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1. Osszefoglals:

A novények életlik soran tobb stressz forrassal is szembesiilnek. Egyik ilyen stresszforrés
a virusfert6zés, mely ellen az RNS interferencia védi meg oket. A virusok azonban tobb
mechanizmust is kialakitottak e folyamat gatlasara. Az RNS interferenciaban kdzponti
szerepii az AGO1 fehérje, amely viszont a miR168 szabalyozasa alatt all. Ebbe a

szabalyozésha avatkozhatnak be a viralis géncsendesitést gatld fehérjék (VSR).

Munkdm soran a miR168 VSR Altali transzkripcids indukciojat vizsgéltam tranziens
génexpresszios kisérletekben. Korébbi eredmények alapjdn mér kider(lt, hogy az indukcié a
miR168 promoterén keresztul zajlik. Arra kerestlink valaszt, hogy a promoteren belul hol
talalhaté az indukcio helye. Ehhez kiilonb6z6 hosszusagi Arabidopsis thaliana miR168
promotereket klonoztunk egy prométer teszteld GFP riporter gént tartalmazé plazmidba, majd
ezt Agrobacterium tumefaciens-be konjugaltuk. Tranziens génexpresszids kisérletek soran a
teljes és a roviditett promoterekrél GFP-t expresszald baktériumot egyiitt infiltraltuk egy-egy
35S promoterrel miikodé VSR-t expresszalo baktériummal Nicotiana benthamiana névények

fiatal leveleibe. A GFP expressziojat vizualisan és Northern blottal vizsgaltuk.

A fenti kisérletek eredményeképpen sikerilt beazonositani egy olyan prométer szakaszt,
amelynek hianyaban a VSR altal torténé miR168 indukcido megsziinik. JovObeni terveink
kozott szerepel, hogy irdnyitott mutagenezissel tovabb vizsgaljuk az indukcidban

kulcsszerepet jatszo promoter szakaszt.



2. Bevezeto:

Az evoldcio sordn gyakran kialakultak fegyverkezési harcok gazdaszervezet és
gazdaszervezetet fert6z6 patogén kozott. Ilyen fegyverkezési harc jelentkezik a novények €s

virusok kozt is.

A virus genomjanak replikacidja soran kettds szala RNS intermedierek keletkeznek
(dsRNS), amelyek indukaljak a ndvények védekez6 mechanizmusat, az RNS interferenciat.
Ezen dsRNS molekulakat Dicer enzimek 21-24 nt small interfering (si) RNS-ekre
daraboljak(Bernstein és mtsai, 2001; Hamilton, 1999). A kapott siRNS duplex egy metilacios
Iépést kovetden a sejtmagbol HASTY (HST) fehérjek kdzvetitésével kijutnak (Yang és mtsai,
2006). Végll a citoplazmaban Argonauta fehérjékkel egyutt alakitja ki az RNA induced
silencing complex (RISC)-et (Fagard és mtsai, 2000). A komplex az siRNS és a lehetséges
target RNS kozti komplementaritas alapjan hajtja végre effektor funkcidjat, amely nem maés,
mint a target RNS degradécidja. A hatékonyabb fertézés érdekében a virusok tobb ponton is
gatolhatjak az RNS interferencia folyamatat. A gatlast az RNS csendesitést gatlé viralis

szuppresszorokkal (VSR) valositjak meg.

Az AGO fehérje csaladjanak tobb tagja is van, Arabidopsis thaliana-ban a csalad 10
tagbdl all (Vaucheret, 2008). Ezek kdzill az AGO1 kdzponti szerepet tolt be a virus fertézés
elleni harcban, ezttdmasztja ald az agol mutansok fokozott fogékonysaga virus fertdzésre

(Morel és mtsai, 2002). Az AGOL1 fehérje szintjét egy microRNS, a miR168a szabalyozza.

