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2. Roviditésjegyzéek

AGO — ARGONAUTE fehérje

amiR-GFP — artificial miRNS-GFP; mesterséges miRNS GFP-re

CaMV — Cauliflower Mosaic Virus; karfiol mozaik virus

DCL — Dicer-like (fehérje) - novényekben

dpi — days post infection; inokulaciot/fertozést kﬁvetb’ napok szdma

dsRNS — double-strand RNA; duplaszala RNS

GFP — green fluorescent protein , z5ld fluoreszcens fehérje

HEN1 — HUA ENHANCER I — RNS metiltranszferaz 1

MCS — multiple cloning site; poliklonoz6 hely

mGFP4 — modified GFP 4; médositott GFP 4

MID — itt: AGO fehérje domén

miRNS — microRNA; mikroRNS

MIRNS — miRNS gén, miRNS prekurzor

miRNS* - miRNS csillagszal

0OD600 — optical density; optikai denzitas (600 nm-en)

PAZ — itt: AGO fehérje domén

piRNS — Piwi-interacting RNA; Piwi-interaktald RNS

PIWI —itt: AGO fehérje domén

pre-miRNS — precursor-miRNA; miRNS prekurzor

pri-miRNS — primary miRNA; elsddleges miRNS-transzkriptum

PTGS — Post-transcriptional gene silencing; Poszttranszkripciés géncsendesités
(RNS interferencia)

RACE — Rapid amplification of cDNA ends

RDR 6 - RNA-dependent RNA Polymerase; RNS-fiiggé RNS-polimeraz 6

RARP — RNA-dependent RNA Polymerase; RNS-fiiggd RNS-polimeraz

RISC — RNA-induced silencing complex; RNS-indukalta csendesité komplex

RN4azH — Ribonuclease H; Ribonukleaz H

SGS 3 — suppressor of gene silencing

siRNS — small interfering RNA, kis interferalo RNS

UTR — untranslated region, nem-transzlal6do régid

VSR — viral suppressor of RNA silencing; viralis silencing szuppresszor




3. Bevezetés

Az RNS interferencia egy olyan, masfél évtizede felfedezett jelensége a konzervalt
genetikai szabalyozasi mechanizmusoknak, mely az endogén és az idegen eredetli genetikai
informacid expresszidjanak regulacidjaban jatszik alapvet6 szerepet. A mikroRNS-ek
(miRNS) olyan révid, nem kdédol6 RNS molekuldk, melyek az RNS interferencia egy
rendkiviil fontos, endogén vonalat képezik. Ezen mechanizmus végrehajté komplexének
kulesmolekuldja az ARGONAUTEl1 (AGO1) fehérje. Novényekben az AGOI
kifejezddésének szabalyozasaban jelentés szerepe van egy miRNS-nek: a miR168-nak. A
korabbi, novénybioldgiai eredmények alapjan a miR168 altali gatlo aktivitas transzlaciésan
illetve mRNS-degradacié révén egyarant megvaldsulhat, 4m a mechanizmus molekuldris
részletei még nem ismertek. |

Kisérleteink célja egy olyan riporter rendszer kidolgozasa volt dohanyban, melynek
révén fény deriilhet e gatlas modjara. Alaphipotézisiink az, hogy amennyiben egy tranziens
expresszids vektorba beépitett riporter génhez miRNS-felismeréhelyet kapcsolunk és a
miRNS prekurzoraval egyiitt expresszaltatjuk (melyrdl funkcidképes miRNS érhet), ugy a
tranziens expresszid révén vizsgalhatjuk e gatlé kapcsolat hatterét. A specifikus gatlas a
riporter rendszer segitségével vizualisan és molekuléris szinten egyarant kovethetd.

A rendszer kidolgozasa soran olyan riporter konstrukcidkat hoztunk, melyekben a
riporter génhez (GFP, green fluorescens protein — z5ld fluoreszcens fehérje) az AGOI
szekvenciajaban talalhaté miR168-felismerd régidt kapcsoltunk mind transzlalodé (fuzids
fehérje), mind nem-transzlalédo helyzetbe (3°UTR). Mind a riporter konstrukcidk, mind a
MIR168 prekurzor konstrukciok esetében tobb vektort teszteltiink.

A munka soran tobbféle plazmid vektorba épitettiink be a Nicotiana benthamianabél
szarmazd AGOI régiot. A kiilonb6zé vektorok alkalmassagat a riporter gén tranziens
expresszaltatasara agroinﬁltréci()’s modszerrel teszteltiilk, mely sordn a GFP riporter gén
expresszidjat kovettilk nyomon.

