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1. BEVEZETES ES CELKITUZES
BEVEZETES

A novényeket fertéz0 virusok altaldban kisméretli oOrokitd anyagot hordoznak,
egyszerll felépitésiiek (csupan néhany fehérjét kddolnak) mégis sulyos gazdasagi karokat
képesek okozni. Kompatibilis virus-gazda ndvény kapcsolatban a virus képes replikalodni
(0rokitd anyagat sokszorositani) az elsddlegesen fert6zott sejtekben és sejtrdl sejtre terjedni a
novényi szovetben majd az edénynyaldb rendszer segitségével eljutni a ndvény tavolabbi
szoveteibe igy kialakitva a szisztemikus (egész novényre kiterjedd) fertézést. Mivel a virusok
obligat parazitdk, ezért életciklushoz fel kell hasznalniuk a gazdasejt eréforrasait. A virus
fertdz¢s alapvetden atszabja a megfertdzott ndvény génexpresszios rendszerének miikodését.
A fert6zés soran egyes gének, pl. az altalanos stressz valaszokban szerepet jatszok,
kifejez6dése indukalodik, mig mas gének aktivitasa lecsokken. A fertdzés hatasara kiillonbozo
szintll védekezési reakciok/stratégidk indukaldédnak a ndvényben, de a legijabb eredmények
alapjan elmondhatd, hogy a virusok is élnek olyan mechanizmusokkal, amelyek feladata a
ndvényi védekezd rendszer aktivitasnak gatlésa.

A virus fertdzés soran kialakuldé komplex molekularis kolcsonhatasok megvaltoztatjak
a fertdzott ndvény metabolizmusat. Ezek a metabolikus valtozasok alakitjak ki a betegség
tiineteket, amelyek jellegzetesek az adott virus-novény interakcidra. A gazdasagi karokat
kozvetleniil a kialakulé tiinetek okozzak, amelyek a hozamot és a termés mindséget is
befolyasoljak. A megfert6z6dott novény gyogyitasadra mar nincs mod, csak megeldzéssel lehet
védekezni a virus fertézések ellen. A virus-ndvény molekularis interakci6 vizsgalata tobbféle
szempontbol is lehetdséget nyujt fontos tudomanyos teriiletek vizsgalatara.

Vizsgéalhatjuk tiinet kialakuldas molekularis hatterét, amely ugyan napjainkban is
vizsgélt de részleteiben még nem ismert €s rendkiviil fontos a gazdasagi karokozasban
betoltott szerepe miatt. A kompatibilis gazdandvény-virus kapcsolat tanulményozasa tobb
szempontbol is hasznos. Az interakcido egyik partnere, a virus, viszonylag egyszerl
organizmus, amely megengedi a virus genom irdnyitott megvaltozatisat a molekularis
bioldgia technolodgiai eszkdztaraval. A 1étrehozott mutans virusok felhasznalasaval analizalni
lehet az egyes virus fehérjék szerepét a virusfert6zési folyamatokban. Egyes virusok tarsult
szubviralis molekuldi (pl. defektiv interferalo (DI) RNS-ek) fontos tiinetmodositdo hatdssal

rendelkeznek. Ezekben az esetekben szintén nem ismertek pontosan azok a molekularis
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mechanizmusok, amelyekkel a szubviralis molekuldk képesek a virus felhalmozodast, illetve
a tiinetek kialakulasat médositani.

A vizsgélatunk targya lehet a novények altal kifejlesztett védekezési mechanizmusok
mikodésének megfigyelése. A ndvények a virusfertdzések ellen kifejlesztettek egy altalanos
védekezési stratégiat, mely bizonyos szempontbol analég az allati immunrendszerrel. A {6
kiilonbség az, hogy mig az immunrendszer a korokozd fehérjéit tdmadja, addig a ndvényi
védekezés, az RNS csendesités, a betolakodd virus RNS-ét azonositja és bontja le. Ez a
védekezési mechanizmus a gazdandvény védekezési rendszere altal generalt kis interferald
RNS-eken (small interfering (si) RNA) alapszik. A keletkezett virus eredetii siRNS-ek
hatarozzak meg a védekezési rendszer szekvencia specifikussagat amely, elsésorban a virus
RNS-ek hasitasaval gatolja a fert6z6 virus felhalmozodast. A védekezési valasz molekularis
mechanizmusa hasonld és biokémiai szempontbdl nagyban atfedd egy, a ndvényekben
jelenlevd, mikré RNS (micro(mi)RNA) alapi génszabalyozasi rendszerrel. A virusok, hogy
képesek legyenek ellendllni a siRNS alapt védekezési rendszernek, RNS csendesitést gatlo
fehérjéket kodolnak, amelyek aktivitdsa szintén nagymértékben (lehet) felelds a betegség
tiinetek kialakulasaért.

A kompatibilis virus-gazdandvény kapcsolatok megfigyelése lehetdséget nyujt a
novényi RNS csendesités alapti védekezési rendszer €s a virusok altal kifejlesztett RNS
csendesitést gitld mechanizmusok vizsgalatara, amely magdban rejtheti Ujszerli virus
ellenallosagi eljardsok kifejlesztésének igéretét. A virusok, életciklusok sordn, eltérd
mértékben avatkoznak be a gazdandvény transzkripcids és transzlacids apparatusanak
mikodésébe. Ezeknek a virus indukalta valtozasoknak a vizsgalata nemcsak a virus
¢letciklusanak jobb megértését teszi lehethetévé, hanem ezen keresztiil lehetdséget nyujt

alapvetd génszabalyozédsi mechanizmusosak felismerésére is.
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CELKITUZES

Munkank sordn a betegség tiinet kialakulds, illetve a ndvény-virus kapcsolat soran
kialakulé védekezési-tdmadasi mechanizmusok molekularis hatterét vizsgéaltuk. Tovabba

kivancsiak voltunk arra, hogy vajon van-e kapcsolat a két jelenség kozott.

Kutatasainkban a kovetkezd konkrét célokat tliztiik ki:

- hatékony kis (si és mi) RNS detektal6 rendszer kidolgozasat

- virus fert6zés indukalta mRNS és miRNS expresszids valtozasok megfigyelését és
ezek lehetséges szerepének vizsgalatat a tiinet kialakulasban.

- az RNS csendesités alapu védekezési rendszer szovet szintli miikodésének vizsgalatat

- DI RNS-ek tiinet médosito hatadsnak elemzését

- a miRNS-ek lehetséges szerepének vizsgalatat a virusfert6zési folyamatokban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Az irodalmi attekintés fejezetben a ndvényi molekuldris virologiai és biologiai
kutatdsokat a dolgozat megértéséhez sziikséges mélységben, a teljeség igénye nélkiil,
tekintem at. Azokat a kutatdsainkat, amelyek a dolgozat targyat képezik ebben a fejezetben
nem ismertetem. Az altaldnos bevezetésben nem szerepld, azonban egyes fejezethez

kapcsolodo specialis adatokat, irodalmi hatteret az adott fejezetnél mutatom be.
2.1. A ndvényi virusok altalanos leirasa.

A jelenleg ismert 72 ndvényi virusnemzetség tobb mint 500 virusfajt foglal magaba
(Hull, 2002). A novényi virusok rendkiviil valtozatosak, kiilonb6zd a viruspartikuldk alakja,
eltéré a gazdakoriik, mas és mas vektorok terjesztik oket (pl. rovarok, fonalférgek, gombak,
pollen, mag vagy maga az ember (agrotechnika)), valtozatos a genomszervezddésiik és a
génexpresszids stratégiajuk. Az altaluk okozott tlinetek is sokfélék lehetnek, az alig
¢észrevehet6tdl, a gytirisfoltossagon keresztiil, a megfertdzott ndovény teljes nekrdzisdig. A
névényi virusok tobbnyire csak nukleinsavbol és az azt koriilvevd fehérjeburokbol allnak. A
nukleinsav lehet RNS vagy DNS, mindkett lehet egy vagy kétszali. Az eddig megismert
ndvényi virusok tobb mint 90%-4t az egyszali RNS virusok alkotjak. 77%-uk genomi RNS-e
képes miikddni a virusfert6zés soran. A fertdzott sejtekben a virusok a gazdandvény
fehérjeszintetizald rendszerét és a novény erOforrasait hasznaljak fel replikaciés ciklusuk
lebonyolitdsdhoz. A ndvényi sejtbe bejutd mRNS-polaritasi virus RNS kozvetleniil
bekapcsolddik a fehérjeszintézisbe. A fehérjeszintézis soran keletkezd virus eredetli RNS-
fliggé RNS-polimerdz (RdRp), vagy mas néven replikdz, a gazdafehérjékkel komplexet
alkotva felismeri a pozitiv RNS szal 3° végének specialis promoter elemét, és a pozitiv szalat
templatként hasznélva elkezdi a komplementer (negativ) szalak készitését. Az elkésziilt
komplementer szalak szolgdlnak templdtul a nagy mennyiségli pozitiv szal szintéziséhez
(Buck, 1996). Ezek egy része becsomagolodik a virus altal kodolt kopenyfehérjébe. Az
ujonnan szintetizalddott virusok (nem feltétlen virionként) elészor a szomszédos sejtekbe
jutnak at sejtrol-sejtre vald mozgassal, majd a ndvény szallitonyalabjain keresztiil tdvolabbi
szervekbe. Az eukariota sejt fehérjeszintetizalo rendszere monocisztronos. Ez azt jelenti, hogy
a transzlacidt iranyitd mRNS egyetlen fehérje genetikai kodjat (nyitott leolvasasi keret, ORF)

tartalmazza az 5’ nem kodold szakasz utan. A virus RNS-en kodolt gének szama azonban
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egynél tobb. Az eddig megismert ndvényi virusok genomja legalabb négy-6t fehérjét kodol
(Maia és mtsai., 1996), ezért a pozitiv szali RNS virusoknak alkalmazkodniuk kellett az
eukariota transzlacios rendszerhez génjeik kifejezhetdsége érdekében. A virus RNS-en kéodolt
gének kifejezddése ot egymastol eltérd stratégia szerint torténhet: (1) szubgenomi RNS-ken
keresztiil (2) osztott viralis genommal (3) poliproteinen keresztiil (4) atolvashat6 (leaky) stop
kodonnal (5) olvasasi keretvaltassal (Maia €s mtsai., 1996). A természetben ezek a stratégiak
az egyes virusok esetében sokszor egymdssal kombinaldédva fordulnak eld.

A pozitiv szala RNS virusok altal kodolt legaltalanosabb fehérjéket ismert vagy
feltételezett funkcidjuk alapjan a kdvetkezo csoportokba lehet sorolni.
Strukturalis fehérjék:
A n6vényi virusok esetében ez, néhany ritka kivételtdl eltekintve, csak a kopenyfehérjét (CP)
jelenti, amelynek legismertebb funkcioja a virus részecske kiilsé burkanak létrehozasa, amely
védi az RNS genomot a sejtben 1év0 nukleazok hatdsa ellen. A virusok kdpenyfehérjéje sok
esetben szerepet jatszik az egyes virusok sejtrol-sejtre torténd terjedésében valamint a hossza
tdvi mozgasban is (Carrington és mtsai., 1996).
Enzimek:
Az RNS virusok legalapvetobb funkcidja a genom replikacié. Minden ismert, replikacioképes
virus kodol egy vagy tobb fehérjét , mely a replikaciojaért felelés. Altalanossagban ezeket az
enzimeket RNS-fliggé RNS-polimeraznak (RdRp, replikdz) nevezik. Sok esetben sikertilt
azonositani a virus sejtrdl-sejtre és a vaszkuldris rendszerben torténd terjedéséért felelds virus
koédolta fehérjéket is (movement protein; MP). Ezeknek a fehérjéknek a jelenléte teszi
lehetévé, hogy a virus RNS-ek képesek atjutni az egyik sejtbol a masikba, a sejteket
0sszekoto plazmodezmakon keresztiil (Tzfira és mtsai., 2000).

Virusfertdzéskor a virusok vektorok segitségével, vagy mechanikai sériilésen keresztiil
jutnak be a ndvényekbe. Replikacidjuk utan a fertézés helyétdl sejtrol-sejtre torténd
mozgassal eljutnak a n6vény vaszkularis rendszerébe, ezen keresztiil eldszor a gyokérbe, majd
a hajtascsucsba keriilnek. Innen kiindulva képesek az tjonnan fejlodé levelek
szallitonyaldbjain keresztiil kilépni a mezofil sejtekbe, €s sejtrol-sejtre torténd mozgassal
meghdditjak a szoveteket. Ez utobbit nevezziik szisztemikus fertdzésnek (Hull, 2002).

Mesterséges fert6zéskor a novény alsobb leveleit mechanikai sértésnek vetjiik ala
tisztitott virus vagy virus RNS jelenlétében. Ezt a levelet nevezziik inokulalt levélnek, a virus
innen kiindulva terjed el az egész ndvényben kialakitva a szisztemikus fertézést. A kisérletek

soran a virus fertdzéssel Osszevetendd egészséges novényeket szintén alavetjiikk mechanikai
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sértésnek azonban a virus jelenlétének hidnyaban. Ezeket novényeket nevezziik "mock"

inokulalt névényeknek.
2.2. A Tombusvirus csalad altalanos jellemzése

A kisérleteink soran szamos kiilonb6z6 virust hasznaltunk, amelyek kiilonboz6 virus
csoportokba tartoznak. Legfébb modell virusaink azonban a Tombusvirus csalad tagjai,
amelyet példaként a bevezetOben részletesen bemutatok. A tobbi virusrol hely hidnydban csak
a legsziikségesebb ismeretek talalhatoak a konkrét vizsgalatoknal az EREDMENYEK és
MEGVITATASUK fejezetben.

A tombusvirusok neviiket a paradicsom bokros torpiilés virus angol neve (tomato
bushy stunt virus; TBSV; (Russo ¢és mtsai., 1994)) utin kaptdk. Szdmos gazdasagi
szempontbol is fontos virus tartozik ebbe a viruscsaladba. Ilyenek, példaul a paprikat,
paradicsomot ¢€s tojasgylimolcsot is fertézo paradicsom bokros torpiilés virus (TBSV), a
rendkiviil stlyos tlineteket okoz6 marokkoi paprika virus (Moroccan pepper virus; MPV).
Terjedésiik elsdsorban a fertdzott talajjal torténik, de eddig csak az uborka nekrézis virusrol
(cucumber necrosis virus; CNV) irtdk le, hogy egy talajlaké gomba, az Olpidium bornovanus
terjeszti vektorként (Kakani és mtsai., 2001). A tombusvirusok RNS genomja 30 nm atmérdja
ikozahedralis részecskébe (partikulaba) csomagoldédik be, amely 180 darab identikus
kopenyfehérje alegységbdl épiil fel. A pozitiv szalu, osztatlan genomi RNS kb. 4700 bazis
hosszl, és a viruspartikula tomegének 17%-at teszi ki. A virus RNS-ének 5’ végén nincs
RNS-hez kotott fehérje, a 3° végen pedig nincs poly-(A) vég. Egyes pozitiv szala RNS
virusokra jellemzd, hogy 3’ végiikon egy, a transzfer RNS-ekhez hasonlé mésodlagos
szerkezetet tartalmaznak, ezt a szerkezetet a tombusvirusok esetében azonban nem lehet
kimutatni. A cymbidium gylrlisfoltossag virus (cymbidium ringspot virus; CymRSV) genomi
RNS 3’ végén egy meghatarozott RNS s masodlagos szerkezet volt kimutathaté amely
sziikséges a virus replikacojahoz (Havelda és Burgyan, 1995). A fert6zott sejtekben és a
virusrészecskékben a genomi RNS-en kiviil még két kisebb szubgenomi RNS (sgRNS) van
jelen. A sgRNS-ek a genomi RNS-rdl keletkeznek, atirddasukat a sgRNS promoter régioi
iranyitjak (Russo és mtsai., 1994; Johnston és Rochon, 1995) és a genomi RNS 3’ végi utolso
2100 (sg 1 RNS), illetve a 3 végi utolsdé 900 (sg 2 RNS) bazisat tartalmazzak. A kozolt
tombusvirusok genomszervezddése megegyezik, vagyis genomjukon ugyanannyi, hasonld
méretll nyilt leolvasési keret (open reading frame, ORF) taldlhatd, azonos sorrendben, koztiik

rovid nem kodold régiokkal (Russo és mtsai., 1994).
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2.2.1 A Tombusvirusok genomszervezédése

A tombusvirusok 4,7 kb hosszl pozitiv szala, RNS genomja 6t ORF-et tartalmaz ( 1.

abra).
ORF 5
ORF 1 ORF 2 ORF 3 |-—
——l 4,7 kb
UAG ORF 4
33 kDa 92 kDa
[ e =G 4,7kb — sue =
41 kDa
- . —sgl 2,1 kb — | &
22 kDa
=
19 kDa _'Sg2 0,9kb — . L
-

1. Abra Tombusvirusok genomszervezodése. Az éabra jobb részén lathaté northern blot analizis a genomi

(G) és szubgenomi (sg) RNS-eket mutatja. Proba: CymRSV ¢DNS random proba.

A tombusvirusok 5’ végi rovid nem transzlalodo szakaszat (kb. 160 bazis hosszlsagl) az elsé
OREF koveti, amely egy 33 kDa-os fehérjét kodol. Az ORF1 egy UAG (amber) stop kodonnal
végzodik, amelyet a riboszomak bizonyos gyakorisaggal atolvashatnak és igy folytathatjak a
fehérje-szintézist a kovetkez6 UGA (opal) stop kodonig. Az 4tolvasas folyaman egy 92 kDa-
os fehérje képzddik (ORF2), amely transzlacids gyakorisaga koriilbeliil az 5%-a a 33 kDa-os
fehérjének (Scholthof és mtsai., 1995). Amennyiben egy stop kodont épitettek be a CymRSV
ORF1-be, amelynek hatdsara egy csonka 16 kDa fehérje szintetizalodott a 33 kDa fehérje
helyett, vagy egy maésik kisérletben az amber stop kodont kicserélték metionin kodonra, a
virus elvesztette a fert6zd képességét (Dalmay és mtsai., 1993). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a 33 kDa fehérje jelenléte sziikséges a replikacidhoz, tovabba a 92 kDa fehérje
Oonmagaban nem elégséges a virusreplikacido meginditasahoz. Tehat az ORF1 és ORF2 egyiitt
koédoljak a virusreplikacioért felelds fehérjéket és a sikeres virusreplikdciohoz mind a két
fehérjének jelen kell lennie. Szekvencia analizisek alapjan feltételezik, hogy a 92 kDa-os
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fehérje rendelkezik az RNS-fliggd RNS-polimeraz aktivitassal (Hearne és mtsai., 1990), mig a
33 kDa-os fehérje pontos szerepe a replikacioban nem tisztazott. A tombusvirus replikacios
rendszert kiterjedten hasznaljdk a virus replikdcid pontosabb molekularis mechanizmusénak
megértésére (White és Nagy, 2004; Nagy és Pogany, 2006). Az ORF3, amely a sgl RNS-rdl
ir6dik at, kodolja a kopenyfehérjét, amelynek mérete 41 kDa (Russo és mitsai., 1994).
Kopenyfehérje mutans virus RNS-ek eldallitasaval igazoltdk, hogy a kopenyfehérje gén
nélkiilozhetd a virus replikdcidjaban ¢és sejtrol-sejtre terjedésében, azonban egyes
gazdandvény-virus kombinacid esetén hatdssal lehet a virus vaszkularis rendszerben térténd
mozgasara (Dalmay és mtsai., 1992; Dalmay és mtsai., 1993; Scholthof ¢s mtsai., 1993). A
sg2 RNS két fehérjét kodol, két egymast atfeddé ORF-en keresztiil. Az ORF4 egy 22 kDa-os
membran kotott fehérjét, mig az ORFS egy abundans, citoplazmatikus 19 kDa-os fehérjét
kédol (Scholthof és mtsai., 1995). A két fehérje eltérd expresszids mintazatot mutat a fertdzott
névényben (Scholthof és mtsai., 1995). Azok a mutaciok, amelyek csak a tombusvirusok 22
kDa-os fehérje génjét érintették, megakadalyoztak a virus elterjedését az inokulalt levelekben,
de nem ¢érintették a replikacidt fertézott protoplasztokban (Rochon és  Johnston, 1991;
Dalmay ¢és mtsai., 1993). Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy a 22 kDa-os fehérje a
virus sejtrol-sejtre torténd terjedéséért felelés (movement protein; MP). A 19 kDa-os fehérje
nem sziikséges sem a virus replikacidjahoz sem a sejtrél-sejtre torténd mozgashoz (Russo és
mtsai., 1994). A 19 kDa-os fehérjének azonban fontos szerepe van a virus altal okozott
nekrotikus tiinetek kialakuldsaban (Rochon és Johnston, 1991; Dalmay és mtsai., 1993)
(Scholthof és mtsai., 1995; Burgyan és mtsai., 2000). A tombusvirusok 19 kDa-os fehérjéjérol
(p19) nemrég igazoltak, hogy képes gatolni a virus indukélta RNS csendesitést (Voinnet és
mtsai., 1999). Az RNS csendesités ¢s a pl9 miikodése a késdbbi fejezetekben keriilnek

bemutatasra.
2.2.2. Defektiv interferalo RNS-ek.

A DI RNS-ek rovid (kb. 400-700 bazis hossziisagu), nem kodolo, 6nallod replikaciora
képtelen molekuldk, melyek megsokszorozodasat a gazdavirus replikaz enzime végzi, igy
kihasznaljak sziiléi virust (sokszor helper vagy gazda virusnak is nevezik a sziil6i virust),
mivel az segiti a DI RNS-ek replikaciojat. Defektiv interferalo RNS-eket a TBSV (Hillman és
mtsai., 1987), a CymRSV (Burgyan ¢és mtsai., 1991), a CNV (Finnen és Rochon, 1993), a
CIRV (Rubino és mtsai., 1995) és a TBSV-P (Szittya és mtsai., 200098) tombusvirusoknal

irtak le. A DI RNS-ek replikaciojuk soran visszaszoritjak a gazdavirus replikacidjat mind
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novényeken (Hillman és mtsai., 1987), mind protoplasztokban végzett kisérletekben (Jones és
mtsai., 1990). A DI RNS-ek jelenléte a ndvényekben gyengiti a tiinetek sulyossagat, a
novények védettek a cstics nekrdzissal, majd az azt kovetd pusztulassal szemben. A
természetben nem fordul el6 DI RNS. DI RNS mentes virussal fert6zott ndvényekrdl
kiindulva, tobbszori passzalast kovetéen DI RNS-ek keletkeznek de novo (Burgyan és mtsai.,
1991; Knorr és mtsai., 1991; Finnen és Rochon, 1993). A tombusvirusok DI RNS-einek
elsddleges szerkezetét megvizsgéalva harom konzervativ blokkot lehet azonositani: az elsé a
virus genomikus RNS-ének 5’ végérdl (A), a masodik a polimerdz gén kozepérdl (B), a
harmadik pedig a genomikus RNS 3’ végérdl (C) szarmazik (Hillman és mtsai., 1987) (2.

abra).

TBSV-P
genom
@“776b) /
™, /
i A ,' B k\-. ;_,-"f C
149 203 AN / 198
DI-5 / - .. S
—,v’,l-—i-'.-.'-:-'.-'.-:-:-'.-.'-:-'.-'.-.'-:-'.-:-:-'.-:-:-:-:-:-:-;-:-:-:-:-:-:-:-:-I-—ﬂ—ﬁﬂ;
(550b ) 16 6 1188 2839 178

2. abra DI RNS szekvencia blokkjainak eredete és felépitése a TBSV-P DI-5 példajan (Szittya és mtsai.,
2000).

A DI RNS-re jellemz6é blokkok tartalmazzak mindazokat a cisz-aktiv elemeket, melyek
sziikségesek a replikaciojukhoz (Chang és mtsai.,, 1995; Havelda és mitsai., 1995). A
tombusvirusok hasonl6 felépitése arra utal, hogy a replikacidjukhoz sziikséges cisz-aktiv
elemek Aaltalanosak a tombusvirusok korében. A CymRSV DI RNS-eit vizsgilva tobb
kiilonb6zd méreti DI RNS-t lehetett azonositani (Burgyan és mtsai.,, 1991). Az erds
masodlagos strukturdk elvesztése révén a hosszabb DI RNS-bol rovidebb alakulhat, azaz egy
evolucids sor allithatd fel kozottik (Havelda és mitsai., 1997). Az atalakulast a replikacio

szempontjabol versenyképesebb, kisebb méreti molekuldk keletkezése iranyaba hatd

13



dc_35 10

szelekci6 magyarazhatja (White ¢és Morris, 1994). A DI RNS képzddésének
legéltalanosabban elfogadott nézete szerint a virus polimeraz valamilyen oknal fogva (példaul
az RNS-ek erds masodlagos szerkezettel rendelkezd strukturai miatt) nem képes atolvasni az
0j szél szintézise kozben bizonyos részeket a templatul szolgalé molekulén. Igy, az RNS egy
részét atlépve, folytatja az irast ugyanazon molekula mas pontjan, vagy egy masik molekulén,
1étrehozva egy delécids mutanst (copy choice modell) (White és Morris, 1999). A DI RNS-ek
jelenléte a ndvényekben jelentds tiinetcsokkenéssel jar egyiitt. A novények tulélik a fertdzést,
sokszor 1j levelek képzddnek, mintegy kigyogyulnak a fertdzésbdl (recovery fenotipus;
kigyogyulés). Széles korben elfogadott nézet szerint a DI RNS versenyzik a replikaciohoz
szlikséges gazdavirus- és novényfaktorokért, ezért a virus nem képes olyan hatékony
replikdciora, mint DI mentes esetben (Russo és mtsai., 1994). Mds szerzok szerint a DI RNS
képes specifikusan csokkenteni a virus szubgenomikus 2 RNS felhalmozodasat, igy
csOkkentve a mozgasért felelds fehérje és a pl19 fehérje mennyiségét, ami a replikacios
komplexért vald verseny mellett modosithatja a tiinetek kialakuldsat és a virus mozgasat
(Scholthof és mtsai., 1995). Ujabb eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a DI RNS-ek
jelentds szerepet jatszanak a genomi RNS felhalmozddasanak csokkentésében az RNS

csendesitési mechanizmus révén (lasd késobb).
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2.3. Az RNS csendesités

A tobbsejtli eukariota szervezetek bonyolult, térben és idOben ellendrzott, fejlodési
program alapjan fejlesztik ki a rdjuk jellemzd szerveket és szoveteket. A program lefutdsat
elsdsorban a szervezet genetikai informacidja szabalyozza, de a fejlodés soran sziikség van a
genomban talalhaté mobilis genetikai elemek aktivitdsanak és a kiilsd kornyezeti tényezok
hatasanak ellendrzésére is. Az eddig altalanosan vizsgalt transzkripcios faktoron alapuld
génszabalyozasi mechanizmus mellett az utébbi években fény deriilt egy 1j, nem kddold
RNS-eken alapuld, szabalyozasi modrol, amely alapvetden 0j megkozelitésbe helyezte az
eukariota szervezetek génszabalyozasi mechanizmusat (Kidner és Martienssen, 2005; Kidner
és mtsai., 2005; Baulcombe, 2004; Brodersen ¢s Voinnet, 2006; Voinnet, 2008). Az
eukariotakbol leirt nem kodolo kis RNS-ek (kb. 21-25 nukleotid hosszuak) a legkiilonb6zobb
bioldgiai folyamatokban jatsszanak szerepet: fejlédésbiologiai jelenségek, heterokromatin
kialakulas, virusok elleni védekezés, mobilis genetikai elemek ellendrzése, stb. A kis RNS-
eknek alapvetden két csoportjat kiilonboztethetjiik meg: a kis interferald (small interfering

RNS; siRNA) és mikro (micro RNA; miRNA) RNS-ek (Baulcombe, 2004).
2.3.1. A siRNS utvonal

A siRNS-eken alapul6 védelmi mechanizmus eukariotdkban hosszabb dupla szalu (ds)
dsRNS-ek jelenlétének hatisara indukalodik. Az indukaldé dsRNS forrasa lehet a virusok
replikacioja soran kialkulé dsRNS intermedier, transzpozonokrol szarmazé dsRNS, illetve
transzgénikus szervezetekben a transzgénrdl keletkezd atfedd transzkriptumok alakithatnak ki
dsRNS-eket. A jelenség egyik elsd leirdsa a ndovényeknél tortént. A pigmentacidért felelds
egyik gént termeltették transzgénikus petiinia ndvényekben erds promoter mogé helyezve, de
meglepetésre az intenzivebb szin helyett kifehéredett foltokat kaptak a sziromleveleken, ahol
a transzgén és az endogén génrél szarmazé mRNS szintje is erdsen lecsokkent. Ezt a
jelenséget ko-szupresszionak, késébb géncsendesitésnek nevezték el (Napoli és mtsai., 1990)
Az indukal6 dsRNS-t egy enzim komplex (DICER) felhasitja rovid 21 nukleotid hosszusagu
siRNS-ekre. A siRNS-ek kémiai szerkezetére jellemzd, hogy a 3’ végén 2 bazis talnyulik és
az 5’ végiikon foszfat csoportot tartalmaznak. A siRNS-ek egyik szala beépiil a végrehajtd
endonukledz enzimkomplexbe (RISC), igy biztositva annak szekvencia specificitasat. Az igy
aktivalt RISC komplex felismer ¢és elhasit minden a beépiilt szekvenciaval homoldgiat mutatod

RNS-t (mRNS, virus RNS stb)(Voinnet, 2008).
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A RISC f6 komponense az Argonaute fehérje (AGO), mely a cél mRNS-ek hasitasaért
felelés (Baumberger és Baulcombe, 2005) Az AGO egy 90-100-kD-os, un. PAZ PIWI
DOMAINS (PPD) fehérje (Carmell és mtsai., 2002). A PAZ domén nevét a fehérjecsoport 3
f6 tagjardl (Drosophila P ELEMENT-INDUCED WIMPY TESTIS (PIWI), Arabidopsis
ARGONAUTE! (AGOL1) és Arabidopsis ZWILLE (ZLL)) kapta. A PAZ domén az AGO
fehérjén kiviil a DICER-ben is megtalalhatd, PIWI doménnel azonban a DICER nem
rendelkezik (Cerutti és mtsai., 2000). A PPD fehérjék koziil sok rendelkezik RNaz-H
aktivitassal, mely az egyszali RNS (ssRNS) molekulat hasitja a kisSRNS-sel komplementer
régioban. A funkcionalis kiilonbség kihangsulyozasara a PPD fehérjéket, a kettdsszali RNS-
eket hasitd6 DICER fehérjével szemben, SLICER-nek nevezték el. Az AGO valtozd N-
termindlis €s konzervalt C-terminalis: PAZ, MID (middle, k6zépsd) és PIWI doménekbdl all.
A MID domén a kis RNS-ek 5’ foszfatjat, mig a PAZ domén a 3’ véget koti (Song és mtsai.,
2003). A PIWI domén az RNé4z-H enzimekre jellemz0 térszerkezetet vesz fel, és endonukleaz
aktivitassal rendelkezik (Song és mtsai., 2004). A. thaliana-ban 10 AGO gént irtak le, melyek
mas-mas funkcidval birnak. Ezek koziil a siRNS és miRNS tutvonal egyik legfontosabb és
legjobban jellemzett tagja az AGO1 (Vaucheret, 2008).

Az RISC altal kettévagott mRNS-t a sejtben talalhaté exonukledzok lebontjak. A
folyamat eredményeképpen az adott mRNS specifikus degradacidja a megfeleld gén
expresszidjanak csokkenését eredményezi, ezért ezt a folyamatot poszt-transzkripcionalis
géncsendesitésnek (PTGS) vagy RNS csendesitésnek (RNA silencing) nevezziik (3. 4bra).
Magasabb rendii ndovényekben a sejtszintli PTGS-en kiviil 1étezik egy az egész ndvényre
kiterjedd szisztemikus PTGS is (Palauqui és mtsai., 1997; Voinnet és Baulcombe, 1997).
Egyes kutatasok azt feltételezték, hogy a sejtben indukalt RNS csendesités soran képzddott
rovidebb, 21nt hosszii siRNS-ek szignal molekulaként viselkedve képesek lehetnek sejtrdl-
sejtre és, a novény szallitdszovet rendszerét kihasznalva, hosszl tdvon is terjedni (Himber és

mtsai., 2003).
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3. abra. Az RNS cendesités folyamatai: siRNS és miRNS utvonal. A Polll altal atirt kb. 1kb hosszu pri-
miRNA transzkriptumot a DCL1 hasitja pre-miRNS-ekre, majd tovabb miRNA/miRNA* duplex-re. A
miRNA/miRNA* duplex-et a HEN1 metilalja, majd a HST segitségével jut a citoplazmaba. A duplex egyik
szala, az érett miRNS az AGOl-et tartalmaz6é RISC-be épiil, mig a masik szl (miRNA* szal) lebomlik. A
beépiilt miRNS hatdrozza meg a RISC szekvenciaspecifitdsat. Novényekben az aktiv RISC els6sorban a
célszekvencidk hasitasaval, kisebb résziik transzlacios gatlassal szabalyoz. A PTGS kivaltoja egy kettdsszalu
(double strand; ds) RNS, amely lehet transzgén vagy virus eredetii. A dsRNS-eket elsGsorban a DCL4
enzimkomplex ismeri fel és darabolja siRNS-ekre A képz6dott siRNS-ek beépiilnek a RISC komplexbe, amely
igy a siRNS-ekkel homoldg szekvencidkat elhasitja. A kiilonbozé virusok altal kodolt RNS csendesités
szuppresszor fehérjék (a tarlorépa satnyulas virus kopenyfehérjéje (TCV-CP); a CymRV pl9 fehérjéje; az
Uborkamozaik virus 2b fehérjéje CMV-2b) kiilonb6zé moédokon képesek gatolni az RNS csendesitést.
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2.3.2. A miRNS utvonal

A miRNS-ek a siRNS-ekkel ellentétben olyan RNS prekurzor (pre-miRNA)
molekulakrol keletkeznek, amelyek jellegzetes hajtliszerli masodlagos szerkezetet mutatnak
(3. éabra). Napjainkban a ndvényekben, allatokban, ill. virusokban leirt miRNS-ek szama
4000-re tehetd, melyek a miRNS adatbazisban — miRBase: www.mirbase.org -
hozzaférhetéek (Griffiths-Jones és mtsai., 2006). Egyre nyilvanvalobba valik az is, hogy a
miRNS-eknek esszencialis szereplik van a kiilonbozd fejlddésszabalyozasi folyamatokban,
ezek szabdlyozzdk a fehérje-kodoldo gének kb. 30%-at (Lewis és mitsai., 2005).
Bioinformatikai adatok alapjan a genomban taldlhaté gének hozzéavetdlegesen 1%-a kodol
miRNS prekurzorokat, mely szam megkdzelitéleg megegyezik a transzkripcids faktorok
szdmaval (Lim és mtsai., 2003). Az azonositott miRNS-ek dontd tobbsége transzkripciods
faktorokat szabalyoz. Az eddigi adatok azt mutatjak, hogy a noévényi miRNS-ek tobbsége
konzervativ, vagyis ugyanaz a miRNS megtalalhat6 kiilonb6z6 ndvénycsaladokban és a rokon
miRNS-ek kozt csak kismértékli eltérés mutathatd ki. El6fordulnak azonban fajspecifikus
miRNS-ek is (Sunkar és mtsai., 2005).