Virus fertézés hatasara megfigyelhet6 egy fokozott AGO1 transzkripcid, amivel
parhuzamosan a miR168a megndvekedett akkumulacidja figyelheté meg Nicotiana
benthamiana fert6zott szoveteiben. Ugyanakkor a megemelkedett AGOL1 transzkriptumot nem
koveti az emelkedett AGO1 fehérje szint(Varallyay és mktsai, 2010). Tovabba a miR168a
indukcioja transzkripcidnalisan valosul meg, ezt igazolja az emelkedett pre-miR168a
prekurzor szintje (Varallyay és mtsai,2010). A miR168a indukciot a CymRSV-vel
(Cymbidium gytiriisfoltossag virus) fert6zott N.benthamiana esetében a virus VSR-¢, a p19
okozza (Varallyay és mktsai, 2010).

Csoportunk korabban létrehozta a p19 egy méasik mutans véaltozatat, a p19-3M-t. A
p19-3M az siRNS-ek megkotésére képtelen mutans, de ugyanakkor képes a miR168a
indukciojara (Varallyay és mtsai, 2014). Ugyanakkor a csoportunk altal hasznalt 6sszes virus

az Osszes fert6zott novényekben képes volt a miR168a indukalni. Az is igazolasra kerult,



hogy csak a miR168a indukciodja valdsul meg, a miR168b indukcidja elmarad virus

fert6zéskor (Varallyay és Havelda, 2013).

Az el6bbiek remekul illusztraljak a konvergens evoldciot: tobb nem rokon virus képes
indukalni a miR168a-t és ezzel az RNS géncsendesitést gatolni. Megvalaszolatlan viszont az,

hogy a miR168a promoterén belul melyik szakaszon torténik ez az induckio.

2.1 Célkituzések

Munkammal egy olyan tesztrendszert szandékozom kidolgozni, amely alkalmas

kiillonb6z6 VSR-ek miR168a indukcidjanak kovetésére. Ezzel a kidolgozott rendszerrel
térképezném fel a miR168a promoterében azon szakaszokat, amelyek a VSR kozvetitette
indukcioért felelések. Osszehasonlité jellegli vizsgalatban kiilonbdzé VSR-ek miR168a
indukald képességét is megfigyelem ugyanabban a tesztrendszerben.

3.Anyag és modszer:

3.1 Felhasznalt ndvények

Kisérleteim soran fiatal Nicotina benthamiana névényeket hasznaltam fel. Infiltracié

utan 21 C°-on tartottam fényszobéaban a ndvényeket.

3.2 Roviditett promoterek klbnozasa binaris plazmidba

Vektorok elkészitéséhez pBlueScript és pBIN61SGFP plazmidokat hasznaltam.

Promoéter amplifikalasa PCR-el

A polimeraz lancreakcioval (PCR) kiilonb6z6 primerek segitségével kiilonb6z6
hosszisagu miR168 promoter darabokat amplifikaltunk és klonoztunk a pBIN61SGFP
vektorba az eredeti 35S promoter helyére. Csoportunk mar el6z6leg elkészitette a teljes
AthmiR168a ( AthmiR168a(2000))-t és néhany roviditett valtozatat: AthmiR168a (1000),
AthmiR168a (500) és Athmir168a(200) tartalmazo6 promoter teszteld konstrukeiot.

Ezt egészitettem ki az AthmiR168a (138) és az AthmiR168a (70) hosszusagu
promoterek elkészitésével. Mindkét esetben a AthmiR168aASKpnl: 5 -
ATGGTACCGAAGAGAGAAGGAGTTCTAGG-3 reverse primert hasznaltam, a forward
primer valtoztatasaval tudtam elérni rovidebb szekvencidkat. A 138 bp hosszusagu promoter
esetén a AthmiR168a138sHindlll: 5-TGAAGCTTGTGGTCGTAACCTGTATTAAATAC-3" és
a 70 bp hosszUsagu primer esetén a AthmiR168a70sHindlll: 5 -



TGAAGCTTCTTCTTCTTCTTATTACATATC-3’ pirmert hasznaltam fel. A felszaporitaskor a
pBlueScript-be beépitett AthmiR168a (2000) promotert hasznaltam templatkeént.

