A PALYAZAT EREDMENYEINEK BEMUTATASA.

A virus gazda kapcsolatban fontos szerepet jatszo az RNS silencing generalta Kis

RNS-ek meghatirozasa, jellemzése

Az RNS silencing egy géninaktivacios mechanizmus, amely szinte az 0sszes
eukariota szervezetben miikodik, és magaba foglalja az allati RNS interferencia
€¢s a ndvényi poszt-transzkripcionalis géncsendesités jelenségét. A jelen
palyazat célja a virus indukalta RNS silencing szerepének molekularis szintii

megismerése a virus-novény kapcsolatban.

Els6 1épésként a virusgenomrol szarmazoé kis RNS feltérképezését végeztiik el. Ebbdl
a célbol a nagy hatékonysagi 454 (Life Science), illetve a Solexa (Illumina)
technoldgidkat alkalmaztuk, amelyek egyetlen futtatassal tobb szazezer (454), illetve
tobb milli6 (Solexa) kis RNS szekvencidjat képes meghatarozni. Kisérleti
rendszeriinkben a Cymbidium ringspot virust (CymRSV) és silencing szuppressor
mutansat (Cyml9stop) hasznaltuk. Mindkét virussal Nicotiana benthamiana
novényeket fertéztiink. A fert6zott ndvényekbdl izolaltuk 21-26nt RNS-eket, majd az
izolalt RNS-ek szekvencidit kétféle nagy ateresztOképességli modszerrel (454 illetve
Solexa szekvenalas) hataroztuk meg. A szekvenciaknak a virus genomra valo in silico
térképezésével kapott kis RNS profilok dsszehasonlitasdval megallapitottuk, hogy a
virus RNS pozitiv szalarél nagyobb mennyiségben képzddnek kis RNS-ek, és a
genom kiilonb6zd régioirdl szarmazod kis RNS-ek mennyisége is jelentdsen eltér
egymastol, ebbdl a szempontbdl Un. forrd pontok azonosithatok. Bar mindkét
modszerrel (454 és Solexa) kapott szekvencidk elemzése ezt mutatta, a profilok
eltértek egymastol, és a kisérleti (hibridizacios) eredményekkel vald dsszevetés soran
a Solexa moddszerrel kapott kis RNS profil bizonyult megbizhatobbnak. Nem volt
azonban szamottevd kiilonbség a vad tipusu illetve a szuppresszor-mutans virussal

fert6zott novények kozott a virus-eredetii kis RNS-profilban.

Valoszintisitettiik, hogy a pozitiv szali RNS erds masodlagos szerkezete felelOs a
pozitiv szalua kis RNS-ek talsulyaért. Predikcios algoritmusokkal azonban nem
tudtunk egyértelmiien feleldssé tehetd szerkezeti elemeket azonositani. Ennek egyik
lehetséges oka, hogy egymastdl tavol esd régiok komplementaritasa jatszik szerepet a

struktirak kialakulasaban. A kisérleti uton (Solexa) meghatarozott kis RNS



szekvenciakbdl potencialisan kialakulni képes duplexeket prediktalva igazolodott,
hogy a pozitiv szalrol joval tobb ilyen duplex-képzésre hajlamos kis RNS szarmazik,
mint a negativrdl, és a duplex-képz6 parok tagjai gyakran a genomon egymastol tavol

helyezkednek el.

A Kkis RNS-ek hossziusag-eloszlasanak elemzése megmutatta, hogy a virus
szuppresszor mutacioja a 22 nukleotid hosszisagu termékek mintegy kétszeres
tulstlyat eredményezi a 21 nukleotid hosszisaguakkal szemben, mely utdbbiak a vad
tipust virussal fert6zott névényben nagyobb szdmban jelennek meg, mint a 22
nukleotid hosszuak. Ez arra utal, hogy a kis RNS-ek képzddéséért feltehetd a Dicer
Like (DCL) 4 illetve DCL2 névényi dicer komplexek a feleldsek.

A ndvényi genom ¢és virus kisRNS szekvencidk Osszehasonlitasaval olyan mRNS
szekvencidkat valoszintsitettiink a Solanaceae csaladba tartozé novényfajokban,
amelyek a CymRSV kis RNS-ek potencialis célpontjai lehetnek. Jelenleg ezeknek a

potencialis targeteknek a kisérletes azonositasa folyamatban van.
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Az RNS silencing-en alapulé antiviralis valasz molekularis mechanizmusanak

feltarasa

Virus induced RNA silencing
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1. Abra. Az virus indukalta RNS silencing egyszeriisitett modellje.

