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1.Wstep

1.1.Wprowadzenie

Wirusy posiadajgce genom zbudowany z RNA sa patogenami o duzym potencjale
ewolucyjnym, umozliwiajgcym przetrwanie w niestabilnych warunkach $rodowiska
oraz zasiedlanie nowych nisz ekologicznych, o czym Swiadczy¢ moze pojawienie sie w
ciggu ostatniego stulecia wielu groznych dla cztowieka przedstawicieli tej grupy, takich
jak HIV, SARS-CoV, wirus Zachodniego Nilu, czy nowe szczepy wirusa grypy.
Przodkami wszystkich wymienionych patogendéw sg wirusy atakujgce zwierzeta. Mate
rozmiary genoméw (do 30 kb) oraz wysokie tempo replikacji, mutacji i rearanzacji
materiatu genetycznego sprawiaja, iz wirusy typu RNA, tatwo dostosowujgc sie do
otoczenia, zdolne sg do wytwarzania nowych wariantow genetycznych. Ich
niestabilno$¢ genetyczna jest tak duza, ze pojecia stosowane w odniesieniu do
organizméw o genomie DNA, takie jak ,populacja” czy ,,gatunek”, nie oddajg ich
zmiennej natury. Niektérzy badacze proponuja, aby w wypadku retrowiruséw oraz
wirusow RNA uzywaé¢ terminu ,kwazi-gatunek” (Domingo, 1992; Domingo i
wsp.,1997; Holland i wsp., 1992). Pojecie to zostato stworzone przez autoréw hipotezy
Swiata RNA do opisu replikacji we wczesnym etapie ewolucji (Eigen i wsp, 1977,
1988) i oznacza mieszanine samoreplikujgcych sie czagsteczek RNA podobnych do
czasteczki macierzystej. Wirusowy kwasi-gatunek to zbidr rdznych wariantow
wirusowych obecnych w zainfekowanym organizmie, w ktérym sekwencja
genomowych RNA oscyluje wokot najlepiej dostosowanej do aktualnych warunkéw
Srodowiskowych.

Poczagtkowo za gtéwne zZrédlo zmiennosci genoméw RNA  uwazano
niedoktadno$¢ ich kopiowania przez wirusowe kompleksy replikacyjne, ze wzgledu na
brak aktywno$ci naprawczej tych enzymoéw (Drake i wsp., 1999). Badania struktury
oraz ewolucji genéw wspoétczesnych nam wirusow RNA wykazaly jednak, ze zawierajg
one rozlegte rearanzacje materiatu genetycznego w postaci delecji lub insercji sekwencji
RNA, a nawet catych kodujacych domen. Zmiany te nie mogty powsta¢ w nastepstwie
bledow replikacji. Podobnie jak u organizméw wyzszych, odpowiada za nie
rekombinacja genetyczna, z tg roznica, ze wymiana informacji zachodzi na poziomie
RNA (Worobey i wsp., 1999).
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1.2.Genetyczna rekombinacja RNA

W latach sze$édziesigtych ubiegtego stulecia uwazano rekombinacje genetyczng
za proces zarezerwowany wyitgcznie dla czasteczek DNA. Poglad ten zostat obalony
przez Hirsta, ktory zaobserwowat przeptyw informacji genetycznej pomiedzy réznymi
mutantami wirusa Newcastle i polio (Hirst, 1962). W ciagu kolejnych lat prébowano
okreslic role biologiczng rekombinacji RNA, badajac ten proces u innych
pikomawirusow (Pringle, 1965), wiruséw (+)RNA (Lai, 1992; Simon i Bujarski, 1994) i
reowirusow (Coffin, 1979; Zhang i Temin, 1993). Badania te zaowocowaty
wysunieciem tezy mowigcej, iz wymiana materiatu genetycznego na poziomie RNA
zachodzi jedynie u wirusdw (+)RNA. Teza ta zostata podwazona po opisaniu
niehomologicznej rekombinacji RNA u wirusa grypy, ktory nalezy do wirusow (-)RNA
(Khatchikian i wsp., 1989) oraz u faga d>6, ktérego genom stanowi dwuniciowy RNA
(dsRNA- double stranded RNA) (Mindich i wsp.,1992; Onodera i wsp., 1993). Pomimo
iz udowodniono istnienie potencjatu rekombinacyjnego u wirusow (-)RNA oraz
dsRNA, w Srodowisku naukowym nadal przewazat poglad, iz homologiczna
rekombinacja RNA jest procesem charakterystycznym tylko i wytgcznie dla wirusow
(+)RNA. Po udokumentowaniu homologicznej rekombinacji RNA zachodzacej u
rotawirusa o0 segmentowanym genomie zbudowanym z dsRNA (Suzuki i wsp., 1998)
zaczeto jednak dostrzega¢ nieprawdziwos$¢ tego sposobu myslenia. Ostatecznego
dowodu $wiadczacego o powszechnosci rekombinacji RNA wsrdd wszystkich wiruséw
posiadajacych genom RNA dostarczyty badania hantiwirusa Tula, nalezacego do
wirusow(-)RNA (Plyusin i wsp., 2002), podczas ktorych zidentyfikowano naturalnie
powstatego rekombinanta homologicznego. Na podstawie tej  obserwacji
zaprojektowano system eksperymentalny umozliwiajagcy rekonstrukcje takich
homologicznych rekombinantow.

Obecnie rekombinacja RNA jest intensywnie badana w wielu os$rodkach
naukowych, a uzyskiwane dane $wiadcza, iz ulegajajej nie tylko wirusowe lecz takze i
inne czasteczki RNA. Przykfadowo, proces ten ksztattuje budowe ludzkich
chimerycznych retrotranspozonéw LI, do ktorych drogg rekombinacji RNA,
zachodzacej podczas odwrotnej transkrypcji, dodawane sg sekwencje RNA
komédrkowego (Buzdin i wsp., 2002, 2003, Bibito i Eickbush, 2002). Postuluje sie
rowniez, ze zjawisko rekombinacji RNA dato poczatek wspotczesnemu systemowi

sktadania gendéw (splicing system) i ze moze ono bra¢ udziat w potranskrypcyjnej
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regulacji ekspresji gendéw poprzez modulowanie ksztattu i umiejscowienia introndéw
(Hiller i wsp., 2000).

1.2.1. Dane filogenetyczne o rekombinacji wirusow typu RNA

Analiza filogenetyczna jest istotnym Zrodtem informacji o rekombinacji RNA.
Podobienstwo organizacji genoméw jak i poszczegélnych gendéw pomiedzy réznymi
jednostkami taksonomicznymi dowodzi, ze nawet niespokrewnione wirusy typu RNA
sg zdolne do wymiany materiatu genetycznego (Worobey i wsp., 1999). Przyktadowo, u
torowirusa BEV (Beme virus) zaobserwowano obecno$¢ genu esterazy hemaglutyniny,
pochodzacej czeSciowo od koronawiruséw a czeSciowo od wirusa grypy typu C (Snijder
I wsp., 1991). Luteowirusy podgrupy | i Il posiadajg bardzo podobny gen biatka
ptaszcza, jednak podgrupa | posiada gen polimerazy wykazujacy duze podobienstwo do
genu polimerazy karmowirusa, natomiast gen polimerazy podgrupy Il wskazuje na
pokrewienstwo z sobemowirusami (Mayo i wsp., 1996). Wirusy w trakcie ewolucji
wecielaty do swego genomu nie tylko sekwencje wirusowe, lecz takze sekwencje mRNA
gospodarza. Jako przykfad moze postuzy¢ sekwencja 28S rRNA wystepujgca wewnatrz
genu hemaglutyniny wirusa grypy (Khatchikian i wsp., 1989), sekwencja tRNA w
genomowym RNA wirusa Sindbis (Monroe i wsp., 1983), sekwencja kodujaca
komdrkowe biatko DnaJ w genie biatka C pestiwirusa BVDV {bovine viral diarrhea
virus) (Nagai i wsp., 2003) czy sekwencja homologiczna do chloroplastowych egzonéw
tytoniu w genomach luteowiruséw (Mayo i wsp., 1991) i klosterowiruséw (Dolja i wsp.,
1994). Defektywne interferujagce RNA towarzyszace niektérym wirusom zwierzecym i
roslinnym sg rowniez produktami rekombinacji RNA (Lazarini i wsp., 1981; Inoue-
Nagata i wsp, 1998). Wszystkie te przykiady ilustrujg ogromna role rekombinacji jako

jednej z sit napedowych ewolucji wirusow RNA.

1.2.2. Dane eksperymentalne, typy i mechanizm rekombinacji RNA

Drugim zrédtem pozyskiwania wiedzy o rekombinacji RNA sg badania
prowadzone w réznych eksperymentalnych systemach rekombinacyjnych, czesto z
uzyciem zmutowanych szczepdw wirusowych. Analizujac strukture oraz funkcje
substratbw i produktow rekombinacji, zaproponowano wyrdznienie trzech jej
podstawowych typoéw (Lai, 1992): rekombinacje homologiczng, rekombinacje
homologiczng nieprecyzyjng i rekombinacje niehomologiczng (Rys. 1). W

rekombinacji homologicznej (Rys. 1 A) uczestniczg identyczne lub bardzo podobne
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czasteczki  RNA. Przeskok rekombinacyjny zachodzi dokladnie pomiedzy
odpowiadajagcymi sobie nukleotydami, a rekombinant zachowuje sekwencje i
organizacje czasteczek rodzicielskich. Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna
(Rys. | A), podobnie jak rekombinacja homologiczna, ma miejsce pomiedzy
identycznymi lub podobnymi czasteczkami RNA, jednak przeskok nie zachodzi
pomiedzy doktadnie odpowiadajgcymi sobie nukleotydami, tak wiec potomny RNA
zawiera duplikacje lub delecje. W rekombinacji niehomologicznej (Rys. | A),
uczestnicza dwie rézne matryce RNA, a powstaty rekombinant jest zdecydowanie
odmienny od czasteczek rodzicielskich.

W warunkach naturalnych najczesciej spotykana jest homologiczna rekombinacja
RNA. Przyktadowo, u wirusa mozaiki stoklosy (BMV - brome mosaic virus)
homologiczne przeskoki rekombinacyjne wystepuja 10 razy czeSciej niz
niehomologiczne (Nagy i Bujarski, 1992), a u retrowirusow stanowig integralny etap
odwrotnej transkrypcji (Gétte i wsp. 1999). Poniewaz homologiczna rekombinacja
RNA bezposrednio nie wprowadza istotnych zmian do genomu, jej znaczenie
ewolucyjne mogtoby wydawaé sie znikome. Moze ona jednak petni¢ role mechanizmu
naprawiajgcego btednie skopiowane lub uszkodzone czasteczki RNA poprzez
eliminacje wcze$niej nagromadzonych mutacji z czasteczek potomnych (Rao i wsp.,
1993, Levy i wsp., 2004) (Rys. | B). Zgodnie z efektem zapadki Mullera, w populacji
rozmnazajacej sie bezpiciowo i niepodlegajacej dziataniu presji selekcyjnej, istnieje
tendencja do gromadzenia szkodliwych mutacji (Chao, 1990). Poniewaz powr6t do
allelu wyjSciowego zdarza sie zbyt rzadko, mutacje te nawarstwiajg sie w kolejnych
pokoleniach bez mozliwosci usuniecia, prowadzac do stopniowej degeneracji calej
populacji. Homologiczna rekombinacja RNA, umozliwiajac przeptyw informacji
genetycznej pomiedzy poszczeg6lnymi wariantami genomu wirusa, przeciwdziata
akumulacji mutacji i pozwala na zachowanie statej sekwencji genomowgo RNA (Chao,
1997). Z drugiej strony, rekombinacja homologiczna moze tez prowadzi¢ do
nagromadzenia w genomie wirusowym korzystnych mutacji, ktore wczesniej juz byty
obecne w czasteczkach rodzicielskich, zwiekszajagc genetyczng roznorodnosC i
dostosowanie wiruséw do Srodowiska (Rao i wsp., 1993, Levy i wsp., 2004). Proces ten
moze zatem wpltywac na ksztatt genomu wirusowego w dwojaki sposéb, rdznicujac go
lub konserwujac, zaleznie od aktualnych warunkéw bytowania wirusa. Rekombinacja

niehomologiczng réwniez spetnia istotng role z punktu widzenia ewolucji. Pomimo ze
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zachodzi o wiele rzadziej, wprowadza najwieksze zmiany w genomie wirusowym,

generujgc catkowicie nowe czasteczki.

REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA

yi 1111111 iTTH potomna

homologiczne czasteczka RNA

czasteczki RNA M M I r

REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA
NIEPRECYZYJINA

4| . c U . potomna

czasteczka RNA
homologiczne *
CZBSTECZKI .o .

R R [ | ~ potomna
¢ czasteczka RNA
rézne

czasteczki =
RNA ni

REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA

---------------------- yii | I'PXTTTT potomna

homologiczne czasteczka RNA

czasteczki RNAgg '/\j +n rrS ;

nsgronuutzemc ntulacji

................. iTjr potomna
homologicznej linunAG . czasteczka RNA
CZa(SteCZki RNAA\,7 elinunAcjc mutacji
Rysunek 1. Typy rekombinacji RNA
A - W rekombinacji homologicznej uczestniczg dwie identyczne czasteczki RNA, a przeskok

rekombinacyjny zachodzi miedzy odpowiadajgcymi sobie nukleotydami, prowadzac do odtworzenia
czasteczek rodzicielskich. Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna zachodzi miedzy identycznymi
czasteczkami RNA, lecz przeskok nie zachodzi doktadnie pomiedzy odpowiadajgcymi sobie nukleotydami,
powodujac wprowadzenie do czasteczki potomnej insercji lub delecji. Rekombinacja niehomologiczna
zachodzi miedzy dwiema roznymi czgsteczkami RNA, a rekombinant rézni sie od czgsteczek rodzicielskich.
B - Homologiczna rekombinacja RNA jako proces wptywajacy na sekwencje RNA. Moze ona prowadzié
do naprawienia uszkodzonych czasteczek genomowych lub do nagromadzenia w nich mutacji, ktére
wczes$niej byty obecne w czasteczkach rodzicielskich.

Czasteczki rodzicielskie oznaczono czarnymi liniami, czasteczki potomne i kierunek replikacji - zielonymi
strzatkami, mutacje - czerwonymi gwiazdkami, miejsce przeskoku rekombinacyjnego - czarna przerywang

linia.
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Trudno$ci zwigzane z obserwacjg procesu rekombinacji in vivo powodujg, iz
mechanizm tego procesu nie zostat do tej pory w petni poznany. Rekombinacja
homologiczna, zachodzaca pomiedzy identycznymi czasteczkami RNA, jest niemozliwa
do wykrycia, poniewaz w jej wyniku odtworzone zostajg czasteczki rodzicielskie. Jezeli
za$ proces rekombinacji niehomologicznej doprowadzi do rearanzacji genomowego
RNA, to w wiekszosci przypadkdéw wprowadzone zmiany sg na tyle niekorzystne, ze
powodujg eliminacje rekombinanta z populacji.

Najpowszechniej przyjmowanym i najlepiej potwierdzonym eksperymentalnie
modelem opisujacym proces rekombinacji jest model wybidrczego kopiowania {copy-
choice) (Lai, 1992). Zakilada on, ze rekombinant powstaje podczas replikacji
genomowych czasteczek RNA, gdy zaangazowany w nig kompleks enzymatyczny
przeskakuje z jednej matrycy (zwanej RNA donorowym) na drugg (zwang RNA
akceptorowym). Potomna czasteczka RNA jest zatem syntetyzowana w oparciu 0 co
najmniej dwie matryce. Rekombinacje zachodzacg wedlug modelu wybidrczego
kopiowania zaobserwowano u wiekszosci wirusow typu RNA. Odnotowano
jednocze$nie, ze pewne elementy obecne w sekwencji i strukturze RNA moga wptywaé
na przeskoki rekombinacyjne. U wirusa polio skupiajg sie one w rejonach lokalnej
hybrydyzacji (tzw. heterodupleksach) pomiedzy sekwencjami umiejscowionymi w
obrebie tej samej lub dwdch roznych czasteczek (Kirkegaard i wsp., 1986). Tworzenie
lokalnych struktur dwuniciowych pomiedzy donorem i akceptorem sprzyja tez
niehomologicznej rekombinacji u wirusa mozaiki stoktosy (Nagy i Bujarski, 1993).
Przeskok rekombinacyjny moze by¢ takze spowodowany przez zatrzymanie replikazy w
rejonach  RNA przyjmujgcych stabilne struktury drugorzedowe, stanowigce
przestrzenne blokady dla kompleksu, takich jak np. struktury typu spinki do wtosow
analogiczne do terminatoréw transkrypcji wystepujace w genomie tombuswirusow
(White i wsp., 1994, 1995). Promotoro-podobne struktury RNA moga z kolei tworzy¢
dogodne miejsce reinicjacji syntezy RNA | zostaty zidentyfikowane w rejonach
rekombinacyjnie aktywnych genomowych czgsteczek wirusa mozaiki stoktosy (Bruyere
I wsp., 2000), karmowiruséw (Cascone i wsp., 1990, 1993, Nagy i Simon 1996, 1998,
Cheng i wsp., 2003), tombuswiruséw (Cheng i wsp., 2003), kukumowiruséw (Suzuki,
2003) czy nodawiruséw (Bali, 1997). Podczas badan rekombinacji homologicznej u
bromowirusow oraz u pikomawirusOw zaobserwowano zwiekszong czesto$¢
przeskokow rekombinacyjnych w rejonach bogatych w reszty adeninowe i uracylowe
(Nagy i Bujarski, 1996; Pilipenko i wsp.,1995). Przypuszcza sig, iz sekwencje tego typu
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powodujg ,,poslizg polimerazy”, skutkujacy kilkunukleotydowymi insercjami lub
delecjami na koncu 3' nowosyntetyzowanej nici potomnej. Dodatkowe nukleotydy
wigczone w miejscu przeskoku obserwowano takze u rekombinantow karmowirusow
(Cascone i wsp., 1990, 1993), tobamowirusow (Robinson i wsp., 1987) oraz
bromowirusow (Nagy i Bujarski, 1993, 1996). Przerwanie ciggtosci matrycy RNA,
zwigzane z duza labilnoscig RNA i narazeniem na dziatanie komdérkowych nukleaz,
rowniez moze powodowac przeskok replikazy i kontynuacje syntezy nici potomnej na
innej czasteczce (Rys. 2). Niestabilne fragmenty donorowego RNA sg rejonami
aktywnymi rekombinacyjnie u tombuswiruséw, u ktoérych zaobserwowano, ze po
sztucznym rozerwaniu genomowego RNA rekombinacja zachodzi w rejonie koncéw 5’
nowopowstatych matryc (Whbite i wsp., 1995). Podobny mechanizm opisano dla
retrowirusow (Peliska i wsp., 1992, Levy i wsp., 2004)).

Rysunek 2. Rekombinacja
RNA zachodzgca wedtug
mechanizmu wybioérczego

. KdKp kopiowania, indukowana
peknieciem donorowego RNA
Przerwanie ciagtosci czasteczki
donorowej (zielona linia) sprzyja jej
oddzieleniu od wirusowej replikazy
(z6tty owal), a lokalna
komplementamos$¢ pomiedzy koricem
3 potomnej  czasteczKi RNA
(bfekitna linia) i akceptorowym RNA
(granatowa linia) moze ulatwiaé

przeniesienie replikazy, zasocjowanej

Z nicig potomna, na nowg matryce.

Rekombinacja RNA wedtug mechanizmu wybidrczego kopiowania, zachodzaca
pomiedzy wirusami RNA i mRNA transgendw roslin opornych na infekcje wirusowe
jest obecnie przedmiotem intensywnych badan, w zwigzku z zagrozeniem dla biosfery,

wynikajgcym z  mozliwosci  powstania nowych  wirusbw o zwiekszonych
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wiasciwosciach przystosowawczych. Strategia, wykorzystywana w tych badaniach,
polega miedzy innymi na wywolywaniu infekcji roslin transformowanych
nieuszkodzonym genem wirusowym przy pomocy delecyjnego mutanta wirusowego,
pozbawionego tegoz genu. Podczas przeprowadzonych w ten sposob eksperymentow, w
genomowym RNA potomnego pokolenia wirusowego w miejsce rodzicielskiej delecji
powracata sekwencja typu dzikiego poprzez rekombinacje z mMRNA transgenu
roslinnego. Dodatkowo, zdolnosci przystosowawcze niektdrych z powstatych
rekombinantdéw roznity sie od wiruséw typu dzikiego (Lomell i wsp., 1991; Gal i wsp.,
1992; Schoelz i wsp., 1993; Borja i wsp., 1999; Greene i wsp., 1994, 1996).
Zrekombinowane czasteczki RNA mogg takze powstawa¢ w sposob niezalezny
od replikacji, wskutek rozerwania czgsteczki RNA i niespecyficznej ligacji z innym
fragmentem genomu. Zjawisko to zachodzi za posrednictwem reakcji transestryfikacji,
przypominajac powszechnie znany mechanizm rekombinacji DNA (Dressier i wsp.,
1982). Po raz pierwszy mechanizm ten zostat zaobserwowany podczas rekombinacji in
vitro pomiedzy fragmentami RNA pochodzacymi z bakteriofaga Q>" (Chetverin i wsp.,
1997). Stwierdzono wtedy, ze niereplikujgce sie wskutek braku pewnych struktur na
koncach 5" i 3' czasteczki RNA faga zdolne sg do wytworzenia formy replikatywnej
bez udziatlu enzymu, natomiast proces zostaje zahamowany w wyniku fosforylacji
wolnej grupy OH na koncu 3' nici akceptorowej. Niehomologiczng rekombinacje RNA
niezalezng od replikacji zaobserwowano takze u wirusa polio (Gmyl i wsp., 2003),
pestiwirusow (Gallei i wsp., 2004) i podczas sktadania gendéw (Hiller i wsp., 2000).

1.3. Bromowirusowy system doswiadczalny umozliwiajgcy badanie rekombinacji
RNA

Prowadzone w ostatnich latach badania rekombinacji RNA doprowadzity do
stworzenia wielu systemow doswiadczalnych, umozliwiajacych obserwacje efektow
dziatania tego procesu | wpltywu, jaki wywiera on na populacje wirusowe.
Przedstawione w niniejszej pracy badania przeprowadzono z wykorzystaniem systemu
rekombinacyjnego stworzonego w oparciu 0 bromowirusa - wirusa mozaiki stoktosy
(BMV - brome mosaic virus). Uzyskiwane przy jego zastosowaniu wyniki majg
najbardziej kompleksowy charakter, umozliwiajg bowiem badanie mechanizmu
wszystkich trzech typéw rekombinacji i pozwalajg okresli¢ strukturalne uwarunkowania

badanego procesu (Bujarski i wsp., 1994, Alejska i wsp. 2005a i b).
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1.3.1. Wirus mozaiki stoktosy

Wirusa mozaiki stoktosy wyizolowano pierwotnie z Bromus intermis w 1942 roku
(Lane, 1974). Jego genom byt jednym z pierwszych w petni zsekwencjonowanych
genomow wirusowych (Ahlquist i wsp., 1981, 1984a). Wkrétce tez odtworzono go w
roSlinie poprzez infekcje otrzymanymi na drodze transkrypcji in vitro genomowymi
czasteczkami  RNA (Ahlquist i wsp., 1984b, 1984c). Dzieki rozwojowi technik
biochemicznych, stosunkowo szybko poznano przebieg replikacji BMV, a takze
okreslono udziat wirusowych oraz niektérych komorkowych biatek w poszczeg6lnych
jego etapach (Hardy i wsp., 1979, Kao i wsp., 1992; Quad i wsp., 1990, 1993). Ze
wzgledu na dobrg znajomo$¢ budowy i cyklu zyciowego, wirus ten bywa czesto
uzywany jako model, stuzacy poznaniu proceséw zachodzacych podczas infekcji w
roSlinie, takich jak ekspresja biatek wirusowych, rekombinacja, rozprzestrzenianie
wirusa czy reakcja gospodarza na infekcje (Kao i Sivakumaran, 2000).

BMV nalezy do wirusdbw o genomie zbudowanym z jednoniciowego RNA o
polamosci mRNA (wirusy (+)RNA). Patogeny tego typu stanowia ponad 1/3
wszystkich znanych wirusow. BMV jest przedstawicielem rodziny Bromoviridae,
atakuje przede wszystkim rosliny z rodziny Graminae i Chenopodiaceae,
rozprzestrzeniajagc sie i infekujac gtownie za posrednictwem owadow (Lane, 1974).
Ogladany pod mikroskopem elektronowym preparat wirusa sktada sie z ikozaedralnych
czastek o Srednicy okoto 25 nm (Rys. 3). Wiriony zawierajg genomowy RNA, a ich
kapsyd zbudowany jest ze 180 czasteczek biatka ptaszcza (Kroi i wsp., 1999). Genom
BMV skiada sie z trzech segmentdw RNA (Rys. 3): RNAI o wielkosci okoto 3.2
tysigca zasad, RNA2 o wielkosci okoto 2.9 tysigca zasad oraz RNA3 o wielkosci okoto
2.1 tysigca zasad. W trakcie infekcji na ujemnej matrycy RNA3 wytwarzany jest
dodatkowy, subgenomowy RNA4 (sgRNA4), odpowiadajgcy czesci 3' RNA3. SgRNA4
jest czesto ko-enkapsydowany z RNA3 (Miller i wsp., 1985). Wszystkie wymienione
wyzej RNA BMV posiadajg metylowang reszte guanozynows (tzw. kap) na koncu 5’.
Sekwencja ostatnich 200 nukleotydéw 3’UTR (UTR - untranslated reg/on) jest niemal
identyczna we wszystkich czasteczkach i tworzy strukture tRNA podobng. (Ahlquist,
1985). W RNA BMV znajdujg sie geny kodujace trzy niestrukturalne biatka: biatko la
o wielkosci 109 kDa (RNAI), biatko 2a o wielkosci 94kDa (RNAZ2), biatko 3a o
wielkosci 32 kDa, oraz strukturalne biatko ptaszcza o masie 20 kDa (RNA3) (Ahlquist,
1985). Badania infekcyjnosci komponentdw genomu BMV wykazaty, ze zaden z nich

osobno nie wywotuje zakazenia w roslinie. Do infekcji niezbedne sg wszystkie trzy
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RNA, jednak obecnos¢ RNAI i RNA2 kodujacych biatka la i 2a jest wystarczajaca do
efektywnej replikacji tych czasteczek w protoplastach roslinnych, poniewaz wiasnie
biatka la i 2a stanowig kompleks replikacyjny BMV (Kao i wsp., 1992; Kilberstis i
wsp., 1981).

A  RNAI la

RNA2 2

RNA3 3a CP

SgRNA4 cp

RNAI
RNA2

RNA3

SF(RNA4

Rysunek 3. Organizacja genomu BMV

A - Genom BMV skiada sie z trzech czasteczek RNA (RNAI, 2 i 3) kodujgcych biatka la, 2a i 3a oraz
biatko ptaszcza (CP). W trakcie infekcji syntetyzowany Jest subgenomowy RNA4, ktéry sekwencja jest
identyczng z czescig 3' RNA3.

Regiony kodujgce genomu oznaczone zostaty kolorem niebieskim a niekodujace kolorem zielonym.
Wszystkie czasteczki posiadajg 7-metyloguanozyne na koncu 5' (kolor z6ty) i prawie identyczny koniec
3’, ktérego fragment terminalny tworzy strukture tRNA podobna.

B - Obraz genomowego RNA BMV rozdzielonego elektroforetycznie w 1% natywnym Zzelu
agarozowym.

C - ogladany pod mikroskopem elektronowym preparat BMV sklada sie z ikozaedralnych wirionéw o
$rednicy 25 nm, zawierajgcych jedng czasteczke genomowego RNAI lub RNA2 albo czasteczki RNA3
oraz RNAA4.
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Biatko la posiada najprawdopodobniej dwie aktywnosci enzymatyczne: jego
cze$¢ N-koncowa wykazuje cechy charakterystyczne dla wirusowych metylo- i
nukleotydylotransferaz RNA, natomiast cze$¢ C-koncowa zawiera motywy wystepujace
w helikazach (Ahlquist i wsp, 1985; Ahola i wsp, 1999; O’Reilly i wsp 1998; Kong i
wsp, 1999). Biatko 2a posiada duzg, centralnie potozong domene, zawierajacg kilka
motywow specyficznych dla polimeraz RNA zaleznych od RNA. Domena ta jest
otoczona przez mniej konserwatywne rejony N- i C- koincowe (O’Reilly i wsp 1998;
Traynor i wsp., 1991). Kompleks replikacyjny BM'V formowany jest dzieki
elektrostatycznym oddziatywaniom ujemnie natadowanej N-koncowej czesci biatka 2a
z dodatnim tadunkiem obecnym w obrebie helikazowej domeny biatka la. W skiad
kompleksu replikacyjnego BMV wchodzi tez eukariotyczny czynnik inicjacji translacji
(elF3) oraz inne, blizej nieokreslone czynniki komorkowe (Kao i wsp., 1992; Quad i
wsp., 1990, 1993). Oddziatywanie pomiedzy biatkami la i 2a jest specyficzne
gatunkowo, bowiem biatko la nie jest zdolne do przeprowadzenia syntezy RNA w
obecnosci biatka 2a pochodzacego od blisko spokrewnionego bromowirusa mozaiki
wspiegi chinskiej {CCMV-cowpea chlorotic mottle virus) (Dinant i wsp., 1993;
O’Reilly i wsp., 1995, 1997).

BMV w naturalnych warunkach rozprzestrzenia sie za poSrednictwem owadow,
wnikajac do epidermalnych komorek roslinnych poprzez mechaniczne uszkodzenia
(Lane, 1974; Rochow, 1959). Bardzo tatwo mozna zainfekowac ro$line poprzez reczna
inokulacje genomowymi czasteczkami RNA otrzymanymi na drodze transkrypcji in
vitro (Ahlquist i wsp., 1984b, 1984c). Po wniknieciu do komorki, wiriony ulegajg
odptaszczeniu. W zblizonym do obojetnego pH cytoplazmy sg one niestabilne (Bancroft
I wsp., 1967), kilka czasteczek biatka ptaszcza dysocjuje, a koniec 5 genomowego
RNA eksponowany jest do cytoplazmy (Verduin B. J. M., 1992). Do wirusowego RNA
przytaczajg sie rybosomy i rozpoczynajg translacje niestrukturalnych biatek BMV.
Ruch rybosomow wzdtuz RNA w kierunku 3' prowadzi do catkowitego odptaszczenia
genomowych czasteczek wirusa. Podczas translacji syntetyzowane sg biatka la i 2a,
ktére wraz z czynnikami pochodzenia roslinnego (elF-3 i inne, nieznane czynniki)
tworzg kompleks replikacyjny (Rys. 5). Biatko la odgrywa kluczowg role w modelu
replikacji genomowego RNA zaproponowanym dla BMV (Schwartz i wsp., 2002).
Dzieki obecnosci odpowiedniego sygnatu w N-koncowym rejonie, jest ono kierowane
do retikulum endoplazmatycznego (ER). Tam ftaczy sie z btong ER po stronie

cytoplazmy i tworzy wglebienia, a nastepnie liczne pecherzyki wypetniajace Swiatto
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ER, pozostajace jednak w kontakcie z cytoplazmag (den Boon i wsp., 2001; Restrepo-
Hartwig i wsp., 1996). Biatko la, dzieki elektrostatycznym oddziatywaniom, sprowadza
do wnetrza pecherzykow biatko 2a ktdre stanowi okoto 5% ich zawartosci (Chen i wsp.,
2000). Wykazano rowniez, ze biatko la posiada zdolno$¢ wigzania genomowego RNA
za posrednictwem sygnatu obecnego w czasteczce RNA (sekwencja box B
zidentyfikowana w rejonie miedzygenowym RNA3, a pézniej znaleziona takze w
niekodujgcych koncach 5° RNAI i RNA2, ktéra odpowiada petli tRNA
gospodarza i konserwatywnemu motywowi w genach tRNA rozpoznawanych przez
polimeraze RNA 1I1) i pod nieobecnos¢ 2a silnie stabilizuje wirusowe RNA, blokujac
ich translacje (Chen i wsp., 2001; Janda i wsp., 1998; Sullivan i wsp., 1999).
Dysponujac takimi danymi, zaproponowano model replikacji BMV w komorce
roslinnej zaktadajacy, ze synteza genomowych czasteczek wirusa zachodzi w sferulach
utworzonych przez biatko la w ER, zawierajgcych jedna kopie matrycowego RNA
BMV oraz wirusowy kompleks replikacyjny (Schwartz i wsp., 2002, Rysunek 4). W 3’-
koncowym, tRNA-podobnym fragmencie genomowego RNA obecny jest promotor dla
wirusowej polimerazy RNA zaleznej od RNA (RdRp, ang. RNA-dependent RNA
polymerase), z ktérego rozpoczyna sie synteza nici ujemnej (Chapman i wsp., 1999;
Dreher i wsp., 1989). Do konca 3' powstatego (-)RNA dotgczany jest potranskrypcyjnie
guanylan i tak zmodyfikowany (-)RNA stuzy jako matryca do syntezy wielu kopii
(+)RNA (Sivakumaran i wsp., 1999). Do (+)RNA, za posrednictwem domeny
metylotransferazowej biatka la, dodawany jest kap (Ahola i Ahlquist, 1999) i gotowe
transkrypty wydostajg sie do cytoplazmy, gdzie podlegajg translacji badz enkapsydacji.
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Rysunek 4. Model replikacji RNA

genomowy

'RNA wirusa BMV w sferulach retikulum

cytopiazma endoplazmatycznego komarki roslinnej
btona Biatko la (zotty owal) jest kierowane do retikulum
endoplazmatycznego  (ER), dzieki obecnosci
odpowiedniego sygnatlu w rejonie N-koricowym.
Domena helikazowa biatka la oddziatuje
elektrostatycznie z N-koricowag czescig biatka 2a
(zielony owal), transportujgc je do ER. Biatko la
posiada tez zdolno$¢ wigzania genomowego RNA
(czerwona linia) i sprowadza go do ER. Biatko la
taczy sie z blong ER i tworzy pecherzyki w $wietle
ER, pozostajgce w kontakcie z cytoplazma. Biatko
2a stanowi okoto 5% zawartosci pecherzykow, a
replikacja RNA wirusa zachodzi w ich wnetrzu.
3’UTR genomowego RNA zawiera promotor dla
wirusowej polimerazy, z ktorego rozpoczyna sie
synteza nici ujemnej (niebieska linia). (-)RNA stuzy
nastepnie jako matryca do syntezy wielu kopii
(4-)RNA. Nowo powstate transkrypty wydostajg sie
do cytoplazmy gdzie podlegajg translacji badz

optaszczeniu.

Za enkapsydacje wirusowego RNA odpowiada biatko ptaszcza (CP - coat
protein), ktdrego translacja zachodzi z subgenomowego RNA4 (French i wsp., 1988).
Segmenty RNAI i RNA2 sg optaszczane indywidualnie, natomiast RNA3 i RNA4
czesto umieszczane sg w jednym kapsydzie, przy czym pakowanie RNA4 jest zalezne
od RNA3 (Miller i wsp., 1985; Choi i wsp., 2003). Skfadanie wirionbw BMV wymaga
co najmniej dwoch sygnatdw pakowania, obecnych w strukturze drugorzedowej
wirusowego RNA. Pierwszy sygnat stanowi konserwatywny 201-nukleotydowy tRNA-
podobny koniec 3' kazdego z segmentow (3'TLS - 3'tRNA-like structure). Wykazano,
ze czasteczki CP BMV inkubowane wraz z genomowym, czy subgenomowym RNA
BMV, pozbawionym 3’-koncowych 201 nukleotyddw nie tworzg wiriondw. Skiadanie
czastek wirusowych rozpoczyna sie zaraz po dodaniu do mieszaniny inkubacyjnej
sekwencji zawierajgcej 3TLS. Zaobserwowano jednocze$nie, ze tRNA pochodzacy z
zarodkOw pszenicy i drozdzy, inkubowany z CP i genomowymi czasteczkami BMV

pozbawionymi 3TLS, indukuje enkapsydacje, a utworzone wiriony zawierajg tylko
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czasteczki BMV (Choi i wsp., 2003). Wyzej wymienione spostrzezenia sugeruja, ze
konserwatywny 3'TLS stanowi swego rodzaju chaperon inicjujacy enkapsydacje,
natomiast w strukturze genomowego RNA muszg by¢ obecne dodatkowe, specyficzne
dla BMV sygnaty, decydujace o wigczeniu czasteczki kwasu nukleinowego do wnetrza
wirionu. Tego typu sygnat zostat zidentyfikowany w czasteczce RNA3, jest to 187-
nukleotydowy fragment genu biatka 3a (Choi i wsp., 2003). Biatko ptaszcza, wraz z
biatkiem 3a (biatko typu movement protein), bierze takze udziat w rozprzestrzenianiu
sie wirusa w zakazonej roslinie - wieloetapowym procesie, obejmujacym rézne rodzaje
tkanek roslinnych (Carrington i wsp, 1996; Nelson i wsp., 1998; Hull, 1991; Lucas i
wsp, 1994). Wirus, po namnozeniu sie w pierwotnie zainfekowanych komorkach,
atakuje komorki przylegte poprzez taczace je plazmodesmy. Nastepnie, przemieszczajac
sie poprzez komorki mezofilu i komorki towarzyszace wigzek sitowych, wirus dociera
do rurek sitowych, za poSrednictwem ktdérych rozprzestrzenia sie systemicznie w calej
roslinie. Prawdopodobnie wirus rozprzestrzenia sie z komorki do komérki na dwa
sposoby: badz w formie optaszczonej, badz w formie RNA zwigzanego z biatkiem 3a
(Fujita i wsp., 1998, Takeda i wsp., 2005). Biatko 3a tworzy wewnatrz plazmodesm
tubule, przez ktore potomne wiriony przedostajg sie do sgsiadujgcych komorek
gospodarza (Kasteel i wsp., 1997). Dodatkowo, biatko 3a ma zdolno$¢ wigzania
wirusowego RNA i transportowania go przez plazmodesmy, zmieniajgc rozmiar i
strukture tych ostatnich. Biatko 3a wuczestniczy takze w systemicznym
rozprzestrzenianiu sie infekcji, jednak doktadny mechanizm tego procesu u BMV nie
jest znany (Mise i wsp., 1993; Fujita i wsp., 1996). Na podstawie obserwacji przebiegu
infekcji u innych wiruséw ro$linnych ustalono, ze krytycznym momentem dla
rozpoczecia sie transportu systemicznego jest przekroczenie przez wirusa bariery
pomiedzy mezofilem i wigzka przewodzaca, ze wzgledu na r6zng budowe plazmodesm
tych dwdch typdéw tkanek. Na tym etapie istotng funkcje spetniajg wirusowe biatka MP,
ktére poprzez gatunkowo-specyficzne oddziatywania z plazmodesmami zmieniajg ich
strukture, umozliwiajac przeptyw wirionéw do rurek sitowych (Carrington i wsp.,
1996).
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Rysunek 5. Schematyczny opis cyklu zyciowego wirusa mozaiki stoktosy

BMV rozprzestrzenia sie za posrednictwem owadoéw, wnikajac do rosliny poprzez uszkodzenia
epidermy. Aby doszto do infekcji, do komoérki gospodarza musi dosta¢ sie kompletny wirusowy genom
(kazdy segment RNA jest enkapsydowany do osobnego wirionu - RI, R2 i R3). W zblizonym do
obojetnego pH cytoplazmy czasteczki biatka ptaszcza oddysocjowujg z kapsydu i uwolnione zostajg
konce 5' genomowych RNA. Rybosomy rozpoczynajg translacje niestrukturalnych biatek BMV, a ich
ruch wzdiluz RNA w kierunku 3’ prowadzi do catkowitego odptaszczenia genomu wirusa. Poczatkowo
powstaja biatka la i 2a, ktére wraz z czynnikami pochodzenia roslinnego (elF-3) tworza kompleks
replikacyjny. Biatko la jest kierowane do retikulum endoplazmatycznego (ER, endoplasmatic reticulum)
dzieki obecnosci odpowiedniego sygnatu w jego rejonie N-koncowym. Za posrednictwem biatka la do
ER kierowane sg tez biatko 2a oraz genomowy RNA. Replikacja czasteczek wirusa zachodzi w
pecherzykach utworzonych przez biatko la w $wietle ER. Powstate transkrypty wydostajg sie do
cytoplazmy, gdzie podlegajg translacji badZ enkapsydacji. Za enkapsydacje wirusowego RNA
odpowiada biatko ptaszcza (CP - coat protein) syntetyzowane z subgenomowego RNA4, ktory
transkrybowany jest na matrycy (-)RNA3 z subgenomowego promotora. Wirus atakuje przylegte
komorki poprzez taczace je plazmodesmy (Pl). Biatko 3a tworzy tubule wewnatrz plazmodesm, przez
ktére potomne wiriony przedostajg sie do sasiadujgcych komoérek gospodarza. Biatko 3a ma takze
zdolno$¢ wigzania wirusowego RNA i przeprowadzania go przez plazmodesmy w postaci

nieoptaszczonej, zmieniajgc strukture i rozmiar tych ostatnich.
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1.3.2.BMV jako model do badan rekombinacji RNA

BMV jest pierwszym wirusem roslinnym, u ktérego zaobserwowano zjawisko
rekombinacji RNA (Bujarski i Kaesberg, 1986). Odnotowano wtedy, ze RNA3 z 20-
nukleotydowg delecja w konserwatywnym koncu 3’ ulega! naprawie w wyniku
rekombinacji z RNAI lub RNA2 podczas infekcji w jeczmieniu. Na podstawie tego
spostrzezenia stworzony zostat bromowirusowy system dos$wiadczalny, stosowany w
badaniach rekombinacji RNA. W celu zwiekszenia czestosci rekombinacji, w
niekodujacym koncu 3' RNA3 wprowadzono dalsze modyfikacje (Bujarski i Nagy,
1994), majace na celu ostabienie zdolnosci replikacyjnych niezrekombinowanej
czasteczki rodzicielskiej RNA3. Dodatkowo zmiana gospodarza ze stosowanego
wczesniej systemicznego na takiego, w ktorym wirus wywotuje jedynie infekcje lokalne
(Chenopodium quinod) pozwolita wywota¢ w jednej roslinie wiele niezaleznie
rozwijajacych sie zakazen, wystepujacych w postaci plamek nekrotycznych. Kazda z
plamek stanowi osobng infekcje, a powstajgce w niej rekombinanty tworzone sg
niezaleznie od rekombinantdw z pozostatych plamek. Dzieki zastosowaniu systemu
bromowirusowego ustalono, ze niehomologiczne przeskoki rekombinacyjne zachodzg
w rejonach lokalnej komplementamosci pomiedzy rekombinujgcymi czasteczkami
(Bujarski i Dzianott, 1991), natomiast rekombinacja homologiczna zachodzi w rejonach
lokalnej homologii (Nagy i Bujarski, 1995). Dane te wykorzystano do skonstruowania
tzw. wektora rekombinacyjnego (Nagy i Bujarski, 1993). W czasteczce tej
zmodyfikowano jedynie niekodujacy koniec 3’ tak, by nadal zawierata ona informacje
genetyczng niezbedng do normalnego rozwoju BMV. Modyfikacje te polegaty na
duplikacji konserwatywnej sekwencji z korica 3°, po ktérej wprowadzono fragment
RNA pokrewnego wirusa z6ttej chlorowatosci wspiegi chinskiej (CCMV - cowpea
chlorotic mottle virus). Zmiany te miaty na celu zmniejszenie zdolnosci
zmodyfikowanych czgsteczek RNA3 do replikacji. Otrzymany wektorowy RNA3 byt
stabilny w trakcie infekcji (tzn. nie rekombinowal), gdy zostat uzyty do inokulacji roslin
razem z RNAI i RNA2 o sekwencji typu dzikiego zamiast wt RNA3 (sekwencja wt -
wild type). Zaczynat on jednak rekombinowaé, gdy bezposrednio za fragmentem z

CCMV wprowadzono sekwencje wykazujaca aktywno$¢ rekombinacyjng (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Schematyczny opis wektorowej oraz aktywnej rekombinacyjnie

pochodnej RNA3 BMV

A - Wektorowy RNA3 posiada zmodyfikowany niekodujacy koniec 3°, ktéry mozna podzieli¢ na trzy
regiony: A, B i C. Region A zawiera 236 nukleotydowy 3’-koricowy fragment zachowawczy we
wszystkich genomowych RNA. Cze$¢ tego fragmentu zostata zduplikowana - region B (odcinek
pomiedzy 7 a 200 nukleotydem liczac od konca 3’). Nastepnie zostat wprowadzony 3’-koricowy fragment
RNA3 z CCMV- region C (197 nukleotydowy w wektorowych RNA3 stosowanych w rekombinacji
niehomologicznej oraz 765 nukleotydowy w wektorowych RNA3 stosowanych w rekombinacji
homologicznej). Tak skonstruowany wektor Jest nieaktywny rekombinacyjnie.