A PCR reakciémhoz 32,5 ul desztilalt vizet, 10 pl Phusion puffert, 2 pul 10 mM-os
dNTP mixet, 2,5 pl 10 pM-o0s AthmiR168aASKpnl primer (mindkét esetben ugyanaz), 2,5 pl
10 pM-os AthmiR168a138sHindlll vagy AthmiR168a70sHindlll primerek, 1 ul DNS templat
és 0,5 ul Phusion enzimet hasznaltam. A PCR reakciot 40 ciklusban végeztem (98 C° 10 sec,
55 C° 10 sec és 72 C°).A kapott termékeimet Sephadex G-50 oszlopon tisztitottam (2000
rpm, 2 min). A tisztitas hatékonysagat 1,2%-0s agaroz gélelektroforézissel térténd
elvalasztasaval ellendriztem. A pBIN61SGFP vektorba vald klonozashoz a PCR terméket
restrikcios enzimek segitségevel hasitottam: 50 ul végtérfogathoz 25 pl PCR terméket, 18 pl
desztillalt vizet, 10 pl YellowTango puffert, 1 pl Kpnl hasité enzimet és 1 pl HindlIl hasitd
enzimet hasznaltam. Az igy kapott Hindlll és Kpnl hasitohelyet tartalmazé amplifikalt
prométer termékeket 1,2% agardz gélelektroforézissel szétvalasztottam és kivagtam azokat.
Ezt GeneJET Gel Extraction Kittel a megadott utasitasok alapjan tisztitottam. A tisztitas

eredmeényességét 1,2% gélelektroforézissel ellendriztem.

Vektor elkészitése

A kontroll kisérletek soran pBIN61SGFP-t hasznaltam fel, amely a 35S prométert
tartalmazza. Az A. thaliana miR168 promoterének térképezéséhez e vektor promoter
szekvenciajat cseréltem ki az A. thaliana mir168a promoéter kiilonboz6 hossziisagli darabjaira.
Ehhez a pBIN61SGFP-t emésztés ala vetettem, az emésztéssel a promoter szekvneciat
eltavolitottam. Ehhez Hinlll, Kpnl hasitott, defoszforilalt pBIN61SGFP vektort hasznaltam,
melybdl a 35S promotert Kpnl-HindlIl restrikcios enzimekkel tavolitottam el.

Ligalas

A Hindlll, Kpnl hasitéhelyeket tartalmaz6 prométer darabokat a promater nélkili
pPBIN61SGFP ligaltam. A ligalasi reakciot 16 C°-on és sotétben tortént (10 pl végtérfogathoz
5 pl emésztett és tisztitott promoter, 1 pl deszitllt viz, 1 pl T4 ligaz puffer, 1 pl T4 ligaz és 2
pl emésztett, defoszforilalt, tisztitott pBIN61SGFP vektor).

Transzformalas E.coli-ba

A ligatumot kompetens Escherichia coli DH5a torzsbe transzformaltam. 100 ul jégen
kiolvasztott kompetens sejthez 5 pl ligaitumot adtam hozza, majd jégen inkubaltam 20 percig.
Inkubécio6 utan egy 30 masodperces 42 C°-os hdsokkal kezeltem a sejteket. A hésokkal kezelt
baktérumokhoz 0,5 ml SOC téptalajt mértem, majd 40 percig 37 C°-on 150 rpm-en razatva



inukbaltam 6ket. EbbAl 300 ul baktérium szuszpenziot szélesztettem LB-kanamicines plate-re

és 37 C°-on inkubaltam egy éjszakan at.

=77

kanamycin tartalmu LB taptalajban ndvesztettem 37 C° —on egy éjszakan keresztil. A
baktériumtenyészetbdl a GMPure Plasmid Mini Kit utasitasai alapjan plazmidot tisztitottunk.

A tisztitott plazmidok bazissorrendjét Sanger szekvenalassal ellendriztettiik.

Transzofrmalas A.tumefaciens-be

Tranziens génexpresszios kisérlethez Agrobacterium tumefaciens-t hasznaltam,
amihez szukséges volt a transzformalt E.coli-bol a plazmidot atjutattnom A.tumefaciens-be. A
konjugaciohoz egy helper baktérium torzset (pbKRC17pro) is felhasznaltam. Leoltasnal a
rezisztens), E.coli — ami tartalmazza a promoter teszteld pBIN61S-t (kanamycin rezisztens) és
helper torzs (kanamycin rezisztens)) egymassal keresztezve huztam ki egy LB antibiotikumot
nem tartalmazo taptalajra. A metszespontbol egy kanamicin, tetraciklin és rifampicin
antibiotikumokat tartalmazé YEB taptalajra oltottam tovabb a kin6tt baktériumot. 2-3 napig