A miRNS-ek rovid, 21-24 nt hosszi nemkddoldé RNS-ek, melyek a miRNS génekrol
(MIR gének) keletkeznek, altaldban sajat promoterrel rendelkeznek és transzkripciojukat a
fehérjekodold génekhez hasonldéan az RNS polimeraz II végzi (Baulcombe, 2004; Herr és
Baulcombe, 2004). A MIR gének transzkriptumai (pri-miRNS) kb. 1 kilobazis hosszusaguak,
poliadenilaltak, 5° végi ,,cap”-et tartalmaznak €s hajtliszeri masodlagos szerkezetet vesznek
fel (pre-miRNS). Novényekben a pri-miRNS-ek és a pre-miRNS-ek egymast kdvetd hasitasat
egyarant a DICER-LIKEI (DCLI1) enzimkomplex végzi a sejtmagban (Park és mtsai., 2005).
A. thaliana-ban négy DCL enzimet kddolo gén talalhato, melyek koziil a miRNS képzddésben
alapvetéen a DCL1 vesz részt ((Xie és mtsai., 2004). A DCLI egyediil is képes a pri-miRNS-
ek és a pre-miRNS-ek hasitasara, de pontos miikodéséhez mindkét esetben sziikség van
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) és SERRATE (SE) fehérjékre is (Dong és mtsai., 2008).
A kihasadt miRNS-t (és siRNS-t) a HUA ENHANCER1 (HEN1) metilalja. A HEN1 egy S-
adenosyl methionine (SAM)—fiiggd metiltranszferaz, mely szintén rendelkezik dsRNS kotd
doménnel ¢s sejtmagi lokalizacios szignalt tartalmaz. A HEN1 a miRNS/miRNS* duplex
mindkét szalan a 3° végén 1évo ribdz 2’ hidroxil csoportjat metilalja ((Yu és mtsai., 2005). A
novények miRNS-einek citoplazmaba torténd transzportjdban feltételezhetéen az Exp5
ortolog HASTY (HST) jatszik szerepet, bar HST hidnyaban sem figyelhetd meg miRNS
felhalmozddas a sejtmagban (Park és mtsai., 2005) A citoplazmaba jutott miRNS/miRNS*
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duplex miRNS szala novények ¢és allatok esetében is beépiil az RNS csendesités végrehajto
komplexébe (RISC), mig a miRNS* szal lebomlik.

A miRNS-ek két 6 modon szabéalyozhatjak célgénjiik kifejez0dését: az mRNS-ek hasitasaval
vagy transzlacids gatlasaval. A végrehajtdo enzimkomplex szekvencia specificitdsat mindkét
esetben a RISC-be beépiilt miRNS-ek hatarozzak meg. Novényekben a miRNS-ek altalaban
teljes vagy majdnem teljes komplementaritdst mutatnak a cél mRNS-sel, mely a
célszekvencia hasitasat indukalja (Tang és mtsai., 2003). A miRNS felismerd hely altalaban
az mRNS kodolé szakaszan taldlhatdé (Jones-Rhoades és  Bartel, 2004). Mutécios
vizsgalatokkal kimutattak, hogy a miRNS felismeré hely kozépso és 5° régidja felelos a
bioldgiai aktivitasért, a 3° vég jelentdsége kisebb (Parizotto és mtsai., 2004). A hasitds utan az
5’ hasitasi termék 3’ vége oligo-uridinalédik, amely a molekula gyors lebomléasat
eredményezi (Shen ¢és Goodman, 2004). A 3’ hasitasi termék ezzel szemben lassabban
bomlik le, amely lebontast az EXORIBONUCLEASE4 (XRN4) végzi 5°-3” irdnyban (Souret
¢s mtsai,, 2004). Az allati rendszerekhez hasonléan, novényekben is talaltak példat
transzlacidés gétlassal torténd szabalyozasra. A. thaliana-ban példaul a miR172 Altal
szabalyozott APETALA2 a célszekvencia hasitdsa mellett transzlaciés gatlassal is
szabalyozddik (Aukerman és Sakai, 2003). A transzlacios gatlas a legijabb megfigyelések
alapjan ugy tiinik, hogy a novényvilagban is meglehetdsen elterjedt (Brodersen és mtsai.,
2008). Az allati rendszerektdl eltéréen azonban itt a miRNS és célszekvencidja teljes
komplementaritast mutat és a célszekvencia a kodolo régidban talalhato.

Mind az allati, mind a ndvényi genomban tobb prekurzorrdl keletkezik hasonld
miRNS, vagyis a miRNS-ek is géncsalddokat alkotnak. Az allati miRNS-ek sok, kicsi miRNS
csaladba sorolhatok, mig a névényekben kevesebb a miRNS csaladok szdma, viszont ezek a
miRNS csaladok nagyobbak (Griffiths-Jones és mtsai., 2006). Az érett miRNS-ek egy része
konzervalt a rokon fajok kozt, eltéré azonban az egyes fajokban a miRNS kopidk szdma. A
legijabb eredmények megmutattak, hogy a miRNS-ek kapcsolatban allhatnak kdrnyezeti
stressz valaszokkal (Sunkar és Zhu, 2004; Sunkar és mtsai., 2007) és a miRNS képzddés
utvonalanak megzavarasan keresztiil virus fertdzés esetén szerepet jatszhatnak a tiinetek
kialakuldsdban (Chapman és mtsai., 2004). Ezek a mechanizmusok alapvetden befolyasoljak a
novények ¢Eletjelenségeit és természetesen ezen keresztill hatdssal vannak a termesztett
novényeink gazdasagilag fontos tulajdonsagaira (termoOképesség, stressztolerancia, a
virusfertdzés tiineteinek kialakulasa stb.). A miRNS-ek vizsgalatanal problémat okoz, hogy
nagyon rovidek ezért hibridizacios eljardsokkal nehéz Oket hatékonyan ¢és specifikusan

kimutatni.
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2.3.3 A virus kodolta RNS csendesités gatlo fehérjék.

A virus-ndvény fegyverkezési versenyben az RNS csendesités hatasanak
kikiiszobolésére sok virus RNS csendesités szuppresszor fehérjét fejlesztett ki (Brigneti és
mtsai., 1998; Voinnet és mtsai., 1999; Dunoyer és mtsai., 2004; Burgyan, 2008). Az egyik
legjobban jellemzett RNS csendesités szuppresszor fehérje a tombusvirusok pl19 fehérjéje.
Sikeriilt in vitro kisérletek révén bebizonyitani, hogy a p19 fehérje 21bp hossziisaghi dupla
szall siRNS-t kot, habar nem tartalmaz ismert dsRNS ko6té domént (Silhavy és mtsai., 2002).
A pl9 egy olyan ds RNS koté fehérje, amely az RNS-t a mérete alapjan koti meg. Erds
kolesonhatasba 1ép a 18-20 bp hossziasagi dsRNS-sel (beleértve a 21-22bp méreti ds siRNS-
ek 19-20bp hosszu kettds szalu részeit), de gyengébben koti a 17 vagy 21bp méretii kettds
szali RNS-t tartalmazé RNS-t (Vargason és mtsai., 2003). Rontgenkrisztallografiai szerkezet
tanulmanyok bebizonyitottak, hogy a p19 fehérje homodimer formaban a dsRNS végeivel 1ép
kolcsonhatasba, és ez adja a kapcsolat méret és erdsség specifitdsat (Vargason €s mtsai.,
2003). Virusfert6zott sejtekben a pl9 fehérje megkoti a virus specifikus siRNS-ek dontd
tobbségét, igy megakadalyozza a RISC komplex programozasat (Lakatos és mtsai., 2004).
Fert6zott szovetekben a virus specifikus siRNS-ek foleg a p19 fehérje altal kotott formaban
vannak jelen (Lakatos €s mtsai., 2004), mig az RNS csendesités szuppresszor mutans virus
esetében a siRNS-ek egy része szabad formédban van jelen. A p19-et nem kodolo CymRSV
(Cym19Stop) fertdzés esetén a ndvény a fertézEésbdl kigyogyul, Un. ,,recovery” fenotipust és
csokkent virus felhalmozodast mutat (Szittya és mtsai., 2002). Az elmult évben szamos virus
RNS csendesités szuppresszoranak kezdték el feltdrni a molekuldris mukodési
mechanizmusat. Kideriilt, hogy ezek a fehérjék az RNS csendesités Utvonalanak kiilonb6zd
pontjain képesek beavatkozni (Brigneti és mtsai., 1998; Voinnet és mtsai., 1999; Dunoyer ¢és
mtsai., 2004; Burgyan, 2008) (3. abra). Egyes fehérjék, mint a p19, képesek siRNS-t kotni és
eliminalni a rendszerbdl, masok hosszii dupla szali RNS-ek kotésével gatolhatjak a
mechanizmust (TCV CP; kopenyfehérje kddolja az RNS csendesitési funkciot), illetve 1étezik
olyan stratégiai is ahol a szuppresszor az AGO1 fehérjével 1€p kdzvetlen kapcsolatba igy
gatolva annak aktivitdsat. A szuppresszorok molekuldris miikodési mechanizmusanak
részletei azonban még kdzelrdl sem ismertek pontosan, és tovabbi vizsgalatok sziikségesek a

kiilonb6zé mechanizmusok mindségének, sulyanak és eltejeldtségének megértéséhez.
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2.4. Virusfertozés okozta génexpresszios valtozasok a novényben.

Virusos fertézés soran a virus az inokulalt leveleken keresztiil bejut a ndvénybe,
intenziven replikdlodik, majd a szallitoszovet-rendszeren keresztiil elterjed az egész
novényben (szisztemikus fertdzés). A fert6zés soran az aktivan replikalddé virus alapvetden
megvaltoztatja a névény transzkripcids és transzlacios rendszerét tovabba indukalja gazda
novény védekezd rendszereit (Whitham ¢és mtsai.,, 2006). Ezen komplex véltozasok
ereddjeként alakulnak ki az adott ndvény-virus interakciora jellemzd betegség tiinetek. A
gazdanovény génexpresszids rendszerének teljes analizise (microarray profiling) rengeteg
informéciot szolgaltat a virusos fertdzések drasztikus hatasairdl (Golem ¢és Culver, 2003;
Whitham ¢és mtsai., 2003; Marathe ¢s mtsai., 2004; Senthil és mtsai., 2005). Ennek a
technologidnak a hatranya azonban, hogy nem képes megkiilonboztetni a virus replikacié altal
kozvetleniil kivaltott, illetve a novény altal indukalt altalanos stressz és védekezési valaszok
soran torténd valtozasokat. A virusfertdzott novényi részek in situ hibridizaciés vizsgalata
nagyon hatékony eszkdz arra, hogy Osszehasonlitsuk a virus jelenlétét és néhany kivalasztott
gazdagén expresszidjat. Maule és munkatarsai ezzel a technikaval (Wang és Maule, 1995;
Aranda és mtsai., 1996) Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) fertézott embridkban azt
talaltdk, hogy vannak olyan gének, melyek expresszidja a virusos fertdzés frontjaban
idblegesen aktivalodik (pl. ubiquitin, HSP70). Ezzel egy id6ben néhany gén mRNS-e a
fertdz¢s frontjaban teljesen eltlint . Ezt a folyamatot gazdagén ,,shut-off’-nak nevezték el. A
folyamatot tobb virus esetében is leirtdk (Escaler és mtsai., 2000), ezért altalanosnak
tekintették, de tranziensnek bizonyult mert a virus fertézési frontjanak eldrehaladtaval e gének
expresszidja kozel normal szintre allt vissza. Ezek az adatok arra utaltak, hogy az aktiv virus
replikacié maga felelSs a "shut off " jelenség kialakulasaért. Erdekes médon a virus fertézés
soran, bors6 embridban, egyes gének (aktin, tubulin és hd sokk faktor) expresszidja

valtozatlan maradt (Aranda és mtsai., 1999; Escaler és mtsai., 2000; Escaler és mtsai., 2000).
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3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteink sordn nagyrészt az 4&ltalanos DNS, RNS és fehérje manipulacios
eljarasokat hasznaltuk, amelyek megtalalhatoak a széles korben haszndlt kiilonbozo
molekularis biologiai modszerekkel foglalkozé kézikonyvekben. A kisérletek soran hasznalt,
specidlisabb technikdk részletezését sem tartalmazza ez a dolgozat, az érdeklod6k szamara
ezek forrasai, illetve pontos leirasai, az eredeti publikaciokban talalhatoak meg. A dolgozat
egy része egy Uj kis RNS detektalasi rendszer kifejlesztését mutatja be, azonban a bemutatas
itt is a technologia képességeinek és hatarainak leirasara koncentral. Szamos, a hatékony kis
RNS kimutatas témakorében irt, metodikai publikacionk jelent meg, amely lehetdvé teszi az

érdeklodok szamara a részletes protokolok elérését.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Kis RNS-ek hatékony és specifikus kimutatasa LNA oligonukleotidokkal és a

sre s

Kisérleteink kozponti kérdése volt a virus fertézések soran kialakuld miRNS szintl
valtozasok vizsgalata. Ezekhez vizsgalatokhoz sziikségiink volt egy 0j, kis RNS-t kimutato,
technologia kifejlesztésére. A 20-24 nukleotid hosszisdgid RNS molekuldk kimutatasa, kis
méretiikknél fogva, nehézséget okozott, ezért célkitiizéseink koziil az elsé egy hatékony ¢és
megbizhatdé miRNS detektalasi rendszer kidolgozasa volt. A miRNS-ek detektaldsara
korabban 4ltalanosan DNS oligonukleotidokat hasznaltak. A probadk rovidsége és a DNS/RNS
kapcsolat viszonylagos gyengesége miatt azonban a DNS alapi probak hatékonysaga és
megbizhatdsaga erdsen megkérddjelezodott. A detektalds érzékenységének fokozasa
érdekében un. ,Jlocked nucleic acid” (LNA)-modositott oligonukleotid probakon alapuld
rendszert dolgoztunk ki (Valoczi és mtsai., 2004; Varallyay és mtsai., 2007; Kauppinen ¢s
Havelda, 2008; Varallyay és mtsai.,, 2008). Az LNA-k biciklusos nagy affinitdsi RNS
analogok, amelyekben a cukor-foszfat gerinc furandz gytirije kémiailag az N-konformacioba
(3' - endo) kotott egy 2' - 4' metilén hid altal. Ezen oligok nagy héstabilitast mutatnak mind
DNS-sel, mind RNS-sel torténé hibridizalas esetén (Frieden és mtsai., 2003). Igy DNS-hez
torténo hibridizalas esetén 1-8, RNS-hez torténd hibridizalas esetén 2-10°C-kal emelhet6 az
olvadasi pont (Tm) minden beépitett LNA monomerrel. Az LNA oligokkal végzett kisérletek
megnovekedett érzékenységet és specificitdst mutattak microarray kisérletekben (Tolstrup és

mtsai., 2003).
4.1.1 Az LNA probak érzékenyebbek mint a tradicionalis DNS préobak.

Annak érdekében, hogy kihasznaljuk az LNA oligok kedvezd tulajdonsagait,
kiilonb6zd ndvényi és allati miRNS-ek kimutatasara terveztiink olyan LNA modositott
oligokat, melyek eltér6 mintdzattal tartalmaztak moddositott nukleotidokat (1. tablazat).
Elsoként az A. thaliana miR171 kimutatasara terveztiink olyan moddositott oligonukleotidokat,
melyekben minden masodik, ill. minden harmadik nukleotid volt LNA monomerre cserélve.
Az oligonukleotidokat kisSRNS northern blot segitségével vizsgalva az érett miRNS-ek
mérettartomanyaban, az LNA oligokkal torténd hibridizalassal jelentésen megndvekedett a

jelintenzitas (4. abra). Az LNA ¢és a DNS olig6 is mutat hibridizacios jelet magasabb
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mérettartomanyban, amely méret azonban nem egyezik meg a pre-miRNS 123 nt-os
méretével, tehat feltételezhetd, hogy nem specifikus jel. A hattér jel a miR171 LNA2
probaval volt kiilondsen erds, mely a LNA mddositasok magas fokanak (50%) és az ebbdl
adodo extrém magas LNA-RNS duplex stabilitdsnak koszonhetd. Ezzel szemben a
miR171 LNA3 préba érzékenysége jelentdsen megnovekedett a DNS probahoz képest,
viszont ez esetben a hattér gyenge volt. A miR171 LNA3 probaval hibridizalt mintak
esetében 3 oOras expozicioval kapott jelekhez hasonld, erds jeleket DNS proba esetén csak 48

oras expozicio esetén kaptunk.

miR171 LNA2 miR171_DNS
miR17]_LNA3
Acth, virdg  levél wvirfg  levél virdg levél M
- ' — - &0
- 70
- 60
=50
- 40
- 30
— - - — miRNS
48 Gras exp.
= miRNS
rRNS

4. abra. LNA2 és LNA3 probak probak osszehasonlitisa a DNS probakkal kis RNS northern blot
segitségével

A. thaliana virag és levél total RNS kivonatait (40 pg/zseb) 12% denaturalé poliakrilamid gélen elvalasztottuk
32P-jelolt miR171 LNA2, miR171 LNA3 and miR171 DNA probakkal hibridizaltuk 37°C-on. Az abra also

részén mennyiségi kontrolként a rRNS-ek lathatok. M-molekula tomeg marker
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Az irodalmi adatoknak megfeleléen az LNA2 probak olvadasi pontja magasabb volt, mint az
LNA3 probaké. Az LNA2 probdk esetében az erds hattér miatt a hibridizaldsi és mosasi
koriilmények tovabbi optimalizdldsira lenne sziikség. Az LNA3 probak ezzel szemben a
hagyomanyos modszerrel felhasznalhatoak, ezért a tovabbi kisérletekhez ezeket az oligokat
hasznaltuk.

Az LNA3 oligonukleotidok érzékenységét tovabbi northern blottok segitségével vizsgaltuk.
Ehhez kiilonb6zé mennyiségli (100 pg-tol 2,5 pg) A. thaliana virag RNS-t valasztottunk el,
majd hibridizaltuk a miR171-re, ill. a miR319-re tervezett LNA3 és DNS probakkal (5. abra).

DNS praba LNAJ priba
A. th. virag 100 50 25 10 5 2.5 10050 25 10 5 2.5yvfzseh
& Gris exp. \1

12 oris exp.
- L- - > miR171
24 oras exp.
- . -
f Oras exp.
. ‘hlliu--

12 dras exp.

A

>~ miR319

5. abra. Az LNA3 modositott probak ésszehasonlitasa DNS probakkal A. thaliana virdg mintakon, miR171
és miR319 kimutatasaval. 100-2,5 pg/zseb totdl RNS kivonatot véalasztottunk el 12%-os denaturald akrilamid

gélen és hibridizaltuk 37°C-on. Az abra alsé részén mennyiségi kontrolként a rRNS-ek lathatok.

Az el6z6 eredményekhez hasonléan az érett miRNS-ek kimutathatésaga jelent6sen

megnovekedett az LNA oligokkal, mér 2,5 pg mintabol is kimutathato volt a miRNS. igy a
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hibridizalas érzékenysége atlagosan 10-szeresére novekedett a hasonld korilmények kozott

hibridizalt DNS oligokhoz képest.
4.1.2. Az LNA prébak specifikusak.

A megbizhaté miRNS detektalas eldfeltétele, hogy a proba kiilonbséget tudjon tenni
kozeli rokon miRNS-ek kozott, amelyek csupan két-harom nukleotidban kiilonboznek. A
kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy ezek az LNA probak mennyire képesek egymashoz
nagyon hasonlo, pl. azonos miRNS csaladba tartozé6 miRNS-ek elkiilonitésére. Ehhez el6szor
a mosasi ¢és hibridizalasi koriilmények szigoritdsaval probalkoztunk. Hasonldéan a korabbi
eredményeinkhez a miR171 LNA3 oligoval ebben az esetben is erds jeleket kaptunk, mig a
DNS probaval és egy olyan LNA probaval, mely a miRNS felismerd hely kozepén 2 nt
eltérést tartalmazott (miR171 LNA3/2MM) alig volt kimutathato miRNS (6. abra).

> r,»i"'w’wh
e ]
AN \:tw B },‘r‘ A% o ‘SI‘Q
a7 T N -1
& o & S
A, CLV CsLV CsLV Cs LV fertdzot
6 ords exp. | A ] C D
-
Cy— 8 | « mi(si)RNS
16 ords exp, e
‘o Sy
.‘ «— mi(si)RNS
48 bras exp. B &
eris mosas
e «— mi{si)RNS

rRNS

6. abra. Az LNA oligok specifikussaganak vizsgalata. 4. thaliana csirandvény (CS), virag (V), levél (L) és
TCV (Turnip crinkle virus) fertézott levél 20 pg/zseb totdl RNS kivonatat 12% SDS akrilamid gélen torténd
elvalasztas utan miR171 LNA3 (A), miR171 LNA3/2MM (B), miR171 DNA (C) és TCV_LNA3 (D)
oligonukleotid probakkal 42°C-on hibridizaltuk. Az erds mosas 0.1+SSC, 0.1% SDS-t tartalmazé oldatban

tortént 65°C-on kétszer 5 percig Az abra also részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok.
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Kontrolként egy, a tarlérépa gondorodés virus (turnip crincle virus, TCV) kimutatasara
tervezett LNA oligét (TCV_LNA3) hasznaltunk, mellyel jol kimutathatd volt a virus eredet
siRNS, viszont a virussal nem fert6zott mintdkban nem volt aspecifikus jel (6. dbra). Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az LNA probdk nem csupan miRNS-ek de siRNS-ek

kimutatésara is alkalmasak.

4.1.3. Az LNA oligok altalanosan felhasznalhat6ak és gyorsabb munkavégzést tesznek

lehetové.

Ahhoz, hogy megtudjuk, hogy az LNA probak univerzalisan felhasznéalhatbak-e
megvizsgaltuk, hogy mennyire haszndlhatok altalanosan az LNA probak. Egér agybdl,
majbol, A. thaliana és N. benthamiana viragbol és levélbdl kivont totdl RNS kivonatot
valasztottunk el, melyeket kiilonb6z6 miRNS-ekre tervezett probdkkal hibridizaltunk (1.
tablazat). Az egér agy specifikus miR124 LNA3 és miR128 LNA3 probakkal az egér agy
mintakban kaptunk erds, specifikus jelet (nem volt aspecifikus jel az egér maj, ill. A. thaliana

virag RNS kivonatok esetén) (7. abra).

miR122a INA3 miR128_LNA3 miR124 LNA3 TCV_LNA3 mik167 LNA3 miR161 LNA3
, - b e b s W al B A Y ab B A\
i 3] x'\‘iu 4 B G L " St ST g % R i xR L)
s ;aw:@b‘&_{ﬂ"\ 1P -‘-j"g’ -Qi@b - ol RN . o’ »o."'-‘ebb.\e‘
C L - R R L S
A B C D E E

rRNS

7. abra Az LNA oligok specifikussagianak vizsgialata egér, A. thaliana és N. benthamiana specifikus
miRNS-ek kimutatasara tervezett LNA oligok felhasznalasaval kis RNS northern blot segitségével.

(A-D) 20 pg/zseb egér agy, maj és A. thaliana virdg total RNS kivonat kivonatat 12% SDS akrilamid gélen
torténd elvalasztas utan hibridizaltuk 45°C-on miR122a LNA3 (A), miR128 LNA3 (B), miR124 LNA3 (C) és
negativ kontrolként TCV_LNA3 (D) prébakkal. (E-F) 20 pg/zseb N. benthamiana és A. thaliana virag és levél
total RNS kivonatat 12% SDS akrilamid gélen torténd elvalasztas utan hibridizaltuk 45°C-on miR167 LNA3 (E)
és miR161 LNAS3 (F) probakkal. Az abrak als6 részén mennyiségi kontrolként a rRNS lathato.
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A méj specifikus miR122a LNA3 oligéval csak az egér maj mintdknal kaptunk jelet
(7 ébra). A negativ kontrolként hasznalt virus specifikus TCV_LNA3 proba ebben az esetben
sem adott hatteret. A miR167 mind 4. thaliana, mind N. benthamiana mintakbol kimutathato
volt, mig a miR161 csak A. thaliana-ban volt jelen (7. dbra).
Az LNA oligok hatranya, hogy dragabbak mint az altalanosan hasznalt DNS oligonukleotidok
ezért megvizsgaltuk, hogy lehet-e az LNA modositott oligonukleotidok mennyiségét
csokkenteni a jelold reakcioban (Varallyay és mtsai., 2008). Adataink azt mutattak, hogy egy
pmol LNA proba nagysagrendileg ugyanazt a jelerdsséget eredményezi, mint tiz pmol
jelolése, tehat a probakészités soran az LNA modositott oligonukleotidok mennyiségét

drasztikusan csokkenteni lehet (8. abra).

miR171

1 pmol 10 pmol
1 2 32 1 2 3

66ra . -

366ra | . b

total RNS kivonat kivonatat 12% SDS akrilamid gélen torténd elvalasztas utan hibridizaltuk 1 illetve 10 pmol

miR171 LNA3 prébaval. 4. thaliana virdg (1), levél (2) és egér maj (3). Az abra als6é részén mennyiségi
kontrolként rRNS-ek lathatok.

Tovabbi kisérleteinkben az LNA alapu hibridizalds optimalis koriilményeit vizsgaltuk
(Varallyay és mtsai., 2007). Az egyik legfontosabb eredménylink megmutatta, hogy akar egy

orés hibridizalasi procedura is elégséges a sikeres miRNS detektaldshoz (9. dbra)
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9. abra. A hibridizaciés id6 hatasa a hibridizalas hatékonysagara. Replika membranokat hibridizaltunk
miR171 LNA3 probaval (A) 1, (B) 2, (C) 4, (D) 6 és (E) 12 6ra id6tartamokon keresztiil. A felsé panel 6 a
kozépsd panel 12 6ras expoziciot mutat. A. thaliana virdg (1), levél (2) és egér maj (3). Az abra als6 részén

mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok.

Az LNA probak tehat alkalmasak kis RNS-ek specifikus és hatékony detektalasara,
lehetévé téve akar egy miRNS csaladba tartozd6 miRNS-ek elkiilonitését. Az LNA probak
tovabbi eldnye, hogy a jeldlési reakciokban rendkiviil kis mennyiségben kell Oket
felhasznalni, hasznalatuk drasztikusan lerdviditi a kis RNS kimutatasi procedurat. Az, hogy az
LNA probakkal kapott jelek specifikusak és a jelintenzitds a DNS probakkal kapott jeleknek
kb. 10-szerese, lehetdséget adott arra, hogy ezeket a probakat in situ hibridizacios

kisérletekben is alkalmazzuk.

4.1.4. Az LNA oligok érzékenységének vizsgalata in situ hibridizalas soran.

A miRNS tutvonalak megzavarasa altalaban fejlddési rendellenességekkel jar (Palatnik
¢s mtsai., 2003; Achard és mtsai., 2004; Laufs és mtsai., 2004; Mallory és mtsai., 2005; Chen,
2009). Az endogén miRNS-ek szintek a virus fertdzések sordn is drasztikusan
megvaltozhatnak és ezek a valtozasok dontd szerepet jatszhatnak pl. a tiinetek kialakuldsédban
(Bazzini és mtsai., 2007). A virus fert6zott ndvényben kialakuld6 miRNS szint valtozasok
pontos szerepének megértéhez elengedhetetlen ezen valtozasok térbeli ¢és iddbeli
paramétereinek meghatarozasa. Ezekhez a vizsgalatokhoz a miRNS-ek kimutatdsara egy LNA
préba alapt in situ hibridizacios eljarast dolgoztunk ki (Valoczi és mtsai., 2006; Wheeler és

mtsai., 2007; Havelda, 2008; Maule és Havelda, 2008).
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Elészor az LNA probakat az altalanosan in situ hibridizalashoz hasznalt RNS
prébakkal hasonlitottuk 6ssze. Elkészitettiik a miR171-nek egy tandem ismétlddést tartalmazo
DNS klénjat, melyrdl in vitro RNS-t tudtunk szintetizalni. Err6l a DNS templatrol in vitro
transzkripcioval digoxigeninnel jeldlt sense (miR171s) és antisense (miR171las) RNS
probakat készitettiink. Ezeket az RNS probakat, illetve a 3’végiikon digoxigeninnel jeldlt
miR171 LNA ¢és miR171 DNS oligonukleotidokat hasznaltuk fel N. benthamiana csucs (10.
abra, els6 sor), levél (10. dbra, mésodik sor) és virdg (10. &bra, 3-4. sor) szdvetek in situ
hibridizalasara. A mintédkat paraffinba 4dgyazva fixaltuk, majd 10 pm-es egymast kovetd
metszeteket készitettiink beldliik, melyeket a fenti probakkal hibridizaltunk.

A miR171_LNA B miRi7las C  miR17Is D miR17]_DNS E 124 LNA

10. abra Az LNA oligonukleotid és az RNS probak osszehasonlitisa miRNS kimutatisara in situ
hibridizaciéval. N. benthamiana fejlodo virdgzati cstics hosszmetszetét (elsd sor), fiatal levél keresztmetszetét
(masodik sor), fiatal virdgok keresztmetszetét (3. és 4. sor) miR171 LNA probaval (A), sense és antisense
digoxigenin jelolt RNS probakkal (B és C), DNS oligonukleotid prébaval és negativ kontrolként az egér
miR124 LNA oligonukleotid probaval hibridizaltuk.Vb — szallitoszovet (vascular bundle); YL - fiatal levél
(young leaf); O - maghaz (ovary); S — csésze (calyx, sepals); P — szirom (corolla, petals); A — porzé (anther); V —
ér (vein). A méretvonal (A abran) 200 um-t jeldl.
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Béar a miR171_LNA (A) és a miR171as (RNS) (B) probaval minden szdvettipus esetében
hasonlo6 expresszios mintazatot figyeltiink meg, az RNS prébaval az LNA probaval hibridizalt
metszetek esetén kapott rendkiviil erds jelintenzitassal szemben alig volt kimutathaté a
miRNS. A miR171 DNS oligbéval nem tudtunk miRNS-t kimutatni. Negativ kontrolként itt is
a miR124 LNA (egér specifikus) probat hasznaltuk. Mindezek alapjan tehat az LNA oligok

in situ hibridizacids kisérletekben is nagyon hatékonyan tudjak kimutatni a miRNS-eket.
4.1.5. Az LNA oligok specifikussaganak vizsgalata in situ hibridizacios kisérletekben.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk meg, hogy az LNA oligdk az in situ hibridizacios
kisérletekben is a northern blot kisérletekben tapasztaltakhoz hasonléan specifikusak-e. Ehhez
N. benthamiana ndvények fiatal és iddsebb leveleit az el6zd kisérlethez hasonldan dgyaztuk
paraffinba és készitettiink 10 pm-es egymast kovetd metszeteket. Ezeket hibridizaltuk a mar
korabban ismertetett miR171 LNA (LNA3), az eltéréseket tartalmaz6 (miR171 LNA/MMI11,
miR171 LNA/2MM), és miR124 LNA egér probakkal (1. tablazat). Az oligokat 3° végiikon
digoxigeninnel jeloltikk. A tokéletesen komplementer miR171 LNA oligoval hibridizalt

mintak esetén erds jeleket kaptunk a levélszovetben (11 abra A).

miR171 LNA gatattggegegecteaatea

=5 '.L

B miRI7I_LNAMMII  gatattggegaggeteaatca

=

C miRI7I_LNA2ZMM gatattggcgangeteaatea

D -K (miR124 LNA) tggeaticaccgegtgccitaa

11. abra N. benthamiana levél Keresztmetszetek in situ hibridizalasa LNA oligonukleotidokkal.

N. benthamiana levelek - fiatal (balra) és idGsebb (jobbra) - keresztmetszeteinek hibridizalasa 3°-DIG jelolt
miR171 LNA (vad tipust) (A), miR171 LNA/MMI11 (1 eltérést tartalamazd) (B), miR171 LNA/2MM (2
eltérést tartalmazo) (C) és negativ kontrolként miR124 LNA egér specifikus (D) olgonukleotid probakkal. A

piros betli a mismatch nukleotidokat, a sav (A abran) 200 um-t jel6l.
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Ezzel szemben az eltéréseket tartalmazoé oligokkal alig lathatéak voltak a jelek (11 abra B-C).
A northern blotnak megfelelden itt sem adott hatteret a negativ kontrolként hasznalt egér
miR124 LNA olig6. Az LNA prébaval tehat in situ hibridizalds soran is hatékonyan lehet
kimutatni miRNS-t és 1 nukleotid eltérés ebben az esetben is jelentésen csokkenti a

hibridizacios jelet, vagyis a kapott jel specifikus.
4.1.6. Endogén miRNS-ek expressziés mintazatanak vizsgalata in situ hibridizacioval.

