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1. BEVEZETES

A novényeket fert6z0 virusok 4altalaban kisméretli oOrokité anyagot
hordoznak, egyszerli felépitésiiek (csupan neéhany fehérjét kodolnak) mégis
sulyos gazdasagi karokat képesek okozni. Kompatibilis virus-gazda novény
kapcsolatban a virus képes replikdlodni (6rokitd anyagat sokszorositani) az
elsddlegesen fertdzott sejtekben €s sejtrdl sejtre terjedni a novényi szovetben
majd az edénynyalab rendszer segitségével eljutni a novény tavolabbi szdveteibe
igy kialakitva a szisztemikus (egész novényre kiterjedd) fertdzést. Mivel a
virusok obligat parazitak, ezért €letciklushoz fel kell hasznalniuk a gazdasejt
er6forrasait. A virus fertdzés alapvetden atszabja a megfertdzott novény
geénexpresszios rendszerének muikodését. A fertdzés soran egyes gének, pl. az
altalanos stressz valaszokban szerepet jatszok, kifejez6dése indukalodik mig
mas gének aktivitasa lecsokken. A fert6zés hatasara kiilonb6zd szint
védekezési reakciok/stratégiak indukalodnak a novényben de a legujabb
eredmények alapjdn elmondhatdo, hogy a virusok is ¢élnek olyan
mechanizmusokkal, amelyek feladata a novényi védekez6 rendszer aktivitasnak
gatlasa.

A virus fertézés soran kialakulé komplex molekularis kolcsonhatasok
megvaltoztatjdk a fertdzott novény metabolizmusat. Ezek a metabolikus
valtozasok alakitjadk ki a betegség tiineteket, amelyek jellegzetesek az adott
virus-novény interakciora. A gazdasagi karokat kozvetleniil a kialakuld tiinetek
okozzdk, amelyek a hozamot és a termés mindséget is befolyasoljak. A
megfertdzddott novény gyogyitdsara mar nincs mod csak megeldzéssel lehet
védekezni a virus fertdzések ellen. A virus-novény molekularis interakcio
vizsgalata tobbféle szempontbol is lehetdséget nyujt fontos tudomanyos

tertiletek vizsgélatara.
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3. In situ hibridizalasi kiseérletekkel kimutattuk, hogy a "shut off " jelenség
(egyes gazdanovény mRNS-ek kifejezddesének erdteljes gatlasa) megfigyelhetd
a CMV-tok sziklevél rendszerben is. Eredményeink azt is megmutattdk, hogy az
eldzdleg masok altal meért enzimaktivitasi €rtékek jol korreldlnak a megfeleld
gének expresszidos valtozasaival. Egyes gének mRNS-einek indukcidjanak
kimutatasaval a fert6zési teriilettdl tdvolabb esd sejtekben olyan szignalizacids
jelenségek jelenlétét irtuk le, amelyek alapvetd fontossaguak lehetnek gazda-

patogén kdlcsonhatasban.

4. Kimutattuk, hogy az eddig csak inokulalt leveleken megfigyelt "shut oft"
jelenség a virus fertézott novények szisztemikus levelein is kialakulhat.
Bizonyitottuk, hogy a szisztemikusan fert6zott levelekben az endogén génekre
hato "shut-off" jelenég perzisztens moédon fennmaradhat, ezzel stilyos mRNS

deficienciat hozva Iétre a gazdanovényben.

5. Eredményeink azt is megmutattdk, hogy egyes virusok (Tombusvirus és
Tobamovirus nemzetségbe tartozok) keépesek mig, mas virusok (Carmovirus és
Cucumovirus nemzetségbe tartozok) nem képesek a gazda mRNS-ek hatékony
leszabdlyozasdra a szisztemikus levelekben. A kiilonb6z6 gazda-virus
kapcsolatok vizsgalataval Osszefiiggést mutattunk ki a tiinetek sulyossaga és a
,shut-off” jelenség mértéke kozott, ami arra utal, hogy ez a jelenség a tiinet

kialakulas fontos komponense lehet bizonyos noveény-virus kapcsolatokban.

6. A szisztemikus levelekben kialakuld "shut off" jelenség molekularis
mechanizmusat vizsgalo kisérleteink azt mutattak, hogy a jelenségért a ceélgének

sejtmagi transzkripciojanak gatlasa felelds.



dc_35 10

7. Kimutattuk, hogy a RNS csendesités szuppresszor hidnyanak hatasara a
noveény képes a virus lokalizicidjara az edénynyalab rendszerben ¢€s az azt
koriilvevd szovetekben, de nem képes befolyasolni a mutans virus sejt szintii

replikéacigjat.

