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1. A munka elozményei, a kitiizott célok

A novényi virusok fontos mezdgazdasagi kartevok. A védekezésben
jelentds szerepe van a rezisztens, tolerans ndvények eldallitdsanak és a
virusmentes szaporitdanyag hasznalatanak. Ennek eléréséhez nélkiilozhetetlen a
novény-virus kapcsolatok megismerése. A molekularis ndvény virologiai
kutatasok célja ezeknek az interakciok feltérképezése molekularis szinten. Az

egyik fontos antiviralis védekezési rendszer novényekben az RNS csendesités.

A novényi RNS csendesités a DICER LIKE (DCL) éltal hasitott kis
RNS-ek képzésével inicializalodik, azokat a HUA ENHANCER1 (HENI1)
metilalja, majd ARGONAUTE (AGO) génekbe toltddnek, ami koriil kialakul az
RNA INDUCED SILENCING COMPLEX (RISC). Emellett 1étezik egy RNS
fliggd RNS polimerdz (RDR) utvonal, ami a csendesités hatasit fokozza
masodlagos kisRNS-ek érlelésével. Az RNS csendesités mechanizmusa

konzervalodott az eukariotak tobbségében (Meister & Tuschl 2004).

A KkisRNS-¢k az RNS csendesités kozponti molekulai. A kanonikus
KisSRNS-ek két fajtaja ismert: a miRNS-ek és a siRNS-ek. A siRNS-ek kozé
tartozik a virdlis siRNS (vsiRNS) és a transz aktiv siRNS (tasiRNS). A siRNS
lehetnek elsddlegesek vagy masodlagosak (Vaucheret et al. 2006). A kiSRNS-ek
biogenezisére jellemzd hogy azokat kettdsszalt RNS-rdl (Fire et al. 1998), vagy
erdsen strukturalt egyszalt RNS-r6l (Molnéar et al. 2005, Bartel 2004) hasitja ki
egy RNaz III tipusu endonukledz, a DCL. A kisRNS-ek stabilitasaért a HEN1
altal a 3* végen végzett 2°-O-metilaco a felelds (Park et al. 2002, Yu et al.
2005). Metilaci6 hianydban a kisRNS-ek 3°-5° exonukledz hatasara
degradalodnak (Kamminga et al. 2010). A KkisSRNS-ek ezutan az
AGORGONAUTE fehérje csalad egyik tagjaba toltédnek (Vaucheret 2008), és
igy képesek a veliik reverz komplementaritast mutatd célpont RNS elhasitasara
vagy annak transzlacios gatlasara (Rivas et al. 2005, Wilczynska & Bushell
2015). Novényekben egy elhasitott RNS-r6l Gjabb kisRNS-ek képzddhetnek. Az



RDR fehérjék szerepe az egyszdli RNS komplementer szaldnak szintézise

(Schiebel et al. 1998).

A Nicotiana benthamiana a névény virologia modellnovénye, melyet
széleskoru virusfogékonysaganak koszonhet (Bally et al. 2015, Nakasugi et al.
2013).

A virusokrdl szubcellularis fert6zé nukleoproteinek, obligat parazitak,
sajat anyagcseréjilk nincs. A virusok 4ltalanos jellemzdje, hogy képesek a
gazdanovényt megfertdzni és azon betegséget kivaltani. A Cymbidium
gyurisfoltossag virus (CymRSV) egy tombusvirus (Hull szerk. 2014). Az 6todik
nyitott leolvasasi keret kodolja a kutatdsaink kdzpontjdban szerepld pl19 nevil
RNS csendesités szupresszor (Grieco et al 1989). A pl19 képes megkétni a
kisRNS-eket és ezaltal gatolni az RNS csendesitést (Silhavy et al. 2002). A
kisRNS kotés szempontjabol a méret €s a kettdsszal fontos, a 2 nt hosszusagu 3’
talnyulassal nem (Vargason et al. 2003). A p19 nem gatolja a DCL hasitas, de a
HENT1 kozvetitett metilacié és az AGO kotést igen (Lozsa et al. 2008, Lakatos et
al. 2004; Lakatos et al. 2006).