A "microRNA Registry database" (Griffiths-Jones és mtsai., 2006) felhasznalasaval
konzervativ, a fejlodés szabdlyozasban résztvevd miRNS-eket valasztottunk ki, melyekre
LNA probédkat terveztiink. Kiragadott példaként miR160 és miR167 kifejezddésének
Osszehasonlitdst mutatom be. Az auxin szamos fejlddési folyamatért felelés, mint pl. az
embrid organizacid, az 1) gyokérmerisztémak és szallitoszovet-rendszer kialakitasa, a
sejtmegnyulds és a csucsdominancia szabalyozasa (Berleth és Sachs, 2001). Az auxin az
Aux/IAA fehérjéken keresztiil szabdlyozza a korai auxin-valasz géneket. Ezeknek a géneknek
valasz faktorok (auxin response factor, ARF), magas auxin koncentracié esetén homodimert,
alacsony auxin koncentracié esetén az Aux/IAA fehérjékkel heterodimert alkotva. Igy
alacsony auxin koncentracié esetén a heterodimer gatolja a korai auxin-vdlasz gének
transzkripcidjat, magas auxin koncentracio esetén viszont ezek a gének atirodnak (Ulmasov és
mtsai., 1999). Az A. thaliana-ban 23 ARF talalhat6, melyek koziil a miR160 az ARF10-et,
ARF16-ot és ARF17-et, a miR167 az ARF6-ot és ARF8-at szabalyozza(Mallory és mtsai.,
2005; Liu és mtsai., 2007).
talaltuk, hogy a fiatal, fejlodd szervekben, merisztéméaban ezek a miRNS-ek nagyon kis
mennyiségen voltak jelen (12 dbra A-C, H). Ezzel szemben erds, egymastol jelentdsen eltérd
expressziot mutattak az iddsebb viragokban (12 ébra D-F, J). A miR160 a magkezdemények
alapi részénél, a funikuluszban, belsé epidermiszben €s a placenta szallitoszoveteiben
akkumulalédott, mig a miR167 kizardlag a magkezdeményekben volt jelen. A virdgok also
részeérdl késziilt keresztmetszeten is jol megfigyelhetd, hogy a virag edénynyalabjaiban csak a
miR160 volt jelen (12. abra K). A miR167 expresszid a fejlodé magoknal is megmaradt, mig
a miR160 ebben a stddiumban nem volt kimutathatd, mutatva az expresszido iddbeli
szabalyozottsagat (12. abra G). Az expresszios vizsgalatokat N. benthamiana tesztndvényeken

tobb mas miRNS-re is elvégeztiik (Isd: (Valoczi és mtsai., 20006)).
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miR1&7 miR124 miR 160 miR1&7 miR124

12. abra miRNS akkumulacié N. benthamiana-ban, miR160 és miR167, ill. negativ kontrolként egér
miR124 LNA proébakkal hibridizalt szovetek vizsgalata. (A vizsgalt miRNS-cket az oszlopok tetején
tiintettiik fel.) (A-B) fejlodé virag keresztmetszet, (C-D) maghaz keresztmetszet, (E-F) maghaz hosszmetszet,
(G) fejlédo termés hosszmetszete fejlédé magokkal, (H) cstcs hosszmetszet, (I-J) fejlodd virag hosszmetszet,
(K) virdg alapi részének keresztmetszete, (L) levél keresztmetszet, (M-O) a viragfejlédés stadiumainak
sematikus rajza, a piros vonal a metszetek helyét jeloli: (M) felel meg az (A-C) abrakon lathatd metszetek
fejlodési stadiumainak, (N) felel meg (D-F, J) és (O) felel meg a (G) abranak.

Fa - viragzati csucs (floral apex); Vb - szallitdszovet (vascular bundle); YL - fiatal levél (young leaf), Lb -
oldalmerisztéma (lateral bud), O - maghaz (ovary); Ov - magkezdemény (ovule);

S - csésze (calyx, sepals); P - szirom (corolla, petals); A - porzé (anther); Ps - portokfél (pollen sac); F - filament;
PI - placenta; Fu, funiculus; Ie - inner epidermis; V — ér (vein); Is - fejlédé mag (immature seeds). A méret

vonalak az abran feltiintetett méretet jelolik pm-ben.
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A miRNS in situ expresszids vizsgalataink megmutattak, hogy a miRNS-ek térben és idében
szigoruan kontrolaltan fejezddnek ki. Az altalunk vizsgalt miRNS-ek koziil 7 jelen volt az
edénynyaldbokban. Erdekes modon a miR167, ellentétben a miR160-nal (amely azonos
géncsalad tagjait szabalyozza) egyaltalan nem volt kimutathat6 az edénynyaldbokbol. Mindez
azt bizonyitja, hogy a miRNS-ek jelenléte a szallitdszovetekben aktivan szabalyozott. Bar
ezek az eredmények nem adnak valaszt arra a kérdésre, hogy ezek a miRNS-ek a
szallitoszovetekben keletkeznek-e vagy csak szallitddnak, felmeriil a lehetdsége, hogy a
miRNS-ek az edénynyaldbokban mozogva iranyitjdk a fejlddési folyamatokat. Ezen
eredményeket velliink parhuzamosan mas csoportok is kimutattdk (Carlsbecker és mtsai.,

2010; Yoo és mtsai., 2004; Lin és mtsai., 2008).

miR156 miR159 miR160 miR163 miR164 miR166 miR167 miR168 - kentrol

levél

csucs
merisztéma

virag
merisztéma

virag

embrid

12. abra In situ adatbazis létrehozasa. A jelolt miRNS-ekre specifikus LNA probakkal hibridizaltunk

kiilonboz6 eredetii és kort A. thaliana szoveteket és vizsgaltuk a kérdéses miRNS expresszios mintazatat.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az altalunk kidolgozott technologia az in situ hibridizacios

vizsgalatoknal sikeresen alkalmazhatonak bizonyult, lehetévé téve a miRNS kifejezddés 1do-
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¢és térbeli finomtérképezését. A technologiat felhasznalva, A. thaliana ndvényeket vizsgalva,
elkezdtiik egy miRNS in situ adatbazis felallitast (12. abra illusztralja a kezdeti 1épéseket),
amely nagyban hozzdjarulhat majd kutatdécsoportunk és mas hasonld teriileten dolgozo
csoportok tovabbi munkdjdhoz.

A hatékony detektalasi rendszert lehetévé tette, hogy a miRNS-ek valtozasat virus
fertdzott novényekben részletesen és megbizhatéan végezhessik mind northern blot
hibridizaciés eljarassal mind in situ hibridizalassal. Az altalunk létrehozott LNA alapu
detektaldsi rendszer altalanos eljarassa valt vildgszerte, és az erre az eljarasra épiild probak

megvasarolhatok/rendelhetdk az Exiqon cégtdl (http://www.exiqon.com/).
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4.2. Virus fertozés hatasara Kkialakulé komplex térbeli valtozasok a novény

génexpresszios rendszerében.

Ezen kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy virus fertdzés esetén milyen
valtozasok alakulnak ki a ndvény expresszios rendszerében és ezek milyen viszonyban allnak
a virus felhalmozodéasaval. Arra is kerestiik a valaszt, hogy ezek a génexpresszios valtozasok,
elsdsorban a "shut off" jelenség kapcsolatban all-e a virus &ltal okozott betegség tiinetek
kialakulasaval. Kisérleteink sordn tovabb vizsgdltuk a virus indukdlta "shut off" jelenség
mechanizmusat eddig még nem vizsgalt rendszerekben: uborka mozaik virus fert6zott (CMV)
tokszikleveleken kialakuld lokalis 1ézidkon (inokulalt levelek) és kiilonb6zd virusokkal

szisztemikusan fertdzott N. benthamiana és paradicsom névényeken.
4.2.1. CMV fertozott toksziklevelek vizsgalata.

CMYV inokulalt tok szikleveleken a virus fert6zés hatasara hatarozott korvonalu,
klorotikus, lokalis 1éziok alakulnak ki. Ezek a 1ézidk a levél feliiletén jol azonosithatéak, nem
nekrotizalédnak, igy jol felhaszndlhatok génexpresszids és enzimaktivitdsi vizsgalatok
elvégzéséhez. A virus fertdzott ndvény metabolizmusat ezt a rendszert felhasznalva
vizsgaltdk ugy, hogy a lokélis 1ézi6 kiilonbozd régidiban mérték kiillonbzd enzimek
aktivitasat (Tecsi és mtsai., 1996). Ezek a vizsgélatok az mutattak, hogy a lokalis 1ézidban
térben és idoben szabalyozottan metabolikus valtozasok jatszodnak le. Kisérleteinkben ezt a
rendszert vizsgalva Osszekapcsoltuk a biokémia adatokat a 1ézidban lezajlé génexpresszios
valtozasokkal és vizsgaltuk mas gének, illetve virus eredetli termékek térbeli expresszidjat. A
kisérletek soran a CMV fert6zott tok szikleveleken kialakuld lokalis 1éziokat vizsgaltuk in situ
hibridizaci6 felhasznalasaval. A virus felhalmozodasanak helyét a fertézott szovetben, a CMV
kopenyfehérjéje ellen készitett ellenanyag felhasznaldsaval, immunhisztokémiai eljarassal
azonositottuk. A tovabbiakban in situ hibridizalds modszerével, egymast kovetd metszetek
felhasznalasaval, Osszehasonlitottuk a virus ¢és a valasztott gének mRNS-einek
felhalmozddasnak egymashoz viszonyitott mintdzatat (Havelda és Maule, 2000). Azt
tapasztaltuk, hogy a 1ézi6 belsejében egyes gének , glicerinaldehidfoszfat-dehidrogendz A és
B ( GapA és B), mRNS szintje erdsen lecsokken (13. dbra). A kataldz mRNS-e szintén a
kimutathatdsagi szint ald siillyedt a 1ézid belsejében, annak ellenére, hogy ez a gén, a virus
fertdzésre adott altalanos stressz valaszként, fokozott mRNS kifejez6dést mutatott a fertdzott

ndvény virus altal el nem foglalt tertiletein.
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GapA GapB Katalaz
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13. abra Endogén gének mRNS-einek akkumulicidjanak térbeli vizsgilata a CMV fertézott tok
sziklevelekben. (A vizsgalt gének nevét az abrak tetején tiintettik fel.) (A)-t6l (C)-ig egymast kdvetdé CMV
fert6zott szovetek in situ hibridizalasa az endogén génre specifikus negativ szala RNS probaval (A) vagy az
endogén génre specifikus pozitiv szali RNS probaval (negativ kontrol) (C) vagy immunhisztokémia a virus
kopenyfehérjére specifikus antitest felhasznalasaval (B). A szaggatott vonal a 1ézi6 szélét jeloli az
Osszehasonlitds megkdnnyitésére. (D) és (E) 2.5X nagyitds a 1ézid szélérdl (fekete haromszogekkel jelolve a
nagyitott teriilet). (F)-t6l (H)-ig egymast koveté mock inokulalt szovetek in situ hibridizalasa az endogén génre
specifikus negativ szali RNS probaval (F) vagy az endogén génre specifikus pozitiv szali RNS probaval
(negativ kontrol) (H) vagy immunhisztokémia a virus kopenyfehérjére specifikus antitest felhasznalasaval (G).
() Az el6zbleg kimért enzimaktivitasi paraméterek a 1zid keresztmetszetén abrazolva. (Kivéve a kataldz mRNS
kifejez6dést mutatd abrat, ahol northern hibridizacié mutatja a kataldz mRNS szintjét virus (1) illetve mock (2)
inokulalt szovetekben. Méret vonal 500 um (kivéve (D) és (E) ahol 200um). PM: oszlopos parenchima, SM:

szivacsos parenchima.
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Az eldzoleg kozolt eredményekhez hasonldéan a hdsokkfehérje-70 gén (HSP70) hatarozott
mRNS indukciot mutatott a 16zid szélein, ahol feltételezhetéen az aktiv virusreplikacio zajlik
(Escaler és mtsai., 2000). A legérdekesebb eredményeket az NADP fiiggo almasav enzim (AE)
gén expresszidjanak megfigyelésekor kaptunk. Ennek a génnek az expresszidja a 1ézid
belsejében gatlast mutatott (13. 4bra), a 1ézio hataran, illetve a 1ézid hatdran tGlnyuloan
azonban az AE mRNS tranziens jellegli felhalmoz6dasat mutatott. Ezek az eredmények az
Eredményeink szerint az el6zdleg mért enzimaktivitasi értékek (Tecsi €s mtsai., 1996) jol
korreldlnak a megfigyelt génexpresszids valtozasokkal. Azt tapasztaltuk, hogy a borsé
rendszerben megfigyelt gén indukcid és "shut off " jelenség hasonldéan megfigyelheté a CMV-
tok sziklevél rendszerben. Ezek az adatok azt bizonyitjdk, hogy ezek a jelenségek virus
fertdzések altalanos kisérdi lehetnek. Megfigyeltiik azt is, hogy az indukciés valtozasok
lehetnek az egész novényre kiterjedéek (katalaz mRNS), illetve lokalis jelleglieck (NADP AE
mRNS). Az mRNS indukci6 jelenléte a fert6zési teriilettl tdvolabb esd sejtekben olyan
szignalizacios jelenségek jelenlétét mutatja meg, amelyek alapvetd fontossagiak lehetnek

gazda-patogén kolcsonhatasban.
4.2.2. A "shut off" jelenség kialakulasa szisztemikusan fertozott levelekben.

A shut-off jelenség vizsgalata sordn végzett kisérletek kordbban borsd, illetve tok
sziklevelekre koncentralodtak és semmilyen informéciéo nem 4llt rendelkezésre a "shut off"
jelenség mogott huzodd molekularis mechanizmus(ok)rol. Kovetkezo kisérleteinkben arra
kerestiik a valaszt, hogy vajon a "shut off" jelenség jelen van-e a szisztemikusan fert6zott
szovetekben. Amennyiben igen, akkor valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy ez
a jelenség szerepet jatszik-e a virusfert6zés okozta tiinetek kialakuldsdban és milyen
molekularis mechanizmusok allnak a jelenség mogott. Munkank soran N. benthamiana (GFP
transzgenikus) ¢és paradicsom ndvények, kiilonbozd virusokkal szisztemikusan fertézott
szoveteit hasznaltuk fel endogén gének expresszidjanak vizsgalatdhoz (Havelda és mtsai.,
2008). Virusos fertdzés utan a novényeket klimakamraban tartottuk 16h fény/8h éjszaka
periddus alkalmazasaval, 21-22 °C-on (vagy 15°C-on, amikor a kisérletek alacsony
hémérsékletet igényeltek). A virusos fertdzés a Cymbidium gyurisfoltossag virus
(Cymbidium ringspot virus— CymRSV), tarlorépa fodrosodas virus (Turnip crincle virus —

TCV), landzsas utifii mozaik virus (Ribgrass mosaic virus — RMV), uborka mozaik virus
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(Cucumber mosaic virus — CMV Fny torzs), burgonya X-virus (Potato virus X — PVX),
dohany mozaik virus (Tobacco mosaicvirus — TMV Ul torzs) tisztitott virionjaival vagy
fertdzott novények présnedvével tortént.

Kisérleteinkhez négy fontos endogén gént valasztottunk ki, ezek 500-100nt hosszt
darabjait klonoztunk ¢és a virusfert6zott novények szisztemikus leveleibdl kivont RNS
mintakat vetettiik ald northern analizisnek. Mint azt az (14. abra) mutatja harom gazdagén: a
GapA (a fotoszintézisben vesz részt), a Tub (a mikrotubuldris rendszer része) és a ribuldz-
biszfoszfat-karboxildz (Rubisco, ami a szén-dioxid fix4cidos folyamatokban vesz részt)
mRNS-ének mennyisége drasztikus mértékben lecsokkent. A kontrollként hasznalt GFP
mRNS szintje valtozatlan maradt, ellentétben az Argonautel (Agol, a géncsendesitést
kialakit6 RNS degradalé enzimkomplex része) mRNS-sel, ami, ahogy az mar ismert volt,
megvizsgaltuk in situ hibridizdciéval CymRSV szisztemikusan fertézott levelekben (14. abra
B). A kép jol mutatja, hogy ebben az idépontban a virus RNS a levél minden sejtjében jelen
van, viszont a GapA mRNS mindenhol hidnyzik. A virusfert6zés korabbi idOpontjaban
készitett metszeteinken azt figyeltiik meg, hogy a GapA mRNS azokban a sejtekben tlinik el,
ahol a virus jelen van (nincs bemutatva). Ez az eredmény azt mutatta szamunkra, hogy a
GapA hianya nem egy altalanos védekezési reakcid része, hanem a virus terjedésével
kozvetleniil fiigg 0ssze. Az in situ metszetek részletes elemzése azt is megmutatta, hogy a
virus terjedési frontjdban vannak olyan sejtek, ahol a virus mér nagy mennyiségben
megjelenik, de a gazdagén mRNS szint még nem csokken. Ez az eredmény azt mutatja, hogy
a ,,shut-off” kialakuldséért nem a fert6zési frontban lezajlo virusreplikacio a felelds. A p19
RNS csendesités gatlo fehérje fontos szerepet jatszik a tiinet kialakulasban (Szittya és mtsai.,
2002). A Cyml19Stop egy rekombinans virus, melyben nem termelddik a géncsendesités
szuppresszora (p19), aminek hatdsara a virus lassabban és korldtozottabban tud elterjedni a
novényben. In situ hibridizalas segitségével kimutattuk, hogy a Cym19Stop fert6zott szovetek
is mutatjak a "shut-off" jelenséget (14 abra C) és az mRNS felhalmozddas gatlasa nyilvanvald
volt az inokulalt levelekben is (14 dbra D). Ezen eredmények azt mutattdk, hogy az mRNS
felhalmozddasanak gatlasa, illetve a virus akkumulacido térben egybe esik, igy
valoszintisithetd, hogy a jelenségért egy virus eredeti fehérje kell, hogy kozvetlentil felelds

legyen (ez azonban nem a p19 fehérje).
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14. abra A "shut-off" jelenség megjelenése az inokuladlt és szisztemikusan fertézott N. benthamiana
levelekben. (A) CymRSV fert6zott ndvények szisztemikus leveleib6l (6 napos) és mock inokulalt névények
leveleibdl készitett RNS kivonat northern blot analizise. A hasznalt probak az abran vannak jelolve. Az abra
also6 részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e. (B) A GapA mRNS ¢és
CymRSV RNS felhalmozodasanak in situ hibridizacios vizsgalata szisztemikusan fert6zott levelekben egymast
kovetd metszetek felhasznalasaval. Méretarany= 200 pm. (C) A GapA mRNS és Cyml9Stop RNS
felhalmozodasanak in situ hibridizaciés vizsgalata szisztemikusan fert6zott levelekben egymast kovetd
metszetek felhasznalasaval. Szaggatott vonal jelzi a virus felhalmozodés hatarat. Méretarany= 100 pm. (D)
CymRSV inokulalt levelekbdl (3 napos) és mock inokulalt levelekbdl készitett RNS kivonat northern blot
analizise. A hasznalt probak az abran vannak jeldlve. Az abra alsé részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek
lathatok. (E) CymRSV fert6zott novények szisztemikus leveleibél (5 napos) és mock inokuldlt novények
leveleibdl készitett RNS kivonat northern blot analizise. A hasznalt probak az abran vannak jeldlve. Cph;
ciklofillin, CP29; kloroplaszt pigment-kotd fehérje, Cox; citokrom oxidaz 1 alegység, GST,; glutation-S-
transzferaz, HSP90; hoésokkfehérje 9, Hle; hiszton HIE és Ef2; elongacios faktor 2. Az abra alsd részén
mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e.
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Részletes elemzésiink tovabbi hdrom gént azonositott, melyek igen fontos folyamatokban
(fotoszintézis, sejt biogenezis €s transzlacid) vesznek részt és a virus jelenlétében mRNS-iik
jelentds mértékben lecsokken (14 dbra E — CP29, Hle, Ef2). Mas gének mRNS-einek szintje
azonban nem mutatott valtozast (CPH, Cox), illetve indukciot mutatott (GST, HSP90),
jelezve, hogy ez a jelenség specialisan hat egyes célgének expressziojara.

A tovabbiakban azt szerettilk volna vizsgalni, hogy a gatolt mRNS felhalmozodas
képes-e hosszabb ideig jelen lenni a virus fertdzott szovetben vagy tranziens jelleget mutat,
amint azt mas rendszerekben (borso-, tok sziklevél) tapasztaltuk. Erre a célra a CymRSV
fert6zott szovet nem alkalmas mert, a fertézést kovetd hatodik nap utdn megjelennek a
nekrotikus tiinetek alkalmatlanna téve a szoveteket a tovabbi kisérletekre. A siRNS alapu
RNS csendesitési utvonal azonban erdsen gatolt 15 °C-on, ezen a hdmérsékleten a
Cym19Stop virus, amely nem okoz nekrozist, képes nagy mennyiségben felhalmozddni és a
fertdzott ndvény nem mutatja a kigyogyulas jelenségét, igy ez a rendszer alkalmas arra, hogy
benne id6fiiggést vizsgaljunk. Az ezen a hdmérsékleten sorozatosan vett Cym19Stop fert6zott
mintakbdl azok, amelyek nagy mennyiségli virus felhalmozddast mutattak (14, 21 és 28
napos) mind mutatta a GapA és TubA mRNS-ek felhalmozdodasanak gatlasat (15. dbra). A
GFP mRNS szint véltozatlan maradt, mutatva a folyamat specifikus jellegét. Ezen
eredményeink azt mutatjak, hogy a tobb, fontos ,,haztartasi gén” esetében kialakuld gazdagén
»shut-off” jelenség a virusfertdzott ndvények szisztemikus leveleiben hosszi ideig
folyamatosan megmarad.

Mivel a miRNS-ek fontos regulaldé molekulak és tobb esetben is feltételezik, hogy
fontos szerepiik van a virusfertézés okozta betegség tiinetek kialakuldasdban (Kasschau ¢és
mtsai., 2003; Chapman ¢és mtsai., 2004; Dunoyer és mtsai., 2004), ezért mi is megvizsgaltuk
né¢hany konzervativ miRNS kifejezddését a virusfert6zés soran. A két vizsgalt miRNS
(miR171 és miR319) felhalmozddasaban nem talaltunk jelentds eltérést a virus fertdzott és
mock inokuldlt névény kozott. A virus fertdzés tehat nem okoz altalanosan csdkkenést a
miRNS-ek felhalmozodasi szintjében. Ezek a kisérletek természetesen nem zarjak ki annak a

lehetdségét, hogy mas miRNS-ek célzottan érintettek lehetnek a virus fert6zott névényben.
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15. abra A gazdanévény mRNS-einek felhalomozédasanak perzisztens gatlasa szisztemikusan fert6zott V.
benthamiana levelekben 15 °C-on. (A) GapA , TubA és GFP transzgén mRNS-einek felhalmozodasa
szisztemikusan fert6zott levelekben 7, 14, 21 és 28 napnal a fert6zés utdn. Az abra alsé részén mennyiségi
kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e. Az abra also részén a miR171 és miR319 miRNS-ek
felhalmozodasa lathatd virusfertézott és mock inokulalt mintakban. A miRNS-ek kimutatasa LNA probakkal
tortént. Az abra alsé részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. (B) A Cyml19Stop fertdzés hatasara
kialakulo6 betegség tiinetek 15 °C-on 28 napnal.

4.2.3. A "shut off" jelenség kapcsolata a tiinetek kialakulasaval.

El6z0 kovetkeztetéseink alapjan a ,,shut-off” folyamata a fertézott ndvényekben
folyamatos hidnyt tart fenn a ndvény szadmara igen fontos ,haztartdsi” génekbdl, ezért
elképzelhetonek tartottuk, hogy a folyamat és a tiinetek sulyossaganak kialakulasa
Osszefiiggésben vannak egymadssal. A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy vajon van-e
kapcsolat a tlinet kialakulasa és a gazda mRNS szabalyozas kozott? Ahhoz, hogy valaszt
kapjunk erre a kérdésre N. benthamiana ndvényeket kiilonboz6 virusokkal fertztiink, melyek
e tesztnovényen kiilonbozo sulyossagu tlineteket okoznak. Kisérleteink eredményeit a 16.

abra mutatja.
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16. abra A gazdanévény mRNS-einek felhalomozodasanak vizsgalata Kkiilonb6zé  virusokkal
szisztemikusan fert6zott levelekben. (A) A GapA, a Tub mRNS-ek Northern analizise (fels6 3 panel; Az abra
als6 részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e.), a virus RNS és a GapA
mRNS-ek in situ analizise (kozéps6 két panel) és a fertdzott N. benthamiana ndvények képe (alsé panel)
kiilonb6z6 virusfertézések soran. (B) miRNS-ek felhalmozoddasa az (A) panelben bemutatott virusfertézott és

mock inokulalt mintdkban. Az LNA probak miR171-re és miR319-ra specifikusak. Az abra alsé részén

mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok.
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A CymRSYV esetében a ,,shut-off” jelenség kialakul, a n6vénybdl eltiinik a GapA és a Tub
mRNS. Az in situ hibridizaciét mutat6 panelen jol latszik, hogy a virus a levélben mindeniitt
jelen van, a GapA mRNS viszont mindenhonnan hidnyzik. A virusfertdzés tiinetei ebben az
esetben nagyon sulyosak, a ndvények nagy része hamar nekrotizalodik, és 7-10 nappal a
fertdzés utan el is pusztul. Ugyanezen novényfajt TMV-vel fertézve nagyon hasonld képet
kapunk. A virus megjelenése a GapA mRNS eltiinésével jar egyiitt és a novényen sulyos
tiinetek jelentkeznek. Ezzel ellentétben a CMV ¢és a TCV virusfertdzéskor egészen mast
tapasztalunk. Annak ellenére, hogy az in situ hibridizacios képeken jol latszik, hogy a virus a
levél egész keresztmetszetében jelen van, sem a GapA, sem a Tub mRNS nem tlinik el. A
ndvényeket vizsgalva pedig nem tapasztalunk sulyos tiineteket. A miRNS akkumuléaciot
vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt miRNS-ek szintje egyik virus fertdzése esetén sem
valtozik jelentésen (16 dbra B).

Annak eldontésére, hogy a jelenség vajon mas ndvényen is megmutatkozik-e M.
benthamiana ¢és Solanum lycopersicum ndvényeket fertéztink TMV-vel és PVX-szel. S.
lycopersicum ndvényen csak a PVX esetében alakul ki ,,shut-off”, mikézben a ndvények erds
tiineteket mutatnak (17. dbra A). A TMV a paradicsomon nem okoz stlyos tiineteket és a
northern analizis azt mutatja, hogy a ,,shut-off” jelenség itt nem jelenik meg. Ezzel ellentétben
N. benthamiana-n mindkét virus stlyos tiineteket és ,,shut-off-ot” okoz (17.4bra B). Ezek az
eredmények az mutatjak, hogy a virus indukalta mRNS kifejez6dés gatlas mas novényekre is
jellemzd. Tovabba ezek az eredmények azt is alatdmasztjak, hogy ennek a jelenségnek
genetikai meghatarozottsdga is van, hiszen ugyanaz a virus (TMV) az egyik novényen (M.
benthamina) igen, mig a masikon (S. lycopersicum) nem képes a "shut-off" jelenséget
eléidézni. A gazdagén ,,shut-off” jelenség megjelenése ebben a kisérletben is egyiitt jart a
tiinetek stilyossdganak fokozodaséaval, ami arra utal, hogy a jelenség a virusfertdzés tiineteinek

kialakuldsédnak egyik fontos dsszetevdje lehet.
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17. abra A GapA mRNS szint valtozasanak vizsgalata kiilonb6z6 gazda-virus kapesolatokban. (A) A GapA
mRNS akkumulacidja PVX és TMV fertézott S. lycopersicon levelekben a fert6zést kovetd 14. és 21. napon. Az
abra alsé részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e. A fert6zések hatasara
kialakult betegség tiinetek (alsé panel). (B) A GapA mRNS akkumulaciéja PVX és TMV fertdzott N.
benthamiana levelekben a fertézést kdvetd 10. napon. Az abra als6é részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek

lathatok. V; virus genomikus RNS-e. A fertdzések hatasara kialakult betegség tiinetek (alsoé panel).
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4.2.4. A "shut off" jelenség kialakulasanak molekularis hattere.

Amikor egy virus megfertézi a novényt, a ndvényben aktivalodik természetes
védekezési folyamata, az RNS csendesités. Ennek sordn a virus replikacidkor ideiglenesen
keletkez6 kétszali RNS-ek kis 21-25nt hosszisagu siRNS-ekre darabolodnak, melyek egyik
szala beépiil egy RN-4z aktivitassal bir6 RISC komplexbe. A RISC komplex minden olyan
mRNS-t elbont, mellyel a beépiilt siRNS homologiat mutat. Mivel a ,,shut-off” jelenségnél mi
is a mRNS-ek hianyat tapasztaltuk felmeriilt a lehetdség, hogy a virus eredetli siRNS-ek
véletlenszerlien homoldgiat mutathatnak endogén génekkel, igy indukalhatjdk azok
lebomlasat. Esetlinkben azonban nem a géncsendesités a felelds a jelenségért, mert a ,,shut-
off” 15°C-on is valtozatlanul megjelenik, ahol a virus indukalta géncsendesités folyamata nem
aktiv (Szittya és mtsai.,, 2003), és egymastdl szekvencialisan teljesen kiilonb6zd virusok
esetében is ugyanugy megjelenik. Egyes allati virusok képesek eldidézni a gazda szervezet
génjeinek transzkripciondlis gatlasat. A Rift valley haemorrhagic 14z virus (Bunyaviridae
csalad) NSs fehérjéje képes megakadalyozni a TFIIH transzkripcios faktor alegységeinek
Osszeépiilését (Le May és mtsai., 2004). Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a paradicsom
bronzfoltossag virus (TSWV), amely ugyanebbe a virus csaladba tartozik, indukalja "shut-
off" jelenséget N. benthamiana tesztndovényeken (18. dbra A). Ez a megfigyelés fOlvetette
annak a lehetdségét, hogy a ndvényi virusok esetleg szintén a célgének transzkripcionalis
gatlasan keresztiil indukaljadk a "shut-off" jelenséget. Ahhoz, hogy megvalaszoljuk azt a
kérdést, hogy a ,,shut-off” jelenség a citoplazmaban, vagy mar a sejtmagban, transzkripcios
szinten jelenik-e meg ,,run-on” transzkripcids kisérleteket végeztiink (18. abra B). Ezen
kisérleteknél a virusfert6zott novények szisztemikus leveleibdl sejtmagot tisztitottunk, majd a
mag kivonathoz radioaktiv nukleotidokat adtunk hozza. Az ekkor keletkezd radioaktiv
transzkriptumokat tartalmazé probaval ismert endogén gének PCR termékeit tartalmazod
membranokat hibridizaltunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy GapA, Tub mRNS
keletkezése a sejtmagban erdsen gatolt. Ezek szerint a ,,shut-off” jelenség a sejtmagban ,
transzkripcidés szinten alakul ki. A pontos mechanizmus, amely felelds a sejtmagi

transzkripcids gatlasért jelenleg még nem ismert.
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18. abraGapA, TubA és GFP gének sejtmagi "run on" analizise szisztemikusan fert6zott levelekben. (A) A
GapA mRNS akkumulaciéja TSWV fertézott N. benthamiana levelekben a fertézést kovet610. napon. Az abra
kozéps6 részén mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok. V; virus genomikus RNS-e. A fertézések hatasara
kialakult betegség tiinetek (alsé panel). (B) CymRSV fert6zott levelek (6 napos) és mock inokulalt levelek
sejtmagi "run-on" analizise A baloldali panel mutatja a "run-on alizis eredményét. Egyenld mennyiségli, a
kiilonboz6 cél géneket reprezentaldo, DNS minta lett a membranokra feljuttatva. A membranokat virus fertdzott
és mock inokulalt ndvényekbdl szdrmazé mintakbdl szarmazé radioaktivan jeldlt "run-on" transzkriptumokkal
hibridizaltuk. Tisztitott genomikus DNS (gDNS), riboszomalis RNS (rRNS) és transzfer RNS (tRNS) specifikus
DNS proébak szolgaltak technikai kontrollként. Nem specifikus DNS (SHMV) volt a negativ kontroll. A baloldali
panel, a "run-on" analizis soran felhasznalt mintadk northern blot analizisét mutatja. Az abra alsé részén

mennyiségi kontrolként rRNS-ek lathatok.

A ,,shut-off” jelenséget szisztemikus (egész ndvényre kiterjedd) virusfertézés esetén vizsgalva
azt allapithatjuk meg, hogy egyes virusok (Tombusvirus és Tobamovirus nemzetségbe
tartozok) képesek mig, mas virusok (Carmovirus és Cucumovirus nemzetségbe tartozok) nem
képesek a gazda mRNS-ek hatékony leszabalyozasara. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy
a "shut-off" jelenség megjelenése fiigg a kiilonbozo gazda-virus kapcsolatoktdl. A jelenség
molekularis mechanizmusat vizsgald kisérleteink azt is megmutattdk, hogy a ,,shut-off”
jelenség nem a géncsendesités mechanizmusdn keresztiil hat, hanem a sejtmagban,

transzkripcids szinten torténik. A kiilonboz6é gazda-virus kapcsolatok vizsgalata kapcsolatot
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mutatott ki a tiinetek sulyossaga és a ,,shut-off” jelenség mértéke kozott. Megmutattuk, hogy a
szisztemikusan fert6zott levelekben az endogén génekre hatod "shut-off" jelenég perzisztens
moddon fennmaradhat ezzel stlyos mRNS deficiencidt hozz 1étre a gazdandvényben. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a ,,shut-off” jelenség a tiinet kialakulds fontos komponense

lehet bizonyos ndvény-virus kapcsolatokban.
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4.3. Az RNS csendesités alapu védekezési rendszer szovetszintii miikodésének vizsgalata.

A CymRSV RNS csendesitést gatld fehérjéje (p19) fontos tiinet meghatarozo fehérje,
hiszen hidnyaban a fertézott (Cym19Stop) novény enyhe, foként levéldeformacios, nekrozis
mentes tlineteket mutat, majd késébb kialakul az un. kigyogyulasi fenotipus, azaz a névény
kindvi a kezdeti betegség tiineteket és majdnem tiinetmentessé valik (Szittya és mtsai., 2002).
A vad tipust virus ezzel ellentétben a ndvény csticsnekrozisat, majd ezt kovetden teljes
pusztulasat okozza. A Cym19Stop fert6zésre szintén jellemzd, hogy a fert6zott névényben a
virus genomikus RNS-ének akkumulacidja gatolt a vad tipust virus felhalmozodéasaval
Osszevetve (Szittya és mtsai., 2002). A kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a p19
hianya hogyan befolyédsolja a virus felhalmozodést és elterjedését a fert6zott ndvényben
(Havelda és mtsai.,, 2003). Korabbi kisérletek bebizonyitottdk, hogy a CymRSV ¢és a
Cymp19Stop mutans virus protoplasztokban azonos mértékben képes replikalodni (Silhavy és
mtsai., 2002), szisztemikusan fert6zott levelekben azonban a két virus mennyisége jelentdsen
eltér egymastol (Silhavy és mtsai., 2002). A CymRSV és a Cym19Stop mutans szisztemikus
levelekben torténd térbeli elterjedésének vizsgdlatdra in situ hibridizacios kisérleteket
végeztiink. N. benthamiana ndvényeket fertéztink CymRSV és Cym19Stop virusokkal (24
°C), majd hét nappal a fert6zés utan a szisztemikusan fertdzott leveleket paraffinba agyaztuk
¢s a beldliik késziilt keresztmetszeteket in situ hibridizdcidonak és immunohisztokémidnak
vetettiik ald. A mintavétel idépontjaban az RNS mintdkban nyilvanvald volt a Cym19Stop
virusra jellemzd csokkent genomikus RNS felhalmozodas (19. abra). A vad tipust virus
ebben az id6pontban a levél Gsszes szovetében és sejtjében jol lathatd, mutatva a sikeres
szisztemikus fert6zés létrejottét. Ezzel szoges ellentétben a Cyml19stop virussal fertdzott
szisztemikus levelekben a virus korlatozott elterjedést mutat, jellemzden csak az erekben és az
azt koriilvevd szovetekben lathatd, nem képes a fertdzott novény szisztemikus leveleiben

teljes egészében elterjedni.
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19. abra CymRSYV és Cym19Stop virus RNS felhalmozédasa a szisztemikus levelekben 7 nappal a fertézés
utan. (A) Northern blot analizis virus specifikus probaval. G—genomi RNS, sg—szubgenomi RNS,
rRNS—-riboszémalis RNS-ek; (B-E) Szisztemikus levelek in situ hibridizacidja. (B) Egészséges ndvény szovete;
(C) CymRSV-vel fert6zott szovet; (D) Cym19stop-pal fert6zott szovet; (E) Haromszoros nagyitasa egy érnek és
kornyékének (D kép bekeretezett rész). V—szallitészovet, M—mezofil szovet; méretjelz6 vonal a B képen 400 um

(C-D).
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4.3.1. Cym19Stop virus a vad tipusu virussal megegyezo hatékonysaggal replikalodik a

megfert6zott sejtekben.

