HADAKOZO GAZDANOVENYEK ES PARAZITAK

Geéncsendesitéssel
a virusok ellen
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A torzsfejlodés soran a novényekben tobbfele védekezési stratégia
fejlodott ki a korokozok tamadasaival szemben. A virusok, a
baktériumok és a gombak tamadasanak kivédésere RNS-, illetve
fehérjealapu védelmi rendszerek alakultak ki. Cikkiink izgalmas
kutatasi teriiletekrdl, a novenyeknek a virusokkal szembeni

RNS alapu vedekezeséral, illetve a virusoknak az ezzel szembeni
onvedelmiik fortélyaibol ad izelitot.
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virusok a legkisebb, ismert mikroorganizmusok; tulaj-
donsagaik az él6 és élettelen anyagra egyarant jellem-
z0k. Egymagukban ugyan nem mutatnak életjelensé-
geket, és szaporodasra csak €16 sejtekben képesek. A
teljes virust az orokitéanyag (dezoxiribonukleinsav a DNS-virusok-
ban, vagy ribonukleinsav az RNS-virusokban) és az ezt kortlvevé
fehérjeburok alkotja (1. dbra).
A gazdasejtbe jutva a virusok atprogramozzak a sejt anyagcsere-
folyamatait elszaporodasuk érdekében. Mindez a gazdasejt/szer-
vezet rendellenes mikodésére, betegségek kialakulasara vezethet.
A korokozok altal okozott betegségek lekiizdése ellen a gazdaszer-
vezetek szamos védekezési stratégidt fejlesztettek ki. Egyik ilyen
valaszreakcié az RNS-csendesités (RNS silencing vagy RNS-inter-
ferencia, RNSi), amely szekvenciaspecifikus, RNS-lebonto folyamat.
A névényekben az RNS-csendesités kiemelkedGen fontos szerept
a virusokkal szembeni védekezésben (lasd TermészetBuivdr 2014/5.
szam, a Virusok a bioldgia szolgdlatdban cimu cikk).

TUDTA-E?

A ndvényekben, gombakban és az alacsonyrendu allatokban az RNS-
csendesités az alapvet6 virusellenes mechanizmus. EmIGsok esetén
azonban a fehérje alapu, természetes és adaptivimmunvalasz sok-
kal nagyobb jelent6ségui a virusok elleni védekezésben. Eml@ssejtek-
ben a dupla szali RNS elsésorban az interferonrendszert aktivalja,
amely azutan eldseqiti a szervezet antiviralis valaszanak kialakula-
sat. Mas esetekben viszont, példaul az eml6sok multipotens sejtjei-
ben (6ssejtjeiben), amelyekben nincs mikodoképes interferonvalasz,
az RNS-interferencia jut aktiv szerephez.

MEGLEPO VALTOZAS

Az RNS-csendesités jelenségét a 1990-es évek elején, novényeken
figyelték meg elészor egy szerencsés véletlen folytan. A kisérletso-

rozatban Napoli és munkatarsai a petunia lila szinét szerették volna

még sotétebbé tenni genetikai modositas révén. A petunianak a
lila szinanyag termelésért felelés génjét vitték be a novénybe még
egy példanyban, hogy az ezaltal tobb szinanyagot termeljen. Még
a kutatokat is meglepte, hogy az intenzivebb szind viragok helyett
szektorosan, vagy teljesen kifehéredett viragokat kaptak (2. dbra).
A jelenséget azzal magyaraztak, hogy mikozben a névény a mes-
terségesen bevitt gén miikodésével szemben védekezett, az azzal
teljesen megegyezd DNS-szekvenciaju sajat gén termelddését is
elnyomta (,szupresszalta”). Ezt a jelenséget ko-szuppresszionak
nevezték el.

Egy masik tanulmanyban (1995-ben) arrol szamoltak be, hogy ha
virusbol szarmazo szekvenciakat fejeztettek ki (juttattak érvényre)
novényekben, ezek elvesztették fogékonysagukat az adott és kozeli
rokon korokozoval szemben (igynevezett keresztvédettség alakult
ki). Itt is hasonl6 mechanizmus miik6détt, mint a petinia eseté-
ben: a bejuttatott virusgénnel egyiitt a névény a fert6z6 virusok
azonos vagy nagyon hasonlo szekvencidju génjeit is kikapcsolta,
selcsendesitette”.