A virus indukalta RNS silencinget duplaszala RNS-ek, illetve egy szali RNS-en megtalalhato
lokalis kétszalu (ds) strukturai indukaljak, amelyeket Dicer komplex processzal 21-24 nt
hosszt siRNS-ekké. Ds virus RNS-ek a virus replikacio (viralis RNS fiiggd RNS polimeraz,
RdRp) koztes termékei, illetve a ndvényi RNS fiiggdé RNS polimeraz (plant RdRp)
produktumai. A keletkezett virus siRNS-ek beépiilnek a ndvényi RISC komplexbe aktivalva
azt. A siRNS aktivalta RISC complex a siRNS szekvencia alapjan talalja meg a virus
genomot amelyet inaktival target hasitassal vagy transzlacios gatlassal.

Az RNS silencingen alapuld antiviralis vélasz jelenlegi modellje szerint (1. Abra) a
virus siRNS-el programozott RISC komplex gatolja a virus genom expressziojat, oly
moddon, hogy gatolja annak transzlacidjat, vagy hasitja azt. Vizsgalataink
megkezdésekor azonban nem volt volt ismert, hogy a két hipotetikus lehetdség koziil
melyik a jellemzd. Ehhez a feladathoz virus-specifikus szenzor konstrukciokat
készitettiink oly modon, hogy GFP-t kdédolé6 ORF-hez a virus kiilonbozd részeit
reprezentald szekvenciat kapcsoltunk. Ezeket a konstrukciokat agroinfiltracios

madszerrel juttattuk be és fejeztiik ki a Cym19stop mutans virussal fertézott ndvény



kigyogyulast mutato (recovered) leveleibe. Mértiik a szenzor konstrukciokrol irodott
MRNS-t ¢és az expresszalt GFP fehérjét Northern ¢és Western analizissel.
Megallapitottuk,  hogy  virus  SIRNS-ekkel  tolttt  RISC  komplexek
szekvenciaspecifikusan hasitjdk a szenzor konstrukcidkat, tehat csokkent

génexpresszid a szenzor molekuldk RISC hasitasanak kovetkezményeként.

Sensing the viral siRNA programmed RISC
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2. Abra. Virus siRNS programozott RISC komplexek aktivitisanak érzékelése szenzor
molekuldkkal. A novényeket két silencing szupresszor mutans virussal (Cyml9stop illetve
PoLV14 stop) fert6ztiik. A novények az elsddleges tiinetek megjelenése utan kigyogyultak a
virusfertézés okozta tiinetekbdl, jelezve az RNS silencing aktivalasat a kigyogyult vagy
gyenge tlineteket mutatd levelekben. Ezekben a levelekben expresszaltattuk a szenzor RNS-
eket agrobaktériumos infiltracioval. A homolog targetszekvenciat (homolog virus
szekvenciat) hordozod szenzorokat hatékonyan hasitottdk a virus siRNS aktivalta RISC
komplexek, akadalyozva a GFP expressziot, amelyet jol kdvethetiink GFP fluoreszcencia,
GFP fehérje felhalmozodas és szenzor mRNS hasitasanak kovetésével. A hasitott mRNS-ek
jol lathatéak a homolog (virus-sensor) kombinaco esetében (2 és 3 csatornakban csillaggal
jelolt RNS savok).

Tovabba megéllapitottuk, hogy szenzor konstrukciokba integralt 190 nt hosszu virus
szekvencidk nem minden régioban vagodtak el. RISC véagasokat kizarolag egy 40 nt
hosszii szakaszon azonositottunk. Ezt ugy tudtuk meghatarozni, hogy sikeriilt
klonozni a vagasterméket, majd a szekvencia meghatarozassal azonositottuk a vagasi

pontokat. Azt is igazoltuk, hogy a vagasi forr6 pontok kialakuldsaért feltehetéen a



target RNS masodlagos szerkezete a felelds. Ismert ugyanis, hogy a RISC medialta
hasitast a target RNS erds masodlagos szerkezete nagyban gatolhatja. A target virus
RNS hasitasat a természetes virus fertézés esetében is meghatdroztuk, az elhasitott
virus genom klonozasaval és szekvendldsaval. A szenzor RNS-ek hasitdsi helyei
megegyeztek a természetes virusfertdzésben azonositott hasitasi helyekkel, igazolva a
szenzor RNS-ekkel végzett vizsgélatainkat. Az eredményeket Osszegezve
megallapitottuk, hogy a virus indukalta RNS silencing a virus RNS hasitasaval gatolja

a virus genom expressziojat.