Annak eldontésére, hogy a RNS csendesités szuppresszor mutans virus a megfertézott
sejtekben hasonl6 hatékonysaggal halmozddik-e fel, mint a vad tipusu virus, egymast koveto
metszetek in situ hibridizaciojat végeztiik el. Abbol a célbol, hogy az in situ hibridizéalas soran
kialakul6 jelekbdl mennyiségi kovetkeztetéseket vonhassunk le a szinreakciot a telitettség
kiilonb6z6 idOpontjaiban allitottuk le (20, 40, 90, 180 perc). A kisérlet azt mutatja, hogy a
CymRSV ¢és Cyml9stop virussal fertézott sejtek hasonld szinintenzitdst adnak az Osszes
vizsgalt idépontban, ami azt jelenti, hogy a sejtek kozel azonos mennyiségli virus RNS-t

tartalmaznak (20. abra).

20. abra Virus RNS-ek felhalmozédasanak vizsgalata in situ hibridizacioval 7 nappal a fertézés utan
szisztemikus levelekben. (A,D,G és J) CymRSV-vel fert6zott szovet egymast kovetd metszetei; (B,E,H és K)
Cym19Stop-val fert6zott szovet egymast koveté metszetei; (C,F,I és L) egészséges szovet egymast kovetd
metszeti; A szinreakcid leéllitasa 20. (J,K és L), 40. (G,H és 1), 90. (D,E, és F) és 180. (A,B és C) percben. A
haromszogek a B képen a Cym19Stop virus felhalmozodéasat mutatjak. Méretjelzo vonal az A képen 250 um (A-
L).

Tehat, ha a sejt megfert6zddott, akkor a vad tipusi és a mutdns virus is hasonld

hatékonysaggal képes replikdlodni benne. Ez az eredmény Osszhangban 4ll a korabban
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tapasztaltakkal, mely szerint protoplaszt transzfekcid esetén a CymRSV és a Cym19stop virus
hasonl6é mértékben halmozodik fel a sejtekben (Silhavy és mtsai., 2002).

A szisztemikusan fert6zott levelek in situ hibridizacioja alapjan azt mondhatjuk, hogy az RNS
csendesités szuppresszor mutdns virus hosszitavon hasonld hatékonysaggal tud mozogni a
novényben és eljut a szisztemikus levelekbe (nincs bemutatva). Négy nappal a fertézés utan
mindkét virus eljut a mezofil sejtekbe, de onnan tovabb mozogni csak a vad tipust virus tud,

amig a p19 muténs virus mozgasa a tovabbiakban gatolt.
4.3.2. Virus eredetii fehérjék felhalmozédasa a Cym19Stop fert6zott szovetekben.

Az eddigi kisérletekben a virus RNS-ek felhalmozdodasat vizsgaltuk a ndvény
leveleiben. A tovabbiakban immunohisztokémiat alkalmaztunk annak kideritésére, hogy a
mutans virussal tortént fertézés esetén a virusfehérjék hol, és milyen mértékben talalhatoak a
szovetekben. A 21. abran a virdlis kopenyfehérje (CP) és pl9 fehérje levélszovetbeli

elhelyezkedése lathato.

21. abra CP és p19 fehérjék akkumulaciéja 7 nappal a fertézés utan. CymRSV-vel (A), Cym19Stop-pal (B)
fert6zott, valamint egészséges szisztemikus levelek (E) immunokémidja anti-CP antitesstel (1:5000). CymRSV-
vel (C), Cym19stop-pal (D) fertdzott, valamint egészséges szisztemikus levelek (F) immunokémidja anti-p19
antitesttel (1:2000). CymRSV-vel (G), Cyml9stop-val (H) fert6zott, valamint egészséges novények
szarkeresztmetszetének (I) immunokémiaja anti-CP antitesttel (1:5000). Méretjelz6 vonal az A képen 400 pm
(A-I). A G, H és I képen lathatd bekeretezett képek a nyillal jelolt CymRSV, Cyml9stop altal fertézott és

egészséges szovetek haromszoros nagyitasai.
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A CymRSV-vel fertézott levelekben a CP mindeniitt nagy mennyiségben jelen van a
szisztemikus levelekben, mig Cym19Stop-pal tortént fert6zés esetén a CP elterjedése az
erekre és azok kornyezetére korlatozodik.

Kontroll kisérletként elvégeztiik az egymas utani metszetek hibridizalasat p19 fehérje
elleni ellenanyaggal. Ahogy vérhato volt, a vad tipusu virussal fert6zott novény leveleiben a
p19 fehérje jelen volt az egész levélben, mig a mutans virussal fertézott novény leveleiben
nem lehetett kimutatni. A levéllemezen kiviil mas szovetben is szerettiik volna megvizsgalni a
virus jelenlétét, ezért szar keresztmetszeteket készitettiink a fert6zott névényekbdl az inokulalt
¢és szisztemikus levelek kozotti szarrészbdl. A virus jelenlétét anti-CP antitesttel mutattuk ki.
Hasonloan a levél keresztmetszetekhez, a CymRSV-vel fert6zott novények szaraiban a CP
egyenletesen, nagy mennyiségben halmozodott fel, mig Cym19Stop esetében a kopenyfehérje
jelenléte az erekre és kozvetlen kornyezetiikre korlatozddott (21. abra). Habar a Cym19Stop
az erekbdl a mezofil sejtek felé torténd elterjedése gatolt, az erekben és a kdrnyezetiikben 1€vo
sejtekben nagy mennyiségben van jelen. A mutans virus tehat képes felhasznalni a ndvény
szallitorendszerét a hosszutavu mozgashoz, hogy eljusson a fert6zés helyétdl a tdvolabb 1évo
szervekbe, szOvetekbe is. A virus rovidtavi mozgasi fehérjéje és a RNS csendesités
szuppresszor fehérjéje egyarant a szubgenomikus 2 RNS-rdl transzlalodik két egymasba
agyazott ORF-rél. Megvizsgaltuk, hogy a Cym19Stop virusban 1évé mutéacié befolyasolja-e
az MP expressziojat, amely a virus csokkent sejtrél-sejtre vald terjedését eredményezheti.
Mivel az MP a virus sejtrdl-sejtre valé mozgésaért felelds, a fert6zés utan 6t nappal mintakat
vettiink a novények szisztemikusan fert6zott leveleibdl, hogy megéllapithassuk a fert6zési
frontban a MP felhalmozodasat. Egymast kovetd metszeteket hibridizaltunk MP és CP elleni
ellenanyaggal (anti-MP és anti-CP) (22. abra). A CymRSV ¢és Cym19Stop virus altal fert6zott
szOvetekben az MP felhalmozodasa nem mutat jelentds kiilonbséget. Az egymast kovetd
metszetek azt mutatjak, hogy a CP és az MP egyiitt lokalizalodik mind a vad tipust virus,
mind a p19 mutans virus altal fertézott levelekben.

Annak megallapitasara, hogy a pl9 képes-e virusfert6zési front elé mozogni, s igy
kifejteni szuppresszor hatasat, egymads utani metszeteken vizsgaltuk a p19 fehérje elterjedési
mintazatat a virus RNS és CP fehérje megjelenésé¢hez képest. 5 nappal a vad tipusu virussal
tortént fertdzEés utan agyaztuk paraffinba a szisztemikus leveleket, majd in situ hibridizaciot és
immunohisztokémiat végeztiink virus RNS probaval, anti-CP ¢és anti-p19 antitesttel. A 22.
abran a pontozott vonalak a virus fertdzési frontjat mutatjak a szisztemikus levelekben. Jol
lathato, hogy a virus RNS, a CP és a p19 fehérje egy helyen lokalizalodik, nincs kiillonbség a
térbeli elterjedésiikben (C,F és L).
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22. abra CP, MP és p19 fehérje felhalmozodasa szisztemikus levelekben 5 nappal a fert6zés utan. Egymas
utani metszetek immunohisztokémidja CymRSV-vel fert6zott levelekben anti-CP antitest (A) és anti-MP antitest
(D) felhasznalasaval. Egymas utani metszetek immunohisztokémidja Cym19Stop-pal fert6zott levelekben anti-
CP antitest (B) és anti-MP antitest (E) felhaszndlasaval. A pontozott vonal a fert6zési frontot mutatja.
Egészséges levelek kontroll hibridizalasa anti-CP antitesttel (G) és anti-MP antitesttel (H). p19 fehérje azonos
elterjedése a CP-vel és virus RNS-sel (C,F és L). CymRSV-vel fert6zott szisztemikus levelek egymas utani
metszeteinek in situ analizise (C), mely a virus specifikus RNS-t mutatja ki, és immunohisztokémiaja anti-p19
antitesttel (F), ill. anti-CP antitesttel (L). A pontozott vonal a fert6zési frontot mutatja. I, J és K kép egészséges

levelek kontroll hibridizalasa az el6bbi probakkal. Méretjelz6 vonal az A képen 200 pm (A-L).

A kisérletbdl kideril, hogy a p19 fehérje nem képes a fertdzési front elé keriilni, tehat
a pl9 fehérje azokban a sejtekben fejti ki hatdsat, melyet a virus meg tudott fertdzni,
replikdlodik benne, és itt képes megakadalyozni a mobil szignal képzOdését vagy kibocsatasat
a sejtbol. Ezek a kisérletek dsszhangban allnak a korabbi megfigyelésekkel, ahol a p19 fehérje
megakadalyozta a transzgén indukalta szisztemikus RNS csendesitést (Silhavy és mtsai.,

2002).
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4.4. DI RNS-ek tiinetmodosito hatasnak molekularis analizise.

A DI RNS-ek jelenléte a fert6zott ndvényben hasonlo betegség tiinetek kialakulasahoz
vezet mint amilyet a Cym19Stop mutans fertézéskor tapasztaltunk. Ebben az esetben a DI
RNS-ek felhalmozddasaval parhuzamosan a vadtipusi virus genomikus RNS-ének
mennyisége drasztikus csokkenést mutat, elmarad a nekrotikus reakcié és a ndvényen
kigyogyulasszerli tiineteket jelennek meg. Munkank sordn azt vizsgaltuk, hogy a DI RNS-ek
hogyan képesek a virus replikdciojat és a tiinetek kialakuldsat befolyasolni. Kisérleteinkben
egy masik tombusvirus rendszert hasznaltunk, a paradicsom bokros torpiilés virust (Tomato
bushy stunt tombusvirus; TBSV), ennek p19 defektiv mutans valtozatat (T19Stop) és TBSV
fertdz¢s soran keletkezd DI RNS-t (Szittya és mtsai., 2000).

4.4.1. A DI RNS jelenléte gatolja a vad tipust virus elterjedését a szisztemikusan

fertozott levelekben.

Ha TBSV-P és TBSV-P DI-5 plazmidrol in vitro RNS transzkriptumot készitiink és V.
benthamiana dohanynovényeket velilk egylitt fertdzziik, akkor a fert6zott ndvények 6-7
nappal a fertézés utan az elsé szisztemikus leveliikon intenziv tlineteket mutatnak: a levelek
sz¢lei bepondorddnek, erésen meghajlanak, jellegzetes mintdzat jelenik meg rajtuk. A vad
tipustt virussal tortént fert6zéssel ellentétben cslicsnekrdzis és a ndvény pusztuldsa nem
tapasztalhatd. Tizennégy nappal a fertézés utan a ndovények kezdenek kigyogyulni, hasonléan
a p19 mutans virus (T19Stop) fertdzéséhez, kigyogyuld fenotipus alakul ki. A genomi RNS
mennyisége jelentds mértékben csokken a csak vad tipust virussal fertdzott ndvények

virusszintjéhez képest, hasonldéan, mint a T19Stop esetében (23. dbra).
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23. abra Virus és DI RNS felhalmozdédas az elsé szisztemikus levelekben 7 nappal a fert6zés utan. (A)
TBSV-P, T19Stop és TBSV-P+DI RNS-sel fertézott novények Northern blot analizise, proba: virus 3 vége,
random proba. G—genomi RNS, sg— szubgenomi RNS, DI-DI RNS, rRNS— riboszomalis RNS. (B-D)
Szisztemikus levelek keresztmetszetének in situ hibridizacidja 7 nappal a fert6zés utan. Proba: digoxigenin-11-
UTP-vel jelolt negativ szala CP RNS. (B) TBSV-P-vel fert6zott szovet; a kis kép egészséges szovet kontroll
hibridizacidja. (C) T19Stop-pal fertdzott szovet. (D) TBSV-P+DI RNS-sel fertdzott szovet. Méretjelzd vonal a B
képen 100 pm (B-D). A fekete haromszogek a virusfertdzés helyeit jelzik.

A DI RNS rendkiviil nagy mennyiségben jelenik meg a ndvény szisztemikus leveleiben. A
tiinetcsokkenés pontosabb megértéséhez in situ hibridizacios kisérletet végeztiink a DI RNS-
sel egyiitt fert6zott novények elsd szisztemikus leveleinek felhasznalasaval. Hét nappal a
fertdz¢és utan a szisztemikus leveleket paraffinba 4gyaztuk, majd levélkeresztmetszeteket
hasznaltunk, mely csak a virus RNS-hez hibridizal, mivel a DI RNS nem tartalmaz
szekvenciadarabot a CP régiébol. A TBSV-P virus homogén, az egész levélre kiterjedo
elterjedést mutat a szisztemikus levélben, hasonléan a CymRSV-hoz, ami a 4&ltaldnos
fertdzésre utal (23. 4dbra). TBSV-P + DI RNS-sel tortént fert6zés esetén azonban a virus
csokkent elterjedést mutat a levelekben. Jellemzden a levél ereiben és azok kozvetlen
kornyezetében kaptunk hibridizacids jelet. Ez a szisztemikus levelekben torténd elterjedési

mintdzat nagymértékben hasonlit a p19 mutans virussal tortént fertézésekre, azonban ebben
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az esetben a DI RNS mellett a vad tipust virus van jelen és pl9 fehérje expresszidja

detektalhato.
4.4.2. TBSV RNS és p19 fehérje felhalmozodas protoplasztokban DI RNS jelenlétében.

Korabbi munkdk azt mutattak, hogy a DI RNS egy sejt szinten csokkenti a genomi
RNS felhalmozodésat (Jones és mtsai., 1990; Qiu és mtsai., 2001). N. benthamiana mezofil
protoplasztokat fertdztiink TBSV-P és TBSV-P DI-5 transzkriptumokkal és megvizsgaltuk az
altalunk hasznalt rendszerben a felhalmozodott RNS-ek mennyiségét. Mivel a p19 mutans
virusrol (Cym19Stop) bebizonyitottdk, hogy szdveti szinten hémérsékletfliggd, de egy sejt
szinten homérséklet fliggetlen a replikdcidja (Szittya és mitsai.,, 2003), a transzfektalt
protoplasztokat 15, 21 és 24 °C-on tartottuk. Ha molarisan azonos mennyiségili genomi és DI
RNS-sel transzfektaljuk a protoplasztokat,akkor 24 oraval a fertézés utan a genomi RNS
alacsonyabb szintii felhalmozodast mutat a csak virussal tortént fert6zéshez képest.
Negyvennyolc oraval a fertdzés utan azonban ez a visszaszorulas kevéssé kifejezett, a genomi

RNS szintje megemelkedik (24. abra).
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24. abra Virus RNS-ek és a p19 fehérje felhalmozédasanak vizsgalata TBSV-P és TBSV-P+DI

RNS-el transzfektalt protoplasztokban. (A) A genomi RNS felhalmozodasanak vizsgalata protoplasztokban
kiilonb6z6 homérsékleteken. Proba: TSBV-P DIS random proba,G—genomi RNS, DI-DI RNS,
rRNS—-riboszémalis RNS. (B) pl9 felhalmozédas TBSV-P ¢és TBSV-P+DI RNS-sel transzfektalt
protoplasztokban.
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Ez a megfigyelés minden vizsgalt homérsékletre jellemz6. Megfigyelésiink dsszhangban van
korabbi TBSV eredményekkel, ahol DI RNS jelenlétében a TBSV genomi RNS szint
csokkent felhalmozdodast mutat (Jones és mtsai., 1990), de hosszabb ideig vizsgalva a genomi
RNS mennyiségét, kisérleteink nagyobb mértékii helper virus replikacidot mutatnak, csaknem
annyi virus halmozddik fel a sejtekben, mint a csak helper virussal transzfektalt protoplasztok
esetén. Emellett azt tapasztaltuk, hogy 24 oraval a fert6zés utan koriilbeliil a genomi RNS
szintnek megfeleld p19 fehérje mennyiség képzddik a protoplasztokban DI RNS jelenlétében
(24. abra), tehat a DI RNS jelenléte nem szoritja vissza a p19 fehérje mennyiségét.

A virus felhalmozodasanak mértékét megvizsgaltuk TBSV-P+DI és TBSV-P-vel vald
fertdz¢s soran szisztemikus levelekben,7 nappal a fertdzés utan. A levelekbdl egymds utani
in situ hibridizéaciot végeztiink. A jel intenzitdsabol eredd félreértelmezések elkeriilése miatt a
szinreakciot kiillonboz6 idépontokban allitottuk le (15, 30, 60, 120 perc), mielott elérte volna a
telitési szintet (25. 4dbra). A kisérlet azt mutatja, hogy a TBSV-P és TBSV-P+DI RNS-sel
fertdzott sejtek hasonld szinintenzitdst adnak az Osszes vizsgalt idOpontban, ami azt jelenti,

hogy a sejtekben kozel azonos mennyiségii genomikus RNS halmozodik fel.
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idépontokban allitottuk le. (B) Egymas utdni metszetek immunokémidja anti-p19 antitesttel. A szinreakciot a
jelolt idépontokban allitottuk le. Méretjelz6 vonal az A képen 100 pm (A és B). Eg.—egészséges szdvet kontroll

hibridizacidja.
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Mivel a DI RNS-sel torténd egyiittfertdzés a pl9 mutans virus altal okozott fenotipusra
nagymértékben hasonlit, megvizsgaltuk a p19 fehérje felhalmozodasat a szovetekben.

A p19 fehérje mennyiségét hét nappal a fert6zés utdn bedgyazott szisztemikus levelek egymas
utani metszeteinek immunhisztokémiai festésével vizsgaltuk. A szinreakciot kiilonbozo
idépontokban leallitottuk, mieldtt elérte volna a telitési szintet (25. abra). Az immunkémiai
vizsgalat alapjan azonos szinintenzitast tapasztaltunk a TBSV-P-vel ¢s TBSV-P+DI RNS-sel
fertdzott novények szoveteiben, vagyis a pl9 fehérje hasonld mennyiségben van jelen a

megfertdzott sejtekben.
4.4.3. A DI RNS jelenléte noveli a szabad virus specifikus siRNS-ek jelenlétét.

Ha tombusvirus fertdzéskor DI RNS is részt vesz a fertézésben, akkor a ndvények
kigyogyuld fenotipust mutatnak, mely nagymértékben hasonlit a pl19 mutans virus altal
okozott tiinetekhez, de ebben az esetben p19 PTGS szuppresszor jelen van a fertézéskor.
Mivel a pl9 mutans virus esetében Iétrejott tiinetcsokkenés az aktivalodo PTGS
kovetkezménye ezért megvizsgaltuk a DI RNS-ek és a PTGS lehetséges kapcsolatat. A
siRNS-ek a RNS csendesités jelzémolekulai, ezért kivancsiak voltunk a DI RNS-ekkel
fertdzott ndvényekben a virusspecifikus siRNS-ek és a RNS csendesités szuppresszor fehérje
(p19) felhalmozddasara. Korabbi eredmények azt bizonyitottdk, hogy a pl19 fehérje PTGS
szupressor hatdsa a siRNS-ek megkdtésén alapul, és fligg a fehérje mennyiségétdl (Silhavy és
mtsai., 2002; Lakatos ¢és mtsai., 2004), ezért a siRNS/p19 fehérje aranyat szerettilk volna
meghatdrozni. TBSV-P és TBSV-P + TBSV-P DI-5 RNS-sel fertéztink N. benthamiana
novényeket, majd 7 nappal a fertdzés utdn extrakcios pufferben dorzsoltik el az elsd
szisztemikus leveleket. A mintdkat két részre osztottuk, egyik részét RNS, masik részét
fehérje analizishez hasznaltuk fel. A Northern blot analizis azt mutatta, hogy a DI RNS nagy
mennyiségben felszaporodott a névényben, mig a helper virus replikéacioja erésen lecsokkent
a TBSV-P-vel tortént fertdzéshez képest (26. abra). Probaként a virus teljes cDNS klonjarol
szdrmazo random DNS prébat hasznéltunk a hibridizalashoz. Emellett megallapitottuk
ugyanezen mintakban 1év0 siRNS felhalmozodasanak mértékét is. Probaként a TBSV-P teljes

hosszisagu, radioaktivan jelolt, pozitiv szali RNS-ét hasznaltuk fel (26. ébra).
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26. abra Virus specifikus siRNS és p19 fehérje felhalmozodas a szisztemikus levelekben 7 nappal a
fertozés utan. (A) Virus és DI RNS azonositasa Northern blot analizissel. Proba: TBSV-P ¢cDNS-r61 késziilt
random proba (B) p19 fehérje azonositasa Western blot analizissel. (C) Virus specifikus siRNS-ek kimutatasa.
Proba: TBSV-P pozitiv szala, radioaktivan jelolt RNS. G—genomi RNS, sg—szubgenomi RNS, DI-DI RNS-ek,
rRNS—riboszémalis RNS.

A DI RNS-sel egyiitt fert6zott ndvényekben kozel azonos mennyiségii virus specifikus siRNS
halmozodik fel, mint a TBSV-P vel fertézott ndvényekben, de a genomi RNS szintje sokkal
alacsonyabb. A mintak Western blot analizisével arra kerestiik a valaszt, hogyan alakul a p19
fehérje mennyisége a fert6zott novényekben (26. abra). Megéllapithaté, hogy a pl9
mennyisége jelentds mértékben csokken a DI RNS-sel egyiitt fert6zott novényekben. Ez a
csokkenés kozel azonos a genomi RNS szintjének csokkenésével. Vagyis megallapithatjuk,
hogy a DI RNS jelenléte jelentés mértékben megemeli a virus specifikus siRNS-ek
mennyiségét a genomi RNS és a p19 fehérje szintjéhez képest. A siRNS/p19 arany nagyobb a
DI RNS-sel fertézott novények szisztemikus leveleiben. Ebbél arra kdvetkeztethetiink, hogy a
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virus specifikus siRNS-ek egy része valdszinlileg nem kotott a p19 fehérje altal, hasonldan a
Cym19stop-pal fert6zott novényekhez (Lakatos €s mtsai., 2004).

A megemelkedett siRNS mennyiség eldidézheti szabad siRNS-ek jelenlétét a ndvényben.
Ennek eldontésére TBSV-P, T19Stop ésTBSV-P+TBSV-P DI-5 RNS-sel fertézott ndvények
szisztemikus leveleibdl készitettiink homogenizatumot. Ezeket gélfiltracids oszlopra tettiik,
majd méret alapjan elvalasztottuk a benniik 1évé molekuldkat ahogy ezt el6z6leg CymRSV-ra

leirtak (Lakatos és mtsai., 2004).

pl19 Altal kitistr P19 Altal nem Kttt

SiRNS siRNS
441 kDa 158 kDa 66 kDa 29 kDa
v v v v o
5 =
Frakciok 21 25 29 33 37 41 45 49 £ E
1 T T T T T T T T Ty O O
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A e
TBSY-P
~--- |. - ;19
| siRNS
e 8
T19stop
<4 p19
" siRNS
.”' m. “ 21b
TBSV-P+DI
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27. abra TBSV-P, T19stop és TBSV-P+DI RNS-sel fert6zott novényekbdl késziilt homogenizatumok
gélfiltracidja. Az Osszegyiijtott frakciokat virus specifikus siRNS (felsé panelek) és p19 fehérje (alsé panelek)
jelenlétére teszteltilk Northern és Western blot analizissel. Proba: radioaktivan jelolt TBSV-P virus pozitiv szali
RNS. Marker: y-ATP-vel jelolt szintetikus 21 batis hosszii RNS oligo. Input: oszlopra felvitt kiinduldsi minta. A
p19 altal kotott, ill. nem kotott siRNS tartalmu frakcidk a felsé abra tetején feltiintetve.
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A frakciokat virus specifikus siRNS-ek ¢és p19 fehérje jelenlétére teszteltik. A TBSV-P-vel
fertdzott ndvényben a p19 fehérje és a siRNS-ek ugyanazokban a frakciokban jelennek meg,
csak kevés siRNS lathato az alacsonyabb molekulatomegiti frakciokban, melyek a p19 fehérje
altal nem kotott szabad siRNS-ek (27. abra).

Ezzel ellentétben a T19Stop-pal fertdzott ndvényekben a siRNS-ek az alacsonyabb
molekulatomegli frakcidkban jelennek meg, szabad siRNS-ek, hiszen a mutdns virus nem
képes a p19 RNS csendesités szuppresszor fehérje termelésére. DI RNS jelenlétében ki
tudtunk mutatni pl9 fehérje altal kotott siRNS-eket, de a siRNS-ek nagyobb része az
alacsonyabb molekulatomegi frakciokban (szabad siRNS) jelent meg.

A DI RNS-ek szisztemikus levelekben torténé nagy mennyiségli felhalmozodasa
befolyasolhatja az RNS csendesités szuppresszor fehérje altal megkotendd siRNS
mennyiségét. Ennek a lehetdségnek kizarasara immunprecipitaciot hajtottunk végre TBSV-P,
T19stop ¢és TBSV-P+TBSV-P DI-5 RNS-sel fertdzott ndvények kivonataibdl. Az
immunoprecipitatumokat két részre osztottuk, a minta egyik felében a siRNS felhalmozdodasat
vizsgaltuk Northern analizissel, mig a masik felét pl19 fehérje azonositdsara hasznaltuk fel

Western blot analizis segitségével (28. abra).
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28. abra TBSV-P, T19stop és TBSV-P+DI RNS-sel fert6zott novényekbol késziilt homogenizatumok
immunoprecipitacidja anti-p19 antitesttel. A precipititumokat virus specifikus siRNS (alsé panelek) és p19
fehérje (felsd panelek) jelenlétére teszteltiik Northern és Western blot analizissel. Proba: radioaktivan jeldlt

TBSV-P virus pozitiv szali RNS. Eg.—egészséges névény homogenizatumabdl késziilt kontroll.
A kisérlet azt bizonyitja, hogy a DI RNS nem befolyasolja szignifikansan a p19 fehérje siRNS
koto képességét, mivel a siRNS mennyisége a pl19 fehérje mennyiségéhez viszonyitva kozel

azonos a TBSV-P-vel és a TBSV-P+DI RNS-sel egyiitt fert6zott névényi kivonatokban.
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Mint ahogy varhaté volt, nem tudtunk kimutatni p19 fehérjét és hozza kapcsol6dd siRNS-t a
T19stop-pal fertdzott ndvények kivonatabol.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a DI RNS-sel tortént egyiitt fertdzés esetében a
képzddott nagy mennyiségii siRNS teliti a p19 fehérjét, és szabad virus specifikus siRNS-ek
halmozo6dnak fel a novény szoveteiben, hasonldan, az RNS csendesités szuppresszor mutans
virussal fertézott novények szisztemikus leveleiben felhalmozodo szabad virus specifikus

siRNS-ekhez.
4.4.4. A DI RNS nem képes a virus felhalmozédast befolyasolni alacsony hémérsékleten.

Korabbi munkakbol kideriilt, hogy az alacsony hdmérséklet (15 °C) erésen gatolja, a
magasabb hdmérséklet (24 °C) viszont eldsegiti a PTGS miikodését a novényekben (Szittya
¢s mtsai., 2003). Ezek szerint ha a DI RNS a PTGS-en keresztiil fejti ki hatasat, akkor
alacsony hémérsékleten nem képes nagymértékben befolyasolni a virusfertézést, hiszen ott a
PTGS kevéssé aktiv. Feltételezésiink vizsgalatara N. benthamiana ndvényeket fertdztiink
TBSV-P és TBSV-P+TBSV-P DI-5 RNS-sel. A névényeket 15, 21 és 24 °C-on tartottuk,
majd 7 és 14 nappal a fert6zés utan mintakat szedtiink a szisztemikus levelekbdl Northern blot
analizishez és in situ hibridizacidhoz.

A TBSV-P-vel fert6zott nodvények 4ltaldnos nekrézist mutattak minden vizsgalt
hémérsékleten, ami a korabbi munkakbol varhaté volt. A TBSV-P+DI RNS-sel egyiitt
fertdzott ndvények azonban jelentds kiillonbséget mutattak a kifejlodott tiinetek tekintetében a

vizsgalt homérsékleteken (29. abra).

TBSV-P TBSVP+DI
14 dpi 14 dpi

21°C

24°C s

29. abra TBSV-P és TBSV-P+DI fert6zott novények tiinetei 14 nappal a fert6zés utan 15, 21 és 24 °C-on.
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21 és 24°C-on a DI RNS jelenlétében a novényeken kigyogyuld fenotipus jelent meg. A
legkifejezettebb recovery fenotipust 24 °C-on figyeltiik meg. Ezzel ellentétben a 15 °C-on
tartott TBSV-P+DI RNS-sel fert6zott novények esetében erds nekrotikus tiinetek fejlodtek,
melyeket legtobb esetben a novények pusztuldsa kovetett, jelezve, hogy a DI RNS kozvetitett
védelmi rendszer nem mukodik a ndvényben. A Northern blot analizis azt mutatja, hogy a DI
RNS-sel egyiitt fert6zott ndvények szisztemikus leveleiben 7 nappal a fert6zés utan csokken a
genomi RNS szint mindharom hémeérsékleten, bar kis kiilonbség észrevehetd a csokkenés

mértékében (30. abra).
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30. abra A homérséklet hatasa a TBSV-P+DI RNS-sel egyiittfertozott novényekre. TBSV-P-vel és TBSV-
P+DI RNS-sel fertdzott novények Northern blot analizise. Proba: DI ¢cDNS-rdl készitett random proba. A
hémérsékletek az abra tetején feltiintetve. G—genomi RNS, sg—szubgenomi RNS, DI-DI RNS,

rRNS—riboszoémalis RNS, Eg.—egészséges ndvény kontroll hibridizalasa.

14 nappal a fert6zés utan a genomi RNS felhalmozodasaban jelentds kiilonbségek figyelhetdk
meg. 15 °C-on a helper virus mennyisége a DI RNS-sel egyiitt fertézott és a vad tipust
virussal fert6zott ndvényekben kozel azonos mértékii. 21 °C-on jelentdsen kevesebb genomi
RNS lathato a DI RNS-t tartalmazé novényekben, mig 24 °C-on a virus alig mutathat6 ki a
szisztemikus levelekb6l. A DI RNS-ek minden hémérsékleten és minden idopontban nagy

mennyiségben halmozodtak fel.
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Az in situ hibridizacios kisérletek azt mutattak, hogy a genomi RNS szint 6sszhangban van a

virus elterjedésének mértékével (31. abra).

TBSV-P 7dpi TBSVP+DI 7dpi TBSVP+DI 14dpi
Y. . o . .
15 °C o Y /’-
21°C
24 °C

crer

digoxigenin-11-UTP-vel jelolt RNS.

Probaként a virus CP-t kddold RNS régidjahoz hibridizald6 RNS probat hasznaltunk. A TBSV-
P a vizsgalt homérsékleteken képes volt az egész szisztemikus levélben elterjedni. A TBSV-
P+DI RNS-sel egyiitt fert6zott ndvények szisztemikus leveleiben a virus elterjedése az erekre
¢s azok kornyezetére korlatozodott. A fertdézés eldrehaladtaval (14 dpi) 15 °C-on a virus
azonban képes volt a szisztemikus levelekben kilépni az erekbdl, onnan kiindulva pedig az
egész levéllemezben elterjedni. Ez az elterjedési mintdzat nagymértékben hasonlit a p19
21 és 24°C-on ezzel ellentétben a virus elterjedése DI RNS jelenlétében az erek kornyezetére
korlatozodott. Ezek az eredmények tovabb erdsitik a PTGS szerepét a DI RNS kozvetitett

tinetcsokkenés kialakitasaban.

4.4.5. A DI RNS jelenléte és a pl19 hianya altal okozott virus akkumulacié gatlas

modellje.

Kisérleteink alapjan olyan modell feléllitasat javasoljuk, melyben a kordbban
azonositott faktorok mellett az RNS csendesités is kdzponti szerepet jatszik a DI RNS
kozvetitett tlinetcsokkenés mechanizmuséban (32. dbra). Ez alapjan a virussal fertdzott
ndvényben, a virus a sejtbe torténd belépése utan replikalodik, a transzlalodo pl9 fehérje
megkoti a PTGS altal 1étrehozott siRNS-eket, melyek igy nem tudnak kijutni a fert6zott
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sejtbol. A virus ezutdn egy olyan nem fertdzott sejtbe 1éphet be, amely nem késziilt fel a virus

crer

szaporodhat kihaszndlva a gazdasejt replikacios és transzlacios rendszerét.

A TBSV-P

Virusfertozés iranya

B p19 mutians TBSV-P

Virusfertdzés irfmxa

Virusfertozés irdnya
“~ DIRNS ~——~— Virus RNS AKtivilt RISC komplex

- Plazmodezma r. p19-siRNS komplex

32. abra Modell az RNS csendesités szerepének bemutatasara a DI RNS kozvetitett tiinetcsokkenésben.

