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BEVEZETES

Az RNS silencing egy eukariotakban konzervalt, szekvenciaspecifikus gén-inaktivacios
rendszer, amelyet dupla szala RNS-ek indukalnak (Baulcombe, 2004).

A silencing kulcsmolekulai a hosszabb dupla szala (dS)RNS-ekrél képz6dé révid RNS-
ek, az un. kisRNS-ek. A novényekre jellemz6 sajatossag, hogy a kisRNS-ek metildlodnak a 3'
végen. A metilaciot Arabidopsis thaliana-ban egy sejtmagi fehérje, a HEN1 végzi, és ez a
1épés elengedhetetlen a kisRNS stabilitasa és funkcioképességének érdekében (Yu et al.,
2005).

A novényekben az RNS silencing nagyon hatékony antiviralis rendszerként is mitkddik.
Ennek soran a virus dsRNS formaibol a kisRNS-ek vagodnak ki (siRNS-ek), majd ezek
fehérje-komplexekbe épiilve a virus RNS-einek elvagasat, és ezzel a fertdézés visszaszoritasat
iranyitjak. Ezért a legtobb virus rendelkezik un. silencing szupresszor fehérjével, ami
sziikséges a novényi védekez6 rendszer legyézéséhez és ezaltal a sikeres fertézéshez (Ding
and Voinnet, 2007). A silencing szupresszorok zome KkiSRNS-eket kot, ezzel kivonva a
virusrol keletkez6 siRNS-eket, és meggatolva az antiviralis komplexek felépiilését (Lakatos et
al., 2006).

Az RNS silencing ezenkiviil szertedgazo6 szabalyozo funkciot 1at el a sejtfolyamatokban.
A génszabalyozasban részt vevé kisRNS-ek legfébb osztalya az tn. mikroRNS-ek (miRNS),
melyek a MIR gének transzkriptumainak dupla szalt régi6ibol vagodnak ki (Voinnet, 2009).

Az antivirdlis és endogén utvonalak atfednek. gy a silencing szupresszorok az
antiviralis Utvonal géatldsakor megzavarjak a novény sajat génszabalyozésat is. Ez lehetdvé
teszi szamunkra, hogy a szupresszorok segitségével endogén folyamatokat tarjunk fel.

Kiilonb6z6 kisSRNS-koté silencing szupresszorokat termeld transzgenikus novényekben
leirtak, hogy a miRNS-ek metilacidja részlegesen gatolt (Yu et al., 2006). Ebben a munkaban
két szupresszor, a p19 és HC-Pro hatdsdban lényeges kiilonbségek nem mutatkoztak. A p19 a
Tombusvirus-ok (Vargason et al., 2003), mig a HC-Pro egyes Potyvirus-ok silencing
szupresszora (Ruiz-Ferrer et al., 2005). A két viruscsoport eltér6 genomszervezodési és
kiilonboz6 replikacios stratégiakat hasznal (Hull, 2002). Mindkét viruscsoport citoplazmas
anyagcserét folytat, és sejten beliili lokalizacidjuk szigoraan meghatarozott (Wei and Wang,
2008) (Burgyan et al., 1996). Mindez felvetette a kérdést, hogy vajon a virusok a fert6zés
folyaman is gatoljak-e a kisRNS metilaciot, illetve hogy hogyan interferalhatnak citoplazmas

silencing szupresszorok sejtmagi folyamatokkal.



Vizsgalataink soran a p19-et kodolo Carnation italian ringspot virus (CIRV) és a HC-
Pro-t kodolé Tobacco etch virus (TEV) kisSRNS metilaciora gyakorolt hatasat Nicotiana

s

tanulmanyoztuk a miRNS-tartalma fehérjekomplexek stabilitasara.