B - Aktywny rekombinacyjnie RNA3 BMV posiada rekombinacyjnie sekwencje (region D)
wprowadzong za regionem C. Jest ona komplementarna do fragmentu niekodujgcego konca 3' RNAI
(rekombinacja niehomologiczna) lub homologiczna do fragmentu niekodujgcego z konca 3' RNA2

(rekombinacja homologiczna).
Rejony kodujace i niekodujgce oznaczono Jak na rysunku 3, rejony A, B, C i D oznaczono odpowiednio

kolorami: niebieskim, granatowym, bordowym i czerwonym.

Stosujac wektorowy RNAS, zidentyfikowano w genomowych czgsteczkach BMV
regiony aktywne rekombinacyjnie i stworzono dwa analogiczne systemy umozliwiajgce
badania rekombinacji homologicznej i niehomologicznej (Rysunek 7). Pierwszy z nich
nazwano heterodupleksowym, a powstat on poprzez wprowadzenie do wektorowego
RNA3 rekombinacyjnie aktywnej sekwencji komplementarnej do fragmentu z konca 3'
RNAI (Nagy i Bujarski, 1993). Umozliwiata ona tworzenie lokalnej struktury
dwuniciowej (heterodupleksu) pomiedzy rekombinujagcymi czgsteczkami RNA3 i
RNAI, w obrebie ktdrej dochodzito do niehomologicznych przeskokdéw
rekombinacyjnych. Drugi system powstat dzieki wprowadzeniu do czasteczki
wektorowego RNA3 sekwencji z 3’-koncowego niekodujgcego fragmentu RNA2. W
tym ukiadzie przeskoki rekombinacyjne miaty miejsce w obrebie identycznych
sekwencji, stuzyt on zatem do badania rekombinacji homologicznej (Nagy i Bujarski,
1995).
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Rysunek 7. Opis systeméw rekombinacyjnych stworzonych w oparciu o BMV-

rekombinacja niehomologiczna

A - Do wektorowego RNA3 wprowadzano 40-141 nukleotydowe sekwencje komplementarne do
niekodujacego fragmentu pochodzacego z konca 3' wtRNAI. Dzigki temu Czasteczki RNAI i RNA3
tworzy¢ mogty lokalny heterodupleks (czerwona gruba linia). Podczas syntezy nici potomnej z konca 3’
RNAI, w obrebie dwuniciowego fragmentu wirusowa replikaza mogta zmieni¢ matryce z RNAI na
RNA3. W len spos6b tworzony byt rekombinant posiadajacy niezmodyfikowany koniec 3' z RNAI i
cze$¢ kodujaca oraz koniec 5’ z RNA3.

B - Do wektorowego RNA3 wprowadzano 15-60 nukleotydowe sekwencje homologiczne do
niekodujgcego fragmentu pochodzacego z konca 3 wt RNA2 (czerwona gruba linia). W obrebie
regionéw homologicznych syntetyzowana na donorowym RNAZ2 ni¢ potomna byta komplementarna do
akceptorowego RNA3 i mogta zosta¢ uzyta przez replikaze wirusowg jako starter do dalszej syntezy
RNA na tej matrycy. W ten sposéb tworzony byt rekombinant posiadajacy niezmodyfikowany koniec 3’
pochodzacy z wt RNA2 oraz cze$¢ kodujaca i koniec 5’ z RNA3.

Rejony kodujace i niekodujace oznaczono jak na rysunku 6. Kierunek replikacji oznaczono czerwong

strzatkg, miejsce przeskoku rekombinacyjnego oznaczono czerwong przerywang linia.
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W obu systemach przeskoki rekombinacyjne prowadzity do naprawienia RNA3 -
w utworzonych rekombinantach zmodyfikowany konserwatywny koniec 3' czasteczki
wektorowej byt zastepowany przez wspolny dla wszystkich genomowych RNA 3’-
koncowy fragment pochodzacy z RNAI (rekombinacja niehomologiczna) lub z RNA2
(rekombinacja homologiczna). 3’-koncowa sekwencja rekombinanta RNA3 byfa zatem
zblizona do istniejgcej w natywnym RNAS3, co zwiekszato jego zdolno$¢ do replikacji w
porownaniu z rodzicielskimi zmodyfikowanymi RNA3. W takim ukiadzie presja
selekcyjna wspierata akumulacje rekombinantdw i rownoczesnie eliminowata
rodzicielskie czasteczki wektorowego RNA3.

Dotychczasowe badania rekombinacji genetycznej BMV z uzyciem wektora
rekombinacyjnego ujawnity kilka istotnych szczeg6tdbw mechanizmu tego procesu.
Ustalono miedzy innymi, ze sposrdd dwdch rodzajow rekombinacji, przeskoki
homologiczne zachodza z okoto 10 razy wieksza czestoScig niz niehomologiczne
(Nagy i Bujarski, 1992). Stwierdzono, ze w rekombinacji istotng role odgrywa
zarbwno struktura pierwszo- i drugorzedowa czasteczek matrycowych jak i
polimeraza wirusowa oraz ze rozny jest mechanizm rekombinacji homologicznej i
niechomologicznej.  Badajagc  rekombinacje = niehomologiczng w  systemie
heterodupleksowym, (Bujarski i Nagy, 1993) wykorzystano 30-144-nukleotydowe
sekwencje z niekodujacego rejonu 3 RNAI BMV, ktére umieszczone w
wektorowym  RNA3 w orientacji  antysensownej, indukowaty przeskoki
niehomologiczne pomiedzy RNA3 i RNAI. Badajac sekwencje rekombinantow
odnotowano, ze miejsca przeskokéw skupiaty sie po lewej stronie (5°) tworzonego
heterodupleksu, oraz ze dhugie rejony komplementamosci (do 140 nukleotydow)
silnie wspierajg rekombinacje, natomiast krétsze niz 30 nukleotydéw nie generuja
rekombinantdw na wykrywalnym poziomie. Poczynione obserwacje pozwolity na
zaproponowanie  przez  badaczy  modelu  niehomologicznego  przeskoku
rekombinacyjnego. Zaktada on, iz rekombinanty tworzg sie w trakcie syntezy ujemnej
nici potomnej, gdy kompleks replikazowy dociera do dwuniciowego rejonu i nie
mogac go rozples¢, przeskakuje z donorowego RNAI na akceptorowy RNAS3.
Hipoteze te wspiera fakt, ze wprowadzenie choéby jednej substytucji nukleotydowej
destabilizujgcej lewg strone heterodupleksu pocigga za sobg przesuniecie w strone
prawg miejsca w ktorym lokalizujg sie przeskoki rekombinacyjne. W trakcie dalszych
badan w systemie heterodupleksowym zaobserwowano, ze poza komplementamoscig

matryc uczestniczacych w rekombinacji, istniejg dodatkowe elementy uczestniczace w
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tym procesie (Figlerowicz, 2000). Stwierdzono, ze przeskoki najczesciej zachodzg za
pirymidyng, szczegdlnie za U. Dodatkowo zaobserwowano, ze niektore sekwencje
powodujg powstawanie wielu réznych rekombinantéw, podczas gdy inne prowadzg
do powstania tylko dwdch prawie identycznych produktéw rekombinacji. Analiza
strukturalna badanych czasteczek doprowadzita do zaproponowania mechanizmu
miejscowo-specyficznej rekombinacji niehomologicznej wspieranej przez strukture
RNA.

5’ akceptor
vV (toiMir

Rysunek 8. Miejscowo-specyficzna rekombinacja niehomologiczna

Dzieki obecnosci sekwencji komplementarnych (oznaczone prostokagtem i literg c) oraz odpowiednio
zlokalizowanych sekwencji homologicznych w matrycach donorowej i akceptorowej (oznaczone
prostokgtem i litera h), obie czasteczki moga tworzy¢ dupleks petnej o dilugosci, badz czesc
nukleotyddw czasteczki akceptorowej, zaangazowanych w tworzenie dupleksu z czasteczkg donorowa,
moze utworzy¢ strukture typu spinki do wtosoéw, ulatwiajac w ten sposéb przeniesienie polimerazy z
jednej czasteczki matrycowej na drugg. Powstanie struktury spinki sprawia, Ze usytuowane na
donorowym i akceptorowym RNA miejsca przeskokéw (oznaczone czerwonymi strzatkami) znacznie
zblizaja sie do siebie.

Czasteczke donorowg oznaczono kolorem zielonym, czasteczke akceptorowg - granatowym,
secwencje homologiczne - zakreskowanym prostokgtem z literg h, sekwencje komplementarne -
za<reskowanym prostokgtem z literg c, kierunek replikacji - zéttymi strzatkami, miejsca przeskoku

recombinacyjnego - czerwonymi strzatkami.

Zgodnie z nim, wszystkie heterodupleksy wspierajace rekombinacje w sposéb
miejscowo-specyficzny charakteryzuje wspdlna cecha: jesli oddziatywania pomiedzy
kilkoma pierwszymi parami zasad tworzacymi lokalna strukture dwuniciows zostang
z€burzone (prawdopodobnie dzieje sie tak, gdy wirusowa replikaza kopiuje fragment
RMAI zaangazowany w tworzenie heterodupleksu) to zmianie ulega drugorzedowa
stTjktura rekombinujacych czasteczek RNA. Cze$¢ heterodupleksu ulega rozpleceniu,

a RNA akceptorowy formuje stabilng strukture typu spinki do wioséw. Jej powstanie
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sprawia, ze usytuowane na donorowym i akceptorowym RNA miejsca przeskokow
znacznie zblizajg sie do siebie. Dodatkowo, specyficznos¢ rekombinacji powodowaé
moga kilkunukleotydowe sekwencje homologiczne wystepujgce w badanej strukturze,
sprawiajace ze ni¢ potomna syntetyzowana na donorowym RNA jest komplementarna
do akceptora. Gdy synteza RNA zostanie zatrzymana, czasteczka nici potomnej moze
stanowi¢ starter do wznowienia syntezy na akceptorowym RNA. Fakt, iz
zablokowanie tworzenia sie struktury typu spinki do wiosow w akceptorze
powodowato catkowity zanik specyficznosci rekombinacji potwierdza hipoteze, ze
zmiany strukturalne matryc uczestniczacych w rekombinacji niehomologicznej moga
by¢ odpowiedzialne za selektywne tworzenie rekombinantéw.

Podczas badan rekombinacji homologicznej stwierdzono, ze juz 15
nukleotydowa sekwencja pochodzaca z niekodujacego konca 3' RNA2 BMV,
umieszczona w wektorze RNA3, wydajnie wspierata przeskoki rekombinacyjne
pomiedzy tymi dwoma czasteczkami, natomiast piecio- lub dziewiecionukleotydowe
rejony homologiczne indukowaty rekombinacje w stopniu niktym (Nagy i Bujarski.,
1993, 1995). Celem doktadniejszego okreSlenie strukturalnych uwarunkowan tego
procesu, szczegOtowej analizie poddano 60-nukleotydowy rejon z konca 3' RNA2
(rejon R). Wprowadzenie go do wektorowego RNA3 powodowato powstanie i
akumulacje rekombinantow w ponad 90% infekcji. Analiza struktury rejonu R
wykazata, ze moze on miesci¢ w sobie dwie stabilne struktury typu spinki do wtoséw
(G i H). Zaproponowano, ze do rekombinacji homologicznej dochodzi, gdy synteza
potomnej nici (-)RNAZ2 jest zatrzymana przez strukture drugorzedowg na matrycy
RNA, ajej 3’-koncowy fragment zostaje uwolniony. Jezeli ma to miejsce w obrebie
sekwencji homologicznej, to cze$¢ nici potomnej, dzieki komplementamosci zasad,
moze hybrydyzowac z akceptorowym RNA3, stuzac jako starter do dalszej syntezy na
tejze matrycy. Prowadzac selektywng mutageneze rejonu R, starano sie okresli¢, ktore
jego elementy peknig istotng role w badanym procesie. Stwierdzono, ze czesto$¢
rekombinacji jest proporcjonalna do dtugosci homologicznej sekwencji. Czesto$¢
rekombinacji ulegata natomiast obnizeniu, gdy wprowadzone mutacje zmniejszaty
podobienstwo rekombinujacych sekwencji. ldentyczno$¢ RNA nie jest jednak
jedynym warunkiem zajscia homologicznego przeskoku rekombinacyjnego, o czym
Swiadczy fakt, iz 66-nukleotydowa sekwencja z 3 UTR RNAI, ktora byta aktywna

rekombinacyjnie w ukladzie niehomologicznym, nie wywotywata rekombinacji, jesli
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umieszczono jg w wektorze rekombinacyjnym w orientacji ,,sens” (Nagy i Bujarski,
1993).

Badajac rekombinacje RNA w uktadzie homologicznym stwierdzono takze, ze
kilkunukleotydowe sekwencje bogate w adenine lub uracyl generujg nieprecyzyjne
przeskoki homologiczne. Wprowadzenie dodatkowego fragmentu RNA ztozonego z
nukleotydéw adeninowych i uracylowych po stronie 3’ rejonu R znacznie zwiekszato
czestos¢ homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych, zmieniajgc jednocze$nie
ich umiejscowienie, przy czym najefektywniejszg rekombinacje obserwowano w
obecnosci rejondéw bogatych a adenine i uracyl oraz R, zarbwno w donorowej jak i w
akceptorowej matrycy. Sekwencje bogate w AU umieszczone w wektorze
rekombinacyjnym bez rejonu R wspieraty rekombinacje na bardzo niskim poziomie,
natomiast gdy sekwencja AU poprzedzona byta sekwencjg bogatg w nukleotydy
guaninowe i cytozynowe, wydajnos¢ rekombinacji rosta. Na podstawie tej obserwacji
zaproponowano model rekombinacji homologicznej wspieranej przez sekwencje AU i
GC. Zaktada on, ze RdRp przeskakuje z matrycy donorowej na matryce akceptorowg
w rejonach bogatych w pary AU w wyniku zatrzymania procesu syntezy nici
potomnej. Rola rejondw GC polegataby na utatwianiu hybrydyzacji nici potomnej do
RNA akceptorowego. Mozna wiec okresli¢ rejony AU i GC mianem aktywatorow
rekombinacji, indukujacych przeskoki RdRp pomiedzy matrycowymi czasteczkami
RNA.

Rejon R, umiejscowiony w 3" UTR RNAZ2 i RNA3, wykorzystany zostat w
badaniach wptywu stuktury drugorzedowej RNA na homologiczng rekombinacje
RNA, ze wzgledu na fakt iz formuje on dwie struktury typu spinki do wioséw (H i G)
(Olsthoom i wsp., 2002). RNAI BMV réwniez zawiera rejon homologiczny do R,
jednak wykazuje on tylko 71% identycznosci z sekwencja RNA2 i RNA3. Aby
okresli¢ role struktury RNA w procesie homologicznej rekombinacji pomiedzy RNA3
i RNA2, wprowadzono dodatkowg stnjkture typu spinki do wioséw pomiedzy
wspomniane struktury H i G rejonu R RNA2 lub RNA3. Utworzono takze takie
konstrukty, w ktérych dodatkowa struktura typu spinki do wioséw umieszczona byta
w orientacji antysensownej, dzieki czemu stabilna struktura byla formowana w
czasteczce (-)RNA, oraz konstrukty zawierajgce substytucje destabilizujgce trzony
struktur typu spinki do wilosow w niciach (+) i (-()RNA. Analiza rekombinantow
powstatych w czasie infekcji roslin mutantami BMV wykazata, ze struktury typu

spinki tworzace sie w (-)RNA, obecne zarbwno w RNA2 jak i w RNA3, znacznie
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bardziej zmniejszyty ilos¢ rekombinantdw RNAZ2/RNA3 niz struktury typu spinki
obecne w (+)RNA, lub inserty nie przyjmujgce struktury spinkowej zaréwno w
(+)RNA jak i w (-)RNA. Podczas inokulacji przeprowadzonych przy pomocy mutanta
wirusowego zawierajacego insert tworzacy strukture typu spinki do wioséw w
(-)RNA2 zaobserwowano jeszcze wiekszg redukcje iloSci rekombinantow
RNA2/RNAS3, i tworzenie rekombinantbw RNA3/RNAL, lub RNA3/RNA3. Wyniki
opisanych doswiadczenn wskazujg, ze stabilna struktura typu spinki do wiosow
umieszczona pomiedzy strukturami H i G w rejonie R w (-)RNA w akceptorze
stanowi blokade uniemozliwiajgcg ponowne przytaczenie sie  kompleksu
replikacyjnego, ktory w takim wypadku taczy sie do pozostatych czgsteczek RNA, tj.
RNAI lub RNA3. Rejon R RNA2 typu dzikiego jest jednak najbardziej
preferowanym miejscem akceptorowym dla przeskoku polimerazy wirusowe;.
Najbardziej znaczacy wplyw struktury drugorzedowej na czesto$¢ rekombinacji
obserwowano, gdy matryce stanowit (-)RNA, co sugeruje, ze rekombinacja RNA
zachodzi najczesciej podczas syntezy nici (+)RNA.

Udziat biatek wirusowych w rekombinacji RNA potwierdzono poprzez
ukierunkowang mutageneze kodujacych je genéw. Zidentyfikowano mutanta BMV, w
przypadku ktdrego substytucja jednej tylko reszty aminokwasowej w zachowawczym
rejonie biatka la o aktywnosci helikazowej powodowata zmiane lokalizacji
niehomologicznych przeskokdw rekombinacyjnych (Nagy i wsp., 1995a). Nie
zachodzity one wewnatrz heterodupleksu, tak jak w przypadku niezmutowanego
biatka la BMV, lecz w jego poczatkowym, mniej stabilnym fragmencie, co mogto
by¢ zwigzane z ostabieniem aktywnosci helikazowej zmutowanego enzymu.
Stwierdzono takze, ze mutacje w obszarze katalitycznym biatka 2a powodowaty
catkowite zahamowanie rekombinacji niehomologicznej, nie wptywajac jednoczesnie
na czesto$¢ przeskokéw homologicznych (Figlerowicz i wsp., 1997). Dwie mutacje
wprowadzone do czeSci N-koncowiej biatka 2a, ktora oddziatuje z biatkiem la
podczas tworzenia kompleksu replikacyjnego, roznie oddziatywaty na czesto$¢
obydwu typow rekombinacji (Figlerowicz i wsp., 1998). Obie redukowaty ilo$¢
niehomologicznych przeskokdéw rekombinacyjnych, natomiast tylko jedna z nich
wplywata negatywnie na ilos¢ przeskokéw homologicznych, zmieniajgc jednoczesnie
ich lokalizacje. Spostrzezenia te dowodzg zaréwno prawdziwosci modelu
wybidrczego kopiowania, jak i funkcjonowania innych mechanizméw podczas

obydwu typéw rekombinaciji.
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Badania w systemie rekombinacyjnym BMV dostarczyty wielu cennych
informacji o czynnikach istotnych w procesie rekombinacji RNA zachodzacej wedtug
modelu wybidrczego kopiowania. Prowadzone one byly jednak w warunkach silnej
presji selekcyjnej faworyzujgcej rekombinanty, ze wzgledu na modyfikacje obnizajgce
przystosowanie rodzicielskich wirusow. Ta okoliczno$¢ uniemozliwia zrozumienie roli,
jakg odgrywa homologiczna rekombinacja RNA w ksztattowaniu populacji wirusowych
czy kwazi-gatunkow. Problem ten moze by¢ zgtebiany jedynie za posrednictwem badan
prowadzonych w warunkach jak najbardziej zblizonych do naturalnych, w ktdrych
presja selekcyjna nie powoduje eliminacji czy akumulacji czasteczek potomnych o
okreslonych wiasciwosciach.

Pierwsza serie tego typu badan przeprowadzono z uzyciem zmutowanej
czasteczki RNA3 BMV. Do czasteczki tej wprowadzono substytucje, tworzgce markery
w postaci dodanych lub usunietych miejsc restrykcyjnych. Mutacje te nie wptywaty na
przystosowanie powstatego mutanta wirusowego w poréwnaniu do typu dzikiego BMV.
Infekcja wywotana w roélinie dwoma mutantami BMV, z ktorych kazdy zawierat inny
wariant badanej czasteczki, stwarzata mozliwo$¢ powstania rekombinanta bedacego
efektem przeskoku pomiedzy tymi wariantami. (Bruyere i wsp., 2000). Efektem takiego
przeskoku byto przetasowanie markerow w nowosyntetyzowanej czasteczce RNA3. W
tym ukfadzie mozliwe byto obserwowanie czestosci, z jaka zachodzi homologiczna
rekombinacja RNA pomiedzy tymi samymi segmentami genomowymi RNA3 BMV w
warunkach naturalnych, bowiem zrekombinowane i niezrekombinowane czasteczki
akumulowaly sie w populacji wirusa z ta samg wydajnosciag. Analiza potomnych RNA3
powstajgcych podczas inokulacji mutantami SFRNA3 pozwolita ustali¢, ze obszar
intercistronowy RNAS3 jest miejscem o podwyzszonej aktywno$ci rekombinacyjnej
(czesto$¢ rekombinacji wynosita 71%). Autorzy zasugerowali, ze rekombinacja w tym
rejonie RNA3 zachodzi gtownie podczas syntezy nici (+)RNA i zaproponowali jej
mechanizm. Zaktada on, ze kompleks replikacyjny BMV ulega poslizgowi w obrebie
sekwencji polyU w (-)RNA, ktdéra ostabia oddziatywania nici potomnej z matryca.
Dodatkowym czynnikiem utrudniajgcym postep kompleksu replikacyjnego jest zawada
przestrzenna w postaci subgenomowego promotora obecnego za rejonem polyU w
(-)RNA3. W takich warunkach kontynuacja syntezy RNA przez RdRp BMYV jest mniej
korzystna z termodynamicznego punktu widzenia i prawdopodobienstwo rozpadu
kompleksu replikacyjnego znaczaco wzrasta. Po dysocjacji kompleksu, moze z kolei
dojs¢ do reinicjacji syntezy RNA3 na tej samej lub innej czasteczce (-)RNAS.
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Niewykluczone, iz reasocjacja kompleksu replikacyjnego z matryca jest wspomagana

przez obecno$¢ subgenomowego promotora.

1kl
Ji LL
WtRNA3 —
Kamili Kdl
1 +
SF23RNA3
Kill Kamili it
1 |
SF25RNA3
KamllnNf»
SF29RNA3
Kill Kamili Kamili
il
SF30RNA3
SF29/SF30 71%
SF23/SF25 - 1 8806
SF23/SF29- 0%

Rysunek 9. Potozenie mutacji markerowych w czgsteczce RNA3 BMV |

obserwowana czestos¢ rekombinacji

Mutant RNA3 SF23 posiada dodatkowe miejsce BamHI w pozycji 127, mutant SF25 posiada dodatkowe
miejsce BamHI w pozycji 1862, mutant SF29 pozbawiony jest miejsca Bell w pozycji 860 oraz SF25
posiada dodatkowe miejsce BamHI w pozycji 1862, mutant SF30 posiada dodatkowe miejsca BamHI w
pozycjach 1320 i 1862.

Ponizej schematycznie przedstawiono czestos¢ rekombinacji zachodzacej pomiedzy mutantami SF
RNAZ3, podczas koinfekcji roslin za pomocg RNAI i RNA2 typu dzikiego oraz dwéch wariantéw SF
RNA3: pomiedzy SF23 i SF25 czesto$¢ rekombinacji oszacowano na 88%, u pary SF29 i SF30
zaobserwowano czestos$¢ rekombinacji 71%, natomiast para SF23 i SF 29 nie data rekombinantow.
Rejony kodujace czasteczki oznaczono kolorem zielonym, strukture kap kolorem zottym, rejony

niekodujgce kolorem niebieskim, potozenie markerowych mutacji - czerwonymi strzatkami.

Znaczenie ewolucyjne homologicznych przeskokdéw rekombinacyjnych w
rejonie miedzygenowym RNA3 BMV polegatoby na utrzymaniu statej sekwencji
gendw biatka 3a oraz biatka ptaszcza, gdyz ich wymiana pomiedzy poszczegblnymi
czasteczkami umozliwiatoby wyeliminowanie btedoéw powstatych podczas replikacji. Z

drugiej strony, homologiczna rekombinacja w tym rejonie moglyby zwieksza¢
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polimorfizm genetyczny populacji czasteczek RNA3, dzieki kumulacji korzystnych lub
neutralnych mutacji (Bruyere i wsp., 2000). Rekombinacja w rejonie genu biatka 3a
zachodzita z niewykrywalng czestoscig, natomiast pozniejsze badania, prowadzone
wedtug podobnego jak wyzej schematu pokazaty, ze rekombinacja pomiedzy réznymi
wariantami RNA3 z markerami w obrebie genu biatka ptaszcza zachodzi z czestoscig
osiggajaca wartosci 10-22% (Wierzchoslawski i wsp., 2003).

W kolejnym etapie badah homologicznej rekombinacji RNA w obrebie rejonu
miedzygenowego BMV  ustalono  doktadne  rozmieszczenie  przeskokow
rekombinacyjnych (Wierzchoslawski i wsp., 2004). Zachodzity one w obrebie
sekwencji obejmujacej trakt polyA oraz poczatkowq cze$¢ struktury typu spinki do
wiosdw, stanowigcej subgenomowy promotor. Wynik ten potwierdzit zaproponowany
wczesniej mechanizm przeskoku rekombinacyjnego w rejonie miedzygenowym BMV,
zgodnie z ktorym RdRp BMV ulega dysocjacji na sekwencji polyU nici (-)RNAS3,
wspomaganej przez drugorzedows strukture subgenomowego promotora. PdZniejsza
reasocjacja kompleksu replikacyjnego do innej lub tej samej matrycy (-)RNA3 jest
wspomagana przez hybrydyzacje sekwencji polyA potomnej nici z rejonem polyU

matrycy oraz przez obecno$¢ subgenomowego promotora.
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1.4.Podsumowanie

Genetyczna rekombinacja RNA jest zjawiskiem powszechnym w Swiecie
wirusow typu RNA. W przewazajgcej wiekszosci przypadkow zachodzi ona podczas
replikacji genomowego RNA, zgodnie z modelem wybi6rczego kopiowania. W
nielicznych przypadkach obserwowano takze rekombinacje niezalezng od replikacji,
polegajacg na peknieciu czasteczki RNA i ligacji z innym fragmentem. Sposrdd trzech
typdw rekombinacji, zdecydowanie najczesciej zachodzi rekombinacja homologiczna,
ktéra najprawdopodobniej wptywa na genomy wirusowe zardbwno w Sposob
roznicujgcy jak i zachowawczy. Sugeruje sie, Zze moze ona przeciwdziataé
wystepowaniu w Swiecie wirusow RNA i retrowirusow tzw. efektu zapadki Mullera.
Poniewaz patogeny te nie rozmnazajg sie ptciowo, w ich genomach moga gromadzi¢
sie mutacje. Dzieki rekombinacji RNA mozliwa jest wymiana materiatu genetycznego
i zachowanie statej sekwencji genomowej. Z tego wzgledu mozna uwazac
rekombinacje u wiruséw za zredukowany do minimum odpowiednik rozmnazania
ptciowego na poziomie molekularnym. Jednocze$nie, dzieki rekombinacji RNA
mozliwe jest tworzenie nowych wariantdw wirusowych zawierajacych korzystne
kombinacje mutacji.

Informacje uzyskane podczas badan modelowego wirusa roslinnego (+)RNA,
jakim jest BMV, oraz innych wirusow typu RNA, potwierdzity prawdziwo$¢
mechanizmu wybiodrczego kopiowania. Wykazano, ze proces ten jest uwarunkowany
dziataniem wielu ziozonych czynnikow. Dowiedziono udzialu wirusowego
kompleksu replikacyjnego BMV w tym procesie i ustalono, ze rzadzg nim co najmniej
dwa mechanizmy. Homologiczna rekombinacja RNA zachodzi w inny sposéb niz
niehomologiczna, bowiem mutacje wprowadzane do biatek zaangazowanych w
replikacje inaczej oddziatujg na obydwa procesy. Rekombinacja RNA moze tez by¢
indukowana lub hamowana przez réznorodne elementy obecne w strukturze RNA,
takie jak rejony bogate w nukleotydy adeninowe i uracylowe, rejony homologiczne
lub komplementarne, zdolne do tworzenia heteroduplekséw czy sekwencje
promotorowe. Pewne struktury moga takze hamowac ten proces, jak to sie dzieje u
BMV w przypadku struktury typu spinki do wtosdw, umieszczonej w akceptorowym
RNA pomiedzy pseudoweztami rejonu R (-)RNA2.

Dane o rekombinacji RNA, ktorymi obecnie dysponujemy wskazuja, ze jak

dotad nie doceniano znaczenia tego procesu. Moze on odgrywac istotng role nie tylko
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W Swiecie wiruséw typu RNA, lecz takze moze wptywaé na budowe i ekspresje
genéw u organizméw o genomie DNA. Pomimo, ze rekombinacja DNA jest do$¢
dobrze poznana, wspdtczesna wiedza o zjawisku genetycznej rekombinacji RNA
obejmuje zaledwie podstawowe jego aspekty, stanowigc swego rodzaju ,,wierzchotek
gory lodowej”. Szczegdty mechanizmu i zakres oddziatywania rekombinacji RNA na
ksztatt populacji i cykl zyciowy wirusow RNA pozostaje w duzej mierze kwestig

spekulacji i wymaga podjecia dalszych badan.
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2. Cel pracy

Wiekszo$¢ dotychczasowych badan rekombinacji RNA prowadzono w
systemach doswiadczalnych in vitro lub in vivo, w ktérych presja selekcyjna silnie
oddziatuje na akumulacje rekombinantow. Uklady te umozliwiajg stwierdzenie
aktywnosci rekombinacyjnej badanych elementéw, natomiast nie dajg mozliwosci
okreslenia roli, jaka petni rekombinacja w warunkach naturalnych. Przedstawione w
niniejszej pracy badania rekombinacji homologicznej prowadzono z wykorzystaniem
eksperymentalnego systemu bromowirusowego, w ktorym zminimalizowano czynnik
presji selekcyjnej. Miaty one na celu:

poznanie czestosci, z jaka zachodzi homologiczna rekombinacja RNA
pomiedzy tymi samymi czgsteczkami genomowymi wirusa BMV, oraz
poznania udziatu tego procesu w ksztattowaniu i ewolucji genomoéw
wirusowych zbudowanych z RNA,
poszukiwanie rejondbw RNA BMV, aktywnych w procesie homologicznej
rekombinacji RNA.
Wybrane sekwencje rekombinacyjnie aktywne z dwdch niespokrewnionych wirusow
BMV oraz HIV-1 poddano analizie w systemie eksperymentalnym in vitro, aby
wyjasni¢ nastepujace kwestie:

- czy istniejg w strukturze RNA uniwersalne motywy indukujgce przeskoki

rekombinacyjne enzyméw replikacyjnych, czy tez kazdy wirusowy
kompleks replikacyjny w sposob specyficzny rozpoznaje rejon RNA w
ktorym moze dojs¢ do przeskoku,

jaki  jest ~mechanizm  molekularny  homologicznych  przeskokow

rekombinacyjnych i jakie z elementy decydujg o ich lokalizacji i czestosci.
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty
3.1.1. Enzymy
a) polimeraza DNA Tag (SU/pl), producent Fermentas
b) inhibitor RNaz Rnasin (40U/ pl), ligaza DNA T4 (20U/ pl), ligaza RNA T4, kinaza
polinukleotydowa Ta, polimeraza DNA Pfu (3 U/ pl), polimeraza RNA Tj (20U/
pl), odwrotna transkryptaza MmLV (200U/ pl), DNaza rRQ1 (1U/ pl), enzymy
restrykcyjne; BamHI, BsaMl, ss/Bl, 5*rEll, Dpnl, ECORI, EcoRW, Kpnl, Ncol,
Nsil, PfIMI, Pstl, Spel, Stul (wszystkie restryktazy 10U/ pl), producent Promega
c) odwrotna transkryptaza HIV-1, otrzymana przez dr Anne Kurzynska-Kokomiak
w Zespole Wirusologii Molekularnej 1IChB PAN

3.1.2. lzotopy
a) dCTP [a 32P] 3000 Ci/mmol, CTP [a 32P] 3000 Ci/mol, producent ICN

b) CTP [a 32P] 3000 Ci/mmol, CTP [a 32P] 3000 Ci/mol, producent ICN

3.1.3. Startery
Wszystkie startery zsyntetyzowane zostaty przez firmy ARK lub IBB.

Tabela 3.1.1. Startery i oligonukleotydy

starter sekwencja zapisana w kierunku 5’ — 3' miejsce restr.
R2A catgcctgcaggtcgac Pstl

R2B ttttcgaagacatcttggogatcctagaaag BstBl1, BamHlI
R2G ggaggcctaacgtcagttgatgc Stul

R2H cacccercattctaagacttgctatgcaagcccatgcaegatcccctaagg BsaMl, BamHIl
ANla/ ggttcaatcccttttcgaacacggttctgctac BstBI

ANIb gtagcagaaccgtgttcgaaaagggattgaacc

AN7/ ggagagccctgttcflaagtaggaacgttgtgg BstBl

ANS ccacaacgttcctacttcgaacagggctctcc

139 gtaaaccacggaacgaggttc -

Ko5 gggatgatgatttcgttcgc -

R2B2 gaaccatttgttggacggtgtcgcaaatogatcc PFIMI, BamHI
R2C ttccatggactttgataggatcctagaaag Ncol, BamHIl
R2D ctggtaccgacataaatcagtc Kpnl

R2E tgacgcgtttacatatttcggtaatactctagtcaccatggc Milul, BstBl1
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R2F gggagctccttagtactacag Sad
R2G2 ggaggcctaacgtcagttgatgcattg Nsil, Bsaml
cagtgaattctggtctttttagagatttacag BcoRl

ind ctgaagcagtgcctgctaaggcggtcp -

ANB/ gaaaatcaacgttcgaaataagctctctattg BstBI1
ANC caatagagagcttatttcgaacgttgattttc

RIA/ gtgccgcatgcgaaaoatcttgcaagaaagcgatg Bglll
RIB catcgctttcttgcaauatctttcgcatgcggcac

AN3/ cactgtgtatggttcgaagacatatctaag BstBI
AN4 cttagatatgtcttcgaaccatacacagtg

ANS5/ ccgtatgggagaagatctaattgtgacggcg Bglll
ANe cgccgtcacaattagatcttctcccatacgg

RIE/ gtttctgactcgtctttcflaacgttgaagaatttg BstBI
RIF caaattcttcaacgttcgaaagacgagtcagaaac

RIG/ cggcgagctcgtcggagatctgatctttaattgtg Bglll
RIH cacaattaaagatcaoatctccagcgagctcgccg

119 cggtcactattgaagagc -
ANL1.3 gtagtacgcgtactgcatgc -
AN4.1 caaacgtgatatcggtacag -
seq3.2 ggactcagggctcaactc -

Tt taatacgactcactatagg -
H1VA3 gaagcactcaaggcaagcttc -
H1VvD3 ctagttaccagagtcacacaacagacgggcacacactacttg -
H1V3REC atctgcagctagttaccagagtcacacaacag Pstl
H1V5REC atgaattcgggcgagctgctttttgcctg BcoR1
MB3RNA3 atgaattcgttgtgctcgagttg BcoR1
BMV3REC atctgcagtggtctcttttagagatttacagtg Pstl
BMV5REC atgaattcgggagaagttgagcacgtaagg BcoR1
HIVASSpe atactagtggtctctctggttagatcagat Spel
HIVA3Spe atactagtgaagcactcaaggcaagcttc Spel
HIVD5MIU  atacgcgtggtctctctggttagaccagat MI ul
HIVD3ECO atgatatcgaagcactcaaggcaagcttc BcoRV
MPIT? taatacgactcactataggtaaaataccaactaattctcg -

MP2 Tttt ttttttaataataactcag -
RAD102 gctggacttcctgtgtccagtcc -
RADIO T~ Caatacgactcactatagggaaatttgaaccaaacgagacgc -
BB7.3 gttgcagtctccgaccgcggtacgcataaattttaac -
BB7.4 gttaaaatttatgcgtaccgcggtcggagactgcaac

W starterach uzytych do miejscowo-specyficznej mutagenezy markerowe miejsca restrykcyjne
podkreslono, nukleotydy wprowadzajace substytucje wytluszczono a promotor Tj zaznaczono kursywa.

Startery komplementarne umieszczono w tych samych wierszach tabeli.
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3.1.4. Plazmidy

a)

plazmidy pBITP3, pB2TP5 oraz pB3TP7

Zawierajg one cDNA genomowych czasteczek RNAI, RNA2 i RNA3 wirusa
mozaiki stoktosy. Stuzg do otrzymania infekcyjnych transkryptow BMV typu
dzikiego (doktadny opis zamieszczono w pracy: pt. ,High efficiency T?
polymerase synthesis of infectious RNA from cloned brome mosaic virus cDNA
and effects of 5’ extensions on the transcripts infectivity'*, Janda M., French R.,
Alquist P,1987, Virology 158: 259-262). cDNA odpowiadajacy wirusowemu
RNA poprzedzony jest poprzedzony sekwencjg promotorowsg rozpoznawang
przez polimeraze RNA Tz, natomiast na korcu 3' cDNA znajduje sie miejsce
restrykcyjne  rozpoznawane przez endonukleaze EcoRI, umozliwiajgce
zliniowanie plazmidu w celu otrzymania prawidtowego konca 3' wirusowego
RNA podczas transkrypcji in vitro. Plazmidy zawierajg gen y”laktamazy,
umozliwiajgcy wzrost transformowanym nimi komorkom bakteryjnym w
warunkach selekcji antybiotykowej (plazmid nadaje bakteriom zdolno$¢
hydrolizowania antybiotykow z grupy y*aktamow, np. na ampicyliny). Plazmidy
otrzymano do prof. Jozefa J. Bojarskiego z Plant Molecular Biology Center and
the Department of Biological Sciences, Northern Illinois University, USA.
plazmidy serii pM-RNA2 (pMI-RNA2, pM2-RNA2, pM34-RNA2, PM5-RNA2,
pPM6-RNA2, pM1345-RNA2)

Plazmidy skonstruowano na bazie plazmidu pB2TP5, zawierajg one zmutowany
cDNA RNAZ2 wirusa mozaiki stoktosy, poprzedzony sekwencjg promotorows
rozpoznawang przez polimeraze RNA Ty. Stuzg do otrzymania transkryptow
RNA2 BMV z mutacjami markerowymi. W plazmidach obecny jest gen ff
laktamazy.

plazmidy serii pO-RNAI (pOI-RNAI, p02-RNAI, p03-RNAI, p04-RNAI,
p05-RNAI, p06-RNAI, p07-RNAI, p08-RNA)

Plazmidy skonstruowano na bazie plazmidu pBITP3, zawierajg one zmutowany
cDNA RNAI wirusa mozaiki stoktosy, poprzedzony sekwencjg promotorowsg
rozpoznawang przez polimeraze RNA Ty. Stuzg do otrzymania transkryptow
RNA2 BMV z mutacjami markerowymi. W plazmidach obecny jest gen ff

laktamazy
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d) plazmid pHIVRSd

f)

Plazmid zawiera fragment cDNA 5’-LTR {long terminal repeats) genomowej
czagsteczki HIV-1 poprzedzony sekwencjg promotorowg rozpoznawang przez
polimeraze RNA T1y. Shluzy do otrzymania matryc (produktow PCR) do
transkrypcji in vitro. Jest to plazmid typu pUC19 z wligowanym pomiedzy
miejsca EcoRl | Pstl fragmentem sekwencji cDNA HIV-1 obejmujacym
nukleotydy +1/+157 (liczac od miejsca startu transkrypcji na wirusowym
MRNA). W plazmidzie pUC19 obecny jest gen /“aktamazy, oraz gen
galaktozydazy {lacz), umozliwiajacy zastosowanie metody selekcyjnej opartej na
insercyjnej inaktywacji genu (tzw. blue-white screanning). Gen lacz znajduje sie
pod kontrolg promotora lac. Dodanie do pozywki, na ktérej hodowane sg
transformowane tym plazmidem bakterie, induktora w postaci IPTG, aktywuje
ekspresje genu lacz. Powstajgcy w komorkach enzym (/?-galaktozydaza) rozktada
zawarty w pozywce syntetyczny substrat 5-bromo-4-chloro-3-indoilo-y”
galaktozyd (X-gal), co prowadzi do powstania charakterystycznego niebieskiego
zabarwienia kolonii bakteryjnych. Poniewaz miejsce klonowania w wektorach
typu pUC19 znajduje sie w obrebie genu lacz, plazmid z wligowanym insertem
nie umozliwia ekspresji /?-galaktozydazy, X-gal nie jest rozktadany i na szalkach
powstajg biate kolonie bakteryje. Plazmid zostat otrzymany przez dr Magdalene
Brode w Pracowni Chemii i Biochemii RNA IchB PAN.

plazmid pHIVRSa

Plazmid zawiera fragment cDNA 5’-LTR genomowej czasteczki HIV-1 z
czterema markerowymi substytucjami nukleotydowymi poprzedzony sekwencja
promotorowg rozpoznawang przez /+I157 (polimeraze RNA Ty. Stuzy do
otrzymania matryc (produktow PCR) do transkrypcji in vitro. Jest to plazmid typu
pUC19 z wligowanym pomiedzy miejsca EcoRI i Pstl fragmentem sekwencji
cDNA HIV-1 obejmujagcym nukleotydy -20/+96 (liczac od miejsca startu
transkrypcji na wirusowym mRNA). W plazmidzie obecne sg geny y*laktamazy
oraz lacz. Zostat on otrzymany przez dr Magdalene Brode w Pracowni Chemii i
Biochemii RNA IchB PAN.

plazmid pBMYRd

Plazmid zawiera fragment cDNA genomowej czgsteczki RNA2 BMV

poprzedzony sekwencjg promotorowg rozpoznawang przez polimeraze RNA Ty,

37






9)

Materiaty i metody

Stuzy do Otrzymania matryc (produktéw PCR) do transkrypcji in vitro. Jest to
plazmid typu pUC19 z wligowanym pomiedzy miejsca EcoRI i Pstl fragmentem
sekwencji cDNA RNA2 BMV obejmujacym nukleotydy +2640/+2865 (liczac od
miejsca startu transkrypcji na wirusowym mRNA). W plazmidzie obecne sg geny
/Maktamazy oraz lacz. Zostat on otrzymany przez dr Magdalene Brode w
Pracowni Chemii i Biochemii RNA IchB PAN.

plazmid pBMYRa

Plazmid zawiera fragment cDNA genomowej czasteczki RNA3 BMY
poprzedzony sekwencjg promotorowsg rozpoznawang przez polimeraze RNA Ty.
Stuzy do otrzymania matryc (produktéw PCR) do transkrypcji in vitro. Jest to
plazmid typu pUCI9 z wligowanym pomiedzy miejsca EcoRl i Pstl fragmentem
sekwencji cDNA RNA3 BMY obejmujgcym nukleotydy +1763/+1961 (liczac od
miejsca startu transkrypcji na wirusowym mRNA). W plazmidzie obecne sg geny
[Maktamazy oraz lacz. Zostat on otrzymany przez dr Magdalene Brode w
Pracowni Chemii i Biochemii RNA IchB PAN.

plazmid pMatO-RNA3

Plazmid skonstruowano na bazie plazmidu pB3TP7. Jest to tzw. wektor
rekombinacyjny, zawierajgcy zmutowany cDNA RNA3 wirusa mozaiki stoktosy
poprzedzony sekwencjg promotorowg rozpoznawang przez polimeraze RNA Ty,
Postuzyt on do otrzymania plazmidu pMat-HIY-H-RNA3. cDNA RNA3 pMatO-
RNA3. Zawiera szereg mutacji umozliwiajgcych badanie procesu rekombinacji
RNA. Modyfikacje te umiejscowione sg w rejonie 3’'UTR RNAS3 i obejmujg (w
kierunku 5’—>3’): miejsce klonowania 5’RAS (5 recombination active site)
zawierajgce miejsce restrykcyjne Spel i 198-nukleotydowg sekwencje 3'UTR
RNA3 CCMY {cowpea chlorotic mottle virus), miejsce klonowania 3'RAS (I’
recombination active site) zawierajgce miejsca restrykcyjne Kpnl, Miul, BamYR i
EcoRW oraz 3’-koncowg sekwencje RNAI BMY obejmujgca ostatnie 295
nukleotydow tej czasteczki, zawierajacg mutacje markerowg AXho. W plazmidzie
obecny jest gen y“aktamazy. Zostat on otrzymany przez dr Magdalene Alejska
oraz inz. Nelli Malinowskgw Zespole Wirusologii Molekularnej IchB PAN.
plazmid pMAT-HIVH-RNAS3

Plazmid skonstruowano na bazie plazmidu pMatO-RNA3. Zawiera on dwie kopie

cDNA rejonu R HIY-1 w miejscach klonowania 3' i 5 RAS. Stuzy do otrzymania
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infekcyjnych transkryptow Mat-HIV-H-RNA3. W plazmidzie obecny jest gen fi-

laktamazy. Zostat on otrzymany przez dr Magdalene Alejskg oraz inz. Nelli

Malinowskg w Zespole Wirusologii Molekularnej IchB PAN.
J) plazmid pSON5’RNA3
Plazmid skonstruowano na bazie plazmidu pUC19. Zawiera on fragment
cDNA odpowiadajacy RNA3 BMV pomiedzy nukleotydami 1 - 100,
poprzedzony sekwencjg promotorowg rozpoznawang przez polimeraze RNA
Ty, Stuzy do otrzymania sondy komplementarnej do korica 5 RNA3 i RNA5
BMV. W plazmidzie obecne sg geny y”laktamazy oraz gen lacz. Zostat on
otrzymany przez dr Rafata Wierzchostawskiego w Plant Molecular Biology
Center and the Department of Biological Sciences, Northern Illinois
University, USA.
k) wektor pDRIVE firmy QIAGEN

Wektor umozliwia ligacje produktow reakcji PCR prowadzonej z uzyciem
polimerazy DNA Tag (lub z uzyciem innych polimeraz DNA, nie
posiadajacych aktywnosci 3'—>5' egzonukleazowej, dodajacych pojedyncze
adenylany do koncéw 3’ syntetyzowanych produktow), bez uprzedniego
trawienia restrykcyjnego produktu PCR. Wektor ten jest liniowg pochodng
pUC19, zawierajacg specjalnie przygotowane konce z pojedynczymi
urydylanami, komplementarnymi do koncowych adenylanéw produktow
polimerazy DNA Tag. W bezposrednim sasiedztwie obu koncow wektora
(miejsca ligacji) znajdujg sie dwa miejsca restrykcyjne EcoRlI, umozliwiajgce
okre$lenie dtugosci insertu metodg analizy restrykcyjnej. W wektorze obecne

sg geny y"laktamazy oraz lacz.