8. Feltartuk, hogy a defektiv interferald6 (DI) RNS-ek a p19 fehérje siRNS-el
torténo telitésével, a p19 defektiv mutans virus fertdzéséhez hasonldan, képesek

gatolni virus elterjedését a fertdzott szovetekben.

9. A Tombusvirus csalddon beliil védo és nem védd DI RNS-eket azonositottunk
¢s meghataroztuk az ezért felelds régidkat a genomikus és DI RNS-eken. Ezek az
eredményeink azt mutatjak, hogy a genomikus RNS felhalmozddéasasnak
gatlasan kiviil - ami sziikséges a DI RNS-ek védd hatasahoz - egyéb specialis

faktorok is részt vesznek a DI RNS-ek altal indukalt tiinet gyengitésben.

10. Kimutattuk, hogy eltéré ndvény-virus interakcidkban, tekintet nélkiil az adott
virus altalanos hatasatol az endogén miRNS-ek szintjére, mindig hatdrozott €s
kddold mRNS-t kontroldldo miRNS) indukcidt tapasztaltunk és, hogy a miR168

expresszid ¢s a virus RNS akkumulacio térben atfed egymassal.

11. Kisérleteink megmutattak, hogy a virusfertdzéseket kovetd altalanosan
eléforduld 4GOI mRNS indukcio ellenére az AGOI1 fehérje szint nem
emelkedett, s6t csokkenést mutatott, a virusfertdzott novényekben. Kimutattuk,
hogy az AGOI1 fehérje felhalmozddasanak gatlasaért kozvetlentl a virusfertézeés

altal indukalt miR 168 akkumulacio felel0s.
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12. Megallapitottuk, hogy a tombusvirusok altal kodolt pl9 RNS csendesités
szuppresszorok, a jol ismert siRNS koto aktivitason kiviil, felelosek a miR168
indukcidért €s ezen keresztiil az AGO1 fehérje felhalmozdodasadnak kontrolljaért.
Az eredményeink arra utalnak, hogy a virusoknak a hatékony fert6zés érdekében

egyszerre tobb szinten kell tamadniuk az RNS csendesités mechanizmusat.

13. Az eredményeink szintén megmutattak, hogy a virus indukalta miR168
akkumuléacié az AGOI mRNS transzlacios gatlasat 1dézi eld. Ez alapjan elsdként
irtuk le, hogy az RNS csendesités kozponti molekuldja, az AGO1, a miR168

kozvetitett transzlacios gatlassal is szabalyozddhat.
5. AZ ERTEKEZESHEZ KAPCSOLODO PUBLIKACIOK LISTAJA.
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animal and plant microRNAs. DNA and Cell Biology, 26(4):251-5. (IF: 1.861)
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3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteink soran nagyrészt az altalanos DNS, RNS ¢és fehérje
manipuldcios eljarasokat hasznaltuk, amelyek megtalalhatoak a széles korben
hasznalt  kiilonb6z6  molekularis  bioldgiai  modszerekkel foglalkozo
kézikonyvekben. A  kisérletek soran hasznalt, specidlisabb technikak
részletezését sem tartalmazza ez a dolgozat, az érdeklddok szamara ezek
forrasai, illetve pontos leirasai, az eredeti publikacidkban taldlhatoak meg. A
dolgozat egy része egy Uj kis RNS detektalasi rendszer kifejlesztését mutatja be,
azonban a bemutatas itt is a technologia képességeinek €s hatarainak leirasara
koncentral. Szamos, a hatékony kis RNS kimutatds témakorében irt, metodikai
publikacionk jelent meg, amely lehetové teszi az érdekldddk szdmara a részletes

protokollok elérését.
4. TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kifejlesztettiink egy modositott oligonukleotidokon alapuld (LNA) rendkiviil
hatékony és specifikus kis RNS detektaldsi rendszert, megoldva ezzel szamos
technikai nehézséget a mi- ¢és siRNS-ek kimutatdsa kapcsan. A rendszer
altalanosan hasznalhat6 mind northern blot mind in sifu hibridizacios
eljardsokban novényi, illetve allati rendszerekben. Az altalunk kidolgozott LNA

alapu detektalasi technika az utobbi években vilagszerte elterjedté valt.

2. LNA probak segitségével in situ hibridizacios vizsgélatokkal ndvényi miRNS-
ek felhalmozodasat  vizsgaltuk  kiilonbozd  szovetekben.  Vizsgalataink
megmutattdk, hogy a miRNS-ek térben ¢és idOben szigoruan kontrollaltan
fejezOdnek ki ¢€s altalanos jelenlétik az edénynyaldb rendszerben nem sejt-

autonom aktivitasukra utal.
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A virusok, hogy képesek legyenek ellendllni a siRNS alapti védekezési
rendszernek, RNS csendesitést gatld feherjeket kodolnak, amelyek aktivitasa
szintén nagymértékben (lehet) felelds a betegség tiinetek kialakuldsaért.