Kétféle MIR168 prekurzort klonoztunk kiilonb6z6 plazmid vektorokba, és vettiink
expresszids kisérleteink gorcsove ald, majd az egyik kivalasztiasaval végeztiik tovabbi
kisérleteinket. Ezen konstrukciok esetében a miR168 expresszio hatékonysagan tulmenden

vizsgaltuk a miR168 duplex ,érett” és ,,csillag” szalanak aranyat és az expresszid id6beli

jellemzdit is.




e

A eredmények alapjan kivalasztottuk azokat a vektorokat, melyek alkalmasak

lehetnek a riporter génhez kapesolt AGOI target hely és a kivalasztott MIR168 prekurzor

expresszaltatdsara.

A riporterek és a prekurzorok egyiittes agroinfiltracioj anak eddigi eredményei a

késdbbi molekularis vizsgalatok alapjaul szolgalhatnak.




4. Irodalmi attekintés

Az RNS interferencia az utébbi masfél évtized nagy felfedezéseként Oridsi

gyakorlati jelentéséglivé ndtte ki magét, és a genetikai vizsgalatok rendkiviil széles korében
valt népszertivé. Az RNS alapu géncsendesités a genetikai szabalyozasi mechanizmusok egy
konzervalt mechanizmusa, mely mind az endogén gének expresszidjdnak szabalyozasiban,
mind az invaziv genetikai informacié (transzpozon, virdlis, transzgén) kifejezddésének
gatldsaban alapvet6 szerepet jatszik. Ebben a szabalyozési folyamatban olyan, kis méretii (20-
30 nt) RNS molekuldk jatszanak szerepet, melyeknek szamos eltéré csoportjat fedezték és
fedezik fel mindmaig. Ennek kdvetkeztében a kiilonb6z6 csoportok kézotti hatarok szamos
esetben elmosddni latszanak. Ennek ellenére azonban eredetiik, effektor fehérjéik és biolégiai
funkcidik alapjan harom alapvet6 csoportjat kiilonitik el a kis szabalyozé RNS-eknek: a kis
interferdldé RNS-eket (siRNS), a mikroRNS-eket (miRNS) és a piwi-interaktalé RNS-eket
(piRNS) — utébbiakat csupan allatokban irtak le. A szabalyozé kisRNS-ek szerepe a gatlast
megvalositd effektor komplex irdnyitdsa a vele komplementer target RNS-hez. Eredetiiket
tekintve a siRNS-eket altalanossagban és leegyszerlisitve exogén eredetii vagy aberrans RNS-
ek duplaszalivd 4tirt struktirajabol eredeztetik (tokéletes komplementaritds), mig a miRNS-
ek endogén gének 4ltal kédolt, dltalaban nem tokéletes komplementaritast mutatd hajtii
struktrdkbol €rnek hasitasi 1épések sorozatdban (1. dbra). A siRNS-ek szdmos més vilfaja
keletkezik endogén utakon, de témank szempontjéabol a fent emlitett tipus a lényeges.

Az RNS alapti csendesités {6 végrehajtdé komplexe a RISC (RNA-induced silencing
complex - RNS-indukalt csendesitd komplex). Ennek a szdmos fehérjealkotobol felépiild
egylittesnek a kdzponti molekuldja egy ARGONAUTE (AGO) fehérje. Az AGO fehérjék
olyan erésen konzervalt, 90-100 kDa tomegii fehérjék, melyek doménszerkezetiikben (2. abra)
nagy hasonlésdgot mutatnak egymassal: variabilis N-terminalis domén, PAZ domén, MID
domén, PIWI domén és konzervativ C-terminalis domén. A PAZ és MID domén felelds a
kisRNS-ek bekotésért, mig a PIWI domén tartalmazza a Kkatalitikus egységet, mely
szerkezetileg az RN4zH enzimekkel mutat homoldgiat és ez adja a fehérje endonukleaz
aktivitdsait — bar nem minden AGO rendelkezik Slicer (egyszali nukleinsavat hasito)
aktivitassal (Vaucheret, 2008).

Arabidopsis thaliana-ban eddig 10 AGO gént irtak le (Vaucheret, 2008) (3. abra).




