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ROVIDITESEK NEVIEGYZEKE
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polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

fitoén deszaturaz (phytoene desaturase)

fitoén szintaz (phytoene synthase)
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transcription polymerase chain reaction)

ribul6z-1,5-bifoszfat -karboxilaz-oxigenaz
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Szubgenomikus

kis interferalo RNS (small interfering RNA)
Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)
Dohany zorg6leveliiség virus (Tobacco rattle virus)
Paradicsom mozaik virus (Tomato mosaic virus)
Transzfer DNS
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virus indukalta géncsendesités (virus induced gene silencing)

viralis RNS csendesités szupresszor fehérje (viral supressor of RNA
silencing)
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1. BEVEZETES

Az RNS interferencia fontos védekez6 mechanizmus virusok, transzgének és mas
molekuléris parazitdk ellen. Az RNS interferencia folyamatat a virus replikdcidja soran
keletkezd, duplaszali RNS-ek (double stranded RNA, dsRNA) indukaljak. A ndvény Dicer
enzime a virus eredetii dSRNS-eket feldarabolja, 21-25 nukleotid hosszsagi kis RNS-ekre
(small interfering RNA, siRNA). A siRNS egyik széala beépiil az RNS indukalta géncsendesitési
komplexbe (RNA-induced silencing complex, RISC) melynek kozponti molekulaja az
ARGONAUTA (AGO) fehérje, a beépiilt siRNS-el komplementer virus RNS-eket felismeri ezt
kovetden elhasitja vagy transzlacidésan gatolja azok aktivitdsat. Az RNS interferencidnak nem
csak a virusok elleni védekezésben van fontos szerepe, hanem endogén gének szabalyozasaban
is, példaul a mikro RNS-ek (micro RNA, miRNA) altal, a miRNS-ek az endogén gének
MRNS-eit hasitassal vagy transzlacios gatlassal szabalyozzak. A miRNS-eknek nem csak az
2008).

A ndvény virus fegyverkezési verseny soran a virusok sikeres fennmaradas érdekében
tobb stratégiat dolgoztak ki, példaul kifejlesztettek RNS csendesitést gatldo (szupresszor)
fehérjéket. A virusok szupresszor fehérjéi, mint példaul a tombusvirusok pl9 szupresszor
fehérjéje tobb ponton képes gatolni az RNS csendesités folyamatat, példaul képesek siRNS-t
kotni vagy indukalni a miR168-at, melynek fontos szerepe van a RISC komplex kozponti
molekuldjanak, az AGO fehérjének a szabalyozasaban (Burgyan and Havelda, 2011; Varallyay
and Havelda, 2013).

Az RNS interferencian alapuldo modszerek alkalmasak, arra hogy egyes gének mitkodését
specifikusan gatoljak. A géneken semmilyen véltozast nem okoznak, nem hoznak Iétre mutéciot,
hanem a génekrdl képz6dé mRNS-eket inaktivaljak, ezaltal a gének nem tudnak megnyilvanulni.
Szekvencia specifitasa és hatékonysaga miatt az RNS interferencia alkalmas endogén gének
funkciojanak megallapitasara. Az elmult évtizedekben keriilt elétérbe a ndvényi virus vektorok
alkalmazéasa génfunkciok megéllapitasara. A virus indukalta géncsendesitésen (VIGS) alapulo
modszer soran, egy novényi gén egy darabjat virusba €pitjiik és a rekombindns virussal fertdzziik
a novényt. A virus elterjedését kovetden az RNS interferencia aktivaloddsa miatt a beépitett
szakasszal homolog endogén gén mRNS-ei lebomlanak, ezéltal a gén funkcidja vizsgalhato
(Kumagai et al., 1995).

A virus vektorok alkalmazéasa azonban korlatokba iitkdzik, amennyiben a virus a fertézés
soran nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény gén expresszidos rendszerét (shut-off

jelenség alakul ki) (Havelda et al., 2008). llyen esetben nem kiilonithet6 el egymastol a
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virusfert6zés eredményeképpen kialakuléd végleges hatas és a fenotipus. A shut-off sokszor olyan
haztartasi géneket is érint, amit kvantitativ PCR-nél referencia értékként hasznalnak VIGS
vektor alkalmazésakor. A virus vektor ndvényi gén expresszidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata

tehat alapvetd fontossagu a VIGS vektorként valo hasznalat elkezdése elott.

CELKITUZES

Kisérleteinkben arra kerestiik a vélaszt, hogy egy adott gazdandvénynél hasznalt VIGS
vektor virusa mennyire valtoztatja meg a gazda gén expresszids rendszerét, tovabba tisztazni
szerettiik volna, hogy a pl19 viralis szupresszor fehérje kis RNS kotOképessége és a miR168
szintjének indukcidja kozott van-e dsszefliggés.

Munkank f6 célja a shut-off jelenség meglétének vizsgalata, olyan ndévény virus
kapcsolatokban, melyeknél az endogén gének funkcidit VIGS vektor segitségével hataroztak
meg.

Célul thztiik ki:

1. a shut-off jelenség meglétének vizsgalatat TMV, PVX, TRV virus vektorokkal
fert6zott dohany, paradicsom, illetve BSMV virus vektorral fertdzott buza ndvényen a
virusfertézott novények glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh),
ribuldz-1,5-bifoszfat-karboxilaz-oxigenaz (Rubisco), aktin, elongacios faktor (Ef),
ciklofillin (Cph) és tubulin gén expresszids szintjének meghatarozasaval.

2. a pl9 viralis szupresszor fehérje kis RNS kotoképessége és a miR168 szintjének

indukcioja kozotti 0sszefliggés vizsgalatat.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. NOVENYI VIRUSOK

A ndvényi virusok felfedezése Dimitrij Ivanovszkij nevéhez flizodik (1892), aki a dohany
mozaikossagért felelds korokozot kereste. A fertézott dohanylevelek nedvét baktériumsziirdn
atsziirte, majd ezzel a sziirlettel egészséges novényeket fertézott meg. Igy jott ra, hogy a
baktériumoknal kisebb korokozé is létezik, melyet virusnak nevezett el. Napjainkban a leirt
novényi virusok szama meghaladja az 1000-t (King et al.; 2011). A n6vényi virusok nagyon
valtozatosak, eltérdé a gazdakoriik és kiillonbozd vektorok terjesztik dket. A virusfertézés tiinetei
sokfélék lehetnek, az alig észrevehet6tdl a novény teljes nekrozisdig. Jelentds veszteségeket
okoznak a ndvénytermesztésben: terméshozam csokkenést, illetve mindségi romlast
eredményezhetnek. Terjedésiik leginkabb allati vektorok (kabocak, levéltetvek, fondlférgek) altal
torténik, de generativ szaporitd szervekkel is (mag, pollen) illetve ember altal is terjedhetnek.

A novényi virusok nukleinsavbdl, ami lehet RNS vagy DNS, és az azt koriilvevo
fehérjeburokbol (kapszid) épiilnek fel. A fehérjeburok jellegzetes geometridja hatarozza meg a
virus alakjat. A virusok sajat anyagcserével nem rendelkeznek, ezért a gazdandvény fehérje és
nukleinsav szintetizalo rendszerét hasznaljak fel sajat replikaciojukhoz (Buck, 1996). A névényi
virusok az elsddlegesen fert6zott sejtek plazmodezmadin keresztiil hatolva fertézik meg a
szomszédos sejteket, majd a szallitészovetekben, a floém és a xilém elemeken keresztiil jutnak el
a nodvény tavolabbi részeibe (Tzfira et al., 2000). A gazdan6vényben Kklorozist,
mozaikbetegséget, hervadast és nekrdzis idézhetnek eld.

A ndvényi virusok donté tobbsége, tobb mint 90%-a, RNS-virus. A novényi
RNS-virusokat genomjuk alapjan osztalyozzuk, hadrom tipust megkiilonboztetve: a duplaszalu
RNS (dsRNS), a pozitiv egyszali RNS és a negativ egyszali RNS virust. A pozitiv egyszalu
RNS-virusok genomi RNS-e kozvetleniil mRNS-ként képes miikddni, mig a masik két esetben
az mRNS-nek ujonnan kell szintetizalodnia (Buck, 1996).

A pozitiv szali RNS-virusok altal kodolt egyik legaltalanosabb fehérje a kopenyfehérje
(coat protein, CP). A kopenyfehérje elsddleges funkcidja a virusrészecske kiilsé burkanak
létrehozasa, mely védi a virus RNS-t a sejtben 1évd nukledz hatasoktol, sok esetben szerepet
jatszik a virus névényen beliilli mozgasaban is. Az eddig leirt, replikdlodni képes virusok a
replikaciojukért felelds fehérjét, ugynevezett RNS-fiiggé RNS-polimerazt (RARP) kodolnak.
Szdmos virusnal sikeriilt azonositani a virus sejtrél-sejtre és szallitonyaldbokban valo
terjedésében szerepet jatszo fehérjét (movement protein, MP) is.

Ahhoz, hogy a pozitiv egyszali RNS-virusok fenn tudjanak maradni az eukariota sejtben,

alkalmazkodniuk kellett az eukaridta sejt transzlacios rendszeréhez. A pozitiv egyszali virus
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RNS-el rendelkez6 virus csaladok annak érdekében, hogy minél tobb gént kodoljanak kisméretii
genomjukban kiilonboz6 stratégiat dolgoztak ki: poliprotein altal, szubgenomikus RNS-ek altal,
atolvashato stop kodonnal, olvasasi keretvaltassal kodoljak a fehérjéiket. Legtobb esetben ezek a
stratégiak kombinalodva fordulnak el6 (Hull, 2002).

Kompatibilis novény virus kapcsolat soran a virus képes hatékonyan elterjedni a
gazdanovény szervezetében €s megvaltoztatni a gazdanovény gén expresszids rendszerét, ami a
tiinetek kialakuldsdhoz vezet. Viszont a ndvény sem védtelen a virussal szemben, az evolucid
soran aktiv és passziv védekezési rendszerek alakulatak ki. A novény az RNS interferencian
alapul6 védekez6 folyamatat hasznalva képes hatékonyan ¢és szekvenciaspecifikusan lebontani a
virus RNS-t. A virus Aaltal eldidézett gén expresszids valtozdsok ¢és a novény

szekvenciaspecifikus védekez6 folyamatanak Gsszessége 0kozza a betegségtiinetek megjelenését.

2.2. AZ RNS INTERFERENCIA

Az elmult évtized egyik legjelentdsebb felfedezése a molekuldris bioldgia terén az RNS
interferencia mechanizmusa, mely forradalmasitotta az addigi génszabalyozasrol meglévo
ismereteket. Az RNS interferenciat vagy géncsendesités jelenségét az 1990-es évek elején
figyelték meg transzgénikus petuniaban (Napoli et al., 1990). A lila pigment termeléséért felel6s
enzim génjét, a chalkon szintdz gént termeltették transzgénikus petunidban, annak érdekében,
hogy sotétebb szinli viragot kapjanak. A vart eredményekkel ellentétben, lila-fehér mozaikos
vagy fehér szirmu ndvényeket kaptak. E jelenség oka, mint ahogy azt kés6bb bebizonyitottak az
volt, hogy mind a transzgén mind az endogén gén expresszidja gatolva volt. Jorgensen ezt a
jelenséget koszupresszionak nevezte el, de a molekularis hatterét még nem ismerte. A 90-€s
években szamos laboratorium is hasonld eredményekrél szamolt be (Dehio and Schell, 1994;
Ingelbrecht et al., 1994; Smith et al., 1994). Késébbiekben a koszupresszio kifejezést felvaltotta
a poszttranszkripciondlis géncsendesités, utalva a végbemend mechanizmusra. Hasonld
jelenségrol szamoltak be a gombaknal is, 8 mechanizmust csillapitasnak (quelling-nek) nevezték
el. (Romano and Macino, 1992). Fire és mtsai. 1998-ban arr6l szamoltak be, hogy C. elegans
embridba hosszii kettds szali RNS-eket injektalva, a dsRNS-ekkel komplementer mRNS
degradaciojat idézték eld, tehat a dsRNS-ek az adott gén expresszidjat gatoltak, ,,interferalt’’-ak
vele. Ezek alapjan megalkottdk az RNS interferencia kifejezést, utalva a dupla szala RNS altal
kivaltott poszttranszkripcionalis géncsendesités folyamatara (Fire et al., 1998). Az RNS
interferencia jelenség felfedezéséért 2006-ban Andrew Fire és Craig Mello megosztva orvosi
Nobel-dijat kaptak.

11
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Fentiekbdl jol lathatd, hogy az RNS interferencia mechanizmusa altaldanosan elterjedt
jelenség, mely jelen van gombéknal, névényeknél és allatoknal egyarant. Fontos szerepet tolt be
a virusok elleni védekezésben, a transzpozonok ¢és az endogén gének szabalyozasaban is
(Bartel and Bartel, 2003; Hannon, 2002; Waterhouse et al., 2001). A folyamat élettani szerepe és
molekularis mukodése szerteagazd, mely kiilonbozé utvonalakon keresztiil valosul meg
(Brodersen et al., 2008; Mlotshwa et al., 2008). Azonban a kiilonb6z6 utvonalaknak kozos
tulajdonsaga, hogy a mechanizmus kivaltdja egy dsRNS (Zamore et al., 2000). Kiilonb6z6
eredetii dsSRNS-eket a DCL egyike felismeri és elhasitja kis RNS-ekre. A keletkezett kis RNS-ek
eredetiik szerint két nagy csoportra oszthatok a siRNS-ekre és a miRNS-ekre (Bartel, 2004).

2.3. ASIRNS UrvonaL

A siRNS utvonal esetében a szekvenciaspecifikus mechanizmus kivaltoja lehet egy virus,
transzpozon vagy transzgén eredeti dSRNS (Ding and Voinnet, 2007).

Virusfert6zés soran a virus a novényi sejtbe jutva, sajat RARP-je altal replikalodni kezd.
Virus replikacié soran hosszu kettds szali RNS molekuldk keletkeznek, melyek aktivaljak a
novény védekezé mechanizmusat, az RNS interferenciat (Tuschl, 2001). A novényi sejtekben
1évé RNAzIII tipust Dicer like enzimkomplexek felismerik a viralis dsSRNS-eket ¢s feldaraboljak
(Bernstein et al., 2001) 21-24 bazispar hosszu SIRNS-ekre. A keletkezett kett6s szali siRNS-ek
jellegzetes szerkezettel rendelkeznek, az 5 végiikon foszfat csoportot, a 3* végen pedig hidroxil
csoportot tartalmaznak és a 3’ végen 2 nt tulnyulé vég talalhato (Elbashir et al., 2001). A siRNS
egyik szala beépiil az RNS indugalta géncsendesitési komplexbe, melynek kdzponti molekulaja
az AGO fehérje. A RISC komplexbe beépiilt siRNS szekvencidja alapjan felismeri a vele
komplementer szekvencidkat és gatolja azok transzlacids aktivitdsat, az mRNS hasitasaval vagy
transzlacios gatlasaval. A RISC komplex altal elhasitott mRNS darabokat a szabad 5° és 3’
végek feldl az altalanos mRNS bontd exonukledzok lebontjak. E folyamat altal gatolja a ndvény
a virus elterjedését.

A kiilonb6z6 eredetii hosszu dsRNS-eket kiilonboz6 Dicer like enzimek hasitjak el, kis
RNS-ekre. Az Arabidopsis thaliana-ban négy Dicer like nukleazrol szamoltak be (Henderson et
al., 2006), melyek a dsRNS-eket 21, 22 vagy 24 nt nagysagura hasitjak attol fliggben, hogy a
DCL1 (21 nt), DCL2 (22 nt), DCL3 (24 nt) vagy a DCL4 (21 nt) dolgozza fel.

A virélis eredetii dSRNS-ek hasitasaért a DCL2 a felelds, de egyes esetekben a DCLA4 is
részt vesz. A DCL1 végzi a miRNS-ek prekurzorainak hasitasat, mig a DCL3 a metilaciot

iranyit6 24 nt hosszu kis RNS-ek kialakulasat eredményezi.
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A Dicer enzim csalad tagjai 200 kD méretli fehérje molekulak, melyek t6bb doménbél
éplilnek fel: az enzimek rendelkeznek egy helikdz doménnel, egy PAZ doménnel amely a dsRNS
37 végét ismeri fel, és két RNazIII aktivitassal rendelkez6 doménnel amely a vagasért felelds és

egy dsRNS ko6t6 doménnel (Chapman and Carrington, 2007; Lingel and Sattler, 2005) (1. abra).

RNase Il
Dicer g
complex E
RNase -
Helicase DUF283 llla dsRBD 8
—- H—_H=
PAZ RNase

b

1. abra: Dicer enzimkomplex szerkezete (Lingel and Sattler, 2005; Macrae et al., 2006).

Az RNS indukalta géncsendesitési komplex kulcsmolekuldja az ARGONAUTA fehérje
csalad egyik tagja. Az AGO fehérjék, fontos szerepet toltenek be a cél RNS hasitasdban.

Az A. thaliana-ban 10 kiilonb6z6 AGO fehérje ismert. Az AGO fehérje megkozelitdleg
100 kDa méretii, mely felépitésében részt vesz egy PAZ, egy MID és egy PIWI domén (Song et
al., 2004) (2. abra). A PAZ domén a kis RNS 3° véget, a MID domén a kis RNS 5’
foszfatcsoportjat koti. A PIWI domén endonukleaz aktivitassal (slicer) rendelkezik és a beépiilt
kis RNS-el komplementer RNS hasitasaért felelés (Brodersen and Voinnet, 2006). Az AGO1

fehérje kozponti szerepet jatszik mind a miRNS alapu, mind a siRNS alapa RNS csendesitési

utvonalban.
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P. furiosus Ago

2. abra: Az ARGONAUTA fehérje szerkezete (Song et al., 2004).

2.4. AMIRNS UTvoNAL

A miRNS-eknek fontos szerepilk van a transzkripciés faktorokon alapuld
génszabalyozasi mechanizmusban ¢és  esszencidlis szerepet tdltenek be  szamos
fejlodésszabalyozasi folyamatban (termésképzddés), tovabba abiotikus stresszre adott
valaszokban. A miRNS-ek tobbsége konzervativ, de vannak fajspecifikus miRNS-ek is (Sunkar
et al., 2005).