3.1.5. Bakterie i rosliny
a) Escherichia coli szczep DH5a, producent Gibco BRL
b) Chenopodium quinoa
C) Hordeum sativum odmiana Wisconsin

Nasiona ro$lin pochodzity z Northern Illinois University, USA
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3.1.6. Gotowe zestawy do badan biochemicznych

a)
b)

d)

zestaw do transkrypcji in vitro Tz-MEGAshortscript™, producent AMBION
zestaw do sekwencjonowania ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit, producent ABI-PRISM

zestaw klonowania produktow PCR QIAGEN PCR Cloning Kit, zawierajgcy
wektor pDRIVE, producent QIAGEN

zestawy do oczyszczania DNA: PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction
Kit, Plasmid Maxi Kit, producent QIAGEN

3.1.7. Pozostate odczynniki

Pozostate odczynniki pochodzity z firm Sigma, Promega, Fermentas lub Prona i byty

to:

agaroza, akrylamid, N,N’-metyleno-bis-akryloamid, pepton, trypton, wyciag
drozdzowy, bactro-agar, IPTG, X-Gal, membrana Hbond-R+ i Whatmann paper,
DNA ze spermy S$ledzia, cytrynian sodu (CsHsOTNaa), BSA, ficoll,
poliwinylopyrrolidon (PVP), dekstroza, glicyna, etanol, izopropanol, fenol,
chloroform, ampicylina, dodecylosiarczan sodu (SDS), glikol polietylenowy
(PEG, przecietna masa czasteczkowa 8000), kwas etylenodwuaminotetraoctowy
(EDTA), dwutiotreitol (DTT), chlorek sodu (NaCl), Tris, kwasny fosforan potasu
(K2HPQa4), wodorotlenek sodu (NaOH), octan amonu (CHsCOONa), octan sodu
(CHsCOONa), kwas borowy (H2BOs), chlorek magnezu (MgC”?), 5'-
trojfosforany deoksyrybonukleozydowe (dNTPs), 5’-trojfosforany
rybonukleozydowe (NTPs), kap (m"GpppG).

3.1.8. Roztwory

a)

roztwory do minipreparacji plazmidowego DNA metodg lizy w warunkach

alkalicznych:

- roztwér ALMI
50mM dekstroza
IOmM EDTA
25mM Tris
- roztwér ALM2 (Swiezo przygotowany)
1%SDS
0,2M NaOH
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b) roztwor do wybarwiania kwasow nukleinowych po elektroforezie w zelu
agarozowym - bromek etydyny (roztwor wodny 0,5pg/ml)
a) roztwor X-gal (0,5mg/ml) w dimetyloformamidzie (DMF)
b) wodny roztwér IPTG (IM lub 0,1M)
c) wodny roztwor ampicyliny (0,Ig/ml)
d) roztwory uzywane podczas analizy northern blot:
- 20xSSC
3M NaCl
0,3M C6Hs07Na3
- roztwor Denharta
2%BSA
2% Fikoll
2%PVP

-RPI
2xSSC
0,1%SDS
-RP2
IXSSC
0,1%SDS
-RP3
0,IxSSC
0,1%SDS

3.1.9. Bufory

a) bufor do odwrotnej transkrypcji:
50mM Tris-HCI, pH 8,3
75mM KClI
3mM MgCb
[IOmM DTT

b) bufor do elektroforezy kwaséw nukleinowych (TBE)
|OOMM Tris-HCI pH 8.3
IOOMM kwas borowy
ImM EDTA
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bufor 5x do inokulacji roslin
50mM glicyna
30mM Kz2HPO4
0,1% bentonit
0,1% celit
ustalono pH 9,2
bufor 10x do ekstrakcji catkowitego RNA z roélin
IM glicyna
IM NaCl
0,MEDIA
ustalono pH 9,0
bufor Ix do ekstrakcji catkowitego RNA z roslin
Ix bufor 10x do ekstrakcji catkowitego RNA z roslin
10% SDS
8ml H20
bufor do ekstrakcji wirusa z roslin
0,5 M octan sodu
0,3 M kwas bomy
0,01 M chlorek magnezu
bufor do ekstrakcji wirusowego RNA z wirusa
0,5 M glicyna
0,5 M chlorek sodu
0,1 M EDTA
ustalono pH 9.0
bufor do przechowywania wirusa
0,05 M octan sodu
0,01 M kwas octowy
I mM Na:EDTA

1 mM chlorek magnezu

i) bufor ekstrakcyjny do zarodkdéw jeczmienia, pH 7,6

10 mM Tris/CHaCOOH
3nM Mg(CHsCQOO)2
50mM KCH3COO
ImM DTT
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J) bufory do rozdziatu elektroforetycznego
- barwnik do rozdziatu elektroforetycznego kwasoéw nukleinowych w zelu
agarozowym, w warunkach natywnych (eX)
[00gl IM Tris-HCI, pH 7,5 (Ck=iOmM)
186mg EDTA (Ck=50mM)
Ig Ficoll 400 (Ck=10%)
25mg btekitu bromofenolowego (Ck=0,25%)
25mg cyjanolu ksylenowego (Ck=0,25%)
dopetniono H20 do 10ml
- barwnik do rozdziatu elektroforetycznego kwasow nukleinowych w zelu
poliakryloamidowym, w warunkach denaturujgcych
0,05% biekit bromofenolowy i/lub 0,05% cyjanol ksylenowy
7M mocznik

3.1.10. Pozywki

a) pozywka ptynna LB
I0Og Bacto -tryptonu
5g wyciggu drozdzowego
IOg NaCl
Dopetniono H20 do 1000ml i sterylizowano przez autoklawowanie.

b) pozywka ptynna LB z ampicyling (0,2mg/ml)
Do 11 wysterylizowanej i schtodzonej ponizej 55°C pozywki LB dodano
2ml roztworu ampicyliny (o,lg/ml).

c) pozywka stata z ampicyling (0,2mg/ml)
29 Bacto -tryptonu
1,259 wyciggu drozdzowego
1,25g NaCl
3,759 bactro-agaru
Dopetniono H20 do 250ml i sterylizowano przez autoklawowanie,
do roztworu o temperaturze ponizej 55°C dodano 0,5ml roztworu

ampicyliny (0,1 g/ml) i wylewano na szalki Petriego.
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3.1.11. Zele
a) zele agarozowe
-1,0% zel agarozowy
0,45¢g agarozy rozpuszczano w 450ml buforu TBE
-1,5 % zel agarozowy
0,675 g agarozy rozpuszczano w 450ml buforu TBE
Mieszaniny wylewano do aparatéw do elektroforezy.
b) zele poliakryloamidowe do rozdziatu elektroforetycznego kwaséw
nukleinowych
- 40% roztwor wodny bis-akryloamidu (29:1)
386,79 akryloamidu
13,39 N,N’-metyleno-bis-akryloamidu
dopetniono H20 do 1000ml
- 8% PAA, 7M mocznik
200ml 40% roztworu wodnego bis-akryloamidu
420g mocznika
I0OmI IOXTBE
dopetniono H20 do 1000mI
Roztwor bis-akryloamidu i mocznika dejonizowano | godzine z wykorzystaniem
0,2V zywicy jonowymiennej AG® 501-X8 (Bio-Rad). Po przesgczeniu roztworu
przez bibute, dodano IOXTBE i dopetniono H20 do 1000ml.
Zele poliakryloamidowe przygotowywano wedtug schematu z tabeli 3.1.2.
Mieszaniny wylewano miedzy szyby i pozostawiano do polimeryzacji przez

okoto 1 godzine.

Tabela 3.1.2. Otrzymywanie zeli poliakryloamidowych

wymiary zelu

8% PAA* APS TEMED
[mm]
180 x 195 X 1 45ml 450pl 12pl
400 x 325 x 0,5 95ml 900pl 27pl
*PAA - roztwor poliakryloamidu w przypadku denaturujgcych  zeli

poliakryloamidowych zawierat 7M mocznik.
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3.1.12. Wzorce dtugosci DNA
- IkB i 0,IkB (0,5mg/nnl, producent SIGMA)
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3.2. Metody

3.2.1. Metody stosowane podczas badan czestosci homologicznych przeskokdw
rekombinacyjnych zachodzacych pomiedzy genomowymi czgsteczkami RNA BMV

3.2.1.1. Otrzymanie dwaoch serii plazmidéw (pM-RNA2 i pO-RNAI), zawierajacych
cDNA BMV z mutacjami markerowymi, metodg miejscowo-specyficznej
mutagenezy w oparciu o reakcje tancuchowej polimeryzacji {polymerase chain
reaction - PCR)
a) otrzymanie serii plazmidow pM-RNA2
-PCR
Do skonstruowania poszczegoélnych plazmidéw uzywano matrycy pB2TP5 oraz
nastepujacych par starterow:
* R2A i R2B (otrzymanie plazmidu pMI-RNA2),
* R2A i R2B2 (otrzymanie plazmidu pM2-RNA2),
* R2C i R2D oraz R2E i R2F (otrzymanie plazmidu pM34-RNA2),
* R2G i R2H (otrzymanie plazmidu pM5-RNA2),
*R2G2i  (otrzymanie plazmidu pM6-RNA2),
« R2A i R2B, R2C i R2D, R2E i R2F oraz R2G i R2H (otrzymanie
plazmidu pM1345-RNA2).
PCR prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale.3.2.5.a.
- trawienie enzymami restrykcyjnymi otrzymanych produktéw PCR oraz
plazmidu pB2TP5
 produkt PCR z uzyciem starterow R2A i R2B oraz plazmid pB2TP5
trawiono restryktazami Pstl i BstBl (otrzymanie plazmidu pMI-RNAZ2),
« produkt PCR z uzyciem starterbw R2A i R2B2 oraz plazmid pB2TP5
trawiono restryktazami Pstl i PfIMI (otrzymanie plazmidu pM2-RNA2),
¢ produkt PCR z uzyciem starterow R2C i R2D oraz plazmid pB2TP5
trawiono restryktazami Ncol i Kpnl, ligowano produkt PCR do plazmidu i
klonowano (patrz nizej) a nastepnie otrzymany plazmid oraz produkt PCR
ze starterami R2E i R2F trawiono restryktazami Mlul i Sad (otrzymanie
plazmidu pM34-RNA2),
 produkt PCR z uzyciem starterow R2G i R2H oraz plazmid pB2TP5
trawiono restryktazami Stul i S*aMlI (otrzymanie plazmidu pM5-RNA2),
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* produkt PCR ze starterami R2G2 i oraz plazmid pB2TP5 trawiono
restryktazami Stul i 5saMl (otrzymanie plazmidu pM6-RNA2), R2A i
R2B,
« otrzymany wczesniej plazmid pM34-RNA2 (powyzej) oraz produkt PCR
z uzyciem starterow R2A i R2B trawiono restryktazami Pstl i fi*rBl,
ligowano produkt PCR do plazmidu i klonowano (ponizej), a nastepnie
otrzymany plazmid oraz produkt PCR ze starterami R2G i R2H trawiono
restryktazami Stul i BmMI (otrzymanie plazmidu pM1345RNA2).
Reakcje trawienia prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.6.a.
- ligacja
Produkty PCR oraz plazmidy pB2TP5 trawione tymi samymi enzymami
restrykcyjnymi poddano ligacji.
Reakcje ligacji prowadzono w nastepujacej mieszaninie reakcyjnej:
Ipl 10x buforu do ligacji
0,1 pg wektora
insert ( stosunek molowy wektor : insert wynosit 1:5)
IU ligazy DNA Ta
uzupetniano H20 do 10pl
Do reakcji kontrolnej nie dodawano insertu. Mieszaning reakcyjng inkubowano 12
godzin w temperaturze 16°C.
b) otrzymanie serii plazmidéw pO-RNAI metodg PCR
Do skonstruowania poszczegélnych plazmidéw uzywano matrycy pBITP3 oraz
nastepujacych par starterow:
* AN la/AN Ib (otrzymanie plazmidu pOI-RNA),
* ANB i ANC (otrzymanie plazmidu p02-RNAI),
* RIA i RIB (otrzymanie plazmidu p03-RNAI),
* AN3 i AN4 (otrzymanie plazmidu p04-RNA),
* AN5 i ANe (otrzymanie plazmidu pO5-RNAI),
* RIE i RIF (otrzymanie plazmidu pO6-RNAI),
» AN7/AN8 (otrzymanie plazmidu pO7-RNAL),
* RIG i RIH (otrzymanie plazmidu pO8-RNAI).
Reakcje prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale.3.2.5.b.

47






Materiaty i metody

¢) transformacja produktow ligacji do komérek kompetentnych E. coli DH5a (rozdziat

3.2.7.3)

d) minipreparacja plazmidowego DNA (rozdziat 3.2.7.c)

e) analiza otrzymanych plazmidéw (sprawdzenie markerowych miejsc restrykcyjnych)
- analiza restrykcyjna - trawienie otrzymanych plazmidéw zawierajacych
markerowe miejsca restrykcyjne przy pomocy odpowiednich enzymow
restrykcyjnych:

* plazmidy pMl-, pM2- i pM5-RNA2 trawiono enzymem BamYO.,

* plazmid pM34-RNA2 trawiono enzymem fIstEll,

* plazmid pM6-RNA2 trawiono enzymem Nsil,

* plazmid pM1345-RNA2 trawiono enzymami BamHI i B~rEI,

* plazmidy pOl-, p02-, p04-, p06- i p07-RNAI trawiono enzymem

* plazmidy p03-, p05- i p08-RNAI trawiono enzymem BgIW.
Reakcje trawienia prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.6.b.

sekwencjonowanie plazmidow w rejonie wprowadzonych mutacji

markerowych (rozdziat 3.2.9.)
Aby potwierdzi¢ obecno$¢ poszczegolnych mutacji markerowych, uzywano
nastepujacych starterow:

» dla mutacji MI, M2, OI, 02 i 03 zastosowano starter 139,

» dla mutacji M3 zastosowano starter R2D,

« dla mutacji M4 zastosowano starter 139,

« dla mutacji M5, Me, 07 i 08 zastosowano starter 16*

« dla mutacji 04 zastosowano starter AN4.1,

* dla mutacji 05 zastosowano starter RIE,

edla mutacji 06 zastosowano starter seq3.2.

f) otrzymanie plazmidéw w duzej skali (rozdziat 3.2.7.ai b)

3.2.1.2. Badanie infekcyjnosci i stabilnosci mutantow wirusowych M-RNA2-BMV i
0-RNAl1l-BMV.
a) otrzymanie genomowych czgsteczek BMV metodg transkrypcji in vitro
- liniowanie plazmidéw zawierajacych cDNA genomowych czasteczek RNA
BMV (pBITP3, pB2TP5, pB3TP7, oraz plazmidow serii pM-RNA2 i pO-RNAI)
enzymem restrykcyjnym £coRlI
Reakcje trawienia prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.6.a.
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- transkrypcja in vitro
Reakcje prowadzono w nastepujacej mieszaninie reakcyjnej:
IOpl 5x buforu do transkrypcji
20U RNasin
IOmM DTT
0,4mM ATP
0,4mM CTP
0,4mM UTP
0,08mM mM GTP
0,6mM m*GpppG
5-71Xg matrycy DNA
IOU polimerazy RNA Ty
uzupetniano H20 do 50pl
mieszaning reakcyjng inkubowano 1,5 godziny w temperaturze 37°C,
dodawano 2,5U RQ DNase i inkubowano 15 minut w temperaturze 37°C,
otrzymany RNA oczyszczano (rozdziat 3.2.8.b), ajego jakos¢ sprawdzano
metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowym (rozdziat 3.2.10.).
b) inokulacja roslin
Przed inokulacjg rosliny C. quinoa pozostawiano na e godzin w ciemnosci,
natomiast siewek H. sativum nie poddawano inkubacji.
Przygotowano mieszaning inokulacyjng zawierajaca:
40pl RNAI(typu dzikiego lub jeden z mutantow)
40pl RNA2 (typu dzikiego lub jeden z mutantow)
40pl RNA3 (typu dzikiego)
40lil H20
40pl 5x buforu inokulacyjnego
Na licie roslin nanoszono 15pl mieszaniny i wcierano recznie.
Zainokulowane rosliny lekko spryskiwano wodg, dodatkowo C. guinoa
pozostawiano w ciemnym miejscu przez iz godzin, po czym hodowano -2

tygodnie w szklarni w standardowych warunkach.
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Tabela 3.2.1. Genomowe czgsteczki RNA wchodzgce

w skiad poszczeg6lnych mutantow BMV

wariant wirusa wirusowe RNA uzyte do inokulacji
wt WtRNAI, wtRNA2, wtRNA3

M1-RNA2-BMV WtRNAI, M1-RNA2, wtRNA3
M2-RNA2-BMV WIRNAI, M2-RNA2, wtRNA3
M34-RNA2-BMV WIRNAI, M34-RNA2, wtRNA3
M5-RNA2BMV WtRNAI, M5-RNA2, wtRNA3
M6-RNA2-BMV WIRNAI, M6-RNA2, wtRNA3

M1345-RNA2-BMV WIRNAI, M1345-RNA2, wtRNA3
01-RNA1-BMV 01-RNAI, wtRNA2, wtRNA3
02-RNA1-BMV 02-RNAI, wtRNA2, wtRNA3
03-RNA1-BMV 03-RNAI, wtRNA2, wtRNA3
04-RNA1-BMV 04-RNA1, wtRNA2, wtRNA3
05-RNA1-BMV 05-RNAI, wtRNA2, wtRNA3
06-RNA1-BMV 06-RNAI, wtRNA2, wtRNA3
07-RNA1-BMV 07-RNA1L, wtRNA2, wtRNA3
08-RNA1-BMV 08-RNAI, wtRNA2, wtRNA3

c) ekstrakcja catkowitego RNA z roslin
Uzywajac skalpela, wycinano fragment rosliny (kwadrat o boku okoto 3 mm),
umieszczano w probowce, dodawano 100pl Ix buforu ekstrakcyjnego i
homogenizowano, po czym przeprowadzano ekstrakcje fenol-chloroform (rozdziat
3.2.7.h).
d) otrzymywanie jednoniciowego DNA - odwrotna transkrypcja (RT)
Reakcje prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:

3,5)xI roztworu RNA

il 10x buforu do PCR

3mM MgCl:

0,5 mM dNTPs

50mM DTT

2opmol starter U'

20U RNasin

40 U odwrotnej transkryptazy MMLV

uzupetniano H20 do [Opl
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Do reakcji kontrolnej (-) nie dodawano RNA, do reakcji kontrolnej (+) dodawano
RNA wyizolowany z niezakazonej rosliny.
Mieszanine reakcyjng inkubowano | godzine w temperaturze 45° C a nastepnie 5
minut w temperaturze 95° C, po czym schfadzano 5 minut na lodzie.
e) otrzymywanie dwuniciowego DNA (PCR)
Zaleznie od analizowanego mutanta BMV, uzywano nastepujace pary starterow:
« dla MI- i M2-RNA2-BMV uzywano pary starterow 139 i R2D,
* dla M34-RNA2-BMV uzywano pary starteréw 139 i R2F,
« dla M5- i M6-RNA2-BMV uzywano pary starterow 1* i 119,
+ dla Ol- i 03-RNA1-BMV uzywano pary starterow R2A i ANI.3,
+ dla 04-RNA1-BMV uzywano pary starterow R2A i AN4.1,
+ dla 07- i 08-RNA1-BMV uzywano pary starterow 10* i RIE,
« dla 06-RNAI-BMV uzywano pary starterow sek3.2 i AN3.
Reakcje prowadzono zgodnie z metodykg opisang w rozdziale.3.2.5.a.
f) klonowanie produktéw PCR
ligacje prowadzono przy pomocy zestawu do klonowania produktéw PCR
firmy QIAGEN (QIAGEN PCR Cloning Kit), wg zalecen producenta,

- uzyskanym plazmidem transformowano komdrki E. coli DH5a,

- przeprowadzano minipreparacje plazmidowego DNA (rozdziat Z.1.l.dL i ¢),
uzyskany DNA trawiono restryktazg EcoRl (rozdziat 3.2.6.b) w celu
identyfikacji plazmidow zawierajgcych insert pozadanej dtugosci (zawarty
w zestawie QIAGEN PCR Cloning Kit wektor pDRIVE zawiera dwa
miejsca restrykcyjne EcoRlI, oskrzydlajgce insert).

g) analiza wirusowego cDNA (rozdziat 3.2.1.1.e)
h) izolacja wirusa z zakazonych mutantami wirusowymi M-RNA2-BMV i O-
RNA1-BMV roslin//, sativum
zainfekowang ro$line wazono, umieszczano w mozdzierzu i zalewano
cieklym azotem,
dodawano 1 ml buforu do ekstrakcji wirusa na Ig tkanki i rozcierano,
roztwér przenoszono do probéwek i dodawano 200pl chloroformu na 500
pl roztworu, wytrzgsano 30 sekund,
wirowano 5 minut z predkoscig 6000 rpm w temperaturze 4°C a
supernatant przenoszono do nowej probdwki,

zalewano 175pl 30%PEG, wytrzasano i inkubowano na lodzie 30 minut.
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wirowano 15 minut z predkoscig 14000 rpm w temperaturze 4°C ,
roztwor dekantowano a osad rozpuszczano w 200pl buforu do
przechowywania wirusa,
dodawano 200pl chloroformu, wytrzasano 30 sekund,
wirowano 5 minut z predkoscig 14000 rpm w temperaturze 4 °C a
supernatant przenoszono do nowej probowki,
dodawano 175pl 30% PEG, wytrzasano i inkubowano na lodzie 30 minut,
wirowano 15 minut z predkoscig 14000 rpm w 4°C,
roztwor dekantowano a osad rozpuszczano w 200pl buforu do
przechowywania wirusa,
stezenieoczyszczonego  wirusa  okreslono mierzac  absorpcje
promieniowania UV dla Zzso (I0D = 0,2 mg wirusa),
przechowywano w temperaturze -70°C.
1) ekstrakcja wirusowego RNA BMV

- do 200pl ml oczyszczonego wirusa dodawano 25pl 10% SDS, 25pl 10x
buforu do ekstrakcji wirusowego RNA,
otrzymany RNA oczyszczano metodg fenol-chloroform (rozdziat 3.2.8.b)
ajego jakos¢ sprawdzano metodg elektroforezy w 1% zelu agarozowym
(rozdziat 3.2.10.).

3.2.1.3. Badanie homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych zachodzacych
miedzy tymi samymi czgsteczkami wirusowych mutantow M-BMV i 0-BMV

a) koinokulacje C. quinoa oraz H. sativum parami wirusowych mutantéw (tabela

3.2.3.) Rosliny inokulowano poprzez wcieranie w liScie roztworu wirusa w

buforze do przechowywania wirusa.

Tabela 3.2.2. Przeprowadzane koinokulacje

d mutanty wirusowe uzywane do koinokulacji
gospodarz

badania RNA2 badania RNAI

M2-RNA2-BMV/M34-RNA2-BMV  03-RNA1BMV/06-RNAL-BMV
H. sativum

M34-RNA2-BMV M6-RNA2-BMV  06-RNAI-BMV/08-RNAL-BMV

M2-RNA2-BMV/M34-RNA2-BMV
M34-RNA2-BMV M6-RNA2-BMV

C. quinoa
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b) izolacja catkowitego RNA (rozdziat 3.2.1.2.c)
c) otrzymywanie jednoniciowego DNA (rozdziat 3.2.1.2.d)
d) otrzymywanie dwuniciowego DNA (PCR)
Zaleznie od analizowanej koinokulacji, uzywano nastepujacych par starterow:
+ koinokulacja M2RNA2-BMV/M34-RNA2-BMV - uzywano starterow
ko5 IR2D lub Ko5 i R2F,
« koinokulacja M34-RNA2-BMV/M6-RNA2-BMV - uzywano starterow

U'i 119,

+ koinokulacja 03-RNAI-BMV/06-RNA1-BMV - uzywano starterow
ANB i sek3.2,

« koinokulacja 06-RNA1-BMV/08-RNA1-BMV - uzywano starterow U'
i AN3.

Reakcje prowadzono zgodnie z metodykg opisang w rozdziale.3.2.5.a.
d) klonowanie wirusowego cDNA (rozdziat 3.2.1.2.1)
e) analiza restrykcyjna wirusowego cDNA - trawienie otrzymanych klonow
markerowymi enzymami restrykcyjnymi (rozdziat 3.2.6.b).
f) okreslenie czestosci rekombinacji na podstawie stosunku ilosci klondw

zawierajgcych zrekombinowany wirusowy cDNA do ilosci wszystkich klondw.

3.2.2. ldentyfikacja nowego subgenomowego RNA5

3.2.2.1. Ildentyfikacja nowego subgenomowego RNA5 metodg northern blot
a) inokulacja H. sativum wirusem typu dzikiego
Rosliny inokulowano poprzez wcieranie w liScie roztworu wirusa w buforze do
przechowywania wirusa.
b) izolacja catkowitego RNA z zakazonych roélin oraz niezakazonej rosliny
kontrolnej (rozdziat 3.2.1.2.c)
¢) otrzymywanie matryc do transkrypcji in vitro metodg PCR
» matryce do transkrypcji markera dtugosci RNA5 (RNA o sekwencji
obejmujacej 1-1221 nukleotydy RNA3 BMYV), otrzymywano metodg PCR
ze starterami MPIT- i MP2 (PCRI),
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» matryce do transkrypcji sondy RNA komplementarnej do sekwencji
RNA3 BMV i RNA5 obejmujacej nukleotydy 962-1110, otrzymywano
metoda PCR ze starterami RADIOIT? i RADIO2 (PCR2).
Reakcje prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale.3.2.4.a.
d) otrzymywanie metodg transkrypcji in vitro markeréw dtugosci RNA
» genomowy RNA3 BMV. Reakcje transkrypcji in vitro prowadzono
zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 2.3.1.2.a, na matrycy pB3TP7
zliniowanej restryktazg EcoRl,
v subgenomowy RNAS5, obejmujgcy fragment RNA3 BMV od 1-1221
nukleotydu. Reakcje transkrypcji in vitro prowadzono zgodnie z metodyka
opisang w rozdziale 3.2.1.2.a, wobec matrycy PCRI otrzymanej w wyzej
opisanej PCR.
e) otrzymywanie metodg transkrypcji in vitro sondy RNA znakowanej CTP [a
32P] komplementarnej do sekwencji RNA3 BMV i RNA5 obejmujacej
nukleotydy 962-1110
Transkrypcje in vitro prowadzono w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej:
4pl 5x buforu do polimerazy RNA T?
20U RNasine
SmMMDTT
0,5mM ATP
0,5mM GTP
0,5mM UTP
12,5pMCTP
2pl CTP [a 32P] 3000 Ci/mmol
2pg produktu PCR2
IOU polimerazy RNA Ty
uzupetniano H20 do 20pl
Mieszanine reakcyjng inkubowano 1,5 godziny w temperaturze 37°C, po czym dodawano
2,5U RQ Dnase i inkubowano 15 minut w temperaturze 37°C.
f) otrzymywanie sondy RNA znakowanej CTP [a 32P] komplementarnej do
korica 5° RNA3 BMV i RNAS5, obejmujacej nukleotydy 1-100
- plazmid pSON5’RNA3 trawiono enzymem Hindill (rozdziat 3.2.6.a)
- transkrypcja in vitro wg procedury opisanej w poprzednim punkcie
(rozdziat 3.2.2.1.e)
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g) analiza northern blot
RNA wyizolowany z zakazonych ro$lin, z rosliny niezakazonej oraz
markery dtugosci RNA rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu
agarozowym (3.2.10),
RNA przenoszono na membrane Hybond-N+ w aparacie Transfer-Blot SB
firmy BIODRA, wg zalecen producenta,
membrang przemywano 2xSSC i zapiekano 2 godziny w temperaturze
80°C,
membrane inkubowano | godzine w temperaturze 60°C w 25ml roztworu
prehybrydyzacyjnego zawierajacego:
5x SSC
5X roztwdr Denharta
0,5% SDS
0,5mg zdenaturowanego w temperaturze 100°C DNA S$ledzia,
do roztworu dodawano uprzednio zdenaturowang w 100°C sonde RNA
znakowang CTP [a 32P] (20p,l-mieszanina reakcyjna transkrypcji in vitro)
I inkubowano w 65°C przez co najmniej 12 godzin,
membrane przemywano:
v 2 razy po 10 minut w 25ml roztworu RPI w temperaturze pokojowej;
v 15 minut w 25ml roztworu RP2 w temperaturze 65°C;
+ 10 minut w 25ml roztworu RP3 w temperaturze 65°C,
- membrane owijano w folie i analizowano z uzyciem skanera materiatow
znakowanych radioizotopowo (Phosphoimager, Typhoon 8600).

3.2.2.2. Sekwencjonowanie subgenomowego RNA5 BMV
a) fosforylacja 5’-koricowej grupy OH startera BB7.3
Reakcje fosforylacji prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:
Ipl 10x bufor do kinazowania PNK A
4 mM ATP
|IOOpM startera BB7.3
IOU kinazy polinukleotydowej Ta
uzupetniano H20 do 10 pl
Mieszaning reakcyjng inkubowano ! godzine w temperaturze 37°C, po czym
fosforylowany starter BB7.3 oczyszczano (rozdziat 3.2.8.b).
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b) izolacja wirusowego RNA o dtugosci okoto 1221-nt zelu agarozowego
catkowity RNA z zakazonego jeczmienia oraz wirusowy RNA z
otrzymanego uprzednio wirusa izolowano (rozdziat 3.2.1.2.C i 3.2.1.2.h)

RNA rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym LMT,
z zelu wycinano produkt o dtugosci okoto 1221 nukleotyddw,
na 100g zelu dodawano 260pl buforu TE pH e.s oraz 40pl 10% SDS,
wytrzgsano w 65°C do catkowitego rozpuszczenia zelu,
ekstrakcja fenol/chloroform (rozdziat 3.2.8.b),
b) ligacja
Reakcje ligacji prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:
250ng wirusowego RNA
500ng fosforylowanego startera BB7.3 (rozdziat 3.2.2.2.a)
4pl 10x buforu do ligazy RNA T4
40U RNasine
20pl 40%PEG
12U ligazy RNA Ta
H20 do 40pl
Mieszanine reakcyjng inkubowano 12 godzin w temperaturze 16°C.
d) ekstrakcja fenol-chloroform (rozdziat 3.2.8.b).
e) otrzymywanie jednoniciowego DNA - odwrotna transkrypcja
Reakcje prowadzono wg metodyki opisanej w rozdziale 3.2.1.2.d, uzywajac startera
BB7.4.
f) otrzymywanie dwuniciowego DNA (PCR)
Reakcje prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale.3.2.5.a, uzywajac
starterow BB7.4 i MPIT~.
g) sekwencjonowanie produktu PCR przy pomocy startera RADIO2 (rozdziat
3.2.9)
h) klonowanie produktu PCR (rozdziat 3.2.1.2.1)
i) sekwencjonowanie cDNA ze starterem RAD102 i RADIO! (rozdziat 3.2.9.)

3.2.2.3. Analiza stabilnosci RNA3 BMV w ekstrakcie komérkowym
a) przygotowanie ekstraktu z zarodkow jeczmienia
509 zarodkow wrzucano do mieszaniny 500 ml CCla i 110 ml

cykloheksanu, zarodki zbierano z powierzchni roztworu, czynno$é
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powtarzano dwa razy a nastepnie zarodki suszono na powietrzu co najmniej
12 godzin,

5g zarodkow rozcierano w schtodzonym mozdzierzu z piaskiem
kwarcowym,

dodawano 15 ml buforu ekstrakcyjnego i homogenizowano,

homogenat wirowano przy 16 00 rpm w 4°C przez 10 minut,

gorne 4/5 roztworu zbierano i wirowano jeszcze raz w tych samych
warunkach,

pobierano gorne 3/4 roztworu i dializowano 20 godzin w temperaturze 0°C
do 100 objetosci buforu ekstrakcyjnego (3-krotna zmiana buforu)
- dializat wirowano w 12000 rpm w 4°przez 15 minut,
- supernatant umieszczano w probdwkach typu eppendorfi przechowywano
w - 70°C po uprzednim zamrozeniu w ciektym azocie,

stezenie biatka mierzono metoda Bradforda.

b) otrzymanie RNA3 BMV i RNA5 BMV metodg transkrypcji in vitro (rozdziat

3.2.1.2.a)

c) izolacja transkryptu RNA3 z zelu agarozowego

produkt transkrypcji rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu
agarozowym LMT,

produkt odpowiedniej dtugosci wycinano z zelu i wazono,

na 100g zelu dodawano 260pl buforu TE pH e,s oraz 40pl 10% SDS,

wytrzasano w 65°C do catkowitego rozpuszczenia zelu,

ekstrakcja fenol/chloroform (rozdziat 3.2.8.b),

e) inkubacja wirusowego RNA w ekstraktach z zarodkow jeczmienia (czas
inkubacji 5,10,20,30 i 60 minut, temperatura pokojowa).

f) ekstrakcja fenol-chloroform inkubowanego RNA (rozdziat 3.2.8.b)

g) otrzymywanie sondy RNA znakowanej CTP [a 32P] komplementarnej do
sekwencji RNA3 i RNA5 obejmujacej nukleotydy 962-1110 (rozdziat
3.22.1.e)

h) analiza northern blot (rozdziat 3.2.2.1 .f)
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3.2.3. Metody stosowane podczas badan in vitro homologicznej rekombinacji RNA z
wykorzystaniem HIV-1 RT wobec matryc zawierajacych rekombinacyjnie aktywne
rejony R H1V-1 i BMV

a) otrzymywanie matryc RNA do reakcji wydtuzania startera z HIV-1 RT
- otrzymywanie matryc DNA do reakcji transkrypcji in vitro metodg PCR
Podczas PCR uzywano nastepujacych matryc i par starterow:

» pHIVRSd, startery T7 i HIVD3 (otrzymanie donora HIVR1/137),
* pHIVRSa, startery T7 i HIVA3 (otrzymanie akceptora HIVR9520/9635),
» pPBMVRd, startery T7 i BMV3REC (otrzymanie donora BMVRd),
» pPBMVRa, startery T7 i MB3RNAZ3 (otrzymanie akceptora BMVRa).
Reakcje prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.5.a
- otrzymywanie matryc RNA do reakcji wydtuzania startera metodg
transkrypcji in vitro (AMBION TZ-MEGAshortscript™)
Reakcje prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:
Ipl 10x buforu do transkrypcji
Ipl ATP 75mM
Ipl CTP 75mM
Ipl GTP75mM
Ipl UTP 75mM
matryca DNA - produkty PCR opisane w poprzednim punkcie (zgodnie z
zaleceniami producenta)
Ipl Tj MEGA ENZYME MDC
uzupetniono H20 do objetosci 10pl
Reakcje kontrolng prowadzono bez matrycy.
Mieszanine reakcyjng inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C, po czym
dodawano jedng objeto$¢ buforu do rozdziatu elektroforetycznego kwasow
nukleinowych w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych i
rozdzielano w denaturujgcym zelu poliakryloamidowym (rozdziat 3.2.11.).
Produkt transkrypcji izolowano z zelu i odzyskiwano (rozdziat 3.2.12.).

b) reakcja wydtuzania startera wobec matrycy RNA z uzyciem HIV-1 RT
Reakcje prowadzono w mieszaninie reakcyjnej przedstawionej w tabeli 3.2.3.
Uzywano nastepujgcych matryc RNA i starterow:

+ donor HIVR1/137, akceptor HIVR9520/9635 oraz starter HIV-

3REC,

58






Materiaty i metody

» donor BMVRd, akceptor BMVRa oraz starter BMV-3REC.
Reakcje kontrolng prowadzono bez matryc.
Reakcje prowadzono Igodzine w temperaturze 45°C.

Tabela 3.2.3. Sklad mieszaniny reakcyjnej

stosunek

donor akceptor 1:0,5 1:1 1:2 1:5
donorrakceptor
HjO do 40pl do 40pl do 40pl do 40pl do 40pl do 40pl
donor RNA 10pmol - 10pmol 10pmol 10pmol 10pmol
akceptor RNA - 10pmol 5pmol I0pmol 20pmol SOpmol
5x bufor do

8pl 8pl 8pl 8pl

syntezy DNA 8pl 8pl P P P P
starter 30pmol 30pmol 30pmol 30pmol 30pmol 30pmol

denaturacja 3minuty w 95°C i powolne schiadzanie do 45°C (I°C/minute)

HIV-1 RT Ipl Ipl Ipl Ipl Ipl Ipl
RNasine 20U 20U 20U 20U 20U 20U
dNTPmix* 8,3pl 8,3pl 8,3pl 8,3pl 8,3pl 8,3pl

*dNTPmix. Do kazdej pojedynczej mieszaniny reakcyjnej podawano 8,3pl mieszaniny dNTPmix,
zawierajgcej: 0,25mM dATP/dGTP/dTTP, 0.125mM dCTP (8pl) oraz 0,3pl dCTP [ALPHA 32P]
3000 Ci/mmol (Ck(dATP/dGTP/dTTP)=50pM, Ck(dCTP)=25pM)

¢) analiza produktow reakcji wydtuzania startera

- do reakcji wydtuzania startera dodawano IV barwnika do rozdziatu
elektroforetycznego kwasow nukleinowych w warunkach denaturujacych (2x).
Produkty reakcji wydtuzania startera (sSDNA) analizowano w denaturujgcym
zelu poliakryloamidowym (naktadano po =opl mieszaniny reakcyjnej na
kieszonke, rozdziat 3.2.11.), a nastepnie izolowano i odzyskiwano (rozdziat
3.2.12),
- sSDNA uzywano jako matryc podczas PCR. Uzywano nastepujacych
starterow;

» podczas PCR z matrycg HIV ssDNA uzywano startery HIV5REC |

HIV3REC,

» podczas PCR z matrycg BMV ssDNA uzywano startery BMV5REC |

BMV3REC,

Reakcje prowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.5.a.
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- produkty PCR oraz plazmid pUC19 trawiono restryktazami EcoRI i Pstl
wg schematu opisanego w rozdziale 3.2.6.a,

trawiony plazmid i produkt PCR poddawano ligacji (rozdziat 3.2.1.1.a),
uzyskanym plazmidem transformowano komorki E. coli DHb5a (rozdziat
3.2).a)
- przeprowadzano minipreparacje plazmidowego DNA zawierajgcego
sekwencje wirusowe(rozdziat 3.2.7.C),

- inserty sekwencjonowano (rozdziat 3.2.9.).

3.2.4. Metody stosowane podczas badan in vivo homologicznej rekombinacji RNA z
wykorzystaniem wektora rekombinacyjnego BMV zawierajgcego rejon R HIV-1

3.2.4.1. Otrzymywanie plazmidu pMat-HIVH-RNAS3 zawierajacego
rekombinacyjnie aktywng pochodng RNA3 z dwiema sekwencjami cDNA rejonu R
HIV-1 metodg miejscowo-specyficznej mutagenezy w oparciu o PCR
- otrzymywanie insertow zawierajgcych rejon R HIV-1 metodg PCR
Podczas PCR uzywano nastepujgcych matryc i par starterow:
ematryca pHIVRSa, startery HIVA5Spe i HIVA3Spe (insert HIV-5’RAS),
ematryca pHIVRSd, startery HIVD5MIu i HIVD3Eco (insert HIV-3’RAS),
PCR prowadzono zgodnie z metodykg opisang w rozdziale.3.2.5.a.
- trawienie restrykcyjne spel i ligacja insertu HIV>5’RAS oraz plazmidu
pMatO-RNA3
Reakcje trawienia prowadzono wg metodyki opisanej w rozdziale 3.2.6.a. i
3.2.1.la
- transformacja produktéw ligacji do komdrek kompetentnych E. coli DH5a
(rozdziat 32.1.a)
- minipreparacja plazmidowego DNA (rozdziat 3.2.1.c)
- sekwencjonowanie otrzymanego plazmidu w rejonie wprowadzonego insertu z
uzyciem startera 1* (rozdziat 3.2.9)
- trawienie restrykcyjne Miul i EcoR\ oraz ligacja insertu 3’'HIV-RAS oraz
plazmidu pMatO-RNAS3 z sekwencjg HIV-RASS’
Reakcje prowadzono wg metodyki opisanej w rozdziale 3.2.6.a. i 3.2.1.1.a.
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- transformacja komorek kompetentnych E. coli DHSa produktami ligacji
(rozdziat 3.2.1.a)

- minipreparacja plazmidowego DNA (rozdziat 3.2.1.c) i sekwencjonowanie
plazmidu pMat-HIVH-RNA3 w rejonie wprowadzonego insertu U* (rozdziat
3.2.9)

- otrzymywanie pMat-HIVH-RNA3 w duzej skali (rozdziat 3.2.7ai b)

3.2.4.2. Badanie infekcyjnosci wirusowego mutanta Mat-H1VH-BMV oraz
homologicznych przeskokdéw rekombinacyjnych zachodzgcych pomiedzy
czasteczkami RNAS3 tegoz mutanta (wg metodyki opisanej w rozdziale 3.2.1.2.a-f)
C. quinoa infekowano mutantem Mat-HIVH-BMV,
izolowano catkowity RNA,
- otrzymywano wirusowy cDNA, uzywajac podczas RT-PCR starterow i 2**
zrekombinaowane czgsteczki RNA3 BMYV identyfikowano, ogladajac cDNA
w 1,5% zelu agarozowym i sekwencjonujgc po uprzednim ich sklonowaniu w
wektorze pDRIVE.

3.25. PCR

a) PCR z uzyciem polimerazy DNA Tag

Wszystkie reakcje prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:
5pl 10x buforu do polimerazy Tag
3mM MgCh
0,2mM dNTPs
matryca*
para starteréw (kazdy po 32 pmol)
5U polimerazy DNA Tag (5U/pl)

uzupetniano H20 do 50 |xI
*0,013g plazmidowego DNA lub Ipl mieszaniny reakcyjnej RT zawierajacej

produkt w postaci SSDNA

Reakcje kontrolng prowadzono bez matrycy.
Produkty PCR oczyszczano (rozdziat 3.2.8.) a stezenie oczyszczonego DNA

okre$lano mierzac absorpcje promieniowania UV dla A2e0.
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Tabela 3.2.4 Warunki PCR

ilos¢ powtoérzen
czas* temperatura P

etapu
denaturacja 3 minuty 94°C 1
denaturacja 30 sekund - 1 minuta 94°C
hybrydyzacja 30 sekund - Iminuta 60“C 30
elongacja 20 sekund -2minuty 72°C

* czas denaturacji i elongacji zalezny od dtugosci produktu PCR, czas

hybrydyzacji zalezny od dtugosci starteréw

b) PCR z uzyciem polimerazy DNA Pfu
Wszystkie reakcje prowadzono w nastepujacej mieszaninie reakcyjnej:
5 pl 10x buforu do polimerazy Pfu
0,2mM dNTPs
matryca pB2TP5 (0,5pQg)
para starteréw (kazdy po 32 pmol)
1,5 U polimerazy DNA Pfu (3U/pl)
uzupetniano H20 do 50 pl

Dwie reakcje kontrolne prowadzono bez matrycy i bez starterow.