GRe .,
Transzgénikus vagy MIRNS ”RNS@QI i

Al w
S | £ tranziens expressziés
Viralis RNS = E} rendszerek
= E]
s \-—\—/—\ @A),
€ R’dRP ‘
v dsRNS l miRNS atirat

Dc@%

pri-miRNS pre-miRNS

(A) ‘/ lac

MIRNS/miRNS* U

‘/ HENT

Omet
Omet

DCL4

SiRNS-ek

dsRNS

siRISC

1. abra - Az RNS-alapu géncsendesités miRNS és az aberrans illetve exogén eredetii genetikai
elemekbdl szirmazo siRNS itvonala Arabidopsis thaliana-ban — sematikus 4bra

(Vaucheret, 2008; Mallory és Vaucheret, 2010; Chen, 2009; Voinnet, 2009, Axtell és mtsai, 2011)

A virdlis €és transzgénikus genetikai elemek expresszidja sorén keletkez6 dsRNS (teljesen
komplementer, nem hajtii strukttira) RNS interferenciat indukél. A novényi sejt apparatuséaval (RNS fiiggd
RNS polimeraz 6 - RDR6) vagy RNS virusok esetén virdlis eszkozokkel (viralis replikaz - RdRP) tokéletes
bazisparosodasu, kettds szali RNS-ek (dsRNS) szintetizalédnak a transzgénikus/viralis RNS étiratokrél |
melyek egy kettds szali RNS-t hasité enzim, a DCL4 (Dicer) templatjaként szolgalnak. Ez az enzim 2
nukleotidnyi 3” tulnyul6 véggel hasitja a duplexeket.

A hasitas révén keletkez6 siRNS-eket a HEN1 metiltranszferaz 2°-O-metilalja a szélak 3’végén, majd a
siRNS vezetd szila (guide strand) beépiil az RNS indukalta csendesitd komplex (RISC) kézponti
molekuldjaba, az AGO1-be. Az ezaltal aktivalodott RISC felismeri a siRNS-sel komplementer bazisparodast
mutaté RNS-eket és gatolja azok kifejez6dését, altalaban elhasitva az RNS szalat.

A miRNS-ek endogén gének (MIR gének) dltal kodolt kisRNS-ek, melyek transzkripciojat az RNS
polimerdz II végzi. Az elsédleges atirat altaldban nem tokéletes bazisparosodasn hajtli struktiraba
rendez8dik (pri-miRNS), majd egy novényi Dicer (ltaldban DCLI) adott pozicioji hasitasok révén
felszabaditja az érett miRNS duplexet (pri-miRNS = pre-miRNS = miRNS/miRNS*). Ugyancsak a HEN1
végzi a 2’-O-metilaciés 1épést. Feltehetéen ezt kovetden keriil a citoplazmaba valamilyen
transzportfolyamat révén. A miRNS-ek legnagyobb részének vezetd szila az AGOI1 fehérjébe épiil be —
ezaltal aktivalja a RISC-et —, mely a miRNS-sel komplementer szekvenciju mRNS-eket felismerve, a nekik
megfeleld endogén gének expresszidjat szabalyozzak.




2. abra — Az ARGONAUTE fehérjék doménszerkezete

Target — az AGO fehérjébe beépiilt kisRNS-sel komplementer RNS molekula
Guide — a kisRNS duplex ,,vezeté” szala, mely beépiil az AGO fehérjébe
forras: Team Freiburg Bioware (http://2009.igem.org/Team:Freiburg_bioware/Project/AGO)

AGO2
AGO3
AGO7

AGO5

AGO10

~AGO1

~ AGO4
AGOS
AGOS9

: AGO6
i 10 PAM

3. abra - Arabidopsis thaliana ARGONAUTE fehérjéinek filogenetikai osztalyozasa
(Vaucheret, 2008)

1. klad: AGOS, AGO10, AGO1
2. klad: AGO2, AGO3, AGO7
3. klad: AGO4, AGO8, AGO9, AGO6




Novényekben az AGO fehérjék koziil a PTGS-ben az AGO1 jatssza a legfontosabb
szerepet. A fehérjecsalad eme tagjanak fontossagara az AGO1-ben mutans nvények suilyos
fejlodési rendellenességei is utalnak: a kiilonb6z6 agol mutaciok a ndvény egész felépitését
érint, pleiotrop hatasokkal jarnak, melyek részben a hajtadscsticsi merisztéma
rendellenességével magyarazhatbak — a névadd csapszerii rozetta levelek is ennek
kovetkezményei (Bohmert és mtsai., 1998; Vaucheret és mtsai., 2004). Ezen pleiotrop hatés a
hatterében az all, hogy az AGO1 vizsgélatai sordn kideriilt: az endogén gének szabalyozasaért
felelés miRNS-ek tetemes hanyada ebbe az AGO fehérjébe beépiilve fejti ki szabélyozo
hatasat. Ennél fogva az agol mutansok (hipomorf vagy null mutédns; de ugyantigy az AGOI
taltermel6 mutansok) esetében a kisRNS alapi szabéalyozds drasztikusan megbomlik.
(Vaucheret és mtsai., 2004)
folyamatos ¢és, mint altaldban a Iényeges funkcidval bird fehérjék estében, Osszetett
szabalyozasa valésul meg (4. dbra):