- siRNS

A pl9 szuppresszor mutans virussal torténd fertézés esetén a mutans virus szintén
nagymértékben képes replikdlodni az elsédlegesen megfertézott sejtekben. Az RNS
csendesités siRNS-eket hoz 1étre a virusbol, de a p19 fehérje hidnya miatt ezek a siRNS-ek

szabad formaban jelennek meg a sejtben. Ezek az RNS-ek képesek a plazmodezmakon
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keresztiil kijutni a fertdzott sejtbdl a virus fertézési frontja elé. Ez a virus specifikus siRNS
képes beépiilni azokba a RISC komplexekbe, melyek a meg nem fertézott sejtekben
talalhatoak, igy ,.Elesitve” azokat, szekvenciaspecifitdst adva a degradéaciot végrehajtd
molekulaknak. A belépd virust az aktivalt komplex lebontja, mieldtt elkezdddhetne a virus
replikacioja. DI RNS jelenlétében a megfertdzott sejtekben jelentés mennyiségli vad tipusa
virus RNS ¢és pl19 fehérje halmozodik fel. Mivel a DI RNS gyenge célpontja az RNS
csendesitésnek (Szittya és mtsai., 2002), nagy mennyiségben halmozddik fel a sejtben, és
jelentds extra forrast biztosit a virus eredetli siRNS-ek képzéséhez, tultelitve a pl19 fehérje
siRNS kot6 kapacitasat. A szabad siRNS-ek a p19 mutans virushoz hasonl6 folyamat révén
elosegitik a virus fertdzési frontja elotti sejtek felkésziilését a virus elleni védelemre. A
korabban leirt DI RNS tilinetvaltoztatasaval kapcsolatos kompeticids elmélet (Russo és mtsai.,
1994) tovabb erdsitheti a PTGS alapti védelmi rendszert, mivel a virusfertdzés korai
szakaszaban kevesebb viralis fehérje jelenlétét tételezi fel, ami eldsegiti a védekezd rendszer
mikodését.

Modelliink miikodésének alapja, hogy feltételezi a siRNS-ek nem sejt autonom aktivitasat
vagyis mobilitasat a sejtek kozott. A szakirodalom legijabb eredményei aldtdmasztjdk ezeket

az elképzeléséket (Dunoyer és mtsai., 2010 ; Molnar ¢és mtsai., 2010).
4.4.6. A DI RNS-ek specifikus tiinet modosito hatasa

A DI RNS-ek tiinet médositoé hatdsanak jobb megértése céljabol tovabbi vizsgalatokat
végeztiink abbol a célbol, hogy megvizsgaljuk, vajon a CymRSV DI RNS védelmet biztosit-e
mas tombuvirusokkal szemben. A rendelkezésiinkre all6 7 kiilonb6zd tombusvirussal olyan
transzgenikus novényeket fertdztiink, amelyek CymRSV biolodgiailag aktiv DI RNS-ét fejezte
ki (Kollar és mtsai., 1993) (33. abra). A kisérlet soran vizsgaltuk a DI RNS-ek replikéciojat és
a kialakuld tlineteket. A vizsgélatba bevont Tombusvirusok koziil csak ketté (Maroccan
pepper virus (MPV) és TBSV-P) ellen nem mutattak rezisztencidt a DI RNS-t expresszalo
transzgenikus novények annak ellenére, hogy ez a két virus is hatékonyan amplifikalta a
novény altal expresszalt DI RNS-t és a gazda virus genomikus RNS-ének akkumulacidja is
visszaszorult A tobbi virus fertdzése esetén (Artichoke mottled crinkle virus (AMCYV),
Carnation Italian ringspot virus (CIRV), Pelargonium leaf curl virus (PLCV), Neckar river
virus (NRV) a jellegzetes enyhe betegség tlinetek fejlodtek ki. Ezek az eredmények arra

crer

gatlasabol fakad, hanem ehhez mas virus produktumokkal vald specifikus kolcsonhatés is
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csatlakozik. Ez a kolcsonhatas azonban specifikusabb mint, a virus replikacio és csak a

viszonylag kdzelebbi kapcsolatban all6 virusok kozott jon létre.
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33. abra.CymRSV-vel fertézot DI-13 RNS-t expresszald transzgenikus (trg.) és nemtranszgenikus ndvények

RNS kivonatainak EtBr-al festett agar6z gelelektroforézises képe. A fekete o nekrotikus, a fehér O gyengitett

tiineteket mutatd novényt jelez.

A DI RNS tiinetgyengité hatasanak, illetve hatdsmechanizmusanak jobb megértése érdekében
tovabbi vizsgalatokat végeztlink, vajon ha kiilonb6z0 gazda virusokat (CymRSV, CIRV,
TBSV-P) sajat (homolog), vagy egy masik virus DI RNS-ével (heterolog) egyiitt fertzziik,
megkapjuk-e minden esetben a védohatast vagy sem. Mint az elvarhaté volt az elébbi
eredményekbdl, mindhdrom virus replikalta mind a harom DI RNS-t (34. dbra A). Mind a
harom DI képes volt arra, hogy védettséget biztositson a CymRSV ¢és a CIRV virusokkal
fertdzott novényben, azonban a TBSV-P okozta nekrdzis ellen csak a sajat homoldég DI RNS-e
volt képes megvédeni a novényeket (34 abra B). Ez az eredmény ismételten arra utalt, hogy a

DI RNS tiinet médosito hatasa nem csupan virus akkumulécié visszaszoritasan alapul.
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34. abra .CymRSYV, CIRV, TBSV-P és homolég és heterolég DI RNS-ekkel fertézott novények vizsgalata.
(A) RNS kivonatok. (B) Virus és DI RNS-ek okozta tiinetek. A fekete o nekrotikus, a fehér O gyengitett

tiineteket mutatdé novényt jelez.
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Mint azt mar korabban lathattuk a virus koédolta p19 fehérjének kulcs szerepe van a
Tombusvirusok okozta nekrotikus tiinetek kialakulasaban. Egy masik kutatécsoport altal
végzett munka alapjan valdsziniisitették, hogy a TBSVDI RNS-e specifikusan gatolja a p19
expresszi®jat és ez magyarazza a nekrozis elmaradasat TBSV fert6zott ndvényekben, ha a DI
RNS is jelen van a (Scholthof és mtsai., 1995). Ahhoz, hogy sajat kisérleti rendszeriinkben is
megvizsgaljuk ezt a kérdést, TBSV-P-vel egyiitt fertdztink N. benthamiana ndvényeket
homolo6g (TBSV-P DI-5) és heterolog (CIRV DI-7) DI RNS-ekkel. A homolog és és heterolog
DI RNS-ek hasonloan replikaldédtak a TBSV-P jelenlétében és bizonyos variabilitast mutatva,
de mindkét DI RNS (TBSV-P DI-5 és CIRV DI-7) hasonl6 mddon gatolta a gazda virus
genomikus RNS-ének felhalmozodasat (35. abra és 36. dbra A).
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35. abra. DI és genomikus RNS-ek felhalmozéd4sa, valamint a tiinetek alakulisa TBSV-P és homolég

(DI-5) vagy heterolég (DI-7) DI RNS egyiittfertozése esetében. A fekete kor @ ckrotikus a feher O

gyengitett tiineteket mutatd novényt jelez.

A TBSV-P DI-5 jelenlétében minden esetben védettek voltak a ndvények, azonban a CIRV
DI-5 jelenlétében minden esetben teljes mértékben nekrotizalodtak a novények. Amennyiben
megvizsgaltuk ugyanezen novényekben a p19 fehérje szintjét, megallapithattuk, hogy azokban
a novényekben, ahol a DI RNS-ek csokkentették a genomikus RNS felhalmozodast ott
kevesebb pl19 fehérje volt jelen, de a ndovények nekrotizdloddsa nem mutatott kozvetlen

Osszefiiggést a p19 fehérje mennyiségével (36. abra B).
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36. abra. DI és genomikus RNS-ek felhalmozédasa (A), valamint a p19 fehérje akkumlaciéjanak Western

analizise, TBSV-P és homolog (DI-5) vagy heterolog (DI-7) DI RNS egyiittfertozése esetén. A fekete korok a

nekrozist a fehér korok a gyengitett tiineteket jelzik. M, virussal nem fertdzott novény fehérje kivonata; p19

baktériumban termelt CymRSV p19 fehérje, GST a termelt fuzios fehérje. * jeloli a TBSV-P DI-5 dimer formajat.

A CIRV DI-7 heterolég DI RNS esetében a TBSV-P minden esetben nekrotizalta a novényt

fiiggetlentil attol, hogy tobb vagy kevesebb p19 fehérjét tudtunk detektalni. Ezzel ellentétben

a TBSV-P DI-5 mindenesetben megvédte a ndvényeket még akkor is, ha viszonylag nagyobb

mennyiségli p19 fehérje halmozddott fel. Ezek az eredményeinkarra utalnak, hogy a DI RNS-

ek a védo hatasukat nem elsdsorban a p19 fehérje specifikus gatlasaval érik el.

71



dc_35 10

4.4.7. A tiinet befolyasolasért felelos régio lokalizalasa a virus genomikus RNS-én.

A kovetkezdekben azt vizsgaltuk meg, hogy vajon azonosithatunk egy régidt a virus
genomikus RNS-én amely felelds a kiilonb6zé DI RNS-ek jelenlétéhez kothetd eltérd tiinet
kialakulasért. A kérdés eldontéshez olyan CymRSV/TBSV-P kiméra virusokat hoztunk 1étre
ahol az egyes nyitott leolvasasi kereteket felcseréltiik (37. abra) ahogy ezt el6zéleg mar leirtak

(Burgyan és mtsai., 1996).
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37. abra Virus RNS felhalmozoédas és tiinet kialakulas CIRV/TBSV-P kimérak fert6zott N. benthamiana
novényeken TBDV-P DI-5 illetve CIRV DI-7 jelenlétében. (A) Az egyes kimérak fertdzése soran kialakuld
tinetek TBSV-P DI-5 illetve CIRV DI-7 jelenlétében. . A @ ¢és o szimbdlumok a csucsnekrozis kialakulasat,

vagy elmaradasat jelképezik. (B) A kimérak genomikus RNS-ének felhalmozddasa a fertézések soran.
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Mivel a CIRV DI-7 jelenléte képes volt megvédeni a CymRSV de a TBSV-P fert6zott
ndvényeket nem, ezért reméltiik, hogy ezen kimérak felhasznaldsaval azonosithatjuk a tlinet
modositasért felelds genomi régiot.
¢s az els6 ORF-ét tartalmaztdk CIRV DI-7 jelenlétében a novények nekrozisat okoztadk. A
genomikus RNS-ek akkumulacidja bizonyos szérast mutatott azonban nem volt kozvetlen
Osszefliggés kimutathatd a nekrozis és genomikus RNS felhalmozddasi szintje kozott. Ezen
eredmények szerintk a virus 5' vége meghatdrozd szerepet jatszik abban, hogy egy

meghatarozott DI RNS védd illetve nem védo funkcidt tolt be a fertézésben.
4.4.8. A tiinet befolyasolasért felelos régio lokalizalasa a DI RNS-en.

TBSV-P virust és védo illetve nem-védé DI RNS-t felhasznalva lehetdség nyilik a
védohatéas térképezésére (elsddleges szerkezethez vald rendelésre) a DI RNS-en belill. Ha
TBSV-P virussal egyiitt fertézve TBSV-P DI-5 DI RNS-t hasznaltuk fel védé DI-ként, a
ndvényeken tlinetcsokkenés tapasztalhato, tulélik a fertézést. TBSV-P és CIRV DI-7 egyiitt
fertézésekor a ndvények csucsnekrozist szenvednek, végiil az egész ndvény elpusztul, vagyis
a CIRV DI-7 nem-védé DI RNS-ként viselkedik. Annak megallapitasara, hogy az eltérd
tiinetfejlédésért a DI RNS mely része felelds, kimérakat hoztunk létre a TBSV-P DI-5 és
CIRV DI-7 RNS-esekbdl. A kimérak készitését lehetové teszi a DI RNS-ek szekvenciajanak
¢s felépitésének nagyfoku hasonlosaga. A blokkok, mint szdrmazasi egységek cseréjéhez in
vitro mutagenezis segitségével restrikcios endonukleaz hasitohelyeket épitettiink be a blokkok

hatarszekvencidjara mindkét DI RNS-be (38. ébra).
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38. abra A kiindulasi DI RNS-ek eredete és szerkezete (A) A gazda virusok genomszervezddése és DI RNS-
eik eredete. (B) In vitro mutagenezissel beépitett hasitohelyek elhelyezkedése a DI RNS-ekben.

Az A és B blokk kézé Hpal, a B és C blokk hatarara pedig Xhol hasitohelyet épitettiink. A
restrikcids endonukledz hasitohelyek beépitésével jottek 1étre a TBSV-P DI-5 (T5) és CIRV
DI-7 (C7) mutagenizalt valtozatai. A hasitohelyeket felhasznalva kicseréltiik a DI RNS-ek
blokkjait. A TBSV-P ¢és a mutdns, vagy kiméra DI RNS-ek in vitro transzkriptumait
hasznaltuk fel N. benthamiana ndvények fertdzéséhez. A TS5 és C7 DI-ok hasonld fert6zési
képet okoztak, mint a sziiléi DI RNS-eik, azaz a TS védé DI-ként miikodott, megakadalyozta a
csticsnekrozist, mig a C7 DI RNS jelenlétében a novények cstcsnekrozist szenvedtek, majd

elpusztultak.

4.4.9. A virus elterjedése a szisztemikus levelekben védé és nem-védé DI RNS-ek

jelenlétében.

A DI RNS-ek védd ¢és nem-védd hatdsanak oka lehet a virus és DI RNS-ek
szisztemikus levelekben torténd kiilonbozo elterjedése. Ennek vizsgalatara in situ hibridizacios
kisérleteket végeztiik 5 nappal a fertdz¢s utdn beagyazott szisztemikus levelekkel. A fertézést
21 °C-on végeztik TBSV-P, TS5 és C7 in vitro transzkriptum felhasznalasaval. A virus
detektalasara virus specifikus RNS probat haszndltunk, mely a virus kdpenyfehérjét kodolo

régidjahoz hibridizal, vagyis a DI RNS-t nem ismeri fel. A TBSV-P virussal fertdzott névény
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szisztemikus leveleiben a virus nagy mennyiségben replikalodott, az egész levéllemezben
szétterjedt, hasonldéan a korabbi eredményekhez (39. dbra). Ha a fertézéskor DI RNS is jelen
volt, akkor a virus nem volt képes a szisztemikus levelekben elterjedni, megjelenése az erekre
¢s azok kornyezetére korlatozddott. Azokban a sejtekben azonban, ahol jelen volt, jol
replikalodott. A csokkent mértékli virus elterjedést nem befolyasolta a DI RNS védo, vagy
nem-védd tulajdonsdga, vagyis nem a virus térben korlatozott elterjedése felelds a

csucsnekrozis kialakulasaért.

39. abra A fertozés utan 5 nappal beagyazott levelek in situ hibridizaciéja. (A) TBSV-P-vel fert6zott szovet.
(B) Egészséges szovet kontroll hibridizacioja. (C) TBSV-P+T5 RNS-sel fert6zott szovet. (D) TBSV-P+C7 RNS-

s

4.4.10. Kiméra DI RNS-ek hatasa a tiinetek kifejlodésére.

Két fiiggetlen kisérletben 14 dohanynovényt fertéztiink TBSV-P és a kiméra DI RNS
konstrukciok in vitro RNS transzkriptumaval 21 °C-on. A szisztemikus levelekbdl 5 nappal a
fertdzés utan 0ssznukleinsavat vontunk ki, majd 12 nappal a fert6zés utan készitettiink képet a
kifejlodott tiinetekrdl. (40. abra).
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40. abra A kiméra DI RNS-ek szerkezete és a novényeken fejlédott tiinetek. A e ¢és o szimbolumok a
cstcsnekrozis kialakulasat, vagy elmaradasat jelképezik. A képek melletti szamok a cstcsnekrozist szenvedett

névények/dsszes inokulalt novény aranyat mutatjak.

A kiméra DIRNS-ek bioldgiailag aktivak voltak €s nagy mennyiségben halmozddtak fel a
novény szoveteiben. Az eltérd ,,A” blokkot tartalmazé kimérak megvaltoztattak fert6zési
tulajdonsagaikat. Az a kiméra, mely a TS DI (Ar Bt Cr ) ,,A” blokkjat tartalmazta (A r B¢ C
c) tiinetcsokkenést idézett el a fertdzott novényben, mig a C7 DI (A ¢ B ¢ C ¢ ) ,,A” blokkjat
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tartalmazé kiméra (A ¢ B 1t C 1) jelenléte nem tudta megakadalyozni a csticsnekrozist. Ez az
eredmény arra mutat ra, hogy a DI RNS ,A” blokkja kiemelt szerepet jatszik a tlinetek
kifejlddésének modositasaban. A ,,B” blokk cseréje a védd és nem-védd DI RNS-ek kozott
semleges hatasu volt. A kimérak megtartottak a sziiléi DI RNS-re jellemzd tiinetfejlodést. Az
A 1 B ¢ C 1 kiméra jelenlétében a tiinetek erdsségének csokkenése kovetkezett be, mig az A ¢
B 1 C ¢ kiméra nem tudta megakadalyozni a csucsnekrozist, majd a ndvény teljes pusztulasat.
A DI RNS ,,C” blokk szerepének vizsgalatara kicseréltiik a TS5 és C7 DI-ok ,,C” blokkjait.
Nem vart eredményként azt tapasztaltuk, hogy az A ¢ B ¢ C 1 és A 1 B 1t C ¢ kiméra DI RNS-
ek jelenlétében tortént fertdzés egyarant jellegzetes tiinetcsokkenést mutat a vad tipusu
fertdzes tiineteihez képest. Egyik esetben sem tapasztaltunk csucsnekrézist. Ez az eredmény
meglepd, hiszen azok az eddig vizsgalt kimérak, melyek a C7 DI ,,A” blokkjat tartalmaztak,
nem tudtdk megakaddlyozni a ndévény csucsnekrozisat és elpusztuldsat. Ezek utdn
megvizsgaltuk a novények szisztemikus leveleiben felhalmozddott virus és DI RNS-ek,
valamint a p19 fehérje mennyiségét, hogy konnyebben értelmezhessiik a kiméra DI RNS-ek
jelenlétében kifejlédott tiineteket. Ot nappal a fertdzés utdn a szisztemikus levelekbdl mintakat
szedtiink és 6ssznukleinsav kivonashoz homogenizaltuk a szoveteket. A homogenizatumot két
részre osztottuk, egyik részébol dssznukleinsavat vontunk ki és Northern blot-ot készitettiink
beldle, masik részét pedig Western blot készitéshez hasznaltuk fel. Igy a novényekbél kivont
RNS és p19 fehérje mennyisége 0sszehasonlithaté a mintdkban. A Northern blot analizis azt
mutatta, hogy az 0sszes kiméra jol replikdlodott a helper virus segitségével, €és jelentds
mértékben csokkent a genomi RNS szint a novényekben a TBSV-P-vel tortént fertézéshez

képest (41 abra A).
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41. abra TBSV-P és TBSV-P+DI RNS-ekkel inokuldlt novények Northern és Western blot analizise. (A)
Virus RNS-ek kimutatdsa a fert6zott novényekbdl. A fert6zéshez hasznalt kimérak a kép felett lathatok.

G—genomi RNS, sg—szubgenomi RNS, DI-DI RNS-ek, Eg.—egészséges ndvény kontroll hibridizacidja. (B) p19

fehérje kimutatasa a fert6zott novényekbdl. A mintak sorrendje megegyezik az A abran lathatoval.

Nem sikeriilt kimutatni kozvetlen Osszefiiggést a virus RNS felhalmozodasi szintje és a
csticsnekrozis kialakuldsa kozott. Példaul a A ¢ B r C ¢ kiméra jelenlétében jelentds
mértékbenvisszaszorult a helper virus mennyisége, a ndvények azonban cslcsnekrdzist
szenvedtek. A A 1 B ¢ C ¢ kiméraval tortént egyiitt fertézéskor a virus viszonylag nagy
mennyiségben jelen volt a ndvény szoveteiben, mégsem tortént csticsnekrdzis, a névény
jellegzetes, DI RNS jelenlétére jellemzd fenotipust mutatott. A fertdzéskor nem csak a
fertdzéshez felhasznalt DI RNS jelenhet meg a ndvényben, hanem de novo keletkezett DI
RNS-ek is befolyasolhatjak a tiinetek kifejlodést. Ennek kizarasara reverz transzkriptaz-
polimerdz lancreakciot (RT-PCR) végeztink a novényekbdl kivont Ossznukleinsav
kivonatokbol. Az amplifikalt DI RNS-ek eredetét méret, restrikcidos endonuklézzal tortént
hasitds és szekvencia analizis segitségével azonositottuk (nincs bemutatva). Megéllapitottuk,
hogy a tesztndvényekben csak a fertézéshez hasznalt kiméra DI RNS volt jelen, a gazda virus
genomjarol de novo keletkez6 DI RNS-ek nem befolyasoltak a tiinetek kifejlodését. Korabbi
munkakbodl kideriilt, hogy a tombusvirusok pl9 fehérjéje fontos szerepet jatszik a
virusfert6zott novény tiineteinek kifejlddésében és a nekrotikus vélaszreakcid kialakitasaban.

Laboratoriumunkban végzett kisérletek azt bizonyitottdk, hogy a pl9 fehérje kdzel azonos
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mértékben halmozodik fel a novény szdveteiben védd és nem-védé DI RNS jelenlétében. A
kiméra DI RNS-ek jelenlétében is megvizsgaltuk a p19 fehérje felhalmozodasanak mértékét
(41. abra B). A DI RNS-sel tortént egyiitt fertdzés esetén a p19 fehérje mennyisége jelentds
mértékben csokkent a vad tipusu virussal fert6zott novények pl19 fehérje szintjéhez képest. A
Western blot eredmények azt igazoltak, hogy nincs Osszefiiggés a kiméra DI RNS-ekkel
fert6zott novények p19 fehérje szintje €s a csucsnekrozis kialakulasa kozott.

Kiméra DI RNS-ek segitségével sikeriilt ramutatnunk arra, hogy a tiinetek
kialakitasaban a legfontosabb faktor a DI RNS ,,A” blokkja. Ezt az eredményt alatdmasztja az
is, hogy a sziildi DI RNS-ek kozott szekvencia szinten a legkisebb hasonlosdg ebben a
blokkban van. Az A ¢ B ¢ C 1 védo jellege viszont arra utal, hogy a DI RNS szekvenciajanak
mas része képes befolyasolni az A blokk hatasat. Eredményeink azt jelzik, hogy nem az ,,A”
blokk elsddleges szerkezete felelds kozvetleniil a DI RNS-ek tlinetmodositd hatdsaért, hanem
valdszintlileg e régid specifikus masodlagos szerkezete jatszik dont szerepet a tlinetek
kialakitasaban. A masodlagos szerkezet kialakitdsat befolyasolhatja a DI RNS komplex
tiinetek kialakulasahoz a p19 és p33 fehérje kozvetett, vagy kdzvetlen kdlesonhatésa sziikséges
(Burgyan és mtsai., 2000), a DI RNS a komplex masodlagos szerkezete révén befolyasolhatja

ezt a feltételezett kdlcsonhatast, meggatolhatja a csiicsnekrozist, vagy indifferens.
4.4.11. A DI RNS-ek tiinet csokkentd hatasaban szerepet jatszé faktorok osszefoglalasa.

Korabbi munkdkat ¢és a kisérleteinket alapul véve a 42. éabran lathatdé modellt
vazolhatjuk fel a DI RNS-ek tiinetmodositd hatasanak osszefoglalasara. A legszélesebb korben
elfogadott nézet szerint a DI RNS-ek, mint szubvirdlis molekuldk, tiinetmodosité hatasukat
ugy érik el, hogy a replikdcidjukhoz sziikséges limitalt cisz- és transz faktorokért (pl. RdRp)
versengve a gazda virussal csokkentik azok relativ mennyiségét a novényben (A).
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a replikacidés komplexért torténd versengés valdban
kissé lelassitja a virus genomikus RNS-ének felhalmozodast azonban ez a hatas csak id6leges
¢és nem elsddleges oka a gétolt virus akkumulacionak. TBSV-vel fert6zott novényekkel végzett
kisérletek azt mutattak, hogy a DI RNS képes szelektiven gatolni a szubgenomikus RNS-ek
szintézisét (Jones és mtsai., 1990), ezaltal a sgRNS-eken kodolt fehérjék relativ mennyiségét
(B). Ebben az esetben a viralis genomi RNS ¢és a rola transzlalédé RdRp mennyisége kevésbé
drdmai mddon csokken (Scholthof és mtsai., 1995d). A mi adataink nem tamasztottdk ala

ennek a jelenségnek a drasztikus hatasat, de lehetséges, hogy a fert6zés kezdeti stidiumaban
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ennek a jelenségnek is van hatdsa a DI RNS moédositotta tiinetek kialakuldsara. A virus és a DI
RNS kivalthatja a az RNS csenedesités (PTGS; post-transcriptional gene silencing)

bekapcsolddasat, mely

Virus genomi RNS

v
--------

g

\ D C PTGS

DI RNA

42. abra Feltételezett faktorok, melyek befolyasoljak a DI RNS tiinetmoddosité hatasat. A tombusvirus
genomi RNS sematikus dabrdzoldsa, a transzlalodé fehérjék: RARp—RNS fiiggé RNS polimeraz;
CP—kopenyfehérje; MP-rovidtavi mozgasért felelés fehérje; pl19— RNS csendesités (PTGS) szuppresszor

fehérje. A szaggatott vonal feltételezett virus fehérjék kozti kdlesonhatast jelképez.

megprobalja csokkenteni a patogén mennyiségét a megfert6zott sejtekben és felkésziil a
szisztemikus RNS csendesités révén a virus elterjedésére. A DI RNS-ek hatékonyan kivaltjak a
PTGS bekapcsolodasat, nagy mennyiségben képzddik roluk virus specifikus siRNS, de rossz
célpontjai a PTGS-nek (Szittya és mtsai., 2002). Eredményeink azt igazoltak, hogy a DI RNS-
6l képzddd nagy mennyiségli siRNS mintegy ,taltolti” a pl9 fehérjét, igy szabad
siRNS-ek jelennek meg a ndvényben, amelyek eldsegitik a nem fert6zott sejtek
kozvetlen fehérje-fehérje kapcsolat révén nekrotikus tiinetek fejlédnek a ndvényeken (Burgyan
¢s mtsai., 2000) ezt a kapcsolatot a DI RNS jelenlétével megakadalyozhatja. A védé DI RNS-
ek képesek megakadalyozni ezt a kdlcsonhatast, mig a nem-védd DI RNS-ek nem, habar nagy
mennyiségben szaporodnak fel a névényben, nem tudjak megakadélyozni a fertdzott novények

pusztulésat.
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4.5. A miR168 szerepe a virus fertozott novényekben.

A miRNS ¢és siRNS alapu RNS csendesités kozponti végrehatjé komplexének
kulcsmolekuldja az AGO1 fehérje. Az AGO1 fehérjét kodold6 mRNS maga is egy mikro RNS,
a miR 168, szabalyozasa alatt all (Rhoades és mtsai., 2002; Vaucheret és mtsai., 2004). Ennek a
mikro RNS-enek a felismerd helye az 4GOI mRNS 5' részén, de mar a kodold régidban
talalhato. El6z6 munkdk megmutattdk, hogy a MIR168 ¢és az AGO1l gének
transzkripcionalisan egyiitt szabalyozddnak és a AGO1 fehérje képes poszt-transzkripcionalis
szinten stabilizdlni a miR168-at (Vaucheret és mtsai., 2006). A legiijabb eredmények szerint
AGO1 eredetli siRNS-ek is szerepet jatszhatnak a az AGO1 gén posztranszkripcionalis
szabalyozasaban (Vaucheret, 2009). Az AGO1 fehérjének expresszidja tehat rendkiviil finom
¢s visszacsatolasokon alapul6 szabalyozasi hdlozat altal vezérelt. Affinitasi eljarassal tisztitott
AGOI1 fehérje vizsgalata kimutatta, hogy ez a fehérje képes miRNS-eket megkdtni és a
miRNS-nek megfeleld cél mRNS hasitasat eléidézni (Baumberger és Baulcombe, 2005; Qi és
mtsai., 2005; Mi és mtsai., 2008). Az AGOI fehérje azonban virus eredetli siRNS-eket is
képes kotni és ezen keresztiil részt vesz az RNS csendesités alapi novényi védekezd rendszer
mikddésében (Zhang és mtsai., 2006). Ezt a szerepét tovabb erdsitették azok a megfigyelések,
amelyek leirtdk, hogy a CymRSV eredetli siRNS-ek ¢és az endogén miRNS-ek egyiitt
frakcionalodnak egy, az AGOI1 fehérjét tartalmazo, fehérje (feltehetéen a RISC) komplexszel
(Csorba és mtsai., 2007; Pantaleo és mtsai., 2007). A CMV 2b RNS csendesités gatlo fehérjéje
ugy mikodik, hogy kozvetleniil kapcsolddik a siRNS-el toltott AGO1 fehérjével és gatolja
annak hasitasi aktivitast (Zhang ¢és mtsai., 2006). A poleovirusok PO RNS csendesités gatld
fehérjéje pedig az AGO1 fehérje célzott lebomlast idézi eld (Csorba és mtsai., ; Pazhouhandeh
¢s mtsai., 2006; Baumberger ¢és mitsai., 2007; Bortolamiol és mtsai., 2007). Ezek az
eredmények és az tény, hogy agol hipomorf mutdnsok fokozott fogékonysagot mutattak egyes
virusokkal szemben (Morel és mtsai., 2002) ramutattak arra , hogy az AGO1 fehérjének fontos
szerepe van a novény virusokkal szembeni védekezési mechanizmusaban. A agol hipomorf
mutansok szintén fokozott fogékonysagot mutattak a fertézés soran egy TCV kopenyfehérje
mutans virussal szemben (ez a mutans nem mutat RNS csendesitést gatld aktivitast) (Qu és
mtsai., 2008). A novényi virusok fertdzése gyakran egyiitt jar az endogén miRNS-ek
szintjében torténd valtozasokkal (Bazzini és mtsai., 2007; Csorba és mtsai., 2007). Kimutattak,
hogy a miRNS ¢és a cél mRNS szintjében torténd valtozasokért a ndvényi virusok altal kodolt
RNS csendesitést gatld fehérjék feleldsek elsdsorban (Kasschau és mtsai., 2003; Dunoyer és

mtsai., 2004; Zhang és mtsai., 2006). Virus fert6zott novények vizsgalata kimutatta, hogy a
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miR168 ¢és a AGOI mRNS kifejezddése egyiittesen indukalodik (Zhang és mtsai., 2006;
Csorba és mtsai., 2007; Havelda és mtsai., 2008).

4.5.1. A miR168 indukcidja altalanos jelenség a névény-virus interakciokban.

A jol karakterizalt N. benthamiana-CymRSV rendszert felhasznalva megvizsgaltuk a
miR168 ¢és mas endogén miRNS-ek felhalmozodasat. Négy nappal a fert6zés utdn mas
endogén miRNS-ekkel dsszehasonlitva miR168 indukcidt tapasztalhatunk (43. abra A). Ez az
eredmény azt jelzi, hogy a miR168 indukcio egy specifikus, kozvetleniil a virusfert6zés altal

kivaltott folyamat.

A B
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Virus RNS
rRNS
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43. abra. A miR168 szint emelkedése altalanos jelenség a névény-virus interakciékban. RNS kivonatok kis

RNS northern blot analizise LNA probakkal (az abran jelezve). (A) CymRSV fertézott N. benthamiana (B)

miR159

miR171

miR319

Kiilonb6z6 nem rokon virusokkal fertézott N. benthamiana (C) Kiilonbdzd ndvény-virus interakciok. Az abrak

also6 részén mennyiségi kontrollként rRNS-ek lathatok.

Hasonldé eredményeket kaptunk, amikor a N. benthamiana teszt ndvényeket keresztes

virdguakat fert6z6 dohanymozaik virussal (ctrTMV ), PVX-el és a dohdny karcolatos (tobacco
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etch potyvirus ; TEV) virussal fertéztiik (43. dbra B). Minden esetben a miR168 szint markans
megugrasat talaltuk, mig a miR159 szintje jelentésen nem valtozott. A TEV fertézés mutatott
eltérést ebbdl a szempontbol, mert itt a miR159 felhalmozodast is tapasztaltunk ahogy ezt mar
elézoleg leirtdk (Bazzini és mtsai.,, 2007). A tovabbiakban kiilonbozd eltérd ndvény (A.
thaliana, Medicago truncatula és Solanum lycopersicum) - virus (TCV, RMV, SHMV, TMV-
Ul és PVX) interakciokat vizsgaltunk a miR168 specidlis indukcidjara. Azt tapasztaltuk hogy
a virusfert6zés soran a miR168 expresszidja drasztikusan megndtt, mig mas endogén miRNS-
sek szintje a virusfertézés soran nem valtozott (43. abra C). Ezek az eredményeink
megmutattak, hogy eltéré novény-virus interakciokban, fiiggetleniil attol, hogy milyen az adott
virus altalanos hatdsa az endogén miRNS-ek szintjére, mindig hatarozott és erdteljes miR168
indukciot tapasztaltunk. A jelenség altalanos megjelenésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

gazdandvény-virus interakcioban fontos szerepet jatszik.

4.5.2. A miR168 indukcidja térben atfed a virus felhalmozodassal, prekurzoranak

éréstermékei fokozott akkumulaciot mutatnak.

Mivel a miR168 akkumulacié altalanosan jelen volt a virus fertézott novényekben
kivancsiak voltunk arra, hogy ez a jelenség térben hogyan viszonyul a virus felhalmozdodashoz.
Ebbdl a célbol CymRSV fertézott fiatal szisztemikus N. benthamiana levelében in situ
tapasztaltuk, hogy a miR168 expresszi6 €s a virus RNS akkumulaci6 térben atfed. A miR159
felhalmozddast vizsgalva nem kaptunk semmilyen eltérést a virus altal elfoglalt és a még nem
fertdzott szovet részek kozott mutatva, hogy a miR168 indukcio specifikus a virus jelenlétére.
A megnovekedett miR168 szintért tobb molekuldris mechanizmus is felelés lehet a
virusfert6zott novényekben. Ezek kozé tartozik a miR168 megndvekedett stabilitdsa, a
MIR168a prekurzor fokozott expresszidja, illetve a miR168 prekurzor RNS hatékonyabb
érése. A legujabb szakirodalom szerint van olyan miRNS (miR164a), amelynek transzkripcioja
virus fertdzés hatasara fokozodott (Bazzini €s mtsai., 2009). Hogy megvizsgaljuk a miR168
prekurzordnak mennyiségét virusfertézott novényekben northern blot analizist végeztiink
miR 168 prekurzor specifikus RNS probaval.