A miRNS-ek 21-24 nt hosszii nem kodold RNS-ek, melyek a genomban kodolt MIR
génekrdl keletkeznek. A MIR génekrdl torténd transzkripcidt az RNS Pol II DNS-fiiggd RNS
polimeraz enzim végzi, mely soran primer transzkriptum keletkezik (pri-miRNS) (Lee et al.,
2004). A pri-miRNS-¢k jellegzetes hajtiiszera struktaraval, 5' végén sapkaval és 3' végén poliA
farokkal rendelkeznek (Bartel and Bartel, 2003). Ezt kovetéen a DCLI, a HYLI
(HYPONASTIC LEAVESI) és a SE (SERRATE) RNS kot6 fehérjékkel egyiittesen elhasitja a
pri-miRNS-eket és pre-miRNS-ek keletkeznek (Yang et al., 2006). A pre-miRNS-ek a miRNS-
ek prekurzorai, melyek nem rendelkeznek 5' sapkaval és 3' poliA farokkal. A pre-miRNS-bdl a
DCL1 enzim komplex a HYL1 és a SE RNS kot6 fehérjékkel egyiittesen egy 21-24 bazispar
hosszu kettds szalu terméket hasit ki, ezt metildlja a HEN1 (HUA ENHANCERI1), majd az érett
miRNS kijut a citoplazmédba. A citoplazmaba kijutott miRNS duplex egyik széala, amely
részleges vagy teljes komplementaritast mutat a cél mRNS-sel elsésorban az AGO1 fehérjéhez
kapcsolodik és beépiil a RISC komplexbe, meghatarozva ezzel a végrehajtd komplex szekvencia

specificitasat (Park et al., 2005; VVaucheret, 2008).
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A szabalyozas ebben az esetben is kétféle modon torténhet: transzlacios gatlassal, ami
inkabb az allati rendszerekre jellemzd, vagy a miRNS célszekvencidjanak hasitasaval, amely

elsésorban a novényekben fordul el (Baumberger and Baulcombe, 2005) (3. abra).

Virus RNS citoplazma MIR gén_'&
N
virus RdRP l
l pri-miRNS /‘.\"m{\/m@
oo dsRNS l
l %_ pre-miRNS mmmO
l HYLI
\' HENI \A) siRNS transzport e \SE/‘
miRNS/miRNS* o rrrrree—CH, <«
CH— HEN1

CH,
miRNS/miRNS*

\‘Q S

»‘\'# P> vom

transzlicios gatlas mRVS hasitas

mRNS

3. abra: Az RNS interferencia mechanizmusa, a siRNS ttvonal, és a miRNS utvonal.

2.5. AMIR168 Es 4z AGO1 FEHERJE KAPCSOLATA

Az ARGONAUTA (AGO) RNS koté fehérjék evoluciésan konzervaltak, esszencialis
szerepilk van a génszabalyozasi mechanizmusokban és az alapvetd fejlédési és cellularis
folyamatokban. Az AGO fehérjék mind ndvényekben, mind allatokban egyarant megtalalhatdak,
a Schizosaccharomyces pombe 1 AGO fehérjét, a Caenorhabditis elegans 27 AGO fehérjét, a
Drosophila melanogaster 5 AGO fehérjét, az ember 8 AGO fehérjét, az Oryza sativa 18 AGO
fehérjét, az Arabidopsis thaliana pedig 10 AGO fehérjét expresszal (Singh et al., 2015).
A kiilonb6zé AGO fehérjék eltérd funkcioval rendelkeznek és kiilonbozé méretli kis RNS-eket
kotnek. Az A. thaliana AGOI1, AGO2, AGO4, AGO7 és AGOI10 fehérjéje katalitikus
képességgel rendelkezik (Baumberger and Baulcombe, 2005; Qi et al., 2006).

A transzkripcionalis géncsendesités soran az AGO4, AGOS, AGO6 és AGO9 24 nt

hosszu siRNS-eket kot meg €s ez altal fontos szerepet tolt be a heterokromatin képzésben és a
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DNS metilacioban (Havecker et al., 2010; Zheng et al., 2007; Zilberman et al., 2003). Az

AGO10 részt vesz a poszt-transzkripcionalis géncsendesitésben azaltal, hogy szamos miRNS
célgénjét transzlacidosan szabalyozza (Brodersen et al., 2008). Az AGO1 és az AGO10 fehérjék
preferencialisan kotik meg az uracil végii kis RNS-eket, mig az AGO2, AGO4, AGOS, AGO9 az
adenozin végii kis RNS-eket részesiti elényben (Mi et al., 2008).

Az AGOI1 fehérje a RISC komplex 6 végrehajtdo molekuldja, mely fontos szerepet tolt be
mind a miRNS alapi mind a siRNS alapti utvonalban. Képes miRNS-eket és virus eredetii
SiIRNS-eket egyarant megkotni, ezaltal részt vesz a génszabalyozasi folyamatokban és a novény
virus elleni védekezésben is. A novény virus elleni védekezésben betoltott szerepét alatimasztja
az a tény is, hogy az agol hipomorf mutdns novények sokkal fogékonyabbak egyes
virusfertézésekkel szemben (Morel et al., 2002).

Az AGO1l mRNS egy miRNS altal vezérelt szabalyozas alatt all, a miR168 4altal
(Vaucheret et al., 2004). E bonyolult rendszer tovabbi érdekessége, hogy a miR168 és az AGO1
gének transzkripcionalisan egyiitt szabalyozodnak és az AGO1 fehérje szerepet jatszik a miR168
poszt-transzkripcionalis szinten torténd stabilizalasaban (Vaucheret et al., 2006).

Virusfert6zés soran szamos esetben azt tapasztaltdk, hogy egyes endogén miRNS-ek
szintje megvaltozott (Bazzini et al., 2007; Csorba et al., 2007). Kimutattak, hogy virusfert6zott
novényekben, virusfertézés hatasdra a miR168 expressziods szintje megemelkedett. Virusfert6zott
novényekben a miR168 szint emelkedése térben is atfed a virus felhalmozodasaval (Zhang et al.,
2006). Kimutattak, hogy a novényi virusok altal kodolt szupresszor fehérjék képesek egyes
MiRNS-ek szintjét szabalyozni azaltal, hogy miRNS-eket kdtnek meg (Dunoyer et al., 2004;
Kasschau et al., 2003).

Kutatocsoportunkban igazoltak, hogy a virusfertdzés hatdsara megnovekedett miR168
szinttel parhuzamosan, a miR168 célgénjének, az AGO1 mRNS-nek az expresszids szintje is
megnd (Varallyay et al, 2010). Vad tipusu, 4mAGOI1 és agol1-25 mutans A. thaliana névényeket
fertéztek meg dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) és vizsgaltak a miR168 és
az AGO1 mRNS expresszios szintjét. A 4mAGO1 mutans esetében a miR168 4ltali szabalyozas
tartalmaz (Vaucheret et al., 2006). Az agol-25 mutans névényekben az AGO1 fehérje aktivitasa
sériilt (hipomorf mutans) (Morel et al., 2002), de a miR168 altali szabalyozas végbe megy, tehat
képes szabalyozni az AGOI1 fehérje szintjét.

A TMV-el fert6zott vad tipustt ndvényekben azt talaltak, hogy a miR168 valamint az
AGO1 mRNS szintje nagymértékben megemelkedett, az AGO1 fehérje szintje pedig lecsokkent
a kontroll inokulalt (mock) novényekhez képest. A TMV-el fert6zott 4mAGO1 névényekben, a

vad tipust novényekhez hasonloan, virusfertdzés hatdsara megemelkedik a miR168 és az AGO1
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MRNS szint, de ebben az esetben nem tapasztaltak AGO1 fehérje szint csokkenést. Az agol1-25
mutdnsoknal hasonléan a vad tipusi novényekhez, virusfertézés hatdsira megemelkedett a
miR168 valamint az AGO1 mRNS szintje, az AGO1 fehérje expresszidja pedig csokkent.

Az AGOl mRNS szint a novény védekezd reakcidjanak hatdsara emelkedik meg
virusfertézéskor, mig a megemelkedett miR168 szint a virus ellentamadésanak a
kovetkezménye. A ndvény védekezik a virus ellen azéltal, hogy megemeli az AGOl mRNS
szintet, ennek kovetkeztében tobb AGO1 fehérje termelddik, ezaltal fokozza a siRNS alapu
utvonal hatékonysagat. A novény virus fegyverkezési versenyben az AGO1 fehérje antiviralis
hatdsanak kikiiszobolése miatt a virus indukalja a miR168-nak a szintjét. Azt is bizonyitottak,
hogy a megemelkedett miR168 szint transzlacidsan gatolja az AGO1 mRNS-t, igy a névényben
az AGOL fehérje szintje lecsokken, a novény védekezd rendszere az AGO1 fehérje hianyaban
nem képes a virus RNS-ek hatékony eliminélaséara, ezaltal a virus sikeresen el tud terjedni a
ndvényben.

A fentiekb6l jol lathatd, hogy az AGO1 fehérje expresszidja rendkiviil finom

szabalyozasi folyamat alatt all.

2.6. A VIRALIS SZUPRESSZOR FEHERJEK

A novényi virusok szamos esetben sulyos tiineteket és karokat okoznak, tehat a korokozo
hatékonyan képes elterjedni €s megfertézni a gazdandvényt, ami arra utal, hogy sikeres
valaszstratégiat dolgoztak ki a ndovény védekezé mechanizmusaval szemben. Az evolucid soran a
virusok olyan fehérjéket alakitottak ki, amelyek képesek gatolni a ndvény védekezd
mechanizmusat az RNS csendesitést (Ding and Voinnet, 2007; Silhavy and Burgyan, 2004). Sok
virusfajnal azonositottak ilyen viralis fehérjéket, melyeket viralis RNS csendesités szupresszor
fehérjéknek neveztek el (Viral Suppressor of RNA Silencing, VSR). Ezek az eltér6 szerkezetii és
aminosav sorrendic multifunkcionalis fehérjék: kodolhatnak kopenyfehérjét, mozgasi fehérjét,
replikdzt vagy vektoratvitelt segitd fehérjét is. A kiilonb6z6 VSR-ek a géncsendesités
mechanizmusat eltéré pontokon képesek gatolni. A szupresszorok tobbsége méret szelektiven
képes megkotni a siRNS-eket mig masok képesek az AGOI1 fehérje RNS hasitd aktivitasat
gatolni vagy az AGO1 ubiquitinacidjat és lebontasat eldidézni (Csorba et al., 2010; Lakatos et
al., 2006; Zhang et al., 2006).

Az egyik legjobban ismert ¢€s karakterizalt VRS fehérje a tombusvirusok p19 fehérjéje
(Burgyan and Havelda, 2011). In vitro és in vivo kisérletekkel bebizonyitottak, hogy a p19
fehérje szekvenciatol fliggetleniil méret specifikusan képes megkdtni a 21 nt hosszl viralis

eredetii ds siRNS-eket (Silhavy et al., 2002; Vargason et al., 2003). A fert6z6tt novényi
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sejtekben a pl19 szupresszor fehérje megkdti a virus specifikus siRNS-ek donté tobbségét,
megakadalyozza a RISC komplexbe vald beépiilését, ezéltal gatolja az RNS csendesités
mechanizmusat (Lakatos et al., 2004). Rontgenkrisztallografias kisérletekkel igazoltak, hogy a
pl9 fehérje homodimerként miikkddik. Az N-terminalis része a kis RNS végeit koti, mig a
C-terminalis része a dimerizacidért felel6s (Vargason et al., 2003; Ye et al., 2003). A szupresszor
egyfajta tolomérceként mitkodik, méret specifikusan ismeri fel a kettés szalu SIRNS-eket, tehat
pontosan méri a kétszali régié hosszat. Bebizonyitottdk, hogy a hosszabb vagy a rovidebb
dsRNS-eket (17 nt vagy 24 nt hosszusagu kettOs szalti siRNS) sokkal gyengébben koti. A kettds
szalu siRNS méret specifikus felismerésében esszencialis szerepe van az N-terminalison
talalhato 39-es és 42-es pozicidban 1évo triptofannak (Vargason et al., 2003).

A pl19 szupresszor fehérjének fontos szerepe van a tiinetek kialakitasaban. Kimutattak,
hogy ha a pl19 szupresszor fehérjét nem kodoldé mutans Cymbidium gytiriisfoltossag virussal
(Cym19Stop) fertézik meg a novényt, a virusfertézést kovetéen nem tapasztalhatoé nekrozis, a
novények talélik a fert6zést, kigyogyulnak és tigynevezett ,,recovery” fenotipust mutatnak. A
p19 fehérje hianyaban (19Stop) a virus nem képes megkdtni a virusrol keletkezd kettds szala
SiRNS-eket, ezért a novény védekezO rendszere megfeleléen tud mikédni és a novény a
fertdz¢ésbol kigyogyul. Ezzel szemben a vad tipust virussal fert6zott novényeknél elészor a
cstcsnekrozis figyelheté meg, ezt kdvetdéen bekdvetkezik a novény pusztulasa (Szittya et al.,
2002). Ennek oka, hogy a vad tipust virus funkcioképes pl9 szupresszor fehérjéje képes
megkdtni a virus eredetli siRNS-ek dontd tobbségét, ezaltal megakadalyozza a RISC komplexbe
valo beéplilését és gatolja a ndvény védekezd rendszerét, az RNS csendesités mechanizmusat.

Csoportunkban kimutattak, hogy a pl19 szupresszor fehérje a siRNS kotd funkcidja
mellett képes megemelni a névény miR168 szintjét (Varallyay et al., 2010). A megemelkedett
miR 168 hatasara csokken az AGO1 fehérje szintje, emiatt kevesebb AGO1 fehérje épiil be a
RISC komplexbe, tehat csokken a ndvény virus elleni védelme. Munkatarsaim tranziens
rendszerben kiilonb6z6 virusok szupresszor funkcidjat vizsgalva azt tapasztaltak, hogy
onmagaban a szupresszorok is képesek voltak indukalni a névény miR168 expresszids szintjét
(Varallyay and Havelda, 2013).

Eddig irodalmi adatok nem voltak arra vonatkozdan, hogy van-e Osszefliggés a pl19

szupresszor fehérjének a siRNS kot funkcidja és a miR168 indukcidja kozott.
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2.7. DEFEKTIV INTERFERALO RNS-EK

A defektiv interferald RNS-ek (DI RNS-ek) deléciés mutansok, melyek a sziil6i virus
genomjarol keletkeznek és nem rendelkeznek a virus szaporodasahoz sziikséges viralis génekkel
(replikacioért és mozgasért felelds valamint a és a szupresszor fehérjét kodold). A gazdavirus
replikaz enzime segitségével képesek szaporodni, nem képzddik rdoluk virus fehérje, tehat
szupresszor fehérje sem. A sziil6i virust helper virusnak is nevezik, mivel segiti a DI RNS-ek
replikaciojat. A DI RNS-ek a gazdavirus (DI RNS mentes) tobbszori passzalasat kovetden
keletkeznek, a természetben nem fordulnak el (Burgyan et al., 1991; Finnen and Rochon, 1993;
Knorr et al., 1991). Laboratoriumi kortilmények kozott szamos virus esetében azonositottak a
defektiv interferaldo RNS-ek jelenlétét: a Paradicsom bokros torpiilés virusnal (Hillman et al.,
1987), a Cymbidium gytirtsfoltossag virusnal (CymRSV) (Burgyan et al., 1991), a Szegfii olasz
gyturisfoltossag virusnal (CIRV) (Rubino et al., 1995).

A DI RNS-ek replikaciojuk sordn visszaszoritjak a gazdavirus replikaciojat a ndvényben
(Finnen and Rochon, 1993), tehat a sziil6i virus nem képes elterjedni.

A CymRSV DI RNS-¢ az egyik legjobban tanulmanyozott DI RNS molekula. CymRSV
replikacdja soran, kiilonb6z6é méretii DI RNS-eket (~0.4-0.7 kb) azonositottak. Bebizonyitottak,
hogy a hosszabb DI RNS-ekbdl rovidebb képzédhet. A DI RNS harom konzervativ blokkbol
épul fel (A, B, C blokk). Az A blokk a CymRSV virus RNS-ének 5° végérdl, a B blokk
polimeraz gén kdzepérdl, C blokk pedig a genomikus RNS 3’ végérdl szarmazik. A DI RNS-ek
tartalmazzak a replikaciojukhoz sziikséges cisz-aktiv elemeket (Havelda et al., 1995).

DI RNS-ek jelenléte virusfertdzés soran enyhiti a novényeken megjelend tiinetek
stlyossagat, nincs csucsnekrozis és megvédi a novényt a pusztulassal szemben (Szittya et al.,
2000). Virusfertézés soran a DI RNS-ek jelenléte megndveli a virus eredetli kis RNS-ek
mennyiségét, emiatt a virus szupresszor kotd képessége telitddik, illetve a virus eredetii
kis RNS-ek felhalmozodasa altal noveli az RNS csendesités mechanizmusanak hatékonysagat,

emiatt a novény a fert6zésbol kigyogyul recovery fenotipus figyelhetdé meg.

2.8. A SHUT-OFF

Kompatibilis novény virus kapcsolatban, a fert6z6 virus gatolja a gazdandvény
transzkripcids €s transzlacios rendszerét, valamint indukélja a gazdandvény védelmi reakciojat
(Whitham et al., 2006). A virusfertézés okozta molekularis valtozasok a gazdandvényben,
kiilonbozd tlinetek megjelenését eredményezik: hervadast, abnormalis elszinezOdést és
kiilonbozé  fejlodési  rendellenességeket vagy a ndvény pusztuldsat. A virusfertdzés
legmarkdnsabb hatédsa, hogy a gazdagének expresszioja megvaltozik.
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A gazda gén expresszios rendszerének teljes analizise (microarray) szamos informaciot
nyljt a virusosfertézés hatasarél (Golem and Culver, 2003; Whitham et al., 2006). Ez a
technologia azonban nem alkalmas arra, hogy megkiilonboztessiik azt, hogy a gazdandvény
génexperesszids profiljaban torténd valtozasokat a virus replikacidja vagy a gazdandvény
altalanos védekezése okozza. Az in situ hibridizaciés technika hatékony eszkdznek bizonyult,
arra, hogy felfedje a virus jelenléte és a kivalasztott gazdagén expresszidja kozti kapcsolatot. Ezt
a technikat alkalmazva kimutattak, hogy virusfert6zott embridk és sziklevelek szoveteiben egyes
gazdagének (lipoxigenaz) expresszios szintje lecsokken, ezt a jelenséget nevezték el shut-off-nak
(Escaler et al., 2000; Havelda and Maule, 2000).