Kutatasaink soran kivancsiak voltunk:

1. Képes-e a pl9 virusfertézés soran is novényi kisRNS-t kdtni és ezzel

hozzajarulni a tiinetek kialakitasahoz?

2. Mivel magyarazhat6 a CymRSV tiinetek és a pl9 transzgenezis okozta

fenotipus kozotti kiilonbség?
3. Milyen kisRNS-eket kot meg preferencialisan a p19?

4. Mivel magyardzhatdo a CymRSV ¢és a Cym19stop kozotti virdlis kisRNS

méret megoszlasbeli kiilonbség?

5. MiaDCL2 és a DCL4 szerepe a CymRSV-vel szemben?
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6. A pl9 kotésnek milyen hatasa van a kisSRNS-ek AGO-ba t6ltédésére?

2. Anyag és Mddszer

A virusfertézést Dalmay et al. (1993) altal leirt CymRSV és a Szittya et
al. (2002) altal leirt Cym19S plazmid konstrukciok felhasznalasaval a cikkekben

leirtakkal megegyezé mddon végeztiik.

Agroinfiltracios kisérleteinkhez felhasznalt konstrukciok az alabbiak
voltak: GREEN FLURESCENT PROTEIN (GFP) (Brigneti et al. 1998), annak
GF szegmensét palindrom hordoz6 konsturukcio (GF-IR) (Csorba et al. 2007) és
a pl9 (Burgyan et al. 1996). Az infiltralas részletei megtaldlhatéak a Kontra et
al. (2016)-ban.

RNS-t fenol és kloroform felhasznalasaval tisztitottuk (Kontra et al.
2016)-ban leirtak szerint. Fehérje kivonas soran a mintak laemmli pufferben

tartuk fel (Kontra et al. 2016)

A Northern blottok sordn 15% akrilamid:biszakrilamid (19:1) 8,6 M urea
IXTBE gélt hasznaltunk. A gélelektroforézist kovetden elektro blottolast
végeztiink. Ez utan kémiai cross-link-et alkalmaztunk Pall & Hamilton (2008).
A hibridizacié LNA nukleotidokat tartalmazé DNS oligonukeotid (LNA) esetén
50 °C-on a hagyoméanyos DNS oligd hasznalata esetén 37 °C —on tortént.

In situ Northern blott soran a Varallyay & Havelda (2011) altal leirt

protokolt hasznaltuk.

Immunoprecipitacié (IP) sordn Baumberger & Baulcombe (2005) altal

leirtakkat kovettik.

In vitro RNaz-A ellenallosag vizsgalatot az alabbiak alapjan végeztiik:
Szintetikus RNS oligonukleotidot 5 vég jeloltik majd 2nt talnyulo véggel
kettészaluva tettiik. Tisztitott p19-et (Varallyay et al. 2014) adtunk a mintakhoz



majd RNase A jelenlétében inkubaltuk. Ezeket gélelektroforaltuk és a radioaktiv
jelet direkt detektaltuk (Kontra et al. 2016).

Konyvtarakat Illumina TruSeq technologiaval készitettiink. KisSRNS-ek
esetén 50 bp single end readek késziiltek A p19 IP kisérletek esetén 4-4 minta,
az AGO IP kisérletek esetén 9-9 minta, a szovet szerinti szekvenalas esetén 6-6
minta keriilt egy szekvenalasi lane-re (100 M read). RNA seq esetén a
szekvenalasok 100 bp hosszu paired end-ek voltak. 3 minta keriilt 1 lane-re
(Kontra et al. 2016)

KisRNS konyvtarak feldolgozasahoz UEA sRNA workbanch v3.0
(Stocks et al. 2012), PatMaN-t (Priifer et al. 2008) és sajat irasti programokat
(https://github.com/kontral/Burgyan_Lab) hasznaltiink. A N. benthamiana v
1.0.1. (Bombarely et al. 2012) és CymRSV (Grieco et al. 1989) genomokat
hasznaltuk illesztéshez. MRNS szekvenalas soran a read-ek mindség kontrolljat
FastQC v0.10.1, cutadapt v1.9.2.dev0 (Martin 2011) és FastX trimmer v0.0.13
segitségével végeztilk. Ezutan a read-eket RSEM v1.2.30 (Bo & Colin 2011)
illesztettiik a Nakasugi et al. (2014) altal k6zolt transzkriptom adatbazisra. Az
igy kapott illeszkedéseket a Trinity v2.2.0 (Grabherr et al. 2011) és edgeR
(Mark et al. 2010) program segitségeével értékeltiik ki.