Mivel a miR168a prekurzora nem ismert N. benthamiana-bol ezért mock inokuldlt és virus
fertdzott A. thaliana ndvényeket hasznaltunk fel a kisérletekben. Kontroll RNS-ként A.

thaliana viragbo6l kivont mintat hasznaltunk fel.
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44. abra A miR168 Kkifejez6désének vizsgalata virusfert6zott novényekben. (A) CymRSV fert6zott N.
benthamiana levél in situ hibridizacids vizsgalata LNA oligok (miR168 és miR159) és virus specifikus RNS
proba felhasznalasaval. Az egymast kovetd levél keresztbemetszek egy fiatal CymRSV sziszetemikus levél alapi
részérol szarmaznak. A sotét lila szin mutatja a cél RNS felhalmozddast a jelzéseknek megfeleléen. A nyilak a
virus fert6zés frontjara mutatnak. Egy csirke specifikus LNA oligot (miR449) hasznaltunk negativ kontrollként a
technikai hattér detektalasara. A méret vonal - 100um. (B) A. thaliana viragbol, mock inokulalt és kiilonbozo
virusfert6zott szovetekbdl szarmazd RNS kivonat polyakrilamid gélen torténd elvalasztisa és az azt kdvetd
northern blot analizise. A hasznalt RNS proba az A. thaliana MIR168a prekurzorral komplementer (felsd panel).
A membrant lemoséas utan felhasznaltuk tovabbi hibridizalasi kisérletekben miR168 és miR171 LNA ¢és U6

specifikus DNS probékat felhasznalva. Az abra also6 részén mennyiségi kontrollként rRNS-ek lathatok.

Mintainkban a szakirodalomban mar leirt koztes prekurzor termékeket (Vaucheret és mtsai.,
2006) a 104 nukleotid hosszusagi "stem-loop" és a 64 nukleotid hosszusagi "loop"
szekvenciakat (44. abra B) detektaltuk. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a virus fertézott
szovetekben a "loop" koztestermék mennyisége drasztikusan megnd. Meglepetésiinkre a

"stem-loop" koztestermék nem mutatott fokozott kifejezddés virus fertdzott szovetekben. A
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viragbol kivont RNS (nem fert6zott ndvény) ezzel szemben magasabb "stem-loop"
koztestermék akkumulaciét mutatott, de ez nem parosult aranyosan magasabb "loop"
koztestermék és érett miR168 akkumulacidval. A TCV fert6zott névényben példaul kevesebb
"loop" koztestermék van jelen mint a virdgbol készitett mintdban, ez azonban mégis
magasabb érett miR168 kifejezddéssel tarsul. Ez a megfigyelés arra utal, hogy virusfert6zott
ndvényben a miR168 prekurzor érése hatékonyabb, mint normal esetben a virdgban.

Egy masik lehetdség, hogy a virusok 4altal kodolt RNS csendesités szuppresszorok
inteferalnak az érett miRNS-ek stabilitdsaval. Ebben az esetben azonban azt varnank, hogy
nem csak a miR168, hanem a t6bbi miRNS mennyisége is drasztikusan megnovekszik.
Tovabbi kisérleteink csakugyan kimutattdk, hogy pl. a p19 nem képes hatékonyan k&tni az
érett miR168-at (lasd késobb).

4.5.3. A miR168 indukcio virusfertéozott novényekben altalanosan egyiitt jar az AGO1
mRNS fokozott felhalmozodasaval.

Tobb publikacio is leirta hogy a miR168-al parhuzamosan az AGOI mRNS is
indukélodhat a virusfertézott novényekben (Zhang és mtsai., 2006; Csorba és mtsai., 2007,
Havelda és mtsai., 2008). Ennek ellenérzésére megvizsgalatuk az AGOI mRNS és a miR168
relativ expresszidjat N. benthamiana-ban a fertdzést kovetd 4. és 5. napon olyan probat
hasznalva, amely az AGOI/mRNS miR168 felismerd helyétdl a 3' vég iranyadba mutato régiora
specifikus. A virusfertdzott kivonatokat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az 4GOI mRNS
miR168 vezérelt hasitasabol szarmazd lehetséges hasitasi termékek nem halmozodtak fel,

annak ellenére, hogy a miR168 és az AGOI mRNS is fokozott expresszidt mutatott (45. dbra).
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45. dbra Az AGOI1 mRNS fokozott felhalmozédasat a miR168 fokozott akkumulacidja kiséri. (A) CymRSV
fert6zott N. benthamiana ndvények northern blot analizise AGO! mRNS és miRNS akkumulaciora nézve. Az
AGOI mRNS-t detektaldo proba a miR168 felismerd helyétdl a 3' vég iranyaba mutatd régiora specifikus. A
miR168 LNA probaval lett kimutatva. A lehetséges 3' vég hasitasi termékek felhalmozodéasanak pozicidja az
abran van jelolve. (B) Kiilonbozé virusokkal fert6zott A. thaliana ndvények northern blot analizise 4GOI mRNS-
re és kiilonb6z6 miRNS-ekre . Az AGOI mRNS-t detektald proba a miR168 felismerd helyétol a 3' vég iranyaba
mutato régiora specifikus. A miRNS-ek detektalasara LNA prébakat hasznaltunk.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a virus fertézés soran bekovetkezé fokozott miR168
akkumulécié nem, vagy csak nagyon gyenge hatésfokkal, idézi eld az AGOI mRNS hasitast.
Ez az eredmény alapvetden meglepd, mert eddig a miR168 altal vezérelt AGOI mRNS gatlasa,
mint egy hasitasi mechanizmus volt ismert (Vaucheret és mtsai., 2004; Mallory és Vaucheret,
2009). Hasonlé eredményeket kaptunk RMV, CMV ¢és TCV fert6zott A. thaliana-ban is.
Egymast kovetd idépontokban vett mintak felhasznalasaval kimutattuk, hogy a virus infekcid
elérehaladasat minden esetben parhuzamosan kiséri az 4GOI mRNS és miR168 fokozddo
expresszidja (45. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a miR168* szintén fokozott akkumulaciot
mutatott virus fert6zott novényekben. Megvizsgaltuk a miR168* felhalmozodas bioldgiai
hatterét, ¢és azt talaltuk, hogy a magas miR168* akkumulacié normalis a miR168 érése soran,
mivel a csillagszal nagy mennyiségben van jelen a nem fert6zott egészséges szovetekben is
(nincs bemutatva). Mas miRNS-ek, mint pl. miR159 és miR171, akkumuléacidja nem, vagy

csak kissé valtozott a fert6zott novényekben. Az AGOI mRNS és a miR168 egyiittes
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felhalmozddasa megyarazhato az el6zdleg leirt megfigyeléssel, miszerint az AGOI mRNS ¢és a
miR 168 expresszidja egy ko-expresszids mechanizmus altal szabalyozott (Vaucheret €s mtsai.,
2006). Sem N.benthamiana, sem A. thaliana ndvényekben nem tudtuk kimutatni a lehetséges
miR 168 hasitasi termékek felhalmozodasat, még olyan mintakban sem, ahol az AGO1 mRNS
drasztikus mértékben halmozodott fel (pl. RMV fert6zés a 15. napon). Ugyan nem tudjuk
kizarni, hogy a 3' vég hasitasi termékek nagyon gyors lebomlast mutatnak és ezért nem
vagyunk képesek kimutatni Oket, de az eredményeink azt sugalljak, hogy miR168 vezérelt

AGOI mRNS hasitds nem miikodik hatékonyan a virusfert6zott ndvényekben.
4.5.4. Az AGOL1 fehérje felhalmozdodasa gatolt a virusfertézott novényekben.

A miRNS-ek nemcsak a cél mRNS hasitasat képesek eldidézni a névényekben, hanem
mtsai., 2010; Aukerman és Sakai, 2003; Chen, 2004; Brodersen és mtsai., 2008; Dugas és
Bartel, 2008). Mi is megvizsgaltuk az AGO1 fehérje szintjét a miR168 és 4GOI mRNS
szintjéhez viszonyitva virusfert6zott novényekben. Eldszor CymRSV fertézott szisztemikus
leveleket hasznaltunk fel a kisérleteinkben. A  kisérletekhez a ndvényi mintakat
homogenizaltuk, majd két részre osztottuk, fehérje, illetve RNS analizisre, igy biztositani
tudtuk az RNS és fehérje mintak kozvetlen sszehasonlithatosagat. Azt tapasztaltuk, hogy a
virus fertdzott novényekben az AGO1 fehérje szint valtozatlan maradt annak ellenére, hogy az
AGOI mRNS akkumulacidja jelentésen megemelkedett (46. abra A). A mintdkban ismét
tapasztaltuk a miR168 erés indukciojat. Hasonld, illetve még drasztikusabb eredményeket
kaptunk virusfert6zott 4. thaliana estében is. Ebben a kisérletben crTMV és TCV fert6zott A.
thaliana novényeket vizsgaltunk meg AGOl fehérje, miR168 ¢és AGOI mRNS
akkumulécidjara (46. abra B). A kisérletek megmutattak, hogy az AGOI mRNS indukcio
ellenére az AGO1 fehérje szint nem emelkedett, s6t csOkkenést mutatott, a virusfertdzott
novényekben. Az AGOI1 fehérje szint gatlasa kiilondsen hatékony volt a crTMV fertézés

esetén. A mintakban a miR 168 szint szintén indukciot mutatott.
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46. abra Az AGOL1 fehérje gatolt felhalmozédasa virusfert6zott névényekben. Szisztemikusan fert6zott N.
benthamiana és A. thaliana ndvények homogenizalt leveleibdl késziilt mintdkat kettéosztottunk RNS illetve

fehérje analizisre. A megfeleld mintadkat megvizsgaltuk AGOI1

(fels6 panel). AGO1 és GFP fehérje felhalmozodasanak vizsgalata western blottal (k6zépsé panel). Kis RNS
northern blot miR168 specifikus LNA probaval (also panel). (B) crTMV és TCV  fertézott 4. thaliana ndvények

northern blot analizise (felsé panel). AGO1 ¢és aktin fehérje felhalmozddasanak vizsgalata western blottal
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(k6z€ps6 panel). Kis RNS northern blot miR168 specifikus LNA probaval (also panel).
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4.5.5. A p19 RNS csendesités szuppresszor eltavolitasa a fert6zési folyamatbol a miR168

indukcio hianyat és fokozott AGO1 akkumulaciot idéz elo.

A virusok RNS csendesités szuppresszorai fontos meghatarozoi a tiinet kialakulasnak
¢s gyakran intereferdlnak az endogén miRNS-ek miikddésével(Kasschau és mtsai., 2003;
Dunoyer és mtsai., 2004; Zhang és mtsai., 2006). Mivel a CymRSV altal kodolt RNS
csendesités szuppresszor, p19, szintén fontos tiinet meghatarozo6 fehérje (Scholthof és mtsai.,
1995; Burgyan és mtsai., 2000) és képes kis RNS-eket fizikailag megkdtni (Silhavy és mtsai.,
2002), feltételeztiik, hogy szerepet jatszhat a megfigyelt miR168 indukcioban. Ennek
eldontésére Cyml19Stop fertézott N. benthamina ndvényeket vizsgaltunk meg az AGOI
fehérje, a miR168 és az AGOI mRNS akkumulécidjara (47 abra A). CymRSV és Cym19Stop
fertdzott novények (21 °C) szisztemikus leveleit vizsgadlva azt tapasztaltuk, hogy a mock
inokulalt novényekkel dsszevetve az AGOI mRNS szintje mindkét fertdzésben megkozelitden
azonos mértékben indukalodott. Ezzel ellentétben, mig CymRSV fert6zott ndvényekben az
AGO1 fehérje szintje valtozatlan maradt, a Cym19Stop ndvényekben az AGO1 mRNS
indukcidt az AGO1 fehérjének erdteljes felhalmozodasa kisérte. Ezek az eredmények azt
mutattak, hogy a pl19 kozponti szerepet jatszhat az AGO1 fehérje szint szabalyozasaban. Kis
mutattuk ki, hogy a CymRSV fertézéssel, ahol miR168 erds indukciét mutat, szdges
ellentétben, a Cym19Stop fertézott ndvényekben a 21 nukleotid hossziisagh miR168 szintje
nem valtozott (47 abra). Csupan egy enyhe emelkedését figyeltik meg egy magasabb
molekulatdomegli miR168 valtozatnak, amely biologiai szerepe és kompetenciaja egyelére nem
ismert. A legujabb eredmények alapjdn ez a hosszabb miR168 véltozat a MIR168b
prekurzorrol keletkezhet (Vaucheret, 2009), azonban az AGOI1 fehérje felhalmozddasara
lathatdlag nincs jelentds hatdsa. A miR171 és miR159 szintje a mintdkban gyakorlatilag

valtozatlan maradt.
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47. abra A p19 fehérje felelés a miR168 indukcidjaért. Szisztemikusan fertdzott N. benthamiana és A. thaliana
névények homogenizalt leveleibdl késziilt mintdkat kettéosztottuk RNS, illetve fehérje analizisre. A megfeleld
mintakat megvizsgaltuk AGO1 fehérje, AGOI mRNS és miR168 felhalmozodasara. (A) 21 °C-on szedett
mintdk. (B) 15 °C-on szedett mintak. A CymRSV fert6z6tt mintakat 20 nappal a Cym19Stop mintakat 25 nappal

a fert6z€s utan szedtiik, hogy elérjék a vad tipusu virusra jellemzd felhalmozodasi szintet. * jelzi a hosszabb

crer

21 °C-on a Cym19Stop fertézés esetén a genomikus RNS akkumulaciéja erdsen gatolt, amely
esetleg magyarazatott adhat a miR168 indukci6é elmaradasara. Annak érdekében, hogy ezt a

lehetdséget kizarjuk, végrehajtottuk ugyanezeket a fertézéseket 15°C-on. Ezen a
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hémérsékleten az RNS csendesités miikodése gatolt ezért a Cym19Stop virus képes vad tipusu
virus szintjére felhalmozodni és elmarad a kigyogyulés jelensége is (Szittya és mtsai., 2003).
Eredményeink megerdsitették, hogy a Cym19Stop nagy mértékli felhalmozddasa sordn sem
indukélodik 21 nukleotid hosszisagnt miR168 expresszidja (47. é&bra B). El6z6
eredményeinkkel 6sszhangban azt tapasztaltuk, hogy a CymRSV és mock inokulalt mintakkal
Osszehasonlitva Cym19Stop fert6zés esetén az AGOI1 fehérje szintje drasztikusan megugrik.
Ezek az eredmények tehdt megmutattdk a pl9 kozponti szerepét az AGOIl fehérje

felhalmozddas szabéalyozasaban.
4.5.6. A p19 nem képes hatékonyan kotni a miR168-at.

A pl19 az RNS csendesités kozbiilsd 1épését gatolja siRNS-ek megkotésével (Lakatos €s
mtsai., 2006). Gélfiltracios kisérletekkel (Lakatos és mtsai., 2006) ellendriztiik, hogy vajon a
pl9 kis RNS koté képessége hatassal van-e a miR168 aktivitdsara és/vagy stabilitdsara. Azt
talaltuk, hogy mock inokulalt névénybdl késziilt kivonatokban a miR168 ¢és miR168*
egyarant a fehérjék altal nem kotott kis RNS-eknek megfeleld molekulatomeg tartomanyban
elualodott (33-39 frakciok) (48. abra A). Meghataroztunk egy nagy molekula tomegi,
miR168-at tartalmazd, komplexet, amely az AGO1 fehérjékkel ko-frakcionoladott arra utalva,
hogy ezek AGO1 kotott miR168 molekuldk (670 kDa; 4-9 frakciok). A miR168-al ellentétben
a miR159 dontd tobbsége az AGOI tartalmazé frakciokban volt jelen és nem volt jelentds
mennyiségben detektalhatd nem kotott formaban. Ezek az eredmények megerdsitenek egy
elozdleg kozolt elképzelést, miszerint a miR168-as miRNS AGOIl fehérjéhez vald
kapcsolodasa nem hatékony (Vaucheret és mtsai., 2006). A CymRSV fert6zott novényekbdl
készitett mintdk analizise azt mutatta, hogy a p19 kotott siRNS-eket tartalmaz6 frakciok (24-
28) csak igen kis mennyiségli miR168-at tartalmaznak (27 frakcid) és a miR168 dontd része
szabad allapotban fordult el6 (33-39 frakciok) (48. abra B). A Cym19Stop fertézott ndvények
vizsgalata pedig feltarta, hogy a nem kotott miR168 és miR168* egyiitt mozog a nem kotott,
virus eredetli siRNS-ekkel (33-39 frakciok) (48. abra C). Ezek az eredmények azt mutatjk,
hogy a p19 fehérje nem képes hatékonyan megkotni a miR168-at és igy interferalni a bioldgiai
aktivitasaval. Az eredmények arra is ramutatnak, hogy a fokozott miR168 felhalmozddas nem

a pl9 fehérje miRNS kotd/stabilizalo hatasa miatt kovetkezik be.
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48. abra A p19 fehérje kis RNS koto képessége nem befolyasolja a miR168 aktivitast. A fert6zott (7 napos)
és mock inokulalt novényekbdl készitett nyers kivonatok alkotd elemeit molekulatdomeg alapjan elvalasztottuk
gélszliré oszlop felhasznalasaval. (A) mock inokulalt, (B) CymRSV-, (C) Cym19Stop fert6zott mintdk. A paros
szamu frakcidkat az AGO1 fehérje kimutatasara hasznaltuk fel, mig a paratlan szdmu frakciok szolgaltak a
miR168, miR168* és miR159 jelenlétének kimutatasara (LNA proba felhasznalasaval). A virus specifikus siRNS-
eket RNS probaval mutattuk ki. A CymRSV fert6zott mintdk analizise mutatja a pl19 kotott siRNS-ek
felhalmozodast (B).
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4.5.7. A pl19 fehérje tranziens expresszioja a miR168 akkumulicié fokozodasat és

parhuzamosan az AGO1 fehérje felhalmozodasanak gatlasat idézi elo.

A pl9 nyilvanvald szerepe a miR168 indukci6d létrehozasdban virus fertézott
novényekben azt sugallta, hogy ez a fehérje kozvetleniil felelds a jelenségért. Ennek az
elképzelésnek az igazolasira, a pl9 fehérjét binaris plazmidrdl kifejezé agrobakterium
szuszpenziot fecskendd segitségével N. benthamiana levelekbe jutattunk (infiltraltuk) majd 3-4
nap utan vizsgaltuk az ektopikus p19 fehérje felhalmozodas hatasara létrejovo valtozasokat a
levélben. Azt talaltuk, hogy a p19 fehérje tranziens expresszioja kivaltotta a miR 168 specifikus
indukcigjat, amelyet parhuzamosan az AGO1 fehérje mennyiségének csokkenése kisért (49.
abra A). Valosidejii PCR vizsgalat megmutatta hogy az infiltralt levélben ahol a p19 hatasara
az AGOIl fehérje mennyiségének csokkenését tapasztaltuk az 4GOI mRNS szintje nem
csokkent, hanem inkdbb emelkedett kiss¢ a kontroll, nem specifikus agroinfiltrasassal
Osszevetve. A valosidejii PCR vizsgalat azt is megmutatta, hogy az AGOl mRNS teljes
hosszusadgu formaban voltak jelen (a hasznalt oligonukleotidok kozre fogtdk a miRNS
felismeré helyet az mRNS-en). Ezek, és az el6z0 eredményeink arra utaltak, hogy pl9
indukalta miR168 tobblet az 4GOI mRNS transzlacios gatlasaval kontrolalja az AGO1 fehérje
felhalmozddast. Egy masik tombusvirus (CIRV; (Vargason és mtsai., 2003)) p19 fehérjéjének
tranzies expresszidja megmutatta, hogy ez a fehérje hasonléan indukélja a miR168 specifikus
indukcigjat, amelyet parhuzamosan az AGO1 fehérje mennyiségének csokkenése kisért (49.
abra B). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a tombusvirus csalad tagjai altal kodolt p19 RNS
csendesités szuppresszorok altalanosan képesek a miR168 specifikus indukcidjara. Annak
tesztelésére, hogy a miR168 kozvetlenil felelds az AGO1 fehérje felhalmozddasanak gatlasara
agrobakterium infiltracidé segitségével tranziensen expresszaltuk a MIR168a prekurzort. A
MIR168a prekurzor ektopikus kifejezddése hatdsara akkumuldlodo érett miR168 kozvetleniil
is eldidézte AGOI1 fehérje felhalmozddasanak gatlasat (49. abra C) mutatva, hogy a fokozott
miR168 expressz6 felelds a jelenségért. Az altalunk leirt jelenség tovabbi megerdsitéseként
elkészitettiik a miR168 "target mimicry" konstrukcigjat, amely képes gatolni az érett miRNS
mikodését (Franco-Zorrilla és mtsai., 2007). A"target mimicry" konstrukcié és MIRI168a
prekurzor egylittes tranziens expresszioja feltarta, hogy miR168 aktivitas gatlasa az AGO1
fehérje fokozottabb felhalmozodéasdhoz vezet (49. dbra D) Ezek a kisérleteink megmutattak,

hogy a pl9 altal kivaltott miR168 felhalmozodas kozvetleniil felelds az AGO1 fehérje

crer
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49. abra A miR168 kozvetleniil felelos az AGO1 fehérje felhalmozédasanak kontrolljaért. Agrobaktérium
kozvetitett tranzies expresszios vizsgalatok N. benthamiana levelekben. Az endogén AGOIl fehérje
felhalmozodasat detektaltuk az infiltralt levelekben. (A) P19-et (BINp19), iires (BIN) és GFP-t expresszald
binaris vektorokat hasznaltunk az infiltracios kisérletekhez. A levelekbdl tisztitott RNS mintdkban LNA probak
segitségével megvizsgaltuk miR168, miR168*, miR159 és miR171 szinteket. Valdsideji RT-PCR mutatja az
AGOI mRNS felhalmozodasat. Fehér oszlop jelzi azoknak az oligonukleotidok a hasznalatat amelyek kozre
fogtak a miRNS felismerd helyet az mRNS-en. Fekete oszlop jelzi a hasitasi helytdl 3' vég pozicioban talalhatd
oligonukleotidok hasznalatat. (B) AGO1 akkumulacio a CIRV pl9-et tranziensen kifejezd levelekben. (C) A
MIR168a (prel68) tranziens expressziojanak hatdsa az AGO1 fehérje szintre (prel34; negativ kontroll). (D)
A'target mimicry" konstrukci6 (MIM168) és MIRI168a (prel68) prekurzor egyiittes tranziens expresszidja
(MIMWT; negativ kontroll).
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4.5.8. Azokban a mutansokban, amelyekben a miR168 vezérelt kontroll vagy a

transzlacios gatlas nem miikodik az AGO1 fehérje felhalmozdédas gatlasa sériilt.

A kovetkezdekben olyan mutans novényeket vizsgaltunk, amelyek gatoltak a miR168
miRNS aktivitdsdban. A 4mAGO1 mutansban az AGO1 gén olyan csendes mutaciokat hordoz
(négy mutacido a miR168 felismerd helyen; (Vaucheret és mtsai., 2004; Vaucheret és mtsai.,
2006)) amely elrontja a miRNS mRNS kapcsolatot. A zll-3(Moussian és mtsai., 1998) mutans
sériillt az ZWILLE/PINHEAD/AGO10 (AGO10), az agol-25(Morel ¢és mtsai., 2002)
(hipomorf) mutans pedig az AGO1 miikddésében. Ezekben a kisérleteinkben nem tudtuk
hasznalni a CymRSV-t, mivel ez a virus nem fert6zi a A. thaliana novényeket, amelyekbdl a
mutansok rendelkezésre alltak. A ctrTMV hasznaltunk az a 4. thaliana mutansok fert6zésre,
mivel err6l a virusrol el6zdleg kimutattuk, hogy rendkiviil erdteljes AGO1 fehérje
felhalmozddas gatléast idéz eld A. thaliana-ban.

Ebben a kisérlet sorozatban arra is rakérdeztiink, hogy vajon a virus fert6zés hatdsara
kialakul6 AGOI1 represszio specifikus jelenség-e vagy mas miRNS altal transzlacios gatlas
altal vezérelt fehérje felhdmozodéasa is megvaltozik. Ebbdl a célbol megvizsgaltuk a réz
chaperone superoxid dismutdz (CCS1) felhalmozddasat, amelynek mRNS-érél kimutattak,
hogy a miR398 miRNS altali szabalyozéasaban a transzlacios kontrol is szerepet jatszik. Azt
tapasztaltuk, hogy a CCS1 szintjében nem kdvetkezett be valtozas a crTMV fertdzés hatasara
jelezve, hogy az AGOI1 fehérje represszidja specifikus jelenség és nem egy altalanosan

fokozott transzlacids aktivitas eredménye (50. dbra A).
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50. abra. Az AGO1 fehérje szint valtozas crTMYV fert6zott mutans és vad tipusa A. thalina-ban. A felsé
panelek az AGO1 mRNS northern, a kdzépsé panelek a mintdk western mig az alsoé panelek a miR168 northern
analizisét mutatjdk. (A) A CCS1 és AGOI1 fehérje felhalmozoédasa vad tipusu 4. thalianaban. AGO1
felhalmozodasa 4mAGO1 (B) zlI-3 (C) és ago1-25 (D) mutans A. thaliana novényekben.

Az AGOI specifikus represszidja a crTMV-t tartalmazd ndvényekben arra utalt, hogy a
fertdz¢s altal indukalt miR168 indukcid kozvetleniil felelds a jelenségért. Ezt a lehetdséget
vizsgaltuk meg a 4mAGOl ndvények crTMV-vel torténd fertézésével. Ezekben a
mutansokban az AGO]1 fehérje represszidja gatolt volt annak ellenére, hogy miR168
felhalmozddas nagy mértékben megndtt (50. abra B). Az eredmények megerdsitették
elképzelésiinket, hogy a miR168 kozvetleniil részt az AGOI1 fehérje felhalmozodas
szabalyozasaban, mivel a korrekt miR168 felismeréhely megvaltoztatisa AGO1 represszio
gatlasahoz vezetett. Ezzel ellentétben az AGO1 mutaciét hordozd novény (agol-25) virus
fertdzésénél azt tapasztaltuk, hogy nem mutatta az AGO1 represszi6 gatlasat jelezve, hogy az

AGOIL fehérje 6nmaga nem részese ennek a szabalyozo kornek (50. dbra D).
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Eléz6leg kimutattdk, hogy az AGO10 képes transzlacids aktivitast kivaltani az 4GOI mRNS-
en (Mallory és mtsai., 2009). Az AGO10 szintén felelds egyes miRNS-ek altal vezérelt
transzlacids kontrollért (Brodersen és mtsai., 2008). Amennyiben az zIl-3 mutanst (AGO10
funkcioban mutans) crTMV-vel fertdztiik szintén az AGOI represszid gatldsat tapasztaltuk
(50. abra C). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy virus fertézések altal indukalt miR168
akkumulacié az 4GOI mRNS transzlacids gatlast idézi eld, melyért feltehetéen az AGO10

aktivitasa a felelOs.

4.5.9. A virus indukalta miR168 felhalmozdodas AGO1 fehérje szint regulaléo hatasanak

modellje.

A Kkisérleteink soran kapott eredményeink alapjan kidogoztunk egy modellt. A virus
fertdzes soran a novény védekezo rendszere felismeri az invaziv RNS (és fehérjék) jelenlétét
¢s aktivalja a védekezési rendszerét. A ndvény egyik legfontosabb elsddleges védekezési
rendszere az RNS csendesités mechanizmusa. A fertézés sordn aktivaloddo RNS csendesitési
rendszer elkezdi a virus specifikus siRNS-ek eldallitast, amelyek - az RNS csendesités
virus RNS hasitasaval akadalyozzak a virus invaziot. A novény, hogy a virus fert6zés soran az
RNS csendesités hatasfokat fokozza, indukélja a az AGOI mRNS fokozott expressziojat.
Amennyiben a virus nem képes ezt a védekezési reakciot gatolni, ez a reakcid jelentds
végrehajtd AGO1 fehérje tobblethez és hatékony virus eliminacidohoz vezet (pl Cym19Stop
fert6zés (51 abra)). A sikeres fert6zés érdekében a virusok egy ellenlépést alkalmaznak, amely
egy endogén miRNS expresszidjanak fokozasan alapul. Ez a miRNS a miR168 amelynek cél
mRNS-e az AGO1 fehérjét kodolja. A kiilonbozd virusokkal fert6zott ndovények egységesen
mutatjak a miR168 fokozott felhalmozddasat, ami az Gsszes vizsgalt esetben egyiitt jart az
AGOL1 gatolt felhalmozodasaval. A virusok kdzvetlen hatdsara bekovetkezd miR168 indukciot
alatdmasztja a CymRSV fert6zés soran leirt jelenség, mely megmutatta, hogy a miR168 és
virus RNS felhalmozodéas a fertézott szovetekben térben atfed. Tombusvirusok esetén ki
tudtuk mutatni, hogy a pl9 RNS csendesités szuppresszor fehérje kozvetleniil felelds a
miR168 indukcidért ¢és az azt kovetd6 AGO1 represszidért. Az endogén miR168 szint
megvaltoztatasaval tehat a virusok el tudjak érni, hogy a novény védekezd rendszere altal
vezérelt AGO1 szint emelkedés ne valdsuljon meg, teret adva a hatékony virus replikacidnak

¢s elterjedésnek.
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51. abra A miR168 alapi virus medialt védekezési reakcié modellje.

Az eredményeink szintén megmutattak, hogy ez a szabdlyozas elsGsorban a miR168 altal
végrehajtott transzlacios gatlason alapul, amit elséként irtunk le az 4GOI mRNS
szabalyozasara.

Feltételezésiink szerint ez a jelenség rendkiviil altalanos, mivel a miR168 indukciot az
eddig vizsgalat 6sszes novény-virus interakcidban tapasztaltuk. Az eredményeink arra utalnak,
hogy a virusoknak egyszerre tobb szinten kell timadniuk az RNS csendesités mechanizmusat a
hatékony fertdzés érdekében. A p19 RNS csendesités szuppresszor példaul, a jol ismert siRNS
koté aktivitasan kiviil, képes modulalni a miR168 szintjét is, eldidézve az AGOI1 fehérje
felhalmozddas kontrolljat. A jovében megvalaszolandd kérdések kozé tartozik annak az
eldontése, hogy vajon a pl9 vezérelt miR168 indukcié kapcsolatban van-e a fehérje RNS
csendesitési aktivitasaval, illetve a tobbi virus esetében is az RNS csendesités szuppresszorok

feleldsek-e a miR 168 indukcidért?

98



dc_35 10

5. OSSZEFOGLALAS

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

LNA alapt detektalasi technika az utdbbi években vilagszerte elterjedté valt.

2. LNA probak segitségével in situ hibridizacios vizsgéalatokkal novényi miRNS-ek
felhalmozddasat vizsgaltuk kiilonb6zd szovetekben. Vizsgéalataink megmutattdk, hogy a
miRNS-ek térben és idében szigortian kontrollaltan fejezOdnek ki és altalanos jelenlétiik az

edénynyalab rendszerben nem sejt-autoném aktivitasukra utal.

3. In situ hibridizalési kisérletekkel kimutattuk, hogy a "shut off " jelenség megfigyelhetd a
CMV-tok sziklevél rendszerben. Eredményeink azt is megmutattak, hogy az elézéleg masok
altal mért enzimaktivitasi értékek jol korreldlnak a megfeleld gének expresszids valtozasaival.
Egyes gének mRNS-einek indukcidjanak kimutatdsaval a fert6zési teriilettdl tdvolabb es6
sejtekben olyan szignalizacios jelenségek jelenlétét irtuk le, amelyek alapvetd fontossdguak

lehetnek gazda-patogén kdlesonhatdsban.

4. Kimutattuk, hogy az eddig csak inokulalt leveleken megfigyelt "shut off" jelenség a virus
fertdzott novények szisztemikus levelein is kialakulhat. Bizonyitottuk, hogy a szisztemikusan
fertdzott levelekben az endogén génekre hatdo "shut-off" jelenég perzisztens modon

fennmaradhat, ezzel stilyos mRNS deficienciat hozva létre a gazdandvényben.

5. Eredményeink azt is megmutattak, hogy egyes virusok (Tombusvirus és Tobamovirus
nemzetségbe tartozok) képesek mig, mas virusok (Carmovirus és Cucumovirus nemzetségbe
tartozok) nem képesek a gazda mRNS-ek hatékony leszabalyozasara a szisztemikus
levelekben. A kiillonb6z6 gazda-virus kapcsolatok vizsgalataval dsszefiiggést 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 névény-virus kapcsolatokban.
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6. A szisztemikus levelekben kialakuld "shut off" jelenség molekularis mechanizmusat
vizsgald kisérleteink azt mutattak, hogy a jelenségért a célgének sejtmagi transzkripcidjanak

gatlasa felelds.

7. Kimutattuk, hogy a RNS csendesités szuppresszor hidnyanak hatasara a ndvény képes a
virus lokalizécidjara az edénynyaldb rendszerben és az azt koriilvevd szovetekben, de nem

képes befolyasolni a mutans virus sejt szintli replikaciojat.

8. Feltartuk, hogy a defektiv interferald (DI) RNS-ek a pl9 fehérje siRNS-el torténd
telitésével, a pl9 defektiv mutans virus fertézéséhez hasonldan, képesek gatolni virus

elterjedését a fertdzott szovetekben.

9. A Tombusvirus csaladon belill védé és nem védé DI RNS-eket azonositottunk és
meghataroztuk az ezért felelds régidkat a genomikus €s DI RNS-eken. Ezek az eredményeink
azt mutatjak, hogy a genomikus RNS felhalmozdodasasnak gatlasan kiviil - ami sziikséges a DI
RNS-ek védd hatasahoz - egyéb specidlis faktorok is részt vesznek a DI RNS-ek altal indukalt

tiinet gyengitésben.

10. Kimutattuk, hogy eltéré6 novény-virus interakcidkban, tekintet nélkiil az adott virus
altalanos hatasatol az endogén miRNS-ek szintjére, mindig hatarozott és erdteljes miR168
indukcidt tapasztaltunk és, hogy a miR168 expresszio és a virus RNS akkumulécio térben

atfed egymassal.

11. Kisérleteink megmutattak, hogy a virusfertdzéseket kovetd altalanosan eléfordulo 4GOI
mRNS indukci6 ellenére az AGO1 fehérje szint nem emelkedett, s6t csokkenést mutatott, a
virusfert6zott novényekben. Kimutattuk, hogy az AGO1 fehérje felhalmozodasanak gatlasaért

kozvetleniil a virusfertdzés altal indukalt miR 168 akkumulécio felelOs.