Virusfertdzott borsdé embriok és sziklevelek szovetein végzett vizsgalatok alapjan a
shut-off jelenség tranziensnek mutatkozott, mivel a gének expresszids szintje visszaallt a
normalis szintre a virusfertézés frontjanak eldrehaladtaval, azt sugallva, hogy ennek az oka az
aktiv virus replikacié volt, ami teliti a gazda transzkripcids és transzlacids rendszerét. Ez a
feltevés hamisnak bizonyult, mivel in situ vizsgalatok kimutattak, hogy egyes gének expresszios
szintje nem valtozott nagy mennyiségli virus jelenlétében (Aranda et al., 1996). Tovabba in situ
vizsgalatok kimutattdk, hogy egyes gének, mint példaul a 70-es tipustu hdsokk fehérjek és az
ubiquitin expresszios szintje megnétt (Aranda et al., 1996).

Egy masik lehetséges magyarazat erre a jelenségre a géncsendesités, mivel virusfertdzés
soran aktivalédik a gazdanovény védekezési mechanizmusa az RNS csendesités, amely soran a
virus RNS-ek lebomlanak. Ha a gazdaszervezet RNS-einek egy része komplementaritast mutat a
virus RNS-el, akkor a komplementaritast mutaté endogén RNS-ek is lebomlanak (Ding and
Voinnet, 2007; Herr and Baulcombe, 2004). Mivel a siRNS alapi RNS csendesitési Gtvonal
15 °C-on gatolt (Szittya et al., 2003) ¢és a shut-off ezen a hémérsékleten is jelen van, nem a
géncsendesités felelds a folyamatért.

Sejtmagi run-on analizisek kimutattak, hogy a shut-off jelenség nem a citoplazmaban
alakul ki, hanem a sejtmagban, a leszabalyozott gének transzkripcidja gatlodik, de a folyamat
molekularis mechanizmusa maig nem tisztazott (Havelda et al., 2008).

Havelda és munkatarsai szisztemikusan fertdzott levelekben vizsgaltak a shut-off jelenség
meglétét, amely sordn azt talaltdk, hogy ez a jelenség hosszabb ideig all fenn. Kimutattak, hogy a
shut-off folyamata a fert6zo6tt novényekben folyamatos hianyt tart fenn a novény szamara igen

fontos ,,haztartasi” génekbdl.
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A Gapdh és a tubulin gén expresszids szintjét vizsgaltdk Northern blot analizissel
Cym19Stop fertézott dohany novények szisztemikus leveleiben 7., 14., 21. és 28. napon ¢€s azt
talaltak, hogy a shut-off folyamata a kialakulasat kvetéen még a 28. napon is jelen van (Havelda
et al., 2008). Tovabba kisérleteik soran kimutattak, hogy a shut-off jelenség kialakulasa fiigg a
novény virus kapcsolattol. TMV-el fert6zott dohanyban és paradicsomban vizsgalva a shut-off
jelenség meglétét azt talaltak, hogy dohanyban a TMV fert6zés hatasara kialakul a shut-off
jelenség ezzel szemben paradicsomban nem tapasztaltak (Havelda et al., 2008).

A fentiekb6l jol lathatdo, hogy a shut-off jelenség kialakulasa nagyban fiigg a
virus-gazdandvény kapcsolattol, képes hosszi ideig fennallni a fert6zott novényben, ¢€s

specifikusan gatolja egyes gének kifejezodését.

2.9. VIRUS INDUKALTA GENCSENDESITES (VIGS)

A VIGS soran a virus indukélja a névény védekezd folyamatat, az RNS csendesitést, ami
végiil a virus RNS lebontdsdhoz vezet. A ,,VIGS”’ kifejezést van Kammen alkotta meg (van
Kammen, 1997).

A virus indukalta géncsendesités szekvencia specificitasa miatt alkalmas endogén gének
funkcidjanak vizsgalatara. A VIGS-en alapuld6 modszer alkalmazésa soran egy névényi gén egy
szakaszat beépitik a virus genomjaba, ezt kovetden megfertdzik a rekombinans virussal a
novényt.

A virus elterjedését kovetden, a virus replikacidja soran dsRNS-ek keletkeznek. A
novény Dicer enzime felismeri a virdlis dsRNS-eket és feldarabolja, 21-25 nukleotid hossziisagl
SiIRNS-ekre. A siRNS egyik szala beépiil a RISC komplexbe, mely felismeri és elhasitja a
beépiilt siRNS-el komplementer virus RNS-eket. A beépitett szakasszal homolog endogén génrol
képz6d6 mRNS-ek lebomlanak (Baulcombe, 1999; Kumagai et al., 1995). A folyamat
kovetkeztében lecsokken a vizsgalni kivant gén expresszios szintje a ndvényben, €és kialakul az
endogén gén hidnyara jellemz6 fenotipus (4. abra).

A virus indukalta géncsendesités egy gyors €s hatékony modszer a novényr gének
funkcidjanak meghatarozéasara. Lehetdvé teszi olyan gén funkciok vizsgélatat, amelyek zigota
vagy embrid korban letalitast okozhatnak és mas modszerrel nem vizsgalhatoak. Azonban meg
kell emliteni, hogy teljes funkcidvesztést sosem érnek el. Kimutattak, hogy a célzott génnek az
expresszios szintjét atlagosan 70-90%-ban tudjak lecsokkenteni (Orzaez et al., 2006; Pflieger et
al., 2008). Szamos novényfaj génjeinek funkcionalis vizsgalatat teszi lehetdvé a VIGS modszer

¢és ezeknek szama egyre n6 azaltal, hogy ujabb VIGS vektorokat dolgoznak ki.
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novényi gén

— beépités VIE: yelsor
e
|
novény fertozése
virus RNS
l virus replikacié
TITTITTITI T T I I I TITTIIITITI T IT I T ITIIIIT dsRNS_ek

TTTITTITTITTITT IO keletkeznek

HHEHN siRNS-ek
T keletkeznek

mRNS
RIS plex degradacio
Ay —_  —

4. abra: Virus indukalta géncsendesités mechanizmusa.

Egyes tanulmanyok alapjan a beépitendd DNS szakasznak minimum 23 nukleotid
méretlinek kell lennie és 100 %-ban meg kell egyeznie a csendesiteni kivant célgén nukleotid
sorrendjével (Thomas et al., 2001). Azonban mas tanulmanyok arrél szamolnak be, hogy
gyakran nem elegendd a 23 nukleotid hosszliisagli szekvencia a géncsendesités indukalasahoz,
ezért érdemesebb nagyobb szekvenciaval dolgozni (Ekengren et al., 2003).

Az elmult 8-10 évben szamos VIGS vektort fejlesztettek ki, és ezeket jelenleg is
hasznaljak. A dohany mozaik virus (TMV) volt az elsd, melyet VIGS vektorként alkalmaztak. A
TMV genomjaba beépitették a ndvényi fitoén deszaturaz (PDS) gén egy szakaszat, majd a
rekombinans virusokkal Nicotiana benthamiana névényeket fertéztek meg (Kumagai et al.,
1995). A virus indukalta géncsendesités kovetkeztében az endogén PDS mRNS szintje
lecsokkent. A karotinoid bioszintézisben résztvevé PDS enzim hianya miatt, a fotoprotektiv
szerepet betoltd karotinoidok képzddése is gatolt, ennek kovetkeztében a ndvényen klorotikus
tiinetek jelentkeznek, az Gjonnan fejlodo levelek kifehérednek. Kifejlesztettek egy tijabb VIGS
vektort, melyet szintén a Nicotiana benthamiana-ban alkalmaztak elészor, a burgonya X virusan
(PVX) alapszik (Ruiz et al., 1998). A PVX-en alapuld vektor, gazdanovény szempontjabol
sokkal korlatozottabb (harom ndvénycsaldd fogékony), mint a TMV-én alapuld vektor (kilenc

novénycsalad mutat fogékonysagot), de a PVX-en alapuld vektor sokkal stabilabb, mint a
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TMV-én alapul6 vektor (Burch-Smith et al., 2004). Mivel ezek a virusok képtelenek megfert6zni
a gazdandvény merisztémajat és ndvekedési pontjait (Hull, 2002), ezért ezen VIGS vektorokkal
nem vizsgalhato azon gének funkcidja melyek ezekben a szovetekben talalhatoak.

Ratcliff és munkatarsai (2001) kidolgoztdk a dohany zorgdleveliiség viruson (TRV)
alapul6 virus indukalta géncsendesitést, melynek segitségével vizsgaltak a PDS gént a Nicotiana
benthamiana-ban. A TRV enyhe tiineteket okoz a ndvényen, azonban képes sokkal
erdteljesebben elterjedni az egész ndvényben beleértve a merisztémat is. Mivel a TRV képes
bejutni a merisztémaba, ezaltal lehetdség nyilt a merisztéma szovetben 1évé gének funkciojanak
vizsgalatara. A rendszer tovabbi eldnye, hogy a TRV virus RNS ¢DNS-¢ét (komplementer DNS)
agroinfiltralasra alkalmas bindris vektorba épitették, igy a ndvények fertézése konnyebbé és
egyontetlibbé valt (Ratcliff et al., 2001). A TRV masik elényds tulajdonsaga, hogy a dohanyon
kiviil szamos novényi fajt képes megfertézni példdul: paradicsomot, burgonyat, makot és
paprikat, ezért a TRV-én alapuld VIGS vektort széles korben alkalmazzdk a névényi gének
funkcidjanak vizsgalataira.

VIGS vektorok kidolgozdsa az egyszikiiecknél jelentésen megkonnyitette a gének
funkciojanak vizsgalatat, mivel nem igényel ndvényi transzformalast. Az egyszikiieken
leggyakrabban alkalmazott VIGS vektor az arpa csikos mozaik viruson (BSMV) alapulé VIGS
vektor (Holzberg et al., 2002). A BSMV pozitiv szald RNS virus, melynek genomja harom
részre van osztva (a B y). A BSMV y genomjat modositottak, ahova a vizsgalni kivant gén egy
szakaszat épitették be. Ezt a rendszert sikeresen adaptaltak buizaban is (Scofield et al., 2005).

VIGS vektor alkalmazésa igen vonz6 alternativ eszkoz a reverz genetikdban, a ndvényi
transzformacio elkeriilése, a mddszer egyszeriisége, alacsony koltsége és a gyors eredmény
miatt. Szdmos novényre fejlesztettek ki VIGS vektort és alkalmaztdk gén funkciok
megallapitasara: dohany (Faivre-Rampant et al., 2004), ludfii (Burch-Smith et al., 2006; Jupin,
2013), paradicsom (Tao and Zhou, 2004), paprika (Choi and Hwang, 2012; Chung et al., 2004;
Lim and Lee, 2014), mak (Hileman et al., 2005), haranglab (Gould and Kramer, 2007), szo6ja
(Zhang and Ghabrial, 2006), borso, lucerna (Constantin et al., 2004), szagos biikkony (Gronlund
et al., 2008), manioka (Fofana et al., 2004), rézsa (Dai et al., 2012; Jiang et al., 2014), rizs,
kukorica, buza, arpa (Ding et al., 2006; Kang et al., 2013; Manmathan et al., 2013b).

A legtobb VIGS vektort foleg éveld vagy lagy szart novényekre dolgoztak ki, de mar fas
szara novényeknél is kezd elterjedni VIGS vektorok alkalmazasa, melyre jo példa a
mezdgazdasagilag nagyon fontos ndvény, a sz6ld. A sz6l6 esetében a sz6lo A virus (GVA)
(Muruganantham et al., 2009) ¢és a sz616 levél sodrodas virus-2 (GLRaV-2) (Kurth et al., 2012)
virusokbol fejlesztettek ki VIGS vektort. Mindkét VIGS vektornal beépitették a PDS gén egy

szakaszat, ezaltal tesztelték az A4ltaluk eldéllitott vektor hatékonysagat. A kisérletek
23



10.14751/SZIE.2018.034

eredményeképpen az endogén PDS gén mRNS szintje lecsdkkent €s az Gjonnan fejlédd levelek

kifehéredtek. A fas szaru novényeknél ez a folyamat sokkal lassabb, a GVA és GLRaV-2 VIGS

vektorok alkalmasak génfunkciok meghatarozasara sz6l6ben.

Génfunkciok meghatarozasakor fontos az optimalis VIGS vektor kivélasztasa az adott

novényre. Az optimalis VIGS vektor hatékonyan el tud terjedni a ndvényben, széles gazdakorrel

rendelkezik, a fert6zés egyszerti és gyors, nem okoz sulyos tiineteket, nem okoz gén expresszios

valtozast a gazdanovényben. VIGS vektor alkalmazasakor, kvantitativ RT-PCR-nél az

eredmények kiértékelése miatt, fontos a megfeleld referenciaként hasznalt gének kivalasztasa (1.

tablazat).

1. Tablazat: A jelzett gazdanovény — VIGS vektor alkalmazasokban az eredmények

értékelésekor kvantitativ RT-PCR reakciokban referenciaként hasznalt gének 6sszefoglalasa.

N. benthamiana

Virus vektor

Referencia gén

Hivatkozas

(Saitoh and Terauchi, 2002)

PVX i
Rubisco (Hirano et al., 2007)
Aktin (Hiriart et al., 2003)
™™V
L (Lacomme et al., 2003)
Ubiquitin (Ku et al., 2011)
(Rotenberg et al., 2006)
Aktin (Slocombe et al., 2008)
(Malinowski et al., 2009b)
TRV
Ubiquitin (Rotenberg et al., 2006)

Elongatios faktor

(Rotenberg et al., 2006)
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Virus vektor

Referencia gén

Hivatkozas

PVX

rRNS

(Linetal., 2008)

TMV

Nincs

TRV

Aktin

(Rivas et al., 2004)
(Chiasson et al., 2005)
(Rotenberg et al., 2006)
(Kandoth et al., 2007)
(Eybishtz et al., 2009)
(Lim et al., 2010)
(Wangdi et al., 2010a)
(Lietal.,, 2011b)
(Uppalapati et al., 2011)

Ubiquitin

(Fuetal., 2005)
(Rotenberg et al., 2006)
(Mantelin et al., 2011)

Elongatios faktor

(Liu et al., 2002a)
(Mayrose et al., 2006a)
(Rotenberg et al., 2006)
(Lietal., 2011a)

Tubulin

(Eybishtz et al., 2009)
(Wangdi et al., 2010a)

T. aestivum

Virus vektor

Referencia gén

Hivatkozas

BSMV

18S rRNS (Yuan et al., 2011b)

Aktin (Maetal., 2012)

Gapdh (Bennypaul et al., 2012)
(Manmathan et al., 2013a)

Ubiquitin (Lacomme et al., 2003)

2.10. DOHANY MOzAIK VIRUS (TMV)

A dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) a tobamovirus nemzetség
legjelentésebb képviseldje egyben a nemzetség névaddja is (Toba-mo-virus). A TMV virus
legrégebben és legrészletesebben tanulméanyozott novénykoérokozd. A genom egy pozitiv
egyszalu, 6395 nukleotidbol allo RNS, melynek teljes szekvenciaja ismert (Goelet et al., 1982).
A teljes hosszisagu genomi RNS-rél a 126 és a 183 kDa (kilodalton) molekula tomegii, nem

strukturdlis fehérjék keletkeznek. A 126 kDa-os fehérje metiltranszferdz és RNS helikaz
25



10.14751/SZIE.2018.034

aktivitdssal, mig a 183 kDa-os fehérje RNS fliggd RNS polimeraz (RARP) aktivitassal
rendelkezik. A szubgenomi RNS-rél (sg RNS: I, I2) a 30, 17.6 és egy 54 kDa-os fehérje
transzlalodik. A 30 kDa-os fehérje egy mozgasi fehérje (MP) melynek szerepe a virus sejtrol-
sejtre valo elterjedésében van. A TMV genomjardl egyetlen strukturalis fehérje keletkezik, a
17.6 kDa-0s kopenyfehérje (CP), melynek elsddleges funkcidja a virusrészecske kiilsé burkanak
1étrehozasa, ezaltal védi a virust a sejtben 1€v6 nukledzoktol. Az 54 kDa-os fehérje feladata még
nem ismert (Sulzinski et al., 1985).

Kumagai és munkatarsai (1995) egy uj viralis vektort hoztak létre, a TTOI1-et mely
tartalmazta a TMV-U1 torzs és a paradicsom mozaik virus (ToMV) szekvenciait. Céluk a
karotinoid bioszintézisben részt vevé PDS (fitoén deszaturaz) és PDY (fitoén szintdz) gén
funkcidjanak vizsgalata volt Nicothiana benthamiana-ban. A paradicsom érett gyliimolcsébdl
izolalt PDS gén egy részét beépitették a TMV-U1 kdpenyfehérje promoter mogeé (5. abra), az igy
kialakitott VIGS vektor alkalmassa valt nem csak a PDS gén, hanem mas gének funkcidjanak

analizisére is.

2sp Xhol Start codon
CITTIAAATACCLICGAGETTTTAMT ATG TCT GIT GOC TTG TTA TG6 GIT GIT TCT OCT 16T GAC
Mot Ser Val Ala Leu Leu Trp Val Val Ser Pro Cys Asp _]

Transit peptide of phytoene synthase
GTC TCA AAT GGG ACA AGT TTC ATG GAA TCA GTC CGG GAG GGA MAC OGT
Val Ser Asn Gly Thr Ser Phe Met Glu Ser Val Arg Glu Gly Asn Arg

——— o wtn o200 =
— —
— —
— ——
—— ——
— —
— -
— -

TMYV RNA (+7866)

BamHI Kpnl

TTO1/PSY +

(11.6 kb)
pBR322

68 mt

5. abra: A TMV-¢én alapul6 VIGS vektort szerkezete Kumagai é¢s munkatarsai (1998) nyoman.
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2.11. BURGONYA X VIRUS (PVX)

A Flexyviridae csaldd Potexvirus nemzetségének névadd tagja a burgonya X virus
(Potato X virus, PVX). A genom egy pozitiv egyszalu, 5835 nukleotidbdl alld6 RNS. A teljes
hosszasagu genomi RNS-r6l 147, a 25, a 12 és a 18 kDa molekula tomegii fehérjék keletkeznek.
A 147 kDa-os fehérje metiltranszferaz, RNS helikaz és RARP aktivitassal rendelkezik, mely
szlikséges a virus replikaciojahoz. A 25, a 12 és 18 kDa-os fehérjék (triple gene block) a virus
sejtrol-sejtre valod terjedésében jatszanak szerepet. A sg RNS-r6l keletkezik, a 21 kDa-os CP,
melynek elsédleges funkcioja a virusrészecske kiils6 burkanak 1étrehozasa, mely a sejtben 1évo
nukleazokkal szemben nytjt védelemet.