Vizsgalataink sordn egy nem vart, tobb szempontbol fontos megfigyelést is tettlink.
Ismert, hogy természetes virusfertézés esetén megfigyelheté egy gazda virushoz
(CymRSV)-hoz tarsult tgynevezett satellit RNS, amely a gazdavirus segitségével
replikalodik mintegy parazitalva azt, és jelenlétével gyengiti a CymRSV fertézés
egyebként stlyos, sokszor letdlis tlineteit. Részletes vizsgalatok ellenére nem volt
ismert az a mechanizmus, amely kontrollalja a gazda virus és parazitaja (satellit RNS)
felhalmozodasat. Kisérletink soran feltartuk, hogy a gazdavirus (CymRSV) a virus
indukalta silencing segitségével kontrollalja parazita satellit RNS-ek felszaporodasat.
Azonositottuk azt a gazdavirusrl szarmazo siRNS-t, amely a RISC komplexbe
beépiilve hasitja a satellit RNS-t, meggatolva annak talzott felszaporodésat.
hasitast és fokoztuk a parazita molekula felhalmozdodasat.

Ez a felismerés jelezte a virus kiilonleges adaptacios képességét, vagyis, hogy a
CymRSV, a parazita satellit RNS és a novény ko-evolucidja soran az antiviralis RNS
silencing kihasznaldsaval kialkult egy olyan egyensuly a virusfertézott ndvényben,

amely mind harom résztvevd szamara biztositja a tulélés és ez altal a fennmaradast.
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Silensing suppresszor fehérjék jellemzése

A palyazat soran részletesen vizsgaltuk a harom legismertebb RNS silencing
szuppresszor fehérjék (tombusvirusok kodolta p19, potyvirusok kédolta HC-Pro és
closterovirus kodolta p21) aktivitasdnak molekularis mechanizmusat. Ezekhez a
vizsgalatokhoz a laboratériumunkban korabban kidolgozott Drosophila embrid és
ndvényi in vivo rendszereket alkalmaztunk. Megallapitottuk, hogy mindharom
szupresszor fehérje a siRNS kotésével és kititralasaval megeldzi a RISC komplexek
kialakuldsat és gatolja az RNS silencing alapt antiviralis védekezési mechanizmust.
Tovabba in vivo és in vitro kisérletekkel azt is bizonyitottuk, hogy mind a harom
(p19, HC-Pro és p21) silencing szupresszor fehérje hatastalan, ha RISC komplex mar
Osszeépiilt a siRNS-el és egyszali siRNS mulekuldt tartalmaz. Kisérleteinkbe
bevontuk az Arabidopsis thaliana modell névényt is fert6z6 dohanymozaik virus (cr-
TMV) silencing szupresszor fehérjéjének azonositasat és jellemzését is, mivel igy
felhasznalhattuk a rendelkezésre allo, silencing utvonalban mutdns ndvényeket is.
Meghatéroztuk, hogy a virus genom elsé ORF-je kodolta a 122 kDa (p122) méretii
fehérje hatékonyan géatolja az RNS silencing utvonalakat. In vitro siRNS kotési
kisérletekkel és in planta vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a pl22 fehérje
méretspecifikusan koti a kétszallo siRNS és miRNS intermedier duplexeket,
amelyeket 19 nukleotid (nt) hosszt duplex struktira €s 2 nt hossza 3¢ tilnyalo
szerkezet jellemez. A pl122 szupresszor siRNS és miRNS intermedier duplexek
kotésén keresztiil meggatolja a RISC effektor komplex kialakulésat, és ez altal az
antiviralis silencing alapil ndvényi valaszt, illetve gatolja az egyes gének a miRNS-
ken keresztiil megvalosuld szabalyzasat. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a siRNS és
miRNS kotésével nem csak a RISC komplexbe vald beépiilést gatolja a pl22
silencing szupresszor fehérje, hanem ezeknek a kis szabalyz6 RNS-eknek a 3°
metilaciojat is. A nem metilalt kis RNS-ek gyorsan lebomlanak, igy nem tudnak
beépiilni a RISC komplexbe és aktivalni azt. Vizsgéalatainkkal azt is igazoltuk, hogy
miRNS metilacidja nemcsak sejtmagban megy végbe (mint az kordbban vélték),
hanem a citoplazmaban is.