30 C°-on inkubéltam.

3.3 Tranziens génexpresszio

A tranziens génexpresszios kiserleteinkhez Agrobacterium tumefaciens megfelelé
plazmiddal transzformalt C58C1 tdrzset hasznaltam. Infiltracio el6tt egy nappal a megfeleld
Agrobacterium-ot atoltottam 5 ml MES, acetosziringon, tetraciklin, kanamicin tartalmi YEB
tapoldatba (100ml YEB médium 0,5 mM-os tetraciklin, 5 mM-os kanamicin, 1 M-0s
acetosiringon, 1 ml MES-t tartalmaz) egy éjszakan at 30 C°-os razatoban inkubaltam. A
baktérium szuszpenziot 10 percig 4000 rpm-en szobahdmérsékleten centrifugéltam, a
tapoldatot ledntdttem és 1 ml 10 mM-os MgCl2 és 150 uM acetosyringon koncentracioju

oldatba szuszpendaltam a baktériumokat.

Annak érdekében, hogy azonos mennyiségii baktériummal infiltraljak lemértem a
visszaoldott baktériumok optikai denzitasat 600 nm-en és OD600=1-re higitottam. A higitast

kovetden 4 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltam a baktérium szuszpenziot.

Infiltralashoz a standardizalt baktérium szuszpenziokat kiilonb6z6 parositasokban, 1:1
aranyban 0sszekeverve, hasznaltam. Novényenként 2-2 levél fonaki oldalat infiltraltam, majd

3 napig 6ket 21 C°on fényszobaban tartottam Oket.



GFEP expresszio vizsgalata

A GFP expresszio erdsségét UV fényben vizsgaltuk. A GFP expresszié mértékének

erOsségét egy 0-t0l 3-ig terjed6 skalan osztalyoztuk.

A GFP expresszio részletesebb analizisé¢hez az infiltralt levelekbdl mintat szedtiink, a
mintakbol nukleinsavat tisztitottunk. A tovabbiakban az RNS-ek GFP mRNS, illetve miR168
kis RNS tartalmat szeretnénk vizsgalni Northern blot, illetve kisSRNS Northern blot

analizisével. A Northern blot analizisek dolgozatom elkészulése alatt zajlanak.

4. Eredmények:

4.1 Tesztrendszer kidolgozasa

A tranziens génexpresszios rendszer Iényege, hogy idegen géneket expresszaltatunk
egy sejtben anélkil, hogy az idegen gén beéplilne a sejt genomjaba. Ez a rendszer alkalmas
tobbek kozott arra, hogy a génexpresszidban fontos szabalyoz6 szekvenciakat vizsgalat ala
vessuk. E tesztrendszer felhasznalasaval térképeztem a miR168a promoterét. Tovabbi célom

volt az indukcidért felel6s promoter szakasz azonositasa is a kidolgozott tesztrendszerrel.

A tranziens génexpresszios vizsgalataim soran parhuzamosan két eltéré plazmidot
hordoz6 baktériummal infiltraltam N.benthamiana novényeket. Az egyik egy konstitutivan
expresszald VSR génjét tartalmazta egy 35S promoter mogott, a masik az altalunk modositott

prométerek szabalyozasa alatt allé GFP génjét tartalmazta.

Ha konstitutivan expresszaltatunk GFP-t egy ndvenyi sejtben, akkor ezt idegenként
ismeri fel a sejt, ami indukalja az RNS interferencia mechanizmusat és a GFP transzkriptum
Azonban ha ebbe a rendszerbe bevezetiink egy VSR-t, akkor az RNS interferencia gatlasa
révén Gjra megjelenik a GFP jel. A VSR-ek és a GFP promoter varialasaval vizsgalhatdva

valik a promoter és VSR kozti kapcsolat.

p19 és p19-3M-el valé infiltralas eredménye

Annak érdekében, hogy biztosak legyiink abban, hogy a kidolgozott rendszeriink
miikodik, el6szor a p19 és 35S:GFP, illetve p19-3M és 35S:GFP és kontrollként BIN (res
vector es 35S:GFP parositasokkal infiltraltam. Az infiltralasom eredmeényei az 1. abran
lathatok.