A PVX-en alapuld VIGS vektort Ruiz és munkatarsa dolgozta ki 1998-ban a PDS gén
funkciojanak vizsgalatara Nicothiana benthamiana-ban. A PVX RNS-be egy 415 nukleotid
nagysagi PDS szakaszt épitettek be a 18 kD-os fehérje és kopenyfehérje kozé, szensz és
antiszensz orientdcidban. Ez a PDS szakasz a PDS ORF (nyitott leolvasasi keret) kdzponti

régidjabol szarmazik (6. dbra).

FVX-FDS RdRp 25K MEPDSECP AAAAR

6. abra: A PVX-en alapul6 VIGS vektort molekularis szerkezete Ruiz és munkatarsai (1998)

nyoman.

2.12. DOHANY ZORGOLEVELUSEG VIRUS (TRV)

A dohany zorgdleveliiség virus (Tobacco rattle virus, TRV) a tobravirus nemzetség egyik
képviseld tagja. A TRV pozitiv szali RNS-el rendelkezik, melynek genomja kétosztata: RNS1
¢s RNS2. Az RNS1 6791 nt az RNS2 1905 nt nagysagi. Az RNS1 koédolja a genomi RNS-rél
keletkezd 134 és a 194 kDa replikaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét. A 29-kDa mozgasi fehérje
és a 16 kDa ciszteinben gazdag fehérje a sgl RNS-rdl keletkezik. Az RNS2 kodolja a genomi
RNS-rél keletkez6 25 kDa-os kopenyfehérjét és a sg2 RNS-16l keletkez6 29.4 és 32.8 kDa-os két
nem strukturdlis fehérjét. Az RNS1 képes replikdlodni és szisztemikusan terjedni az RNS2
nélkdil.

Ratcliff €s munkatarsai (2001) fejlesztették ki a TRV-én alapulo VIGS vektort.
Eléallitottak egy TRV RNSI cDNS-ét tartalmazé T-DNS kazettit és egy RNS2 cDNS-ét
tartalmazo T-DNS kazettat. A TRV RNSI, illetve a RNS2 cDNS-¢ét beépitették 2 db CaMV 35S
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promoter mogé €és a nopalin szintdz terminator elé (7. abra.) Az RNS2 konstrukcioban a nem
strukturalis géneket helyettesitették egy multi klonozd hellyel, ami lehetdvé tette a vizsgalni
kivant gén egy szakaszanak a beépitését. A T-DNS kazettakat agroinfiltralasra alkalmas binaris

vektorba épitették, mely megkonnyitette a ndvények fertdzését.

. 16K
(a) B l 194KIIMP1L| gRNA 1
sgRNA 1a
sgRNA 1b
cP 32.8K
1‘29«’ gRNA 2
(b)
LB . 16K RB
{>[2xass| | 134K | 194K | | IRgnosy| <]
[MP]

LB ;e RB
{-{2x3ss| [ |mcs_ IRANOSy-<]

EcoRl, Xbal, Stul, Ncol, BamHI, Kpnl, Sacl, Miul, Xhol, Srfl, Smal

7. abra: (a). TRV genom szervezddése, (b). A TRV-én alapuld VIGS vektor (Liu et al., 2002b).

2.13. ARPA CSiKOS MOZAIK VIRUS (BSMV)

A hordeovirus nemzetség tagja az arpa csikos mozaik virus (Barley stripe mosaic virus,
BSMYV). A BSMV pozitiv szali RNS-el rendelkezik. A genomja hdromosztat (a, B, v) (8. dbra
(a)), az RNSa 3768 nt, RNSPB 3289 nt és RNSy 3164 nt nagysagu. A BSMV genomja 7 fehérjét
kodol.

A BSMYV cDNS klonjainak hozzaférhetdsége, a mechanikai uton valo atvihetdsége €s a
sz¢éles gazdanovény kore alkalmassd tette VIGS vektor fejlesztésére az egyszikliekben. A
BSMV-t gy modositottak, hogy a y RNS-ébe a yb ORF-je utan (downstream), a vizsgalni kivant
novényi gén cDNS egy részét beépitették szensz €s antiszensz orientacidban (8. dbra (c)). A yb a
vy RNS-16l expresszalodo fehérje, ami egy 17 kD nagysdgi multifunkcionalis RNS kot fehérje.
Annak érdekében, hogy megakadalyozzak a cDNS inszert hatdsat a yb aktivitasara, a vektort ugy
tervezték meg, hogy yb tartalmazzon egy stop kodont, ezaltal az inszert nem képes transzlalddni

a novényben. A BSMV [ RNS-t szintén moédositottak, ugy hogy kopenyfehérje génjét
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eltavolitottdk (8. abra (b)). Ezaltal a levelek kifehéredési ardnya 20%-al nétt. A BSMV-én
alapulo VIGS vektort Holzberg és munkatarsai (2002) dolgoztak ki.

(a)
0',4 oa P
>
p=_Ba_jo Bb r’E!M_I—
o>
o TR 1Y
(b) BstBI
B.ABa Bb Bd
c > acl  Notl
( )7_1:»]35-{ va "%@
> Eo)Not1 Pacl
y.PDS-asm ya vb K20

8. abra: (a). BSMV genom szervezddése, (b).p A B, a BSMV modositott f RNS-e (kdpenyfehérje

génje hianyzik), (c). A modositott y RNS, amely tartalmazza a névényi PDS gén egy szakaszat szensz és

antiszensz orientacioban (Holzberg et al., 2002).

2.14. SZEGFU 0LASZ GYURUSFOLTOSSAG VIRUS (CIRV)

A szegfii olasz gytriisfoltossag virus (Carnation italian ringspot virus, CIRV) a Tombus

viridae csalad, a Tombus nemzetség tagja. A CIRV genomja, osztatlan pozitiv, egyszala, 4760

nukleotidbol allo6 RNS (Rubino et al., 1995). CIRV RNS genomja 6t funkcionalis ORF-et

tartalmaz, amelyek kozilil az ORF1 egy 36 kDa-os fehérjét, a p36-ot kodolja, az ORF2 egy 95

kDa-os fehérjét, a p95 fehérjét kodolja, amely az ORF1 amber stop kodonjanak atolvasasa soran

képzddik (Pantaleo et al., 2003). A p95 fehérje RARP aktivitassal rendelkezik (Koonin, 1991). A

p36 és a p95 fehérje egyiittesen fontos szerepet toltenek be a virus replikacidjaban.

A szubgenomi RNS-r6l (sgRNS1) irodik at az ORF3, amely egy 41 kDa-0s kopeny
fehérjét (p41) kodol. A sgRNS2 -rél két kisebb, egy 22 kDa-os fehérje (p22) és egy 19 kDa-0s
fehérje (p19) transzlalodik (9. abra). A 22 kDa-os fehérje egy mozgasi fehérje, melynek szerepe

a virus sejtrél-sejtre valod elterjedésében van.

A pl9 fehérje fontos szerepet tolt be a virus altal okozott tiinetek kialakitasaban (Koonin,

1991) és képes gatolni a virus indukalta RNS csendesitést.
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CIRY Mozgasi fehérje
Replikaz Képeny fehérje & ]

p36 p19

sgRNSL
sgrnsz L Ji———

9. abra: A CIRV genom szervezddése.

2.15. SzOLO PINOT GRis VIRUS (GPGV) Es 4 s20L0O SYRAH-1 (GSYV1) VIRUS

A sz616 pinot gris virus (Grapevine pinot gris virus, GPGV) a Betaflexiviridae csalad,
Trichovirus nemzetség tagja. Olaszorszagban, Trentindban irtak le el6szor, kis RNS szekvenalas
alapjan hataroztdk meg a genom szervezddését. A GPGV genomja, osztatlan pozitiv, egyszaly,
7259 nukleotidbol allo RNS. GPGV RNS genomja harom funkcionalis ORF-et tartalmaz,
amelyek koziil az ORF1 egy 214 kDa-os fehérje, mely a metiltranszferazt, helikazt és RARP-t
kodolja, az ORF2 egy 46 kDa-0s mozgasi fehérjét kodol. Az ORF3 a 22 kDa-os kdpenyfehérjét
kodolja (Giampetruzzi et al., 2012). A GPGV virus megjelenésérél szamoltak be Koreaban,
Franciaorszagban, Szlovéakidban, Csehorszdgban. Szlovénidban és Magyarorszagon.

A sz6l6 Syrah-1 virus (Grapevine syrah virus-1, GSyV1) Tymoviridae csalad,
Maculavirus genus nemzetség tagja. Kalifornidban azonositottak elészor Roche 454-es
szekvenalassal, egy leromlast mutaté Syrah iltetvénybdl (Al Rwahnih et al., 2009). A virus
genom kodol egy poliproteint (replikaz és kopenyfehérje) és egy mozgasi fehérjét. GSyV1 virus
megjelenésérél szamoltak be Chilében, Kanadaban, Franciaorszagban, Csehorszagban,

Szlovakidban és Magyarorszagon is.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. NOVENYI ANYAGOK

Kisérleteinkhez tiveghazi koriilmények kozott nevelt dohany (Nicotiana benthamiana),
paradicsom (Solanum lycopersicum, Kecskeméti jubileum fajta), és buza (Triticum aestivum,
Bezosztaja fajta) ndvényeket hasznaltunk. 8-10 napos dohany, 18-20 napos paradicsom ¢s 12-14
napos buza novényeket fertéztiink meg VIGS vektorokkal. Virus fert6zés soran a névény alséd
leveleit mechanikailag sértjiik meg, ezeket a leveleket nevezziik inokulalt levélnek. A fert6zott
novényeket fényszobaban, 21°C hémérsékleten 16 oOrdas megvilagitassal neveltiik a tiinet
kialakulasaig. A novény mesterséges fertézését kovetden, a virus elterjed az egész novényben
kialakitva a szisztemikus fertézést, az ujonnan képzd6dd levelekben (szisztemikus levél) is
kimutathat6 a virus jelenléte.

Kisérleteinket két biologiai ismétlésben végeztiik el, 3-4 ndvény 2 csucsi levél poolozott
mintaibol késziilt a Northern blot, annak érdekében, hogy bizonyosan meggy6zddjiink, hogy
egységes tendenciat mutat az altalunk vizsgélt endogén gének expresszioja, kiilon levelenként is

ellendriztik.

3.2. TOTAL NUKLEINSAV KIVONAT

A fert6zott novények szisztemikus leveleibdl total nukleinsav kivonatot készitettiink. 0,1
g ndvényi mintat, jégbehitott steril dorzsmozsarakban homogenizaltuk és 650 pl RNS kivond
pufferben (100 mM glicin, pH 9,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2% natrium-dodecil-szulfat
(SDS)) tartuk fel. A homogenizalt anyagot eppenendorf csovekbe adagoltuk és 600 ul fenollal
Osszeraztuk, majd ezt kovetéen 5 percig centrifugaltuk 14000 rpm-en. A vizes fazist 600 pl
fenol-kloroform 1:1 aranyu keverékével, ezutan pedig 600 ul kloroformmal extrahaltuk, majd 20
ul 4M natrium-acetattal és 1000 pl abszolut etanollal kicsaptuk. A keletkezett csapadékot kétszer
1000 pl 70%-os etanollal mostuk. A mintat szaritast kdvetden 30 pl steril desztillalt vizben
feloldottuk. A total nukleinsav kivonatunkhoz mintafelvivé festéket FDE (10 ml formamid,
10 mg xilén-cianol FF, 10 mg bromfenolkék, 200 ul 0.5M EDTA (pH 8.0)) adtunk és 65°C-on
denaturaltuk 5 percig. Az 0Ossznukleinsav kivonat mindségének ellenérzésére, a kivonatot
1,2%-0s agar6z gélben és TBE (90 mM Tris, 90 mM bérsav és 3mM EDTA) pufferben

elektroforézissel elvalasztottuk, majd etidium-bromidos festéssel UV fényben tettiik lathatova, €s

crer
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3.3. cCDNS KESZITES

A Nicotiana benthamiana, Solanum Lycopersicum és Triticum eastivum ndvények total
nukleinsav kivonatdbdl CDNS-t készitettiink RevertAid kit (RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit-Thermo Scientific) segitségével. Kiinduldsi anyagként 4pg mennyiségi
dezoxiribonukleazzal (DNaz) kezelt total nukleinsav kivonatot hasznaltunk. A ¢cDNS készitést
oligo(dT) primerrel inditottuk: 4 ng RNS, 1 ul oligodT primer, 6 pl nukledz mentes steril viz
elegyét 70 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd jégen allni hagytuk 5 percig. Az elegyet
kiegészitettiik 5 ul 5x reverz transzkriptaz pufferrel (Fermentas), 2 ul 10 mM dNTP-vel, 1 pl
RNaz inhibitorral (Fermentas). 37 °C-on 5 percen keresztiil inkubaltuk, ezt kovetden 1 ul reverz
transzkriptazt adtunk hozzé (Fermentas). 42°C-on inkubaltuk 1 6ran keresztiil, majd 70°C-on
inkubaltuk 10 percig. Az igy elkésziilt cDNS-t hasznaltuk fel az endogén gének klonozéaséhoz
(Rubisco, Gapdh, tubulin Ef, Cph és aktin).

3.4. OLIGONUKLEOTIDOK FOSZFORILALASA

Az oligonukleotidok 5° végének eldzetes foszforilalasa sziikséges a ligalas sikeressége
érdekében. 4 pl 100 pmol/ul oligonukleotidhoz 2 pl PNK puffert, 2 ul mM ATP, 2 pul PNK
enzimet (Fermentas) és 10 ul desztillalt vizet adtunk. A reakcio elegyet 37°C-on 30 percen
keresztiil inkubaltuk, majd 15 percre 70°C-ra helyeztiik a reakcid leallitasa miatt. A reakcid

elegyet 10 pmol/ul-re higitottuk.

3.5. POLIMERAZ LANCREAKCIO (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR technika &ltal szaporitottuk fel a kivant DNS darabokat Applied Biosystem
GeneEmp PCR System 9700 késziilékben. Az endogén gének vizsgéalatahoz a kiilonb6z6
gazdandvények Rubisco, Gapdh, tubulin Ef, Cph és aktin génjeinek egy darabjat szaporitottuk
foglalja Ossze.

A reakcid koriilmények a kovetkezOk voltak: 5 perc kezdeti denaturacio 94°C-on, ezt
kovetden 94°C 30 masodperc, 55°C 30 mésodperc,72°C 1 perc 40 cikluson keresztiil.

Az 50 pl reakcid elegy a kovetkezd OsszetevOket tartalmazta: 5 ul 10x Taq puffer
((NH4)2S04MgCl2), 3 pl 20mM MgClz, 1 pl 10mM dNTP mix 1ul Taq polimeraz (Fermentas),
2,5 ul (10 pmol/ul) foszforilalt forward primer, 2,5ul (10 pmol/ul) foszforilalt reverz primer 1 pl
templat (dohany cDNS, paradicsom cDNS, buiza cDNS), 33 ul nukleaz mentes Milli-Q® viz.
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2. Tablazat: Endogén gének vizsgalatdhoz és virusok kimutatasahoz PCR reakcional hasznalt

inditdszekvenciak.

Gazdanovény

Endogén gének Primer

Azonosité szam
regi6, méret (bp)

Nicotiana benthamina Rubisco F:5 CTTTCCTCTGCAGCAGTTGCC 3' X02353.1
R: 5 GCACTTGACGCACGTTGTCG 3' 1063-1943, 880bp
Gandh F: 5 TCTCAAATATGACTCCACCC 3' AB937979.1
P R:5' ACCCCATTCATTGTCATACC 3' 330-972, 642bp
Tubulin F: 5 GGCATTCAGCCTGATGGC 3' AJ421413.1
R: 5" AATGTCCAATGAGCGCCTGC 3' 139-711, 572bp
Ef F: 5 GCTGAGATGAACAAGAGGTC 3' D63396.1
R:5' GAGCATATCCATTTCCAATC 3' 166-1066, 900bp
Coh F.: 5 CATAAACTGGTAGAAGTAGAACC 3' AY368274.1
P R:5' GGAGCTCTATGCCGACACCG 3' 96-706, 610bp
Aktin F: 5 ATGCCTATGTTGGTGATGAAGC 3' U60493.1
R:5' CCACATGACACTTCATGATTG 3' 184-971, 787bp
Solanum lycopersicum Rubisco F: 5 GCCCTTCATCTAAGATGAGGC 3' X05982.1
R:5' TCGCTAAGCAATTGCTCATCG 3' 158-690, 532bp
Gandh F: 5 TCTCAAATATGACTCCACCC 3' XM_004236801.2
P R: 5" ACCCCATTCATTGTCATACC 3' 443-1265, 822bp
Tubulin F: 5 GGCATTCAGCCTGATGGC 3' XM_004244485.1
R:5' AATGTCCAATGAGCGCCTGC 3' 241-813, 572bp
Ef F: 5 GCTGAGATGAACAAGAGGTC 3' X53043.1
R:5' GAGCATATCCATTTCCAATC 3' 2592-3572, 980bp
Coh F:5 GCTGGTCGTGTGGTGATGGAG 3' NMO001247559
P R:5'CGGTTAACCCTAGAACTCGACCCG 3 60-661, 601bp
Aktin F: 5 ATGCCTATGTTGGTGATGAAGC 3' XM_010321768.1
R:5' CCACATGACACTTCATGATTG 3' 269-979, 710bp
Triticum aestivum Rubisco F: 5 CGCTAGCCTCGGCAGCGTCAG 3' AB042066.1
R: 5' AATCCGATGATGCGGACATAC 3' 99-660, 561bp
Gapdh F: 5" ACTTCCTCCGGTGCTGGCACG 3' AK334943.1
R:5' CGTTGTCGTACCAGGCGACGA 3' 293-1207, 911bp
Actin F: 5 CTGAGGAGCACCCAGTACTGC 3' GQ339780.1

R: 5" ATAGTTGAGCCACCACTGAGC 3'

41-662, 621bp

Azonosité szam

Virus Primer regi6, méret (bp)
PV/X F:5' GGACATGAAGGTGCCCAC 3' KJ534604.1

R:5' GAAACTGGGGTAGGCGTC 3' 5850-6397, 547bp
™V F:5' GCTATAACCACCCAGGACGCGA 3 X68110.1

R: 5' TGGGCCCCTACCGGGGGTAACG 3' 5278-6395, 1117bp
TRV F: 5 GCTGCTAGTTCATCTGCAC 3' AF406991.1

R: 5' GCACGGATCTACTTAAAGAAC 3' 1116-1752, 636bp
BSMV F: 5' CAATACGTAAGTCCGTAGCTTC 3' M16576.1

R: 5' CATATGGTTGATGGGCACCATC 3' 2832-2972, 140bp

3.6. DNS FRAGMENTUM TISZTITASA GELBOL VALO IZOLALASSAL

A PCR amplifikdtumokat 1,2 % agar6z TBE gélen elvalasztottuk. A megfeleld méretii

termékeket a gélbdl kivagtuk és Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) segitségével

tisztitottuk a gyartd utasitasait kdvetve.
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3.7. KLONOZO VEKTOROK KESZITESE

Rendelkezésiinkre 4ll6 a PVX-Ures VIGS vektor konstrukciot linearizaltuk EcoRV
enzimmel és defoszforiladltuk. A dohdny PDS egy darabjat foszforilalt oligonukleotidokkal
(PDS_F:.CATTAAAAATATTGAGCTAAAC, PDS_R:CCATATATGTACATTTATCACAGG)
¢és Taq polimerazzal felszaporitottuk ¢és ligaltuk az altalunk linearizalt plazmidba (lasd 3.8 és 3.9
fejezet), létrehozva PVX-PDS vektort. TMV-GFP konstrukciobol Pacl és Xhol enzimmel
eltavolitottuk a GFP-t, ezt kdvetden 5’talnytlo véget feltoltottiik, majd a PVX vektornal leirtak
szerint klénoztuk a dohany PDS egy darabjat a linearizalt plazmidba, 1étrehozva a TMV-PDS
vektort.