- A MIRI68 gén terméke, az érett miR168 felismerhelye az AGOI mRNS
szekvenciajaban talalhaté (Rhoades és mtsai., 2002) és kisérletek sora bizonyitja,
hogy alapveten fontos szerepe van az AGO1 expresszid szabalyozasaban

- A MIRI68 és az AGOI gén koexpresszios szabalyozas alatt 41l (Vaucheret és mtsai.,
20006)

- Az AGOI szamos érett miRNS molekulara stabilizal6 hatéssal -van, és ugyanez
jellemz6 a miR168-ra nézve is (Vaucheret és mtsai., 2006). A kovetkez pontban
emlitett szabalyozasi mod miatt fontos kiemelni, hogy az Arabidopsis thaliana
genomja két MIRNS gént, a MIR168a és MIR168b prekurzor gént kddolja. A két
prekurzor, a kisérletek tanUsaga szerint, funkcionalis értelemben bizonyos foku
eltérést mutat. Egyrészt a MIR168a gén szélesebb teriileten fejezddik ki és erésebb
expressziot mutat, tovabba az AGO1 a miR168a-t stabilizdlja preferencidlisan.
Masrészt, bar a két prekurzorrdl egyarant érhet 21 illetve 22 nukleotid hosszﬁéégﬁ
miR168 molekula, ugyanakkor a két eléalak kozott eltérés van e tekintetben: mig a
MIR168a-r6l donté hanyadaban a 21 nukleotidos alak érik, addig a MIRI68b
nagyobb, koriilbeltil fele-fele aranyban termeli a 21 és 22 nukleotid nagysagu
miRNS-t (Vaucheret, 2009). Az AGOI1 preferencidlisan a 21 nukleotidos alakot
stabilizalja, és ennek révén valdsitja meg sajat expresszidjanak gatlasat mRNS-

hasitas atjan.




- A 22 nukleotidos miR168-alak, 0j generacidés kisRNS szekvendldsi adatokra
alapozva, az Gsszes miR168 mennyiségének 5%-at képezi. Egyes vizsgalatok azt
indikaljak (Chen és mtsai., 2010), hogy dontéen a 22 nukleotidos kisRNS-ek
jatszanak szerepet a géncsendesités felerésitésében — mdsodlagos siRNS-ek
termelésével —, kevéssé van szerepe a folyamatban a 21 nukleotid méretlieknek. Az
AGO1 esetében a 22 nukleotid hossziisagd miR168 lehetséges, hogy az AGOI
mRNS hasitasat kozvetiti, majd a 3’ hasitasi termék duplaszalava atirodasa utan
siRNS-ek képzddnek beléle — mely igy az AGOl-specifikus gatlast erdsitheti
(Vaucheret, 2009; Mallory és Vaucheret, 2009)

- Végiil, de nem utolsé sorban, az AGOI szabélyozésa transzliciés gétlas révén is
megvalosulhat. Ebben az AGO10 jatszik kozvetitdé szerepet, mely nagyfoki
hasonlésagot mutat az AGO1-gyel (Mallory és mtsai., 2009).
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4. idbra - Az ARGONAUTE1 (AGO1) expresszié homeosztazisa — sematikus abra
Az AGOI expresszidja tobbféle szabalyozasi hurok révén valésul meg (leirds a szovegben)
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A RISC altal kifejtett gatlas kétféleképpen valdsulhat meg: transzlacios gatlassal,
elképzeléseket ujabb kisérleti eredmények arnyaltdk (Brodersen és mtsai., 2008). A korabbi
elmélet alapjat az a szemlélet képezte, mely szerint a kisRNS — és itt most hangstlyozottan
értve a miRNS tatvonalat — és a célmolekuldja kozotti komplementaritds mértéke donti el,
hogy a gatlas transzlaciosan vagy RNS-degradacié révén valdsul-e meg: tokéletes
komplementaritas esetén a célmolekula hasitdsdval, nem-tokéletes komplementaritas esetén
transzlacios gatlassal. Mivel az akkor ismert miRNS-targetmolekula kapcsolatok teljes vagy
kozel tokéletes komplementaritdst mutattak, igy a novények esetében az mRNS-degradacios
mechanizmust tartottak altalanosnak. Késébbi eredmények alapjan arra kovetkeztettek, hogy
létezhetnek olyan tokéletesen komplementer kapcsolatok is, melyekben transzlacios gétlas
torténhet. Brodersen ¢és mtsai. (2008) munk4ja révén az az 01j elmélet sziiletett, mely szerint a
két mechanizmus nem zarja ki egymast, hanem kiegészitéen miikodhet, és a transzlacios
gatlas nem fligg egyértelmiien a komplementaritas mértékétdl, sem a célmolekulan vald
felismerés helyét6l (UTR vagy kodolé szekvencia), mindemellett pedig a két mechanizmus
genetikailag is elkiiloniil. Mivel az AGO1 képes Slicerként miikddni (egyszali RNS hasitasa),
igy még kérdéses, miként dol el, hogy AGO1 épp melyik modon valdsitsa meg a gatlast
(Baumberger és Baulcombe, 2005).