12. Megallapitottuk, hogy a tombusvirusok altal koédolt p19 RNS csendesités szuppresszorok,
a jol ismert siRNS koto aktivitason kiviil, felelosek a miR168 indukcidért €s ezen keresztiil az
AGOI1 fehérje felhalmozodasanak kontrolljaért. Az eredményeink arra utalnak, hogy a
virusoknak a hatékony fertdzés érdekében egyszerre tobb szinten kell tdmadniuk az RNS

csendesités mechanizmusat.
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13. Az eredményeink szintén megmutattdk, hogy a virus indukalta miR168 akkumuléci6 az
AGOI mRNS transzlacios gatlasat idézi el6. Ez alapjan elséként irtuk le, hogy az RNS
csendesités kozponti molekulaja, az AGOI1, a miR168 kozvetitett transzlacids gatlassal is

szabalyozddhat.
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8. MELLEKLETEK

8.1. A Kkiilonb6z6 miRNS-ek kimutatasara tervezett LNA és DNS oligonukleotidok

tablazata
Proba neve a proba szekvenciaja (5°-3") Tm (°C) miRNA szekvenciaja (5°-3°)
miR171DNA gatattggcgeggctcaatca 66 ugauugagccgegecaauauc
miR171 LNA2 gAtAtTgGeGeGgCtCaAtCa 83 ugauugagccgegecaauauc
miR171 INA3 gAtaTtgGegCggCtcAatCa 78 ugauugagccgegecaauauc
miR171 LNA3/2MM gAtaTtgGegAagCtcAatCa ND ugauugagccgegecaauauc
miR171 LNA3/MMI11  gAtaTtgGegAggCtcAatCa ND ugauugagccgegecaauauc
miR171 LNA3/MMS gAtaTtgAcgCggCtcAatCa ND ugauugagccgegecaauauc
miR171 LNA3/MM14  gAtaTtgGegCggAtcAatCa ND ugauugagccgegecaauauc
miR122a ILNA3 acAaaCacCatTgtCacActCca 78 uggagugugacaaugguguuugu
miR124 IL.NA3 tgGeaTtcAccGegTgeCttAa 80 uuaaggeacgeggugaaugeca
miR128 ILNA3 aaAagAgaCcgGttCacTgtGa 77 ucacagugaaccggucucuuuu
miR161 LNA3 cCccGatGtaGtcActTtcAa 73 uugaaagugacuacaucgggg
miR167 LNA3 tAgaTcaTgcTggCagCttCa 79 ugaagcugccagcaugaucua
miR319 DNA gggagctcccttcagtccaa 66 uuggacugaagggagcucce
miR319 INA3 ggGagCtcCctTcaGtcCaa 78 uuggacugaagggageucce
TCV_LNA3 gAacTtcCggActCtaGgaTc 74 gauccuagaguccggaaguuc

1.tablazat A Kkiilonb6z6 miRNS-ek kimutatasara tervezett LNA és DNS oligonukleotidok
Az LNA nukleotidot-nagybetii, RNS-t és DNS-t kisbeti jelzi, mismatch pirossal jelzett

8.2. Roviditések jegyzéke

AMCV - articsoka foltos levélfodrosodas virus (Artichoke mottled crincle virus)

AGO -Argonaute

2b -a CMV RNS csendesitést gatlo fehérjéje

cDNS -komplementer DNS

crTMV - keresztesviraguakat fert6z6 dohdny mosaic virus (Cruciferae infecting
Tobacco mosaic virus)

DCL - DICER gén

DICER - enzimkomplex, mely a dsSRNS siRNS-ekké valo hasitasat végzi

DIG - digoxigenin

DI RNS - defektiv interferald6 RNS, szubviralis elem

dpi -infiltralast kvetd nap (day post inoculation)

dsRNS - duplaszala RNS (double stranded RNA)
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- szegfil italiai gytrisfoltossag virus (Carnation Italian rinspot virus)

-uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)

-uborka nekrozis virus (Cucumber necrosis virus)

- mitokondrium kodolt cytokrom oxidaz I alegység

-kopenyfehérje (coat protein)

-kloroplasztisz pigment koto fehérje

-ciklofillin

-Cymbidium gytiriisfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus)

-mutans virus, mely nem kédolja a virus szuppresszor fehérjéjét

-kettdsszala RNS

-DICER-LIKE

-sejtmagban kodolt kloroplasztisz gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz A ¢és

B alegység

-glycerinaldehyde-3-phosphate dehydrogenase

- glutathion-S-transzferaz

-HUA ENHANCERI1

-HASTY

-HYPONASTIC LEAVESI

-Hésokkfehérje (heatshock protein) 70

-kilobazis

-kilodalton

-locked nucleic acid, minden masodik nukleotidja van LNA monomerre
cserélve

-locked nucleic acid, minden 3. nukleotidja van LNA monomerre cserélve

-miRNS gének

-a sejtrol-sejtre torténd mozgasért felelds fehérje (movement protein)

- marokkoi paprika virus (Moroccan pepper virus)

-mikro RNS (micro RNA)

- Neckar folyo virus (Neckar river virus)

-nukleotid

-nyitott leolvasasi keret

-polimeraz lancreakcio

- Pelargénium levélgéndorddés virus (Pelargonium leaf curl virus)

-PAZ/PITWI DOMAIN
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pre-miRNA  -miRNS prekurzor
pri-miRNA -a miRNS gének transzkriptumai

PSbMV - bors6 maggal-terjedé mozaik virus (Pea seed-borne virus)

PTGS -transzkripcid utdni géncsendesités (posttranscriptional gene silencing)

PVX - burgonya X-virus (Potato X virus)

RdRP -RNS-fiiggd RNS-polimeraz enzim

RISC -siRNS-ekkel indukalhaté enzimkomplex, mely a mRNS hasitasat, vagy a
traszlacios gatlast katalizalja (RNA-induced silencing complex)

RMV -Ribgrass mosaic virus

RNaz -ribonukleédz

rRNS - riboszomalis RNS

Rubisco - sejtmag kodolt ribul6z-biszfoszfat karboxildz

RT-PCR -reverz transzkriptdz-polimeraz lancreakcid

SAM - S adenozil metionin

SE -SERRATE

sg -szubgenomi

siRNS -kis interferal6 RNS (small interfering RNA)

ssRNS -egyszalu RNS (single strand)

TBSV - paradicsom bokros torpiilés virus (Tomato bushy stunt virus)

TBSV-P - paradicsom bokros torpiilés virus paprika izolatum (Tomato bushy stunt

virus pepper isolate)

TCV -tarlorépa gondorodés virus (Turnip crincle virus)

TEV - dohany karcolatos virus (Tobacco etch virus)

T™V(U1) - dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)(Ui torzs)
TSWV -paradicsom foltos hervadas virus (Tomato spotted wilt virus)
Tub - o tubulin

UTR -nem transzlalodo régié (untranslated region)

wt -vad tipusu (wild type)

XRN4 - exoribonukledz

ZLL/Z11 -ZWILLE az AGOI10 elnevezése Arabidopsis thalianaban
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Different tombusviruses were able to support the replication of either homologous or heterologous defective
interfering (DI) RNAs, and those infected plants usually developed typical attenuated symptoms. However, in
some helper virus-DI RNA combinations the inoculated plants were necrotized, although they contained a high
level of DI RNA, suggesting that the accumulation of DI RNA and the resulting suppression of genomic RNA
replication were not directly responsible for the symptom attenuation. Moreover, the 19-kDa protein product
of ORF 5, which is known to play a crucial role in necrotic symptom development, accumulated at the same
level in the infected plants in the presence of protective homologous DI RNA and in the presence of nonpro-
tective heterologous DI RNA. It was also demonstrated, by chimeric helper viruses, that the ability of
heterologous DI RNA to protect the virus-infected plants against systemic necrosis is determined by the
5'-proximal region of the helper virus genome. The results presented suggest that DI RNA-mediated protection
did not operate via the specific inhibition of 19-kDa protein expression but, more likely, DI RNAs in protective
DI-helper virus combinations specifically interacted with viral products, preventing the induction of necrotic

symptoms.

Defective interfering (DI) RNAs are shortened forms of
viral genomes that have generally lost all essential viral genes
for movement, replication, and encapsidation. DI RNAs re-
quire the presence of a helper virus to provide trans-acting
factors necessary for replication and often multiply and accu-
mulate at the expense of the helper virus from which they
originated. Interference with the helper virus frequently results
in remarkable symptom attenuation (16, 18). The most exten-
sively studied plant virus DI RNA systems are those found in
association with tombusviruses and carmoviruses (18, 25).

The genome of a tombusvirus is a linear, single-stranded
monopartite RNA molecule of positive polarity, about 4,700 nu-
cleotides long, that contains five open reading frames (ORFs)
coding for proteins with approximate molecular masses of 33,
92, 22, and 19 kDa and for the coat protein (41 kDa) (18). The
genomic RNA (ca. 4,700 nucleotides) acts as mRNA for the pro-
duction of a 33-kDa protein (p33; ORF 1), and by readthrough
of an amber termination codon, a 92-kDa protein (p92; ORF
2) is synthesized. It was demonstrated elsewhere that both p33
and p92 are required for viral replication (6, 12, 23). The 41-
kDa coat protein (ORF 3) is translated from the subgenomic
RNA 1 (sgl RNA) (18). The two nested ORFs (4 and 5) are
located at the 3’ terminus of the virus genome, encoding a 22-
kDa (p22) protein and a 19-kDa (p19) protein, respectively.
Both p22 and pl9 are translated from sg2 RNA (18). p22 is
required for cell-to-cell movement (6, 15, 20) and is also in-
volved in symptom determination (21). Although the precise
function of p19 has not been elucidated, it has an important
role in necrotic symptom development (6, 15, 21). It is also

* Corresponding author. Mailing address: Agricultural Biotechnol-
ogy Center, Plant Science Institute, P.O. Box 411, 2101 Gadollo, Hun-
gary. Phone: (36-28)430-600. Fax: (36-28)430-482. E-mail: burgyan
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suggested that p19 participates in virus spread in a host-specific
manner (22).

Several reports from different laboratories demonstrated the
presence and generation of DI RNAs in infection with tom-
busviruses: tomato bushy stunt virus cherry strain (TBSV-Ch
[9]), Cymbidium ringspot virus (CymRSV [2, 3]), cucumber
necrosis virus (7, 14), carnation Italian ringspot virus (CIRV
[17]), and tomato bushy stunt virus pepper isolate (TBSV-P
[this paper]). Sequence analyses revealed that tombusvirus DI
RNAs possess a common structural arrangement containing
conserved sequence blocks derived from the 5'-proximal ter-
minus, an internal region of the replicase gene, and the 3'-
proximal terminus of the viral genome (18, 26). The presence
of DI RNAs in virus-infected plants suppresses the virus
accumulation and attenuates the lethal necrotic symptoms
regardless of whether DI RNA was in the inoculum or was
provided by transgenic Nicotiana benthamiana plants ex-
pressing CymRSV DI-13 RNA (11). The implications of tom-
busvirus DI RNAs in symptom attenuation were considered on
two levels. A general competition for viral replicase between
the genomic RNA and the more competitive DI RNAs prob-
ably occurs (10), and symptom attenuation appears via a selec-
tive inhibition of expression of p19 and p22, which are impor-
tant symptom determinants (24),

The aim of the present study was to analyze the mechanism
of DI RNA-mediated symptom attenuation in tombusvirus-
infected plants containing either homologous or heterologous
DI RNAs. For this purpose, we used the previously described
biologically active cDNA clones of genomic RNAs of CymRSV
(6) and CIRV (3) and the corresponding DI RNAs (DI-13
RNA of CymRSV [11] and DI-7 RNA of CIRV [17]). In ad-
dition, a new tombusvirus (TBSV-P) was isolated from pepper
plants (Capsieum annum L.) in a Hungarian greenhouse. The
virus genome was cloned and sequenced, and a full-length
TBSV-P cDNA clone was prepared (4), from which highly
infectious in vitro RNA transcripts could be transcribed with
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Complex Spatial Responses to Cucumber Mosaic Virus
Infection in Susceptible Cucurbita pepo Cotyledons

Zoltan Havelda and Andrew J. Maule'
John Innes Centre, Norwich Research Park, Ceolney, Morwich NR4 7YUH, United Kingdom

Cucumber mosaic virus infection of its susceptible host Cucurbita pepo results in a program of biochemical changes
after virus infection. Applying a spatial analysis to expanding infected lesions, we investigated the relationship between
the changes in enzyme activity and gene expression. Patterns of altered expression were seen that could not be de-
tected by RNA gel blot analysis. For all the host genes studied, there was a downregulation (shutoff] of expression
within the lesion. In addition, two distinct types of upregulation were observed. The expression of heat shock protein 70
(HSP70) and NADP* -dependent malic enzyme (NADP-ME) showed induction in apparently uninfected cells ahead of the
infection. This response was more localized than the upregulation exhibited by catalase expression, which occurred
throughout the uninfected regions of the tissue. The experiments showed that virus infection induced immediate and
subsequent changes in gene expression by the host and that the infection has the potential to give advance signaling

of the imminent infection.

INTRODUCTION

In a compatible interaction between a virus and its host,
there must be substantial diversion of metabolites into the
accumulation of virus-specific proteins and nucleic acids.
In most susceptible plants, this interaction is not accompa-
nied by cell death, and infected cells continue to function
despite the presence of massive quantities of virus-specific
products. This diversion of resources is evident in the
whole plant as changes in plant physiology, growth, and
development, that is, symptorn formation. How plant cells
accommodate virus synthesis while still sustaining some
capacity in the plant for further growth is relatively poorly
understood. We would expect the exploitation of host me-
tabolism to be transitory, however, thus reducing the imma-
diate damage to the host to a window of time sufficient for
the exponential accumulation of progeny virus to a maxi-
mally tolerated amount. Because plant viruses invade host
tissues progressively, such transitory effects would be spa-
tially restricted and not necessarily detectable by gross
analysis of the infected tissues.

Strong support for the transitory nature of responses to
virus infection came from a unigue study that applied a spa-
tial analysis to changes in host physiology after infection of
squash/marrow (Cucurbita pepo) cotyledons with Cucumber
maosaie virus (CMV) (Téesi et al., 1996). The study showed
that relative to an advancing infection front, changeas in pri-

1 To whom correspondence should be addressed. E-mail andy. maule
@bberc.ac.uk; fax 44-1603-450045.

mary and secondary metabolism occurrad at specific times
after the onset of virus replication and virus gene expres-
sion. Hence, the center of the lesion had an increase in gly-
colysis and respiration and a decreasea in the Benson-Calvin
cycle. Conversely, at the extreme edge of the lesion, the en-
zymes involved in mobilizing carbon for macromolecular
synthesis (anaplerotic reactions) had a transient increase in
activity, For these enzymes, the earliest change was seen
for the NADP*-dependent malic enzyme [NADP *-ME) (Técsi
et al., 1998). There was also a corresponding increase of
other anaplerotic activities (e.g., glucose-6-phosphate de-
hydrogenase [G6P-DH]) of the axidative pentose phosphate
pathway, which persisted into the center of the lesion. This
led to the proposition that virus infection triggered a pro-
gram of physiclogical responses that resulted in symptom
axpression.

Transient responses have also been observed in pea tis-
sues infected with Pea seed-borme mosaic virus (potyvi-
rus), Pea early browning virus (tobravirus), White clover
mosaic virus (potexvirus), or Beet curly top virus (geminivi-
rus) (Wang and Maule, 1995; Aranda et al., 1996, Escaler
et al., 2000a), although these cases assessed changes in
host gene expression rather than in host physioclogy. In in-
fected pea tissues, three patterns of gene expression rela-
tive to an advancing infection front were observed. Many
host gene transcripts were depleted in a zone occupying
10 to 12 cells behind the infection front, a phenomenaon
akin to the shutoff of host genes observed for many animal
virus infections (Aranda and Maule, 1998). Some other
host genes —heat shock protein 70 (HSPTD), polyubiquiting
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In plants, postiranscriptional gene silencing (PTGS) is an ancient and effective defense mechanism against
viral infection. A number of viruses encode proteins that suppress virus-activated PTGS. The p19 protein of
tombusviruses is a potent PTGS suppressor which interferes with the onset of PTGS-generated systemic
signaling and is not required for viral replication or for viral movement in Nicotiana benthamiana. This unique
feature of p19 suppressor allowed us to analyze the mechanism of PTGS-based host defense and its viral
suppression without interfering with other viral functions. In contrast to the necrotic symptoms caused by
wild-type tombusvirus, the infection of pl9-defective mutant virus results in the development of a typical
PTGS-associated recovery phenotype in N. benthamiana. In this report we show the effect of PTGS on the viral
infection process for N. benthamiana infected with either wild-type Cymbidium Ringspot Tombusvirus (CymRSV)
or a pl9-defective mutant (Cym19stop). In situ analyses of different virus-derived products revealed that PTGS
is not able to reduce accumulation of virus in primary infected cells regardless of the presence of p19 PTGS
suppressor. We also showed that both CymRSV and Cym19stop viruses move systemically in the vasculature,
with similar efficiencies. However, in contrast to the uniform accumulation of CymRSV throughout systemically
infected leaves, the presence of Cyml19stop virus was confined to and around the vascular bundles. These
results suggest that the role of p19 is to prevent the onset of mobile signal-induced systemic PTGS ahead of

the viral infection front, leading to generalized infection.

Almost all eukaryotes possess a homology-dependent RNA
degradation system that has evolved to protect against invasive
or mobile foreign genetic elements. This mechanism is referred
to as posttranscriptional gene silencing (PTGS) for plants,
gene quelling for fungi, and RNA interference for animals (14,
26, 30). The targets could be transgenes, viruses, or trans-
posons or any RNA homologous to the inducer molecules that
are degraded by activated PTGS. The mechanism of virus-
induced PTGS is not completely understood, but double-
stranded (ds) RNA replication intermediates of an RNA virus
are strong inducers (28). The accumulation of small 21- to
25-nucleotide-long interfering RNAs (siRNAs) corresponding
to both plus and minus strands of the inducer RNA are a
characteristic of PTGS (29). In addition to the cell-autono-
mous defense function in higher plants, PTGS is associated
with a mobile signal that instructs target RNA degradation at
a distance (16; O. Voinnet and D. C. Baulcombe, Letter, Na-
ture 389:553, 1997). The mobile signal, which must consist at
least in part of homologous RNA, is suggested to spread from
cell to cell through plasmodesmata and systemically via the
vascular system of plants (15). The findings that plant viruses
encode proteins that suppress PTGS provide the most com-
pelling evidence for the function of PTGS as a natural antiviral
defense mechanism (12, 13, 25). Several virus-encoded RNA
silencing suppressor proteins have been characterized to date
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(25). These suppressor proteins act at different stages of the
silencing pathway, targeting the initiation, the maintenance, or
the systemic signaling events of PTGS (4, 12).

The members of the genus of Tombusvirus contain a posi-
tive-sense single-stranded RNA genome with five open reading
frames (ORFs) (19). ORF5 of tombusviruses encodes a 19-
kDa protein (p19) which is one of the best-characterized PTGS
suppressor protein and is also a pathogenicity determinant (2,
5, 20). p19 blocks systemic, but not local, virus-induced silenc-
ing and binds PTGS-generated ds siRNAs in vitro (21, 22). It
may act by sequestering the PTGS specificity determinant ds
siRNAs, thereby preventing the induction of systemic PTGS
signaling. The majority of viral suppressor proteins identified
so far are also involved in additional viral functions (e.g., they
are required for cell-to-cell trafficking [27]. long-distance
movement [7, 11], and replication [11]). Recent data suggest
that some of these activities may be connected to PTGS sup-
pressor activity (11). However, the silencing suppressor activity
of p19 is uncoupled from viral movement and replication func-
tions in N. benthamiana (17, 18, 22). This feature of p19 pro-
vides a unique experimental system for investigating plant re-
sponses to a wild-type virus versus a p19 mutant virus that is
defective only in PTGS suppressor activity. Infection with p19-
defective tombusviruses (e.g., Cym19stop) resulted in the de-
velopment of a typical PTGS-associated recovery phenotype
for N. benthamiana (17, 18, 22). The recovered leaves of
Cyml9stop-infected plants were resistant to infection by an-
other recombinant virus carrying a sequence element homol-
ogous to that of the inducing virus (22).

The work presented here addresses the role of systemic
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B Abstract Although many subviral RNAs reduce or intensify disease symptoms
caused by the helper virus, only recently have clues concerning the mechanism of
disease modulation been revealed. New models for DI RNA-mediated reduction in
helper virus levels and symptom attenuation include DI RNA enhancement of post-
transcriptional gene silencing (PTGS), which is an antiviral defense mechanism in
plants. Symptom enhancement by the satRNA of Cucumber mosaic virus is caused by
minus-sirand induction of the programmed cell death pathway. In contrast, symptom
enhancement by satC of Turnip crinkle virus is due to satC interference with virion
formation, leading to increased levels of free coat protein, which is the viral suppressor
of PTGS. Mutualism between satRNA and helper virus can be seen for the satRNA of
Groundnut roserte virus, which contributes to the virus by allowing virion assembly.
These novel findings are leading to re-evaluation of the relationships between subwiral
RMAs, helper viruses, and hosts.

INTRODUCTION

One feature that distinguishes plant viruses from animal viruses is their common
association with a variety of subviral RNAs. Subviral RNAs can be distinguished
from the viral genome by their dispensability for normal virus propagation. Subwi-
ral RNA replication is completely dependent on enzymes encoded by their helper
virus and thus amplification is limited to coinfected cells. There are two subgroups
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ABSTRACT

We describe here a new method for highly efficient
detection of microRNAs by northern blot analysis
using LNA (locked nucleic acid)-modified oligonu-
cleotides. In order to exploit the improved hybrid-
ization properties of LNA with their target RNA
molecules, we designed several LNA-modified oligo-
nucleotide probes for detection of different micro-
RNAs in animals and plants. By modifying DNA
oligonucleotides with LNAs using a design, in
which every third nucleotide position was substituted
by LNA, we could use the probes in northern blot
analysis employing standard end-labelling techni-
ques and hybridization conditions. The sensitivity
in detecting mature microRNAs by northern blots
was increased by at least 10-fold compared to DNA
probes, while simultaneously being highly specific,
as demonstrated by the use of different single and
double mismatched LNA probes. Besides being
highly efficient as northern probes, the same LNA-
modified oligonucleotide probes would also be useful
for miRNA in situ hybridization and miRNA expres-
sion profiling by LNA oligonucleotide microarrays.

INTRODUCTION

MicroRNAs (miRNAs) are 19-25 nt non-coding RNAs that
are processed from longer endogenous hairpin transcripts by
the enzyme Dicer (1.2). To date, >1100 microRNAs have been
identified in invertebrates, vertebrates and plants according to
the miRNA registry database and many miRNAs that corres-
pond to putative genes have also been identified (3). Some
miRNAs have multiple loci in the genome (4) and occasion-
ally, several miRNA genes are arranged in tandem clusters (5).
Growing evidence suggests that miRNAs play crucial roles in
cukaryotic gene regulation. The first miRNAs genes to be
discovered, lin-4 and let-7, base-pair incompletely to repeated
elements in the 3’ untranslated regions (UTRs) of other

heterochronic genes in Caenorhabditis elegans, and regulate
the translation directly and negatively by antisense RNA-
RNA interaction (6,7). Other miRNAs are thought to interact
with target mRNAs by limited complementarity and sup-
pressed translation as well (3,8). Many studies have shown,
however, that given a perfect complementarity between
miRNAs and their target RNA, could lead to target RNA
degradation rather than inhibit translation (9,10), suggesting
that the degree of complementarity determines their functions.
By identifying sequences with near complementarity, several
targets have been predicted, most of which appear to be
potential transcriptional factors that are crucial in cell growth
and development. The high percentage of predicted miRNA
targets acting as developmental regulators and the conserva-
tion of target sites suggests that miRNAs exhibit a wide variety
of regulatory functions and exert significant effects on cell
growth, development and differentiation (11,12), including
human development and disease. For example, a recent
study determined that two different human miRNA genes
(miR15a and miR16a) are clustered and located within the
intron of LEU2, which, in turn, lies within the deleted minimal
region of the B-cell chronic lymphocytic leukaemia (B-CLL)
tumour suppressor locus, and that both miRNA genes are
deleted or down-regulated in the majority of CLL cases (13).

The current view that miRNAs represent a newly discov-
ered, hidden layer of gene regulation has resulted in high
interest among researchers in the discovery of miRNAs,
their targets, expression and mechanism of action. Most
miRNA researchers use northern blot analysis combined
with polyacrylamide gels to examine the expression of both
the mature and precursor miRNAs, since it allows both quan-
titation of the expression levels as well as miRNA size deter-
mination (5,7,8,13). A major drawback of this method is its
poor sensitivity, especially when monitoring expression of
low-abundant miRNAs. Consequently, a large amount of
total RNA per sample is required for northern analysis,
which is not feasible when the cell or tissue source is limited.
We describe here a new method for highly efficient detection
of miRNAs by northern blot analysis using locked nucleic acid
(LNA)-modified oligonucleotide probes, and demonstrate its
significantly improved sensitivity and high specificity by
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Defective interfering (DI) RNAs are subviral replicons originating from the viral genome and are associated
with many plant RNA viruses and nearly all animal RNA viruses. The presence of DI RNAs in tombusvirus-
infected plants reduces the accumulation of helper virus RNA and results in the development of attenuated
symptoms similar to those caused by tombusviruses defective in p19, the posttranscriptional gene silencing
(PTGS) suppressor. In situ analysis of infected plants containing DI RNAs revealed that the extent of virus
infection was spatially restricted as was found for p19-defective tombusvirus. Previously, p19 was shown to
suppress PTGS by sequestering the small interfering RNAs (siRNAs), which act as the specificity determinant
for PTGS. Our results demonstrate that DI RNAs dramatically elevate the level of virus-specific siRNAs in
viral infections, resulting in the saturation of pl19 and the accumulation of unbound siRNAs. Moreover, we
showed that, at low temperature, where PTGS is inhibited, DI RNAs are not able to efficiently interfere with
virus accumulation and protect the plants. These data show that the activation of PTGS plays a pivotal role
in DI RNA-mediated interference. Our data also support a role for 21-nucleotide siRNAs in PTGS signaling.

Defective interfering (DI) RNAs are deletion mutant RNAs
of the parental viral genome generated spontaneously by rep-
licase errors and arc associated with many plant RNA viruses
and nearly all animal RNA viruses (17). DI RNAs generally
have lost essential viral genes for movement, replication, and
encapsidation and thus require the presence of a helper virus
for providing all the frans-acting proteins necessary for these
functions. Interference with the helper virus by the DI RNA
frequently results in remarkable symptom modification associ-
ated with a substantial decrease in helper virus levels (22).

Some of the most extensively studied plant virus DI RNA
systems are those found in association with species of the
Tombusvirus genus (18). Tombusviruses have a plus-sense
RNA genome of about 4.7 kb that contains five open reading
frames (ORF). ORF5 encodes a 19-kDa protein (p19) that is
an important symptom determinant (1, 19). In addition, p19
has been identified as a potent posttranscriptional gene silenc-
ing (PTGS) suppressor (21, 23, 30). A number of DI RNAs
from tombusvirus infections have been described (32), and all
possess common structural features, which include noncontig-
uous elements corresponding to the terminal regions and an
internal segment of the parental genome (18). DI RNAs do
not code for any proteins and replicate by utilizing helper
virus-encoded RNA-dependent RNA-polymerase. The pres-
ence of DI RNAs in virus-infected plants dramatically sup-
presses virus accumulation and attenuates the lethal necrotic
symptoms normally associated with infection of the helper
virus. A general assumption is that the reduction in helper
virus levels by DI RNAs is due to competition for replication

* Corresponding author. Mailing address: Agricultural Biotechnol-
ogy Center, Institute of Plant Biology, P.O. Box 411, 2100 Godollg,
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components, which in turn leads to development of attenuated
symptoms (17, 18). Protoplast transfection experiments dem-
onstrated that DI RNAs interfere with the accumulation of
helper virus (2, 10, 14). Analyses of protoplasts cotransfected
with tomato bushy stunt virus (TBSV) and DI RNAs revealed
that suppression of the viral genomic RNA was mediated by a
reduction in the rate at which the viral genomic RNA accu-
mulated (10). Other studies suggested that the presence of
TBSV DI RNAs specifically reduces the level of subgenomic
(sg) RNA 2, which encodes the movement protein and pl9
(20). Recently it was demonstrated that DI RNAs of cym-
bidium ringspot virus (CymRSV) activate PTGS, which effi-
ciently targets the helper virus genome, while DI RNAs are
poor targets for degradation (23). These results strongly sug-
gested the involvement of PTGS in DI RNA-mediated symp-
tom modulation.

PTGS is an adaptive, sequence-specific RNA degradation
system that plays a role in the control of transposons, preser-
vation of genome integrity, and defense against viruses (28,
31). This mechanism is activated by double-stranded (ds) RNA
(dsRNA), which is cleaved into 21- to 26-nucleotide (nt) ds
small interfering RNAs (siRNAs) (4) by an RNase IlI-like
enzyme called DICER (5). The siRNAs generated are associ-
ated with an enzyme complex called RNA-induced silencing
complex (RISC) and guide the RISC to degrade any RNA with
sequence homology to the inducer dsRNA. In plants, in addi-
tion to its cell-autonomous defense function, PTGS is associ-
ated with a mobile signal that instructs target RNA degrada-
tion at a distance (29). The sequence specificity of PTGS
implies that the signal must consist of nucleic acid components
homologous to the target RNA. Previously it has been re-
ported that longer siRNAs are associated with PTGS long-
distance signaling (3); however, a recent study suggests that
21-nt siRNAs play a central role in short-distance and probably
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Summary. Defective interfering (DI) RNAs of tombusviruses are short, non-
coding, symptom-modulating RNAs originating from the viral genome. The pres-
ence of homologous DI RNA in virus infection altenuates the otherwise lethal
viral symptoms. Nicotiana benthamiana plants infected with tomato bushy stunt
tombusvirus pepper isolate (TBSV-P) show severe symptoms, which culminate in
the death of the plant. In contrast, plants co-inoculated with TBSV-P and TBSV-
P-derived DI RNA display attenuated symptoms. However, co-inoculation of
TBSV-P with heterologous DI RNA, originating from Carnation Italian ringspot
tombusvirus results in development of apical necrotic symptoms. To localize the
symptom-determining factors on DI RNA genome, chimeras of protective and
non-protective DI RNAs have been constructed. All chimeras were biologically
active and accumulated to a high level in the presence of helper virus. We identified
a 5’ proximal sequence element of the DI RNA as the most important symptom
determinant region. However, our results demonstrated that the symptom mod-
ulating ability of this region is also influenced by the sequence composition of

whole DI RNAs.
#

The members of the genus Tombusvirus contain a positive-sense single stranded
RNA genome about 4700 nucleotides with five open reading frames (ORF) [10].
Several defective interfering (DI) RNAs have been described in tombusvirus in-
fections, and all possess common structural features that maintain non-contiguous
elements of the parental genome corresponding to 5° terminal region (A block),
an internal segment (B block), and a 3’ terminal region (C block) ([10], Fig. 1a).
DI RNAs of tombusviruses represent about the one tenth of the size of the viral
genome and have lost all coding capacity [18]. They are incapable of autonomous
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Abstract

MicroRMNAs (miRNAs) are small, endogenous, non-coding RNA species, about 21 nucleotides in length, which modulate the expres-
sion of animal and plant target genes at the post-transcriptional level. It has been shown that miRNA based gene regulation plays a
pivotal role in pathways involved in growth and development. Understanding miRMA mediated processes requires new technologics
enabling efficient detection of small RNA species. Here we report the optimization of a miRNA Northern blot detection method based
on LNA (locked nucleic acid)-modified oligonucleotide hybridization. This technique allows sensitive and highly specific detection of

mature miRMNAs,
@ 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwords: MicroRNA: LNA (locked nucleic acid): Northern blot

1. Introduction

Northern blot analysis of small RNA species, such as
miRNAs, is a widely used technique to assess accumulation
levels of miRNAs of interest. This technique, combined
with polyacrylamide gel electrophoresis, allows examina-
tion of expression properties of target miRNAs, determina-
tion of their sizes, and validation of predicted miRNAs.
However, the main drawback of this method is its low sen-
sitivity which creates a requirement for large amounts of
total RNA for samples. This disadvantage is especially pro-
nounced when monitoring expression of low-abundant
miRMNAs or when cell or tissue source of RNA samples is
limited,

To evade the sensitivity problem of miRMNA Northern
blotting technology, locked nucleic acid (LNAj)-modified
oligonucleotide probes were used to enhance the efficiency
of hybridization [1]. LNA-modified oligonucleotides have
been shown to exhibit improved thermal stability when
hyvbridized to their target molecules [2,3]. LNA monomers
are bicyclic, high-affinity RNA analogues having a modi-

" Corresponding author, Fax: +36 28 526145,
Eumail address: haveldagabe hu (£, Havelda).

1046-202 45 - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 101016/ vmeth 2007.04.004

fied ribose moiety [4] In LNAs the furanose ring in the
sugar-phosphate backbone is chemically locked in an N-
type (C3-endo) conformation by the introduction of a 2'-
0.4"-C methylene bridge. This chemical modification
induces a conformational change that brings about
enhanced base stacking and phosphate backbone pre-orga-
nization [5]. Since LNAs possess similar water solubility as
DNAs or RNAs, LNA-modified oligonucleotides can be
used easily in manyv biological experimental applications.
Moreover, the introduction of LNA residues results in
increased stability against endo- and 3'-exonucleases [6].
The superior properties of LNA-modified oligonucleotides
make them an ideal tool for detecting small RNA mole-
cules, In Northern blot hybridization assayvs, LNA-modi-
fied oligonucleotide probes detected mature miRNAs by
at least a 10-fold higher efficiency than traditional DNA
probes [1l. Moreover, LNA-modified oligonucleotide
probes were highly specific, as demonstrated by the use
of different single- and double-mismatched LNA probe
molecules. The enhanced efficiency, stability and the dis-
criminatory power of LMNA-meodified oligonucleotide
probes render them especially useful in miRNA Northern
blotting. LNA-modified oligonucleotide probes were also
used for in situ hybridization experiments, indicating their
potential i miIRNA detection at the tissue level as well
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In Situ Detection of Animal and Plant MicroRNAs
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are recently discovered short regolatory RNA molecules representing a new layer in
posttranscriptional gene expression regulation. Although more than 450 human miRNAs have been identified,
only & very lew of them have been characterized in detail. The precise understanding of miRNA-mediated
processes requires the reliable spatial and temporal analyses of miRNA accumulation at tissuefcell level.
However, the deiection of miRNAs by fn siiw hybridization (ISH) is iechnically challenging because of the
small size of target sequences. 11 was shown recently that locked nueleic acid nucleotide-containing probes can
anneal 1o shorlt nucleic acids with high specificity. This enabled several research groups to analvze the
expression patierns of miKNAs in both plant and animal tissues. This review focuses on the resulis of recent

publications on the detection of miRNAs by 1SH.

