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Virukset synteettisen biologian tyokaluina "=

Paamaarana hydodyntaa viruksissa olevia prosesseja ja
rakentaa bakteerisoluja, joilla uusia viruksista perasin olevia
ominaisuuksia

Lahtdkohtana virusten molekyylibiologian tarkka tuntemus
=) Kokoamisreitit ja replikaatiomekanismit tunnetaan hyvin
=) Mahdollistaa suunnitelmallisuuden ja mallinnuksen
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Tavoite: synteettinen solulinja

kaksijuosteisen RNA:n tuottamiseksi (55 %f“i’
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Miksi halutaan tuottaa kaksijuosteista :

RNA:ta? .
Kaksijuosteisen RNA:n (dsRNA:n) avulla voidaan kaynnistaa
aitotumallisissa soluissa RNA-interferenssimekanismi, joka

hiljentaa halutun kohdegeenin ilmenemisen (RNA-hiljennys
= RNA-vaimennos = RNA-hairinta).

Kaytetyn dsRNA:n sekvenssin tulee vastata hiljennettavan
kohdegeenin sekvenssia.

Prosessin hyddyntamisella moninaisia sovelluksia laake-
tieteessa; useita RNA-pohjaisia laakkeita kliinisissa kokeissa.

EU:ssa kiinnostusta RNA-pohjaisten kasvivirusrokotteiden
kehittamiseen.
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Vallitsevat dsRNA:n tuottomenetelmat

Kemiallinen synteesi:
- Tuotetaan lyhyita yksijuosteisisa RNA-patkia ja
hybridisoidaan dsRNA:ksi

Entsymaattinen synteesi

- Tuotetaan pitkia dsRNA-molekyyleja DNA-templaatista
entsymaattisesti hydodyntaen virusperaisia RNA-
polymeraaseja

- Tuotetut pitka dsRNA:t voidaan prosessoidaan pieniksi
hairitseviksi RNA:ksi (siRNA) Dicer-entsyymin avulla

Tarvitaan tehokkaampia dsRNA:n tuottoprosesseja



dsRNA-virukset

= virukset, joiden genomi on kaksijuosteista RNA:ta

- Tuottavat infektionsa aikana molekyylikoneen, joka
monistaa dsRNA:ta
Proteiineista muodostuva nanopartikkeli, jonka sisalla
RNA-synteesi tapahtuu (lapimitta noin 50 nm)

- Virus-spesifiset RNA:t kuljetetaan rakenteiden sisaan
monistusta varten
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(Kuva: Luque et al 2010, Journal of Virology mukaan)



dsRNA-bakteriofagi phi6 .

- Parhaiten tunnettuja dsRNA-viruksia g

- dsRNA:n monistuksesta vastaava molekyylikone muodostuu 270
proteiinialayksikdsta; massa noin 14,6 MDa

- Voidaan rakentaa hallitusti koeputkessa puhdistetuista proteiineista

- Voidaan tutkia RNA:n monistamiseen liittyvia prosesseja tarkoin
maaritellyissa koeputkiolosuhteissa

- Voidaan myos vieda solun sisalle -> kaynnistaa phi6 infektion.
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(Kuva: Xiaoyu Sun)

Mahdollista selvittaa yksityiskohtaisesti molekyylisia vuorovaikutuksia
ja prosesseja, jotka johtavat virus-RNA:n monistumiseen.
-> Lahtdkohta phi6-peraisten RNA-monistuskoneiden hyodyntamiselle



Synteettisten solujen rakentaminen: vaihe 1

- Valitaan phié-genomista dsRNA:n tuotolle valttamattomat
alueet; valitaan kohdesekvenssit kohdegenomista

- Phi6-peraisia geneettisia osia yhdistellaan ja liitetaan
vhteen kohdegenomeista valittujen sekvenssien kanssa

Geneettiset osat ja tuotteet Geneettiset rakennelmat (DNA)
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Synteettisten solujen rakentaminen: vaihe 2

Viedaan geneettiset rakennelmat bakteerisoluun, joka
tuottaa bakteriofagi T7 RNA-polymeraasi

= geneettisista rakennelmista
tuotetaan yksijuosteista RNA:ta Bakteerisolu

=) RNA:sta tuotetaan phi6-proteiineja

=) Phi6-proteiinit muodostavat
spontaanisti RNA-monistuskoneita

Geneettiset rakennelmat
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Lyhytaikainen valivaihe; kaytetyt geneettiset rakennelmat eivat monistu.




Synteettisten solujen rakentaminen: vaihe 3

Synteettinen solu, jossa

monistuminen tapahtuu RNA- oggogtoojt
. rotelini
tasolla (ei DNA:na). A RNA:n
— ——3 Monistuminen
RNA-monistuskoneiden ja ____  Viruspartik-

keleissa

dsRNA:n itseohjautuva
monistuminen.

RNA monistuu solun sisaisissa
nanopartikkeleissa, jotka
muodostuvat virus-
proteiineista.

Virusperaisten kohdennussignaalejen avulla voidaan ohjata
halutut osat naihin rakenteisiin.



Synteettiset bakteerisolut mahdollistavat tehokkaan
dsRNA-molekyylien tuoton

Tuotettuja RNA-molekyyleja voidaan kayttaa erilaisissa
sovelluksissa halutun kohdegeenin hiljentamiseen

RNA-pohjasten kasvinsuojeluaineiden toivotaan
parantavan ruoantuotannon ymparistoystavallisyytta ja
ruoan laatua

dsRNA-molekyyleja voidaan myds hyodyntaa
|adketieteessa kehitettaessa vaihtoehtoisia strategioita
esim. virustauteja vastaan

Synteettisten solujen kehittamisen kautta saadaan myads
uutta tietoa prosesseista, jotka liittyvat dsRNA virusten
itseohjautuvaan rakentumiseen ja genomin
monistumiseen.
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