Az AGO1 endogén szabalyozasa a korabban ismertetett munkak szerint (4. abra - Az
ARGONAUTE1 (AGO1) expresszi6 homeosztazisa — sematikus abra) egyardnt medialodik
hasitdssal (méghozza sajat fehérjeterméke kozvetitésével) illetve transzlaciés gatlassal.
Azonban szamos ponton akadhatnak kételyeink azzal kapcsolatban, vajon igy miikédik-e a
rendszer. Egyes tanulmanyok az AGOI1 Slicer aktivitasat in vitro koriilmények kozott, a
fehérjét izolalva vizsgaltdk (Baumberger és Baulcombe, 2005), aminek a legfébb gyenge
pontja abban rejlik, hogy, mas tanulmanyok szerint, az AGO-k altali szabalyozas
mechanizmusat jarulékos fehérjék is befolyasoljak — megint masok szerint a beépiilé miRNS-
ek mindsége ugyancsak (Brodersen és mtsai., 2008). Baumberger és Baulcombe (2005)
szerint az AGO1 jarulékos fehérjék nélkiil, ,,alapértelmezetten” Slicer aktivitdsi — a hozza
asszocialodo proteinek ellenben moddosithatjak miikodési mechanizmusat. Egy tovabbi
tanulmanyban (Vaucheret és mtsai., 2004), vad tipusi novényben, 5 RACE elemzéssel
talaltak a miR 168 hasitasi helyének megfeleléen végz6dé 4GOI mRNS-fragmenteket,.

A novényi virusokkal kapcsolatos kisérletek érdekes informaciokat adhatnak a
mechanizmussal kapcsolatban. Novényi virusfert6zések soran — a tanulmanyokban vizsgalt

kérokozok esetében — az endogén miRNS-ek szintje altaliban nem valtozik (Varallyay és
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mtsai., 2010) — a miR168 kivételével, melynek mennyisége, a virusok 4ltal termelt VSR
fehérjék (Viral silencing suppressor - viradlis RNS-csendesités szuppresszor) aktivitdsanak
hatasara, megné (Varallyay és Havelda, 2013). A miR168 szintjének emelkedése a MI168
gének upregulacidja, illetve a miRNS érésének felgyorsitasanak tudhatd be. Kimutattdk, hogy
ezzel parhuzamosan az AGOI mRNS szintje is megemelkedik (a novény védekezo
reakcidjanak részeként), am az AGOI fehérje szintje nem, vagy csupan csekély mértékben
valtozik a kontrolhoz képest. Mivel az AGOI mRNS 3’ degradacios termékének szintje
aranyaiban nem valtozott, igy arra lehet kovetkeztetni, hogy virusfertézés esetén a miR168
transzlacidosan gatolja az 4GOI expresszidjat. Annak fényében, hogy a hasitdssal illetve a
transzlacios gatlassal zajlé mechanizmus parhuzamosan is mikodhet, ahogy Brodersen és
mtsai (2008) is jelzik, felmeriil a lehet6ség, hogy a miR168 altali 4GOI szabélyozés
vadtipusti n6vényben endogén modon szintén mindkét iton megvalosulhat — esetleg az egyik

mechanizmus talstlyaval.

A fentiekben targyalt kisérleti eredményekbdl kovetkezik, hogy az AGOI miR168
altali direkt szabalyozdsanak mddjaval kapcsolatban tobbféle lehetdséggel szédmolnak:
torténhet az AGOI mRNS degradacioval illetve a transzlacidjanak gatlasaval. Mivel azonban
az AGOI transzlacios gatlasat csak virusfertézés soran irtak le, igy nem tisztazott, hogy
normal koriilmények k6zott miikddik-e ez a szabalyoz6 mechanizmus.

Ennek a kérdésnek a vizsgalatara tliztiik ki célul egy olyan tranziensen
expresszalddd riporter rendszer kidolgozéasat, melynek segitségével mind vizudlisan, mind
molekularis szinten vizsgalni tudjuk ezt a szabalyozast. A munka sordn egy riporter ¢és egy
prekurzor konstrukciét €pitettem, majd teszteltem, melyek koziil a riporter konstrukcié GFP
riporter génhez kotétt AGOI miR168-targethelyet tartalmaz transzlalédo (GFP-vel fuzios
fehérje) illetve nem-transzlalodé helyzetben (GFP 3’UTR-e) egyarant, mig a prekurzor
konstrukcid a MIR168 prekurzort (pre-miR168) kodolja.