3. Eredmények

3.1.A p19 szerepe a tiinet kialakitasaban
Kutatasaim kezdetén egy altalanosan elfogadott dogma volt, hogy a kis
RNS-t kot6 viralis RNS csendesités gatlo fehérjék (VSR) jelentds gatlohatast
gyakorolnak az endogén kis RNS utvonalakra és ezaltal kozponti szerepiik van a
virus tiinet kialakitasaban(Chapman et al. 2004, Jay et al. 2011., Schott et al.
2012). Viszont a p19 transzformans novények fenotipusa és a CymRSV tiinetei
(Silhavy et al. 2002 és Szittya et al. 2002) kozott kiilonbség van. Feltettiik a

kérdést, mi ennek a molekuldris magyarazata?
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Sziikséges volt egy olyan pl9 transzgén konstrukciora, ami az eredeti
viralis szekvenciaval nem mutat hasonldsagot, igy a VSiIRNS-sel programozott
RISC komplexek ne legyenek képesek a transzgént csendesiteni. Egy ilyen
konstrukciot tartalmazo stabil transzformans névényt allitottak elé kollégaink a
Tavazza laborban (Kontra et al. 2016). A transzgén konstrukciot ,,synthetic
p19”-nek (p19syn) neveztiik el. A novényeket megvizsgaltuk és a bizonyitottuk,
a pl9syn valéban megtartotta VSR tulajdonsagait. Hogy a p19 termelés csak
egy helyrdl torténjen, a pl9syn novényeket a pl9 deficiens Cym19stop-pal
fertéztiink. Ez lehet6vé tette tovabba a pl9 ,,in trans” (nem virus eredettil,
transzgénikus expresszid) kisRNS kotd tulajdonsagainak vizsgalatat és

Osszehasonlitasat ,,in ciss” (CymRSV altal természetesen expresszalt) p19-cel.

P19 immunoprecipitacio (IP) végeztink majd Western blottal és
Northern blottal ellendriztiik. Korabbi eredmények (Chapman et al 2004, Schott
et al. 2012) alapjan feltételezhetd lenne, hogy a p19 megkot endogén kisRNS-
eket. A p19 valoban képes volt megkotni VSIRNS-eket és a miR159-et. Meglepd
modon viszont a virusfertézott mintdk pl19-1P-jében a miR159 szintje

drasztikusan csokkent az IP-t megel6z6 mintdhoz képest.

A vizsgalodast kisRNS szekvenalassal folytattuk. Ebbol kideriilt, hogy a
pl9-be mind ,,in cis” esetben, mind ,,in trans” esetben a novény eredetli
KiSRNS-ek aranya elenyészo és a p19 szinte kizardlagosan vsiRNS-eket kotott.
Ezt megvizsgaltuk miRNS szinten is. A fertézetlen p19syn novény esetében
megfigyelheté a p19 IP-ben a miRNS-ek dusulasa az IP el6tti mintahoz képest,
tehat a p19 képes miRNS-eket hatékonyan megkotni. Viszont ha a virus jelen
van, ¢és vsiRNS képzddik, a miRNS kotés aranya drasztikusan csokken.
Fert6zetlen p19syn névényben a p19 elég hatékonyan koti a miRNSeket ahhoz,
hogy azok célpontjainak expresszios szintje megemelkedjen és igy biologiailag
relevans hatast feltételezhessiink. Ugyanezt Cym19stop fertdzés esetén nem

figyelhetjiik meg.