TRVGFP100 és TRVGFP300 VIGS vektorokat a kovetkezéképpen allitottuk elé: TRV2
tartalmazd plazmidot linearizaltuk EcoRI enzimmel. Specifikus primereket alkalmazva
(GFP100_F:CCAGACAACCATTACCTGTCCAC,
GFP100_R:CATGCCATGTGTAATCCCAGCAGC,
GFP300_F:GAACTCGAGATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC,
GFP300_R:GAGGTACCCGTGTCTTGTAGTTCCCGTCATC) 100 ¢és 300 bp méreti GFP
darabot amplifikaltunk Taq polimerdz segitségével. A kapott termékeket gélbdl tisztitottuk és
klonoztuk az altalunk linearizalt plazmidba.

Kisérleteink soran alkalmazott TRV2-Upfl (ATP-dependent RNA helicase
upframeshift 1) VIGS vektort Dr. Silhavy Daniel bocsatotta rendelkezésiinkre. A TRV2 a Upfl
582 bp méreti darabjat tartalmazza. TRV2-Upfl VIGS vektortszeriien alkalmazzak

nonsense-mediated decay mindségbiztositasi rendszer tanulmanyozasanal.

3.8. LIGALAS

A PCR altal felszaporitott €s tisztitott termékeket (dohany: Cph, tubulin, aktin, Ef;
paradicsom: Rubisco és Cph, tubulin, aktin, Ef; buza: Gapdh, Rubisco, Cph) EcoRV-tel
emésztett és defoszforilalt klonozd vektorba (pBluescript II KS (+)) ligaltuk. A 10 pl
végtérfogatl reakciot a kovetkezoképpen mértiik Ossze: 1 ul ligaz puffer, 1 pl vektor, 1 pl ligaz
enzim, 3 pl nukledz mentes Milli-Q® viz, 5 pl tisztitott fragmentum. A ligalast 2-2,5 6ran

keresztiil szobahdmérsékleten végeztiik.
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3.9. TRANSZFORMALAS

A transzformaci6é soran a ligatumot 100 pul kompetens sejtbe (E. coli DH5a torzs)
transzformaltuk. A kompetens sejthez jégen valo felolvasztasat kovetden, 5 pl ligdtumot adtunk
¢és 20 percen at jégen tartottuk, majd 30 masodpercig 42°C-on hdsokkoltuk. Ezutan a sejtekhez
hozzaadtunk 500 ul SOC tapoldatot (Sambrook J., Fritsch E. E. and Maniatis T., 1989), majd 40
percen keresztiil 37 °C-on razattuk. A felnétt baktérium tenyészetb6l 300 pl-t szélesztettiink,
szelektiv szilard LB taptalajra (Sambrook J., Fritsch E. E. and Maniatis T., 1989) mely
ampicillint, Xgal-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-d-galaktozid), illetve IPTG-t (izopropil-tio-p-D-
galaktozidot) tartalmazott. A lemezt egy ¢jszakara 37 °C-os termosztatba helyeztiik.

3.10. PLAZMID 1Z0LALASA BAKTERIUMTENYESZETBOL

A baktériumtelepeket megfeleld antibiotikumot ¢és taptalajt tartalmazé 3 ml
folyadékkultiraban szaporitottuk fel 37°C-on egy ¢éjszakan keresztiil razatva. A felszaporitott
sejteket 3 percig 8000 rpm-en centrifugalassal leiilepitettiik, ezt kovetdéen az iiledéket 100 ul
SOLI oldatban szuszpendaltuk fel (50mM gliik6z, 10mM EDTA, pH 8, 25mM Tris.Cl, pH 8).
Homogenizalas utan 200 ul SOLII (0.2N NaOH, 1% SDS) oldatot adtunk hozza, 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 150 ul SOLIII (3M Kalium-acetat, pH 5.5) oldatot adtunk
hozza, 5 percig jégen inkubdltuk ezutdin 10 percig centrifugéltuk 4°C-on. A leszivott
feltiliszo6hoz 600 pl fenol-kloroformot mértiink, majd 6sszekeverés és centrifugalds utan 750 pl
abszolut etanollal kicsaptuk a plazmidot. Forgatva kevertiik, majd 10 percre jégre tettiik, ezt
kovetden 10 percig centrifugaltuk 4°C-on. 1 ml 70 %-os alkohollal mostuk a plazmidot és ezt a
mosasi lépést még egyszer megismételtiik. Ezt kovetéen 3-5 perc szdritds utdn hozzamértiink
2 ul RNaz-t tartalmazo 50 ul 1xTE-oldatot (Sambrook J., Fritsch E. E. and Maniatis T., 1989).
30 perces 37°C-on vald inkubalas utan hozzaadtunk 30 ul 20 %-0s PEG-et (Thermo Fisher
Scientific), 1 orara jégre helyeztiik, ezutan 10 percen keresztiil centrifugaltuk, 4°C-on. Feliiltszot
leontottiik, kétszer mostuk a plazmidot 1 ml 70 %-os alkohollal, majd 10 perc szaritas utan

visszaoldottuk 20-50 pl steril desztillalt vizben.

3.11. PLAZMID LINEARIZALASA

A TMV-VIGS konstrukciot Kpnl enzimmel, a PVX-VIGS konstrukciét Spel enzimmel
a, v BSMV-VIGS konstrukciét Mlul enzimmel mig a B BSMV-VIGS konstrukciét Bcul
enzimmel linearizaltuk és a késébbiekben templatként alkalmaztuk in vitro transzkripcional. A

reakcidelegyet 50 pl végtérfogatban a kovetkezd képpen mértiik Ossze: 25 upl plazmid, 5 pl
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megfeleld 10x puffer, 3 ul megfeleld restrikcios enzim és 17 ul desztillalt viz. A reakcidt 2-2,5
oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. Az emésztést kovetden proteindz K kezelés ala vetettiik,
50 pl emésztési elegyhez hozzdadtunk 5 pl 10% SDS-t, 1 ul proteinaz K enzim (Fermentas) és
44 ul steril desztillalt vizet. Ezt kovetéen 50°C-on inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd fenol,
fenol-kloroform, kloroformos extrahalassal tisztitottuk. A feliilusz6t 1ug/ul glikogént
(Fermentas) és 40 ul 6M ammonium-acetatot tartalmazé 300 pl t etanollal Kkicsaptuk. A
keletkezett csapadékot egyszer 70%-os etanollal mostuk. Ezutan szaritottuk és 30 ul steril
desztillalt vizben feloldottuk.

3.12. IN VITRO TRANSZKRIPCIO

In vitro transzkripcid soran T7 polimerazt, Cap analogot (Thermo Fisher Scientific) és a
linearizalt plazmidot hasznaltuk. A reakciot 50 pul végtérfogatba mértiik Ossze a
kovetkezoképpen: 2,5 ul templat, 10 pl 5x transzkripcids puffer, 1 pl ribolock RN4az inhibitor,
1,2 ul T7 polimeraz, 5 pl 10mM rNTP mix (20mM rATP, 20mM rUTP, 20mM rCTP 2mM
rGTP), 10 pl 5SmM CAP analog és 10,3 pl desztillalt viz. A reakcidelegyet 37 °C-on inkubaltuk
30 percen keresztiil, ezt kdvetden hozzdadtunk 10 pul 20mM rGTP-t majd 37°C-on inkubaltuk 1

oran keresztiil. Az atirt RNS mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

3.13. TESZTNOVENYEK FERTOZESE

Dohany és paradicsom novényeket fertdztiink meg TMV-, PVX-VIGS vektorral, illetve
dohany novanyeket fertéztiink meg vad tipusu CIRV-el és a mutans valtozataival az alabbi
modon: TMV, PVX, CIRV, CIRV+DI, CIRV19Stop ¢és CIRV-3M in vitro RNS
transzkriptumanak elegyéhez inokulalo puffert (50 mM glicin, 30 mM K2HPOs, 1 % bentonit,
1 % cellit) és desztillalt vizet adtunk a kovetkezd aranyban: 6 pl in vitro transzkriptumhoz 15 pl
inokulald puffert és 9 ul desztilldlt vizet adtunk. Uvegspatula segitségével ndvényenként
2 levelet inokulaltunk, 15-15 pl fert6zé eleggyel. A biza BSMV-VIGS vektorral vald
fertdzéséhez a 3 RNS-nek megfeleld (a P y) transzkriptumanak 1:1:1 ardnyban kevert elegyét
hasznaltuk. 6 pl fert6zo elegyhez 45 pl FES inokuldlo puffert (100 mM glicin, 60 mM KoHPOg,
natrium 1 % pirofoszfat, 1 % bentoit, 1 %, cellit) adtunk, amelybdl 20-25 pl-t 6vatosan iliveg
spatula segitségével bedorzsoltiik az elsd és a masodik leveleit.

A kisérleteink soran a virus fertdzéssel parhuzamosan, egészséges novényeket

mechanikai sértésnek tettiik ki, azonban a virus jelenlétének hianydban. Ezeket a novényeket
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nevezzilk mock ndvényeknek, melyet negativ kontrollént hasznaltunk. A Kontroll névények

(mock) leveleit inokulalé puffer és desztillalt viz keverékével kentiik le.

3.14. AGROINFILTRACIO

Nicotiana benthamiana novényeket infiltraltunk TRV-VIGS vektorral. Az infiltralashoz
hasznalt Agrobacterium tumefaciens (C58C1) baktériumtelepeket steril fogpiszkaloval 5 ml
folyékony kanamicint és tetraciklint tartalmaz6 YEB taptalajba (Sambrook J., Fritsch E. E. and
Maniatis T., 1989) oltottuk le. Egy éjszakan keresztiil 28-30°C-on razattuk. A baktérium
szuszpenziot 4000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk 28-30°C-on. A Dbaktérium pelletet
felszuszpendaltuk, 10 mM MgCl2-t és 150 pM acetosziringont tartalmazo desztillalt vizben.
A kiilonb6z6 agrobaktérium tenyészetek optikai denzitasat (OD600) spektrofotométerrel mértiik,
ezt kovetden higitottuk OD600=1-re. Majd szobahdmérsékleten allni hagytuk 2 6ran keresztiil.
Infiltralas eldtt a szuszpenziokat TRV1:TRV2 = 1:1 aranyban kevertiik 6ssze, majd Nicotiana
benthamiana levelek fonakjan keresztiil, fecskendével juttattuk be az agrobaktérium
szuszpenziot a ndvényekbe. A kontroll ndvények leveleit TRV 1-et tartalmazd acetosziringonos

oldattal infiltraltuk.

3.15. NORTHERN BLOT TBE PUFFER RENDSZER HASZNALATAVAL

A virus RNS-ek jelenlétét Northern blot analizissel mutattuk ki. A totdl nukleinsav
kivonatokat 1,2%-0s agar6z gélen valasztottuk el. Gélelektroforézis utan a gélb6l az RNS-t
kapillaris blottolon Hybond-NX nylon membranra (GE Healthcare, Amersham) blottoltuk egy
¢éjszakan keresztiil 20xSSC puffer rendszerben (3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH=7.2), majd
kétszer keresztkotottiik UV fény alatt (Amersham crosslinker, 2 x 600 J m2 s1), hogy az RNS-t

rogzitsilk a membranra.

3.16. NORTHERN BLOT MAE PUFFERRRENDSZER HASZNALATAVAL

Ahhoz, hogy az endogén gének expresszids szintjét ki tudjuk mutatni a fentihez képest
egy érzékenyebb rendszerre volt sziikséglink. A totdl nukleinsav kivonatokat 1,2%-os agardz
denaturald gélben, MAE pufferben (0,1 M MOPS (pH 7,0),40 mM Na-acetat, 5 mM EDTA)
valasztottuk el. 4,5 pg/ul RNS mintdhoz mintakezel6t adtunk (10xMAE, formaldehid, formamid,
1 pl etidium-bromid) és 10-15 percig denaturaltuk 65°C-on és jégre tettiik. 10-20 pl mintat
vittiink fel a gélre, melyet 80 V-on, 4°C-on gélelektoforézissel valasztottuk el. Elektroforézis
utan a gélbdl az RNS-t kapillaris blottolasi technikaval Hybond-NX nylon membranra blottoltuk
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(GE Healthcare, Amersham) 20xSSC puffer rendszerben (3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH=7.2),
egy ¢jszakan keresztiil, majd UV keresztkotéssel rogzitettilk az RNS-t.

3.16.1. Hibridizacio

A membrant 5-10percig mostuk 2xSSC-ben (0.3 M NaCl, 30 mM Na-citrat, pH=7.2) a
hibridizalas hémérsékletén 65°C-on, majd eldmelegitett Church pufferrel (0,5 M NaP1i, 7% SDS,
1 mM EDTA pH 8,0, 1% BSA, 0,02 mg/ml ssDNS) 1 6ran keresztiil prehibridizaltuk, végiil
15 ml radioaktiv probat tartalmazé Church pufferben hibridizaltuk egy éjszakan keresztiil.

Ezt kdvetéen a membrant csokkend sokoncentracié mellett mostuk 2x SSC (0,3 M NaCl,
30 mM Na-citrat, pH=7.2), 0,1% SDS oldattal 5 percen keresztiil a hibridizaciés hdmérsékleten
65°C-on, majd 0,5x SSC (0,075 M NacCl, 7,5 mM Na-citrat, pH=7.2) és 0,1% SDS oldattal 15
percig, ezutan 0,1x SSC (0,015 M NaCl, 1,5 mM Na-citrat, pH=7.2,) és 0,1% SDS oldattal
mostuk 3-4 percig. A membranra rontgenfilmet tettiink és a jel er6sségtdl fliggden par oraig vagy

akar tobb napig exponaltuk, majd el6hivtuk.

3.16.2. Radioaktiv proba készitése

A klonozott virus és endogén gének darabjairdl a Thermo Scientific Decalabel DNA
labelling kit segitségével készitettiink radioaktiv P32 izotoppal jelolt DNS probat. A radioaktiv
probat a kovetkezdképpen készitettiik: 5 pl 5x Decalabel puffert 1 pl templatot (TMV, PVX,
TRV, BSMV, Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph, aktin PCR termék) és 19 ul desztillalt vizet
Osszemértiink, 5-10 percig forraltuk, majd jégre helyeztiik. Hozzaadtunk 1,5 ul MixC-t (dCTP
hianyos nukleotid keverék), 0,5 ul Klenow DNS polimeraz enzimet, majd 3 pl radioaktivan jeldlt
[a-32P]-dCTP-t. Ezutan inkubaltuk 1 oraig 37°C-on, majd hozzdadtunk 2 ul dNTP-t és
inkubaltuk 37°C-on 5 percig, végiil 2-3 percig 95°C-on denaturaltuk és jégre tettiik. Az elkésziilt
probat 15 ml Church pufferbe mértiik.

3.17. KIS RNS NORTHERN BLOT ANALIZ1S

A totél nukleinsav kivonatokban levé mikro RNS-ek kimutatdsahoz a mintdinkat 12%-0s
denaturalo poliakrilamid gélen (8 M wurea) valasztottuk el. Az elvalasztott RNS-eket
elektroforézis és az urea kimosasa utin Hybond-NX nylon membranra (GE Healthcare,
Amersham) blottoltuk kapillaris modszerrel 20xSSC puffer rendszerben, majd UV fénnyel
keresztkotottiik az RNS-t. A membrant 50°C-on el6hibridizaltuk 1 oran keresztiil, majd
hibridizaltuk kis RNS pufferben (50% formamid, 5x SSPE 0,575 M NaCl, 50 mM natrium-
foszfat és 5 mM EDTA, pH 7,4), 5x Denhardt’s oldat (0,05% Ficoll, 0,05% poli-vinil-pirrolidon
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¢és 0,05% BSA), 0,5% SDS és hering sperma (Hering sperma DNS, Sigma, 0,02 mg/ml) egy
¢jszakan at. Probaként 1-10 pmol LNA oligonukleotidokat alkalmaztunk (LNA159
5 TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA 3' LNA168 5 TTCCCGACCTGCACCAAGCGA 3,
melyeket T4 polinukleotid kindzzal [a-32P]-dATP-vel végjeloltiink. Ezt kovetéen a membrant
2x SSC, 0,1% SDS oldatban mostuk kétszer 10 percig a hibridizalas hdmérsékletén. A radioaktiv

jelet rontgenfilm segitségével tettiik lathatova.