A két konstrukcid expresszidjanak kiilon-kiilon vald tesztelésével, majd egyiittes
expresszidjanak vizsgalataval (el6kisérletek) kivalaszthatoak a szabalyozasi moéd vizsgalatara
legalkalmasabb konstrukciok.

Munkamban ezen riporterrendszer kidolgozasat és jelen eredményeit kivdnom

bemutatni.
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5. A diplomamunka célkitiizései

Egy olyan riporter rendszer kidolgozasat vettiik tervbe, melynek segitségével mind

vizualisan, mind molekularis szinten vizsgalni tudjuk az AGOI miR168 Altali

szabalyoz4sanak mechanizmusat. Ehhez a kvetkez6 részcélokat tiiztiik ki:

Az AGOI miR168-felismerdhelyet tartalmazod szakaszénak beillesztése GFP
riporter gént tartalmazé plazmid vektorokba; mind a GFP 3°UTR szakaszaba, mind
GFP-vel ko-transzlal6dé helyzetbe (GFP-vel fuzionaltatva);

Az AGOI fragment két, ellentétes orientacioban vald beépitése, ezzel nyerve olyan
konstrukcio-parokat, melyek egyik tagjat képes felismerni az érett miR168, mig
masik tagjat nem, igy utdbbi kontrolként szolgalhat az eldbbivel végzett kisérletek
soran;

A riporter konstrukcidok expressziojanak Osszehasonlitasa kiilonbdz6 szempontok
alapjan:

(a) A riporter konstrukcié alapjaul szolgalé plazmid vektorok (pBIN61S-GFP
és pCAMBIA2300-GFP) miikodésének Osszehasonlitdsa agroinfiltracids
kisérletekben, vizualisan

(b) A GFP kédolé régidjdba (GFP-vel ko-transzlalédé konstrukcio), illetve a
GFP 3’UTR régdjaba klonozott inszertet tartalmazoé konstrukciok tranziens
expressziojanak 8sszehasonlitisa agroinfiltracios kisérletekben, vizualisan

(c) A Kkétféle orientacioban beépitett AGOI szakaszt tartalmazé konstrukciok
dsszehasonlitasa agroinfiltracios kisérletekben, vizudlisan.

A kétféle MIR168 prekurzor expresszidjanak dsszehasonlitasa tobb szempont szerint,
agroinfiltracios kisérletek €s kisRNS Northern blot technika segitségével:
1. Az alapul szolgal6 plazmid vektorok alapjan
2. Az érett miR168 duplex termelddésének id6beli lefutdsa alapjan W
3. A termel6dd miR168 duplexek ,érett” és ,.csillag” szalanak aranyat
tekintve
A riporter és prekurzor konstrukciok egyideji miikddésének tesztelése ko-
infiltracids kisérletekben (elokisérletek) agroinfiltracios kisérletekben, vizudlisan és

molekularis szint(i vizsgalati modszerekkel (kisRNS Northern blot és Northern blot)
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6. Anyag és modszer

6.1. Novényi anyag

A kisérletek soran alkalmazott Nicotiana benthamiana egyedek 5 leveles allapotban

voltak. Elénevelésiik iiveghazban tortént. A kisérletek ideje alatt 21°C-on, fényszobaban

voltak tartva a kisérleti egyedek. Minden kisérletben 3 parhuzamos névény volt haszndlva —

nukleinsav izolalashoz pedig elegyitve lettek a parhuzamos ismétlések.

6.2. Vektorok

Riporter konstrukciok esetén hasznalt plazmid vektorok: pBIN61S-GFP, pBIN61S-
GFP BamHI a STOP elétt, pPCAMBIA2300-GFP, pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP elétt.
Prekurzor konstrukciok esetén hasznalt plazmid vektorok: pGreen0029, pBIN61S.