Ezeknek a RNS-csendesitési jelenségeknek a molekularis hatte-

re akkor kezdett el korvonalazodni, amikor egyrészt A. Fire és

C. Mello 1998-ban felismerte, hogy a dupla szali RNS-ek (lasd a
keretes anyagot) aktivaljak az RNS-csendesitést, masrészt Hamilton

1. abra A novényeket fert6zo tombusvirusok felépitése és
elektronmikroszkopos képe. A fehérjealegységekbol allo
kopeny (coat protein, CP) védi a viralis RNS-t, amely a
virus szaporodasahoz sziikséges informaciot kodolja
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2. abra Lila festékanyag termeléséért felelos gént juttattak
be mesterségesen petuniakba. A mesterségesen bevitt génrol
iradott hirvivo RNS beinditotta a bevitt gén, a ndvény sajat
(endogén) génjének csendesitését (egyiittes csendesitését,
azaz ko-szupressziojat). A fehér szektorokban beindul az RNS
csendesités, mig a sotét szektorokban nem (illusztracio)

¢és Baulcombe egy évvel kés6bb kimutatta, hogy jellegzetes 21-25
nukleotidhosszusagu, kisméretti RNS-ek felhalmozddasa kiséri a
folyamatot. A RNS-csendesités mechanizmusdnak fonalférgekben
valo feltarasaért Fire és Mello 2006-ban orvosi Nobel-dijat kapott.
Bar a novényeken dolgozoé kutatdk uttoré munkat végeztek ezen a
teriileten, kimaradtak ebbdl az elismerésbdl.

TUDTA-E?

Az RNS-molekulak tdbbsége egyetlen nukleotidszalbol 4ll., azonban
az RNS is képes kialakitani a DNS-re jellemzé kettds spiralformat.
Ehhez arra van sziikség, hogy az 6sszekapcsolodd, két RNS-szal
nukleotidsorrendje egymasnak komplementere legyen (hasonloan a
DNS két szalahoz). Ez azt jelenti, hogy az egyik nukleotidlanc bazi-
sai sorra megtalaljak a parjukat a masik lancban. A DNS esetében az
osszekapesolodo bazisparok az adenin és a timin (AT), illetve a gua-
nin és a citozin (G:C), mig az RNS esetében annyi a kiilonbség, hogy
a timin helyett uracil (U) szerepel. Kétszalu RNS struktura kialakul-
hat két RNS molekula kozott (intermolekularisan) vagy egyazon RNS
két régioja kozott (intramolekularisan) is. A novények RNS-alapu
védekezési rendszerét a viralis RNS kettds régiok/szalak aktivaljak
(Iasd alabb).

OSI MECHANIZMUS

A késébbi kutatasokbol kideriilt, hogy az RNS-csendesités minden
magasabb rendd, eukariota szervezetben meglévo, 6si mechaniz-
mus. Az RNSi korai szerepe feltételezhetéen a virusok elleni védeke-
zés volt. Az is egyértelmivé valt, hogy az RNSi nemcsak az idegen
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3. abra Az RNS csendesités folyamata (A). A
viralis szuppresszorok az antiviralis RNS csendesi-
tés aktivacios vagy végrehajto szakaszat gatoljak
(B). A virus szuppresszor burkolja a viralis eredetii
dsRNS régiokat és ezaltal megakadalyozza a
DICER enzim miikddését (C), mig a siRNS-ek
megkdtésével a duplaszal elhasitasa ugyan nem
gatolt, az effektor komplex programozasa viszont
igen (D). A szuppresszor kotodik a végrehajto
komplex effektorahoz és annak lebontasat vagy
aktivitasanak gatlasat okozza (E)

TUDTA-E?

A virusokkal szembeni védekezés szakaszo-
san alakul ki.

1. Aktivdcio: az RNSi-t a virusokrol keletke-
26, dupla szala (ds) RNS-molekulak jelenlé-
te aktivalja. A dsRNS-molekuldkat a DICER
nev(i enzimcsalad valamelyik tagja (a dicing
angol szo, jelentése szeletelés) ismeri fel,
¢s jellegzetes, 21-24 nukleotid hosszusa-
gu, kis RNS-ekké (angolul: small interfering
RNA, roviditve siRNS) darabolja. A 21-24
nukleotid hosszisagu siRNSek az RNS-
csendesités kulesmolekulai (3A. dbra).

2. V€grehajtds: a siRNS-ek egyik szala
beéplil egy fehérje végrehajto komplexbe
(angolul RNA-Induced Silencing Complex,
roviden RISC). A RISC-komplex a kés6bbi-
ekben felismer és hasit vagy miikodéseben
gatol minden olyan RNS-t, amely a beépiilt
siRNS szallal komplementer régiot tartal-
maz (3A. dbra).

eredet RNS-ek ellen miikédik hatékonyan,
hanem a legtobb él6lény sajat génszabalyo-
zasaban, példaul az egyedfejlédési folyama-
tok vagy a gének kifejezédésének térbeli és

id6beli iranyitasaban is.