A kompatibilis virus-gazdanoveény kapcsolatok megfigyelése lehetdséget
nyujt a ndvényi RNS csendesités alapu védekezési rendszer €és a virusok altal
kifejlesztett RNS csendesitést gatld0 mechanizmusok vizsgalatdra, amely
magaban rejtheti Ujszerli virus ellenallosagi eljarasok kifejlesztésének igeretét. A
virusok, életciklusok soran, eltéré mértékben avatkoznak be a gazdanovény
transzkripcios €s transzlacios apparatusanak milkodésébe. Ezeknek a virus
indukalta valtozasoknak a vizsgalata nemcsak a virus ¢letciklusanak jobb
megértését teszi lehethetdvé, hanem ezen keresztiil lehetdséget nyljt alapvetd

génszabalyozasi mechanizmusosak felismerésére is.
2. CELKITUZES

Munkénk sordn a betegség tiinet kialakulés, illetve a novény-virus kapcsolat
soran kialakuld védekezési-tdmadasi mechanizmusok molekuléaris hatterét
vizsgaltuk. Tovabba kivancsiak voltunk arra, hogy vajon van-e kapcsolat a két
jelenség kozott.

Kutatasainkban a kovetkezd konkrét célokat tliztiik ki:

- hatékony kis (si ¢s mi) RNS detektal6 rendszer kidolgozasat

- virus fertdzés indukalta mRNS ¢€s miRNS expresszidos valtozasok
megfigyelését és ezek lehetséges szerepének vizsgalatat a tiinet kialakulasban.
- az RNS csendesités alapu védekezési rendszer szovet szintli miikodésének
vizsgalatat

- DI RNS-ek tiinet modositod hatasnak elemzését

- a miRNS-ek lehetséges szerepének vizsgalatit a virusfertdzési

folyamatokban.
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(* levelezo szerzd)
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Osszes kozlemény: szama 26, impakt faktor 103.568, fiiggetlen hivatkozds 510
Elso és utolso szerzos kozlemények impakt faktora: 81,36

A dolgozatban szereplo kozlemények: szama 13, impakt faktor 74.897
A dolgozatban szereplé elso és utolso szerzos kozlemények impakt faktora:
71.186
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Vizsgalhatjuk tiinet kialakulds molekularis hatterét, amely ugyan napjainkban is
vizsgalt de részleteiben még nem ismert €s rendkiviil fontos a gazdasagi
karokozasban betoltott szerepe miatt. A kompatibilis gazdanoveény-virus
kapcsolat tanulméanyozasa tobb szempontbdl is hasznos. Az interakcid egyik
partnere, a virus, viszonylag egyszerli organizmus, amely megengedi a virus
genom Irdnyitott megvaltozatasat a molekularis biologia technologiai
eszkoztaraval. A 1étrehozott mutans virusok felhasznaldséval analizalni lehet az
egyes virus fehérjék szerepét a virusfertdzési folyamatokban. Egyes virusok
tarsult szubviralis molekulai (pl. defektiv interferaldé (DI) RNS-ek) fontos
tiinetmodositd hatassal rendelkeznek. Ezekben az esetekben szintén nem
ismertek pontosan azok a molekularis mechanizmusok, amelyekkel a szubviralis
molekulak képesek a virus felhalmozodast, illetve a tiinetek kialakulésat
modositani.

A vizsgalatunk targya lehet a novények altal kifejlesztett védekezési
mechanizmusok miikodésének megfigyelése. A novények a virusfertdzések
ellen kifejlesztettek egy altalanos védekezesi stratégiat, mely bizonyos
szempontbdl analdg az allati immunrendszerrel. A {6 kiilonbség az, hogy mig az
immunrendszer a korokozo fehérjéit tdmadja, addig a novényi védekezés, az
RNS csendesités, a betolakodd virus RNS-ét azonositja €s bontja le. Ez a
védekezési mechanizmus a gazdandvény védekezési rendszere altal generalt kis
interferald6 RNS-eken (small interfering (si) RNA) alapszik. A keletkezett virus
eredetl siRNS-ek hatdrozzak meg a védekezési rendszer szekvencia
specifikussagat amely, els6sorban a virus RNS-ek hasitdsaval gatolja a fert6zo
virus felhalmozodast. A védekezési valasz molekularis mechanizmusa hasonlo
¢s biokémiai szempontbdl nagyban atfedd egy, a novényekben jelenlevd, mikro

RNS (micro(mi)RNA) alapt génszabalyozasi rendszerrel.