Tabela 3.2.5 Warunki PCR

ilos¢ powtorzen

nr etapu etap czas temperatura etapu
1 denaturacja  Iminuta 96°C 1
denaturacja SOsekund 96°C
2 hybrydyzacja SOsekund 60°C 18
elongacja 12minut 68°C
3 elongacja 7minut 68°C 1

Materiaty i metody

Po zakonczeniu PCR do kazdej mieszaniny reakcyjnej dodano 10U restryktazy Dpn\ i

inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C. Produkty PCR oczyszczano (rozdziat

3.2.8.) a stezenie oczyszczonego DNA okreslano mierzac absorpcje promieniowania

UV dla ™20
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3.2.6. Trawienia restrykcyjne

a) trawienia restrykcyjne w duzej skali
Reakcje prowadzono w nastepujacej mieszaninie reakcyjnej:

5pl 10x buforu

5 - 10pg DNA

IOU enzymu restrykcyjnego

uzupetniano H20 do 50pl
Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze i czasie zgodnym z zaleceniami
producenta.
Produkty reakcji analizowano metodg elektroforezy w zelu agarozowym (2pl
mieszaniny reakcyjnej, =pl barwnika do rozdziatu kwaséw nukleinowych w zelu
agarozowym i 2pl H20), a nastepnie oczyszczono (rozdziat 3.2.7) i okres$lono
stezenie mierzac absorpcje promieniowania UV dla Xzeo
b) trawienia restrykcyjne w matej skali
Reakcje prowadzono w nastepujacej mieszaninie reakcyjnej:

Ipl 10x buforu

Ipg DNA

5U enzymu restrykcyjnego

uzupetniano Hz20 do 1Opl
Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze i czasie zgodnym z zaleceniami
producenta.
Produkty reakcji analizowano metodg elektroforezy zelu agarozowym (rozdziat
3.2.10.).

3.2.7. Otrzymywanie plazmidow
a) transformacja metodg heat-shock
50 pi zawiesiny komorek kompetentnych E. coli DH5or zawierajacej 1 ng
plazmidu inkubowano 45 minut na lodzie,
zawiesine inkubowano 45 sekund w temperaturze 42°C, po czym schtadzano
5 minut na lodzie,
- do transformowanych komorek dodawano ! ml pozywki ptynnej 2 x YT i

wytrzgsano 30 - 45 minut w temperaturze 37°C,
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- 200pl zawiesiny bakterii nanoszono na ptytke z pozywka statg zawierajacg
ampicyling i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C (w przypadku
plazmidéw zawierajacych blue/white color screening, do =oopl zawiesiny
bakteryjnej dodawano 30pl X-gal (50pg/ml) oraz 15pl 0,1IM roztworu
wodnego IPTG),

- nastepnego dnia otrzymywano kolonie bakteryjne.

b) otrzymywanie duzej ilosci plazmiddw (okoto 500pg)
Plazmidy izolowano przy pomocy zestawu QIAGEN Plasmid Maxi kit
zgodnie z zaleceniami producenta.

¢) minipreparacja plazmidowego DNA
pojedyncze kolonie wyhodowanych wczes$niej bakterii przenoszono do =ml
pozywki 2xYT zawierajgcej ampicyling,
wytrzgsano 12-14 godzin w temperaturze 37°C; dodatkowo w jednej
probdwce wytrzgsano sama pozywke w celu sprawdzenia jej sterylnosci,

- nastepnego dnia zawiesing bakterii wirowano 1 minute z predkoscig 10000
rpm,
dekantowano roztwoOr a zawierajacy bakterie osad zawieszano w 100pl
roztworu MPI,

- dodawano 200pl $wiezo przygotowanego roztworu MP2, delikatnie mieszano
I inkubowano 5 minut na lodzie

- dodawano 150pl 7,5 M CHsCOONHa4, mieszano i inkubowano okoto 20
minut na lodzie,

- wirowano 15 minut z predkoscig 14000 rpm w temperaturze pokojowej,

- supernatant przenoszono do nowej probowki i dodawano I ml 96 % etanolu ,

- inkubowano na lodzie okoto 20 minut,
wirowano 10 minut z predkoscig 14000 rpm,
dekantowano roztwor a osad przemywano 1 ml 70 % etanolu,
wirowano 5 minut z predkoscig 140(X) rpm,

- dekantowano roztwér a osad po wysuszeniu rozpuszczano w 50jxI H20 z
dodatkiem 2pl RNazy A (0,Ipg/|xl),

- stezenie DNA okre$lano mierzac absorpcje promieniowania UV dla Xzeo
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3.2.8. Oczyszczanie kwasoéw nukleinowych
a) oczyszczanie DNA
DNA oczyszczano przy pomocy zestawu QIAGEN PCR Purification Kit, zgodnie
z zaleceniami producenta.
b) ekstrakcja fenol-chloroform
mieszanine reakcyjna rozcienczano do objetosci co najmniej 100pl i dodano
0,5V fenolu oraz 0,5V chloroformu,
- wytrzasano i wirowano 1 minute z predkoscig 14000 rpm,
zawierajaca kwas nukleinowy faze wodng przenoszono do nowej probowki i
dodawano do niej | objetos¢ chloroformu, wytrzasano i wirowano 1 minute z
predkoscig 14000 rpm (dwukrotnie),
do fazy wodnej dodawano 0,1V 3M CHsCOONa i 3 objetosci 96% etanolu,
roztwér inkubowano 30 minut w temperaturze 4°C,
wirowano 20 minut z predkos$cig 14000 rpm w temperaturze 4°C,
roztwér dekantowano, a osad przemywano 500pl 70% etanolu,
wirowano 20 minut z predkoscig 14000 rpm w temperaturze 4°C,
roztwér dekantowano, a osad suszono i rozpuszczano w 50pl H:z0,

stezenie okre$lano mierzac absorpcje promieniowania UV dla A zeo.

3.2.9. Sekwencjonowanie za pomocg ABI PRISM® Big DyeTM Terminator Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit
a) PCR
Reakcje prowadzono w nastepujgcej mieszaninie reakcyjnej:
4pl Terminator Ready Reaction Mix
3,2pmola startera
matryca*

uzupetniano H20 do 10 pl
*okoto 300ng w przypadku plazmidu, okoto 30 ng w przypadku produktu PCR

Tabela 3.2.6. Warunki reakcji sekwencjonowania

ilos¢ powtdrzen
etap czas temperatura

etapu
denaturacja 30 sekund 96°C
hybrydyzacja 15 sekund 50°C/60°C 30
elongacja 4 minuty 60°C
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b) oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonowania
do 10pl mieszaniny reakcyjnej dodawano 2pl 3M octanu sodu pH 4,6 i 50pl
96% etanolu,
inkubowano 10 minut w temperaturze 4°C,
- wirowano 30 minut z predkoscig 14000 rpm w temperaturze 4°C,
roztwor dekantowano, a osad przemywano 250pl 70% etanolu,
wirowano 15 minut z predkos$cig 14000 rpm, w temperaturze 4°C,
roztwor dekantowano, a osad osuszono,
osad rozpuszczono w spl TSR {Template Supressing Reagent, ABI PRISM),
- przygotowany preparat denaturowano 3 minuty w temperaturze 96°C,
preparat inkubowano 5 minut w temperaturze 4°C,

sekwencjonowanie przeprowadzono w sekwentatorze ABI-PRISM.

3.2.10. Analiza produktéw reakcji w zelach agarozowych
produkty PCR, trawienia restrykcyjnego oraz oczyszczania poddawane byty
analizie metodg elektroforezy w zelu agarozowym (1% w przypadku
produktow o dtugosci powyzej 300 pz oraz 1,5% w przypadku produktow
krétszych, 2% w przypadku izolacji z zelu agarozowego LMT (low melting
temperature)),

- do preparatdbw rozdzielanych w zelu dodawano barwnik do rozdziatu
elektroforetycznego kwasow nukleinowych w warunkach natywnych, do
uzyskania 1-krotnego stezenia koricowego. Jako wzorzec dtugosci DNA uzyto
2pg 0,1kB (w przypadku produktéw o dtugosci ponizej 1000 pz) lub 1kB (w
przypadku produktéw dtugosci powyzej 1000 pz),
rozdziat prowadzono przy natezeniu 40-50mA i napieciu 120-130V,
produkty rozdziatu elektroforetycznego wybarwiano w wodnym roztworze
bromku etydyny (0,5pg/ml) przez ! godzine i analizowano wykorzystujac

promieniowanie UV.
3.2.11. Analiza produktéw reakcji w zelach poliakryloamidowych

- produkty reakcji wydtuzania startera (sSDNA), poddawane byly analizie

elektroforetycznej w s% denaturujgcym zelu polakryloamidowym.
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- do preparatow rozdzielanych w zelu dodawano barwnik do rozdziatu
elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w warunkach denaturujacych, do
uzyskania 1-krotnego stezenia koncowego,

- tak przygotowane preparaty poddawano denaturacji w temperaturze 94°C
trwajacej 3 minuty, a nastepnie inkubowano 5 minut w temperaturze 4°C,

- rozdziat prowadzono po weczesniejszej pre-elektroforezie przy natezeniu
IOmA i napieciu 100-200V w zelu na matych o wymiarach 180 x 195 x 1 mm
(max 25W) lub przy natezeniu IOmA i napieciu 300V w zelu na szybach o
wymiarach 400 x 325 x 0,5 mm (max 50W). Po wejsciu preparatow w zel,
parametry podwyzszano: natezenie do 40mA, napiecie do 500V (max 25W)
dla matych zeli oraz natezenie do 40mA, napiecie do 1500V (max 50W) dla
duzych zeli,
jako wzorce dhugosci uzyto odpowiedniej dtugosci dsDNA, wyznakowane
ATP [a 32P] na koncu 5’
produkty rozdziatu elektroforetycznego analizowano z uzyciem skanera
materiatdw znakowanych radioizotopowo (Phosphorimager, Typhoon 8600).

3.2.12. 1zolowanie i odzyskiwanie kwasow nukleinowych z zeli poliakryloamidowych
produkty reakcji denaturowano 2-5minut w temperaturze 95°C i chtodzono 5
minut w temperaturze 4°C,
zdeanturowane  preparaty  rozdzielano w  denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym,
pozadanej dtugosci prazki wycinano z zelu i umieszczano w osobnych
probowkach,

- dodano 150pl buforu elucyjnego (10% roztwor wodny 3M octanu sodu pH 5)
I wytrzasano 1,5 godziny. Czynno$¢ powtarzano dwa razy,
zebrane frakcje potgczono, kwasy nukleinowe wytrgcano 3V 96% etanolu
przez noc w temperaturze -20°C,

- wirowano 20 minut z predkos$cig 14000rpm,
roztwor dekantowano, a osad osuszono i rozpuszczono w 50pl Hz0,

stezenie oczyszczonego DNA badz RNA okreSlono mierzac absorpcje

promieniowania UV dla Az2e0.
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4. Wyniki

4.1. Badanie czestosci homologicznych  przeskokéw  rekombinacyjnych
zachodzacych pomiedzy genomowymi czasteczkami RNA BMV

Ze wzgledu na prostg budowe i dobrg znajomo$¢ cyklu replikacyjnego, wirus
mozaiki stoklosy stanowi model stuzagcy poznaniu réznorodnych proceséw
zachodzacych podczas infekcji wirusowej, miedzy innymi rekombinacji RNA. Jedna z
metod pozwalajagcych na okreSlenie czestosci  homologicznych  przeskokdw
rekombinacyjnych zachodzacych pomiedzy tymi samymi genomowymi czasteczkami
RNA BMV polega na wprowadzeniu substytucji nukleotydowych w taki sposéb, aby w
cDNA odpowiadajgcym wirusowemu RNA powstaty markery w postaci dodanych lub
usunietych miejsc restrykcyjnych. Tzw. infekcja mieszana, wywotana dwoma
mutantami BMV noszacymi substytucje w réznych miejscach tej samej genomowej
czasteczki, stwarza mozliwos¢ powstania potomnych RNA bedacych wynikiem
przeskoku rekombinacyjnego pomiedzy dwoma wariantami zmutowanej czasteczki
zachodzacego podczas replikacji. Efektem takiego przeskoku jest przetasowanie
markerdw, a iloS¢ rekombinantow w badanej populacji wirusowej mozna tatwo
oszacowaC poprzez analize restrykcyjng klonéw wirusowego cDNA. Czesto$¢
rekombinacji homologicznej zachodzacej pomiedzy dwoma réznymi wariantami tej
samej czasteczki genomowego RNA w badanej populacji wirusowej odpowiada
procentowej zawartosci rekombinantdbw w catej puli badanych klondéw wirusowego
cDNA. Nalezy jednak pamietac, ze wprowadzone do RNA substytucje nukleotydowe
nie moga wptywac na zdolnosci replikacyjne wirusowych mutantéw w poréwnaniu do
typu dzikiego BMV. W przeciwnym wypadku presja selekcyjna spowoduje akumulacje
lepiej przystosowanego wariantu wirusa i otrzymane wyniki nie bedg odzwierciedlaty
naturalnej czestosci homologicznej rekombinacji.

Stosujac takie podejscie, okreSlono czestos¢ homologicznych przeskokow
rekombinacyjnych zachodzacych miedzy réznymi wariantami genomowego RNA3
BMV (Rozdziat. 1.3.2, Bruyere i wsp., 2000, Wierzchoslawski i wsp., 2003). Otrzymane
wyniki pozwolity zidentyfikowac miejsce o podwyzszonej aktywnosci rekombinacyjnej
zlokalizowane w obszarze intercistronowym RNA3. Aby uzupetni¢ dane na temat
homologicznej rekombinacji RNA u BMV, podobnej analizie poddano pozostate
segmenty genomu BMV, czyli RNAI i RNAZ2.
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4.1.1. Otrzymanie serii mutantdw M-RNA2-BMV zawierajgcych markery w
genomowych czgsteczkach RNA2

W pierwszej fazie badan do plazmidu pB2TP5, zawierajacego cDNA
odpowiadajgcy RNA2 BMV, wprowadzono cztery serie substytucji nukleotydowych,
tworzacych markery (Ml, M3, M4 i M5) w postaci miejsc restrykcyjnych. Otrzymano
plazmidy pMI-, pM34- i pM5-RNA2 (Metody, rozdziat 3.2.1.1.a). Markery stwarzaty
mozliwos$¢ obserwacji przeskokdw homologicznych w trzech oskrzydlanych przez nie,
okoto 1000-nukleotydowych rejonach zmutowanego RNAZ2. Lokalizacje markeréw

zawartych w serii mutantow M-RNA2 pokazano na rysunku 4.1 oraz w tabeli 4.1.

Ml
Bamlll . -
i 2a substytucje: pozycja:
M1-RNA2
wt ctatca 93 - 98
M2 mut: OOatcC
Bamlll
1
M2-RNA2
- 11 — wt: ggcttt 326 - 331
mA M4 mut . ggAtcC
Barinlll %stKII
M34-RNA2 897 - 902
M5 _ H _ mut: ggatcC
wt: tgtcact 1708 - 1714
Bam:ll w mut: OggtcacC
M5-RNA2
JIL-l ggttc 2780 - 2786
M6 muC : eeACc
Nsil
1
M6-RNA2
ftjL/-, wt atgctt 2517 - 2522
M M4 M5 ‘ApAmut:  atgcAt
Kamili Baijilll IjsIKll - Bamlll
~a1 1 wt ctatca 93 - 98
M1345-RNA2
wt ggattt 897 - 902

mut. ggatcC

wt tgtcact 1708 - 1715
mut: OgtcacC

wt. ggttcg 2780 - 2786
mut: ggAtcC

Rysunek 4.1. Rozmieszczenie markerowych miejsc restrykcyjnych w serii

mutantow M-RNA2

Po lewej stronie rysunku przedstawiono schemat poszczegélnych mutantéw RNAZ2, po prawej stronie
przedstawiono sekwencje typu dzikiego oraz sekwencje zawierajgcg substytucje tworzace markerowe
miejsce restrykcyjne (wyttuszczono) wraz z ich potozeniem.

Rejon kodujacy oznaczono kolorem zielonym, rejon niekodujacy - niebieskim, strukture kap - z6ttym,

markerowe miejsca restrykcyjne - czerwonym.

69






Wyniki

Pierwszy plazmid, pMI-RNA2, zawierat trzy substytucje nukleotydowe: 93
C—G, 94 TG i 98 A—e€ w rejonie cDNA odpowiadajagcym 5’UTR badanej
czasteczki RNA. Tworzyty one marker MI w postaci miejsca restrykcyjnego BamRI w
pozycji 93. Zawierajacy je konstrukt cDNA powstat wskutek amplifikacji metodg PCR
fragmentu pB2TP5 pomiedzy nukleotydami 6014 i 116, oskrzydlanego przez startery
R2A i R2B (starter wprowadzajacy substytucje). Startery obejmowaty, odpowiednio,
miejsca restrykcyjne Pstl i BstBl. Otrzymany produkt PCR ligowano do plazmidu
pB2TP5 w miejsce sekwencji typu dzikiego, po uprzednim trawieniu restrykcyjnym
produktu PCR i plazmidu pB2TP5 enzymami Pstl i BstBI.

Drugi plazmid, pM34-RNA2, zawierat substytucje nukleotydowe: 328 C—»A |
331 T—»C oraz 1708 T~G, 1714 T—»C, ktdre stanowity markery M3 i M4. Markery te
znajdowaty sie w rejonie cDNA, odpowiadajagcym genowi biatka 2a w RNA2, w
zwigzku z tym wprowadzone substytucje musiaty by¢ synonimiczne. Tworzyty one
miejsca restrykcyjne BamHI w pozycji 326 (M3) i fitEIl w pozycji 1708 (M4). Marker
M3 wprowadzono do plazmidu pB2TP5, zastepujgc fragment cDNA pomiedzy
nukleotydami 880 i 1255 odpowiadajgcym mu produktem PCR zawierajgcym
substytucje, powstatym z uzyciem starterbw R2C (starter mutagenizujacy) i R2D.
Startery te obejmowaty miejsca restrykcyjne Ncol i Kpnl, umozliwiajgce ligowanie
produktu PCR do plazmidu pB2TP5. Kolejnym etapem otrzymania plazmidu pM34-
RNA2 byto wprowadzenie do otrzymanego konstruktu dalszych substytucji tworzgcych
marker M4. W tym celu fragment plazmidu pB2TP5, zawierajgcego juz marker M3,
zastgpiono produktem amplifikacji metodg PCR ze starterami R2E (starter
mutagenizujacy) i R2F, pomiedzy nukleotydami 1678 - 2379. Startery te zawieraty
miejsca restrykcyjne Mlul i Sad, co umozliwito ligacje produktu PCR do plazmidu, po
uprzednim trawieniu restrykcyjnym.

Trzeci plazmid, pM5-RNA2, zawierat substytucje: 2782 T—>A, 2785 G-"C,
stanowigce marker (M5). Byty one potozone w rejonie cDNA odpowiadajgcym 3’'UTR
RNA2 i tworzyty miejsce restrykcyjne BamHIl w pozycji 2780. Plazmid powstat
wskutek zastagpienia sekwencji cDNA typu dzikiego pomiedzy nukleotydami 2498 -
2822, produktem PCR powstatym z uzyciem starterow R2G i R2H (starter
mutagenizujacy). Startery zawieraty miejsca restrykcyjne S/ml i BsaMI, umozliwiajgce
ligacje produktu PCR do plazmidu, po uprzednim trawieniu restrykcyjnym.

Otrzymanymi  plazmidami  (pMI-RNA2, pM34-RNA2 i pM5-RNA2)

transfoimowano komérki E. coli (szczep DH5a) a nastepnie hodowano na pozywkach
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zawierajgcych ampicyline. Obecno$¢ markera antybiotykowego (gen /Maktamazy) w
plazmidach pM-RNA2 umozliwita wzrost w warunkach selekcji antybiotykowej
(ampicylina) tylko stransformowanym klonom bakteryjnym. Z wybranych klonow
izolowano plazmidy, ktére analizowano w celu potwierdzenia obecnosci substytucji
poprzez sekwencjonowanie i trawienia enzymami rozpoznajagcymi markerowe miejsca
restrykcyjne powstate w rezultacie wprowadzenia opisanych powyzej mutacji (Metody,
rozdziat 3.2.1.1.c-f)- Stwierdzono, iz plazmidy pMI-RNA2, pM34-RNA2 i pM5-RNA2
zawieraty wszystkie wprowadzone mutacje.

Kolejnym etapem tworzenia wirusowych mutantow serii M-RNA2-BMV byto
otrzymanie genomowych czasteczek BMV, w tym zmutowanych M-RNA2 (Metody,
rozdziat 3.2.1.2.a). Mutanty wirusowe bedg nadawaty sie do badar rekombinacji tylko
wtedy, gdy mutacje zawarte w ich genomowych czasteczkach RNA bedg stabilne w
czasie infekcji oraz neutralne wzgledem cyklu replikacyjnego wirusa. Aby otrzymac
czasteczki RNA BMV, plazmidy pMI-RNA2, pM34-RNA2 i pM5-RNA2 oraz
plazmidy pBITP3 i pB3TP7, zawierajgce odpowiednio cDNA odpowiadajacy RNAI i
RNA3 BMV, trawiono endonukleazg EcoRI. Miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez
ten enzym znajduje sie na koncach 3 cDNA wszystkich trzech plazmidow
zawierajagcych cDNA BMYV, natomiast koniec 5 cDNA poprzedzony jest sekwencjg
promotorowg rozpoznawang przez polimeraze RNA zalezng od DNA faga Tj.
Zliniowane plazmidy stanowig wiec matryce do transkrypcji in vitro. Transkrypcje in
vitro prowadzono w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej, obok czterech trojfosforanow
rybonukleotydowych, takze i kap, ktérego obecno$¢ na koncu 5 genomowych
czasteczek BMV jest niezbedna w pOzniejszym procesie translacji wirusowych biatek.

Otrzymane w rezultacie transkrypcji in vitro poszczegélne warianty RNA2
taczono z pozostatymi komponentami genomu BMV (RNAI i RNA3) oraz buforem do
inokulacji i takg mieszaning recznie infekowano 5-dniowy jeczmien siewny {Hordeum
sativum) oraz 14-dniowg komose ryzowg {Chenopodium quinoa) (Tabela 4.1, Metody,
rozdziat 3.2.1.2.b, schemat eksperymentu na rysunku 4.2). W jeczmieniu, bedgcym
naturalnym gospodarzem BMYV, infekcja obejmuje calg rosline i objawia sie jasng
mozaika wystepujgca na lisciach (Rysunek 4.2). Komosa zainfekowana BMV wytwarza
plamki nekrotyczne wokdt komérek do ktérych dostat sie wirus, dzieki czemu infekcja
przebiega w sposob ograniczony. Ro$liny kontrolne zakazono typem dzikim (wt) BMV
(tzn. wtRNAI, wt RNA2 i wt RNA3).

71






Wyniki

Rosliny hodowano w szklarni przez okoto 10 dpi (dni po infekcji), po czym
objawy
zainfekowanymi typem dzikim BMV (schemat eksperymentu pokazano na rysunku
4.2).

infekcyjnosci wirusa typu dzikiego, poniewaz czas pojawienia sie oraz ilo$¢ objawdw

obserwowano infekcji i poréwnywano z roSlinami  kontrolnymi,

Stwierdzono, ze infekcyjnos¢ mutantow wirusowych nie odbiegata od
chorobowych na zainfekowanych serig M-RNA2-BMV oraz wt BMV roélinach byty

podobne (Tabela 4.1).

wt RNAI Rysunek 4.2, Schemat badania
anilaiic rnae  Stabilnosci i infekeyjnosci  mutantow
BMV
wt RNA3
Jeczmien siewny i komose ryzowg infekowano

| otrzymanymi  metodg  transkrypcji  in  vitro

10 dni genomowymi czasteczkami BMV, tzn. wtRNAI,
objawy M-RNA2 i wtRNA3 w przypadku badan RNA2, lub
in:zljcijéil:igmv 0-RNAI, wtRNA2 i wtRNA3 w przypadku badan
Zlfokrf]i(;;eij RNAI, badz WtRNAI, 2 i 3 w przypadku roslin
Jeczmienia kontrolnych. Po uptywie 10 dni na lisciach

i
ekstrakcja catkowitego RNA
1

potomii\
niiitant K\V\2
pi
P2 ssDNA
PCR pi

i
(ISDNA

klonowanie i analiza sekwencji
wirusowego cDNA

zakazonych roslin pojawily sie objawy infekcji:

plamki nekrotyczne w przypadku komosy oraz

mozaika u jeczmienia. Z roslin izolowano catkowity
RNA, ktéry nastepnie uzywano jako matryc do

odwrotnej transkrypcji ze starterem

komplementarnym do konca 3’ wszystkich trzech

genomowych czasteczek BMV. Uzyskany

jednoniciowy DNA postuzyt jako matryca w PCR

ze starterami oskrzydlajgcymi badang mutacje

markerowg. W celu okredlenia  stabilnosci

wprowadzonych substytucji otrzymany podczas

PCR cDNA klonowano i analizowano jego

sekwencje  poprzez  sekwencjonowanie  oraz

trawienia restrykcyjne enzymem rozpoznajgcym

markerowe miejsca restrykcyjne.
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Aby potwierdzi¢ stabilno$¢ mutacji wprowadzonych do RNA2 BMV,
otrzymano cDNA odpowiadajgcy potomnym czgsteczkom wirusowym powstatym po
infekcji mutantami M-RNA2-BMV (Metody, rozdziat 3.2.1.2.c-g). W tym celu
przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji, stosujac catkowity RNA wyizolowany
z zakazonych roélin jako matryce oraz starter 1*, komplementarny do konca 3’
wszystkich trzech genomowych czasteczek BMV. W ten sposéb otrzymano
jednoniciowy DNA (ssDNA - single stranded DNA). Mieszaning reakcyjng odwrotnej
transkrypcji zawierajacg sSDNA uzywano nastepnie jako matrycy w reakcji PCR ze
starterami oskrzydlajagcymi mutacje markerowe (dokiadny opis uzytych starterow
znajduje sie w rozdziale 3.2.1.1.e Metod). Uzyskane produkty PCR klonowano do
wektora pDRIVE, wchodzacego w skfad zestawu do klonowania QIAGEN PCR
cloning kit. Wektor ten pozwala na ligowanie produktéw reakcji PCR z uzyciem
polimerazy DNA Taq bez uprzedniego trawienia (doktadny opis wektora zawarty jest w
rozdziale 3.1.4 Materiatéw). Wektor pDRIVE zawiera gen y*laktamazy, umozliwiajgcy
selekcje antybiotykowg klonéw, oraz gen lacZ, umozliwiajacy selekcje insercyjng
plazmidow zawierajacych inserty (tzw. blue-white screanning). Uzyskane plazmidy
transformowano do komérek E. coli, klonowano i izolowano. Zawarty w plazmidach
cDNA odpowiadajacy wirusowemu RNAZ2 trawiono restryktazg fcoRI, w celu
wyselekcjonowania plazmidow zawierajacych odpowiedniej dtugosci insert (sekwencje
rozpoznawane przez EcoKl oskrzydlajg miejsce klonowania). Wiasciwe plazmidy,
zawierajgce cDNA RNAZ2, trawiono restryktazami rozpoznajagcymi markerowe miejsca
restrykcyjne oraz sekwencjonowano. Po przeanalizowaniu uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze substytucje w rejonie kodujagcym RNA2 (M3 i M4) pozostaty
niezmienione w trakcie infekcji w roslinie, natomiast substytucje w niekodujgcych
rejonach 3' i 5 RNA2 (Ml i M5) ulegty rewersji do typu dzikiego.

Stabilnos¢ substytucji nukleotydowych w rejonie kodujagcym RNA2 |
niestabilno$¢ w rejonach niekodujacych potwierdzono dodatkowo, przeprowadzajac
eksperyment polegajacy na zainfekowaniu jeczmienia mutantem M1345-RNA2-BMV,
zawierajacym w RNA2 wszystkie cztery markery (Rysunek 4.1, Tabela 4.1) i analizie
potomnych czasteczek RNA2 BMV. Aby otrzymaé¢ mutanta M1345-RNA2-BMV, do
plazmidu pM34-RNA2 wprowadzono markery Ml i M5, postepujgc wedtug opisanej
wyzej procedury dla plazmidow pMI-RNA2 i pM5-RNA2. Na podstawie zliniowanego
enzymem EcoRI plazmidu M1345-RNA2-BMV, otrzymano metodg transkrypcji in
vitro M1345-RNA2, ktory, wraz z transkryptami wtRNAI i wtRNA3 uzywano do
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inokulacji komosy i jeczmienia. Po 10 dpi z zakazonych roslin izolowano catkowity
RNA, ktory uzywano jako matryce do otrzymania cDNA odpowiadajgcego RNA2 w
reakcji RT-PCR zgodnie z wyzej opisang metodyka (Metody, rozdziat 3.2.1.2.c-Q).
cDNA ligowano do wektora pDRVE, a otrzymane plazmidy klonowano w komorkach
E. coli DH5a, poddawano analizie restrykcyjnej enzymami rozpoznajgcymi markery
oraz sekwencjonowano. Ponownie stwierdzono, iz substytucje Ml i M5 ulegty rewersji

do typu dzikiego, natomiast substytucje M3 i M4 pozostaty niezmienione.

Tabela 4.1. Potozenie markerowych mutacji, czas po ktorym pojawity sie objawy
infekcji na zakazonych roslinach, ilo$¢ plamek nekrotycznych powstatych na

lisSciach komosy oraz stabilno$¢ mutantow serii M-RNA2

mutant sktad mieszaniny marker™ potozenie ilos¢ plamek czas rozwoju  stabilno$¢ mutacji
BMV inokulacyjnej™* markera nekrotycznych infekcji markerowych”
M- M1-RNA2
RNA2- WtRNAI, Ml 5'UTR, 33 9 dni niestabilna
BMV wt RNA3 BamHI pozycja 93
M2- M2-RNA2
RNA2- WtRNAI, M2 ORF, 27 10 dni stabilna
BMV wt RNA3 BamHI pozycja 326
M34- M34-RNA2
RNA2- WiIRNA, M3 BamHI ORF, poz. 897 31 9 dni stabilna
BMV wt RNA3 M4 BstEIl ORF, poz. 1708
M5- M5-RNA2
RNA2- WiRNAI, M5 3’UTR. 37 9 dni niestabilna
BMV wt RNA3 BamHlI ftozycja 2780
M6- M6-RNA2
RNA2- WitRNAI, M6 ORF. 22 11 dni stabilna
BMV wt RNA3 Nisil pozycja 2517
MI BamHI 5 UTR. poz. 93 Ml-niestabilna
M1345- M1345-RNA2 M3 BamHI ORF. poz. 897 M3- stabilna
RNA2- WRNAI, M4 BStEll ORF, poz. 1708 29 10 dni M4-stabilna
BMV wt RNA3 M5 BamHI 3’UTR,poz.2780 M5- niestabilna
wt RNAI
WT WtRNAZ2, nie dotyczy 36 9 dni nie dotyczy
wt RNA3

Poniewaz genom BMV sklada sie z trzech segmentéw, rosliny inokulowano zsyntetyzowanymi in vitro
trzema komponentami genomu.

Nowoutworzone miejsce restrykcyjne.

Stabilno$¢ mutacji markerowych potwierdzono poprzez sekwencjonowanie cDNA odpowiadajgcego
wirusowemu RNAZ2 i analize restrykcyjng okoto 24 klondw cDNA dla kazdej z mutacji. cDNA
otrzymano metodg RT-PCR na matrycy catkowitego RNA wyizolowanego z 3-4 roslin jeczmienia i 3-4

plamek nekrotycznych powstatych na komosie po zakazeniu poszczegélnymi mutantami wirusowymi.
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Zanik mutacji markerowych w niekodujgcych rejonach RNA2 mdgt byc
rezultatem dziatania jednego z dwdch zjawisk. Pierwsze z nich to rekombinacja RNA z
homologicznym rejonem jednej z pozostatych genomowych czasteczek BMV (RNAI
lub RNA3). W takim wypadku sekwencja 3’ lub 5’UTR czasteczek RNA2 w pokoleniu
potomnym powstatym podczas infekcji mutantami M1-RNA2-BMV, M5-RNA2-BMV
czy M1345-RNA2-BMV, bytaby identyczna z sekwencjg 3’lub 5 UTR RNAI lub
RNA3. Drugim ze zjawisk mogacych powodowaé usuniecie markeréw z 3' i 5’UTR
RNA2 BMV sg btedy replikacji RNA popetniane przez wirusowg RdRp, prowadzace
do odtworzenia sekwencji typu dzikiego. W przypadkach obydwu zjawisk, presja
selekcyjna faworyzuje czasteczki nie zawierajgce sztucznie wprowadzonych mutacji,
prawdopodobnie ze wzgledu na ich lepsze wiasciwosci replikacyjne. Dzieki temu, iz 3’
I 5" UTRy poszczeg6lnych genomowych czasteczek BMV r6znig sie pojedynczymi
nukleotydami, poréwnanie sekwencji tych rejonéw w potomnym RNA2 oraz RNAI lub
RNA3 umozliwito okreslenie, ktory z tych dwdch mechanizméw odpowiedzialny jest
za zanik substytucji. Sekwencja nukleotydowa 3' i 5° UTR czgsteczek potomnych
RNA2 powstatych podczas infekcji M1-RNA2-BMV, M5-RNA2-BMV i M1345-
RNA2-BMV ulegta rewersji do sekwencji typu dzikiego RNA2. Fakt ten wskazuje, ze
zanik markerow w tych rejonach wirusowego RNA jest efektem nieprecyzyjnej
replikacji.

Poniewaz markery Ml i M5, potozone w 3' i 5° UTRach genomowego RNA2
BMV okazaly sie niestabilne, zaistniata konieczno$¢ otrzymania dwdch nowych
wariantéw tej czasteczki. Tym razem markery umieszczono w rejonach kodujacych,
postepujac  wedtug opisanego wczesniej schematu (Metody, rozdziat 3.2.1.1.a-0,
pamietajac jednoczesnie o zachowaniu sekwencji aminokwasowej kodowanego przez
RNA2 biatka 2a. Marker M2 stanowity dwie substytucje (328 C—»A i 231 T—»C)
tworzagce w cDNA miejsce restrykcyjne BamHI w pozycji 326. Wprowadzono je do
plazmidu pB2TP5, poprzez amplifikacje PCR fragmentu pomiedzy 6014 i 360
nukleotydem przy pomocy starterow R2A i R2B2 (starter mutagenizujacy). Startery te
pokrywaty miejsca restrykcyjne Pstl i PJIMI pB2TP5, co umozliwito ligacje produktu
PCR do plazmidu. Ostatni marker, jaki zostat wprowadzony do RNA2, nosit nazwe Me
I sktadat sie z jednej substytucji (2520 T->A), tworzacej w cDNA migjsce restrykcyjne
Nsil w pozycji 2517. Substytucje wprowadzono do plazmidu pB2TP5 poprzez
amplifikacje PCR fragmentu pomiedzy nukleotydami 2498 i 2865, ze starterami R2G2

(starter mutagenizujacy) i U’, ktére obejmowaty miejsca restrykcyjne EcoRI i BsaMl
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plazmidu. Miejsca te zostaty wykorzystane do ligacji produktu PCR i plazmidu.

Uzyskanymi plazmidami zawierajgcymi markery (pM2-RNA2 oraz pMe-
RNA2) transformowano komoérki kompetentne E. coli. Z wybranych klonéw izolowano
plazmidy i potwierdzano obecno$¢ mutacji poprzez sekwencjonowanie i analize
restrykcyjng. Aby przetestowacé stabilnos¢ markerow M2 i Me w czasie infekciji,
jeczmien siewny i komose ryzowsg infekowano dwoma nowymi mutantami, M2-RNA2-
BMV i M6-RNA2-BMV (Metody, rozdziat 3.2.1.2). W tym celu otrzymano metodg
transkrypcji in vitro czasteczki M2-RNA2 i M6-RNA2 oraz wtRNAI i RNA3, stosujac
jako matryce zliniowane EcoR\ plazmidy pM2-RNA21, pM6-RNA2, pBITP3 i
pB3TP7. Rosliny inokulowano WwtRNAI, mutantem RNA2 oraz wWtRNAS3,
zawieszonymi w buforze inokulacyjnym. Po 10 dpi objawy infekcji poréwnywano z
roslinami kontrolnymi, zainfekowanymi typem dzikim BMV (schemat eksperymentu
pokazano na rysunku 4.2). Stwierdzono, ze infekcyjno$¢ mutantdw M2-RNA2-BMV i
M6-RNA2-BMV nie odbiegata od infekcyjnosci wirusa typu dzikiego, poniewaz czas
wystepowania oraz nasilenie objawdéw chorobowych na zainfekowanych i zdrowych
rolinach byty podobne (Tabela 4.1). Aby okresli¢, czy markery M2 i Me nie ulegaja
rewersji do typu dzikiego, z zakazonych roslin izolowano catkowity RNA i stosowano
go jako matryce w reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem U*. Na bazie ssSDNA
otrzymywano wirusowy cDNA obejmujacy markery, ktory klonowano w wektorze
pDRIVE, a nastepnie sekwencjonowano i analizowano poprzez trawienia enzymami
rozpoznajacymi  markerowe miejsca restrykcyjne (Metody, rozdziat 3.2.1.2).
Stwierdzono stabilno$¢ markerow M2 i Me w trakcie infekcji, a mutanty M2-RNAZ2-
BMV i M6-RNA2-BMV uznano za zdatne do wykorzystania w eksperymencie
rekombinacyjnym.

Koncowym etapem otrzymywania wariantow BMV zawierajgcych markery w
genomowym RNA2 byta izolacja mutantow M2-RNA2-BMV, M34-RNA2-BMV i Me-
RNA2-BMV z zakazonego nimi jeczmienia. Preparaty wirusowe otrzymano zgodnie z

procedurg opisang w rozdziale 3.2.1.2.h Metod.
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4.1.2. Badanie homologicznej rekombinacji RNA zachodzacej pomiedzy
genomowymi czgsteczkami RNA2 BMV

Badania homologicznej rekombinacji pomiedzy RNA2 BMV prowadzono z
uzyciem mutantow BMV (M2-RNA2-BMV, M34-RNA2-BMV i M6-RNA2-BMV),
zawierajacych trzy warianty tej czasteczki (M2-RNA2, M34-RNA2 i M6-RNA2), z
markerami umiejscowionymi w rejonie kodujgcym. Markery wyznaczaty w RNA2 trzy
obszary, w ktorych mozliwa byta obserwacja procesu rekombinacji. Obszar pierwszy
pomiedzy mutacjami M2 i M3 obejmowat 571 nukleotyddéw (326 BamHI - 897
BamHI). Kolejny obszar o diugosci 811 nukleotydéw wyznaczaty mutacje M3 i M4
(897 BamHI - 1708 B~rEIl). Ostatni obszar, o diugosci 809 nukleotydow, byt
oskrzydlony przez mutacje M4 i Me (1708 B~rEIl - 2517 Nsil). Przeprowadzono dwie
serie koinokulacji: M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV i M34-RNA2-BMV / Me-
RNA2-BMV (schemat eksperymentu pokazano na rysunku 4.2, jednak zamiast
otrzymanych metodg transkrypcji in vitro genomowych czasteczek RNA BMV,
uzywano par wirusowych mutantéw, wyizolowanych wcze$niej z zakazonych roslin).
Podczas replikacji w ro$linie obydwa warianty RNA2 uzyte do koinokulacji mogty
stuzy¢ zaréwno jako donor jak i akceptor. Analiza restrykcyjna cDNA
odpowiadajgcego potomnemu RNA2 umozliwita obserwacje przetasowania markerdw,
bedacego efektem przeskoku rekombinacyjnego, oraz poznanie czestosci rekombinacji
w badanym rejonie oskrzydlanym przez dwa markery. Obliczajac czesto$¢
rekombinacji zakfadano, iz powstate rekombinanty byty rezultatem pojedynczego
przeskoku RdRp w obrebie badanego rejonu dwdch réznych wariantow RNA2.

Aby okresli¢, czy gospodarz lub ilos¢ cykli replikacyjnych wpltywa na czestosc¢
rekombinacji, zainfekowano dwa gatunki roslin: jeczmieni siewny i komose ryzowa. W
jeczmieniu, jako gospodarzu systemicznym, wirus replikuje i rozprzestrzenia sie bez
ograniczen w cafej roslinie, natomiast komosa wytwarza plamki nekrotyczne,

ograniczajac infekcje do pierwotnie zakazonych komorek.

4.1.2.1. Koinfekcje M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV

Po pojawieniu sie objawdéw infekcji (okoto 10 dpi), z zakazonych mutantami
M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV roélin izolowano catkowity RNA i metodg
odwrotnej transkrypcji ze starterem U* otrzymywano ssDNA, ktdéry stosowano jako
matryce w reakcji PCR ze starterami Ko5 i R2D lub Ko5 i R2F, oskrzydlajgcymi dwa
obszary RNA2, w ktérych badana byta rekombinacja. Produktem reakcji PCR byly
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fragmenty cDNA o dtugosci 1125pz lub 2260 pz (cDNA obejmujacy markery M2 i M3
lub M2, M3 i M4). cDNA ligowano do wektora pDRIVE, a otrzymane plazmidy
klonowano w komorkach E. coli. Z wybranych klonéw izolowano plazmidy i trawiono
enzymem EcoKl w celu wyselekcjonowania plazmidéw zawierajacych insert
odpowiedniej dtugosci. Wiasciwe klony trawiono restryktazami BamHI i BsrEIl w celu
okreslenia rozmieszczenia markerow w potomnych czasteczkach RNA2 i czestosci
homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych (Metody, rozdziat 3.2.1.3).

Infekcja BMV w komosie ryzowej nie przebiega w sposdb systemiczy, a jest
ograniczona jedynie do plamek nekrotycznych. W przypadku koinokulacji liscia
komosy dwoma mutantami, nie wszystkie plamki nekrotyczne zawierajg obydwa
warianty wirusowe, poniewaz brak jest przeptywu wirusowego RNA pomiedzy
poszczegOlnymi plamkami. Z tego powodu, przed przystgpieniem do klonowania,
cDNA uzyskany z 24 plamek nekrotycznych z liScia komosy zakazonej mutantami M2-
RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV poddano trawieniu BamHI i B/rEll. Analiza ta
wykazata, ze tylko w potowie plamek nekrotycznych obecne byly obydwa warianty
wirusowe. Pozostale plamki zawieraty tylko jednego z mutantbw BMV. Dalszej
analizie poddano cDNA uzyskany z RNA izolowanego dwdch podwdjnie
zainfekowanych plamek nekrotycznych (RNA z dwoch plamek potaczono przed reakcja
odwrotnej transkrypcji), klonujac go w wektorze pDRIVE. Rozktad markeréw M2
(BamHI) i M3 (BamHI) badano wsérdéd 39 klonéw cDNA. Analiza restrykcyjna
wykazata obecno$¢ 13 klonéw typu rodzicielskiego M2-RNA2, 16 klonéw typu
rodzicielskiego M34-RNA2, 2 zrekombinowane klony M234-RNA2 zawierajgce
obydwa markery oraz 8 zrekombinowanych klonéw odpowiadajgcych WtRNA2.
Czesto$¢ rekombinacji, rozumiana jako zawarto$¢ procentowa rekombinantow w
badanej probie, wynosita 26%. Czestos¢ rekombinacji homologicznej miedzy
markerami M3 (BamHI) i M4 (B™EIl) osiagneta warto$¢ 13%, co okre$lono na
podstawie analizy restrykcyjnej tych samych 39 klonéw zawierajagcych cDNA
odpowiadajgcy rejonowi RNA2 zawierajgcemu markery M2, M3 i M4. Sposrod
badanych klondw, 19 zawierato cDNA typu rodzicielskiego M2-RNA2 i 15 zawierato
cDNA typu rodzicielskiego M34-RNA2. 5 klonéw stanowity rekombinanty RNA2: 2

zawieraty marker M24, a 3 zawieraty marker M3 (Rysunek 4.3).
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ilo$¢ przebadanych klonéw

czasteczki B obejmujacycn region:
rodzicielskie: :
C;gi%enfﬁ'é' A | S TR B
\12-KN \2 PI 3 19 22 21 18 14
X P2 % 15 1 1 31 16
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. R3O 3 2 4
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R4 —ial=>
' * T trawienie BsIKTT

Rysunek 4.3. Homologiczna rekombinacja podczas koinfekcji M2-RNA2-BMV /
M34-RNA2-BMV

A -Rozmieszczenie markerdw w parze rodzicielskich wariantow M2-RNA2 i M34-RNA2 i w
czasteczkach potomnych. Podczas koinfekcji wskutek pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego moga
powstac czasteczki rodzicielskie (Pl i P2) oraz cztery typy rekombinantéw (R1-R4).

Markery oznaczono kolorem czerwonym, rejony kcxiujgce - zielonym, a niekodujgce — niebieskim.

B - Rozktad markeréw w wirusowym RNA2 wyizolowanym z roslin zakazonych parg M2-RNA2 i M34-
RNAZ2 oraz czestos¢ rekombinacji (czestos¢ rekombinacji dla RNA2 wyizolowanego z catego liscia
komosy szacowano dzielgc ilos¢ obserwowanych rekombinantéw przez potowe badanych klondéw,
poniewaz tylko 50% plamek nekrotycznych zawierata obydwa mutanty wirusowe).