3.2.A p19 kisRNS kotési preferenciaja

Mivel a mock pl9syn novényben az endogén kisRNS-ek vannak
megkotve a p19-ben a Cym19stop virus fertézéskor viszont 1ényegében csak
vsiRNS van, kovetkezésképpen valosziniisithetd, hogy a p19-ben lecserélddnek
a MIRNS-ek vsiRNS-ekre. Bar feltételezhetnénk, hogy a vSIRNS-ek szambeli
folénye okozza ezt. Ezzel azonban nem lehet teljes mértékben magyarazni az
eredményeket: a virus fert6zott, IP-t megel6z6 mintakjaihoz képest a p19 IP-ben

mindig tovabb novekszik a vsiRNS read-ek aranya.

Megallapitottuk, hogy a pl9 nem rendelkezik sem szekvencia
specifitassal sem az AGO fehérjékre jellemz6 5° kezdd nukleotid specifitassal.
A pl9 IP-ben viszont GC aranynovekedés megfigyelhet6 meg az IP-t
megeldzohoz képes képest. Kutatocsoportunk eredményei alapjan elmondhato,
hogy a miRNS-ek és a siRNS-ek kozotti strukturalis kiilonbségek jelentds kotési
hatékonysag eltérést okoznak (Kontra et al. 2016). Ezt alatamasztja a p19 IP-ben
a negativ viralis szalak dasuldsa. A negativ szal csak mismatch nélkiili kettos

szalit RNS-ekr6l szarmazhatnak.

3.3.A p19 hatasa az AGO1 és az AGO2 toltodésre

A jelenlegi modell szerint, a pl9egyik funkcidja a vsiRNS-ek
megkotése, hogy azok ne legyenek képesek AGO-kba épiilni. A ndvényekben az
AGO géncsaladnak tobb tagja is van. Az AGO1-rél és az AGO2-rdl ismert,
hogy az RNS virusokkal szembeni fontos szerepet jatszanak. Ezt a két AGO-t
immunoprecipitaltuk és az altaluk megkotott és kisRNS-eket megszekvenaltuk.
Az AGOL1 elsoésorban az ,,U” kezdetli 21-22 nt hosszisagu kisRNS-eket kotott,
az AGO2 pedig 5 ,,A” kezdetii 21-22 nt hosszsaguakat. Ezt sikeriilt N.

benthamiana ndvényekben elséként visszaigazolnunk.

Feltételeztiik, hogy a p19 gatolni fogja az AGO1 és az AGO2 vsiRNS
kotését. Meglepd modon viszont csak az AGOI1 esetében tapasztaltunk pl19
fliggd valtozast. A CymRSV fertézott novények AGOI1 IP-jében jelentds
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mennyiségli 5’ vég preferencia nélkiili vsiRNS ,hattér” taldlhato, a Cym19stop
esetén viszont nem. Feltételezhet6 hogy a p19 a kisRNS biogenezis és AGO-ba
toltddés kozotti szakaszra hat. Az AGO1 5° vég preferencidja a vsiRNS-kotés
esetén megszlinik az endogén kisRNS esetén viszont nem, ez egybeesik azzal,
hogy a p19 virus jelenlétében vsiRNS-eket kot. A CymRSV ¢és a Cym19stop
vsiRNS profiljai az AGO2 mintdban nem mutat valtozast. Ezeket az
eredményeket sikeriilt Northern blottal is visszaigazolnunk (Kontra et al. 2016).
Az AGOl esszencidlis a virussal szembeni védekezésben. Az AGO2

6nmagéaban nem elegendd a hatékony antiviralis valaszhoz, a névény elpusztul.

3.4.A p19 hatasa a viralis kisSRNS-ek méretbeli megoszlasara
CymRSV-vel fert6zott N. benthamiana-ban els6sorban 21 nt,
Cym19stop-pal fertézottben pedig 22 nt hossziisagu vsiRNS-bdl van tébb.

Kivancsiak voltuk, mi ennek a molekularis hattere?

In situ hibridzaciot végeztink a DCL2 és a DCL4 preciz, sejt szinti
relativ expresszios szintjének megallapitasara. A CymRSV, Cym19stop fert6zott
és fertézetlen levél mintakban nem tapasztaltunk DCL2 vagy DCL4 expresszid
eltérést. Az enzimek esetleges eltérd aktivitasanak vizsgalatdhoz KiSRNS
szekvenalast végeztliink. Nem tapasztaltunk szovet szintii eltéréseket a 21-22 nt

aranyokban.