35S:GFP +BIN 35S:GFP + P19 35S:GFP +P19-3M

1. abra A p19, p19-3M hatésa a GFP expresszi6jara tranziens génexpresszids rendszerben. A 35S:GFP-t tartalmazé

Agrobacterium-ot tires BIN plazmidot, illetve p19-t és p19-3M-t tartalmazo plazmiddal egydtt infiltraltuk. A kép 3 nap
elteltével mutatja a GFP jelet UV fény alatt.

A 35S:GFP plazmid a 35S prométert tartalmazza, ami egy erds, konstitutivan
expresszald promoter. Ha a 35S:GFP vektort egy dres vektort tartalmaz6 Agrobacterium-al
infiltraljuk egytt Nicotiana benthamiana leveleibe, akkor a GFP expresszioja folyamatos
lesz, de az indukalodo transzgeén csendesités hatasara igen gyenge lesz. Azonban ha a
35S:GFP mellé egy VSR-t infiltralunk, ami gatolja az RNS interferenciat, akkor a GFP jel
nem fog gyengulni. Ez lathat6 az 1. abrén is. Az Ures vektorral vald infiltralas GFP jele
gyengébb a p19, hiszen a p19 gatolja az RNS csendesitést, emiatt a GFP is expresszalni tud. A
p19-3M a p19-hez képest gyengébb GFP expressziot mutat, de az Ures vektorhoz képest
mégis erésebb. Ennek hatterében az all, hogy a p19-3M nem tud kotni SIRNS-t, emiatt
gyengébb a gatlé hatasa a p19-hez képest, de ugyanakkor képes a miR168a-t indukalni, emiatt
er6sebb a GFP expresszidja a kontrollhoz képest (Varallyay és mtsai, 2014).

Kovetkezd 1épésben olyan GFP-t expresszalo vektort haszndltam melyben a 35S
prométer helyett az Arabidopsis thaliana miR168a teljes promotere volt jelen
(AthmiR168a(2000)) és ezt a GFP-t exprsszald vektort infiltraltam tres BIN, 35S:p19 és
35S:P19-3M plazmidokat tartalmazo agrobaktériumokkal (2. abra).



BIN (bal)
+pl9
(jobb)

BIN (bal) +

p19-3M (jobb)

2. abra Az Athmir168a (2000) prométert tartalmazé plazmid és VSR-ek infiltralasanak eredménye. A prométer mellé

Ures BIN, p19 és p19-3M tartalmu vektorokat infiltraltam egy-egy levélbe. Az infiltracié sorozat bal oldalan

feltiintettem, hogy a levél melyik oldalara mit infiltraltam. A képen a GFP jel 1athatd UV fény alatt.

Az AthmiR168a (2000) a 35S promoterhez képest sokkal gyengébb expressziot tesz
lehetové, emiatt 1athatd gyengébb GFP jel, mint a 35S GFP-t expresszalo levelek esetében. A
gyengébb promoter és ugyanakkor milkkodoképes RNS csendesités miatt a BIN-el valo
infiltralasndl alig lathatd GFP jel. A VSR-¢k alkalmazasakor a GFP jel feler6sodik, de nem
ugyanolyan mértékben, mint a 35S:GFP esetében. Ebben a beallitisban a GFP jel er6s6dése
nemcsak a transzgén silencing gatlasa miatt kovetkezik be hanem elsdsorban azért, mert
képesek a miR168 promoter aktivitasat ndvelni. A p19-indukalja is az expresszidt és gatolja
az RNS interferenciat mig a p19-3M csupan a promoter aktivitasat noveli. Ezért a
miR168a(2000):GFP expresszidja gyengebb lesz a p19-3M, mint a p19-el egydtt infiltraltva,
de erdsebb lesz, mintha csak iires BIN vektorral egyiitt infiltraltuk.



Ezekkel a kiserletekkel bebizonyosodott a tranziens génexpresszios vizsgalati

rendszer megbizhatdsaga, mivel a vart eredményeket kaptuk vissza bel6lik.