C - Przyktadowa analiza restrykcyjna cDNA w 1% natywnym zelu agarozowym. Trawieniu enzymami
BamHI (M2 i M3) i BstEll (M4) poddano plazmid o dtugosci 6110 par zasad (pz.) ztozony z insertu w
postaci cDNA o dbugosci 2260pz obejmujacego trzy mutacje markerowe wprowadzone do RNA2 BMV
oraz wektora pDRIVE o dlugosci 3850pz. Wskutek trawienia restrykcyjnego BamHI (gérna czes$¢ zelu)
obserwowano fragmenty DNA o dtugosci: 227pz / 5883pz lub 2070pz / 4040pz (miejsce BamHI w
pDRIVE i M2, insert moze by¢ wligowany w dwoch orientacjach w stosunku do wektora), 799pz /
531 Ipz lub 1496pz / 4614pz (miejsce BamHI w pDRIVE i M3), 227pz / 572pz / 531 Ipz lub 1496pz /
572pz / 4042pz (miejsce BamHI w pDRIVE, M2 i M3). Po trawieniu restrykcyjnym BstEIl tych samych
klonéw (dolna cze$¢ zelu), obserwowano fragment DNA o dtugosci 6l1Opz (M4 - zliniowany plazmid)
lub niezliniowany plazmid (wt RNA2).

Marker dtugosci DNA oznaczono czerwonymi cyframi, czasteczki rodzicielskie oznaczono literami P1 i

P2. Rekombinanty oznaczono literami R1-R4.
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W podobny sposob przebadano wirusowy RNA2, obecny wsrdd catkowitego
RNA wyizolowanego z liscia komosy, zainfekowanej mutantami M2-RNA2-BMV /
M34-RNA2-BMV. Otrzymany na podstawie catkowitego RNA cDNA odpowiadajgcy
fragmentowi RNAZ2 zawierajagcemu markery M2, M3 i M4 klonowano w wektorze
pDRIVE i trawiono BamHI i BsrEIl. Czesto$¢ rekombinacji szacowano, dzielgc ilosé
obserwowanych zrekombinowanych klondw cDNA przez potowe wszystkich badanych
klonéw cDNA, poniewaz tylko 50% plamek nekrotycznych zawierata obydwa mutanty
wirusowe. Rekombinacja homologiczna w rejonie oskrzydlanym markerami M2 i M3
osiggneta warto$¢ 22%. Sposréd 36 przebadanych klondéw, 21 zawierato cDNA typu
rodzicielskiego M2-RNAZ2, 11 zawierato cDNA typu rodzicielskiego M34-RNA2 i po
2 klony zawieraty zrekombinowany M234-RNA2 i wtRNA2. W rejonie pomiedzy
markerami M3 i M4 obserwowano 21 klondw cDNA odpowiadajgcych rodzicielskiemu
M2-RNA2, 11 klonéw odpowiadajacych rodzicielskiemu M34-RNA2 oraz po dwa
zrekombinowane klony M3-RNA2 i M24-RNA2. Obserwowane rekombinanty
stanowity 22% wszystkich przeanalizowanych klonéw (Rysunek 4.3).

W jeczmieniu infekcja BMV przebiega w sposob systemiczny, tak wiec obydwa
warianty wirusowe, jezeli juz dostang sie¢ do komdrek gospodarza, rozprzestrzenig sie
bez ograniczen w catej roslinie. Aby pozna¢ czestos¢ homologicznej rekombinacji
zachodzacej pomiedzy markerami M2, M3 i M4 wprowadzonymi do RNAZ2, z
fragmentu liscia zakazonego jeczmienia izolowano catkowity RNA i na jego podstawie
otrzymywano cDNA odpowiadajacy pozadanemu fragmentowi RNAZ2. cDNA
klonowano w wektorze pDRIVE i trawiono enzymami rozpoznajagcymi markery M2,
M3 i M4. Stwierdzono, ze w rejonie miedzy markerami M2 i M3 rekombinacja
homologiczna zachodzita z czestoScig 17%. Po przeanalizowaniu 59 klonow
zawierajagcych cDNA odpowiadajacy temu rejonowi RNA2, stwierdzono obecno$¢ 18
klonéw odpowiadajacych rodzicielskiemu M2-RNA2 i 31 klondéw odpowiadajgcych
rodzicielskiemu M34-RNA2. 10 klonéw cDNA odpowiadato zrekombinowanemu
RNA2: 3 Kklony zawieraty markery M2 i M3, natomiast 7 - wWtRNA2. Efekty
homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych w rejonie miedzy markerami M3 i M4
obserwowano w 8 klonach cDNA na 38 przebadanych (po 4 dla rekombinantéow M3-
RNA2 i M24-RNA?2), a czestos¢ rekombinacji osiggneta 21%. Rodzicielskie czgsteczki
RNAZ2 reprezentowato 14 klonébw cDNA M2-RNA2 i 16 klonbw cDNA M34-RNA2
(Rysunek 4.3).

80






Wyniki

Mutanty M2-RNA2-BMV i M34-RNA2-BMV oskrzydlajg 1391-nukleotydowy
fragment RNA2 zawierajgcy markerowe miejsca restrykcyjne: M2 (326 BamHlI), M3
(897 BamHI) i M4 (1708 B.yr£ll). Dzieki obecnosci w tym rejonie trzech markerdw
mozna badaé, z jaka czestoscig zachodza dwukrotne przeskoki rekombinacyjne.
Wskutek dwoch  przeskokéw rekombinacyjnych moga powsta¢ dwa rodzaje
rekombinantéw: M23 i M4 (Rysunek 4.4).

czasteczki - B iloé¢ przebadanych klonéw
rodzic ie Iskie: obejmujacych region 1 i Il w:
czasteczki C.quinoa C.quinoa ;
M2-RNA2 potonme: lis¢ pl. nekr. H.sativum
wszystkie 36 39 38
\134-R\A2
4 R,1 1 1
. R,2 2 2 3
I |
badany region RNA2
czasteczki 2000
potomne- 1000
podwdjne 500
rekombinanty: 200
M2 M.3 H B
Ri2Sr
M23-RNA2
"t
M4-RNA2 Ri2
J 3ray4eiiie BstKll

Rysunek 4.4. Powstawanie podwoéjnych homologicznych rekombinantéw podczas
koinfekcji M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV

A -Rozmieszczenie markerow w rodzicielskich wariantach M2-RNA2 i M34-RNA2 i w podwdjnie
zrekombinowanych czgsteczkach potomnych (Rz2l i R22).

Markery i kierunek syntezy czgsteczek potomnych oznaczono kolorem czerwonym, rejony kodujace
RNA - zielonym, niekodujace - niebieskim.

B - llo$¢ podwojnych rekombinantéw posréd RNA2 wyizolowanego z rosdlin zakazonych parg M2-
RNAZ2 i M.34-RNA2.

C - Przykladowa analiza restrykcyjna cDNA w 1% natywnym zelu agarozowym. Trawieniu enzymami
BamHI (M2 i M3) i BstEIl (M4) poddano plazmid o dtugosci 61 10pz ztozony z insertu cDNA o dtugosci
2260pz, obejmujgcego trzy markery wprowadzone do RNA2 BMV oraz wektora pDRIVE o dtugosci
3850pz. Wskutek trawienia restrykcyjnego BamHI (gérna czes¢ zelu) obserwowano fragmenty cDNA o
dtugosci: 227pz / 5883pz lub 2070pz / 4040pz (miejsce BamHI w pDRIVE i M2, insert moze by¢
wligowany w dwoch orientacjach), 799pz / 531 Ipz lub 1496pz / 4614pz (miejsce BamHI w pDRIVE i
M3), 227pz / 572pz / 531 Ipz lub 1496pz / 572pz / 4042pz (miejsce BamHI w wektorze pDRIVE, M2 i
M3). Po trawieniu restrykcyjnym BstEIl tych samych klonéw (dolna cze$¢ zelu), obserwowano
fragmenty cDNA o dtugosci 61 I0pz (M4 - zliniowany plazmid) lub niezliniowany plazmid (wt RNA2).

Marker dtugosci DNA oznaczono czerwonymi cyframi, podwaéjne rekombinanty - literami Rzl i R22.
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Posrod 39 klonéw zawierajgcych cDNA obejmujacy markery M2, M3 i M4,
pochodzacych z RNA wyizolowanego z dwoch plamek nekrotycznych obecne byty 2
podwdjne rekombinanty. Analiza 36 klonbw RNA2 BMV powstatych na catym lisciu
komosy po koinokulacji wyzej wymienionymi mutantami BMV ujawnita obecno$¢ 3
podwdjnych rekombinantéw, podczas gdy posrod 38 klonbw RNA2 BMV
pochodzacych z zakazonego mutantami M2-RNA2-BMV i M34-RNA2-BMV

jeczmienia zaobserwowano 4 podwdjne rekombinanty.

4.1.2.2. Koinfekcje M34-RNA2-BMV / M6-RNA2-BMV

Aby poznaé¢ czestos¢ homologicznej rekombinacji RNA w rejonie RNA2
zawierajagcym markery M3, M4 i M6, jeczmien siewny i komose ryzowg koinfekowano
mieszaning, zawierajacg preparaty wirusowe M34-RNA2-BMV i M6-RNA2-BMV
(Metody, rozdziat 3.2.1.3). Po 10 dpi z zakazonych ro$lin izolowano catkowity RNA,
na bazie ktérego otrzymywano ssDNA odpowiadajacy RNA2, metoda odwrotnej
transkrypcji ze starterem sSDNA wykorzystywano nastepnie jako matryce w reakcji
PCR ze starterami 119 i U*, umozliwiajacymi amplifikacje fragmentu cDNA o dtugosci
1490pz, mieszczacego W sobie markery M4 i M6, lub ze starterami Ko5 i R2F,
oskrzydlajacymi obszar RNA2 o dtugosci 2260 pz, zawierajgcy markery M3 i M4 (ten
fragment cDNA analizowano jedynie w przypadku koinokulacji M34-RNA2-BMV /
M6-RNA2-BMV w jeczmieniu). cDNA klonowano w wektorze pDRIVE, a plazmidy
zawierajgce cDNA pozadanej dtugosci poddawano analizie restrykcyjnej enzymami
rozpoznajagcymi markerowe miejsca restrykcyjne (BamHI, BstEIIl i Nsil).

cDNA otrzymany z RNA izolowanego z 24 plamek nekrotycznych powstatych
wskutek koinfekcji M34-RNA2-BMV i M6-RNA2-BMV trawiono endonukleazami
BOtEII i Nsil rozpoznajgcymi markerowe miejsca restrykcyjne, w celu okreslenia, jaka
ich cze$¢ zawierata obydwa warianty wirusowe. Podobnie jak w przypadku koinfekcji
RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV, tylko 50% z plamek nekrotycznych powstato
wskutek zakazenia obydwoma mutantami. c¢cDNA uzyskany na podstawie RNA
wyizolowanego z dwoch podwojnie zainfekowanych plamek nekrotycznych klonowano
w wektorze pDRIVE, a nastepnie izolowano i poddawano analizie restrykcyjnej
enzymami BstEIl i Nsil. Wykazata ona, ze czesto$¢ rekombinacji homologicznej w
809-nukleotydowym rejonie pomiedzy markerami M4 (1708 B~rEI) 1 M6 (2517 Nsil)
osiggata wartos¢ 18%. Wynik ten uzyskano po przebadaniu 17 klonéw cDNA, spos$réd

ktorych po 7 zawierato cDNA odpowiadajacy czasteczkom rodzicielskich, natomiast
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trzy byly rekombinantami (2 zawieraly obydwie mutacje markerowe, jeden miat

sekwencje odpowiadajagcg WtRNA2, Rysunek 4.5).

czasteczki ilos¢ przebadanych klonéw
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Rysunek 4.5. Homologiczna rekombinacja podczas koinfekcji M34-RNA2-BMV /
M6-RNA2-BMV

A -Rozmieszczenie markeréw w parze rodzicielskich wariantow M34-RNA2 i M6-RNA2 i w
czasteczkach potomnych. Podczas koinfekcji w roslinie odtwarzane sg czasteczki rodzicielskie (Pl i P2).
Wskutek pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego powstajg cztery typy rekombinantéw (R1-R4).
Markery oznaczono kolorem czerwonym, rejony kodujace - zielonym, a niekodujgce — niebieskim.

B - Rozktad markeréw w wirusowym RNA2 wyizolowanym z ros$lin zakazanych parg M34-RNA2 i M6-
RNA2 oraz czesto$¢ rekombinacji (czestos¢ rekombinacji dla wirusowego RNA2 wyizolowanego z
catego liscia komosy szacowano dzielgc ilos¢ obserwowanych rekombinantdéw przez potowe wszystkich
badanych klonéw, poniewaz tylko 50% plamek nekrotycznych zawierata obydwa mutanty wirusowe).

C - Przykiadowa analiza restrykcyjna cDNA w 1% natywnym zelu agarozowym. Trawieniu enzymami
BstEIl (M4) i Nsil (M6) poddano poddano plazmid o ditugosci 5340pz ztozony z insertu cDNA o
dtugosci 1490pz obejmujacym dwie mutacje markerowe oraz wektora pDRIVE o dlugosci 3850pz.
Wskutek trawienia Nsil (gérna czes¢ zelu) obserwowano fragmenty DNA o dtugosci: 266pz / 1796pz /
3278pz lub 266pz / 2502pz / 2572pz (dwa miejsca Nsil w pDRIVE i M6, insert moze by¢ wligowany w
dwéch orientacjach). Po trawieniu BstEll tych samych klonéw (dolna cze$¢ zelu), obserwowano
zliniowany plazmid o dtugosci 5340pz (M4) lub plazmid niezliniowany (WtRNA2).

Marker dtugosci DNA oznaczono czerwonymi cyframi, czasteczki rodzicielskie - Pl i P2, rekombinanty

-R1 i R4.
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W kolejnym etapie badan analizowano wirusowy RNA2 wyizolowany z
catego liScia komosy zainfekowanego mutantami M34-RNA2-BMV / M6-RNA2-
BMV. Sposrdd 53 klonow cDNA w wektorze pDRIVE, odpowiadajgcych odcinkowi
RNA2 oskrzydlanemu przez markery M4 i M6, 28 zawierato typ rodzicielski M34-
RNA2 | 21 zawierato typ rodzicielski M6-RNA2. 4 klony zawieraty cDNA
odpowiadajgcy zrekombinowanemu RNA2 (3 klony typu M346-RNA2 i 1 klon typu
WtRNAZ2). Obliczono, iz czestos¢ rekombinacji pomiedzy markerami M4 i M6
wynosita 15% (iloS$¢ rekombinantéw dzielono przez potowe wszystkich badanych
klondw, gdyz 50% plamek nekrotycznych zawierata obydwa mutanty wirusowe.
Rysunek 4.5).

Nastepnie przebadano sklonowany w wektorze pDRIVE cDNA uzyskany w
reakcji RT-PCR na matrycy catkowitego RNA wyizolowanego z fragmentu liscia
jeczmienia (gospodarz systemiczny), koinfekowanego mutantami M34-RNA2-BMV i
M6-RNA2-BMV. Przeanalizowano 24 klony cDNA odpowiadajgcego fragmentowi
RNA2 miedzy markerami M3 i M4 i zaobserwowano obecno$¢ 11 klonéw typu
rodzicielskiego M34-RNA2, 7 klondéw typu rodzicielskiego M6-RNA2 oraz 6 klondw
odpowiadajacych zrekombinowanemu RNAZ2: 2 typu M36-RNA2 oraz 4 typu M4-
RNA2. Taki rozkfad mutacji markerowych w pokoleniu potomnym oznacza, iz
rekombinacja homologiczna miedzy markerami M3 i M4 wRNAZ2 zachodzita z
czestoscig 24%. Trawienie restrykcyjne BstEIl i Nsil 71 klonéw zawierajagcych cDNA
odpowiadajgcy rejonowi RNA2 pomiedzy mutacjami M4 i M6 wykazato, ze zawieraty
one 39 klonéw cDNA odpowiadajgcym rodzicielskim M34-RNA2, 22 klony cDNA
odpowiadajgce rodzicielskim M6-RNA2 oraz 4 klony reprezentujace zrekombinowany
M346-RNA2 i 6 klondéw reprezentujacych zrekombinowany wWtRNA2 (Rysunek 4.5).

Czestos¢ homologicznej rekombinacji RNA w tym eksperymencie osiggneta wiec 14%.

4.1.2.3. Kontrola aktywnos$ci rekombinacyjnej odwrotnej transkryptazy MMLV
oraz polimerazy DNA Taq

Aby upewnic sig, ze zaobserwowane rekombinanty nie powstajg podczas reakcji
RT-PCR, przeprowadzono eksperyment kontrolny. Zainfekowano jeczmien (dwie
osobne rosliny) mutantem M34-RNA2-BMV lub M6-RNA2-BMV. Po pojawieniu sie
symptomoéw choroby (10 dpi) wyizolowano z roslin catkowity RNA. Nastepnie
zmieszano ze sobg réwne ilosci RNA pochodzacego z kazdej z ro$lin i przeprowadzono

reakcje odwrotnej transkrypcji ze starterem U, stosujgc takie same warunki jak podczas

84






Wyniki

wyzej opisanych badan. Uzyskany ssDNA postuzyt nastepnie jako matryca w reakcji
PCR ze starterami 119 i U‘, umozliwiajgcymi amplifikacje fragmentu cDNA o dtugosci
1490pz, mieszczacego w sobie markery M4 i M6. Otrzymany cDNA klonowano w
wektorze pDRIVE i wyizolowane z klonéw 24 plazmidy zawierajgce pozadany cDNA
odpowiadajacy wirusowemu RNA2 poddano analizie restrykcyjnej enzymami B/rEII i
Nsil (markery M4 i M6).

- 1 tt triwienlt N,il
N kk ,3IIIIIIIIIII . 3000
3000 2000
2000 =
1 1500
1500
_____ 1000 1 1000
P2 P2 PI PI PI PI Pl PI PI PI PI PI P2 P2 PI P2 PI PI Pl PI PI PI P2 P2
.. eAcd
| | | I |
I I ni , |
trawienie BstKII trawienie RstKIl

Rysunek 4.6. Kontrolna aktywnos$ci rekombinacyjnej MMLV RT oraz polimerazy
DNA Taq

Kontrolng RT-PCR prowadzono z uzyciem matryc bedacych mieszaning catkowitego RNA izolowanego
z dwoch roslin, osobno zakazonych mutantami M34-RNA2- lub M6-RNA2-BMV. cDNA klonowano i
analizowano restrykcyjnie, a rezultat obserwowano w 1% natywnym zelu agarozowym. Trawieniu
enzymami BstEIl (M4) i Nsil (M6) poddano plazmid o diugosci 5340pz ztozony z insertu w postaci
cDNA o dhugosci 1490pz, obejmujacego dwie mutacje markerowe oraz wektora pDRIVE o dtugosci
3850pz. Wskutek trawienia Nsil (gérna czes¢ zelu) powstaty fragmenty DNA o dbugosci: 266pz / 1796pz
/ 3278pz lub 266pz / 2502pz / 2572pz (dwa miejsca Nsil w pDRIVE i M6). Po trawieniu tych samych
klonéw enzymem BstEIll (dolna czes$¢ zelu), obserwowano fragmenty DNA: zliniowany plazmid o
dtugosci 5340pz (M4) lub niezliniowany plazmid (WtRNA?2).

Marker dtugosci DNA oznaczono czerwonymi cyframi, czasteczki rodzicielskie - literami Pl (M34-

RNA2) i P2 (M6-RNAZ2), czgsteczek zrekombinowanych nie zaobserwowano.

Po przeanalizowaniu produktéw trawienia stwierdzono, ze ws$rdd badanych
klonbw cDNA obecne byly tylko czasteczki odpowiadajgce rodzicielskim RNA2 (17
klondbw typu M34-RNA i 7 klonébw typu M6-RNA2). Nie zaobserwowano
rekombinantow. Wynik ten dowodzi, ze podczas RT-PCR nie dochodzi do
rekombinacji homologicznej i ze reakcja ta nie zmienia sekwencji markeréw (Rysunek
4.6).
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4.1.3. Otrzymanie serii mutantow 0-RNAL1-BMV zawierajgcych markery w
genomowych czasteczkach RNAI

Aby dowiedzie¢ sie, z jaka czestoscig zachodzi homologiczna rekombinacja
RNA pomiedzy czasteczkami RNAI BMV i dokona¢ poréwnania z pozostatymi
segmentami genomu wirusa, przygotowano serie¢ mutantow 0-RNA1-BMV. Mutacje do
cDNA odpowiadajgcego RNAI BMV, zawartego w plazmidzie pBITP3, wprowadzono
inng metodg niz w przypadku wczesniej opisanych mutantéw serii M-RNA2-BMV.
Polegata ona na amplifikacji PCR catych plazmidéw przy pomocy dwdch, wzajemnie
komplementarnych starterow wprowadzajgcych substytucje, bez potrzeby wycinania i
ponownego ligowania modyfikowanych sekwencji. W reakcji PCR wykorzystywano
polimeraze DNA Pfu o wysokiej precyzji kopiowania, wynikajgcej z aktywnosci 3'—>5'
egzonukleazowej tego enzymu {proofreading activity). Zastosowanie tego enzymu
znacznie zmniejszyto ryzyko wprowadzenia dodatkowych substytucji do cDNA
odpowiadajgcego wirusowemu RNAIL W po reakcji PCR powstata mieszanina
plazmidow, w sktad ktérej wchodzity niezmutowane czasteczki matrycowe (plazmidy
izolowane z bakterii, posiadajgce metylowane zasady) oraz niemetylowane, zmutowane
czasteczki potomne. Mieszanine te poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego Dpnl,
specyficznie rozpoznajacego zmetylowane sekwencje, i w ten sposob selektywnie
degradowano plazmidy matrycowe pochodzenia bakteryjnego. W rezultacie trawienia
Dpnl w mieszaninie reakcyjnej pozostaty tylko powstate podczas PCR, niemetylowane
plazmidy zawierajace zmutowany cDNA RNAI, ktérymi transformowano komorki
kompetentne E. coli. Z bakterii izolowano plazmidy i potwierdzano obecnosé
wprowadzonych mutacji poprzez sekwencjonowanie i analize restrykcyjng
endonukleazami rozpoznajgcymi markerowe miejsca restrykcyjne (Metody, rozdziat
3.2.1.1.b-f).

Poczatkowo zaprojektowano cztery mutanty RNAI BMV z markerami w
kodujacych rejonach czagsteczki. Stanowity je synonimiczne substytucje tworzace
miejsca restrykcyjne  w cDNA RNAI, niezmieniajgce kodowanej informacji
genetycznej (Rysunek 4.1). Marker 02 w pozycji 217 cDNA plazmidu p02-RNAI,
zawierajgcego RNAI stanowito miejsce restrykcyjne BstBI utworzone przez substytucje
221 C—"A. Substytucje wprowadzono opisang wyzej metoda PCR z polimerazg DNA
Pfu, wykorzystujagc dwa mutagenizujace, wzajemnie komplementarne startery ANB i
ANC, hybrydyzujace do cDNA pomiedzy nukleotydami 206-237.
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Marker 04 - miejsce restrykcyjne - wprowadzono do cDNA w pozycji
990 dzieki substytucji 992 T—»C. Zawierajacy go plazmid, p04-RNAI, powstat poprzez
amplifikacje PCR plazmidu pBITP3 z parg komplementarnych mutagenizujgcych
starterow AN3 i AN4, hybrydyzujacych do cDNA pomiedzy nukleotydami 978 - 1007,

Marker 05 uzyskano przez dwie substytucje (2183 G—"A i 2186 C—») tworzace
w cDNA RNAI miejsce restrykcyjne BglU w pozycji 2183. W tym celu plazmid
pBITP3 amplifikowano metodg PCR z udzialem polimerazy DNA PJu oraz wzajemnie
komplementarnych mutagenizujgcych starterow AN5 i ANG6, hybrydyzujacych do
pBITP5 w pozycji 2181 - 2201. W ten sposéb powstat plazmid pO5-RNAL.

Marker 08 stanowito miejsce restrykcyjne Bglll w pozycji 2933, wprowadzone
do cDNA RNAI dzieki substytucjom 2933 T—>A i 2937 T~C. Plazmid z markerem
08, p08-RNAI, uzyskano przez manmozenie metodg PCR plazmidu pBITP3 z
komplementarnymi do siebie, mutagenizujgcymi starterami, hybrydyzujacymi do
matrycy pomiedzy nukleotydami 2918 i 2952.

Aby zweryfikowac wczesniejsze obserwacje dotyczace niestabilno$ci mutacji w
niekodujacych koncach genomowych czasteczek RNA2, postanowiono wprowadzi¢
rowniez po jednym markerze do 3' i 5° UTROw rejonach 3' i 5° RNAI BMV. Marker
Ol, znajdujacy sie w niekodujgcym rejonie 5° RNAI, stanowito miejsce restrykcyjne
BstBI utworzone w pozycji 30 cONA RNAI przez dwie substytucje nukleotydowe: 30
G—>T i 35 C—>A. Zawierajacy je plazmid pOI-RNAI powstat wskutek reakcji PCR z
parg komplementarnych, mutagenizujacych starteréw ANIla i ANIb, hybrydyzujacych
do pBITP3 pomiedzy nukleotydami 17 i 49.

Potozony w niekodujgcym rejonie 3' RNAI marker 07 wprowadzono dzieki
substytucjom: 3007 C—>G i 3009 G—»A i byto to miejsce restrykcyjne BMBI w pozycji
3004 cDNA. Plazmid pO07-RNAI powstat w reakcji PCR z parg komplementarnych do
siebie, mutagenizujacych starterow AN7 i AN8, hybrydyzujacych do matrycy pBITP3
pomiedzy nukleotydami 2991 i 3024. Potozenie markerowych mutacji w serii mutantéw
0-RNAI pokazano na rysunku 4.7 oraz w tabeli 4.2.

Otrzymane metodg PCR plazmidy trawiono enzymem restrykcyjnym Dpnl a
nastepnie klonowano w komorkach E. coli. Obecno$¢ w plazmidach markera
antybiotykowego (gen y”laktamazy) umozliwita selekcje transformowanych klonéw
bakteryjnych podczas hodowli na pozywce zawierajgcej ampicyline. Z wybranych

klonéw izolowano plazmidy i ich sekwencje analizowano w celu potwierdzenia
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obecnosci markeréw. Tg metoda otrzymano plazmidy pOI-RNAI, p02-RNAI p04-
RNAI, p05-RNAI, pO07-RNAI i p08-RNAI (Metody, 3.2.1.1.b-f).

(o]
Bstitl . .
la substytucje: pozycja:
ni .PMAI L - y
wt glltcgac 30 - 35
02 mut: TtcgaA
BstKI
n"™_PMA1 \
I wt ttcgca 217 - 222
0.1 - mut: ttcgAa
Bglll
04 wt, aaattt 511 - 517
mut: aoatct
BstBI
I wt tttgaa 990 - 995
05 - mut: ttCgaa
Bglll
wit: ggacct 2183 - 2188
06 mut: gaTct
BsiBI
wt: ctcaaa 1472 - 1477
mut: TtcOaa
BstBI W
i
1 wt: ttccag 3004 - 3009
OK ttcOaA
Bglll o
O08-RNA1
wt  tgattt 2933 - 2938

mut: AgatCt

Rysunek 4.7. Rozmieszczenie markerdw w serii mutantéw O-RNAI

Po lewej stronie rysunku przedstawiono nazwy poszczeg6lnych mutantdbw RNAI, po prawej stronie
podano sekwencje typu dzikiego oraz sekwencje zawierajace substytucje tworzgce markerowe miejsce
restrykcyjne wraz z ich potozeniem. Substytucje oznaczono ttustym drukiem.

Rejon kodujacy oznaczono kolorem zielonym, rejon niekodujacy — niebieskim, strukture kap - zéttym,

markerowe miejsca restrykcyjne - czerwonym.

Aby sprawdzi¢, czy wprowadzone markery nie zanikajg podczas infekcji w
roslinie oraz czy nie wptywajg na cykl replikacyjny wirusa, przeprowadzono inokulacje
komosy ryzowej oraz jeczmienia siewnego (Metody, rozdziat 3.2.1.2). W tym celu
plazmidy pOI-RNAI, p02-RNAI p04-RNAI, p05-RNAI, pO07-RNAI i pO8-RNAI
trawiono restrykcyjnie fcoRI, aby otrzymaé odpowiednie matryce do rekgcji

transkrypcji in vitro. Poszczegdlne transkrypty serii 0-RNA1-BMV #gczono z wtRNA2
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I WtRNA3, uzyskanymi metodga transkrypcji in vitro na matrycach stanowionych przez
zliniowane EcoRI plazmidy pB2TP5 i pB3TP7 (tabela 4.2). Mieszaning zmutowanych
RNAI, wtRNA2 i wtRNA3 w buforze inokulacyjnym inokulowano jeczmien siewny i
komose ryzowa. Rosliny kontrolne zakazano typem dzikim BMV. Po okoto 10-dniowej
inkubacji zakazonych roélin w szklarni obserwowano objawy infekcji i poréwnywano z

roslinami kontrolnymi (schemat eksperymentu pokazano na rysunku 4.2).

Tabela 4.2. Potozenie markerowych mutacji, czas po ktérym pojawity sie objawy
infekcji na zakazonych ro$linach, ilos¢ plamek nekrotycznych powstatych na

lisciach komosy oraz stabilno$¢ mutantéw serii O-RNAI

mutant sktad mieszaniny nazwa marker” iloé¢ plamek  czas rozwoju  stabilno$é mutacji
BMV inokulacyjnej’ markera nekrotycznych infekcji markerowych”

ol- 01-RNAI
RNAI- WtRNA2, ol 30 BstBlI 35 9 dni niestabilna
BMV wt RNA3

02- 02-RNAI
RNAI- WtRNA2, 02 217 BstBI - 10 dni mutant nieinfekcyjny
BMV wt RNA3

03- 03-RNAI
RNAI- WtRNAZ2, 03 511 Bglll 28 10 dni stabilna
BMV wt RNA3

04- 04-RNA1
RNAI- WtRNAZ2. 04 990 BstBlI 25 9 dni stabilna
BMV wt RNA3

05- 05-RNAI
RNAI- WtRNAZ2, (015 2183 Bglll - 10 dni mutant nieinfekcyjny
BMV wt RNA3

06- 06-RNAI
RNAI- WtRNAZ2, 06 1472 BstBI 27 10 dni stabilna
BMV wt RNA3

07- 07-RNAI
RNAI- WtRNAZ2, o7 3004 BstBI 38 9 dni niestabilna
BMV wt RNA3

08- 08-RNAI
RNAI- WtRNA2, 08 2933 Bglll 24 10 dni stabilna
BMV wt RNA3

wt RNAI
WT WtRNAZ2, nie dotyczy 36 9 dni nie dotyczy
wt RNA3

‘ Poniewaz genom BMV skiada sie z trzech segmentéw, roéliny inokulowano zsyntetyzowanymi in vitro
trzema komponentami genomu.

" Nowoutworzone miejsce restrykcyjne.

A Stabilno$¢ mutacji markerowych potwierdzono sekwencjonujgc cDNA RNAI otrzymany z
catkowitego RNA wyizolowanego z 3-4 roélin jeczmienia i 3-4 plamek nekrotycznych powstatych na

komosie po zakazeniu poszczeg6lnymi mutantami wirusowymi.
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W przypadku wirusowych mutantow 01-, 03-, 07- i 08-RNA1-BMV, czas
pojawienia sie oraz iloS¢ objawdw chorobowych na zainfekowanych ro$linach nie
odbiegat od typu dzikiego wirusa. Jednak mutanty 02- i 05-RNA1-BMV nie byly
zdolne do wywotania infekcji, co wskazuje, ze wprowadzone mutacje, mimo ze nie
zmieniaty sekwencji aminokwasowej kodowanych biatek, byty dla wirusa letalne
(Tabela 4.2). Poniewaz konstrukty te nie nadawaty sie do dalszych badan, stosujac
opisang wyzej metodyke przygotowano dwa nowe warianty RNAI BMV: 03-RNAI |
06-RNA1 (Metody, rozdziat 3.2.1.1.b-0.

Pierwszy z nich otrzymano, wprowadzajac do plazmidu pBITP3 markerowe
miejsce restrykcyjne Bglll w pozycji 511 (03) stworzone przez dwie substytucje: 512
A—>G i 515 T—>C. Zawierajacy je plazmid, pO3-RNAI, powstat w reakcji PCR z
polimeraza DNA Pfu i parg wzajemnie komplementarnych mutagenizujacych starteréw
RIA i RIB, hybrydyzujacych z matrycgpBITP3 pomiedzy nukleotydami 496 i 531.

Ostatni mutant, 06-RNAI, posiadat marker w postaci miejsca Bglll w pozycji
2933 cDNA RNAI (marker 06), utworzony przez dwie substytucje: 2933 T—»A i 2937
TAC. Marker 06 zawarty byt w plazmidzie p06-RNAI, powstatym w reakcji PCR z
parg wzajemnie komplementarnych starterow RIE i RIF, hybrydyzujacych do
plazmidu pBITP3 pomiedzy nikleotydami 2918 i 2952.

Plazmidy klonowano w komorkach E. coli, a nastepnie potwierdzano obecno$¢
mutacji poprzez sekwencjonowanie i analize restrykcyjng enzymami rozpoznajgcymi
markery. Aby otrzyma¢ wirusowy RNA, plazmidy trawiono EcoRIl i uzywano jako
matryc w reakcji odwrotnej transkrypcji. Uzyskany RNAI mieszano z typem dzikim
RNA2 i RNA3 oraz buforem do inokulacji i uzywano do inokulacji jeczmienia
siewnego i komosy ryzowej (Metody, rozdziat 3.2.1.2). Infekcyjno$¢ mutantow
wirusowych okres$lono zakazajac rosliny i poréwnujac objawy i czas infekcji z typem
dzikim BMV. Stwierdzono, ze nowe mutanty 03-RNA1-BMV i 06-RNA1-BMV oraz
typ dziki BMV wywotujg w roslinie rownie silne objawy chorobowe (tabela 4.2).

Kolejnym krokiem w ocenie przydatnosci serii 0-RNA1-BMV do dalszych
badan byto potwierdzenie stabilnosci wprowadzonych do RNAI mutacji w trakcie
infekcji w roslinach. W tym celu z roslin zakazonych mutantami serii 0-RNA1-BMV
izolowano catkowity RNA i na jego bazie prowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji
ze starterem U*. ssDNA postuzyt nastepnie jako matryca w reakcji PCR ze starterami
obejmujacymi markery (doktadny opis znajduje sie w rozdziale 3.2.1.2.c-g). Uzyskany

cDNA klonowano w wektorze pDRIVE, a otrzymane plazmidy sekwencjonowano i
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analizowano trawigc endonukleazami rozpoznajgcymi markerowe miejsca restrykcyjne.
Stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku RNA2, mutacje w rejonie kodujgcym
czasteczki (03, 04, 06, 08) sg stabilne, natomiast mutacje w 3' i 5’UTR RNAI (01 |
07) zastapione zostaty sekwencjg wtRNAL

Ostatnim krokiem otrzymywania wariantbw BMV zawierajgcych markery w
genomowych czasteczkach RNAI byfa izolacja mutantéw 03-RNA1-BMV, 06-RNAI-
BMV i 08-RNAI-BMV z zakazonego nimi jeczmienia. Preparaty wirusowe otrzymano

zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.2.1.2.h Metod.

4.1.4. Badanie homologicznej rekombinacji RNA zachodzgcej pomiedzy
genomowymi czgsteczkami RNAI BMV

Do badan homologicznej rekombinacji zachodzacej pomiedzy czasteczkami
RNAI BMV uzywano mutanty wirusowe 03-RNA1-BMV, 06-RNA1-BMV i 08-
RNAI-BMV. Zawieraty one nastepujgce markery w cDNA odpowiadajgcym rejonowi
kodujgcemu biatko la w RNAI: 03 w postaci miejsca restrykcyjnego Bglll w pozycji
511, 06 w pozycji 1472 w postaci miejsca restrykcyjnego BstBl oraz 08 w postaci
miejsca restrykcyjnego Bglll potozonego w pozycji 2933 (Rysunek 4.7). Markery
dzielity RNAI na dwa obszary umozliwiajgce obserwacje badanego procesu: pierwszy
z nich oskrzydlaty mutacje 03 i 06 i obejmowat 961 nukleotydéw a drugi, o dtugosci
1461 nukleotydoéw, wyznaczaty mutacje 06 i 08. Uzywajac mutantdw wirusowych,
przeprowadzono dwa rodzaje koinokulacji jeczmienia: 03-RNAI-BMV / 06-RNAI-
BMV i 06-RNA1-BMV / 08-RNA1-BMV, w czasie ktorych obydwa warianty RNAI
mogty stuzy¢ zaréwno jako donor jak i jako akceptor (schemat eksperymentu pokazany
na rysunku 4.2, jednak zamiast otrzymanych metodg transkrypcji in vitro genomowych
czasteczek RNA BMV, uzywano dwoch wariantdw wirusa, ktore wczesniegj

wyizolowano z zakazonych roslin).

4.1.4.1. Koinfekcje 03-RNA1-BMV / 06-RNA1-BMV

Jeczmien siewny infekowano mieszaning preparatéw dwoch wariantéw wirusa
(03-RNA1-BMV i 06-RNA1-BMV), po czym hodowano w szklarni przez dziesie¢
dni. Po pojawieniu sie objawéw infekcji, z zakazonych roélin izolowano catkowity
RNA. Stuzyt on jako matryca w reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem 1*
Uzyskany ssDNA wykorzystywano w reakcji PCR, w rezultacie ktorej otrzymywano
cDNA obejmujacy 961-nukleotydowy rejon RNAI pomiedzy markerami 03 i 06. W
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reakcji PCR zastosowano startery ANB i sek3.2, amplifikujgce fragment cONA RNAI
0 dlugosci 1475pz. Uzyskany cDNA klonowano w wektorze pDRIVE i plazmidy
wyizolowane z wybranych klondw trawiono restrykcyjnie EcCoRIl w celu wylonienia

konstruktow, zawierajagcych cDNA o wiasciwej dtugosci (Metody, rozdziat 3.2.1.2).

czasteczki czasteczki ilos¢
rodzic ielskie: B potomne  pizebadanycti
0.3 koondw:
()3_KN.\I 77 PI 16
x Pl 40
06
Of>-RN.\I | RI 5
R2 2
czasteczki 1 czestosc: 11%
potomne;
(03-RNAI 03 _
Weess  mMMMMmMMM  ¢_i000
06-RN.\I cilo r2
03 1
1
Pl pyfz p: P] P3Jr R1 P=>"2" Pl P2
036-RNAI
wt-RNAI C-. Kz trawienie Bf>11 2!

Rysunek 4.8. Homologiczna rekombinacja podczas koinfekcji 03-RNA1-BMV /
06-RNA1-BMV

A -Rozmieszczenie markeréw w parze rodzicielskich wariantéw 03-RNA1 i 06-RNA1 i w czgsteczkach
potomnych. Podczas koinfekcji w roslinie wskutek pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego moga
powstacé czasteczki rodzicielskie (Pl i P2) oraz rekombinanty R1 i R2.

Mutacje markerowe oznaczono kolorem czerwonym, rejony kodujace RNAI - zielonym, a niekodujace -
niebieskim.

B - Rozktad markeréw w RNAI wyizolowanym z roslin zakazonych parg03-RNAI- i 06-RNA1-BMV.
C - Przyktadowa analiza restrykcyjna cDNA w 1% natywnym zelu agarozowym. Trawieniu enzymami
Bgll (03) i BstBl (06) poddano plazmid o dtugosci 5325pz ztozony z insertu w postaci cDNA o dtugosci
1475pz, obejmujgcego dwa markery wprowadzone do RNAI BMV oraz wektora pDRIVE o dtugosci
3850pz. Po trawieniu restrykcyjnym Bgll (dolna cze$¢ zelu) powstawat zliniowany plazmid o ditugosci
5325pz (03) lub plazmid pozostat niezliniowany (WtRNAJY). Po trawieniu restrykcyjnym tych samych
klonéw enzymem BstBI (gérna czes¢ zelu), obserwowano fragmenty DNA o dtugosci 407+pz i 1254pz
(06 oraz dodatkowe miejsce restrykcyjne BstBl wprowadzone przez starter podczas RT-PCR) lub
zliniowany plazmid (wt RNAI, dodatkowe miejsce restrykcyjne BstBl wprowadzone podczas RT-PCR).
Marker dtugosci DNA oznaczono czerwono, czasteczki rodzicielskie - literami P} i P2 rekombinanty -

literami Rt i R2.
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Klony zawierajagce cDNA odpowiadajgcy rejonowi RNAI obejmujacemu
markery 03 i 06 poddano trawieniu Bglll i fis/Bl - enzymami rozpoznajgcymi
markerowe miejsca restrykcyjne. Analiza produktow trawienia wykazata, ze posrdd 63
przebadanych klonéw cDNA RNAI wyizolowanego z jeczmienia zakazonego parg
mutantow 03-RNA1-BMV i 06-RNA1-BMV, obecnych byto 16 klonéw cDNA typu
rodzicielskiego 03-RNA1, 40 klonéw cDNA typu rodzicielskiego 06-RNAI, 5
rekombinantéw typu 036-RNAI zawierajagcych obydwa markery oraz 2 rekombinanty
typu dzikiego RNAI bez markeréw (Rysunek 4.8). Czesto$¢ rekombinacji, czyli

zawartos¢ rekombinantéw w catkowitej iloci przebadanych klonéw, wynosita 11%.

4.1.4.2. Koinfekcje 06-RNA1-BMV / 08-RNA1-BMV

Aby okreslic czestos¢ homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych
zachodzacych pomiedzy genomowymi czasteczkami RNAI BMV w  1461-
nukleotydowym rejonie pomiedzy markerami 06 i 08, jeczmien koinfekowano dwoma
wirusowymi wariantami 06-RNA1-BMV i 08-RNA1-BMV. Rosliny hodowano w
szklani przez okoto dziesie¢ dni, po czym z fragmentu liscia izolowano catkowity
RNA. Na bazie wyizolowanego RNA przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji
ze starterem 1st, a uzyskany ssDNA uzywano z kolei jako matryc w reakcji PCR, ze
starterami 1* i AN3, amplifikujgcymi fragment cDNA o diugosci 2270pz. Tg droga
uzyskano cDNA odpowiadajacy badanemu rejonowi RNAI, zawierajgcemu markery
06 i 08. cDNA klonowano w wektorze pDRIVE, izolowano plazmidy z wybranych
klonéw i trawiono je EcoRI w celu wytonienia klonbw cDNA o odpowiedniej dtugosci.
Docelowe plazmidy trawiono restrykcyjnie Bglll i BsrBIl, aby pozna¢ rozkiad
markerow w potomnych czgsteczkach RNAI BMV (Metody, rozdziat 3.2.1.2). Ogdtem
przeanalizowano 55 klonéw cDNA, spo$rod ktorych 26 stanowito typ rodzicielski 06-
RNAI, 14 - typ rodzicielski 08-RNAI, 15 zawierato zrekombinowany cDNA, z czego
6 stanowity rekombinanty typu 068-RNAI posiadajace obydwa markery, oraz 9 byty
to rekombinanty typu dzikiego RNAI (Rysunek 4.9). Czesto$¢ rekombinacji, w 1461-
nukleotydowym odcinku RNAI pomiedzy markerami 06 i 08 wyniosta 27%.
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czasteczki : ilogé
rodzic ielskie: B czasteczki pizebadanych
potomne klonow
Of.-K\AI PI 26
X Pl 14
08
08-KN \I RI 6
R2 9
czasteczki czestos¢: 27%
potomne:
o8 ,
1 .o .
06-KN Al N trajjeninsIBM A 4
) of -~ ™ 2000
1500
1000
OX-K\ Al 06 08 P2 750
1 1 R2 I'I Rl P2IM 152 2 P22 N R2IM
068-RNAI RI | I **1
R2 =4
wt-RNAI trawienie Bgll -

Rysunek 4.9. Homologiczna rekombinacja podczas koinfekcji 06-RNA1-BMV /
08-RNA1-BMV

A - Rozmieszczenie markeréw w parze rodzicielskich wariantow O06-RNAIl i 08-RNAl1 i w
czasteczkach potomnych. Podczas koinfekcji odtwarzane sg czasteczki rodzicielskie (P1 i P2), wskutek
pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego moga tez powsta¢ rekombinanty RI i R2.

Markery oznaczono kolorem czerwonym, rejony kodujace RNAI - zielonym, a niekodujace -
niebieskim.

B - Rozktad markeréw w RNAI wyizolowanym z ro$lin zakazonych parg wariantow 06-RNA1- i 08-
RNA1-BMV.