Megallapitottuk, a siRNS kotésen alapulo RNS silencing gatlas a ndvényi virusokra

altalanosan jellemzd.
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Virus kodolta silencing szuppressor fehérjék hatasa a miRNS-ek és siRNS-ek

altal kontrollalt endogén RNS silencing utvonalakra

Ismert, hogy a silencing szupresszor fehérjék egy jelentds csoportja a siRNS-ek és
miRNS ds intermedier formajat kotve feltétlezhetden gatolja/gatolhatja az RNS
silencing kialakulasat. Ez az interakcid a szupresszor fehérje €s az endogén silencing
utvonalak kozott megzavarhatja a gazdandvény normalis fejloddését és a virus fertdzés
okozta tlinetek magyardzataul is szolgalhat, amelyek molekuldris hattere az esetek
tulnyom6 tobbségében nem ismert. Vizsgalatainkba, két altalunk korabban jol
jellemzett silencing szupresszor fehérjét vontunk be, nevezetesen a Tobacco etch
virus HC-Pro fehérjét és Carnation Italian ringspot p19 fehérjét. Mindkét szupresszor
fehérje a ds siRNS kotésén kerésztiil gatolja az RNS silencinget. Nem volt ismert
azonban, hogy ezek silencing szupresszor fehérjék, hogyan hatnak az endogén
miRNS utvonalra természetes virusfert6zés esetén.

A két virus kompartmentalizacidja a virusfert6zott ndvényben jelentdsen eltér. Mig a
CIRV a mitokodrialis membranbdl atalakult a citoplazmatdl szinte teljesen elzart
vesikulumokban replikalodik, addig a TEV az endoplazmatikus membranhoz
kapcsolddo replikacios komplexekben. Vizsgalatunk célja a két virus szupresszor
hatasanak vizsgalata természetes virusfertézés esetében. Megallapitottuk, hogy mig a

TEV Hc-Pro jelentdsen gatolja a miRNS és virus siRNS biogenezisében fontos



szerepet jatsz6 3¢ végi metilaciot a duplaszali miRNS intermedierek kotésén
keresztiil, addig a p19 szupresszor fehérjének alig van kimutathat6 hatdsa a miRNS
érésre  de gatolja a virus siRNS  metilacidjat.  Sejtfrakciondldsos  és
immunoprecipitacios vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a természetes virus fertdzés
esetében a silecing szupresszor fehérjék hatdsa az endogén miRNS tutvonalakra

crcr

szupresszorok hatasmechanizmusat a 3. abran foglaltuk ossze.

A HC-Pro és P19 silencing szupresszor fehérjék hatasa az RNS silencing
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3. Abra. Egyszerisitett modell a HC-Pro és P19 silencing szupresszor fehérjék
hatasmechanizmusanak bemutatisara. Az abra bal oldalan a fejlddésben fontos szerepet jatszo
miRNS-ek biogenezise lathatdo (Developmental regulation). A prekurzor miRNS
transzkriptumbol a DCL1 nevii dicer kihasitja a ds miRNS intermedier molekulat, amelyet a
HEN1 metiltranszferaz metilal a 3’ végen, ami biztositja miRNS-ek stabilitasat a sejtben.
Majd a ds miRNS inetrmedier beépiil a RISC komplexbe ahol a feketével jeldlt csillag szal
elimindlodik és az érett szal (piros) szekvencia komplementaritas alajan kapcsolodik a target
MRNS-hez, aminek a kifejez6dését gatolja hasitassal vagy transzlacios gatlassal. Az dbra jobb
oldalan az antiviralis valasz (Defence) sematikus modellje lathatd. A ds vagy az erds
masodlagos szerkezettel bird virus RNS-eket a DCL4 és DCL2 dicerek hasitjak ds siRNS-
ekké, amelyek hasonléan a miRNS inermedierekhez metilalodnak a HEN1 altal és a RISC
komplexbe beépiilve iranyitjak a virus RNS szekvenciaspecifikus degradacojat. Mig a HC-
Pro képes mindkét Gtvonal gatlasara a si/miRNS-ek megkotésével, addig a p19 1ényegében
csak a silencing alapu antiviralis valasz képes gatolni és nincs lényeges hatdsa a miRNS
utvonalra.
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