CELKITUZESEK

A pl19 és HC-Pro szupresszorok transzgenikus rendszerben részben gatoljak a kritikus
jelentdségli kisRNS metilaciot, amelyet a HEN1 sejtmagi fehérje végez. A (+)RNS virusokra
citoplazmas anyagcsere jellemz0, a sejtmagi folyamatok gatlasa ellentmondasosnak tiint, ezért
a kovetkezd kérdéseket szerettiilk volna tisztdzni természetes rendszerben, virusfert6zés
folyaméan:

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

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

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

4. Van-e kiilonbség az endogén ¢€s a virus eredetli kisSRNS-ek metilaciojaban?

MODSZEREK

Northern blot

A nukleinsav kivonatokat 12%-os denaturalo poliakrilamid gélelektroforézis utan
nitrocellul6z membranra blottoltuk, és specifikus radioaktiv probikkal mutattuk ki a
megfeleld kisSRNS-eket. A radioaktiv jeleket az Amersham Storage Phosphor Screen lemezén
rogzitettilk, a gyartdo Storm 840 szkennerével detektaltuk, és ImageQuant szoftverrel

értékeltiik

Western blot
A fehérje kivonatokat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el,
majd polivinil-difluorid membranra blottoltuk. A HC-Pro (His-tag-elt) kimutatasat anti-His

antitesttel, a p19 kimutatasat anti-p19 szérummal végeztiik.



Sejtfrakcionalas

A sejt-frakcionalasokhoz a Sigma Cell Lytic Plant Nuclei Isolation/Extraction Kit-et
hasznaltuk, alapvetden betartva a gyartd ajanlasait a "semi pure" sejtmag izolalashoz. A
tesztnovényekbdl készitett homogenatumokbol ép sejteket nyertiink ki, majd lizaltuk oket
Tween-20-al. Ezutan a lizdtumokat 2,3 M-os cukorparnara rétegeztiik, és centrifugalassal

elvalasztottuk a sejtmagokat a citoplazmas frakciotol.

B-elimindcid
A KkisRNS-ek 3’ végi metilaciojat B-eliminacioval mutattuk ki. A reakcio két hidroxil-
csoportot igényel a 3’ rib6ézon. Egy perjodattal végzett oxidacid felnyitja a riboz-gytrit, majd
az ezt kovetd inkubacid lugos kozegben lehasitja a 3’ nukleozidot, ily moédon az RNS
lerdvidiil. Amennyiben az RNS metilalt, ellendll az oxidécionak és a B-eliminédcionak, és

mérete nem valtozik.

Acgroinfiltracid

A gének atmeneti termeltetését novényben Agrobacterium tumefaciens infiltracioval

veégeztiik.

Ko-immunoprecipitacid

A HC-Pro ¢és p19 altal kotott kisSRNS-eket ko-immunoprecipitacio segitségével nyertiik
ki. Az eljaras soran a szupresszorokat specifikus antitest segitségével Sepharose-ProteinA
matrixhoz kotottiilk. Leoldasuk utan fehérjét és RNS-t izolaltunk az eludtumokbdl, és azokat

Western- és Northern-blottal vizsgaltuk.

Gyors fehérje folyadékkromatografia (FPLC)

A PO altal indukalt silencing-komplex destabilizaciojanak vizsgalatahoz FPLC eljarast
alkalmaztunk. Az agroinfiltralt és kontroll levelekbdl készitett kivonatokat Superdex 200-as
oszlopon kromatografaltuk (Pharmacia) az infiltralas utan 2 illetve 4 nappal, tehat a
fehérjekomplexeket méret szerint frakcionaltuk. A frakciokbol fehérjét és RNS-t izolaltunk,
¢s vizsgaltuk azok kisRNS, szupresszor, valamint Argonautel tartalmat Northern- és
Western-blottal.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
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2)

3)
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5)
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7)

8)

A HC-Pro és a pl9 transzgenikus rendszerekben hasonld mértékben gatolja a
miRNS metildciot. Munkank sordn bizonyitottuk, hogy ezzel szemben a
virusfertézés folyaman a CIRV-nek csupéan csekély hatdsa van a TEV-hez képest a
kisRNS metilaciora. Ezzel bemutattuk, hogy a szupresszorok in natura mas hatast
fejtenek ki, mint transzgenikus rendszerekben.