4.2 Promoter analizis

rrrrr

térképeztik fel. Ehhez a 35S promoteriinkent lecseréltiik az AthmiR 168a kiilonb6z6
hosszisagu promotereivel és a p19 VSR-el infiltraltunk. Itt szintén a GFP jelet kovettiik. Ha a
miR168a egyik szakasza kihagyasakor elvész a GFP jel p19-el valé parhuzamos
infiltraciokor, akkor az a szakasz kulcsfontossagu lehet a p19 altali miR168a indukcid
szempontjabol. 3-as abran az egyre rovidebb promoterekkel miikodé GFP-t expresszaltattuk

tranziens rendsezrben a p19-cel egyiitt.

A teljesen promoter (AthmiR168a 2000), az AthmiR168a(1000)és az AthmiR168a
(200) promoterek parhuzamos infiltracidja p19 VSR-el GFP-t expresszal. Ugyanakkor a 200
bp hosszUsagu prométer gyengébb expressziot mutat a teljeshez képest, illetve az 1000 bp-hoz
képest. Vagyis ezen hosszUsagu prométereken a p19 még képes a miR168a indukcidjara, de a
200bp hosszusagu promoter esetében ez kisebb mértékii. Emellett a 138 bp és 70 bp
hosszUsagu prométerek esetében elmaradt a GFP expresszid. Az indukcid képessége tehat a
200 bp és 138 bp kozotti szakasz elvesztésével megsziinik. Ebbol arra kovetkeztettlink, hogy a
p19 éltali indukcidért felelds promoter szakasz valahol a 200 bp és 138 bp kozott
helyezkedhet el.



AthmiR168a AthmiR168a AthmiR168a
2000 1000 500

AthmiR168a AthmiR168a AthmiR168a
200 138 70

3. abra Prométer analizis eredménye. Az eltéré hossziisigii prométerek infiltracidja p19-el, illetve Gires BIN-el lathato

egymas mellett egy levélen. A levél bal oldalara az tires BIN-t, a jobb oldalara pedig a p19-t hordozd plazmidot

infiltraltuk az eltéré hosszisagu promoterekkel.

Korabbi vizsgalatok kimutattak azt, hogy a miR168a promoéterében 5 ABRE (abscisic
acid response element) motivum talalhatd. Ezek kozil a legtavolabbi M1 és M2 abszcizinsav
kezelésre nem reagal, a kozépen elhelyezkedd M3 és M4 ugyanerre a kezelésre mutat
transzkripcionalis aktivalast. A proximalis M5 motivum viszont kulcsfontossagu szereppel
bir. Kiutése esetén egy lecsokkentett prométer aktivitast regisztraltak abszicizinsav kezeléssel
vagy akar anélkil is (Li és mktsai, 2012). Ezek az eredmények atfednek az altalunk
megfigyeltekkel. A kisérleteink alapjan az indukcié képessége abban a szakaszban vész el,
amikor a levagott szakasz tartalmazza az M5-nek megfelelé ABRE elemet. Ez alapjan

feltetelezzlik, hogy ez a motivum fontos lehet a VSR altali indukcié soran.



4.3 Nem rokon VSR-ek komparativ vizsgalata

Tovabbi kisérleteinkkel arra voltunk kivancsiak, hogy a kidolgozott tranziens
génexpresszios rendszer alkalmas-e egyéb VSR-ek vizsgalatara, illetve képesek-e
rokonsagilag eltérd virusok a miR168a indukciodjara. Az eldbbi tranziens
génexpressziosrendszerhez hasonld elrendezésben hajtottuk végre kisérleteinket azzal a
kilénbséggel, hogy a p19 és a p19-3M mellett egyéb VSR-ekkel is infiltraltunk. A p0, pl14,
p21, p122, FNY 2b, 6-Rheo, HcPro, TCVCP VSR-ket hasznaltuk vizsgalataink soran.

Tranziens génexpresszios rendszerben nem rokon VSR-ek gatoljak az RNS

interferenciat

El6szor megbizonyosodtunk arrdl, hogy a tranziens génexpresszids rendszeriink
alkalmas-e a p19-el nem rokon VSR-ek vizsgalatara. Ehhez a mar kiprobalt eljarast
hasznaltuk fel, vagyis parhuzamosan infiltraltunk egy 35S:GFP tartalmd plazmidot a VSR-ket
hordoz6 plazmiddal. Kontrollként szintén a 35S:GFP és lres BIN vektort hasznaltunk. Az

infiltracié eredményeit a 4-es abran foglaltam 6ssze.