6.2.1. Vektorok elokészitése

Ezen folyamat sordn tortént a vektorok el6készitése a miR168-felismerdhely
beépitésére. A vektorokat hordozé baktériumbdl minipreparatum készitésével lettek izolalva a
plazmidok (Russel és Sambrook, 2001). Ezt kévette a plazmidok hasitdsa BamHI restrikcios

enzimmel (Fermentas #ER0051) a poliklénozé helyen. Emésztési reakcié: 5 ul BamHI puffer,

2 ul BamHI enzim, 12 pl desztillalt viz, 30 pl plazmid vektor; inkubécié: 37°C 1,5 h. Az igy
keletkezett ragadds végek Klenow-polimerdz (Fermentas #EP0051) segitségével keriiltek
feltoltésre — igy nyerve tompa végeket (az emésztési reakcidelegyhez mérve: 1 pul 10 mM
dNTP, 0,5 pl Klenow-polimeraz; inkubacio: 37°C 20 min; inaktivalas: 75°C 10 min). A
tompa végek defoszforilalasa CIAP enzimmel (Thermo Scientific #EF0341) tortént, igy
megelOzve a linearizalt vektor spontén visszazarodasat cirkularis formava (a reakcidelegyhez
mérve: 10 pl CIAP puffer, 2 pl CIAP enzim, 37 pl desztillalt viz; inkubécié: 2x (30 min 37°C,
15 min 55°C) — az 1. ciklus utan hozzdadva 2 pul CIAP enzim. Az ily mddon eldkészitett
vektor extrahalasa fenol, fenol-kloroform, kloroform sorozattal volt végezve, majd kiiilepitése
alkoholos oldattal (1 pl glikogén, 5 pl 4 M Na-acetat, 250 pl 96% etanol), tisztitdsa 70%-os

etanollal tortént. Mind a minipreparatum készités, mind a fenolos tisztitds eredményének

ellenérzése 1,2%-o0s agaroz gélelektroforézis altal tortént.




6.3. AGO1 miR168-felismeréhely

A N. benthamiana AGOI szekvenciajaban talalhato miR168-felismerdhely az azzal
szomszédos 5° és 3’ régio egy részével (GeneBank DQ321488.1 265-377, 6ssz. 112 bp)

egyiitt lett izolalva.

6.3.1. Felismerohelyet tartalmazoé régié amplifikacidja és tisztitasa

A polimerdz lancreakci6 (PCR) el6tt a hasznalandé oligonukleotid primerek
foszforilalasa PNK A enzimmel (Thermo Scientific #£K0032) tortént. Foszforilalasi reakcio:
1 ul PNK A puffer, 1 pl PNK A enzim, 1 pl 10 mM ATP, 5 pl desztillalt viz, 2 pl 100 pM
oligonukleotid; inkubaci6: 37°C 30 min, 70°C 15 min. Az AGOI mar emlitett 112 bp-nyi
szakasza PCR reakcidval keriilt felszaporitasra N. benthamiana kloénozott AGOI cDNS
templatrol. PCR reakcidelegy (50 pl): 5 pul 10x Taq puffer (+(NH4).SOs — MgCly), 3 pl
25 mM MgCl,, 1 pul 10 mM dNTP, 2,5 pl 10 pM forward oligonukleotid (NbAGOmiRNAS:
5 -TATCAACGAGGTGGAGGACA-3), 2,5 10 pM reverz oligonukleotid
(NbAGOmMiRNAAS: 5-GGTACAGGCTGATGTGGAGTCT-3"), 0,3 pl 5u/pl Tag-polimeraz
(Thermo Scientific #EP0402), 34,7 ul desztillalt viz, 1 pul cDNS-templat (50x hig).

A PCR-termékek tisztitisa Sephadex G-50 oszlopon végzett gélsziiréssel tortént

(2000 rpm, 2 min). A PCR-reakcido és a tisztitdsi lépés sikeressége 1,2%-0s agardz

gélelektroforézissel keriilt ellenérzésre.

6.3.2. Ligalas és transzformalas

Az 5° végen foszforilalt targethelyek a linearizalt, tompa véggel rendelkezd
vektorokba lettek beépitve. A ligalasi reakciot T4 DNS-ligazzal (Thermo Scientific #EL0011)
végeztem. Ligalasi reakcio (2x15 pl): 3 pl T4 DNS-ligaz puffer, 2 ul T4 DNS-ligaz, 15 ul
desztillalt viz, 4 pl linearizalt vektor — reakcidelegy megfelezése: 3 pl-3 pl inszert/desztillalt
viz hozzdadasa — végtérfogat: 15 pl. Inkubéacio: 15°C 16 h. Az igy Osszeépitett riporter
konstrukcié kompetens DH5a Escherichia coli sejtekbe lett transzformalva: 100 pl kompetens
sejthez 5 pl ligatumot mérve; inkubécié jégen 20 min, majd 42°C-on 30 sec hésokk; 0,5 ml
SOC médium hozzdmérése utan inkubaci6: 37°C 40 min razatdas 150 rpm-mel.
Transzformaldsonként 300 ul baktériumszuszpenzié kanamicines LB taptalajon vald

szélesztése utan, 37°C-on egy éjszakan 4t inkubalodtak a kultirak.