C - Przykitadowa analiza restrykcyjna wirusowego cDNA w 1% natywnym Zzelu agarozowym. Trawieniu
enzymami BstBI (marker 06) i Bglll (marker 08) poddano plazmid o dtugosci 6124pz ztozony z insertu
w postaci wirusowego cDNA o diugosci 2270pz obejmujacego dwie mutacje markerowe oraz wektora
pDRIVE o dtugosci 3850pz. Wskutek trawienia BstBl (dolna czes$¢ zelu) obserwowano fragmenty DNA
o dhtugosci: 5645pz i 479pz (06 oraz dodatkowe miejsce restrykcyjne BstBl wprowadzone przez starter
podczas RT-PCR) lub zliniowany plazmid o dlugosci 6124pz (wt RNAI oraz dodatkowe miejsce
restrykcyjne BstBI podczas RT-PCR). Skutkiem trawienia tych samych klonéw Bglll (gérna czes¢ zelu),
obserwowano zliniowany plazmid o dtugosci 6124pz (08) lub plazmid niezliniowany (typ dziki RNAI).
Marker dtugosci DNA oznaczono czerwonymi cyframi, czagsteczki rodzicielskie oznaczono Pl i P2,

rekombinanty RI i R2.
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4.1.5. Obserwowana i rzeczywista czestos¢ rekombinacji

Mutanty genomowych czasteczek RNA2 i RNAI BMV zawieraty markery w
postaci miejsc restrykcyjnych, uwidaczniajgce homologiczne przeskoki rekombinacyjne
zachodzace pomiedzy dwoma réznymi wariantami tej samej czasteczki RNA. Podczas
infekcji w roslinie zachodzg takze homologiczne przeskoki rekombinacyjne pomiedzy
tymi samymi wariantami, jednak obserwacja rekombinantéw jest niemozliwa ze
wzgledu na brak réznic miedzy czasteczkami rodzicielskimi i zrekombinowanymi. W
niniejszym rozdziale przedstawiono rozwazania nad rzeczywista czestoscig
rekombinacji z uwzglednieniem wszystkich rekombinantow powstatych wskutek
pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego oraz wptywu aktywnosci replikacyjnej

poszczegblnych wariantéw rodzicielskich na proces rekombinacji.

B
Mutl e - c|lo Mut2
- Mut2 Mutl
Mutl/2 cJjo Mut1
D
VS
Mutl — cllo Mut2
- Mutl - cjO Mut2
Mutl Mut2

Rysunek 4.10. Cztery typy rekombinantow powstajgcych podczas infekcji rosliny

dwoma wariantami czasteczki BMV zawierajgcymi rézne mutacje markerowe

A - BMV RdRp rozpoczyna replikowa¢ na czgsteczke Mutl, po czym przeskakuje na Mut2, syntetyzujac
rekombinanta Mutl/2,

B - RdRp rozpoczyna synteze Mut2 i przeskakuje na czasteczke Mutl, tworzac rekombinanta Mut2/1,

C - RdRp rozpoczyna synteze czasteczki Mutl po czym przeskakuje na inng czasteczke Mutl, wskutek
czego odtworzona zostaje czasteczka Mutl,

D - RdRp rozpoczyna synteze czasteczki Mut2 po czym przeskakuje na inng czasteczke Mut2, wskutek
czego odtworzona zostaje czgsteczka Mut2.

Markery oraz kierunek syntezy oznaczono kolorem czerwonym, niekodujace rejony - niebieskim,

kodujace - zielonym.
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W sytuacji idealnej obydwa mutanty wirusowe uzyte w eksperymencie majg
takie same zdolnosci replikacyjne i akumulacyjne. Dla uproszczenia, pierwszego
mutanta oznaczono jako Mutl (marker na koncu 5°) a drugiego jako Mut2 (marker na
koncu 3’). W czasie infekcji z tym samym prawdopodobiefnstwem moga powstaé cztery
typy rekombinantéw (Rysunek 4.10). Pierwszy z nich zostanie utworzony, gdy BMV
RdRp rozpocznie replikowa¢ na czasteczke Mutl po czym przeskoczy na czasteczke
Mut2, syntetyzujgc rekombinanta Mutl/2 (bez mutacji markerowych). Drugi
rekombinant Mut2/1 (zawierajgcy obydwa markery) bedzie efektem rozpoczecia
syntezy przez RdRp na matrycy Mut2 i przeskoku na czasteczke Mutl. Trzeci i czwarty
typ rekombinantéw powstaje, gdy RdRp rozpocznie synteze czasteczki Mutl lub Mut2
po czym przeskoczy na inng czasteczke RNA tego samego typu (odpowiednio Mutl
lub Mut2), wskutek czego odtworzona zostaje czasteczka rodzicielska. Analiza
rozmieszczenia markerowych mutacji w potomnym RNA umozliwia identyfikacje
okoto 50% rekombinantéw, a rzeczywista czesto$¢ rekombinacji (cCRF) bedzie okoto
dwukrotnie wieksza od czestosci obserwowanej (oRF). Ponadto w czasie infekcji moze
doj$¢ do wielokrotnych przeskokow rekombinacyjnych, tak wiec podwojona oRF
reprezentuje minimalng wartos¢ jakg moze przyjac cRF.

W czasie koinfekcji w roslinie dwa wirusowe mutanty zwykle nie akumulowaty
sie na idealnie rownym poziomie. W takim wypadku cRF nie moze by¢ obliczona jako
zwykte podwojenie wartosci jaka osigga oRF. Nalezy obliczy¢ prawdopodobienstwo
kazdego przeskoku rekombinacyjnego w oparciu o rozktad czagsteczek wirusowych w
pokoleniu potomnym (sposrod N klonéw cDNA reprezentujacych calg populacje
badanego RNA nalezy eksperymentalnie oznaczy¢ ilos¢ Mutl, Mut2, Mutl/2 i Mut2/1
- odpowiednio Ni, N2, N]a i N2/1). W ponizszych rozwazaniach przyjeto takze dwa
zatozenia: (1) stosunek pomiedzy Mutl i Mut2 nie zmienia sie podczas infekcji i (2)
przeskoki rekombinacyjne zachodzg jedynie pomiedzy czagsteczkami Mutl i Mut2, tak
wiec catkowita ilo$¢ czasteczek uczestniczacych w rekombinacji nie wynosi N lecz Ni
+ N2, natomiast dalsze przeskoki pomiedzy rekombinantami nie sg brane pod uwage.
Prawdopodobienstwo powstania kazdego z rekombinantow mozna obliczy¢ w
nastepujacy sposob:

prawdopodobienstwo utworzenia rekombinanta Mutl/2  (P//2) jest
iloczynem prawdopodobienstwa wybrania przez polimeraze czasteczki
Mutl [Pi=Ni/(Ni+N2), iloS¢ czasteczek Mutl (Ni) podzielona przez
catkowitg iloSC czasteczek Mutl i Mut2 uczestniczacych w rekombinaciji
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{N1+Nz2)] i prawdopodobienstwa wybrania przez polimeraze czasteczki
Mut2 [P2=Nz/(Ni+Nz2), ilos¢ czasteczek Mut2 (N2) podzielona przez
catkowita ilo$¢ czasteczek Mutl i Mut2 uczestniczacych w rekombinacji
(N,+N2)].

Tak wiec prawdopodobienstwo  utworzenia rekombinanta:  Pue
N,N2/(N,+N2f.

podobnie, prawdopodobienstwa utworzenia rekombinantow Mut2/1,

Mutl/1 i Mut2/2 bedg wynosity:
P2/1=P2P 1—N2/N1+Nz2N)/(Ni +N2)=N2Ni/(Ni +NzF,

Pi/i=PiPi=Ni/Ni+N2Ni/(Ni+N2)=Ni"/(Ni+N2f,

P2/2=P2P2=N2/Ni +N2N2AN1+N2) =N2/(Ni +NzF.
sposrdd czterech typow potencjalnych rekombinantéw, dwa sg mozliwe
do zaobserwowania (Mutl/2 i Mut2/1) i dwa sg niewykrywalne (Mutl/1
i Mut2/2). Prawdopodobienstwo ~ utworzenia ~ rekombinanta
wykrywalnego (Pd) lub niewykrywalnego (Pu) stanowi, odpowiednio,
suma Pirz i P21 lUb Pi/i i P2/2.
Tak wiec: Pd = 2NiN2/(Ni+N2)\ natomiast = (Ni*+N2")/(Ni+N2)"
stosunek Pd do Pu jest rowny stosunkowi ilosci wykrywalnych i
niewykrywalnych rekombinantéw: Pd/Pu=Nd/Nu, gdzie:

(1) Nd=Ni/2+N2/i\

(2) Nu=Ni/i+N2/2,

- poniewaz Pd/Pu = Nd/Nu, wiec:
Nu=NdPu/Pd=Nd(Ni~+N2/)/(Ni+N2)~/2NiN2/(Ni+N2)",

i (3) Nu=Nd(Ni~+N27)/2NiN2.
bazujac na wszystkich danych mozna obliczy¢ rzeczywistg ilos¢
rekombinantow:
(4) Nr=Nd+Nu,
- rzeczywistg czestos¢ rekombinacji mozna obliczy¢ nastepujgco:
(5) cRF=N/N
Uzywajac  wyzej opisanych wzordw (1-5), obliczono cRF dla
poszczegolnych rejondw RNA BMV oraz rzeczywistg czestos¢ rekombinacji w
przeliczeniu na 100 nukleotyddw (cRF/IOOnt). Jak pokazano w Tabeli 4.3, w
rejonie 5 RNA2, cRF/I0Ont osiggata 9% podczas infekcji w C. quinoa, natomiast

cze$¢ Srodkowa i 3 wspieraty homologiczne przeskoki rekombinacyjne z
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czestoscig odpowiednio 3%-6% i 4% na 100 nukleotyddw. Podczas infekcji w
jeczmieniu cRF/I0Ont dla poszczegdlnych rejondw osiggata podobne wartosci jak
podczas infekcji w C. quinoa (6-4%). W dwdch badanych rejonach RNAI
CRF/I00ONi wynosita 3% i 4% podczas infekcji w jeczmieniu.

Tabela 4.3. Rzeczywista czestos¢ rekombinacji (cRF) zachodzacej pomiedzy

genomowymi czasteczkami RNA2 i RNAI BMV™\?

region
miedzy gospodarz N> N, N2 Nd ORF= Nr CcRF= CcRF/100
markerami N/N N/N nt

C.quinoa-p\simW\ nekrotyczne 39 13 16 10 26% 20,21  51%) 8,9%

M2/M3 . .

RNA?2 C.quinoa-\it™ 36 21 1 4 22% 89 49% 8,6%0)

571nt H.sativum 59 18 31 10 17%0 21,5 36% 6,3%
C.quinoa-p\nmk\ nekrotyczne 39 19 15 5 13%) 10,1 26%) 3,.2%

M3/M4 ] - 0 o 0

RNA2 C.quinoa- lis¢ 36 21 1 4 22% 89 49% 6,0%)

811nt H.sativum*" 62 27 21 14 22% 28,4 45% 5,5%)
C.~Minoa-plamki nekrotyczne 17 7 7 3 18%) 6 35% 4,4%)

M4/M6 ] .

RNA? C.quinoa- lis¢'* 53 28 21 4 15%) 8,2 31% 3,8%)

809nt H.sativum 71 39 22 10 14%) 21,7 31% 3,8%

03/06

RNAI H.sativum 63 40 16 7 11% 17,1 27% 2,8%

962nt

06/08

RNAI H.sativum 55 26 14 15 27% 31,25 57% 3,9%

1465nt

czestos¢ rekombinacji dla catego liscia zostata obliczona jako stosunek ilosci zrekombinowanych
klonéw do potowy badanych klonéw x 100%.

Czestos¢ rekombinacji obliczono jako stosunek ilosci zrekombinowanych klonéw do ilosci badanych
klondw X 100%.

N - ilos¢ wszystkich badanych klondw, Ni, N2 - ilo$¢ niezrekombinowanych klonéw jednego badz
drugiego typu, - ilo$¢ zaobserwowanych zrekombinowanych klonéw, N, - ilo$¢ wszystkich
zrekombinowanych klonéw, oRF - obserwowana czesto$¢ rekombinacji, cRF - rzeczywista czestos¢
rekombinacji.

Czestos¢ rekombinacji dla rejonu M3/M4 RNA2 BMV w jeczmieniu jest sumg wynikéw uzyskanych
po inokulacjach M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV i M34-RNA2-BMV / M6-RNA2-BMV. W
eksperymencie z parg mutantéw M2-RNA2-BMV / M34-RNA2-BMV przebadano 38 klonéw cDNA
odpowiadajacych rejonowi RNA2 pomiedzy mutacjami M3/M4, natomiast w eksperymencie z parg
mutantéw M34-RNA2-BMV / M6-RNA2-BMV, przebadano 24 klony cDNA, co w sumie daje 62

klony.
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4.1.6. Badanie czestosci homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych
zachodzacych pomiedzy genomowymi czgsteczkami RNA BMV - podsumowanie

Obserwacja homologicznej rekombinacji RNA zachodzacej pomiedzy tymi
samymi genomowymi czasteczkami BMV typu dzikiego jest niemozliwa, bowiem
powstate rekombinanty nie rdznig sie od czasteczek rodzicielskich. Z tego powodu do
RNAI i RNA2 BMV wprowadzono markery w postaci synonimicznych substytucji
nukleotydowych, tworzacych w cDNA odpowiadajgcym wirusowemu RNA unikalne
miejsca restrykcyjne. W celu okreslenia czestosci homologicznej rekombinacji RNA
zachodzacej pomiedzy genomowymi segmentami RNAI i RNA2 wirusa mozaiki
stoktosy, jeczmien siewny oraz komose ryzowg infekowano parami mutantéw wirusa,
zawierajgcymi dwa rézne markery w kodujgcym rejonie badanej czasteczki
genomowej. Stwierdzono, ze cze$¢ powstajgcych podczas infekcji czasteczek
potomnych réznita sie od czasteczek typu rodzicielskiego lokalizacjg markerow - byty
to rekombinanty homologiczne. Na podstawie analizy restrykcyjnej wirusowego cDNA
otrzymanego na matrycy catkowitego RNA wyizolowanego z zakazonych roslin
ustalono czesto$¢, z jaka homologiczna rekombinacja RNA zachodzita pomiedzy
dwoma réznymi wariantami RNA2. Osiggata ona nastepujace wartosci:

- 26% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 22% (caty lis¢ komosy) i 17%
(jeczmien) w 571-nukleotydowym rejonie miedzy markerami M2 (326 BamHI) i M3
(897 BamHI) w RNA2;

- 13% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 22% (caty lis¢ komosy) i 22%
(jeczmien) w 811-nukleotydowym rejonie miedzy markerami M3 i M4 (1708 BstEIl) w
RNAZ2;

- 18% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 15% (caty lis¢ komosy) i 14%
(jeczmien) w 809-nukleotydowym rejonie miedzy markerami M4 (1708 BstEIIl) i M6
(2517 BamHI) w RNA2;

- 11% (jeczmien) w 961-nukleotydowym rejonie miedzy markerami 03 (511
Bglll) i 06 (1472 BstBl) w RNAI;

- 27% (jeczmien) w 1561-nukleotydowym rejonie miedzy markerami 06 (1472
BstBI) i 08 (2933 Bglll) w RNAI.

Zaobserwowane rekombinanty powstaty wskutek przeskoku wirusowej
replikazy pomiedzy dwoma réznymi wariantami tej samej genomowej czasteczki BMV
I wyrdzniaty sie na tle czasteczek typu rodzicielskiego innym rozmieszczeniem

markeréw. Rekombinanty te stanowity jednak okoto 50% wszystkich powstajagcych w
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czasie infekcji rekombinantéw. Wyodrebnienie rekombinantow powstatych skutkiem
przeskoku RdRp pomiedzy tymi samymi wariantami genomowej czasteczki nie byto
mozliwe ze wzgledu na brak réznic pomiedzy nimi i czasteczkami typu rodzicielskiego.
Aby uzupetnic¢ otrzymane wyniki, zaproponowano metode obliczeniowag umozliwiajgca
poznanie minimalnej rzeczywistej czestosci rekombinacji (zaktadajacej, iz wszystkie
rekombinanty sg tworzone w wyniku pojedynczego przeskoku rekombinacyjnego) z
uwzglednieniem zdolnosci replikacyjnych czasteczek rodzicielskich. Po oszacowaniu
catkowitej liczby rekombinantéw stwierdzono, ze rzeczywista czestos¢ rekombinacji w
przeliczeniu na 100 nukleotydow osiggata w poszczegolnych rejonach RNA2 i RNAI
BMV nastepujace wartosci;
- 8,9% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 8,6% (caty liS¢ komosy) i
6,3% (jeczmien) w 571-nukleotydowym rejonie 5° RNA2;
- 3,2% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 6,0% (caty liS¢ komosy) i
5,5% (jeczmien) w 811-nukleotydowym Srodkowym rejonie RNA2;
- 4,4% (pojedyncze plamki nekrotyczne komosy), 3,8% (caty liS¢ komosy) i
3,8% (jeczmien) w 809-nukleotydowym rejonie 3’'RNA2;

- 2,8% (jeczmien) w 961-nukleotydowym rejonie 5 RNA;

- 3,9% (jeczmien) w 1561-nukleotydowym rejonie 3' RNAI.

W celu stwierdzenia czy podczas replikacji mogto dojs¢ do dwoch przeskokow
rekombinacyjnych, analizie poddano dwa rejony RNA2 zawierajgce trzy mutacje
markerowe (571-nukleotydowy rejon5’ RNA2 wyznaczany przez mutacje M2 i M3
oraz 811-nukleotydowy Srodkowy rejon RNA2 wyznaczany przez mutacje M3 i M4).
Posrod 39 klonéw otrzymanych z RNA wyizolowanego z dwdch plamek
nekrotycznych powstatych na zakazonym mutantami M2-BMV i M34-BMV lisciu C.
quinoa zaobserwowano 2 podwdjne rekombinanty. Ponadto wsrdd 36 klonbw RNA2
otrzymanych z catego liscia komosy 3 byly podwdjnie zrekombinowane, natomiast 38
klonow otrzymanych z zakazonego jeczmienia zawierato 4 podwojne rekombinanty.

Czynniki takie jak rodzaj gospodarza oraz iloS¢ cykli replikacyjnych nie
wptywaly na czestos¢ homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych, poniewaz
obserwowana czesto$¢ rekombinacji przyjmowata zblizone wartosci w gospodarzu
systemicznym (jeczmien) w ktorym wirus replikuje sie bez ograniczen w catej roslinie,
jak i w gospodarzu nadwrazliwym, w ktorym wirus replikuje sie w plamkach
nekrotycznych w sposéb ograniczony. Poréwnujac otrzymane rezultaty z danymi

dotyczacymi RNA3 (Rozdziat 1.6.), mozna stwierdzié, ze w badanych rejonach RNAI i
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RNA2 BMV nie wystepujg motywy wspierajgce homologiczne przeskoki
rekombinacyjne, takie jak w rejonie miedzygenowym RNA3 BMV (Bruyere i wsp.,
2000), gdzie obserwowana czesto$¢ rekombinacji osiggata 71%.

Podczas badan stabilnosci mutacji markerowych w rejonach niekodujacych
RNA2 i RNAI BMV zaobserwowano takze inne, interesujgce zjawisko, a mianowicie
zastgpienie tych mutacji sekwencjg typu dzikiego. Powrdt do sekwencji typu dzikiego
zachodzit wskutek nieprecyzyjnej replikacji RNA przeprowadzanej przez RdRp BMV i
faworyzowania powstatej substytucji przez presje selekcyjng (czasteczki posiadajace 3’
I 5" UTRy typu dzikiego sg lepiej przystosowane od czgsteczek zawierajagcych mutacje
w tych rejonach). Za tym mechanizmem przemawia fakt, iz ilos¢ wprowadzanych
mutacji podczas replikacji RNA z udziatem RdRp wynosi okoto 10"/nukleotyd/cykl
replikacyjny (Steinhauer i wsp., 1987). Dla poréwnania, polimerazy DNA zalezne od
DNA wprowadzajg do nici potomnej bitedy w ilosci 10 ™ - 10 ““nukleotyd/cykl
replikacyjny (Hunkel, 1992).
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4.2. ldentyfikacja nowego, subgenomowego RNA BMV (RNAD5)

Podczas badan aktywnosci rekombinacyjne] czasteczki RNA3 BMV (Bruyere |
wsp., 2000) zaobserwowano podwyzszong aktywno$¢ rekombinacyjng w obszarze
intercistronowym RNA3. Zasugerowano, ze przeskok rekombinacyjny w tym rejonie
zachodzi podczas syntezy nici (+)RNA i polega na poslizgu i dysocjacji kompleksu
replikacyjnego BMV spowodowanych obecnoscig w matrycy (-)RNA3 sekwencji
polyU oraz struktury subgenomowego promotora uczestniczacego w syntezie SgRNA4
BMV. Sekwencje polyU czy poliA mogg powodowac poslizg replikujacego enzymu
wskutek ostabienia oddziatywanie matrycy i nici potomnej (Pathak i Hu , 1997; Deng i
Shuman, 1997; Hausmann i wsp., 1996). Subgenomowy promotor stanowi przestrzenng
przeszkode dla RdRp BMV, bowiem wydajno$¢ syntezy RNA3 w protoplastach
znacznie wzrasta po usunieciu tej struktury (Grdzelishvili i wsp., 2005).

Jezeli synteza zrekombinowanego RNA3 BMV zachodzi w sposéb nieciagty, to
w zainfekowanych BMV komoérkach roélinnych powinna by¢ obecnha czasteczka
homologiczna do czesci genomowego RNA3' od jej pierwszego nukleotydu do rejonu
polyA, w ktérym oddysocjuje kompleks replikacyjny (czasteczka w dalszej czesci pracy
bedzie nazywana subgenomowym RNADS). Petnej dtugosci zrekombinowany (+)RNA3
powstaje natomiast dzieki wewnetrznej reinicjacji syntezy RNA przez RdRp na tej
samej lub nowej czasteczce (-)RNAS3, ufatwionej prawdopodobnie przez obecnos¢
subgenomowego promotora (Bruyere i wsp., 2000) (Rysunek 4.11). Proponowany
mechanizm nie dotyczy wszystkich potomnych RNA3, poniewaz przeskok

rekombinacyjny nie jest warunkiem replikacji RNA3.
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Rysunek 4.11. Hipotetyczny mechanizm powstawania subgenomowego RNA5 i

zrekombinowanego RNA3 u wirusa mozaiki stoktosy

Podczas syntezy (+)RNA3 dochodzi do dysocjacji RARp BMV, wskutek zatrzymania na sekwencji polyU
matrycowego (-)RNA. W efekcie powstaje czgsteczka RNA5 homologiczna do czeSci RNA3 od jej
pierwszego nukleotydu do rejonu polyA. Synteza petnej dtugosci RNA3 BMV moze byé kontynuowana
po przytgczeniu sie kompleksu replikacyjnego zwigzanego z RNA5 do subgenomowego promotora
RNA4 tej samej lub innej matrycy.

Kierunek syntezy czasteczek potomnych oraz kompleks replikacyjny oznaczono kolorem czerwonym,

niekodujgce rejony czasteczek - niebieskim, kodujace - zielonym.

4.2.1. Identyfikacja subgenomowego RNA5 metoda northern blot

Aby zweryfikowa¢ teze mdwigcg o istnieniu RNAS BMV, jeczmien siewny
infekowano preparatem BMV typu dzikiego, a nastepnie catkowity RNA wyizolowany
z rosliny catkowity RNA poddano analizie northern blot (Metody, rozdziat 3.2.2.1). W
celu okre$lenia akumulacji RNA5 w zakazonej roslinie, RNA izolowano w 2, 4, 6, 8 i
10 dni po zainfekowaniu. RNA rozdzielono elektroforetycznie w 1% natywnym zelu
agarozowym i przeniesiono na membrane nylonowa. Tak przygotowany RNA poddano
hybrydyzacji z sondg RNA znakowang CTP [a 32P] komplementarng do sekwencji
RNA3 i poszukiwanego RNA5 obejmujgcej nukleotydy 962-1110. Aby potwierdzic¢

identycznos¢ koncéw 5 obydwu czasteczek wirusowych, analizie poddano takze
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catkowity RNA wyizolowany z zakazonego jeczmienia siewnego jak i wirusowy RNA

wyizolowany z oczyszczonego preparatu BMV, hybrydyzujagc go z sondg

komplementarng do pierwszych 100 nukleotydow RNA3 i poszukiwanego RNAS5

(Rysunek 4.12).

RNA3N

RNAS5-—-

2 dpi 4 dpi 6 dpi 8 dpi 10 dpi

RNAZ3-

RNAS5

Rysunek 4.12. Akumulacja RNAS5 w
jeczmieniu zakazonym BMV

A - autoradiogram analizy northern blot RNA
wyizolowanego z jeczmienia zakazonego BMV,
rozdzielonego w 1% natywnym Zelu agarozowym.
Uzywano sondy, hybrydyzujgcej do RNA3 i
subgenomowego RNAS5 pomiedzy nukleotydami
962-1110. Obraz odczytywano za pomoca skanera
Phosphoimager. 1 - marker dtugosci: transkrypt
RNA5 1221nt, 2-6 - RNA wyizolowany z
jeczmienia 2, 4, 6, 8 i 10 dpi, 7- marker dugosci:
transkrypt RNA3 BMV, 8 - catkowity RNA
wyizolowany z rosliny niezakazone;j.

B - akumulacja RNA5 w zakazonej roslinie w 2, 4,
6, 8 i 10 dni po zainfekowaniu, oszacowana
programem ImageQuant.

C - autoradiogram northern blot RNA BMV
rozdzielonego w 1% natywnym Zelu agarozowym.
Uzywano sondy komplementarnej do sekwencji
RNA3 i subgenomowego RNA5  miedzy
nukleotydami  1-100. 1- catkowity RNA z
niezakazonej rosliny, 2 - RNA wyizolowany z
preparatu wirusowego, 3 - catkowity RNA z
zakazonej rodliny, 4 - transkrypt RNA3, 5 -
transkrypt RNAS

Po przeanalizowaniu obrazu membrany z catkowitym RNA z wyizolowanym z

zakazonego jeczmienia zhybrydyzowanym z sondg znakowang radioaktywnie za
pomocg skanera Phosphoimager stwierdzono obecno$¢ czasteczki  RNA,
odpowiadajacej dtugoscig i sekwencja koncow 3’ i 5’ poszukiwanemu RNAS, zaréwno
posrod RNA izolowanego z roélin jak i z oczyszczonego preparatu wirusowego. Fakt

ten potwierdza, ze obserwowany okoto 1220-nukleotydowy RNA posiada sekwencje
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identyczng z 5’-koncowg czescig genomowej czasteczki RNA3 BMV od jej pierwszego
nukleotydu do rejonu polyA, oraz ze niewielka ilos¢ tego RNA ulega enkapsydacji.
Poréwnujac  intensywno$¢ promieniowana sondy zhybrydyzowanej z  1220-
nukleotydowym RNA i z genomowym RNA3 w probkach RNA pobranych z roélin w
roznym stadium infekcji ustalono, iz ilos¢ okoto 1220-nukleotydowego RNA w
stosunku do ilosci genomowego RNA3 rosnie w czasie infekcji. Przedstawione wyniki

uzyskano z pieciu niezaleznie przeprowadzonych eksperymentdw.

4.2.2. Sekwencjonowanie subgenomowego RNA5 BMV

W celu potwierdzenia, iz obserwowany na autoradiogramach northern blot
okoto 1220-nukleotydowy RNA jest poszukiwang czasteczka subgenomowego RNAS,
podjeto prébe poznania jego sekwencji nukleotydowej. Strategia, jakg wykorzystano w
tym celu, polegata na otrzymaniu cDNA tej czasteczki i sekwencjonowaniu (Metody,
rozdziat 3.2.2.2). Aby uzyska¢ cDNA odpowiadajacy okoto 1220-nukleotydowemu
RNA, wyekstrahowany z zakazonych roslin catkowity RNA rozdzielano
elektroforetycznie w zelu agarozowym i wycinano prazek zawierajacy RNA,
odpowiadajgcy dtugoscia RNAS. Nastepnie RNA oczyszczano i przeprowadzono
ligacje z oligonukleotydem ssDNA (BB7.3). Oligonukleotyd BB7.3, otrzymany na
drodze chemicznej syntezy, nie posiadat 5’-koncowego fosforanu, niezbednego do
przeprowadzenia ligacji RNA przez stosowang ligaze RNA Ta. Fosforylacje BB7.3
przeprowadzono przy pomocy kinazy polinukleotydowej T4, przenoszacej na koniec 5’
oligonukleotydu j*fosforan pochodzacy z ATP. Otrzymany wskutek ligacji hybryd
sSDNA-RNA (RNA5-BB7.3) uzywano jako matrycy w reakcji odwrotnej transkrypcji
ze starterem BB7.4, komplementarnym do oligonukleotydu BB7.3. Na bazie
uzyskanego ssDNA prowadzono reakcje PCR ze starterem komplementarnym do konca
5 RNA5 (MP1T7) i starterem BB7.4. Uzyskany cDNA sekwencjonowano i w ten
sposéb ustalono, ze jego sekwencja odpowiada pierwszym 1221 nukleotydom RNA3
BMV (Rysunek 4.13). Fakt ten potwierdzit, iz podczas infekcji BMV wsrdd
wirusowego RNA pojawiajacego sie w roslinie, obecne sg czasteczki subgenomowego
RNADS.

W czasie wczesniejszych badan zaobserwowano niewielki polimorfizm dtugosci
miedzygenowej sekwencji polyA BMV RNA3 (Ahlquist i wsp., 1984a). Zjawisko to
moze byC efektem poslizgu kompleksu replikacyjnego BMV w réznych miejscach

rejonu polyA, spowodowanych ostabieniem oddziatywania miedzy matrycowym |
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potomnym RNA w tym rejonie. Aby okre$li¢ dtugo$¢ konca polyA RNA5, cDNA
RNA5-BB7.3 klonowano w wektorze pDRIVE i sekwencjonowano (Metody, rozdziat
3.2.2.2).

RNAS5 BMV

5-~UUAUUrAUUUU U AUAUU UAU UU U U U U A UUAUUAUUAAAAAAAAAAAAAAAAAA

- -GTTgcagtcTCcaA
- - B M°CGOTACGCATAAA, TN
1 ligacja "
starter 5’ PCR
5" UUAUCCAUtONKJ U AUAUU UAU UU U -U -U U A uuauuauu a aaaagttgcagtctccgaccgcggtacgcataaatttgaa
~ CAACOTCAGAOGCTOGCGCCATOaaTATTTAAACTT
PCR starter BB7.4
B
15007> |m !
1000—» 21

1 2 3

|EC%RNA5+BB7.3 cDNA
u

wt RNA3 cDNA

Rysunek 4.14. ldentyfikacja genomowego RNAS5 - ligacja czagsteczki RNA5 z
oligonukleotydem DNA z fosforylowang grupg 5’OH

A- schemat otrzymywania cDNA odpowiadajacego subgenomowemu RNAS5. Powstaty w czasie infekcji
w roélinach rozdzielano elektroforetycznie, RNA5 izolowano z zelu, po czym poddano go ligacji z 5’-
fosforylowanym oligonukleotydem BB7.3. Hybryd ssDNA-RNAS5 postuzyt nastepnie jako matryca w
reakcji odwrotnej transkrypcji ze starterem BB7.4, komplementarnym do oligonukleotydu BB7.3. ssDNA
amplifikowano nastepnie metodg PCR ze starterami BB7.4 oraz MP1T7, komplementarnym do konhca 5’
ssDNA

B - obraz elektroforetycznego rozdziatu produktu RT-PCR na matrycy RNA5-BB7.3 w 1% zelu
agarozowym. 1- wzorzec dtugosci, 2 - produkt RT-PCR powstaty na matrycy RNA5-BB7.3, 3- kontrola
-RT-PCR na matrycy RNA3.

C - obecno$¢ RNA5 w komdrkach roslin zakazonych BMV potwierdzono przez sekwencjonowanie
cDNA RNA5-BB7.3. Sekwencja tego konstruktu od korica 5 do rejonu polyA jest identyczne z
sekwencjg wWtRNA3 BMV, jednak za rejonem poty A obecna jest sekwencja oligonukleotydu BB7.3,
ktora catkowicie rozni sie od cDNA wtRNA3 BM'V.
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Na 10 zsekwencjonowanych klonéw cDNA odpowiadajgcych RNAS, | zawierat
rejon polyA o diugosci 13 nukleotydow, 6 posiadato rejon polyA o diugosci 17
nukleotyddw, 2 - o dtugosci 18 nukleotydéw i 1 - o dtugosci 19 nukleotydow. Wynik
ten potwierdza negatywny wptyw sekwencji polyA na stabilno$¢ kompleksu RdRp
BMV, oraz wspiera przedstawiong w niniejszym rozdziale hipoteze wyjasniajaca

mechanizm powstawanie subgenomowego RNAS.

4.2.3. Analiza stabilnosci RNA3 BMV w ekstrakcie komdrkowym

W rozdziatach 4.2.1 i 4.2.2. opisano dwa eksperymenty, w ktérych wykazano
obecnos¢ RNAS5 w roslinach zainfekowanych wirusem mozaiki stokiosy. Obecnosc tej
czasteczki RNA nie Swiadczy jednak, iz zaproponowany mechanizm jej powstawania
na drodze dysocjacji kompleksu replikacyjnego na sekwencji polyU (-)RNA3 jest
prawdziwy. Inng drogg powstawania RNAS5 mogtaby by¢ specyficzna degradacja
(+)RNA3 BMV w rejonie polyA przez enzymy komorkowe.

Aby rozwia¢ watpliwosci dotyczace mechanizmu powstawania RNAD,
przeprowadzono eksperyment polegajacy na okresleniu stabilnosci czasteczek RNA3
BMV w ekstrakcie komérkowym (Metody, rozdziat 3.2.2.3). RNA3 otrzymany metoda
transkrypcji in vitro na matrycy pB3TP7 zliniowanej £coRIl oraz genomowy RNA
BMV wyizolowany z preparatu wirusa inkubowano w temperaturze pokojowej w czasie
1-60 minut w ekstrakcie komérkowym uzyskanym z zarodkow jeczmienia. Transkrypty
RNAS3, przed inkubacjg w ekstrakcie komoérkowym byly rozdzielane elektroforetycznie
w zelu agarozowym, wycinane i oczyszczane. Dziatanie to miato na celu wykluczenie
obecnoSci RNAS5 ktory mogt ewentualnie powsta¢ w czasie transkrypcji in vitro.
Wptyw inkubacji na RNA analizowano metodg northern blot z uzyciem sondy
komplementarnej do sekwencji genomowego RNA3 i subgenomowego RNAS
pomiedzy nukleotydami 962-1110. Po przeanalizowaniu wynikow eksperymentu
stwierdzono catkowitg degradacje zaréwno transkryptu RNA3 jak i genomowego
RNA3 w ekstrakcie komoérkowym, niezaleznie od czasu inkubacji. Nie stwierdzono
obecnosci RNA5 oznaczajacej specyficzng degradacje czasteczek RNA3 w rejonie
polyA (Rysunek 4.15).

107






Wyniki

B
—RNA3
RNA3- —RNAS5
n produkty
RNAS5-" j degradacji
12456 89 3 4 5 6 7 8

Rysunek 4.15. Analiza stabilnosci RNA3 BMV w ekstrakcie komorkowym z

zarodkow jeczmienia

A - przyktadowy autoradiogram northern blot analizy stabilnosci transkryptéow RNA3 BMV w ekstrakcie
komérkowym; 1 - marker dtugosci: transkrypt RNA3, 2 - transkrypt RNA3 inkubowany ! godzine w
temperaturze pokojowej w wodzie, 3 - 7 - transkrypty RNA3 inkubowane w temperaturze pokojowej w
ekstrakcie komorkowym w ciggu 1,5, 1O, 30 i 60 minut, 8 - ekstrakt komérkowy inkubowany 1 godzine
w temperaturze pokojowej, 9 -marker dtugosci: 1221-nt transkrypt RNAS.

B - przyktadowy autoradiogram northern blot analizy stabilnosci transkryptow RNA3 w ekstrakcie
komérkowym genomowych RNAS3 wyizolowanych z preparatu BMV. 1 - marker diugosci: 1221-nt.
transkrypt RNA5, 2 - genomowy RNA BMV inkubowany { godzine w temperaturze pokojowej w
wodzie, 3 - 7 - genomowy RNA BMV inkubowany w temperaturze pokojowej w ekstrakcie
komérkowym w ciagu 1, 5, 10, 30 i 60 minut, 8 - ekstrakt komérkowy inkubowany ! godzinge w
temperaturze pokojowej.

RNA rozdzielano w 1% natywnym zelu agarozowym i przenoszono na nylonowa membrane.
Zastosowano sonde komplementarng do sekwencji RNA3 i RNA5 pomiedzy nukleotydami 962-1110.

Potozenie wirusowych RNA na autoradiogramie oznaczono strzatkami.

4.2.4. Identyfikacja subgenomowego RNAS5 - podsumowanie

W niniejszym rozdziale przedstawiono hipotetyczny mechanizm powstawania
nieznanego do tej pory subgenomowego RNA u wirusa mozaiki stoktosy, nazwanego
RNADS, oraz nieciggtej syntezy RNA3, inspirowany wcze$niejszymi obserwacjami
podwyzszonej aktywnosci rekombinacyjnej w rejonie miedzygenowym RNA3 BMV.
Obecno$¢ RNA5 w zainfekowanych BMV komdrkach roslinnych potwierdzono
dwiema roznymi metodami - metodg northern blot oraz sekwencjonowaniem.
Stwierdzono jednocze$nie, iz ilos¢ RNA5 w stosunku do RNA3 w zakazonych
roSlinach wzrasta w czasie infekcji. Wykazano tez, iz niewielka ilos¢ tego
subgenomowego RNA (w pordéwnaniu do pozostatych czasteczek wirusowych) jest
obecna w wirionach BMV. Sekwencja nukleotydowa RNAS jest identyczna z czescig 5'
RNA3, od pierwszego nukleotydu do rejonu polyA, przy czym rejon polyA wykazuje

polimorfizm dtugosci w zakresie 13-19A, prawdopodobnie ze wzgledu na poslizg RdRp
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W obrebie tej sekwencji. Starano sie wykluczyé, iz RNAS jest efektem specyficznej
degradacji RNA3 w rejonie polyA przez RNazy komdrkowe. W tym celu wykonano
analize stabilnosci RNA3 w ekstrakcie komdrkowym. Eksperyment ten nie rozwiat
jednak watpliwosci odnosnie mechanizmu powstawania RNAS5, poniewaz podczas
inkubacji dochodzito do catkowitej degradacji badanej czasteczki.
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4.3. Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem HIV-1 RT
wobec matryc zawierajgcych rekombinacyjnie aktywne rejony R HIV-1 i BMV

Rekombinacja RNA jest posrod wirusbw o genomie zbudowanym z RNA
zjawiskiem bardzo powszechnym. Pomimo wielu doniesien opisujacych ten proces u
poszczegOlnych wirusbw RNA czy retrowiruséw, niewiele wiadomo o jego
mechanizmie i tym, czy elementy bioragce w nim udziat sg takie same u wszystkich
wiruséw, czy tez kazdy wirus wymaga specyficznych czynnikéw warunkujacych
zajscie przeskoku rekombinacyjnego. Jedng z drog umozliwiajacych wyjasnienie tego
zagadnienia jest poréwnywanie aktywnosci rekombinacyjnej wirusowych replikaz
wobec sekwencji pochodzacych od niespokrewnionych wirusow z ich aktywnoscig
rekombinacyjng wobec wiasnych sekwencji.

Jeden z pierwszych tego typu eksperymentOw przeprowadzono z uzyciem
odwrotnej transkryptazy HIV-1 i dwdch komplementarnych sekwencji pochodzacych z
genomu BMV (Figlerowicz & Bibito, 2000). Zostaty one zidentyfikowane w trakcie
wczesniejszych badan rekombinacji u BMV. Stwierdzono iz formujg one heterodupleks
promujacy rekombinacje niehomologiczng. Sekwencje te, kiedy zostaty uzyte jako
matryce w reakcji wydtuzania startera z HIV-1 RT, indukowaly przeskoki
rekombinacyjne z duzg wydajnoscia. Zaobserwowano, ze jezeli heterodupleks zawierat
krétkie homologiczne sekwencje w obydwu matrycach uczestniczacych w przeskoku,
zarbwno podczas replikacji BMV, jak i podczas reakcji wydtuzania startera
przeprowadzanej przez HIV-1 RT, przeskoki rekombinacyjne zachodzity w sposob
miejscowo-specyficzny, (doktadny opis w rozdziale 1.6). Po poréwnaniu sekwencji
rekombinantow zsyntetyzowanych przez obydwa enzymy stwierdzono odmienng
lokalizacje miejsc przeskokdéw niehomologicznych. Zasugerowano wtedy, ze wynik ten
zwigzany jest z r6znicami funkcjonalnymi istniejgcymi pomiedzy RdRp BMV i HIV-1
RT. Prawdopodobnie BMV RdRp jest zdolna do efektywniejszego rozplatania rejonu
dwuniciowego dzieki obecnosci domeny helikazowej, ktérej brak u HIV-1 RT.

Kolejng probe wyjasnienia mechanizmu rekombinacji RNA podjeto z uzyciem
innego rekombinacyjnie aktywnego fragmentu genomu BMV - 69-nukleotydowej
sekwencji bogatej w adenylany i urydylany (Rozdziat 1.6, Shapka i Nagy, 2004).
Sekwencja ta umieszczona w DI RNA towarzyszacym infekcji TBSV, bardzo wydajnie
wspierata rekombinacje homologiczng prowadzong przez RdRp CNV w protoplastach
N. benthamiana zainfekowanych pomocniczym wirusem CNV, ktory nalezy do tej

samej co TBSV rodziny Tombusviridae. Podobnie jak we wczesniej opisanym
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eksperymencie z HIV-1 RT, réwniez i w tym wypadku umiejscowienie przeskokow w
potomnym RNA byto odmienne u bromowirusa i tombuswirusa. Zaobserwowano tez,
ze tylko jedna kopia sekwencji bogatej w pary AU w donorze wywotywata przeskoki
RdRp CNV, podczas gdy do zajScia przeskoku u BMV konieczne byta obecnos¢
sekwencji w czgsteczce donorowej i akceptorowej. Przeskoki rekombinacyjne u
bromowirusa w wiekszosci byty homologiczne, natomiast u tombuswirusa zachodzity
gtéwnie przeskoki homologiczne nieprecyzyjne. Autorzy opisanych badan sugeruja, ze
rozpoczecie przeskoku rekombinacyjnego u obydwu wiruséw przebiega tak samo,
poprzez zatrzymanie syntezy RNA spowodowane stabym parowaniem pomiedzy
tworzong nicig potomng i matryca donorowa wewnatrz kompleksu replikacyjnego.
Jednakze inne umiejscowienie przeskokdéw rekombinacyjnych w czasteczkach
potomnych TBSV i BMV wskazuje na rézne mechanizmy zmiany matryc obydwu
RdRp, spowodowane prawdopodobnie przez rdzne oddziatywanie enzymow z
sekwencjg matrycy i rozne funkcje oddziatywan pomiedzy nicig potomngi matryca.

W niniejszym rozdziale opisano szereg eksperymentéw majacych na celu
okre$lenie, czy w strukturze RNA istniejg uniwersalne motywy indukujace przeskoki
rekombinacyjne enzymoéw replikacyjnych, czy tez kazdy wirusowy kompleks
replikacyjny w sposéb specyficzny rozpoznaje rejon RNA w ktorym moze dojs¢ do
przeskoku. Polegaty one na poréwnaniu aktywnosci rekombinacyjnej odwrotnej
transkryptazy HIV-1 podczas reakcji wydtuzania startera na matrycach RNA
zawierajacych sekwencje rekombinacyjnie aktywne pochodzace z genoméw BMYV i
HIV-1.

4.3.1. Badania homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych odwrotnej
transkryptazy HIV-1 zachodzacych w rejonie R BMV

Badania  homologicznych  przeskokéw  rekombinacyjnych  odwrotnej
transkryptazy HIV-1 zachodzacych w rejonie R BMV prowadzono z uzyciem systemu
eksperymentalnego in vitro. System ten skiada sie z dwoch matryc RNA, donorowej i
akceptorowej, ktore zawierajg wspolng rekombinacyjnie aktywng sekwencje (RAS)
oraz z odwrotnej transkryptazy HIV-1 i startera komplementarnego do konca 3'
matrycy donorowej (Rysunek 4.16). Podczas reakcji wydtuzania startera, HIV-1 RT
rozpoczyna synteze ssSDNA na matrycy donorowej, a po osiagnieciu RAS moze

dokona¢ przeskoku rekombinacyjnego na matryce akceptorowa. Powstate diuzsze
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zrekombinowane produkty sg fatwe do odréznienia od krotkich produktéw

niezrekombinowanych podczas rozdziatu elektroforetycznego.

akceptor RAS

rekombinant starter
5

5’- ’
RAS donor u3

Rysunek 4.16. Schemat rekombinacyjnego systemu in vitro

System rekombinacyjny in vitro skfada sie z dwdch czasteczek matrycowych: donorowej i akceptorowe;j.
Do czasteczek donora i akceptora wprowadzono rekombinacyjnie aktywne sekwencje pochodzgce z
genoméw HIV-1 i BMV (RAS). Powstajgce podczas odwrotnej transkrypcji z udziatem HIV RT

rekombinanty sa wyraznie dtuzsze od czasteczek matrycowych, co utatwia ich identyfikacje.