35SGFP:BIN 355:GFP+P19  355:GFP+P19-3M 35S:GFP + PO 355:GFP + P14  35S:GFP +P21

b o

35S:GFP + P122 35S:GFP + FNY 2b  355-:GFP + HcPro  35S:GFP + Rheo  35S:GFP + TCVCP

4. abra Kiilonbozé VSR-ek gatld hatasa RNS csendesitésre. Osszehasonlitasképp feltiintettem a p19 és p19-3M-t is.

A képek alapjan is lathat6, hogy az 6sszes felhasznalt VSR tag hatarok kozt, de képes
gatolni az RNS csendesitést. Leghatasosabbnak a p19 adodott, mellette még hatékonynak
bizonyult a p0, p14, p122, TCVCP, FNY 2b és 6-Rheo. Habar gyengébb expressziot mutattak
a tobbiekhez képest, de a p21 és a HcPro enyhébben gatlasra képes volt. Vagyis az 6sszes
szuppresszor rendelkezik RNS csendesités gatlassal.



Nem rokon VSR-ek miR168a indukci6 képessége

Tovébbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy mely VSR-ek képesek a miR168a
indukcidjara. Ehhez lecseréltiik a 35S:GFP plazmidot az AthmiR168a (2000):GFP
konstrukcidnkra és ezzel parhuzamosan infiltraltunk VSR-ekkel. Ha képesek a miR168a

indukciojara, akkor lathatunk GFP expresszidt. Az eredményeket az 5 abran foglaltam 6ssze.

AthmiR168a:GFP +BIN AthmiR168a:GFP +P19 3M AthmiR168a:GFP + P14
AthmiR168a:GFP +P19 AthmiR168a:GFP + PO AthmiR168a:GFP + P21

AthmiR168a:GFP +P122 AthmiR168a:GFP +HcPro AthmiR168a:GFP + TCVCP
AthmiR168a:GFP + FNY 2b AthmiR168a:GFP + Rheo
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5. abra Kiilonbéz VSR-ek miR168a indukald hatasa. Osszehasonlitasként feltiintettem a p19 és p19-3M-t is.

Az Osszes felhasznalt VSR erdsebb expressziot mutatott a BIN-hez képest,
ugyanakkor egymas kozt megint voltak enyhe eltérések. A p19 és p19-3M kozott megint nem
lattunk eltérést a jel er6sségében, vagyis Ujra megerésitettiik korabbi eredményeinket. A
HcPro esetében a tobbihez képest egy erésebb expressziot lattunk, mig az FNY 2b-nél
gyengébb volt az expresszio. Erdsebb expresszid erdteljesebb indukcidra, mig a gyengébb
expresszio a gyengébb indukciodra enged kovetkeztetni. VVégul tehat az 6sszes VSR képes
indukalni a miR168a-t.

Kérdés maradt, hogy a vizsgalt VSR-k indukcidjanak mechanizmusa hasonldsagot
mutat-e a p19-nél és p19-3M-nél tapasztaltakkal. E16z6 eredményeink alapjan az AthmiR168a
(200)-t és AthmiR168a (138)-t hasznaltuk fel a kovetkez6 vizsgalathoz, hiszen ezen a
szakaszon tapasztaltuk a p19 miR168a indukcio képességének vesztését. Ha a vizsgalt VSR-
ek hasonl6 modon elveszitik indukci6 kapacitasukat, akkor feltételezhetd, hogy esetiikben is

ez a szakasz kulcsfontossagu lehet. A kiseérlet eredményei a 6. abran lathatoak.



FNY 2b HcPro

AthmiR168a AthmiR168a
{200) + VSR {138) + VSR

6. abra Nem rokon VSR-ek miR168a indukcidjanak prométer analizise. Levelenként bal oldalt az AthmiR168a (200),

jobb oldalt pedig az AthmiR168a (138) promotert hasznaltuk (segédlet jobb alsé sarok). Mindkét oldalra ugyanazt a
VSR-t infiltraltuk (levlek folétt jelezve).