3.18. AP19-3M REKOMBINANS FEHERJE TULTERMELTETESE

CIRV pl9 és pl9-3M géncsendesitést gatlo fehérjéket, kis RNS koté aktivitasuk
tesztelése érdekében els6 1épésként BamHI enzimmel emésztett pPGEX-2T vektorba (glutation-S-
transferaz (GST) rendszerben) ligaltuk, PCR-el leellendriztiik és a jo klonokat Escherichia coli
BL21 (DE3) torzsben expresszaltuk, majd tisztitottuk, kdovetve a gyartdé utasitasait (GE
Healthcare Life Sciences). Ovatosan felszuszpendaltuk a sejteket, majd ultrahang segitségével
szétroncsoltuk. Centrifugaltuk 4°C-on 500 rpm-en 2 percen keresztil. A feliiliszét a
rekombinans fehérje tisztitdsa miatt, Glutation Sepharose gyantdval inkubaltuk 21°C-on 30
percen keresztiil. Ezt megelézden a Sepharose gyantat négyszer mostuk RISC pufferrel (0,05 M
Tris—HCI, 0,15 M NaCl, 0,005 M MgCl2, 1 M DTT, 0,02% Tween-20 (pH 7.4)), majd 2 percen
keresztiil 1000 rpm-en centrifugaltuk ¢és gyantat szobahOmérsékleten 3 o6ran keresztiil
thrombinnal (Amersham Biosciences) inkubaltuk. A hasitast kovetéen centrifugaltuk 1000 rpm-
en 2 percen keresztil. A feliiliszé tartalmazta a pl9-es fehérjéket. Késobbiekben a tisztitott
szupresszorok kis RNS kot képességét vizsgaltuk electrophoretic mobility shift assay-el.

A szupresszor fehérjék expresszidjat SDS gélelektroforézist kovetd Coomassie festéssel

(Sambrook J., Fritsch E. E. and Maniatis T., 1989) ellendriztiik.

3.19. ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (BAND SHIFT)

A tisztitott szupresszorokhoz radioaktivan jelolt szintetikus siRNS-t adtunk. Az altalunk
hasznalt siRNS szekvencidja a kovetkezd volt: 5' UGAUAUUGGCACGGCUCAAUC 3' és
3' UUGAGCCGUGCCAAUAUCAUC 5'. A p19 és p19-3M tisztitott szupresszor fehérjékhez
(3 nM) hozzaadtunk 1 pM radioaktivan jelolt siRNS-t a kotési pufferben (0,05 M Tris—HCI, 0,15
M NaCl, 0,005 M MgCl2, 0,02% Tween-20, (pH 7.0)). A reakci6 elegyet 25°C-on 30 percen
keresztiil inkubaltuk annak érdekében, hogy a kotési reakcid végbemenjen. A reakcio elegyhez
3 ul loading dye (Thermo Fisher Scientific) festéket adtunk hozza és 6%-os nativ poliakrilamid
gélen 0,5x TBE pufferben 50 V-on 1,5 6ran keresztiil valasztottuk el. A géleket vakuum

szaritottuk. A radioaktiv jelet rontgenfilm segitségével tettiik lathatova.
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3.20. WESTERN BLOT

Jégbe hiitott dorzscsészékben 0,1 g ndvényi anyagot feltdrtunk és homogenizaltunk
400 ul kivond pufferben (100 mM glicin, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2% SDS, pH 9,0),
ebbdl 100 pl-t kivettiink és hozza adtunk 100 ul 2x Laemmli puffert (60mM Tris/HCI pH 6,8;
2% SDS; 12% glicerin, 100mM DTT; bromfenol kék). A megmaradt 300 pl-hez kivoné puffert
adtunk ¢és totdl nukleinsav kivonast végeztiink a fent leirtak alapjan. E moddszer biztositotta a
fehérje és total nukleinsav (RNS) mintdink 0Osszehasonlithatosagat. A fehérje mintdinkat a
Laemmli pufferben eldorzsoltiik, majd eppendorf csovekbe oOntottiikk és 5 percig vizflirdoben
forraltuk. Forralas utan a sejttormelék eltavolitasara 5 percig centrifugaltuk a mintainkat.
Centrifugalas utan a feliiluszot egy uj eppendorf csébe pipettaztuk at. A fehérje mintainkat
8%-o0s poliakrilamid gélen elvalasztottuk. Ezt kovetden a szétvalasztott fehérjéket a
poliakrilamid gélbdl PVDF (Amersham, Hybond-P) membranra elektroblottoltuk 50 mA-en,
4°C-on egész ¢jszakan at. A membrant blokkolod pufferben (5% zsirmentes tejpor, 0,05%
Tween-20, 1X PBS) inkubaltuk szobahdmérsékleten 30 percen keresztiil. A blokkolast kovetéen
a membrant poliklonalis anti-AGO els6dleges ellenanyaggal (N. benthamiana AGO1-1, és anti-
pl9) PBST pufferben (0,05% Tween-20, 1X PBS-ben) szobahémérsékleten hibridizaltuk 1-2
oran keresztiil. Ezutan a membrant peroxidazhoz kapcsolt masodlagos ellenanyaggal (1:2500
aranyban higitott) inkubaltuk (ECL Rabbit IgG, HRP-Linked, Amersham) szintén PBST
pufferben, szobahdmérsékleten 1 6ran at, majd a kemilumineszcens jelet ECL kittel (Amersham)

rontgenfilm segitségével el6hivtuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. VIGS VEKTOROK FERTOZESENEK HATASA AZ ENDOGEN GENEK EXPRESSZIOJARA

Kisérleteink soran a shut-off jelenség meglétét vizsgaltuk olyan novény virus
kapcsolatokban, melyeknél az endogén gének funkcioit VIGS vektor segitségével allapitottak
meg.

Nicotiana benthamiana, Solanum lycopersicum és Triticum aestivum ndvényeket
fertoztiink meg az adott novényeknél leggyakrabban alkalmazott VIGS vektorokkal: TMV,
PVX, TRV, BSMYV alapt virus vektorokkal. A gazdandvényeket parhuzamosan fertoztiik olyan
VIGS vektorral, amely nem tartalmazott semmit a klonozé helyén (VIGS-Ures), illetve amely az
adott novény endogén PDS génjének egy darabjat tartalmazta (VIGS-PDS). Az endogén gének
koziil a Rubisco, Gapdh, tubulin, az elongaciés faktor, Cph és az aktin gén expresszids szintjét
vizsgaltuk Northern blot analizissel, mivel ezen gének expresszids valtozasa jol jelzi a shut-off

jelenlétét és a VIGS kisérletek soran gyakran alkalmazzak 6ket referencia értékként.

4.1.1. A KISERLETI RENDSZER ELEMEINEK OSSZEALLITASA — \VIGS VEKTOROK ELKESZITESE
(URES, PDS TARTALMU), \LLETVE ENDOGEN GENEK KLONOZASA GEN EXPRESSZIOS VALTOZASOK

NYOMON KOVETESERE

Mivel nem allt rendelkezésiinkre a PVX-PDS és a TMV-PDS VIGS vektor, elso
lépésként ezeket allitottuk eld, az Anyag és modszer fejezetben részletezett leiras alapjan (3.7
alfejezet).

Az endogén gének Northern blottal valo vizsgalatdhoz radioaktiv proba készitésére
alkalmas templatra volt sziikségiink. Ehhez az adott gazdandvény adott génjének egy darabjat
pKS plazmidba klonoztuk, lasd Anyag és modszer fejezetben (3.16.2 alfejezet).

Eredményeimet gazdandvényenként csoportositva mutatom be.

4.1.2.VIGS VEKTOROK HATASA A NICOTIANA BENTHAMIANA GEN EXPRESSZIOJARA

Dohényt fertéztiink meg PVX, TMV és TRV alapi Ures és PDS-t tartalmazé VIGS
vektorral, majd a fertézést kovetdé 7. (PVX, TMV-VIGS fert6zésnél), illetve 10. napon (TRV-
VIGS fertdzésnél) a tiinetek megjelenésekor (10. abra) a szisztemikus levelekbdl mintét szedtiink
és ezt kovetden total nukleinsav kivonatot készitettiink. PV X-PDS VIGS vektorral valo fertdzést
kovetden a levél klorotikus tiinetei jol lathatoak, ellentétben TMV-PDS VIGS vektorral valod
fertdzés sordn a klorotikus tiinetek megjelenését kis mértékben tapasztaltuk. TRV-PDS VIGS
vektorral fertézott ndvények levelei a fertdzést kovetd 10. napon jol lathatdan kifehéredtek.
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Mock PVX-Ures PVX-PDS

Mock TMV-Ures TMV-PDS

Mock TRV-Ures TRV-PDS

-
10. abra: PVX, TMV és TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertdzott Nicotiana benthamiana
novények képe, a fertdzést kovetd 7. (PVX és TMV-VIGS vektor) és 10. napon (TRV-VIGS vektor).

Northern blot segitségével vizsgaltuk a Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph és az aktin
gének expresszids szintjének valtozasat és a shut-off jelenség meglétét (11. abra). Kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy PVX és TMV-VIGS vektorral fert6zott novények esetében a
Rubisco, Gapdh és a tubulin gén expresszidos Szintje nagymértékben lecsokkent a mock
novényekhez képest. Ezzel ellentétben az Ef gén expresszios szintje a PVX-VIGS vektorral
fert6zott novényeknél enyhén megemelkedett, mig a TMV-VIGS fert6zott ndvényeknél enyhe
csokkenést tapasztaltunk. PVX, TMV, TRV-VIGS vektorral valo fertézés soran a Cph gén
expresszids szintje megemelkedett a mock novényekhez képest.

TMV-VIGS vektorral fertdzott novényeknél, az aktin gén expresszidos Szintje Kis
mértékben lecsokkent, mig a PVX-el fertdzott novények esetében valtozatlan maradt a gén
expresszios szintje a mock névényekhez képest.

TRV-Ures VIGS vektorral fertdzott ndvények esetében az altalunk vizsgalt mRNS
szintekben nem tapasztaltunk drasztikus valtozast, azt sugallva, hogy a TRV idedlis VIGS vektor
a dohany esetében. Ezzel ellentétben, amikor TRV-PDS VIGS vektorral fertztiilk meg a dohany
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novényeket azt tapasztaltuk, hogy a Rubisco, Gapdh ¢és az aktin mRNS szintje is nagymértékben
lecsokkent a mock ndvényekhez képest. A tubulin és az Ef mRNS szintje nem valtozott,
hasonldan TRV-Ures fertdzéshez. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a VIGS
vektorba épitett idegen szekvencia jelenléte befolydsolhatja azt, hogy az adott vektor mennyire

valtoztatja meg a gazdandvény génexpresszidjat.

Nicotiana benthamiana
PVX TMV TRV
U MPDSM U MPDSM U MPDS M

Rubisco
Gapdh
Tubulin
Ef

Cph
Aktin

Virus
rRNS

[lgiea g """"ﬂ’ e Mgy

11. abra: Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph és aktin) expresszios szintjének
vizsgalata Northern blot analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé VIGS vektorokkal (TMV, PVX, TRV)
szisztemikusan fert6zott Nicotiana benthamiana levelekben. A novényi mintakat PVX és TMV vektorral

valo fertézést kovetd 7. napon, mig a TRV vektorral valo fert6zést kovetd 10. napon vettiikk. Minden

esetben mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk kontrollként. A mintdk egyenld nukleinsav

crer

4.1.3. VIGS VEKTOROK HATAS4 4 SOLANUM LYCOPERSICUM GEN EXPRESSZIOJARA

A paradicsom metabolikus, fejlodési €s stressz folyamatokban fontos szerepet betdltd
gének funkcidjanak vizsgéalataban gyakran alkalmazzdk a PVX és a TRV virusokon alapuld
VIGS vektorokat. Erdekesség, hogy a TMV alapu VIGS vektor alkalmazasa nem elterjedt a
paradicsomndl, annak ellenére, hogy a virus hatékonyan fertdzi a paradicsomot és nem okoz

sulyos tlineteket.
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A dohanyhoz hasonléan PVX, TMV ¢s TRV alapu VIGS vektorral fertdztiink
paradicsomot. PV X, TMV-VIGS-el valo fertdzést kovetden a tiinetek megjelenésekor a 14.
napon, TRV-VIGS-el val6 fert6zést kovetd 24. napon (12. &bra) mintat szedtiink és total
nukleinsav kivonatot készitettiink. PVX-PDS VIGS és TMV-PDS VIGS vektorral fert6zott
novények esetében enyhe klorotikus tiinetek megjelenését tapasztaltuk. TRV-PDS VIGS

vektorral valo fert6zost kovetd 24. napon jol lathato, hogy a novény levelei kifehéredtek.

Mock PVX-Ures PVX-PDS

Mock TMV-Ures TMV-PDS

Mock TRV-Ures TRV-PDS

12. abra: PVX, TMV és TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertézott Solanum lycopersicum
novények képe a fertézést kovetd 14. napon (PVX és TMV-VIGS vektor) és 24. napon (TRV-VIGS

vektor).

Northern blottal vizsgaltuk szisztemikusan fert6zott levelekben a Rubisco, Gapdh,
tubulin, Ef, Cph és az aktin gének mRNS szintjét (13. abra). PVX-Ures VIGS vektorral vald
fertdz¢s soran a kovetkezd gének esetében: Rubisco, Gapdh és a tubulin enyhe gén expresszios
csOkkenést tapasztaltunk, mig a PDS gén egy darabjat tartalmazé VIGS vektorral vald
fertézéskor a Rubisco, Gapdh és a tubulin gének mRNS szintje nagymértékben lecsokkent a
mock ndvényekhez képest. TMV-Ures VIGS vektrorral fertézott novényeknél nem tapasztaltunk
drasztikus valtozast az altalunk vizsgalt endogén gének expresszids szintjét tekintve a mock
novényekhez viszonyitva, hasonléan a TRV-Ures VIGS vektorral fertézott paradicsomokhoz.
Ezzel szemben PVX-PDS, TRV-PDS vektorral fert6zott novényeknél a Cph kivételével

drasztikusan lecsokkent az altalunk vizsgalt gének expresszids szintje.
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A dohanynal tapasztaltakhoz hasonl6an, a paradicsomnal is megfigyeltiik, hogy a VIGS
vektorba beépitett idegen szekvencia jelenléte befolyasolhatja a shut-off kialakulasat.
Eredményeink azt jelzik, hogy az adott VIGS vektorok specifikus mddon képesek

megvaltoztatni a gazdandvény gén expressziojat.

Solanum lycopersicum
PVX TMV TRV

UMPDSM U MPDSM U MPDS M

Rubisco |
Gapdh

Tubulin

13. abra: Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph és aktin) expresszios szintjének
vizsgalata Northern blot analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmaz6 VIGS vektorokkal (TMV, PVX, TRV)
szisztemikusan fert6zott Solanum lycopersicum levelekben. A névényi mintakat PVX és TMV vektorral

val6 fert6zést kovetd 14. napon, mig a TRV vektorral valo fert6zést kdvetd 24. napon vettiik. Minden

esetben mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk kontrollként. A mintak egyenld nukleinsav

crer

4.1.4. VIGS VEKTOROK HATASA A TRITICUM AESTIVUM GENEXPRESSZIOJARA

Az egysziklieknél kevés VIGS vektort fejlesztettek ki, ezek koziil is a legelterjedtebb a
BSMV-VIGS vektor, annak ellenére, hogy sulyos tiineteket okoz (mozaikfoltossag, sargulas,
torpiilés). Kivancsiak voltunk arra, hogy virusfertézés hatasara milyen gén expresszios
valtozasok mennek végbe a gazdanovényben. 20 nappal a fertdzést kovetben, a klorotikus
tiinetek megjelenésekor mintat szedtiink (14. 4bra). Jol lathaté, hogy a BSMV-PDS VIGS

vektorral fert6zott buza levél kifehéredett.
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Mock BSMV-Ures BSMV-PDS

14. abra: BSMV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertdzétt Triticum aestivum novény képe a fertzést
kovetd 20. napon. BSMV-PDS VIGS vektorral valo fert6zést kovetden a levél klorotikus tiinetei jol
lathatoak.

Northern blottal vizsgaltuk a Rubisco, Gapdh ¢€s aktin expresszids szintjét BSMV-VIGS
vektorral fertézott buza ndvényekben (15. abra). BSMV-Ures és BSMV-PDS VIGS vektorral
fert6zott blizanal azt tapasztaltuk, hogy a Gapdh, Rubisco és az aktin gén expresszids szintje

mind a BSMV-Ures, mind a BSMV-PDS vektorral fertézott buzanal, drasztikus mértékben

lecsokkent a mock novényekhez képest.

Triticum aestivum
BSMV

U M PDS M

F_i 1
Rubisco I

Gapdh |

Aktin
Virus

rRNS

15. abra: Endogén gének (Rubisco, Gapdh, aktin) expresszios szintjének vizsgalata Northern blot
analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé BSMV-VIGS vektorral szisztemikusan fertézott Triticum

aestivum levelekben. A ndvényi mintékat a fert6zést kovet6 20. napon vettiik. Kontrollként mock (M)

festett agardz gél mutatja.
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4.1.5. A TRV-VIGS vektorba beépitett szekvencia hatdsa

TRV-VIGS vektorral fertézott dohanynél és paradicsomnal, TRV-Ures és TRV-PDS
fertdzések kozott kiilonbséget tapasztaltunk az altalunk vizsgalt Rubisco és Gapdh gének
expressziojat tekintve. Felmeriilt benniink az a kérdés, hogy vajon mi lehet ennek az oka?
Lehet, hogy ezen gének gén expresszios valtozasa Osszefliggésben all azzal a ténnyel, hogy a
PDS-t csendesiteni képes vektor haszndlatakor a gazdandvény endogén klorofill szintje
lecsokken? Annak érdekében, hogy kérdésiinkre valaszt kapjunk TRV-VIGS vektorba a GFP
génnek kiilonb6z6 méreti (100 bp és 300 bp) darabjat klonoztuk. GFP-t expresszald
transzgénikus dohény novényeket fertdztiink meg TRV-GFP100 ¢s TRV-GFP300 VIGS
vektorokkal. Majd az infiltralast kovetd 12. napon UV alatt ellendriztiik, a virusfert6zés

sikerességét, a transzgenikus dohany levél erei kipirosodnak (16. abra).