Megvizsgaltuk, hogy a pl9 stabilizalja-e az altala megkdtott KiSRNS-
eket? Ehhez pl19syn transzgénikus novényeket hasznaltunk. A miR168 és a
miR159 szintje is megemelkedett értéket mutatott a p19syn névényekben a vad
tipushoz képest. A mir168 duplex mindkét tagja dasult. A mir7122 alapu TAS1

utvonal f0bb siRNS-ei és a miRNS7122 szintén megemelkedett szintet mutat.

Mivel a p19-rél ismert, hogy gatolja a metilaciot és ez indukalja a 3’-5°
endonukledz emésztést, feltettiik a kérdést vajon rovidiilhetnek-e a p19 kotott

KiSRNS-ek egy részleges emésztédés altal, mivel a pl9 homodimerbdl



kilogonak a 3’ talnyulo végek. CymRSV fertézés esetén nagyobb aranyu 20 nt
vsiRNS felhalmozodas detektalhatd a Cym19stop-hoz képest. 20 nt VSIRNS-t
hasit6 DCL enzim nem ismert. Megemelkedett gélelektroforetikus mobilitast
kisRNS-eket Northern blott soran is tapasztaltunk, pl9fiiggéen. GFP siRNS-t
indukal6 konstrukciok felhasznaldsaval vizsgaltuk a pl19 rovidité hatasat. A
kisérlet soran 21, 22, és 24 nt tartomany mellett detektaltunk a 20 és 19 nt
tartomanyban is GFP siRNS. A rovidiilés kifejezettebb volt a p19 IP-ben. Nem
detektaltunk viszont rovidiilt kisRNS-t a miR168 esetében, ami bizonyitottan
nem volt kotve a p19 altal sem a 23 nt tartomdnyban. A rovidiilés modellezésére
készitettink egy in vitro kisérletet. A kisérletben a pl9 koncentracioval
korrelaciot mutatott a rovidilt kisSRNS-ek aranya. A Kisérlet soran nem
detektaltunk 19 nt-nal rovidebb RNS-eket. Az evolucidsan konzervalt miRNS-
ek érése pozicidhoz kotott, igy azokon a rdvidiilés iranya és annak ardnya
meghatarozhato in vivo is. Kisérletiinkben vadtipust és pl19syn novényeket
vizsgaltunk, illetve az utobbibol készilt pl19-IP-t. A pl9 jelenlétében tobb
miRNS rovidiilt a 3° végen és ez még kifejezettebb volt a p19 IP-ben.

35.A DCL2 és a DCL4 szerepe a CymRSV elleni

védekezésben

DCL2 és DCL4 csendesitett novényeket és DCL2/4 dupla csendesitett
novényeket vizsgaltunk annak eldontésére, hogy CymRSV-vel szemben melyik
DCL jatszik fontos szerepet. P19 jelenlétében a DCL2 és a DCL4 hianya nem
okoz valtozast a vartnak megfeleléen. A DCL2/4 dupla csendesitett vonalban a
Cym19stop viralis RNS szintje hasonlé a CymRSV szintjéhez. Onmagaban sem
a DCL2 sem a DCL4 csendesités sem okozott szignifikans eltérést. Ez tiinet
szinten is manifesztalodott: a Cym19stop fertézéskor a DCL2 csendesitett és a
DCLA4 csendesitett novény a vad tipushoz hasonlo tiineteket hozott a DCL2/4

dupla csendesitett viszont nem, a kigyogyulas elmarad.
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3.6.Uj tudomanyos eredmények