Az eredményeink itt mar megoszlanak. A p19-es sorozathoz hasonléan minden
esetben az AthmiR168a (200) promoter alkalmazasaval a teljes promdterhez képes (5. abra)
gyengeébb expresszidt latunk. A p0-nal és pl4-nél lathatunk egy expresszio kioltast, de nem
olyan erds, mint a p19 esetében. Ezzel szemben a p21-nél nincs expresszid csokkenés az
AthmiR168a (200) és AthmiR168a (138) kozott. A p122-nél és HcPro-nal a p19-hez hasonld
mintazatot latunk. Az FNY 2b-nél és 6-Rheo-nal mar az AthmiR168a (200) is gyenge
expressziét mutat. Végil pedig a TCVCP-nél gyengul az expresszié az AthmiR168a (200)



esetében, ami tovabb csokken AthmiR168a (138)-nal. Osszesitve tehat vegyes eredményeket
kaptunk. Néhany VSR (p0, p14, p122, HcPro, TCVCP) hasonlé mintdzatot mutatott a p19-nél
latottakhoz, viszont ez al6l vannak kivételek. Az FNY 2b egy nagyon gyenge miR168a
indukciot mutat, fuggetlendl a prométer hosszatdl. A p21 miR168a indukcid képessége gy
tlinik, hogy fiiggetlen az AthmiR168a promoter hosszatol. Egy masik kiilonds eredmény a o-
Rheo esete, hiszen itt mar az AthmiR168a (200)-nal gyengul az expresszid. Ez arra enged
kdvetkeztetni, hogy az indukcio regulator szakasza a 200 bp-tol upstream talalhatdé meg.

4.4 Konkluziok és tovabbi célkitiizések

Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a tranziens génexpresszios kisérletek alkalmasak a p19
altal indukalt miR168a expressziojanak vizsgalatara. Az expressziot szabalyoz6 miR168a
promoter szakaszok vizsgalata kiilonb6z6 hossziisagu promoterekkel tortént meg. Kideriilt,
hogy a p19 az indukciojat a miR168a promoterének a 200 bp és 138 bp kdzotti részen fejti ki.
Osszehasonlito vizsgalatokkal kiilonbdzé VSR-ek miR168a indukcitjara kifejtett hatasat is
lathattuk, tovabba egyes VSR esetében kiderilt, hogy az indukcio hétterében egy a p19
indukcidjahoz hasonlé mechanizmus allhat. Ezzel egy Uj példajat lathattuk a konvergens

evolucionak.

A megszerzett ismeretek mellett azonban sok kérdés még nyitott maradt. Tobbek
kozott a vizualis eredményeinket ald akarjuk tdmasztani Northern blot analizissel is. Ehhez
kilon hibridizalunk GFP mRNS-re, illetve kisRNS Northern blot-al miR168a-ra is. Azt is
fontosnak tartjuk, hogy megismerjiik az indukcioért felelés promoter pontos szekvenciajat.
Iranyitott mutagenezissel tervezziik a mar emlitett ABRE motivumok roncsolasat s ennek

hatasat szintén tranziens génexpresszios rendszerben megfigyeljik.



5. Szerzoi hozzajarulas

Ezlton nyilatkozom, hogy TDK konferencian kordbban nem értem el helyezést. Ha a
jelen BTDK Konferencia el6tt masik TDK konferencian helyezést érek el, arr6l a BTDK

szervez6it még a konferencia eldtt értesitem, a nyertes palyamunkat eljuttatom hozzajuk.

e Sikeresen klonoztam AthmiR168a (138) és AthmiR168 (70) promdtereket
pPBIN61SGFP plazmidba és transzformaltam ezeket Agrobacterium tumefaciens-be.

e Teszteltem a tranziens génexpresszios rendszer alkalmassagat a VSR-ek miR168a
indukciojanak vizsgalatara.

e A kidolgozott tesztrendszerrel behataroltam azt a promoter szakaszt, amely
kulcsfontossagu a p19 altali miR168a indukcidjaban.

¢ VSR-ck miR168a indukcié mechanizmusanak felderitésében dsszehasonlito jellegli

vizsgalatot végeztem tranziens génexpresszios rendszerben.
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