Mock TRV-GFP100
Mock TRV-GFP300

16. abra: TRV-GFP100 ¢s TRV-GFP300 VIGS vektorokkal fert6zott GFP-t expresszalo

transzgénikus dohany novények szisztemikus leveleinek UV alatti fényképe a fertézést kovetd 12. napon.

A dohany levél erei kipirosodnak a fertézést kdvetoen.

Northern blottal vizsgaltuk a Rubisco €s a Gapdh génexpresszds szintjét (17. abra). Azt
tapasztaltuk, hogy mind a TRV-GFP100 mind, a TRV-GFP300 VIGS vektorral valé fertézéskor
a Rubisco és a Gapdh mRNS szintje lecsdkkent, hasonléan a TRV-PDS fert6zésekhez, tehat a

Rubisco és a Gapdh gének expresszios valtozasa mogott nem a klorofill szintnek a csokkenése
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all. Ennek tudatdban megvizsgaltuk, hogy a VIGS vektorba épitett DNS szekvencianak a mérete
és ezen gének expresszios valtozasa kozott van-e Osszefliggés. TRV-Upfl (582bp) VIGS
vektorral fertéztiink dohany novényeket, ezt kovetden Northern blottal ellendriztiik a Rubisco és
Gapdh gén expresszios szintjét. Hasonléan a TRV-GFP (100bp, 300bp) és TRV-PDS
fertdzésekhez, ebben az esetben is nagymértékli gén expresszios csokkenést mutattak, tehat ezen

gének expresszios valtozasa fiiggetlen a VIGS vektorba épitett fragment méretétdl és a betoltott

crer

Nicotiana benthamiana

TRV
U M PDSM GFP M GFP M UPF1 M
100 300

17. abra: Rubisco és Gapdh expresszios szintjének vizsgalata Northern blot analizissel TRV-
GFP100 és TRV-GFP300, TRV-Upfl-el fertdzott GFP-dohany szisztemikus levélben. A novényi

mintakat a fert6zést kvetd 12. napon vettiik. Kontrollként mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk. A

crer

4.2. AP19 VIRALIS SZUPRESSZOR FEHERJE KIS RNS KOTOKEPESSEGE ES A MIR168 SZINTJENEK

INDUKCIOJA KOZOTTI OSSZEFUGGES VIZSGALATA

A csoport elézetes kutatdsai kimutattdk, hogy a virusok géncsendesitést gatld fehérjéi
képesek indukélni a miR168-as miRNS expresszidjat. Mivel a kiillonb6zd virusok teljesen eltérd
fehérjéi egyarant képesek erre, és a géncsendesitést gatlo fehérjék kozos tulajdonsaga, hogy Kis
RNS-eket kotnek, csoportunkban felmertilt az a kérdés hogy ez a két funkcio: a miR168 indukcio
¢és a kis RNS kotés elvalaszthato-e egymastol? Ennek kideritésére csoportunk egy olyan mutans
fehérjét kodoldo DNS-t tervezett, mely a térszerkezet és a beépitett mutaciok alapjan nem képes a
kis RNS-ek megkotésére. Annak bizonyitasahoz, hogy ez a szupresszor fehérje valdoban nem koti

a kis RNS-eket, els6 1épésként ezt a mutans szupresszor fehérjét el kellett allitani, ezt kdovetden
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végezhettiik el a funkcionalis kisérleteket. Az én feladatom e mutans fehérjét kodold6 DNS

klénozasa, a fehérje termeltetése €s a funkcionalis tesztek elvégzése volt.

4.2.1. REKOMBINANS P19-3M MUTANS VIRALIS FEHERJE TERMELTETESE

A pl19 szupresszor fehérje térszerkezete ismert, mely alapjan csoportunk eléallitott egy
olyan mutans szupresszor fehérjét (p19-3M), mely nem képes kotni a kKis RNS-eket, a CIRV p19
szupresszor fehérje Kis RNS koto képességéért felelés 39-es és 42-es pozicidban 1évo triptofan
egylitt van kdodolva, tehat az ORF-jiik atfed, emiatt a p19 fehérjében okozott muticiok aminosav
valtozast idéznek eld a mozgasi fehérjében. Az 53-as pozicidban 1évd szerin argininre valtozna,
ami befolyasolnd a virus mozgasat, emiatt egy harmadik mutéaciot kellett beiktatni, mely
visszaallitja a mozgasi fehérjében bekovetkezd aminosav valtozast. Ezt kovetden vizsgaltuk,
hogy e mutans szupresszor fehérje sem in vitro sem in vivo nem képes kis RNS-eket kotni. Vad
tipusi és CIRV pl9 ¢és mutans CIRV pl9-3M  géncsendesitést  gatlo  fehérjéket
pGEX-2T vektorba klonoztuk és Escherichia coli BL21 (DE3) torzsben expresszaltuk, annak
érdekében, hogy a tisztitott szupresszorok Kis RNS koté képességét vizsgaljuk electrophoretic
mobility shift assay-el. A fehérje expressziot IPTG hozzaadasaval indukaltuk és 8%

poliakrialmid gélen valasztottuk el és ezt kovetéen Coomassie festéssel ellendriztiik (18. ébra).

18. abra: p19-3M ¢és p19 GST fuzios fehérjék (~50kDa) termeltetése Escherichia coli BL21
(DE3)-ban. IPTG-vel indukalt és indukalatlan p19-3M és p19 szupresszor fehérje Coomassie festése.

A poliakrilamid gélen (18. abra) jol lathatd, hogy IPTG-vel valdé indukcid esetében
~50 kDa-0s mérettartomanyban, egy erds sav figyelheté meg a pl9-3M és pl19-nél is, ami

megfelel a vart fehérje méretnek.
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4.2.2.P19-3M MUTANS KIS RNS KOTOKEPESSEGENEK VIZSGALATA

Miutan GST rendszerben expresszaltuk a pl19-3M és a vad tipusu pl9 szupresszor
fehérjét, gél mobilitasi assay-t végeztiink annak eldontésére, hogy megtudjuk, hogy a p19-3M
megkoti-e a szintetikus kis RNS duplexeket. Azt talaltuk, hogy a vad tipust p19 fehérje nagy
affinitassal koti a kis RNS-ket, ezzel szemben a p19-3M teljesen elvesztette kis RNS kot

képességét, nem mutat részleges kotési aktivitast sem (19. dbra).

@
&
N
RR§
siRNS-fehérje
komplex
Nem kotott siRNS
a-p19 p19 fehérje

19. abra: p19-3M kis RNS ko6t6 képességének vizsgalata. A vad tipust p19 és a mutans p19-3M
szupresszor fehérjékhez (3 nM) radioaktivan jelolt szintetikus SiRNS-et (1 pM koncentracio) adtunk és
6% poliakrilamid gélen valasztottuk el. A felsd panelben lathato a kotott és a nem kotott kis RNS-ek. A

kotott siRNS magasabb mérettartomanyban vannak, mint a szabad (nem kotott) kis RNS-ek. Az also
panelben lathat6 a p19 és a p19-3M expresszalt fehérjék jelenléte és mindsége Western blottal kimutatva,

specifikus P19 antitest hasznalataval.

Kisérleteink tehat azt mutattdk, hogy a csoportunk altal eldallitott p19-3M mutans
szupresszor nem képes kotni a Kis RNS-eket. Tovabba csoportunkban igazoltak, hogy a p19-3M
mutans indukalja a miR168-at, tehat a szupresszor kis RNS kot6 képessége nem sziikséges a

miR168 indukciojahoz.
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4.2.3. A DEFEKTIV INTERFERALO RNS JELENLETE NEM BEFOLYASOLJA A P19 SZUPRESSZOR

FEHERJE KOZVETITETTE MIR168 INDUKCIOJAT

Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a CIRV pl9 képes-e indukalni a miR168
expressziojat és kontrollalni az AGO1 fehérje szintet defektiv interferald6 RNS (DI RNS)
jelenlétében is. A DI RNS egy delécios mutans virus RNS, amely a sziil6i virus genomjarol
keletkezik és replikalodni képes, de nem képzddik rola virus fehérje, tehat szupresszor fehérje
sem. Virusfertézés soran mivel rola is keletkeznek Kis RNS-ek, jelenléte megndveli a virus
eredetii kis RNS-ek mennyiségét, emiatt a virus szupresszor koté képessége telitodik, illetve a
virus eredeti Kis RNS-ek felhalmozodnak. A DI RNS-ek jelenlétében a virus okozta tiinetek
stlyossaga csokken, novények talélik a fertézést, ,,recovery” fenotipust eredményez hasonldan a
CIRV19Stop-al (p19 fehérjét nem termeld) fert6zott novényekhez.

Nicotiana benthamiana novényeket fertdztiink CIRV, CIRV és DI RNS-el, CIRV19Stop-
al és CIRV-3M-el (mutans virus, mely hordozza a p19-3M-et) és vizsgaltuk az AGO1 fehérje és
a miR168 szintjét. Azt tapasztaltuk, hogy minden egyes fertdzésnél van AGO1 mRNS indukcio,
azonban csak CIRV19Stop-al fert6zott novények esetében emelkedett meg az AGO1 fehérje
szintje. A CIRV ¢és DI RNS-el egyiittes fertézésnél, hasonléan a CIRV-3M fert6zéshez miR168
indukciot és AGO1 fehérje szint csdkkenést tapasztaltunk (20. abra).
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Viralis RNS
rRNS

AGO1 mRNS
AGO1 fehérje
p19 fehérje

Ponceau festés

miR168
miR159
rRNS

20. abra: A miR168 és az AGO1 fehérje expresszidja mock inokulalt, CIRV, CIRV és DI RNS,
CIRV-3M ¢és CIRV19Stop-al fert6zott Nicotiana benthamiana névényekben. A fert6zott ndvényi
mintakat 6 nappal a fert6zés utan homogenizaltuk és szétosztottuk RNS és fehérje kivonashoz. A panel

felso része az AGO1 mRNS expressziojat mutatja Northern blottal vizsgalva. A mintak egyenld

fehérje expressziojat mutatja Western blottal. A membran Ponceau festése loading kontrollként szolgalt.
Az als6 panel a miR168 és miR159 expresszidjat mutatja kis RNS Northern blottal. Loading kontrollként

a miR159 expressziojanak etidium-bromiddal festett gél-képét hasznaltuk.

Northern blottal megvizsgaltuk a virus RNS-ek felhalmozodasat a fent emlitett
virusfert6zott novényeknél és hasonld replikacios hatékonysagot figyeltiink meg a CIRV és DI
RNS-el egyiittesen fert6zott és CIRV-3M-el fert6zott dohany novényeknél (21. abra (a)). A
CIRV és DI RNS-ekkel fert6zott novényeknél hasonld tiineteket tapasztalunk. A CIRV-3M
fertdzéseknél egy koztes fenotipus figyelheté meg, a névény nem pusztul el, mint a vad tipusu
virus (CIRV) fertézés soran, de nem olyan mértékii a kigyogyulas, mint a CIRV19Stop-al
fert6zott novényeknél (21. abra (b)).
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DI RNS, CIRV-3M ¢s CIRV19Stop-al szisztemikus fert6zott dohany levélben. A mintakat a CIRV

fertdzést kovetd 7. napon a gyors nekrdzist megeldzden, a tobbi minta esetében 10. napon vettiik.

(b). CIRV, CIRV ¢és DI RNS, CIRV-3M ¢és CIRV19Stop okozta tiinetek és a mock inokulalt nvény

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a DI RNS altal kozvetitett p19 fehérje siRNS-el
torténd telitése nem befolydsolja a miR168 indukcidjat, tovabba alatamasztjak azt a feltételezést,
hogy a pl9 szupresszor fehérje kis RNS koté képessége és a miR168 indukcidja egymastol
fliggetlenek.

4.2.4. AMIR168 INDUKCIO VIZSGALATA VIRUSFERTOZOTT SZOLOBEN

Csoportunkban kimutattdk, hogy virusfert6zott ndvényekben a géncsendesités kdzponti
végrehajté molekuldja az AGO1 fehérje a miR168 kontrollja alatt all, és a miR168 szintje

virusfert6zés hatasara megemelkedik (Varallyay et al., 2010). Felmeriilt benniink az a kérdés,
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hogy fas szari novényekben virusfertézés hatasara megemelkedik-e a miR168 szintje? Annak
érdekében, hogy kérdésiinkre valaszt kapjunk kiillonbozd virusfertdzott szoloben vizsgaltuk a
mMIR168 gén expresszids szintjét (22. abra).

Sz616 Syrah virussal 1 (GSyV1) és a Sz616 Pinot gris (GPGV) virussal fert6zott sz6loben, illetve
olyan mintdkban vizsgaltuk Northern blottal a miR168 szintjét, ahol mindkét virus egylittesen

fordult el6. Negativ kontrolként N. benthamiana total nukleinsav kivonatat alkalmaztuk.

4
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22. abra: miR168 expresszios szintjének vizsgalata Northern blottal virusfertdzott szoldben. 1:
virusmentes sz610, 2: GSyV 1-el fert6zott sz610, 3: GPGV-vel fertdzott szo16, 4: GSyV1-gyel és GPGV-
vel is fert6zott sz616 5. negativ kontroll N. benthamiana. A miRNS-ek kimutatasa LNA probakkal tortént.

crer

hasznaltuk.

A 22. abran jol lathatd, hogy GSyVl-el ¢és a GPGV-el fertdzott mintdkban, nem
emelkedik meg a miR168 expresszios szintje a virusmentes sz6l6 mintakhoz képest. Nem
tapasztaltunk miR168 indukciot, abban az esetben sem, amikor GSyV1 és a GPGV virus

egylittesen volt jelen a sz616 mintakban.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Ures és PDS-t tartalmazé VIGS vektorokat hasznalva megallapitottam, hogy Nicotiana
benthamiana gazdanévényen a TRV-VIGS vektor alkalmazasa a legoptimalisabb, PVX,
TMV-VIGS vektorok esetében a vizsgalt gazdagének expresszios szintje megvaltozik.

. Ures és PDS-t tartalmazé VIGS vektorokat hasznalva megallapitottam, hogy Solanum
lycopersicum gazdanévényen a TMV alapi VIGS vektor a legalkalmasabb VIGS vektor
endogén gének vizsgalatara, mivel ezzel fertdzve a gazdandvényt nem tapasztaltunk
nagymértékii gén expresszios valtozast.

. Ures és PDS-t tartalmazé6 BSMV-VIGS vektort haszndlva megallapitottam, hogy e VIGS
vektor hasznalata a buzan nagymértékli gén expresszios valtozasokat okoz.

Kiilonb6z6 célgén darabokat épitve a TRV vektorba bebizonyitottam, hogy e VIGS vektor
hasznalatakor a Nicotiana benthamiana-n kialakuld génexpersszids valtozasok mértéke fligg

a VIGS vektorba épitett idegen szekvencia jelenlététol, de fiiggetlen annak hosszatol és

crer

crer

hasznalataval bebizonyitottam, hogy az altalunk eldallitott CIRV p19-3M elvesztette kis
RNS koto képességét.

. Megallapitottam, hogy DI RNS jelenléte nem befolyasolja a pl9 szupresszor fehérje
kozvetitette miR 168 indukcidjat, tehat a p19 szupresszor fehérje kis RNS ko6to képessége és a
miR 168 indukcidja egymastol fliggetlenek.

GSyV1 és GPGV fert6zott sz616ben megallapitottam, hogy nem indukalodik a miR168 gén

expresszios szintje.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. VIGS VEKTOROK FERTOZESENEK HATASA AZ ENDOGEN GENEK EXPRESSZIOJARA

A virus indukalta géncsendesités egy gyors €s hatékony modszer a novényi gének
funkcidjanak meghatarozasara. Szamos novényfaj génjének funkciondlis meghatarozasara
alkalmazzak a VIGS modszert. A virus vektorok alkalmazasa azonban korlatokba iitkozik,
amennyiben a virus a fert6zés soran nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény gén
expresszios rendszerét (shut-off jelenség alakul ki (Havelda et al.,, 2008)), mert igy nem
elkiilonithetd a virusfertézés eredményeképpen kialakuld végleges hatas, illetve fenotipus.
Gének funkciovesztésének vizsgalatakor fontos, hogy a VIGS vektor ne okozzon mas génekben
expresszids valtozast. VIGS vektor alkalmazédskor koriiltekintének kell lenni a kvantitativ
RT-PCR-nél referencia értékként hasznalt haztartasi gének megvalasztasakor. qRT-PCR-rel
végzett gén expresszids vizsgalatok eredményeinek hitelességéhez elengedhetetlen olyan
referencia gén megvalasztasa, amelynek expresszids szintje nem valtozik. Egy idealis referencia
gén stabilan expresszal, fiiggetlen sejt, szovet €és szerv tipustol, fejlédési stadiumtol vagy eltérd
kisérleti koriilményektol (Jain et al., 2006). Kiilonb6zé novény virus kapcsolatoknal célszerti
megvizsgalni, mely gének alkalmazhatéoak referencia génként a qRT-PCR analizishez.
Helyteleniil megvalasztott referencia gén esetén az eredményeinket rosszul értelmezhetjiik és
téves kovetkeztetést vonhatunk le (Bustin, 2002; Bustin et al., 2009). A virus vektor névényi gén
expressziora gyakorolt hatdsdnak vizsgalata tehat alapvetd fontossdgu a vektorként vald
alkalmazdsa elott.

Kisérleteink soran olyan endogén gének (Rubisco, Gapdh, Ef, aktin, tubulin) expresszios
szintjét vizsgaltuk Northern blottal, amiket gyakran alkalmaznak belsé kontrollként VIGS
kisérletek soran qPCR-nél (Hirano et al., 2007; Ku et al.; Malinowski et al., 2009a).