Podczas badarh homologicznej rekombinacji RNA in vitro z uzyciem HIV-1 RT
wykorzystano zidentyfikowang wczesniej, 60-nukleotydowg sekwencje aktywna
rekombinacyjnie, pochodzacg z 3' UTR genomowych czgsteczek RNA2 i RNA3 BMV
(rejon R BMV, Rozdziat 1.6). Sekwencja ta zawiera dwie struktury drugorzedowe typu
spinki do wtosow H i G (Lahser i wsp., 1993).

Aby przeprowadzi¢ reakcje wydtuzania startera z HIV-1 RT, przygotowano
dwie matryce RNA: 225-nukleotydowy donor BMVRd (odpowiadajacy sekwencji od
2640 do 2865 nukleotydu RNA2 BMYV) z rejonem R (sekwencja od 2647 do 2706
nukleotydu RNA2 BMV) oraz 216-ukleotydowy akceptor BMVRa (sekwencja od 1763
do 1961 nukleotydu RNA3 BMV) réwniez z rejonem R (sekwencji od 1900 do 1960
nukleotydu RNA3 BMV). Sekwencje rejonéw R pochodzacych z homologicznych
koncow 3' RNA2 i RNA3 nie sg identyczne, rdznig sie one trzema pojedynczymi
nukleotydami. Nukleotydy te zostaty wykorzystanie jako markery umozliwiajgce
identyfikacje miejsc przeskokdw rekombinacyjnych, dzielgc badany rejon R na cztery
czesci: po 14, 9, 25 i 10 nukleotydéw (Rysunek 4.17). RNA donorowy i akceptorowy
otrzymano na drodze transkrypcji in vitro na matrycach cDNA, otrzymanych metoda
PCR.
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Produkty PCR stuzace jako matryce do transkrypcji donorowego i
akceptorowego RNA otrzymano wskutek amplifikacji PCR odpowiednich fragmentéw
zawierajgcych cDNA BMV nastepujgcych plazmidéw: pBMVRd ze starterami T7 i
BMV3REC dla RNA donora BMVRd oraz pBMVRa ze starterami T7 i MB3RNAS dla
RNA akceptora BMVRa (dokfadny opis otrzymania RNA znajduje sie w rozdziale
3.2.3.3).

Uzyskane matryce RNA (donorowy BMVRd i akceptorowy BMVRa)
stosowano w reakcji wydtuzania startera z odwrotng transkryptaza HIV-1, w obecnosci
a™P dCTP oraz startera BMV-3REC, komplementarnego do konca 3’ donora BMVRd
(Metody, rozdziat 3.2.3.c). Produkty reakcji wydtuzania startera przez HIV-1 RT
rozdzielano elektroforetycznie w 8% denaturujgcym zelu poliakrylamidowym.

Analiza autoradiograficzna zeli wykazata, ze rejon R BMV obecny w matrycach
BMVRd i BMVRa wspiera homologiczne przeskoki rekombinacyjne. Wydajnos¢
procesu 0szacowano za pomocg skanera materiatdw znakowanych radioizotopowe
(Phosphorimager, Typhoon 8600), wyznaczajac jaka czes¢ powstatych podczas reakcji
wydtuzania startera czasteczek ssDNA stanowi produkt petnej dbugosci, a jaka
rekombinanty. Przedstawione na wykresie wyniki sg wartoSciami Srednimi,
obliczonymi w oparciu o kilka niezaleznych eksperymentéw (Rys. 4.17). Wydajnosé
syntezy zrekombinowanych czasteczek RNA wzrastata wraz ze wzrostem ilosci
akceptora w stosunku do donora, jednak catkowita wydajno$¢ reakcji malata ze
wzrostem ilosci akceptora (Rysunek 4.12).

Zrekombinowane produkty reakcji wydtuzania startera (ssSDNA o diugosci
364nt) eluowano z zelu i na ich podstawie przeprowadzano reakcje PCR ze starterami
BMV5REC i BMV3REC oskrzydlajgcymi ich korce 5" i 3 miejscami restrykcyjnymi
EcoRI i PM. Uzyskany cDNA oraz pUC19 trawiono restrykcyjnie EcoRIl i Pstl i
cDNA ligowano do odpowiednio trawionego wektora pUC19. Otrzymane plazmidy
transformowano do komérek E. coli, klonowano, izolowano i sekwencjonowano
(Metody, rozdziat 3.2.3).
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Rysunek 4.17. Badanie aktywnos$ci rekombinacyjnej odwrotnej transkryptazy HIV-1
wobec rejonu R BMV

A - struktura drugorzedowa rejonu R w RNA2 BMYV oraz sekwencja rejonu R BMV zawartego w donorze
(D) i akceptorze (A) w kierunku 5°-* 3’. Nukleotydy potgczone przerywang linig przypuszczalnie tworzg dwa
pseudowezty odpowiadajace strukturom spinek G i H (Lahser i wsp.)- Analizie poddano sekwencje 19
rekombinantéw powstatych podczas reakcji wydtuzania startera i na tej podstawie ustalono rozkiad
przeskokéw rekombinacyjnych w poszczegolnych czesciach rejonu R (I-1V), ktéry na schemacie wyrazono w
procentach i oznaczono na czerwono. Nukleotydy odrézniajace obie czgsteczki oznaczono na czerwono.

B - przyktadowy autoradiogram rozdziatu elektroforetycznego w 8% denaturujacym zelu PAA produktow
reakcji wydtuzania startera prowadzonej przez HIV-1 RT na matrycach BMVRd i BMVRa zawierajgcych
rejon R ze starterem BMV3-REC. MW - marker dtugosci, 1- reakcja z samym donorem, 2 - reakcja z
samym akceptorem 3-6 - reakcja z rosngcg zawartoscig akceptora w stosunku do donora: (odpowiednio
1d:0,5a, id: la, Id:2a i Id:5a). Produkty petnej dtugosci oznaczono jako F, rekombinanty - T.

C - Wydajnos$¢ rekombinacji mierzona aparatem Phosphorimager i oszacowana programem ImageQuant.
Oznaczenia 1:0.5, 1:1, 1:2 i 1:5 odpowiadajg poszczegélnym reakcjom wydtuzania startera z rosnacym

stosunkiem donora do akceptora. Produkty petnej dtugosci oznaczono jako F, rekombinanty jako T.
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Na podstawie analizy sekwencji cDNA rekombinantow ustalono, ze przeskoki
rekombinacyjne zachodzity z rézng czestoscig wzdtuz badanego rejonu R (Rysunek
4.17). Najwiecej, az 57% rekombinantow, powstato wskutek przeskokow
homologicznych na koncu 5 donora za ostatnim nukleotydem rejonu R. Do
przeskokdéw rekombinacyjnych w tym miejscu doszto najprawdopodobniej ze wzgledu
na fakt iz sposrod 7 nukleotydéw z konca 5' donora, 4 sg homologiczne z sekwencja
wystepujacg w akceptorze po rejonie R. 27% i 17% przeskokéw rekombinacyjnych
zachodzito odpowiednio we fragmencie IIl i IV badanego rejonu R, natomiast nie
zaobserwowano rekombinantow powstatych wskutek przeskoku rekombinacyjnego

HIV-1 RT w | czy Il czesci rejonu R.

4.3.2. Badania homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych odwrotnej
transkryptazy HIV-1 zachodzacych w rejonie R HIV-1

W genomowych RNA HIV-1 znajduje sie rejon R, ktéry odgrywa decydujaca
role w czasie cyklu replikacyjnego HIV-1. Dzieki tej sekwencji dochodzi do pierwszego
przeskoku rekombinacyjnego, umozliwiajacego przepisanie genomowego RNA na
dsDNA. Rejon R ma dtugos¢ 97 nukleotydow, jest potozony w 3' i 5 LTR (long
terminal repeats) i formuje drugorzedowsg strukture, w skfad ktérej wchodzi struktura
typu spinki do wioséw TAR oraz cze$¢ struktury typu spinki do wioséw polyA
(Rysunek 4.18). Ze wzgledu na swojg funkcje, sekwencja ta zostata wybrana do badan
majacych na celu poréwnanie aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT wobec sekwencji
pochodzacych z genomu HIV-1 i BMV.

Fragmenty RNA z genomu HIV-1 zawierajace rejon 97-nukleotudowy rejon R
wykorzystano do utworzenia donorowej 1 akceptorowej matrycy RNA. 137-
nukleotydowy donor (HIVR1/137) odpowiadat sekwencji od 1-137 nukleotydu genomu
HIV-1 natomiast 122-nukleotydowy akceptor (HIVR9520/9635) zawierat sekwencje od
9520 do 9635 nukleotydu HIV-1. Do sekwencji akceptora wprowadzono cztery
substytucje nukleotydowe (w pozycji 17 C—+U, 37 C—>U, 54 A—»G i 75 ANC, liczac
od poczatku sekwencji rejonu R) dzielagce rejon R na pie¢ czesci, co umozliwito
okreslenie miejsc przeskokdéw rekombinacyjnych (Rysunek 4.18).

Donorowy i akceptorowy RNA H1V-1, uzyty w reakcji wydtuzania startera,
otrzymano na drodze reakcji transkrypcji in vitro na matrycach cDNA syntetyzowanych
metodg PCR. Produkty PCR, zawierajgce cDNA HIV-1 otrzymano, amplifikujac
plazmid pHIVRSd ze starterami T7 i HIVD3 dla RNA donora HIVR1/137 oraz plazmid
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pHIVRS ze Starterami T7 i HIVA3 dla RNA akceptora HIVR9520/9635 (doktadny opis
otrzymania RNA znajduje sie w rozdziale 3.2.3.a).

Uzyskane matryce RNA stosowano w reakcji wydtuzania startera z odwrotng
transkryptazg HIV-1, w obecnosci dCTP (Metody, rozdziat 3.2.3.c) oraz startera
HIV-3REC, komplementarnego do korica 3' donorowego RNA HIVR1/137. Produkty
reakcji wydtuzania startera przez HIV-1 RT rozdzielano elektroforetycznie w 8%
denaturujgcym zelu poliakrylamidowym.

Analiza autoradiograficzna zeli potwierdzita, ze rejon R HIV-1 jest sekwencjg
aktywna rekombinacyjnie, cho¢ wydajno$¢ rekombinacji wynosita co najwyzej 7%.
Najwieksza wydajno$¢ rekombinacji HIV-1 RT osiggata przy dwukrotnie wiekszej
ilosci czasteczek akceptora w stosunku do donora (Rysunek 4.18).

Zrekombinowane produkty reakcji wydtuzania startera (sSDNA o diugosci
178nt) eluowano z zelu i na ich podstawie przeprowadzano reakcje PCR ze starterami
HIV5REC i HIV3REC oskrzydlajacymi ich konce 5 i 3' miejscami restrykcyjnymi
EcoRl i Pstl. Uzyskany cDNA oraz pUC19 trawiono restrykcyjnie EcoRI i Pstl i cDNA
ligowano do wektora. Otrzymane plazmidy transformowano do komorek E. coli,
klonowano, izolowano i sekwencjonowano (Metody, rozdziat 3.2.3.C). Na podstawie
analizy sekwencji cDNA rekombinantow ustalono, ze 60% przeskokow
rekombinacyjnych miata miejsce za ostatnig mutacjg markerowg (81 nukleotyd rejonu
R HIV-1), 25% za przedostatnig, natomiast w trzech pierwszych czeSciach osiggneta
odpowiednio 5%, 10% i 0%.
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Rysunek 4.18. Badanie aktywnos$ci rekombinacyjnej odwrotnej transkryptazy HIV-1
wobec rejonu R HIV-1

A - struktura drugorzedowa rejonu R w HIV1 oraz sekwencja rejonu R HIVI zawartego w donorze (D) i
akceptorze (A) w kierunku 5’-* 3’. Analizie poddano sekwencje okoto 20 rekombinantéw powstatych
podczas reakcji wydluzania startera przez HIV-l RT i na tej podstawie ustalono rozkiad przeskokéw
rekombinacyjnych w poszczegdlnych czesciach rejonu R (1-V), ktéry na schemacie wyrazono w procentach i
oznaczono kolorem czerwonym. Nukleotydy odré6zniajgce obie czasteczki oznaczono na czerwono.

B - przykladowy obraz rozdziatu elektroforetycznego w 8% denaturujacym zelu PAA produktéw reakcji
wydtuzania startera przeprowadzonej przez HIV-1 RT na matrycach HIVR1/137 (donor) i HIVR9520/9635
(akceptor) zawierajacych rejon R ze starterem HIV-REC. 1- reakcja z samym akceptorem, 2 - reakcja z
samym donorem 3-6 - reakcja z rosnaca zawartoscig akceptora w stosunku do donora: (odpowiednio 1d:0,5a,
Id:la, Id:2a i Id:5a), MW - marker masy. Produkty petnej diugosci oznaczono jako F, rekombinanty
oznaczono jako T.

C - Wydajnos¢ rekombinacji mierzona aparatem Phosphorimager i oszacowana programem ImagQuant.
Oznaczenia 1:0.5, 1:1, 1:2 i 1:5 odpowiadajg poszczeg6lnym reakcjom wydiuzania startera z rosngcym

stosunkiem donora do akceptora. Produkty petnej dtugosci oznaczono jako F, rekombinanty - T.
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4.3.3.Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem HIV-1 RT
wobec matryc zawierajacych rejony R HIV-1 i BMV -podsumowanie

Podczas badan aktywnosci rekombinacyjnej HIV-1 RT wykorzystano dwie
dobrze znane rekombinacyjnie aktywne sekwencje RNA pochodzace z genoméw
odlegtych filogenetycznie wiruséw: rejon R pochodzacy z RNA2 i RNA3 bromowirusa
BMV oraz rejon R HIV-1. Podczas reakcji wydtuzania startera w obecnosci par matryc
(RNA donorowego i akceptorowego) posiadajacych wspdlne rejony R, odwrotna
transkryptaza HIV-1 dokonywata precyzyjnych homologicznych przeskokdéw
rekombinacyjnych zaréwno w obrebie 97-nukleotydowego rejonu R HIV-1 jak i w
obrebie sekwencji R BMV (Rysunki 4.17 i 4.18). Wydajno$¢ tworzenia rekombinantéw
byta wyzsza podczas reakcji z matrycami BMV, w czasie ktdrej powstawato do 32%
rekombinantow, natomiast podczas reakcji z matrycami HIV-1 powstawato do 7%
rekombinantow. Analiza cDNA otrzymanego na podstawie zrekombinowanych
produktow reakcji wydtuzania startera wykazal, Zze wiekszo$¢ przeskokow
rekombinacyjnych miata miejsce w 5’-koncowym fragmencie obydwu donorowych
czasteczek RNA. W przypadku rejonu R BMV najwiecej, az 57% rekombinantow,
powstato wskutek przeskokéw homologicznych na koncu 5' donora za ostatnim
nukleotydem rejonu R. Do przeskokéw rekombinacyjnych w tym miejscu doszio
najprawdopodobniej ze wzgledu na fakt iz sposrdd 7 nukleotydéw z konca 5’ donora, 4
sg homologiczne z sekwencjg wystepujacg w akceptorze po rejonie R. W czesci trzeciej
i czwartej badanego rejonu R zachodzito odpowiednio 27% i 17% przeskokow
rekombinacyjnych, natomiast nie zaobserwowano rekombinantow powstatych wskutek
przeskoku rekombinacyjnego HIV-1 RT w pierwszej i drugiej czesci rejonu R.
Najwiekszg wydajnos¢ rekombinacji HIV-1 RT osiggata przy dwukrotnie wiekszej
iloci akceptora w stosunku do donora. W przypadku rejonu R HIV-1, 60% przeskokdw
rekombinacyjnych miato miejsce za ostatnig mutacjg markerowsg (81 nukleotyd rejonu
R HIV-1), 25% za przedostatnig, natomiast w trzech pierwszych czeSciach osiggneta
odpowiednio 5%, 10% i 0%.
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4.4. Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem systemu
rekombinacyjnego BMV zawierajacego rejon R HIV-1

Aby pozyska¢ wiecej informacji na temat aktywnoSci rekombinacyjnej
wirusowych replikaz wobec obcych rekombinacyjnie aktywnych sekwencji RNA oraz
lepiej poznaé mechanizm przeskoku homologicznego, przeprowadzono analize
aktywnosci rekombinacyjnej RdRp BMV wobec rejonu R HIV-1. W tym celu
postuzono sie wczesniej opisanym systemem doswiadczalnym BMV (Rozdziat 1.3.2).

Podczas badan homologicznej rekombinacji RNA w tym systemie
wykorzystano pochodng RNA3 skonstruowang na bazie wektora rekombinacyjnego
RNAS3 opisanego w rozdziale 1.3.2. Wektor ten, zwany MatO-RNA3, posiada szereg
modyfikacji w niekodujacym 3’UTR: od strony 3' zawiera on 295 nukleotydéw z
3’'UTR RNAI, po czym nastepuje miejsce klonowania RAS 3’z sekwencjami
rozpoznawanymi przez endonukleazy Kpnl, Milul, BamHI, EcoRV (RAS-
recombinationally active sequence), odcinek zawierajagcy duplikacje konserwatywnej
sekwencji z konca 3’RNA3 (139 nt), fragment RNA CCMV (198 nt), i miejsce
klonowania 5’RAS, lezace w poblizu genu biatka ptaszcza i zawierajace sekwencje
rozpoznawang przez endonukleaze Spel. Dodatkowo, w poblizu konca 3
umiejscowiona jest mutacja markerowa AXho, stanowigca usuniete miejsce
restrykcyjne Xhol (Rysunek 4.19).

W miejscach klonowania RAS wektora MatO-RNA3 mozna umiesci¢ dwie
dowolne sekwencje cDNA i, po zainokulowaniu roslin przy pomocy wWtRNAI,
WtRNA2 oraz otrzymanego na drodze transkrypcji in vitro konstruktu Mat-RNA3,
badaC przeskoki rekombinacyjne zachodzace pomiedzy nimi w ramach RNA3 (Alejska
i wsp, 2005a). Zrekombinowane i macierzyste czasteczki beda roznity sie diugoscia,
poniewaz wskutek przeskoku rekombinacyjnego z rekombinanta zostanie usunieta

sekwencja RNA lezaca pomiedzy 3' i 5' RAS.
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Rysunek 4.19. Wektor rekombinacyjny MatO-RNA3 oraz jego rekombinacyjnie

aktywna pochodna, Mat-H1VH-RNA3

A - MatO-RNA3 posiada szereg modyfikacji w cDNA 3’UTR: od strony 3' zawiera on 295 nukleotydéw
z cDNA 3’UTR RNAI (A"), po czym nastepuje miejsce klonowania 3’RAS z miejscami restrykcyjnymi
Kpili, Mlul, BamHI, EcoRV, 139-nt odcinek z duplikacjg konserwatywnej sekwencji cDNA z konca
3’'RNA3 (B') i 198-nt fragment cDNA RNA CCMV (C), i miejsce klonowania 5’RAS zawierajace
sekwencje rozpoznawang przez endonukleaze Spel. W poblizu kohAca 3' umiejscowiona jest mutacja
markerowa AXho (usuniete miejsce restrykcyjne Xhol- szary trdjkat).

B - Mat-H1VH-RNA3. Do miejsc 3' i 5° RAS wektora MatO-RNA3 wprowadzono dwie kopie sekwencji
cDNA rejonu R HIV-1 w orientacji sens, umozliwiajace badanie homologicznych przeskokéw
rekombinacyjnych zachodzacych w czasie infekcji w roslinie.

C - homologiczna rekombinacja RNA pomiedzy dwoma rejonami R HIV-1 obecnymi w MatHIVH-
RNAB3 podczas infekcji mutantem MatHIVH-BMV. 3'UTR rekombinanta jest o okoto 400 nukleotydow
krotszy od 3’UTR czasteczki macierzystej MatHIVH-RNAS3, co mozna zidentyfikowa¢ metodg RT-PCR
ze starterami oskrzydlajagcymi 3’UTR.

Rejony kodujgce czgsteczek oznaczono kolorem zielonym, a niekodujace - niebieskim, startery

0znaczono granatowymi strzatkami.

120






Wyniki

4.4.1. Otrzymanie infekcyjnej czasteczki Mat-HIVH-BMV zawierajacej dwie kopie
rejonu R H1V-1

Aby bada¢ homologiczne przeskoki rekombinacyjne zachodzace podczas
infekcji BMV w ramach rejonu R HIV-1, nalezato otrzyma¢ pochodng RNA3 BMV,
zawierajagcg w 3’'UTR dwie kopie rejonu R HIV-1. W tym celu, do miejsc 3' i 5 RAS
wektora MatO-RNA3 nalezato wprowadzi¢ dwie kopie sekwencji R HIV-1 w orientacji
,»SeNs”, otrzymujac w ten sposob czasteczke Mat-HIVH-RNA3 (Rysunki 4.19. i 4. 20).
Podczas infekcji rodlin mutantem Mat-H1VH-BMV (ztozonym z wtRNAI, wtRNA2
oraz Mat-H1VH-RNAZ3), w obrebie sekwencji 3' i 5° R H1V-1 zaistnieje mozliwo$¢
przeskoku homologicznego RdRp BMV replikujacej czasteczki RNA3.

Pierwszym etapem otrzymania Mat-H1VH-RNA3 byto skonstruowanie
plazmidu pMat-HIVH-RNA3 (Metody, rozdziat 3.2.4.1). Plazmid ten uzyskano
poprzez ligacje cDNA rejonu H1V-1 R do miejsc RAS plazmidu pMatO-RNA3
(pochodna plazmidu pB3TP7). Odpowiednie cDNA HIV-1 uzyskano metodg PCR,
wykorzystujac plazmidy pHIVRSd (zawierajgce cDNA 97-nukleotydowego rejonu R
H1V-1 typu dzikiego) oraz pHIVRSa (zawierajgcy cDNA 97-nukleotydowego rejonu R
H1V-1 z czterema markerowymi mutacjami w pozycji 17 C—»U, 37 C—»U, 54 A—>0 i
75 A—>C, liczac od poczatku sekwencji rejonu R). Podczas PCR wykorzystano startery,
dodajace na koncach produktéw miejsca restrykcyjne umozliwiajace poOzniejsze
klonowanie do plazmidu pMatO-RNA3. W przypadku reakcji PCR na plazmidzie
pHIVRSa uzywano startery HIVA5Spe i HIVA3Spe z miejscem restrykcyjnym
rozpoznawanym przez endonukleaze Spel. W przypadku PCR na plazmidzie pHIVRSd
uzywano starterow HIVD5MIu i HIVD3Eco z miejscami rozpoznawanymi przez
enzymy Mlul oraz EcoRV. Odpowiedni produkt PCR oraz plazmid pMatO-RNA3
trawiono enzymem Spel, ligowano, a nastepnie otrzymany plazmid oraz odpowiedni
produkt PCR trawiono Mlul i EcoRV i ligowano, otrzymujac plazmid pMat-HIVH-
RNA3, ktory nastepnie klonowano w komorkach E. coli. Obecno$¢ insertbw cDNA
rejonu R H1V-1 w uzyskanym plazmidzie potwierdzano sekwencjonowaniem.

Kolejnym etapem eksperymentu byto otrzymanie wirusowego RNA i inokulacja
roslin (Metody, rozdziat 3.2.4.2). W tym celu plazmid pMat-HIVH-RNA3 trawiono
EcoRlI, aby uzyska¢ odpowiednig matryce do otrzymania wirusowego RNA metoda
transkrypcji in vitro. Otrzymany RNA, wraz z transkryptami wt RNAI i wtRNA2,
uzywano do inokulacji roslin {Chenopodium quinoa). Zainfekowane rosliny hodowano

w szklarni przez 10 dni, po czym obserwowano objawy infekcji i poréwnywano z
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roslinami kontrolnymi, zainfekowanymi typem dzikim BMV (schemat eksperymentu
pokazano na Rysunku 4.2). Nie stwierdzono istotnych réznic w ilosci plamek
nekrotycznych powstatych na lisciach Chenopodium quinoa podczas obydwu rodzajow

infekcji.

4.4.2. Badanie homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych zachodzacych
pomiedzy czgsteczkami Mat-HIVH-BMYV podczas infekcji w roslinach

Kazda z plamek nekrotycznych na lisciach Chenopodium quinoa, powstatych po
infekcji mutantem MatHIVH-BMV, zawierata potencjalne rekombinanty. Aby je
zidentyfikowaé, z 40 plamek izolowano catkowity RNA i metodg odwrotnej
transkrypcji ze starterem 1V, komplementarnym do koncéw 3’ wszystkich genomowych
czasteczek BMV) uzyskiwano ssDNA. ssDNA stosowano jako matryce w reakcji PCR
ze starterami oskrzydlajagcymi 3’UTR RNA3 BMV (U' i 2" | tym sposobem
otrzymywano wirusowy cDNA. Powstaty wskutek rekombinacji RNA3 powinien by¢
krotszy niz macierzysta czasteczka MatHIVH-RNA3 (cDNA rekombinanta ~ 400 pz,
cDNA niezrekombinowany - 800 pz). Analiza cDNA metodg elektroforezy w 1,5%
natywnym zelu agarozowym pozwolita okresli¢ iz jedynie 14 plamek nekrotycznych
zawierato RNA wirusa na wykrywalnym poziomie, z czego 10 plamek zawierato wirusa
typu rodzicielskiego (MatHIVH-BMV). Obecnos¢ rekombinantéw stwierdzono w
czterech spos$rod badanych plamek, jednak diugos¢ cDNA odpowiadajacego 3’UTR
RNA3 nie byla zgodna z oczekiwaniami. cDNA rekombinantdw RNA3 zmieszano,
klonowano do wektora pDRIVE i poddano sekwencjonowaniu ze starterem U‘.
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3a

Mat-HIVH-RNA3

rekombinanty:

3a CcP R R.

3a CcP R C RNi* A
*TI®

3a CP R C

Rysunek 4.20. Schemat budowy trzech rodzajow rekombinantow powstatych

podczas infekcji mutantem MatHIVH-BMV w C. quinoa

We wszystkich rekombinantach obecny byt rejon 5’R HIV-1. W przypadku pierwszego rodzaju
rekombinanta stwierdzono, ze za rejonem 5’R HIV-1 lezat rejon 3’R HIV-1 oddzielony 19-nukleotydowa
sekwencja zawierajgcg miejsce restrykcyjne Kpnl, pochodzace z 3’RAS. Za rejonem 3’R HIV-1
znajdowata sie niezmieniona sekwencja koncowa (295 ostatnich nukleotydéw z 3' UTR RNAI BMV). W
tych rekombinantach brakowato natomiast okoto 300-nukleotydéw pomiedzy rejonami R H1V-1,
obejmujacych sekwencje CCMV i duplikacje sekwencji BMV z konca 3’. Drugi rodzaj rekombinanta
zawieratl sekwencje CCMV za 5' rejonem R HIV-1, bezposrednio po ktorej nastepowata sekwencja
ostatnich 49-ciu nukleotydéw 3’ rejonu R HIV-1 i dalej niezmieniona sekwencja kohca RNAI. U
ostatniego typu rekombinanta za rejonem 5’ HIV-1 obecna byla sekwencja CCMV, za ktérg byly 4
nukleotydy o sekwencji AATT, a nastepnie pierwsze 19 nukleotydoéw zduplikowanej sekwencji RNAS3.
Za fragmentem sekwencji RNAS3 lezata sekwencja RNAI z delecjg pierwszych 115.

Rejony kodujgce czasteczek oznaczono kolorem zielonym, a niekodujace -  niebieskim, delecje

poszczegblnych fragmentow w 3’UTR oznaczono symbolem A oraz numerami brakujacych nukleotydéw.

Po przeanalizowaniu sekwencji rekombinantéw ustalono, iz przeskoki
rekombinacyjne nie zachodzity wedtug przewidywanego schematu. Odnotowano 3 typy
rekombinantéw. We wszystkich obecny byt rejon 5’R HIV-1, ktory zawierat wszystkie
cztery markerowe mutacje. W przypadku pierwszego typu rekombinanta stwierdzono,
ze za rejonem 5°R HIV-1 lezat rejon 3’R HIV-1 oddzielony 19-nukleotydows
sekwencjg zawierajacg miejsce restrykcyjne Kpnl, pochodzace z 3’'RAS. Za rejonem
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3’'R HIV-1 znajdowata sie niezmieniona sekwencja koncowa (295 ostatnich
nukleotydéw z 3' UTR RNAI BMV). W tych rekombinantach brakowato natomiast
okoto 300-nukleotyddéw pomiedzy rejonami R H1V-1, obejmujacych sekwencje CCMV
i duplikacje sekwencji BMV z konca 3’. W drugim typie rekombinanta za 5’ rejonem R
HIV-1 lezata sekwencja CCMV, bezposrednio po ktorej nastepowata sekwencja
ostatnich 49-ciu nukleotydéw 3' rejonu R HIV-1 i dalej niezmieniona sekwencja korca
RNAI. U ostatniego typu rekombinanta za rejonem 5 HIV-1 obecna byta sekwencja
CCMV, za ktorg obecnych byto pierwszych 19 nukleotydéw zduplikowanej sekwencji
RNA3. Za fragmentem sekwencji RNA3 lezata sekwencja RNAI z delecjg pierwszych
115 nukleotydéw. Schemat rekombinantéw przedstawiono na rysunku 4.20. Zaden z
trzech typoéw powstatych w czasie infekcji mutantem MatHIVH-BMV rekombinantow
nie byt efektem zaplanowanej homologicznej rekombinacji pomiedzy dwoma rejonami
R HIV-1 zawartymi w 3’UTR czasteczki MatHIVH-RNA3. Rekombinanty zostaty
wygenerowane przez niehomologiczne przeskoki rekombinacyjne zachodzgce

pomiedzy réznymi sekwencjami z 3’'UTR MatHIVH-RNAS3.

4.4.3. Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem systemu
rekombinacyjnego BMV zawierajacego rejon R HIV>1 - podsumowanie

W niniejszym rozdziale opisano badania aktywnosci rekombinacyjnej RdRp
BMV wobec sekwencji rejonu R HIV-1. W tym celu utworzono pochodng wektora
rekombinacyjnego Mat0O-RNA3, zawierajacg w miejscach klonowania 5" i 3' RAS dwie
kopie rejonu R HIV-1. Czasteczke te nazwano MatHIVH-RNAS3. Takie umiejscowienie
sekwencji HIV-1 stwarzato mozliwos¢ homologicznego przeskoku pomiedzy tymi
sekwencjami w ramach tej samej lub dwdch odrebnych czasteczek RNA3. Infekcyjnosé
mutanta MatHIVH-BMYV nie odbiegata od infekcyjnosci typu dzikiego. Analiza cDNA
otrzymanego z RNA3 wyizolowanego 40 plamek nekrotycznych powstatych po infekcji
mutantem MatHIVH-RNA3-BMV wykazata, iz wirus obecny byt tylko w 14 z nich,
pozostate natomiast byly puste, natomiast rekombinanty obecne byty tylko w 4
plamkach, reszta plamek zawierata czasteczki RNA3 typu rodzicielskiego. Po
zsekwencjonowaniu wirusowego cDNA powstatego na matrycach RN A3 pochodzacych
z czterech plamek nekrotycznych zawierajgcych rekombinanty stwierdzono jednak, ze
rekombinacja nie zaszta wedtug oczekiwanego schematu. W pokoleniu potomnym
wirusa zaobserwowano obecno$¢ trzech typow niehomologicznych rekombinantow

zawierajgcych po jednej delecji czesci 3’'UTR. W pierwszym typie rekombinanta byla
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to sekwencja obejmujaca rejony C i B, w drugim typie usuniety byt caty rejon B oraz
pierwsze 48 nukleotydow rejonu 3'R HIV-1, natomiast trzeci typ nie zawierat ostatnich
119 nukleotyddw rejonu B, catego rejonu 3’R HIV-1 oraz pierwszych 115 nukleotyddw

rejonu A.
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4.5. Podsumowanie wynikéw

Niniejsza prace poswiecono lepszemu poznaniu udziatu homologicznej
rekombinacji RNA w ksztattowaniu genomowych czasteczek modelowego wirusa (+)
RNA, wirusa mozaiki stoktosy. Stwierdzono, ze proces ten jest stosunkowo czestym
wydarzeniem w czasie cyklu zyciowego BMV. Badajgc rozmieszczenie markerowych
mutacji w potomnym pokoleniu genomowych czgsteczek RNAI i RNA2 powstatych
podczas koinfekcji roslin dwoma réznymi wariantami BMV zaobserwowano, ze w
kodujacych rejonach czagsteczek genomowych RNAI i RNA2 pojedyncze
homologiczne przeskoki rekombinacyjne zachodzg z minimalng czesto$cig osiggajaca
wartos¢ od 2,8 do 8,9% na 100 nukleotydow. Odnotowano takze powstawanie
podwojnych rekombinantéw BMV. Stwierdzono jednoczesnie, ze gatunek gospodarza
oraz ilo$¢ cykli replikacyjnych nie majg wplywu na czestos¢ homologicznych
przeskokéw rekombinacyjnych. W kodujacych rejonach RNAI i RNA2 BMV nie
wykryto motywow wspierajgce homologiczne przeskoki rekombinacyjne, takich jak w
rejonie miedzygenowym RNA3 BMV (Bruyere i wsp., 2000), gdzie obserwowana
czesto$¢ rekombinacji osiggata znacznie wyzszg warto$¢. Zaobserwowano takze ze
substytucje nukleotydowe w 3' i 5° UTRach RNAI i RNA2 BMV podczas infekcji sg
zastepowane sekwencjg typu dzikiego, wskutek btedow replikacji RNA, a wirusy z
takimi mutacjami sg wypierane z populacji przez presje selekcyjng. Obserwacja ta
potwierdza konserwatywny charakter tych rejonéw genomowych czgsteczek wirusa.
Poréwnanie czestosci rekombinacji RNA w kodujacych rejonach czasteczek BMV oraz
w miedzygenowym rejonie RNA3 dato podstawe do zaproponowania mechanizmu
nieciggtej syntezy RNA3 i powstawania nieznanego do tej pory subgenomowego
RNA5 BMV, ktéry zostat zidentyfikowany zarébwno w zakazonych tkankach
rodlinnych jak i w RNA wyekstrahowanym z wirionébw BMV.

Drugim zagadnieniem poruszonym w niniejszej pracy byto lepsze poznanie
mechanizmu homologicznego przeskoku rekombinacyjnego i okreslenie, czy istniejg
uniwersalne elementy w strukturze RNA indukujgce przeskoki rekombinacyjne
wirusowych enzyméw replikacyjnych. W tej czeSci badan postuzono sie systemem in
vitro, bazujgcym na odwrotnej transkryptazie wirusa H1V-1 oraz systemem
rekombinacyjnym BMV in vivo. Testujgc w obydwu systemach rekombinacyjnie
aktywne rejony R wiruséw H1V-1 i BMV stwierdzono, ze obydwie badane sekwencje
wspierajg homologiczne przeskoki H1V-1 RT i ze ich czestotliwo$¢ wzrasta wraz z

odlegtoscig od konca 3' matrycy. Co zaskakujace, catkowita wydajno$¢ rekombinacji w
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przypadku HIV-1 RT byta kilkakrotnie wyzsza podczas reakcji wydtuzania startera na
matrycach RNA zawierajgcych rejon R BMV niz na matrycach RNA zawierajacych
rejon R HIV-1, natomiast rejon R HIV-1 umieszczony w wektorze rekombinacyjnym

RNA3 BMV nie wspierat homologicznej rekombinacji podczas infekcji BMV w

roélinach.
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5.Dyskusja

5.1. Badanie czestosci homologicznych  przeskokdéw  rekombinacyjnych,
zachodzacych pomiedzy genomowymi czgsteczkami RNA BMV

W niniejszej pracy opisano szereg eksperymentdw majgcych na celu poznanie
mechanizmu homologicznej rekombinacji RNA oraz udzialu tego procesu w
ksztattowaniu genomdéw  wirusowych. Eksperymenty prowadzono z uzyciem
modelowego wirusa ro$linnego - wirusa mozaiki stoktosy (BMV). Wyniki
wczesniejszych badan aktywnosci rekombinacyjnej genomowego RNA3 BMV
wskazywaty, ze homologiczne przeskoki rekombinacyjne zachodzg wzdiuz calej
czasteczki RNA3 BMV z niskg czestoscig, natomiast w rejonie miedzy genami biatek
3a i CP znajduje sie miejsce 0 podwyzszonej aktywnosci rekombinacyjnej (Bruyere i
wsp., 2000; Wierzchostawski i wsp., 2003). Aby okresli¢ czestos¢, z jaka zachodzi
homologiczna rekombinacja pomiedzy genomowymi czasteczkami RNAI i RNA2,
otrzymano szereg mutantdow wirusowych zawierajgcych markery, tworzace w
odpowiadajgcym  wirusowemu RNA cDNA unikalne miejsca restrykcyjne,
rozmieszczone w okoto 1000-nukleotydowych odstepach (mutanty M-RNA2-BMV |
0-RNA1-BMV). Markerowe miejsca restrykcyjne powstaty w wyniku substytucji
nukleotydowych wprowadzonych do rejonéw niekodujacych i kodujgcych RNA, bez
zmiany sekwencji aminokwasowej biatek BMV. Infekcyjno$¢ mutantdbw w poréwnaniu
do typu dzikiego BMV oraz stabilno$¢ wprowadzonych markeréw podczas replikacji
wirusa w gospodarzu potwierdzono poprzez poréwnanie objawdéw chorobowych
zakazonych roslin oraz sekwencjonowanie potomnych czasteczek RNA BMV.

Podczas badan stabilnosci markeréw w rejonach niekodujacych RNA2 i RNAI
BMV zaobserwowano bardzo interesujgce zjawisko, a mianowicie powr6t do sekwencji
typu dzikiego na skutek btedow replikacji RNA. Czasteczki RNA, ktérych sekwencja
ulegta rewersji, byly nastepnie faworyzowane przez presje selekcyjng i wyparly z
pokolenia potomnego wirusa czasteczki typu macierzystego o zmutowanych UTRach.
Za tym mechanizmem przemawia fakt, iz ilos¢ mutacji wprowadzanych przez RdRp
podczas replikacji RNA wynosi okoto 10"/nukleotyd/cykl replikacyjny (Steinhauer i
wsp., 1987). Dla poréwnania, polimerazy DNA zalezne od DNA popetniajg omytki w
znacznie rzadziej, okoto 10" - 10"“"/nukleotyd/cykl replikacyjny (Glickman i wsp.,

1994). Innym mozliwym mechanizmem, prowadzacym do rewersji sekwencji UTROw
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do typu dzikiego, mogtaby by¢ homologiczna rekombinacja zmutowanych UTROw z
UTRami typu dzikiego pozostatych genomowych czasteczek BMV. Ta mozliwos¢
zostata Jednak wykluczona, bowiem sekwencja UTRéOw genomowych czasteczek
RNAI, RNA2 i RNA3 BMV nie jest w 100% identyczna, natomiast UTRy potomnych
RNA ulegty rewersji doktadnie do typu dzikiego. Rekombinacja pomiedzy rejonami
niekodujgcymi 3' i 5 genomowych czasteczek BMV moze réwniez by¢ utrudniona ze
wzgledu na fakt, iz przyjmujg one skomplikowang strukture drugorzedowg czy
trzeciorzedowg (Ahlquist, 1985; Chen i wsp., 2001). W dalszej czesci dyskusji
wykazano, ze stabilne struktury przestrzenne znacznie zmniejszajg czestosé
zachodzenia homologicznej rekombinacji RNA.

Akumulacja czasteczek genomowych RNA2 i RNAI ktérych 3" i 5° UTRy
ulegty rewersji do typu dzikiego potwierdza, iz wiasciwa sekwencja tych rejondw jest
szczegOlnie istotna dla aktywnos$ci wirusa. W ich obrebie znajduje sie wiele elementdw,
odgrywajacych istotne role w réznych etapach cyklu replikacyjnego wirusa. Sg to
miedzy innymi: promotory dla polimerazy BMV na nici (+) i (-) RNA (Chapman i wsp.,
1999; Dreher i wsp., 1989), motywy w 3’UTR biorgce udziat w adenylacji kornca 3’
RNA (polimeraza rozpoczyna synteze nici potomnej od 2-go nukleotydu (C), natomiast
reszty A na koncach 3' dodawane jest potranskrypcyjnie przez nukleotydylotransferaze
tRNA, Dreher, 1988, Rao i wsp., 1989), motyw ,box B” w 5’UTR konieczny do
kierowania wirusowego RNA przez biatko la do retikulum endoplazmatycznego, gdzie
zachodzi replikacja wirusa (Chen i wsp., 2001), oraz sygnat pakowania obecny w
niekodujagcym 3’UTR (Choi i wsp., 2003).

Po wyselekcjonowaniu tych mutantbw BMV, ktorych markery umieszczone w
rejonach kodujacych RNA2 i RNAI nie wplywaly na infekcyjnos¢ wirusa,
przystapiono do badan procesu homologicznej rekombinacji RNA. Przeprowadzono
serie koinokulacji komosy (gospodarz, w ktérym BMV replikuje ograniczong ilos¢
razy, a infekcja objawia sie powstawaniem plamek nekrotycznych) oraz jeczmienia
(gospodarz, w ktdrym wirus replikuje sie bez ograniczen w catej roslinie) przy pomocy
par mutantow BMV zawierajgcych markery w réznych miejscach tej samej czasteczki
genomowego RNA. Zastosowanie dwoch réznych gospodarzy stwarzato mozliwos¢
okre$lenia, czy gatunek rosliny oraz ilos¢ cykli replikacyjnych wywierajg istotny
wptyw na czestos¢ homologicznej rekombinacji RNA. Analizujgc rozmieszczenie
markerow w pokoleniu potomnym wirusa ustalono, ze homologiczna rekombinacja

RNA miedzy roznymi wariantami tej samej genomowej czasteczki RNA zachodzi z
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czestoscig osiggajacg wartosci w zakresie 11-27% zaréwno w jeczmieniu jak i w
komosie. W celu ustalenia czy podczas replikacji dochodzi do dwoch przeskokow
rekombinacyjnych, analizie poddano dwa rejony RNAZ2 zawierajgce trzy mutacje
markerowe. Posrod 39 klonéw otrzymanych z RNA wyizolowanego z plamki
nekrotycznej powstatej na zakazonym mutantami M2-RNA2-BMV i M34-RNA2-BMV
lisciu C. quinoa zaobserwowano 2 podwojne rekombinanty, wsrdéd 36 klondbw RNA2
otrzymanych z catego liscia komosy 3 byty podwdjnie zrekombinowane, natomiast 38
klonoéw otrzymanych z zakazonego jeczmienia zawierato 4 podwdjne rekombinanty.

W czasie koinfekcji dwoma mutantami wirusowymi noszacymi markery w
roznych miejscach tej samej genomowej czasteczki mozna zaobserwowac
homologiczne rekombinanty powstate w efekcie przeskoku wirusowej RARp pomiedzy
dwoma réznymi wariantami tego samego RNA, poniewaz tylko takie rekombinanty
odrdzniaja sie od czasteczek rodzicielskich. Jednak rekombinacja homologiczna moze
zachodzi¢ nie tylko pomiedzy réznymi wariantami tej samej czasteczki, ale takze
pomiedzy tymi samymi wariantami, a obserwowane rekombinanty stanowig tylko czes¢
catkowitej ilosci rekombinantow. Z tego wzgledu zaproponowano nowg metode
obliczania czestoSci tego procesu, w ktdrej uwzglednione zostaty wszystkie
rekombinanty oraz wzajemna proporcja obydwu typdw czasteczek rodzicielskiego w
pokoleniu potomnym, pozwalajaca poznaé minimalng czesto$¢, z jaka zachodzi
rekombinacja homologiczna, bowiem uwzglednia ona jedynie pojedyncze przeskoki
rekombinacyjne. Bazujagc na zaproponowanej metodzie, ustalono, ze rzeczywista
czesto$¢ rekombinacji w badanych czasteczkach BMV osiggata wartosci od 2,8% do
8,9% na 100 nukleotydéw. Wyzsze od obserwowanego dla BMV, tempo rekombinacji
charakteryzuje odwrotng transkryptaze HIV-1. Dla genomu HIV-1 o dugosci 10kz,
obserwowano 9-30 przeskokdw odwrotnej transkryptazy podczas jednego cyKlu
replikacyjnego wirusa, czesto$¢ rekombinacji na 100nt wynosi wiec okoto 9-30 %
(Levy i wsp., 2004, Rhodes i wsp., 2005). Roznica ta moze wynikac nie tylko z roznej
aktywnosci rekombinacyjnej RdRp BMV i HIV-1 RT, lecz moze by¢ takze zwigzana
jest z warunkami w jakich odbywa sie replikacja tych dwdch wirusow. BMV replikuje
sie w zamknietych sferulach utworzonych przez czasteczki biatka la w Swietle
retikulum endoplazmatycznego (Schwartz i wsp., 2002). W takich warunkach kontakt
pomiedzy poszczeg6lnymi czasteczkami  wirusowego RNA jest utrudniony i

uzalezniony od labilnosci btony retikulum. W wirionie HIV-1 natomiast zawarte sg
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dwie kopie genomowego RNA (Merqueti wsp., 1991), co stwarza dogodne warunki do
zajscia rekombinacji podczas odwrotnej transkrypcji.

