmussal rendelkezik.

6. A 4. pontban ismertetett GFP riportergénen alapuld tesztrendszer segitségével, amivel
kizarolag az aktiv RISC gatlasat vizsgalhatjuk meg, igazoltuk, hogy az SPMMYV P1 az els6
novényi RNS silencing szuppresszor, ami az egyszalii siRNS-sel toltott RISC-re van hatéssal.

Ezzel egy Uj silencing szupresszor stratégiat irtunk le.

7. Megallapitottuk, hogy az SPMMV P1 egy AGO1 kot fehérje. Igazoltuk, hogy a P1
fehérjében talalhatdo un. WG/GW motivumok elengedhetetleniil sziikségesek a szupresszor
aktivitashoz és az AGOI1 kotéshez. Az allati és novényi szervezetekben szdmos WG/GW
fehérjét ismernek, amelyek pozitiv hatdssal vannak az RNS silencing folyamatara. Az SPMMV

P1 az els6 WG/GW fehérje, ami a negativ modon szabalyozza az AGO aktivitést.
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8. Térképeztik az SPMMV P1 fehérjét. Megallapitottuk, hogy a harom WG/GW domént
tartalmazd N-terminalis elsd 131 aminosav mellett még tovabbi 79 aminosav sziikséges a vad

tipusu P1-hez hasonl6 erésségli silencing szupresszor aktivitashoz.

9. Bebizonyitottuk, hogy az SPMMV P1 az antivirdlis RNS silencingben elsddleges ¢és
masodlagos védelmi vonalakban miikodé AGO1 és AGO2 fehérjék koziil csak az AGO1
funkcidjat gatolja. A P1 az AGO2 aktivitast annak ellenére nem gétolja, hogy az AGO1-hez

hasonloéan képes fizikai kapcsolatba 1épni vele.

9. Megallapitottuk, hogy a P1 fehérjében talalhat6 cink finger motivum fontos szerepet jatszik
a silencing szupresszor aktivitdsban. Tovabba eredményeink azt mutattak, hogy a cink finger

domén a P1 fehérje effektor doménjeként funkcional.

10. Kisérleteink eredményei alapjan javaslatot tettlink az SPMMV P1 pontos molekuldris
mechanizmusara: A P1 kapcsolddasa az AGO1/kis RNS komplexhez meggatolja a target RN'S

kapcsolodasat, ami az AGO1 aktivitds megszlinéséhez vezet.

11. Létrehoztuk az elsé mesterséges silencing szupresszor fehérjét. Az SPFMV P1 fehérje
elsdleges szerkezete nagy hasonldsdgot mutat az SPMMYV Pl-gyel, azonban az SPMMYV P1-
gyel szemben csak egy WG/GW motivumot tartalmaz és nem mutatott RNS silencing
szupresszor aktivitast. Azonban a ,,hidnyz6” WG/GW motivumokat beépitve az SPFMV P1-

be silencing szupresszor aktivitas fehérjét hoztunk létre.

12. Bebizonyitottuk, hogy a ,,gain of function” SPFMV P1 mutdns az SPMMYV P1-hez hasonld

modon gatolja az RNS silencing-et.
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10. FUGGELEK
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Fiiggelék 1. dbra Az RHBV NS3 a direkt kompeticiés megkozelitésben gatolja a siRNS indukalta RNS
silencing-et

Direkt kompeticios kisérlet (A). Indirekt kompeticiés kisérlet (B). Az alkalmazott NS3 koncentracié
fiiggvényében abrazoltuk a taret RNS vagas hatékonysagat
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Fiiggelék 2 abra Az NS3 hatasa a silencing komplexek képzdédésére

Reprezentativ direkt (A) és indirekt kompetitiv (B) kisérlet bemutatasa A képzédott RISC mennyiségének
abrazolasa a direkt (négyzetek) és az indirekt rendszerben (kordok) 3 ismétlésben.
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