Sikeriilt megcafolnunk egy elterjedt dogmat miszerint a VSR-ek
altalanos jellemzdje, hogy RNS csendesités gatld tulajdonsdgukon keresztiil
direkt, jelentds szerepet jatszanak a virdlis tlinet kialakitasaban. Bizonyitottuk,
hogy a p19 bar képes szignifikansan gatolni endogén KiSRNS utvonalakat €s
ezaltal megvaltoztatni a ndvény kinézetét, virus jelenlétében nem ez torténik.
Autentikus virusfertézés (in cis pl19) és ektopikus pl9 expresszio melletti
deficiens virusfertdzés (in trans pl9) esetén a pl9 szinte kizardlagosan csak
VSiRNS-eket kot. Bizonyitottuk, hogy ennek egyik f6 oka a pl9 miRNS és
siRNS kozotti affinitasbeli kiilonbség, amely a si/miRNS-ek eltérd strukturajan
alapul. Emellett 1étezik egy magas GC arany specifitas is, de ennek hatdsa

kevésbé jelentds.

A pl9 az altala megkotott kisRNS-nek indukéalja a 37 vég feloli
rovidiilését. Ismert, hogy a p19 gatolja a 3° vég metilaciot és igy a kisRNS-ek 3’
végei kitettek endonukleazoknak. Bizonyitottuk, hogy a pl9 a duplex
kettdsszalat megvédi az emésztéstdl igy rovidiilt kisSRNS-eket lehet detektalni.
In vivo féleg 1 nt rovidiilés jellemz6. Valoszinisitjiik, hogy ez hozzajarul a 21 nt
vsiRNS felé eltolodaskor CymRSV fertdzott novényekben. Ehhez hozza jarul
még a pl9 kisRNS stabilizalé hatasa €s 21 nt siRNS preferencidja a 22 nt

hosszisaguakkal szemben.

A pl9 gatolja a vsiRNS-ek AGO1l-be vald beépiilését, az AGO2-be
épiilést viszont nem. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az AGO1 miikodése
esszencialis a CymRSV-vel szembeni védekezésben. A DCL2 ¢és DCLA4
egyidejii csokkentése esetén, a Cym19stop fert6zésbdl a novény kigyogyulasa

elmarad. Ellenben kiilon-kiilon csokkentése nem okoz eltérést a vad tipustol.
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4. Kovetkeztetések és javaslatok

Kutatasainkkal —hozzajarultunk a CymRSV - N. benthamiana
kapcsolatanak megértéséhez. Megcafoltuk a tévhitet miszerint altaldnos a
kisRNS koté VSR-eknek direkt szerepe a virusok okozta tiinetek kialakitasaban
az endogén kisRNS tutvonalak gatlasan keresztiil. Bizonyitottuk, hogy a
virusfert6zés soran alig kot novényi kisRNS-t a pl9, fiiggetleniil az expresszio
helyétél. Akkor vajon mi a molekularis magyarazata a tiinetek kialakulasanak?
Széleskorti uj generacios RNS szekvenalasi adatbazisaink jo alapjat képezhetik

ennek megéllapitasanak.

A fertézetlen pl9 novény adatai alapjan okkal feltételezhetjiik, hogy a
pl9 a fertézést megel6zéen endogén kisRNS-eket kotott. A vsiRNS-ek
megjelenésével azonban ezek lecserélddnek a pl9-ben. A pl9 affinitést
negativan befolyasolja a két szal kozotti mismatch-ek és bulge-ok. Ezt
alatamasztja, a negativ vsiRNS aranyanak dasulasa a pl9 IP-ben, amely
prekurzora tokéletes parosodast kettdsszal. Az eredménylink, amely rdmutatott
a pl9 eltérd affinitassal koti meg az eltérd strukturaju kis RNS-eket fontos lehet,
a napjainkban gyorsan terjedd, p19-et hasznald6 miRNS dusitasi rakdiagnosztikai
eljarasok (Mittal et al. 2017) tokéletesitésében. Mivel a miRNS-ek eltéréen
dusultak felmeriil egy Gjabb kérdés: vajon a mismatch-ek és bulge-ok pozicidja
hatassal van-e pl9 affinitdsra? Ennek megvalaszolasa segitheti a p19 kotési
preferencia molekularis megértését. A megfigyelésiink, miszerint a p19-ben
dusul a G:C arany sajnos nem ad alapot messzemend konkluzidknak. Jelenleg
elmondhaté hogy a pl19 vagy preferdlja a magas GC aranyu duplexeket vagy
hatékonyabban stabilizélja azokat, vagy mindkettd.