PVX-, TMV- és TRV-VIGS vektorokkal fertézott Nicotiana benthamiana és Solanum
lycopersicum valamint, BSMV-VIGS vektorral fertézott Triticum aestivum ndévényekben
vizsgaltuk a fent emlitett endogén gének expresszios szintjét. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
haztartasi gének expresszids szintje sok esetben megvaltozik az altalunk vizsgélt VIGS-
gazdanovény kapcsolatokban. Virusfert6zott Nicotiana benthamiana névényekben Deshui és
mtsai. 14 referencia gén expresszios szintjét vizsgalta kiilonb6zé szoftver csomagokkal. (Deshui
Liu, 2010). Eredményeik azt mutattak, hogy a leginstabilabb a Gapdh expresszidja volt, ezt
koveti a tubulin és az aktin. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy PVX- és TMV-VIGS
vektorral fertézott Nicotiana benthamiana novényekben a Gapdh és a tubulin gén expresszios
szintje drasztikusan lecsokkent a mock novényekhez képest. TMV-VIGS vektorral fertézott

Nicotiana benthamiana noévényekben az aktin gén expresszidos szintje lecsokken, ezzel
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ellentétben PVX-VIGS vektorral fertézott novényekben az aktin gén expresszids Szintje nem
valtozott. PVX-VIGS kisérleteknél a dohany esetében az aktin megfeleld referencia értékként
alkalmazhaté qRT-PCR-hez. Irodalmi adatok alapjan a referencia gén expresszios szintje szovet
és szerv szinten illetve kisérleti koriilményektdl fiiggden eltérhet (Guenin et al., 2009).

Eredményeink raviladgitanak arra, hogy a qRT-PCR soran hasznalt referencia gén
expresszids szintje novény virus kapcsolatoktol fiiggden is valtozhat. Vizsgalataink alapjan a
dohény esetében az altalunk vizsgalt VIGS vektorok koziil, a TRV-VIGS vektor alkalmazasa a
legoptimalisabb. Rotenberg és mtsai. azt talalta, hogy TRV-VIGS vektorral fert6zott Nicotiana
benthamiana névényben legjobb referencia gén az Ef, melynek expresszids szintje nem valtozik
(Rotenberg et al., 2006). Kisérleteink igazoltak, hogy TRV-VIGS vektorral fert6zott Nicotiana
benthamiana névényekben az Ef gén expresszids szintje és a tubulin gén expresszids szintje is
valtozatlan maradt. TRV-VIGS esetében az Ef és a tubulin alkalmazhato referenciaként a
gRT-PCR adatok kiértékelésekor.

Egyes irodalmi adatok szerint a virusfertézott novények gén expresszios vizsgalatira az
Ef nem optimalis valasztas referencia génnek (Deshui Liu, 2010). Jol lathat6, hogy nem minden
VIGS-gazdandvény kapcsolatban alkalmazhato az Ef referenciaként. Munkank sordn azt
tapasztaltuk, hogy PVX-VIGS vektorral fert6zott Nicotiana benthamiana névényekben az Ef gén
expresszios szintje megemelkedik a mock ndvényekhez képest, ezzel szemben TMV-VIGS
vektorral fertézott ndovényekben nagymértékben lecsokken az Ef expresszids szintje.
Eredményeink is azt mutatjak, hogy az Ef gén referencia értékként valdo megvélasztasa nem
minden esetben megfeleld.

TMV, PVX és TRV-VIGS vektorral fertézott paradicsomban is megvizsgaltuk a Rubisco,
Gapdh, Ef, aktin tubulin gén expresszids szintjét. VIGS vektor alkalmazasakor a leggyakrabban
alkalmazott referencia gének a paradicsomnal az aktin és az Ef (Eybishtz et al., 2010; Mayrose et
al., 2006b; Rotenberg et al., 2006; Wangdi et al., 2010b). Irodalmi adatok alapjan virusfert6zott
paradicsom levelekben a Gapdh-nek és az aktinnak a legstabilabb a gén expresszids szintje
(Mascia et al., 2010). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy TMV-VIGS vektorral fert6zott
paradicsomban a Gapdh, Rubisco tubulin expresszids szintje nem valtozott. Ezzel ellentétben
PVX-VIGS vektorral és TRV-PDS VIGS vektorral torténd fert6zés soran azt tapasztaltuk, hogy
a Gapdh, a Rubisco ¢és az aktin gén expresszids szintje nagymértékben lecsokkent. Mascia €s
mtsai (2010) kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy uborka mozaik virussal (CMV) fert6zott
paradicsom novényekben az Ef gén expresszids szintje megemelkedett, és referencia értékként
alkalmazva ez eredmények félreértelmezéséhez vezetett. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk,
hogy PVX-VIGS vektorral fert6zott paradicsomban az Ef gén expresszidés Szintje

megemelkedett, tehat az Ef nem minden esetben megfeleld referencia gén. Eredményeink
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alapjan paradicsomnal legcélszeriibb a TMV-VIGS vektor alkalmazasa, mivel nem okoz
drasztikus gén expresszios valtozast a novényekben.

VIGS kisérletek soran a novényeket kontrollként parhuzamosan fertézik ires VIGS
vektorral és PDS-t tartalmazo VIGS vektorral. A cél gén funkcidjanak vizgalatakor ezek a
kontroll fertézések referenciaként szolgalnak a fenotipusosan jelentkezd €és a molekularis szintli
valtozasok kiértékelésekor. Eredményeink azt mutatjak hogy a PDS jelenléte, vagy barmilyen
mas nem ndvényi eredetii szekvencia jelenléte (mint példaul a GFP szekvencidk) a VIGS
vektorban, drasztikus mértékben képes megvaltoztatni a gazdandvény gén expresszids
mintdzatat, e jelenség molekularis mechanizmusa még nem ismert.

BSMV-VIGS vektorral fertézott buzandl azt tapasztultuk, hogy a legyakrabban
alkalmazott referencia gének: aktin, Gapdh és a Rubisco (Bennypaul et al.; Ma et al., 2012; Yuan
et al., 2011a) expresszios szintje nagy mértékben lecsokkent a mock névényhez képest. BSMV-
VIGS vektor alkalmazasakor koriiltekintdnek kell lenni az eredmények kiértékelésekor, mivel
maga a VIGS vektor is nagymértékben képes befolydsolni a gazdanovény gén expresszids
rendszerét. Elgondolkodtatd, hogy a buzanial BSMV-VIGS esetén, mely referencia gén
legalkalmasabb az eredmények kiértékelésére. Jarosova és Kundu vizsgalatai alapjan BYDV
virussal fertdzott buzaban 4 (Gapdh, 18SRNA, TUBB ¢és EIF4A) referencia gén kombinacidja
ajanlott a qRT-PCR adatok kiértékelésekor (Jarosova and Kundu, 2010).

Az altalunk vizsgalt VIGS vektorok, szamos esetben nagymértékii gén expresszios
valtozast idéznek elé a gazdanovényben. Kisérleteink ravilagitanak arra, hogy egy idegen
szekvencia jelenléte a VIGS vektorban képes befolydsolni a gazdandvény gén expresszios
mintdzatat, ezért VIGS vektor alkalmazasakor az eredmények kiértékelésekor fokozottan
koriiltekintonek kell lenni. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a VIGS csak megfeleld
kontroll kisérletek mellett és csak bizonyos gének esetében alkalmazhaté endogén gének

funkcidjanak megallapitasara.

6.2. REKOMBINANS CIRV-3M MUTANS VIRALIS SZUPRESSZOR FEHERJE KIS RNS KOTO FUNKCIO

VIZSGALATA

Csoportunk kisérletei soran arra kereste a valaszt, hogy a p19 viralis szupresszor fehérje
kis RNS kotoképessége €s a miR168 szintjének indukcidja kdzott van-e Osszefliggés? A kérdés
tovabbi vizsgalata érdekében, elsd 1épésként egy olyan mutans virdlis szupresszort kellett
eléallitani, amely nem rendelkezik kis RNS kot6 funkcioval. A p19 ismert térszerkezete alapjan,
a kis RNS kotésben fontos aminosav oldallancait mutalva csoportunk eléallitott egy mutans

viralis szupresszort, amely nem képes kotni a kis RNS-eket.
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A funkciondlis kisérletek elvégzése elott megvizsgaltuk, hogy a mutdns szupresszor
fehérje tényleg elvesztette a kis RNS koté képességét. A CIRV-3M rekombinans fehérjét
termeltettiik és kis RNS koté képességét band-shift kisérletekben vizsgaltuk. Band-shift
kisérleteink igazoltak, hogy a CIRV-3M szupresszor fehérje nem koti a kis RNS-eket, tehat
felhasznalhatjuk a funkcionalis kisérletek elvégzésére anélkiil, hogy téves kovetkeztetést

vonjunk le.

6.3. A DEFEKTIV INTERFERALO RNS JELENLETE NEM BEFOLYASOLJA A P19 SZUPRESSZOR

FEHERJE KOZVETITETTE MIR168 INDUKCIOJAT

Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a CIRV p19 szupresszor fehérje kis RNS kot
képessége Osszefligg-e a miR168 indukald tulajdonsagaval. CIRV-3M-el (kis RNS
kotoképességét vesztett mutans) fertézott novényeknél, a CIRV-el (vad tipusu virus) fertdzott
novényekhez hasonldéan a miR168 szintje indukciot és parhuzamosan AGO1 fehérje szint
csOkkenést tapasztaltunk. Vizsgaltuk, hogy DI RNS jelenlétében is képes a pl9 szupresszor
fehérje indukalni a miR168 szintjét. CIRV és DI RNS-ekkel egyiittesen fert6zott dohanyban, p19
fehérje kis RNS-el torténd telitésekor is torténik miR168 indukcio és AGO1 fehérje szint gatlas,
hasonléan a CIRV3M fert6zéshez. A defektiv interferaldo RNS jelenléte tehat nem befolyasolja a
p19 szupresszor fehérje kozvetitette miR168 indukciojat.

Eredményeink megmutattak, hogy a p19 szupresszor fehérje kis RNS koté tulajdonsaga
nem szilikséges a miR168 indukcidhoz. E két tulajdonsag egymastol fiiggetlen evolvalodott, tehat
a virusok az RNS csendesités utvonalanak kiilonbozé pontjain képesek beavatkozni.
Osszességében elmondhatd, hogy a ndvény virus fegyverkezési versenyben a virusnak mind a
kis RNS kot6 mind a miR168 indukcid képességére sziiksége van, hogy hatékonyan tudja gatolni
a novény védekezd mechanizmusat.

Tovabba megvizsgaltuk, hogy fas szar novényeknél is megfigyelhet6-e a miR168
indukci6 jelensége virusfertdzés hatdsara. Kisérleteink alapjan, az altalunk vizsgalt virusok
jelenléte nem okozza a miR168 szint jelentds indukcigjat. Ennek valoszinilileg az lehet az oka,
hogy a lagyszarti novények esetében a virus a novény védekezd rendszerét gyors szabalyozassal
regulalja a miR168 indukcioja altal. A fas szard ndvények esetében iddben hosszabb a fertdzési
folyamat és alacsonyabbak a virus szintek, emiatt nincs sziikség a lagy szartakhoz hasonlé gyors

reverzibilis szabalyozasi folyamatra.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az RNS interferencia mechanizmusa altalanosan megfigyelheté mind ndvényeknél mind
allatoknal. Fontos szerepet t6lt be a gén expresszids szabalyozasban és a novények virusokkal
szembeni védekezésében. A novény virus fegyverkezési verseny soran a virusok kifejlesztettek
egy RNS csendesitést gatlo fehérjét, mely képes a névény védekezd mechanizmusat gatolni.
Virusfertdzés soran a virusok megvaltoztatjak a gazda gén expresszids rendszerét. Novény virus
kapcsolattol fliggben egyes gének expresszidoja megemelkedik, ugyanakkor mas gének
expresszidja csokken, ezt a jelenséget nevezziik shut-off-nak.

Az RNS interferencian alapulé modszereket, gyakran alkalmazzak gének biologiai
funkcidéjanak meghatarozédsa. A virus indukalta géncsendesités melynek alapja az RNS
interferencia, egy gyors és hatékony modszer a névényi gének funkcidjanak megallapitisara. A
virus vektorok alkalmazésa azonban korlatokba iitkozik, amennyiben a virus a fertézés soran
nagymértékben megvaltoztatja a gazdandvény gén expresszios rendszerét.

Kisérleteink soran egyrészt arra kerestiik a valaszt, hogy egy adott gazdandvénynél
hasznalt VIGS vektor virusa mennyire valtoztatja meg a gazda gén expresszids rendszerét,
tovabba felmeriilt benniink az a kérdés, a csoportunkban folytatott elézetes kisérletek alapjan,
hogy a p19 viralis szupresszor fehérje két tulajdonsaga: kis RNS-ek kotoképessége és a miR168
szintjének indukciodja 0sszefliggésben van-e?

Munkank soran olyan névényeknél vizsgaltuk a shut-off jelenség meglétét, melyeknél az
endogén gének funkciojat VIGS vektorok segitségével dallapitottdk meg. Dohanyt és
paradicsomot fertéztiink TMV-VIGS, PVX-VIGS és TRV-VIGS (Ures, PDS) vektorokkal,
illetve buzat fertdztiink meg BSMV-VIGS (Ures, PDS) vektorral.

Eredményeink azt mutatjak, hogy TMV-VIGS, PVX-VIGS és TRV-VIGS (Ures, PDS)
vektorokkal fertézott dohanyban és paradicsomban és BSMV-vel fertdzott buzaban szamos
esetben drasztikus mértékben lecsokkent VIGS vektor alkalmazasakor referencia értékként
hasznalt haztartasi gének expresszios szintje: Gapdh, Rubisco, Ef, aktin, tubulin tehat kialakul a
shut-off jelenség. Ezen gének expresszids szintje novény virus kapcsolattol fiiggben valtozik, igy
az adott novény gén funkcidjanak vizsgalatdhoz olyan virus vektort célszerii kivalasztani, mely
fert6zése soran nem alakit ki shut-off-ot a novényben. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
paradicsom esetében a TMV-VIGS vektor optimalis gének funkcidjanak megallapitasara mivel
nem okoz nagymértékli gén expresszids valtozast. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a VIGS
vektorba épitett idegen szekvencia jelenléte gén expresszids valtozast idéz eld, befolyasolja a

shut-off jelenség kialakulasat.
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A virus vektor novényi génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgalata tehat alapveto
fontossagt a vektorként vald hasznalata el6tt.

Virusfertézés soran indukéalodik az AGO1 mRNS expresszioja. Ezzel parhuzamosan az
AGO1 mRNS-t szabalyoz6é miR168 szintje is megemelkedik. Csoportunkban igazoltak, hogy a
miR 168 szint emelkedéséért a virus szupresszora, a p19 felelés. Megvizsgaltuk, hogy a p19 kis
RNS koto, illetve a miR168 indukcio képessége egymastol fiiggetlen funkcid. Eredményeink azt
mutattak, hogy a szupresszor fehérje kis RNS koté tulajdonsaga nem sziikséges a miR168
indukcidhoz, tehat e két tulajdonsdg egymastol fliggetlen alakult ki az evoluci6 folyaman.
Tovéabba megvizsgaltuk azt, hogy a sz6l6 esetében GSyV1 és GPGV virusfertdzések hatasara
megemelkedik a miR168 szintje. Kisérleteink azt mutattak, hogy e virusok jelenléte nem ndveli
meg a miR168 szintjét, ez azzal magyarazhato, hogy a fas szaru ndvényekben nincs sziiksége
gyors reverzibilis szabalyozasra, mint a lagy szartiakban mivel sokkal hosszabb maga a fert6zési

folyamat és alacsonyabb a virus szint.
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8. SUMMARY

The mechanism RNA interference is present in plant and animal kingdom as well. It
plays a pivotal role in the regulation of gene expression and in the defence mechanisms against
viruses. There is an arms race between the plants and plant pathogen viruses, during this
evolutionary arms race the viruses developed a special protein (viral supresor) which can inhibit
RNA interference and the plant’s defence mechanisms. In compatible plant—virus interaction, the
virus can alter the host’s gene expression pattern. Viruses are able to induce efficient host gene
mMRNA down regulation (shut-off) of important housekeeping genes, we call this phenomenon
shut-off.

Methods based on RNA interference are often used to determine the biological function
of genes. In plants, the virus induced gene silencing, a method based on RNA interference,
proved to be a fast and effective tool for determining the biological function of genes. The
application of viral vectors has some limitations though. In some cases these viral vectors can
significantly alter the host’s gene expression profile.

Our goal was to determine, whether the VIGS vectors used in these studies alters the gene
expression in a given host. Our previous studies showed that the p19 viral suppressor protein has
a double function: small RNA binding and induction of miR168. We wanted to investigate, if
there is any connection between these function?

We studied the shut-off phenomenon on plant species in which the functions of endogen
genes were determined by using VIGS vectors. In this study, we infected tobacco and tomato
plants with TMV-VIGS, PVX-VIGS and TRV-VIGS (empty, PDS) vectors. We also infected
wheat by using BSMV-VIGS (empty, PDS) vector.

Our results showed, that in TMV-VIGS, PVX-VIGS and TRV-VIGS (empty, PDS)
infected tobacco and tomato plants or in BSMV-VIGS (empty, PDS) infected wheat plants the
expression level of housekeeping genes (Gapdh, Rubisco, Ef, actin, tubulin), used as a control in
VIGS studies, plummeted significantly several times, therefore the shut-off phenomenon is
present in these cases. The expression level of these genes varies and highly depends on the
given plant virus interaction, therefore in studies regarding the function of genes, it is advised to
select only suitable virus vectors without shut-off phenomenon in the given plant. Our results
indicate, that in tomato plants the TMV-VIGS vector don’t cause significant changes in gene
expression, therefore is optimal for gene function studies. Moreover, we learned that the foreign
gene sequences built in the VIGS vector alters the gene expression and affects the formation of

shut-off phenomenon.
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Our data suggest the necessity of careful selection of reference gene for gene expression
studies.

The expression of AGO1 mRNA is induced and elevated during virus infection. In the
same time the level of miR168 (MiRNA responsible for the regulation of AGO1 mRNA) is
elevated as well. Earlier, in our laboratory, it was demonstrated, that the p19 virus suppressor
protein is responsible for the elevated level of miR168. We wanted to find out if the small RNA
binding and miR168 inducing functions of the p19 protein are linked together or not? Our results
showed that the small RNA binding property of p19 is not needed for the induction of miR168,
therefore these functions evolved independently.

We investigated the effects of GSyV1 and GPGV virus infection in grape plants. In these
cases the level of miR168 was not elevated. This could be explained by the fact that in woody
plants, in contrast with herbaceous plants, there is no need for fast and reversible regulation of

virus infection, because the course of virus infection is longer and the level of the virus is lower.
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