Otrzymane wyniki dowodza, iz wiekszo$¢ potomnych czgsteczek genomowych
RNAI i RNA2 jest syntetyzowana w oparciu 0 co najmniej dwie matryce, a
homologiczna rekombinacja RNA jest procesem zachodzacym z bardzo duzg
czestoScig. Jednocze$nie stwierdzono, ze czestos¢ rekombinacji nie zalezy od ilosci
cykli replikacyjnych, bowiem zarébwno w gospodarzu nadwrazliwym jak |
systemicznym proces przebiegat z podobng czestoscia. W RNAI i RNA2 BMV nie
znaleziono zadnych rejondéw charakteryzujgcych sie wzmozong aktywnos$cig
rekombinacyjna.

Wyniki otrzymane podczas badan rekombinacji miedzy czasteczkami RNAI lub
RNA2 BMV sg poréwnywalne z czestoScig rekombinacji obserwowang w kodujgcym
rejonie  RNA3. Obserwowana czestos¢ rekombinacji pomiedzy dwoma réznymi
wariantami RNA3 w 547-nukleotydowym fragmencie tej czasteczki zawierajacej gen
biatka ptaszcza osiggata wartosci 10-22% (Wierzchoslawski i wsp., 2003). Natomiast w
rejonie miedzygenowym zaobserwowano silny wzrost czestoSci az do 71% (Bruyere |
wsp., 2000). Zaproponowano mechanizm wyjasniajacy to zjawisko obecnoscig w tym
rejonie (-) RNA3 okoto 20-nukleotydowej sekwencji polyU oraz promotora do syntezy
subgenomowego RNA4. Sekwencje polyU czy poliA moga powodowaé poslizg RdRp
wskutek ostabienia oddziatywanie matrycy i nici potomnej (Pathak i Hu , 1997; Deng i
Shuman, 1997; Hausmann i wsp., 1996). Struktura promotora stanowi natomiast
przestrzenng przeszkode dla RdRp BMV podczas syntezy petnej diugosci (-t-)RNA3
(Grdzelishvili i wsp., 2005).

Wspomaganie przeskokow rekombinacyjnych przez rézne struktury RNA nie
jest zjawiskiem zarezerwowanym wylgcznie dla BMV. Zaobserwowano je miedzy
innymi u karmowirusa kedzierzawki rzepy (TCV - turnip crinkle virus). W trakcie
infekcji wirusowi temu towarzyszg liczne satelitarne RNA, z ktorych spora cze$¢ jest
produktami rekombinacji zachodzacej pomiedzy jego genomowymi RNA i innymi
satelitarnymi RNA. Po zanalizowaniu tych rekombinantéw stwierdzono, ze miejsca
przeskokdw zlokalizowane sg w rejonie (-)RNA wykazujagcym znaczne podobierstwo
do obecnego w genomowym RNA TCV promotora transkrypcji, tzw. motywu |
(Cascone i wsp., 1990, 1993; Zhang i wsp., 1991) lub w obrebie innej struktury
drugorzedowej, tzw. motywu 111 (Nagy i Simon, 1998a i b). Podczas badan transkrypcji

in vitro provv'adzonej z wykorzystaniem RdRp wirusa TCV oraz tombuswirusa nekrozy
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Ogédrka (CNV - cucumber necrosis virus) wykazano, ze matryce zawierajagce minimalny
promotor (tzw. cpRIIl) oraz enhancer replikacji (tzw. region Il1-) z konca 3' (-)RNA
tombuswirusa krzaczastej kartowatosci pomidora (TBSV - tomato bushy stunt virus)
rowniez bardzo wydajnie wspieraty przeskoki rekombinacyjne. Ponadto matryce bogate
w nukleotydy adeninowe i uracylowe réwniez wspieraty przeskoki rekombinacyjne
polimeraz TCV i CNV, aczkolwiek nie tak silnie jak wyzej wymienione motywy
promotorowe i enhancerowe (Cheng i wsp., 2003). W ro$linach koinfekowanych
dwoma wirusami z rodzaju Cucumovirus, CMV i TAV, powstawaly rekombinanty
RNA3 i subgenomowego RNA 4 CMV, posiadajgce 3’- koncowa cze$¢ genomowej
czasteczki RNAI TAV, a przeskok rekombinacyjny zachodzit pomiedzy 3’-koricowymi
rejonami (-) RNA3 obydwu wiruséw, w ktérych w donorze (CMV) obecna byta
podwdjna struktura spinkowa, natomiast w akceptorze obecha byta struktura
przypominajgca subgenomowy promotor CMV (Suzuki i wsp., 2003). Indukowanie
przeskokdw rekombinacyjnych przez silne struktury spinkowe w czasteczce donorowej
zaobserwowano takze podczas badan defektywnych interferujgcych RNA u
tombuswiruséw powstajacych podczas infekcji w roslinie (White i wsp., 1995).
Rekombinacja u nodawiruséw rowniez zachodzi ze znaczacym udziatem struktur
promotorowych czy enhancerowych (Bali, 1997). W czasie cyklu replikacyjnego wirusa
Flock House (FHV) syntetyzowane sg liczne defektywne RNA (D RNA), bedace
kopiami czagsteczek genomowych z duzymi delecjami, powstatymi wskutek
rekombinacji RNA. D RNA pochodzace od genomowej czasteczki RNA2 zawierajg
delecje 5 lub 3 koncowej czesci RNA2, jednak zawsze zachowujg centralnie
umieszczony enhancer niezbedny do replikacji. Podczas badan zjawiska rekombinacji w
systemie CNV zaobserwowano, ze wspierajgca rekombinacje 69-nukleotydowa
sekwencja bogata w nukleotydy adeninowe i uracylowe z BMV indukuje rekombinacje
podczas tworzenia DI RNA (Shapka i Nagy, 2004). Wymienione liczne przyktady
pokazuja, ze struktury promotorowe, rejony polyA czy polyU oraz inne drugorzedowe
struktury RNA stanowig dla wirusowych komplekséw replikacyjnych swego rodzaju
enhancery przeskoku rekombinacyjnego i funkcjonujg nie tylko u BMV lecz u wielu
innych wirusow RNA.

Analizujgc dane dotyczace rekombinacji homologicznej wszystkich trzech
czasteczek BMV mozna wnioskowac, ze kompleks RdRp BMV posiada pewng stalg,
umiarkowang  zdolnos¢ do  wykonywania  homologicznych przeskokow

rekombinacyjnych w obrebie dwdch takich samych sekwencji. Jednak pewne elem.enty
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W Strukturze RNA sg w stanie zwiekszac czestotliwos¢ przeskokéw dokonywanych
przez wirusowy kompleks replikacyjny. Nalezg do nich wymienione wyzej rejon polyU
i promotor subgenomowy, jak réwniez sekwencje polyAU oraz rejon R z 3’'UTR

genomowych czasteczek BMV (Rozdziat 1.5).

5.2 ldentyfikacja subgenomowego RNA5

W niniejszej pracy podjeto probe doktadniejszego okreslenia mechanizmu
funkcjonujgcego podczas przeskoku rekombinacyjnego z udziatem sekwencji polyU i
subgenomowego promotora zlokalizowanego pomiedzy dwiema ramkami odczytu
RNA3 BMV (Bruyere i wsp., 2000). Sekwencje polyU czy poliA mogg powodowac
poslizg RARp wskutek ostabienia oddziatywanie matrycy i nici potomnej (Pathak i Hu ,
1997; Deng i Shuman, 1997; Hausmann i wsp., 1996, Nagy i Bujarski, 1996).
Struktura promotora moze natomiast stanowié¢ przestrzenng przeszkode dla RdRp
BMV. Wykazano, ze obecnos¢ subgenomowego promotora wywiera hamujacy wptyw
na replikacje RNA3, ktdry wynika najprawdopodobniej z konkurencji wirusowych
kompleksow replikacyjnych o matryce (-)RNA3 (Grdzelishvili i wsp., 2005). Po
usunieciu  subgenomowego promotora, iloS¢ powstajacego RNA3 znacznie rosta.
Subgenomowy promotor moze réwniez stwarza¢ dogodne miejsce do ponownego
przytgczenia kompleksu replikacyjnego i kontynuacji syntezy zrekombinowanego
RNA3 na innej lub tej samej matrycy (-)RNA3. Poznanie lokalizacji miejsc
homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych réwniez potwierdza prawdziwo$¢
zaproponowanego mechanizmu, bowiem sg one rozmieszczone w obrebie sekwencji
polyA oraz poczatkowej czeSci struktury spinki subgenomowego promotora
(Wierzchoslawski i wsp., 2004). Najprawdopodobniej wiec kompleks replikacyjny
BMV ulega dysocjacji na sekwencji polyU, wspomaganej przez drugorzedows
strukture subgenomowego promotora. P6zniejsza reasocjacja RdRp do innej lub tej
samej matrycy (-)RNA3 jest wspomagana przez hybrydyzacje sekwencji polyA
potomnej nici z rejonem polyU matrycy oraz przez obecno$¢ subgenomowego
promotora. Mechanizm ten nie odnosi sie do wszystkich czasteczek RNA3
powstajgcych podczas infekcji, poniewaz przeskok rekombinacyjny w rejonie
miedzygenowym nie jest warunkiem syntezy RNA3 (Grdzelishvili i wsp., 2005).

Zakladajac, ze synteza (+)RNA3 BMV moze zachodzi¢ w sposob nieciagly i ze
podczas tego procesu dochodzi¢ moze do dysocjacji kompleksu replikacyjnego w

obrebie miedzygenowego rejonu (-)RNA3 (Bruyere i wsp., 2000, Wierzchoslawski |
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wsp., 2004), postawiono teze mowiagcg, ze w zainfekowanych BMV komodrkach
roslinnych jest obecny subgenomowy RNAS5, bedacy efektem tej dysocjacji,
homologiczny do czesci genomowego (+)RNA3 od jej pierwszego nukleotydu do
rejonu polyA. Obecno$¢ RNAS5 w roslinach zakazonych BMV potwierdzono dwiema
niezaleznymi metodami - northern blot i sekwencjonowaniem cDNA. Wykazano, ze
czasteczka RNA, odpowiadajaca dtugoscig i sekwencjg okoto 1220 nukleotydom konca
5' RNA3 powstaje podczas infekcji w stosunkowo mniejszych ilosciach niz pozostate
wirusowe RNA. RNA5 posiada na koncu 5’ strukture kap oraz ogon polyA na koncu 3’,
w odroznieniu od reszty genomowych czasteczek BMV, ktorych koniec 3' przyjmuje
strukture tRNA-podobng. Te cechy RNA5 upodabniajg go do jednego z poczgtkowych
produktéw posrednich szlaku degradacji komdrkowych mRNA (Beelman i Parker,
1995). Staba akumulacja RNA5 w poréwnaniu do pozostatych genomowych RNA
BMV moze by¢ spowodowana dziataniem komorkowych nukleaz odpowiedzialnych za
rozktad mRNA. llos¢ RNA5 w stosunku do ilosci RNA3 w zakazonych komdrkach
roslinnych wzrasta w ciggu pierwszych 10 dni infekcji z okoto 20% do 40%.
Obserwacja ta wydaje sie by¢ zgodna z przypuszczalng funkcjg RNAS. Poniewaz
koduje on biatko 3a odpowiedzialne za rozprzestrzenianie infekcji w roslinie, jego ilos¢
w zakazonych komorkach ro$nie wraz z rozwojem infekcji. Z drugiej strony, niski
poziom akumulacji RNAS i zwigzanego z nim biatka 3a w ro$linie w poréwnaniu do
pozostatych czasteczek RNA BMV uniemozliwia zbyt gwattowny rozwdj infekcji,
ktory mogtby by¢ bardzo niekorzystny zaréwno dla gospodarza jak i dla wirusa.
Niewielkie ilosci subgenomowego RNAS zostaty zidentyfikowane posrod RNA
wyizolowanego z preparatu BMV, co wskazuje na enkapsydacje tej czasteczki.
Mozliwo$¢ ta wydaje sie prawdopodobna ze wzgledu na fakt, iz w obrebie genu biatka
3a, obecnego zarbwno w RNA3 jak i RNA5, znajduje sie 187-nukleotydowa sekwencja
oddziatujgca z biatkiem ptaszcza BMV bedaca sygnatem pakowania (Choi i wsp.,
2003). Czasteczki RNAS5 nie mogg jednak samodzielnie zapoczatkowa procesu
optaszczania, poniewaz nie posiadajg sygnatu 3'TLS. Sygnat ten obecny jest w
3’UTRach genomowych czasteczek oraz subgenomowego RNA4 BMV i stanowi go
struktura tRNA-podobna. Przypuszczalnie wiec, pakowanie RNA5 zalezne jest od
pozostatych czasteczek RNA BMV, podobnie jak to sie dzieje w przypadku
subgenomowego RNA4, ktory ulega wspoélnej enkapsydacji z RNA3 (Miller i wsp.,
1985; Choi i wsp., 2003). Niewielkie ilosci RNA5 w stosunku do pozostatych

czasteczek RNA BMV obecnych wewnatrz wiriondw sugeruja, ze proces ten moze
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mieC charakter przypadkowy i ze obecno$¢ RNA5 wewnatrz wiriondw nie jest dla
wirusa istotna, podobnie jak to ma miejsce w przypadku sgRNA4.

Identyfikacja czasteczki subgenomowego RNA5 nie stanowi o prawdziwosci
zaproponowanego mechanizmu jego powstawania. Alternatywng drogg tworzenia tej
czasteczki mogtaby by¢ miejscowo-specyficzna degradacja (+)RNA3 w rejonie polyA.
Niestety, przeprowadzona analiza stabilnoSci genomowego RNA3 nie przyniosta
odpowiedzi na pytanie, ktéry z dwoch mechanizméw jest prawdziwy. RNA3
inkubowany w ekstrakcie roslinnym ulegat catkowitej degradacji, spowodowanej
najprawdopodobniej obecno$cig komorkowych RNaz. Na korzy$¢ zaproponowanego
mechanizmu nieciagtej syntezy RNA3 i powstawania subgenomowego RNAS5 poprzez
dysocjacje kompleksu replikacyjnego w rejonie polyU matrycowego (-)RNA3 silnie
przemawia fakt, ze podczas badan transkrypcji in vitro, prowadzonych z
wykorzystaniem RdRp BMV na matrycy (-)RNA3 stwierdzono odpadanie kompleksu
replikacyjnego w rejonie miedzygenowym RNA3 oraz powstawanie dwoch produktow
reakcji: RNAS oraz petnej dtugosci RNA3 (dane niepublikowane). Jesli mechanizm ten
funkcjonuje in vitro, przypuszczenie, ze funkcjonuje on takze podczas infekcji w
roSlinie jest w petni uzasadnione. Kilkunukleotydowe réznice dtugosci — sekwencji
polyA odcinka miedzygenowego RNA3 (Ahlquist i wsp., 1984a) oraz ogona RNA5
rowniez wskazujg, ze podczas syntezy na matrycy (-)RNA3 RdRp napotyka w rejonie
miedzygenowym przeszkode zaburzajgca jej funkcjonowanie. Wykazano takze, ze
transkrypty RNA5 umozliwiajg bardzo wydajng translacje biatka 3a in vitro. 1los¢
powstajgcego biatka jest wieksza niz podczas translacji z genomowego RNA3 (dane
niepublikowane).

Proponowany mechanizm powstawania subgenomowego RNA5 BMV poprzez
przedwczesng terminacje replikacji w obrebie sekwencji polyU nie byt wczesniej
obserwowany. Przedwczesna terminacja spowodowana obecnoscig drugorzedowych
struktur RNA w nici (-) wystepuje u wirusa Sindibis (Wielgosz i Huang, 1997),
natomiast u dianthowiruséw (Sit i wsp, 1998), luteowirusow (Miller i wsp, 2002) i
nodawirusow (Eckerle i Bali, 2002) struktury drugorzedowe obecne w nici (+)
powodujg przedwczesng terminacje subgenomowego (-)RNA. Istnieje jednak wiele
wirusow RNA, posiadajagcych wewnatrzczasteczkowe sekwencje bogate w adenozyne
czy urydyne, chociazby w obrebie rodzin Bromoviridae, Hordeiviridae czy Togaviridae

i mozliwe, ze takze u nich poprzez terminacje replikacji w obrebie tych rejonéw
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powstaje subgenomowy RNA. Sekwencje polyA/U moga by¢ rowniez wykorzystane
jako sygnaty terminacji transkrypcji w wektorach pochodzenia wirusowego.

RNA5 moze stuzy¢ wirusowej replikazie jako starter do syntezy petnej dtugosci
RNA3, hybrydyzujacy z matrycg (-)RNA3. W reinicjacji replikacji RNA3 moze
uczestniczy¢ subgenomowy promotor RNA4. Zjawisko takie, nazwane mechanizmem
PAAE {primer alignment and extension), zostato zaobserwowane podczas replikacji
RNA prowadzonej przez polimerazy wirusa polio i faga QP (Pierangeli i wsp., 1999,
Chetverin i wsp., 2005). Enzymy te podejmowaty synteze RNA, wykorzystujac jako
startery i matryce czasteczki RNA o odwrotnej polamosci, ktorych konce 3' i 5 byty
komplementarne. Wydajno$¢ tego typu syntezy rosta ze wzrostem diugosci
komplementarnych ~ sekwencji  obydwu czasteczek RNA. Udziat  struktur
promotorowych w przeskokach rekombinacyjnych opisany zostat w poprzednim
rozdziale.

Wyniki otrzymane podczas badan RNA5 oraz dane dotyczace udziatu w
rekombinacji innych promotoréw wirusowych sugeruja, ze poza ogolnie znang funkcja,
struktury promotorowe uczestniczg takze w procesie rekombinacji RNA, przyczyniajac
sie do ksztattowania wirusowych genomow. Obserwacje te jeszcze raz wskazuja, ze
rekombinacja RNA u wiruséw o genomie RNA moze by¢ zjawiskiem o wiele bardziej

powszechnym niz do tej pory uwazano.

5.3. Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem HIV-1 RT
wobec matryc zawierajacych rekombinacyjnie aktywne rejony R H1V-1 i BMV
Podczas rozwazan na temat rekombinacji RNA nasuwa si¢ nastepujace pytanie:
czy sekwencje rekombinacyjnie aktywne wystepujace u poszczegolnych wirusow sg
uniwersalne i mogg wywolywaC przeskoki rekombinacyjne replikaz innych,
niespokrewnionych wiruséw? W niniejszej pracy przedstawiono probe odpowiedzi na
to pytanie. Wykorzystano w tym celu do$wiadczalny system in vitro do badan
rekombinacji, ztozony z pary matryc RNA (akceptora i donora), odwrotnej
transkryptazy HIV-1 oraz startera komplementarnego do konca 3' czasteczki
donorowej. W matrycach RNA zawarte byty homologiczne sekwencje rekombinacyjnie
aktywne, umozliwiajgce odwrotnej transkryptazie dokonywanie przeskokow
rekombinacyjnych podczas reakcji wydtuzania startera i zsyntetyzowanie rekombinanta,
ktory réznit sie diugoscig od czasteczek matrycowych. Przeprowadzono dwie serie

eksperymentow in vitro z wykorzystaniem par matryc zawierajagcych znane
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rekombinacyjnie aktywne homologiczne sekwencje RNA: 60-nukleotydowe rejony R z
3’'UTR RNA2 i RNA3 BMV oraz 97-nukleotydowe rejony R z 5" i 3'UTR HIV-1.

Podczas reakcji wydtuzania startera odwrotna transkryptaza HIV-1 dokonywata
homologicznych przeskokéw rekombinacyjnych zaréwno w obrebie sekwencji R HIV-1
jak i BMV. Wydajnos¢ tworzenia rekombinantéw byta jednak znacznie wyzsza podczas
reakcji z matrycami BMV, w czasie ktorej powstawato do 32% zrekombinowanych
czasteczek, natomiast podczas reakcji z matrycami HIV-1 rekombinanty stanowity do
7% wszystkich produktow. Wiekszos¢ przeskokow rekombinacyjnych miata miejsce w
5’-koncowym fragmencie obydwu donorowych czasteczek RNA, a wszystkie
zidentyfikowane rekombinanty powstaty wskutek precyzyjnych homologicznych
przeskokdw rekombinacyjnych.

Fakt, iz w przypadku obydwu badanych sekwencji dochodzito do precyzyjnej
homologicznej rekombinacji, jak i wczesniejsze doniesienia dowodzg, ze elementem
Kluczowym dla zajScia przeskoku jest homologia pomiedzy rekombinujacymi
czagsteczkami  umozliwiajgca tworzenie komplementarnych par pomiedzy RNA
potomnym i akceptorowym, natomiast pochodzenie sekwencji RNA nie jest dla
wirusowej polimerazy istotne. Réznice w wydajnosci syntetyzowania rekombinantéw
moga by¢ zwigzane z ze stabilnoScig wystepujacych w RNA struktur drugorzedowych.
W obydwu badanych sekwencjach wystepujg struktury drugorzedowe: w rejonie R
H1V-1 sg to struktury typu spinki do wtosow: TAR i cze$¢ polyA, natomiast w rejonie
R BMV wystepujg dwie struktury typu spinki do wioséw (G i H). Podczas badan
wptywu struktury drugorzedowej RNA na proces rekombinacji u BMV (Olsthoom |
wsp., 2002) zaproponowano, ze stabilna struktura typu spinki do witoséw na poziomie
akceptora moze znacznie zmniejszy¢ wydajno$¢ rekombnacji, stanowigc przestrzenna
blokade utrudniajgca parowanie potomnego RNA z akceptorowym. Zaobserwowano
wtedy, iz umieszczenie pomiedzy strukturami typu spinki do wioséw G i H rejonu R
BMV dodatkowej stabilnej struktury typu spinki bardzo obnizato wydajnosé
rekombinacji. Struktura drugorzedows rejonu R HIV-1 w akceptorowej matrycy jest
znacznie stabilniejsza (w 37°C stabilno$¢ TAR: dG = -23,8 kcal/mol, a stabilno$¢
polyA: dG = -10,1 kcal/mol) niz struktura rejonu R BMV (w 37°C stabilno$¢ struktury
G: dG=-1,9 kcal/mol a stabilno$¢ struktury H: dG=-7,0 kcal/mol) (obliczenia wykonano
programem MFOLD w warunkach IM NaCl). Mozliwe zatem jest, ze w przypadku
HIV-1 RT struktura typu spinki do wioséw w akceptorze moze hamowac przeskoki

rekombinacyjne, poniewaz wydajno$¢ rekombinacji tego enzymu wobec rejonu R HIV1
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byta znacznie nizsza niz w przypadku sekwencji R z BMV. Podobne wyniki otrzymano
podczas badan aktywnosci rekombinacyjnej sekwencji pochodzacych z genomowych
czasteczek RNA wirusa HCV, umieszczonych w wektorze rekombinacyjnym MatO-
RNAS3 (Alejska i wsp., 2005a). Kiedy w wektorze rekombinacyjnym obecne byty dwie
kopie rejonu X HCV, charakteryzujacego sie bardzo stabilng strukturg drugorzedows i
trzeciorzedowg (Tanaka i wsp, 2004; Blighr i Rice, 1997), nie obserwowano
rekombinantow, powstajacych wskutek przeskoku homologicznego RdRp BMV w
obrebie tych rejonéw. Kiedy jednak w wektorze umieszczono dwie kopie sekwencji
HVR HCV, ktéra nie jest zdolna do formowania stabilnej struktury przestrzennej,
rekombinanty syntetyzowane wskutek homologicznego przeskoku RdRp w obrebie
rejondw HVR powstawaly ze stosunkowo wysoka czestoscia. W czasie badan
prowadzonych przez zesp6l Berkhout’a, réwniez zaobserwowano negatywny wptyw
struktury typu spinki do wioséw na wydajno$¢ procesu rekombinacji (Berkhout i wsp.
2001). Autorzy tych badan sugeruja, przeskoki rekombinacyjne HIV-1 w obrebie
pomiedzy rejonami 5 i 3' R obecnymi w genomowym RNA HIV-1 mogg by¢
wspierane przez oddziatywania typu kissing-loop wystepujace pomiedzy strukturg typu
spinki anty-TAR (-) s-s DNA (czasteczka potomna) i strukturg typu spinki TAR obecng
w rejonie R zlokalizowanym na koncu 3' genomu H1V-1 (akceptor). Wprowadzenie do
donora substytucji, ktére znosity parowanie nukleotydéw pomiedzy struktura typu
spinki anty-TAR ssDNA nici potomnej i strukturg typu spinki TAR akceptora
powodowato drastyczny spadek wydajnosci tworzenia rekombinantéw. Natomiast
stabilniejsza niz typu dzikiego struktura typu spinki poly(A) na poziomie
akceptorowego RNA réwniez wptywala negatywnie na wydajno$¢ tworzenia
rekombinantow przez HIV-1 RT.

Stabsza aktywno$¢ rekombinacyjna odwrotnej transkryptazy HIV-1 wobec
rejonu R HIV-1 podczas reakcji in vitro moze takze by¢ zwigzana z warunkami reakcji,
ktore zasadniczo roznig sie od Srodowiska, w jakim enzym ten przeprowadza synteze
sSDNA podczas infekcji. Brak startera tRNA oraz czynnikéw komorkowych, ktdre
moga wspottworzy¢ kompleks replikacyjny HIV-1 a takze kontekst RNA, w jakim
zostata umieszczona sekwencja R w matrycach donorowej i akceptorowej mogg w
istotny sposéb wptywaé na wydajno$¢ procesu rekombinacji. Podczas reakcji
wydtuzania startera z H1V-1 RT i matrycami zawierajagcymi caty liderowy rejon HIV-1
osiagnieto wiekszg wydajnos$¢ rekombinacji (do 20%) niz w przypadku samego rejonu

R (dane niepublikowane).
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Rozmieszczenie przeskokow rekombinacyjnych wykonywanych przez HIV-1
RT w rejonie R BMV jest nieco inne od rozmieszczenia miejsc przeskokow
dokonywanych przez BMV RdRp w tym rejonie (Nagy i Bujarski, 1995). Podczas
infekcji C. quinoa przeprowadzonej za pomocg BMV w ktorych zamiast RNA3 typu
dzikiego uzyto wektora rekombinacyjnego zawierajacego w 3’UTR rejon R BMV,
przeskoki zachodzity gtdwnie w Srodkowej i koncowej czesci homologicznego rejonu.
Istnieje  jednak  podobienstwo  pomiedzy  homologicznymi przeskokami
rekombinacyjnymi przeprowadzane przez HIV-1 RT oraz RdRp BMV - staba
aktywnos$¢ rekombinacyjna w poczatkowej 3’-koncowej czesci rejonu homologicznego
matryc i wzmozona w czesci Srodkowej i 5' koricowej oraz dokonywanie precyzyjnych
homologicznych przeskokéw. Podobne spostrzezenia poczyniono w trakcie badan
rekombinacji homologicznej u wirusa HIV-1 wobec fragmentu genu ne/(Wu i wsp.,
1995). Shapka i Nagy zaproponowali wyjasnienie mechanizmu tego zjawiska, ktére
zostato przez nich zaobserwowane podczas badan aktywnosci rekombinacyjnej
replikazy CNV wobec 69-nukleotydowej sekwencji bogatej w adenylany i urydylany
pochodzacej z BMV (Shapka i Nagy, 2004). Sekwencja ta, umieszczona w
defektywnym RNA towarzyszacym infekcji TBSV, bardzo wydajnie wspierata
homologiczng rekombinacje pomiedzy DI RNA w protoplastach N. benthamiana
zainfekowanych pomocniczym tombuswirusem CNV. Umiejscowienie przeskokdw w
potomnym RNA byto jednak odmienne u bromowirusa i tombuswirusa. Ponadto, jedna
kopia sekwencji bogatej w pary AU w donorowym DI RNA wywotywata przeskoki
RdRp CNV, podczas gdy do zajScia przeskoku u BMV konieczne byta obecno$¢
sekwencji w czasteczce donorowej i akceptorowej (Nagy i Bujarski, 1997). Przeskoki
rekombinacyjne u bromowirusa w wiekszosci bylty homologiczne, natomiast u
tombuswirusa zachodzity gtownie przeskoki homologiczne nieprecyzyjne. Autorzy
opisanych badan postulujg, iz przesuniecie homologicznych przeskokow do koncowej
czesci sekwencji wspdlnej dla donora i akceptora oraz stopien precyzji przeskoku
Swiadczy o tym, ze bromowirusowe i retrowirusowe kompleksy replikacyjne wymagaja
do zajScia przeskoku jak najpetniejszego parowania pomiedzy potomng i akceptorowg
czasteczkg RNA. Natomiast w przypadku innych wirusowych polimeraz, jak CNV
RdRp, etap hybrydyzacji potomnego i akceptorowego RNA nie jest istotny, gdyz enzym
zdolny jest do kontynuacji syntezy RNA na nowej matrycy bez hybrydyzacji z
czasteczkg potomng. Dodatkowo, rézne oddziatywania wirusowych kompleksow

replikacyjnych z obecnymi w RNA strukturami drugorzedowymi takze mogg wptywaé
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na rozne rozmieszczenie miejsc przeskokdw rekombinacyjnych. Podczas badan
rekombinacji niehomologicznej, prowadzonych in vitro z uzyciem odwrotnej
transkryptazy HIV-1 i matryc RNA zawierajacych dwie komplementarne sekwencje
pochodzace z genomu BMV, rdéwniez zaobserwowano zmiane potozenia miegjsc
przeskokow rekombinacyjnych w stosunku do potozenia miejsc przeskokow
niehomologicznych w obrebie tej samej sekwencji u BMV (Figlerowicz & BibiHo,
2000). Obserwacje te ttumaczono réznicami funkcjonalnymi istniejagcymi pomiedzy
RdRp BMV i HIV-1 RT, zwigzanymi z rdzng zdolnoscig enzymoéw do rozplatania
rejonu dwuniciowego wynikajacg z aktywnosci helikazowej RdRp BMV (Ahlquist i
wsp, 1985; Ahola i wsp, 1999; O’Reilly i wsp 1998; Kong i wsp, 1999).

Wyniki odbiegajace od opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej otrzymano
w trakcie badan rekombinacji odwrotnej transkryptazy HIV-1 z uzyciem matryc RNA
odpowiadajacych sekwencjom z 3' i 5° LTR HIV-1 zawierajgcym rejon R (1/368 donor
I 9486/9632 akceptor, liczby podane w nazwach odpowiadajg potozeniu sekwencji w
genomowym  RNA).  Zaobserwowano  wtedy, iz  wiekszo$¢  przeskokow
rekombinacyjnych HIV-1 RT w obrebie rejonu R miata miejsce przed 73 nukleotydem
nici potomnej (przed 23 nukleotydem sekwencji HIV-1 donora) (Berkhout i wsp, 2001).
Prawdopodobnie réznice w rozmieszczeniu przeskokéw rekombinacyjnych podczas
reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem matryc zawierajacych sam rejon R lub rejon R
w konteks$cie catej sekwencji LTR wynikajg z faktu, iz otaczajacy RNA, cho¢ sam
bezposrednio nie uczestniczy w rekombinacji, moze na nig wplywaC poprzez
oddziatywanie z kompleksem replikacyjnym. Wydajno$¢ procesu rekombinacji HIV-1
RT wobec matryc zawierajgcych wieksze fragmenty HIV-1 LTR z rejonem R jest
kilkakrotnie wyzsza w poréwnaniu do wydajnosci przeskokéw rekombinacyjnych na
matrycach zawierajagcych sam rejon R (dane niepublikowane), co wspiera hipoteze
dotyczaca regulatorowego udziatu sekwencji LTR w procesie rekombinacji.

Wyniki otrzymane podczas badan w systemie rekombinacyjnym in vitro z
wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy HIV-1 oraz matryc RNA zawierajgcych
rekombinacyjnie aktywne sekwencje HIV-1 i BMV wskazujg, iz przeskoki
rekombinacyjne zachodzg niezaleznie od pochodzenia sekwencji RNA. Czynnikiem
warunkujacym proces homologicznej rekombinacji jest tworzenie wigzan wodorowych
pomiedzy komplementarnymi parami zasad nici potomnej i akceptorowej w przypadku
zarowno HIV-1 RT jak i BMV RdRp, 0 czym Swiadczy wieksza liczba przeskokow

dokonywanych w 5 koncowym rejonie homologicznej sekwencji, tworzenie
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rekombinantow precyzyjnych jak réwniez negatywny wptyw na rekombinacje stabilnej
struktury typu spinki do wioséw na poziomie akceptora, blokujgcej tworzenie
komplementarnych par pomiedzy RNA akceptorowym i nicig potomng (Olsthoom |
wsp., 2002; Berkhout i wsp., 2001). RoOzna lokalizacja miejsc przeskokow
rekombinacyjnych wynika prawdopodobnie ze swoistego oddziatywania enzymu z
matrycg a takze z sekwencjami oskrzydlajgcymi fragment RNA uczestniczacy aktualnie

w rekombinacji.

5.4. Badania homologicznej rekombinacji RNA z wykorzystaniem systemu
rekombinacyjnego BMV zawierajacego rejon R HIV-1

Aby poréwnac¢ aktywno$¢ rekombinacyjng replikaz wirusow BMV i HIV-1
wobec rejonu R HIV-1, przeprowadzono eksperyment in vivo, polegajacy na wywotaniu
infekcji w C. quinoa przy pomocy mutanta MatHIVH-BMV. Mutant ten, zamiast
genomowej czasteczki RNA3 typu dzikiego, posiadat zmodyfikowang jej pochodng,
zawierajacg dwie kopie rejonu R HIV-1 oraz szereg dalszych modyfikacji w 3’'UTR
RNA3. Wiaczenie do badanej czasteczki BMV dwoch kopii sekwencji HIV-1 stwarzato
mozliwo$¢ zajScia rekombinacji homologicznej pomiedzy rejonem R5’ i rejonem R3' |
tym samym utworzenie rekombinanta RNA3, ktéry roznitby sie dtugosciag od czasteczki
rodzicielskiej. Po stwierdzeniu, iz infekcyjnos¢ mutanta MatHIVH-BMV w zakazonych
nim rodlinach C. quinoa nie odbiegata od normy, przeprowadzono analize potomnego
RNA3 powstatego podczas infekcji. Jedynie 14 sposrod 40 przeanalizowanych plamek
lokalnych powstatych na liSciach komosy ryzowej po inokulacji MatHIVH-BMV
zawierato wirusa, z czego w czterech obecne byty rekombinanty. Rekombinacja
pomiedzy czasteczkami MatHIVH-RNA3 nie zaszta wedlug przewidzianego
scenariusza.  Zidentyfikowano trzy typy niehomologicznych rekombinantdw,
zawierajacych delecje w rejonie 3’'UTR RNA3. W pierwszym typie rekombinanta byta
to delecja rejonu C i B, w drugim typie usuniety byt caty rejon B oraz pierwsze 48
nukleotydow rejonu 3’R HIV-1, natomiast trzeci typ rekombinanta nie zawierat
ostatnich 119 nukleotydéw rejonu B, catego rejonu 3’'R HIV-1 oraz pierwszych 115
nukleotydow rejonu A. Zaobserwowane rekombinanty powstaty  wskutek
niehomologicznego przeskoku rekombinacyjnego, pomimo iz wczesniej wykazano, ze
homologiczne rekombinacja u BMV zachodzi okoto 10 razy czeSciej niz

niehomologiczna (Nagy i Bujarski, 1992).
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Wynik ten, cho¢ zaskakujacy, jest zbiezny z wynikiem otrzymanym podczas
badan in vitro aktywno$ci HIV-1 RT wobec rejonéw R HIV-1 i BMV. Rejon R HIV-1
W znacznie mniejszym stopniu wspierat rekombinacje odwrotnej transkryptazy HIV-1,
niz rejon R BMV (rekombinacja dla rejonu R HIV-1 zachodzita z 7% wydajnoscia,
podczas gdy dla rejonu R BMV - z 32% wydajnoscia). Najprawdopodobniej struktury
typu spinki do wioséw obecne w rejonie R HIV-1 akceptorowego RNAS3, ktére sg
stabilniejsze niz struktury typu spinki do wioséw obecne w rejonie R BMV, stanowig
blokade przestrzenng dla RdRp w oddziatywaniach pomiedzy rekombinujgcymi
czasteczkami BMV i uniemozliwiajg przeskok kompleksu replikacyjnego w obrebie
tego rejonu. Nalezy tez pamietaC, iz temperatura, w jakiej przeprowadzany byt
eksperyment (okoto 20°C), to znaczy podczas infekcji w roslinie, jest znacznie nizsza
od temperatury stosowanej podczas reakcji wydtuzania startera (45°C), co mogio w
znaczacy sposdb wptywaé na zwiekszenie stabilnosci struktur drugorzedowych RNA
(dla struktury TAR w 45°C dG = -21,3 kcal/mol, podczas gdy w 20°C dG = -36,5
kcal/mol, natomiast dla struktury polyA w 45°C dG = -5,3 kcal/mol, podczas gdy w
20°C dG = -11,3 kcal/mol). Podobne zjawisko zaobserwowano w trakcie opisanych
wyzej badan wplywu drugorzedowych struktur RNA na proces homologicznej
rekombinacji u BMV (Olsthoom i wsp., 2002) oraz u H1V-1 (Huthoff i wsp., 2003;
Berkhout i wsp., 2001, 2002). Réwniez rejon X pochodzacy z wirusa HCV, formujacy
stabilng strukture przestrzenng wprowadzony do miejsc RAS wektora Mat0-RNA3 nie
pozwalat ma zajscie homologicznego przeskoku rekombinacyjnego (Alejska i wsp.,
2005a) Wprowadzenie do czasteczki MatHIVH-BMV substytucji destabilizujacych
struktury typu spiniki do witoséw obecne w rejonie R H1V-1 rzucitoby wiecej Swiatla
na ten problem.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze rejon R H1V-1, w poréwnaniu z rejonem R
BMV, jest o wiele stabszym motywem wspieracym rekombinacje, zaréwno w
przypadku H1V-1 RT jak i BMV RdRp. Potwierdzajg jednoczesnie teze mowigcg o
blokowaniu procesu homologicznej rekombinacji przez stabling strukture typu spinki do
wiosow obecng w akceptorowym RNA i uniemozliwiajacg jego hybrydyzacje do nici
potomnej RNA. Obserwacja ta moze mieC istotny aspekt aplikacyjny - obnizanie
czestosci  homologicznej rekombinacji RNA przez zwiekszanie stabilnosci
drugorzedowych struktur wystepujagcych w rejonach rekombinacyjnie aktywnych

wirusa (np. przez odpowiednio zaprojektowane biatka) moze zapobiegal szybkiemu
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wyfanianiu  wariantbw wirusa opornych na leki stosowane podczas terapii
antywirusowe;j.

Powstanie niehomologicznych rekombinantow podczas infekcji MatHIVH-
BMV mozna thumaczy¢ tendencjg wirusa do odtwarzania czgsteczek o sekwencji typu
dzikiego, ktore sg faworyzowane przez presje selekcyjna, ze wzgledu na ich lepsze
zdolnosci przystosowawcze. Tendencja ta wystepowata takze podczas wczesniejszych
badan rekombinacji RNA u BMV z wykorzystaniem wektora rekombinacyjnego.
Poniewaz rejony R HIV-1 obecne w czasteczce rodzicielskiej MatHIVH-RNA3 nie
byty zdolne do wspierania homologicznej rekombinacji RNA, jedyna drogg powrotu do
sekwencji optymalnej byta rekombinacja niehomologiczna. Trudno jest okre$li¢ czy
byta to rekombinacja indukowana przez powstanie heterodupleksu, poniewaz rejony
3’UTR dwoch czasteczek MatHIVH-RNA3, ustawione w przeciwnej orientacji
wzgledem siebie wykazuja w miejscach  przeskokbw  niewielki  stopien
komplementamosci.

Stabe zdolnoSci przystosowawcze mutanta MatHIVH-BMV mogg réwniez
stanowi¢ wytlumaczenie obecnosci ,,pustych” plamek nekrotycznych powstatych na
liSciach zainfekowanej tym mutantem komosy ryzowej. Najprawdopodobniej nie doszto
w nich do wytworzenia lepiej przystosowanego rekombinanta, a wirus typu
rodzicielskiego zostat zlikwidowany przez mechanizmy obronne rosliny, takie jak
zjawisko RNAI.
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6. Whnioski koncowe

Biorgc pod uwage wszystkie otrzymane w trakcie opisanych badan wyniki,
mozna stwierdzi¢, ze rekombinacja jest nieodtgcznym elementem replikacji BMV, i
praktycznie kazda genomowa czgsteczka tego wirusa syntetyzowana jest w oparciu o co
najmniej dwie  matryce. Przeprowadzanie ~ homologiczncyh  przeskokow
rekombinacyjnych jest najprawdopodobniej jedna z aktywnosci kompleksu
replikacyjnego BMV i zachodzi ze stalg czestoScig (okoto 3-9% na 100 nukleotydow),
ktéra jednak moze by¢ modulowana przez elementy struktury drugorzedowej RNA.
Elementy te moga zaréwno wspiera¢ homologiczne przeskoki RNA (subgenomowy
promotor, sekwencje bogate w adenine i uracyl) jaki i je hamowac (struktura typu
spinki do witosow na poziomie akceptora). Funkcja, jaka mogtby odgrywac ten proces w
cyklu zyciowym wirusa, polega na umozliwieniu wymiany materiatu genetycznego
pomiedzy poszczeg6lnymi wariantami genomu. Dzieki temu wirus zdolny jest do
utrzymania niezmiennej sekwencji genomu i tym samym do unikniecia efektu tzw.
zapadki Mullera, czyli gromadzenia sie niekorzystnych mutacji w populacji wirusowe;.
Rekombinacja homologiczna moze nie tylko usuwaC mutacje z genomu wirusowego,
moze takze prowadzi¢ do ich kumulowania i zréznicowania genomu, pod warunkiem iz
sg one neutralne lub korzystne.

Innym procesem, mogacym wptywac na ksztatt genomu wirusowego i ewolucje
wirusa jest wprowadzanie mutacji punktowych. Dziatanie tego procesu obserwowano w
5 i 3'UTR genomowych czasteczek BMV, z ktorych usuniete zostaty markerowe
mutacje i w ten sposob nastgpit powr6t do sekwencji typu dzikiego. Tendencja wirusa
do utrzymania statej sekwencji UTR zwiazgna jest z obecnos$cig licznych sygnatow
waznych dla cyklu replikacyjnego wirusa.

Podwyzszona czestosci rekombinacji w rejonie miedzygenowym RNA3
zapoczatkowata rozwazania na temat mechanizmu powstawania genomowej czasteczki
RNA3 BMV. Zaproponowano, ze wskutek obecnosci w rejonie miedzygenowym (-
)RNA3 sekwencji polyU oraz subgenomowego promotora, podczas syntezy RNA moze
dochodzi¢ do dysocjacji kompleksu replikacyjnego i powstania nie znanej wczesniej
subgenomowej czasteczki RNAS5, ktorg zidentyfikowano w zakazonych roslinach.

Natomiast synteza petnej dtugosci RNA3 moze byé kontynuowana, gdy kompleks
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replikacyjny BMV zwigzany z RNA5 podejmie dalszg synteze z subgenomowego
promotora tej samej badz innej czasteczki (-)RNA3. Petnej dtugosci RNA3 BMV moze
wiec powstawac na dwa sposoby: wskutek ciggtej lub nieciggtej syntezy.

Sekwencja aktywna rekombinacyjnie z 3’'UTR RNA2 BMV (rejon R) wspierata
homologiczne przeskoki rekombinacyjne odwrotnej transkryptazy HIV-1. To
spostrzezenie tacznie z innymi doniesieniami literaturowymi, wskazujg na
uniwersalno$¢ sekwencji wspierajacych rekombinacje pomiedzy réznymi, nawet
niespokrewnionymi wirusami. Nalezy jednak pamieta¢, iz kazda wirusowa replikaza
oddziatuje z sekwencjg RNA w sposdb specyficzny, co odzwierciedlone jest w réznym
rozmieszczeniu  miejsc  przeskokow rekombinacyjnych. Parowanie  pomiedzy
czasteczkami potomnego i akceptorowego RNA prawdopodobnie jest dla BMV RdRp |
HIV-1 RT bardzo waznym elementem homologicznego przeskoku rekombinacyjnego.
Zaburzenie tego parowania przez stabilng strukture typu spinki do wtosow w czasteczce
akceptorowej negatywnie wplywa na czestoS¢ homologicznych przeskokow
rekombinacyjnych, co prawdopodobnie jest przyczyna stabej  aktywnosci
rekombinacyjnej HIV-1 RT oraz braku tej aktywnosci w przypadku BMV RdRp w
obrebie 97-nt rejonu R HIV1 umieszczonego w wektorze rekombinacyjnym RNA3
BMV.
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