INTRODUCTION

e MAs (miRNAs) are recently  discovered shorm

regulatory  molecules  30-24  nucleotides in length
(kKloosterman and Plasierk, 2006), Analysis of miENA ex-
pression patterms by da siw hybridization (ISH) is not possible
by standard [SH protocols due o the small size of the mamre
mikMNAs. The breakibrough came from the development of
maxlified cligonocleotides calbed locked nucleic acids (LN As).
Chimeric oligonucleotide probes containing LM A-modified
mipcleotides in selected positions were shwown o exhibil en-
hanced thermal stability when hvbridhzed 1o therr targel mole-
cules (Bransch ond Corey, 2000 ; Kormeck ef al. 2002 LNA
manomers are bicyclic high-affinity RMA analogues having a
mexhified ribose moiety (Kauppinen o al, 3060, In LNAs, the
furanose ring in the sugar-phosphate hackbone s chemically
locked in an N-type 1CY-cndo) conformation by the introdoc-
tion of a 2-004°-C methylene bridge. This conformational
change resulls in enhanced base stacking and phosphate back-
bene preorganization (Petersen of al., 2002). Moreover, the in-
ireduction of LMA residues resulis in increased stability againsg
endo- and 3-exonucleases (Frieden o al, 20035 Since LNAs
prszess waler solubihiy simitar o0 DMAs or RMNAs, LMNA-
mexlificd oligonocleotides can be used casily in many biological
applications. The superior properics of LMA-modified oligo-
niecleotides make them an ideal ol for detecting small RNA
malecules, In northern blod hybridizotion aesays, LN A-modified

oligonucleatide probes detected mature miBNAs with at least
l0-fodd  higher efficiency than the traditional DMNA - probes
(Waloczs eral, 200d4). Moreover, the LNA-modified oligonu-
clestide probes were highly specifie. demonstrzied by the use of
different single and dooble mismatched LNA& probes, The en-
hanced efficiency, stability, and discriminatory power of LNA-
modified eligonucleotide probes also render them useful in
miRMNA in sl detection.,

IN SITU HYBRIDIZATION
OF ANIMAL EMBRYOS

Aboobaker ef af, (0605 described the expression panterms of
several precursor miBENA mokecules in Drosophila using long
{upprosimately 1 kbl RNA probes antisense 1o miENA loc,
However, this approach could only detect the longer precursor
midecules, and LNA probes are necessary o identify the ex-
pression pattemns of the mature miRNAL The first 1SH experi-
ments using LMA probes, which were reporied by 'Weinholds ef
al. (20005), deseribed a large dotahase of the spaiial expression
patierns of over 1 zebrafish miBENAs, Inothis broad sady, they
looked ol the expression signals of |15 miEMNAs thot are con-
served Between vemchrates using digoxigenin { DIG-labeled
LMA probes, and compared these to microarray data for the same
mikRNAs, over different stages of the development of zebrafish
embryos. Their method for whole mount in site hybrichzotion
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Summary

MicroRNAs (miRNAs) are an abundant class of small, endogenous non-protein-coding RNAs, approximately 21
nucleotides in length, that modulate the expression of animal and plant target genes at the post-
transcriptional level. Recent work has shown that miRNA-based gene regulation plays a crucial role in
pathways involved in plant growth and development. However, knowledge about the timing and spatial
regulation of plant miRNA expr is still limited. Here we used in situ analysis to demonstrate that miRNAs
accumulate spatially and temporally in a highly restricted manner in Nicotiana benthamiana and Arabidopsis
thaliana. The presence of the seven investigated miRNAs was characteristic of the developing organs, implying
arole in cell-fate establishment, differentiation and cell-cycle progression. Spatial analyses revealed that six of
the studied miRNAs were present in vascular bundles, suggesting that mobile miRNAs in the phloem could
contribute to the coordination of organogenesis and development. The obvious absence of miR167 in vascular
bundles represented an exception to this observation, implying an active process in regulating the presence of
miRNAs in the vascular system. Taken together, our results imply that the spatially and temporally organized
accumulation of miRNAs plays a pivotal role in fine-tuning of target gene expression in plant development.

Keywords: plant, miRNA, expression, in situ hybridization, LNA.

Introduction

The development of multicellular organisms is regulated by
spatially and temporally coordinated complex regulatory
networks that organize cell division and differentiation. The
discovery of a novel gene-regulatory mechanism, based on
microRNAs (miRNAs), has had a significant impact on the
understanding of developmental processes. miRNAs are
approximately 21 nucleotide-long non-coding RNA mole-
cules that are generated by sequential processing of longer
precursor molecules (termed pre-miRNA; Baulcombe, 2004,
Dugas and Bartel, 2004; Filipowicz et al., 2005; Kidner and
Martienssen, 2005). The plant miRNA loci encode capped
and polyadenylated transcripts (pri-miRNAs) that are proc-
essed to pre-miRNAs in the nucleus, probably by the Dicer-
like enzyme DCL1. The genetically defined pre-miRNAs
possess a self-complementary fold-back structure that is

140

processed to a double-stranded intermediate comprising the
miRNA and the complementary miRNA* strands, respect-
ively. The miRNA-miRNA* duplex is unwound and the mi-
RNA is subsequently loaded in the RISC complex, while the
miRNA* strand is eliminated. In plants, the miRNA-target
duplex shows near-perfect or perfect base pairing, and the
RISC acts via cleavage of the target mRNA. In contrast, most
animal miRNAs and their target mRNAs form imperfect
duplexes resulting in translational inhibition by RISC. How-
ever, there are also exceptions in plants. The near-perfect
complementarity of plant miR172 and its target sequence in
APETALAZ (AP2) predicts induction of cleavage-based
regulation, but instead the translational inhibition of AP2
mRNA was reported (Aukerman and Sakai, 2003; Chen,
2004).

© 2006 The Authors
Journal compilation @ 2006 Blackwell Publishing Ltd
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MicroRNAs (miRNAs) are short, about 21 nucleotides in length, noncoding, regulatory RNA molecules representing a new layer in
post-transcriptional requlation of gene expression, Intensive miRNA research has necessitated the development of effective miRNA
detection methods such as northern analyses, quantitative real-time PCR and microarrays. Northern analysis is a widely used method
for miRMNA analyses because it is generally a readily available technology for laboratories and does not require special equipment and
technical knowledge. The major disadvantages of the northern blot technology using the traditional DNA oligonucleotide probes are
its poor sensitivity and the high time consumption. Here, we describe an improved protocel for miRNA northern blot analysis, which

@4 @ 2008 Nature Publishing Group http:fiwww.nature.com/natureprotocols

includes RNA extraction, polyacrylamide gel electrophoresis and northern blotting, and the hybridization and detection of locked
nucleic acid (LNA)-modified oligonucleotide probes. The use of LNA-modified oligenucleotide probes allows highly sensitive and
specific detection of mature miRNAs and also dramatically reduces the period of time necessary for carrying out the protocol. Using
this approach, the hybridization, washing and signal-detection steps can be performed ideally in 4 h.

INTRODUCTION

mikNA-mediated regulation processes play a central role in the
gr{mﬂh and dcvt]upmrnl af p|anl.4 and amimals. miIBNAs are
generated by sequential processing of genome-encoded, long,
single-stranded RNA molecules possessing the ability te form
highly structured stem-loop structures. The recent discovery of
miRNA-controlled gene regulatory mechanisms has had a signifi-
cant impact on the understanding of developmental processes in
both plants and animals. Since then, several hundred miRNAs have
been identified in diverse species and deposited in miRNA data-
bases, and the importance of this regulatory network is becoming
more and more important. Understanding their precise role
requires reliable detection of their accumulation during the devel-
opmental program. However, the detection of miRNAs is techni-
cally demanding because of their small size,

The most straightforward approach to assess the role of a
particular miRNA in a binlogical process is the analysis of the
accumulation level of mature miRNAs in the investigated samples.,
Several alternative technological approaches have been employed to
investigate miRNA accumulation. The principle of quantitative
real-time PCR is based on the quantilative relationship between the
amount of target miRNA and the amount of PCR product’?, This
approach requires small amounts of starting material and can
provide accurate results; however, it requires careful primer design
and also special equipment and expertise. Microarray analysis of
miRNA accumulation provides the advantage of high throughput;
however, it also requires special tools and expertise”. Probably the
maost simple and widespread approach to assess the accumulation
of target miRNAs is polyacrylamide gel eectrophoresis of RNA
samples combined with northern blot analysis. The advantage of
this technique is that it does not require any special equipment or
expertise and allows both quantitation of the expression level of
miRMA and determination of the size of the RNA, Traditionally,
DNA oligenucleotide probes complementary to the target miRNAs
have been used in northern blot experiments for analysis of small
RMNAs. The main problem in using DNA oligonucleotide probes
is their poor sensitivity, which is especially pronounced when

190 | VOL.3 NO.2 | 2008 | MATURE PROTOCOLS

investigating miBNAs of low abundance. On these occasions,
]arxr: amounts of puriﬁcd total RNA Rarnp]q:ﬂ must be ge'nemled,
which is not feasible when the cell or tissue seurce is limited. To
avoid this problem, we have developed a new method based on
LNA-modified oligonucleatide probes* (Fig. 1a).

LNA monomers are bicyelic, high-affinity RNA analogues pos-
sessing a modified ribose moiety”. The furanose ring in the sugar—
phosphate backbone is chemically locked in an N-type (C3"-endo)
conformation by the introduction of a 2°-0—4"-C methylene bridge,
resulting in enhanced base stacking and phosphate backbone
pre-organization®. DNA oligonucleotides modified by the intro-
duction of LNAs at every third nucleotide position are used in the
narthern blotting method for analysis of small RNAs described
here?, The mismatch discrimination power of oligonucleotide
probes increased after LNA meodification, demonstrated by the
use of single and double mismatched LNA probes? (Fig. 1b). The
sensitivity of the detection of miRNAs by LNA-maodified oligonu-
clentide probes in northern blot experiments has also been shown
to increase dramatically in comparison to traditional DNA probes
[see Fig, 2b). As LNA-modified oligonucleotide probes are very
stable and their chemical properties are very similar to DNA
oligonucleotides, they can be easily incorporated into standard
laboratory  procedures. LNA-modified oligonucleotide probes
detecting miRNAs can be ordered from Exigon (httpafiwww,
exigon.com) and a website for probe design is also available
(http:/fInatools.com).

Here, we describe the step-by-step protocol of northern blotting
for analysis of small RNAs, emphasizing the advantage of LNA-
maodified oligonucleotide probes in miRNA detection., Using LNA-
muodified oligonucleotide probes in northern blot experiments for
analysis ol small RNAs provides reliable, sensitive and rapid
detection of mature miRNAs from even limited amounts of RNA
samples from any organism. The protocol described here is very
simple and does not require any expensive equipment ot special
expertise. As LNA-modified oligonucleotide probes can also be
used for in situ hybridization™, the data gained during northern
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Summary

Understanding of virus infection-induced alterations in host plant gene expression and metabolism leading to
the development of virus disease symptoms is both scientifically and economically important. Here, we show
that viruses belonging to various RNA virus families are able to induce efficient host gene mRNA
downregulation (shut-off) in systemically infected leaves. We demonstrate that the host gene mRNA shut-
off overlaps spatially with virus-occupied sectors, indicating the direct role of virus accumulation in this
phenomenon. The establishment of shut-off was not directly connected to active viral replication or the RNA-
silencing machinery. Importantly, the induced shut-off phenomenon persisted for several weeks, resulting in
severe deficiency of mRNA for important housekeeping genes in the infected plants. Interestingly, we found
that some other RNA viruses do not induce or only slightly induce the shut-off phenomenon for the same set of
genes, implicating genetic determination in this process. Nuclear run-on experiments suggest that plant
viruses, similarly to animal viruses, mediate suppression of host mRNA synthesis in the nucleus. By
investigating various host-virus interactions, we revealed a correlation between the intensity of the shut-off
phenomenon and the severity of disease symptoms. Our data suggest that efficient and persistent
downregulation of host genes may be an important component of symptom development in certain host-
virus interactions.

Keywords: virus, host, gene, downregulation, symptom.

Introduction

In compatible plant-virus interactions, the invading virus
interferes with the accumulation and/or function of host
components such as host proteins and nucleic acids, as well
as inducing host defence reactions (Whitham et al., 20086).
The complex pattern of molecular changes induced by virus
infection leads to the development of various disease
symptoms, ranging from mild symptoms to severe
responses such as stunting, abnormal colorations, various
developmental defects or death. One of the most important
recent challenges in plant virology is dissection of the
complex molecular mechanisms behind disease symptom
formation.

One of the most striking effects of virus infection are the
profound changes in the expression of host genes. Global
profiling of host mRNA transcript alterations has provided a
wealth of information about the immense impact of virus
infections (Golem and Culver, 2003; Marathe et al., 2004;
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Senthil et al., 2005; Whitham et al., 2003). However, this
technology is not able to distinguish between changes
induced directly by viral replication and general stress
responses mounted by the host plant. /n situ investigation
has proven to be a powerful tool for revealing the relation-
ship between the presence of a virus and expression of a
selected set of host genes (Aranda et al., 1996; Wang and
Maule, 1995). Applying in situ technology to virus-infected
cotyledons and embryonic tissues revealed downregulation
of the expression of host genes, a phenomenon that is
termed host gene shut-off (Escaler et al., 2000a,b; Havelda
and Maule, 2000; Wang and Maule, 1995). In pea embryonic
tissues, infection with pea seed-borne mosaic virus (PSbMV)
induced suppression of several endogenous genes at the
zone of infection front (Wang and Maule, 1995). The induced
host gene shut-off was transient, as gene expression
returned to a near-normal level after passing the viral

© 2008 The Authors
Journal compilation @ 2008 Blackwell Publishing Ltd
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Plant virus-mediated induction of miR168 is
associated with repression of ARGONAUTE1

accumulation

Eva Varallyay', %nna Valaczi®, Akos Agyi',
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Virus infections induce the expression of ARGONAUTEI
(AGOT) mRNA and in parallel enhance the accumulation
of miR168 (regulator of AGOI mRNA). Here, we show that
in virus-infected plants the enhanced expression of AGOT
mRNA is not accompanied by increased AGO1 protein
accumulation, We also show that the induction of AGOT
mRNA level is a part of the host defence reaction, whereas
the induction of miR168, which overlaps spatially with
virus-occupied sectors, is mediated mainly by the
Tombusvirus pl9 RNA-silencing suppressor. The absence
of p19 results in the elimination of miR168 induction and
accompanied with the enhanced accumulation of AGO1
protein. In transient expression study, pl9 mediates the
induction of miR168 and the down-regulation oi endo-
genous AGO1 level, P19 is not able (o efficiently bind
miR168 in virus-infected plants, indicating that this acti-
vity is uncoupled from the small RNA-binding capacity of
pl9. Our results imply that plant viruses can inhibit the
translational capacity of AGOI mRNA by modulating
the endogenous miR168 level to alleviate the anti-viral
function of AGO1 protein.

The EMBQ Jowrnal advance online publication, 7 September
2010; doi:10,1038/emboj.2010.215

Subject Caregories: RNA; plant biology

Keywords: AGOL; host defence; miR168; plant virus;
RNA-silencing suppressor

Introduction

During virus infection, siRNAs are generated from wiral
double-stranded RNA products and secondary RNA struc-
tures by the activity of RMase-lll ribonuclease Dicer-like
(DCL) proteing (Molnar e al, 2005, Ding and Voinnet,
2007). Virus-specific siRNAs are then incorporated into the
RMNA-induced-silencing complex (RISC) determining its spe-
cificity and bringing about the degradation of complementary
viral RNAs [Pantaleo et al, 2007). RN A-silencing suppressors
of viruses can inhibit this mechanism at different steps by
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Cadalld H-2100, Hungary, Tel.: + 36 28526155; Fax: + 36 25526145;
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biding to viral sikRNAs, double-stranded RNAs or directly
interacting with AGO1 (Merai et al, 2006; Burgyan, 2008;
Mlotshwa er al, 2008). Therefore, elimination of RMNA-
silencing suppressors from the virus-infection process can
result in decreased virus accumulation and the development
of the recovery phenotype (Qiu et al, 2002; Qu and Morris,
2002; Szittya et al, 2002).

Plant miRMAs represent another RNA-silencing pathway
and are indispensable for the control of wide variety of
biological functions, including development, hormone res-
ponses, feedback mechanisms and biotic and abiotic stresses
(Voinnet, 2009}, MiRNAs are generated by sequential proces-
sing of genome-coded long single-stranded RNA precursor
molecules possessing specific secondary structures by DCLL
and other factors. DCL1 processing liberates the miRNA/
miRNA* duplex and the selected strand (the miRNA) is
exported 1o the cytaplasm, whereas the miRNA™ strand is
usually degraded. In contrast, the generation of virus-specific
siRMNAs is mediated mainly by DCL4 and also by DCL2 [Ding
and Voinnet, 2007). Small RNAs generated by the activity of
DCL enzymes are incorporated into ARGOMAUTE (AGO)
proteins, which are the central components of the RISC
complex. AGOI, the maost important AGO protein in the
miRNA pathway, is responsible for the cleavage or transla-
tional inhibition of target RNAs determined by the loaded
miRNA (Mallory and Bouche, 2008; Mallory et al, 2008], As a
feedback mechanism, AGO1 homeostasis itself is controlled
by coordinated action of miR168 {Rhoades er al, 2002; Vaucheret
et al, 2004) and AGO!-derived siRMNAs (Mallory and Vaucheret,
2009) on AGO! mRNA. Moreover, additional components of the
miRNA-mediated feedback regulation of AGOT have been also
described  involving  the AGOT-mediated post-transcriptional
stabilization of miR168 and the co-regulated expression of
AGOT and MIR 168 genes (Vaucheret ef al, 2006). These resulis
show the existence of a complex refined feedback regulatory
loop, which balances AGO1 and miR168 accumulation.

Analyses of affinity-purified AGO1 revealed that it is pre-
ferably associated with miRNAs and mediates target mRNA
cleavage (Baumberger and Baulcombe, 2005; Qi et al, 2005;
Mi et al, 2008). However, AGO1 also recruits virus-specific
siRMNAs and is involved in RNA-silencing-mediated defence
mechanisms (Zhang e al, 2006). It was also shown that
virus-specific siRNAs of Cymbidum ringspot virus (CymRSV)
and miRNAs co-fractionate with large protein complexes,
which contain AGO1 likely corresponding to RISC complexes
(Pantaleo er af, 2007; Csorba et al, 2010). Moreover, it was
shown that cucumber mosaic virus (CMV) 2b RNA-silencing
suppressor directly interacts with siRNA-loaded AGO1 inhi-
biting its slicing activity (Zhang et al, 2006). PO RMA-
silencing suppressor of a Polerovirus mediates the targeted
degradation of AGO1 {Pazhouhandeh et al, 2006; Baumberger
et al, 2007; Bortolamiol et al, 2007; Csorba e al, 2010). In ling
with these abservations, it was found that agol hypomorphic
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Az értekezéshez kapcsolodo konyvfejezetek.

1 O Biogenesis and Function
of Plant microRNAs

Zoltan Havelda
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recent discovery of the miRNA-mediated gene-regulatory mechanism has had
significant impact on the understanding of developmental processes in both plants
animals. Plant-associated miRNAs were identified by a cloning method in 2002,
years after the discovery of animal miRNAs [1-3]. Since then, several hundred
iRNAs have been identified in diverse plant species and deposited in an miRNA
s¢ (miRBase) [4-6].

This review focuses on the recent research progress on plant miRNAs, highlight-
the importance of miRNA-mediated regulation in developmental processes and
biclogical functions.
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Chapter 15
Detection of siRNAs and miRNAs

Sakari Kauppinen and Loltin Havelda

Abstract Small RNAs such as small interfering RNAs (siRNAs) and microRNAs
(miRNAs) play crucial roles in establishing general host defense mechanisms
against viral infections in plants and the development of disease symptoms.
Understanding these fundamental processes requires the sensitive and specific
detection of small RNA species. However, because of the small size of miRNAs
and siRMAs, their detection is technically demanding. Here, we describe methods
for robust and sensitive detection of small RNAs by Northern blot analysis and in
situ hybridization.

Keywords siRNA; miRNA; Detection; Northern blot; In situ hybridization; LNA

1 Introduction

Post-transcriptional gene silencing (PTGS) has been identified as an antiviral
defence system in plants (1). Double-stranded (ds) RNA or highly structured
RNA, which is generated during viral replication, serve as inducers of PTGS (1, 2),
thereby mediating the processing of these RNA precursors to ca. 21-26 nucleotide
small interfering RNAs (siRNAs). In tumn, the siRNAs guide the cleavage of their
cognate tarzet ENAs (3). To evade this robust host defense mechanism, plant
viruses generally encode silencing suppressors (4). Regulation of endogenous
gene expression is mediated by another class of 21 nucleotide small RNAs, called
microRNAs (miRMAs) (5). Recent data show that vims-induced disease develop-
ment can be associated, at least partly, by interference with miRNA-mediated reg-
ulation (6). Investizgation of small RNA-mediated processes in virus-infected
plants is the prerequisite for understanding the relationship between viruses and
their host plants. Morthern blot analysis combined with polyacrylamide gel elec-
trophoresis is widely used to examine the expression of (si)miRNAs, since it
allows both quantitation of the expression levels as well as determination of the
RNA size. A major drawback of using conventional DNA oligonucleotide probes
in miRNA detection is their poor sensitivity, especially when monitoring expression

From: Methods in Molecular Biology, Vol 451, Plamt Virology Protocols: 217
From Viral Sequence fo Protein Fanction
Edited by G.D. Foster, LE. Johansen, Y. Hong, and PD. Nagy © Homana Press, Totowa, INJ
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Chapter 14
In Situ Detection of Plant Viruses
and Virus-Specific Products

Andrew J. Maunle and Zoltin Havelda

Abstract The ability to combine nucleic acid hybridisation or immunospecific
reactions with structural and ultrastructural analysis of virus-infected tissues has
provided the opportunity to resolve the spatial details of infection with respect to
the production of virus-specific products and the nature of the host response. These
technologies may seem lengthy and complex but offer high rewards in terms of
revealing the details of host—virus interactions not otherwise accessible.

Keywords Plant virus; In situ hybridisation; Immunocytochemistry; Spatial resolution

1 Introduction

Plant viruses infect susceptible host tissues in a progressive mode whereby multi-
plication at the primary infection site is extended through cell-to-cell spread to
become dispersed in a single tissue, and by long distance spread in the vasculature
to achieve a systemic infection. Within the wasculature, virus movement occurs
passively according to sink-source demands in the host plant. Symptoms also differ
between inoculated tissues and distal tissues infected via the vasculature. Hence,
both virus multiplication and the host response to virus invasion are highly spatially
regulated. For example, cells at the edge of an expanding lesion reveal very differ-
ent properties with respect to host zene expression from cells either outside or in
the centre of the lesion (1, 2). Hence, virus infection should be viewed as a dynamic
interaction with the host where the details of that interaction can only be understood
when spatial relationships are taken into account. Since the properties of the inter-
action can vary across single cell boundaries technologies that provide an equiva-
lent level of resolution are required. In situ hybridisation and immunocytoche mistry
provide such resolution

In situ hybridisation involves the hybridisation of tagged RNA probes to target
viral nucleic acids within thin sections of tissue and the detection of the positive
reaction with an antibody recognising the substituted nucleotide used to tag the
RMNA probe. An example of the power of in situ hybridisation is shown in Fig. 1

From: Methods in Molecular Biology, Vil 451, Plant Virology Protocols: 201
From Viral Sequence fo Protein Fanction
Edited by G.D. Foster, LE. Johansen, Y. Hong, and PD. Nagy © Homana Press, Totowa, INJ
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Chapter 9

In Situ Detection of miRNAs Using LNA Probes

Zoltan Havelda

Abstract

A spatial and temporal analysis of miENA accumulation by in situ analyses is the prerequisite of
understanding the precise biological functions of miBMNAs, Since miBMNAs are very short molecules, their in
sitn analysis is technically demanding. Here, we describe a protocol for miBMA in sitn detection in plants
based on LNA-modified oligonuclectides probes. LNA modification significantly enhances the sensitivity
and specificity of miBNA detecting probes and provides relatively easy in sitn miBNA detection.

Eey words: miEMNA, Plant, LMA, In situ hybridization

1. Introduction

Understanding the predise role of miBMNAs in the biological processes
requires the spatial and temporal investigation of mature miBNA
accumulation by in situ hybridization. The technical problem
associated with this technology derives from the length of the
target BMNAs (21-25 nt), which inhibits their reliable and sensi-
tive detection. Locked nucleic acid (LNA) modified oligonucle-
otide-based probes have been introduced to enhance both the
sensitivity and the specificity of miENA detection by northern
blotting, and in situ hybridization (1-3). LNA modifications in
DMNA oligonudeotides bring about a dramatically higher target
affinity and specificity compared to a traditional DNA oligonucle-
otide (4). Using this technology, miBNAs can be detected
rclatively casily in both plant and animals (Fig. 1). Here we
describe a detailed protocol for in situ hybridization of plant
tissue sections using LINA-modificd oligonucleotides as probes.

B.C. Meyera and P.J. Gresn jeda.), Pant MicroRhAs, Methods in Molecular Biclogy, vol. 582
DO 10,1 007/878-1-60E27-006-2_8, @ Humana Press, a part of Springer Science + Business Media, LLC 2010
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Low temperature inhibits RNA silencing-mediated
defence by the control of siRNA generation
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Temperature dramatically affects plant—virus inter-
actions. Outbreaks of virus diseases are frequently
associated with low temperature, while at high tem-
perature viral symptoms are often attenuated (heat
masking) and plants rapidly recover from virus dis-
eases. However, the underlying mechanisms of these
well-known observations are not vet understood. RNA
silencing is a conserved defence system of eukaryotic
cells, which operates against molecular parasites
including viruses and transgenes. Here we show that
at low temperature both virus and transgene triggered
RNA silencing are inhibited. Therefore, in cold, plants
become more susceptible to viruses, and RNA silen-
cing-based phenotypes of transgenic plants are lost.
Consistently, the levels of virus- and transgene-
derived small (21-26 nucleotide) interfering (si)
RMNAs—the central molecules of RNA silencing-medi-
ated defence pathways—are dramatically reduced at
low temperature. In contrast, RNA silencing was acti-
vated and the amount of siRNAs gradually increased
with rising temperature, However, temperature does
not influence the accumulation of micro (mi) RNAs,
which play a role in developmental regulation, sug-
gesting that the two classes of small (si and mi) RNAs
are generated by different nuclease complexes.
Keywords: heat masking/miRNA/RNA silencing/siRNA/
temperature dependence

Introduction

RNA silencing is a sequence-specific post-transcriptional,
gene-inactivation mechanism that operates in diverse
eukaryotes. Accumulation of short (21-26 nucleotide),
complementary  guide RNAs corresponding 1o the se-
quence of target RNA occurs during RNA silencing in
plants and animals (Hamilton and Baulcombe, 1999;
Hammond et al., 2000, Parmrish er al., 2000). These
complementary guide RNAs provide the sequence-speci-
ficity of target RNA silencing. The double-stranded (ds)
RNA-specific enzyme, DICER, produces two types of
guide RNAs, small interfering (s1) RNAs and micro (mi)
RNAs. siRNAs are ds molecules generated from long

@ European Molecular Biclogy Organization
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dsRNAs and mediate defensive responses against mol-
coular parasites [referred to as post-transcriptional gene
silencing (PTGS) in plants and RNA interference (RNAI)
in animals] (reviewed in Voinnet, 2001; Zamore, 2001
Hannon, 2002). miBNAs are single-stranded molecules
excised by DICER from short hairpin precursors and
miRMAs are hypothesized to play a critical role in both
animal and plant developmental regulation (Grishok er af.,
2001; Hutvagner ef al., 2000; Llave er al., 2002; Reinhart
et al., 2002), Both siRNAs and miRNAs incorporate into a
multicomponent nuclease complex (RISC) and guide
RISC to target homologous mRNAs for cleavage at near
perfect base-pairing (Elbashir er af., 2001; Hutvagner and
Zamore, 2002), or for translational repression at partial
complementarity (Reinhart ef al., 2000). In plants, sSiIRNAs
might also act as the specificity determinants for other
complexes, including dsRNA amplification by RNA-
dependent RNA polymerase (RARP), systemic silencing
(see below) and RNA-directed methylation of homologous
DMNA (reviewed in Waterhouse er af,, 2001; Mlotshwa
et afl., 2002).

A good deal of evidence suggests that RNA silencing
plays a natural role in plant defense against molecular
parasites, including viruses (reviewed in Voinnet, 2001).
Virus-induced RNA silencing operates at both single-cell
and whole-plant levels, Accumulation of dsRNA inter-
mediates of virus replication in a plant cell induces
silencing activity, which degrades the dsRNA itsell and
the cognate mRNAs (referred to as cell-autonomous
silencing). Cell-autonomous silencing also generates a
mobile signal that triggers the degradation of homologous
mRNAs in distant cells (systemic silencing) (Palauqui
ef al., 1997: Voinnet and Baulcombe, 1997). Consistent
with the antiviral nature of RNA silencing in plants, many
plant viruses have evolved silencing-suppressor proteins
that block cell-autonomous or systemic silencing (Li and
Ding, 2001). Transgene expression can also trigger RNA
silencing, Virus- and transgene-induced silencing path-
ways are similar except that transgene-derived dsRNAs
are likely generated by a plant encoded RdRP from
aberrant transeripts. Transgene-induced RNA silencing is
widely used in plant biotechnology. Phenotypes of virus-
resistant plants expressing virus-derived sequences and
transgenic  plants, in which an endogenous gene is
inactivated by ectopic expression of sense or antisense
RMNAs, are based on transgene-induced RNA silencing (Di
Serio et al., 2001; Rovere e al., 2002).

Plant—virus interactions are strongly modified by
environmental factors, especially by temperature. High
temperature  is  frequently  associated with  attenuated
symptoms (‘heat masking”) and with low virus content
of virus-infected plants (Johnson, 1922; Hull, 2002). In
contrast, rapid spread of virus diseases and the develop-
ment of severe symploms are frequently associated with
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Aureusvirus P14 Is an Efficient RNA Silencing Suppressor That Binds
Double-Stranded RNAs without Size Specificityf
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KA silencing is & conserved eakaryolic gene regulatory system in which sequence specificity is determined
by small BMAs, Flant RNA sibencing alse acts as an antiviral mechanism; therefore, viral infection requires
expresshm of & silencing suppressor. The mechandsm and the evolutbon of silenching suppression are still poorly
understood. Tombusviras open reading frame (ORF) S-encoded PLIY is a size-selective double-stranded BRNA
(dsBMA) binding protein thal suppresses silencing by sequestering double-strandsd small interfering BNAs
(siR™MAL), the specilicity determinant of the antiviral silencing system. To better understand the evolution of
silencing suppression, we charncterized the suppressor of the type member of Aurensviruses, the closest
relatives of the penus Tombusvirns. We show that the Pothor leterr virns (Pol.V) ORF S-encoded P4 is an
cfficient suppressor of both virus- and transgene-induced silencing. Findings that in vitre P14 binds dsRNAs
and donble-stranded sIRMAs without abvions size selection sugpest that P14, unlike PI9, can suppress
sllencing by sequestering both long dsBRNA and double-steanded sIRMA components of the silencing maehin-
ery, Indesd, P14 prevents the accumulation of hairpin transeript-derived siRMAs, indicating that P14 inhibits
inverted repeai-induced silencing by binding the long dsBNA precursers of siRNAs. However, viral silRNAs
aooumulate o high levels in PolYeinfecied plants; therefore, P14 might inhibit vims-indoced silencing by
seqquestering doublessiranded siRNAs. Finally, sequence analyses suggest that P14 and P19 suppressors
diverged from an ancient dsENA hinding suppressor that evelved as o nested protein within the commn

ancestor of aursusvims-tombusvirns movement proteins,

BMA silencing {alse termed posttranscriptional gens silemc-
g In plants ad RNA interference in animals) s a conserved
cukarvedic gene insctivation sysstem thal plays regulatory roles
i iy hiu:llr-pc;;ll Prisce s inL‘IluIing |:||_'|.'|.'I|1|'|r|1|:r.|l, mivinges
nance of genome stability, and antiviral responses (1, 6, 12, 25,
543 RMA silencing i induced by accumulation of double-
stranded BMAs (dsRMAs) dsRMNAs are first processed by an
RMaze I1-like meclease called DICER (in planmts termed
DICER-LIKE, or DCLY Ginto shaert (21 w0 2% pucleotide [nr])
BMAs and then these short RMAsS incorporate and guide
diferent sibencing eflector complexes 1o homologoes nucke
acids for suppression (I, 6, 12, 16, 25, 34), In plants, RNA
silencing acts at both single-cell {cell-nuionomous silencing)
amnd at whole-plant (svstemic silencing) levels. Cell-autono-
ks silencing inactivates genes in the cells in which dsRMAs
aocumulated. Moseover. cell-autonomous silencing generates
aobile silencig signals that confer suppressson of homokagous
mBNAS in neighboring cells (shorl distance) and in distant
fissnes (long-distance systemic silencing) (29, 31, 32, 54),

DICERs ¢can process dsEMAs into two funciionally different
small BNAs, micro-BNAs (miRMNAs) and small interfering
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ogy Center, Plant Science Instinete, PO Beo 410, H-2000 Gadaolls,
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RMAs (siRNAS) miRMNAS are involved in the contral of many
endogenous protein-cncoding mBEMNAS, while siRMNA: mainly
play @ roale i suppression of molecular parasiies such as trans-
PsOg, LRinsgenes, el viruses (2, 6y 12, 16, 25} In Anchidep-
sis, matured miRNAs are 21 10 Z2-nibong singhe-stramded
BMNAs (ssRMAs) that are exgised from endogenous hairpin
RMA precursors by DCLL (60} siBMAs, which are penerated
Frivm long dsRMNAs, accumulate as short {21 to 22 nep or kong
(23 o 25 o) double-stranded mobeeulbes having 2-nt 3' over-
liamga.

miRMA- and shorl siRMA-medmted silencing pathwas
sharg compements. HBoth “rpq,-_n-:hf:m,'lll RBMAs are im:l:u'pnr.,ut,::l
intor and puide a multicomponent neclense {RNA-induced si-
lencing complex, or RISC) to homologous mREMNAs for sup-
pression. RISC eleaves targeted mRMA in the case of (near)
perfect base-pairing between mRNA and guide RNA. When
e puide BNA B only partially complementary to the mRNA,
RISC maediates translational repression (2, 6, 12). RN As alio
gumde other silencing effecior complexes, In addition o RISC,
short siEMAs are supposad 1o provide sequence speciticity for
n host-gneoded RNA-dependent RNA polymerase that trans-
forms homologous mBMAs into dsBENAs, thus amplifying si-
leneing. Morcover, short siBNAs could be invalved in shaort-
distance systemic silencing (15, 18). Long stRMAs would play a
rode in hong-detance systemic silencing [15) and in ranserip-
tional silencing by directing the histone/IINA methylatson of
homobogous DMNA (7, 15, 25, 51),

RMA silencing ploys an antiviral role in plants, in insects,
and perhaps in other eukarvetes (2, 13, 22, 37, 46, 39), DCL2
and perhaps other DCL engymes generate viral sifNAs from
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