A virusok az RNS-csendesités lekiizdé-

se érdekében valaszstratégiakat ,,dolgoz-
tak ki” a gazda-parazita ko-evolucids
folyamat soran. Koziiliik az egyik olyan
viralis fehérjék termelésével jar, ame-

lyek az RNi-valasz valamelyik lépé-

sét gatolni képesek (3B. dbra). Ezeket
viralis szuppresszoroknak nevezziik. A
tombusvirusok esetében példaul a virus-
genom altal kodolt p19 nevii szuppresszor,
mint egy molekularis toloméré, képes
méretiik alapjdn, felismerni és megko-

ti a 21-24 nukleotid hosszusagu siRNS-
molekulakat (3D. dbra). Ennek az a kovet-
kezménye, hogy nincs szabad siRNS, amely
a RISC-komplexbe beépiilhetne, hogy ezal-
tal az antiviralis valasz végrehajto lépése
megvalosuljon (3A. és B. dbra).

A vad tipusu tombusvirusokkal fertézott

4. abra Az RNS szuppresszor hatasa a

virus tiinetek kialakulasara. Nicotiana
benthamiana tesztnovények vad tipusu
tombusvirussal (Cymbidium gyiiriifoltossag
virus, CymRSV) (A-D), illetve a
géncsendesitést gatolni nem képes mutans
virussal (Cym19STOP) (E-H) valo fertozése
€s a virustiinet alakulas folyamata 3, 5, 7,
illetve 10 nappal a fertozést kovetoen. Ha

a virus (Cym19STOP) nem képes az RNS
csendesitést gatlo p19 fehérjét termeltetni,
a novény veédekezo mechanizmusa iddvel
visszaszoritja a virust és a novény kigyogyul
(E-H), a vad tipusu virussal fert6zott novény
ellenben elpusztul (A-D). Piros nyilak a
virustiineteket mutato leveleket, a fehér nyil
a kigyogyult leveleket jelzik
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Nicotiana benthamiana (dohanyfaj) teszt-
novény a korokozo bejutasat kovetéen
néhany napon beliil elpusztul (4. dbra,
A-D), mivel a virus altal termelt p19 jelen-
létében az antiviralis valasz mar az aktiva-
cids fazisban elakad (3B. dbra). Ha viszont
a virus nem kodolja a p19 szuppresszort
(p19 fehérje termelésében mutans virus), az
antiviralis RNS-csendesités képes vissza-
szoritani a virus szaporodasat, és a novény
kigyogyul (4. dbra, E-H). Mindez bizonyi-
ték arra, hogy a virus szupresszora valo-
ban hatékonyan gatolja a novény védelmi
rendszerét.

TOBBFELE GATLAS

Szamos hatékony, ettdl eltéré szuppresszor-
stratégia ismeretes. Ilyen példaul a dsRNS-
kotés. Ennek sordn a viralis szuppresszor a
dsRNS-t burkolja, és ezaltal akadalyozza a
siRNS-érést (3C. dbra). A gatlas masik mod-
ja a RISC f6 komponensének a hatastalani-
tasa. A virusszuppresszor ilyenkor megkoti
a végrehajtd fehérjét, és megjeloli a lebonto
utvonalak szamadra, vagy gatolja a végre-
hajté aktivitasat (3E. dbra).

RNSi-technologidaval szamos

virussal szemben ellendllo,
gazdasadgi haszonnovényt
sikeriilt létrehozni

A leirt példatol eltéréen, amelyben gyenge
védekezési rendszeri tesztnovény szerepelt,
a természetben el6fordulo legtobb gaz-
da-virus kapcsolatban az RNS-csendesités
¢és ennek virusszuppresszor altali gatlasa
egyensulyba keriil. Ez teszi lehet6vé a virus
hatékony szaporodasat és terjedését, de
ugyanakkor a gazdaszervezet tulélését is,
amely elengedhetetlen a virus szamara.

A névényvirologiai kutatasok lényege-

sen hozzajarultak az RNSi biokémidjanak
feltarasahoz, és a névény-virus kapcso-

lat jobb megértéséhez. Lehet6vé tették a
mechanizmus biotechnoldgiai hasznosita-
sat, virusoknak ellenalld novények eldalli-
tasat. RNSi-technoldgiaval szamos virus-
sal szemben ellenallo, gazdasagi haszon-
novényt (rizst, burgonyat, paradicsomot,
babot, dohanyt stb.) sikeriilt 1étrehozni. Az
RNSi-technolégiaval elallitott novények
termesztésbe vonasaval nagy karokat lehet-
ne megelézni, mikozben a mezégazdasagi
termelés hatékonysaga is novekszik.
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