Sikeriilt magyarazatot taldlnunk a CymRSV ¢és a Cym19stop fertézéskor
tapasztalhatd vsiRNS méretarany eltérésre. In situ hibridizacioval és kisRNS

szekvenalassal vizsgaltuk ¢és kizartuk, hogy egy esetleges DCL aktivitas
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kiilonbség azokban a szdvetekben ahol a CymRSV replikalodik a Cym19stop

viszont nem, felelés mindezért.

A p19 kotés kovetkeztében a kisRNS-ek a 3° végiikon rovidiilnek. Az in
vitro emésztés soran detektaltunk 1 és 2 nt-al rovidilt formakat is eltérd
aranyban. A pl9 az altala kotott kisRNS duplexet és valamelyest az elsé
tulnyal6 nukleotidot is megvédte. In vivo foleg 1 nt rovidiilést detektaltunk mind
siRNS-eken mind miRNS-eken. Ez feltételezhetéen az alacsonyabb RNase
nyomas miatt van. Ez hozzajarul a 21:22 nt vsiRNS ardnyvaltozashoz. A
CymRSV fertézés esetén minden bizonnyal a keletkezett 22 nt vsiRNS egy

része 21 nt-re rovidil.

A miRNS-ek jelentdsen magasabb szinten voltak jelen pl9syn
névényben a vad tipushoz képest. Ez arra utal, hogy a megkdotott kisRNS-ek
féléletideje megnovekedett. Ezt alatamasztja, hogy a miR168 duplex formaban
dusul. Ismert, hogy in vitro 21 nt kisSRNS-eket a p19 nagyobb affinitassal koti a
22 nt-seknél (Vargason et al. 2004). Szekvenalasi adataink alapjan ez in vivo is
igaz. A 21 nt vsiRNS konzervalasan keresztiil a p19 még inkabb hozzajarul az

arany eltolodasihoz.

A DCL2 ¢s DCL4 csendesitett vonalak vizsgalata alapjan elmondhato,
hogy egyik DCL-nek sincs kiemelt szerepe ebben a gazda-virus kapcsolatban.
Mindkettd expresszidjanak csokkentése viszont drasztikus hatdssal volt.
Elmondhat6, hogy a tobbi DCL nem elegendé a csokkent DCL2 és DCL4 szint
ellensulyozasara. A DCL2 ¢és a DCL4 redundéns.

Az AGOL kisRNS valogatasa és feltételezhetéen miikddése gatolt volt
CymRSV de Cyml19stop fertézéskor nem. Emellett az AGO2 mukodése nem
volt gatolt. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az AGO1-nek a szerepe esszencialis.
Az AGO?2 szintje nem emelkedett meg. Tehat az AGO1 endogén szabalyozasi
1épéseit nem gatolta a p19. Ez annak kdszonhetd, hogy a p19 nem kot endogén

KiSRNS-t a virus jelenlétében. Tettiink egy megfigyelés, miszerint az AGO2-ben
13



talalhatdo 20 nt vSiRNS. Ezek korabban p19 altal meg volt kétve majd abbol
kikeriiltek és AGO2-be toltodtek. Az hogy ezek bioldgiailag aktivak-e egy
kérdés maradt, ez tovabbi kutatdsoknak lehet alapja. Szintén érdekes kérdés,
hogy mi a molekularis mechanizmusa a pl9 AGO1 5’ nukleotid specifitas

gatlasanak?

Kutatasaink soran nagy mennyiségli Ujgeneracios adatbazist és azok
feldolgozasahoz programokat hoztunk létre. Realis cél lehet a N. benthamian
teljes kisRNS profiljanak meghatarozasa. A p19syn novény kivalo lehetdséget
nyujt a kisSRNS duplexek meghatarozasara azaltal, hogy a biologiailag irrelevans
kisRNS a pl9 jelenlétében stabilizalodik és konzervalddik. Az igy detektalt
kisRNS-ek koziil a relevansakat konnyedén ki lehetne valogatni az altalunk

készitett €és AGO-IP konyvtarak alapjan.
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