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

Megallapitottuk, hogy a TEV jelenléte teljes mértékben gatolja a virusrdl keletkez6
SIRNS-ek metilaciojat, részben gatolja egyes mMIRNS-ek mindkét szalanak
metilacigjat, mig mas miRNS-ek metilacidjara nincsen hatassal. A HC-Pro csak
azoknak a kisRNS-cknek a metilacidjat gatolja, melyeket megkot. Feltételezziik,
hogy a HC-Pro verseng a kiSRNS-ek kotéséért a metiltranszferazzal.

A TEV-vel szemben a CIRV fert6zés nem gatolja a miRNS-ek metilaciojat, a virus
eredetli siRNS-ek metilaciojat is csak kis mértékben. A pl9 a fert6zés soran
gyengén koti a miRNS-eket és nagy hatékonysaggal a virus eredetii siRNS-eket. A
p19 csak a virdlis siRNS-ekért verseng a metiltranszferazzal.

Mindkét virus esetében a szupresszor fehérje kisRNS-kotd aktivitasa a felelds a
metilacio gatlasaért. A KiSRNS-kotésre nem képes szupresszor mutansok nem
befolyésoljak a kisRNS metilaciot.

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

Bizonyitottuk, hogy N. benthamiana-ban a CIRV eredetii siRNS-ek metilacioja
teljes mértékben, a miRNS-ek metilacidja legaldbb részben a citoplazmaban
torténik. Ez indirekt bizonyiték egy citoplazmaban aktiv metiltranszferaz létezésére
N. benthamiana-ban.

A két szupresszor 6nmagaban, tranziens transzgén expresszio folyaman egyforma
erOsen képes gatolni a metilaciot, a virusfertézés soran viszont nem.
Megallapitottuk, hogy a szupresszorok csak akkor gatolhatjdk a metilaciot, ha egy
idében ¢és egy helyen vannak a termelédd kisRNS-el. A kisSRNS-ek duplex formaja

egyediili szubsztratja a szupresszoroknak, fizikai elérhetdségiik elofeltétele a



metilacio gatlasanak. Az elérhetéséget a szupresszor és a kisRNS duplex
kompartmentalizacidja szabja meg.

9) A BWYV PO szupresszoranak vizsgalata soran kapott eredményeink arra utalnak,
hogy N. benthamiana-ban egyes mMIRNS tartalmt, nagy molekulatomegii
komplexek féléletideje 2-3 nap kozé tehet6. Ezek a komplexek valdsziniileg
megfelelnek a poszt-transzkripcionalis silencing végrehajto  komplexeinek.,

felépitésiik nagyon hasonlé lehet az antiviralis komplexekéhez.

KOVETKEZTETESEK

Munkankkal ravilagitottunk a szupresszorok kisRNS metilaciora gyakorolt eltérd
hatasara transzgenikus ¢és virusfert6zott rendszerekben. Indirekt bizonyitékot talaltunk egy
citoplazmaban miikodd kisRNS-metiltranszferdz létére, mely valdszinlileg a citoplazmas
virusokrdl keletkezds siRNS-eket és a miRNS-ek részét is metildlja. Eredményeink
megmutatjak, hogy a novényi virusok, illetve azok szupresszor fehérjéi eszkozként
hasznalhatéak a ndvényi anyagcsere-ttvonalak felderitéséhez is, valamint felhivjak a
figyelmet arra, hogy a transzgenikus rendszerekbdl nyert informdacidok hianyosak, vagy
félrevezetoek lehetnek, ezért kiemelt fontossdgi a természetes rendszerekkel valo

parhuzamba allitasuk.
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