6.3.3. Beépiilés, orientacio és szekvencia ellendrzése

A ligalas hatékonysaganak ellenérzése koldnia hibridizacioval tortént. A sikeresen
transzformalt baktériumtelepekbdl kanamicint tartalmazo LB taptalajra helyezett nitrocelluléz
membranra lett oltva. Ezutan a membrant denaturdlasidra és neutralizdlasara keriilt sor.
Membran denaturaldsa: 0,6 ml 5M NaCl, 0,1 ml 10 M NaOH, 1,3 ml desztillalt viz;
inkubdcié: 2x5 min. Membran neutralizalasa: 0,6 ml 5M NaCl, 1 ml 1 M Tris pH: 7,2,
0,04 ml 0,5 M EDTA, 0,36 ml desztillalt viz; inkubacio: 5 min. A koloniakbdl szarmazo DNS
membranon vald fixaldasa UV-val tortént. A membran mosésat (68°C 20 min 2xSSC) és
prehibridizalasat (68°C 30 min hibridizaciés pufferben) kovetden tortént a radioaktiv prébaval
valé hibridizalas (68°C 16 h; hibridizacios pufferben). Mosasi lépések utan (10 min 2xSSC
0,1% SDS; 15 min 0,5xSSC 0,1% SDS; 10 min 0,I1xSSC 0,1% SDS) expondltuk réntgen
filmre.

A radioaktiv probak a Thermo Scientific Decalabel kit (#K0621) segitségével lettek
el6allitva, a PCR-rel felszaporitott AGOI target hely gélsziiréssel tisztitott termékét hasznélva
templatként, a megadott protokoll alapjan. A ligdlasi 1épés soran a target hely kétféle
orientacidban épiilhetett be (sense, antisense). Az orientacid ellendrzésére tobb kolonia keriilt
kivalasztasra — a hibridizacidé soran pozitiv eredményt adok koziil — majd ezt kdvetéen
klononként kétféle PCR oligonukleotid primerparral lettek letesztelve a koldnidk
(GFPsense608: 5 -CCAGACAACCATTACCTGTCCAC-3’, NbAGOmiRNAS: szekvencia lsd.
fentebb, NbAGOmMiRNAAS: szekvencia Isd. fentebb). Az igy megvizsgalt klonok koziil
kivalasztva mindkét beépiilési orientaciobol 2-2 koldniat, azokbdl minipreparatum készitését
kovetden tortént a szekvenalas.

A szekvencidk a targethely mindségére és — transzlalodo felismerdhely esetén — a

STOP kodon helyzetére nézve lettek ellendrizve.

6.4. A miRNS prekurzorok

Arabidopsis thaliana eredeti MIR168a ¢és MIRI168b prekurzorok (kordbban leirva:
Varallyay és mtsai., 2013) expresszidjat teszteltik kisRNS Northern blot technika
alkalmazasaval (Varallyay ¢és mtsai.,, 2008). Kontrollként ath-MIRI71c prekurzort

alkalmaztunk.
MIR168a prekurzor: GeneBank AL161550.2 162717-162820 6ssz. 104 bp
MIR168b prekurzor: GeneBank AB020744.1 40351-40263 6ssz. 89 bp
MIR171c prekurzor: GeneBank CP002684.1 22930089-22930179 6ssz. 90bp




6.5. Expresszios vizsgalatok

Mind a riporter konstrukcidk, mind a prekurzor konstrukcidk esetében
agroinfiltracidos kisérletekkel tortént az expresszié tulajdonsdgainak vizsgalata. Az

agroinfiltracié sordn elékezelt Agrobacterium szuszpenziét fecskendeziink a levél szovetei

kozé (a sejtkdzotti jaratokba).

6.5.1. Agroinfiltralas

Az agroinfiltralas elokészitd 1épéseként a korabbi eredmények alapjan kivalasztott
E.coli kolonidkbdl helper baktérium torzs (pKRC17pro) segitségével keriilt atvitelre a
plazmid konstrukcido Agrobacterium tumefaciens C58C1 torzsébe. A konjugacié soran a
harom koloniabdl (plazmidot tartalmazé E.coli, pKRCl17pro ¢és C58Cl1 tdrzs)
antibiotikummentes LB taptalajra keriilt leoltasra, egymast keresztezd vonalakat hizva és
30°C-on egy éjszakan at ndvesztve (triparental mating). A metszéspontban névé konjugans
Agrobacteriumok kanamicin-tetraciklin-rifampicin tartalmt YEB taptalajra keriiltek atvitelre,
majd 2-3 napig tartd6 30°C-os inkubacion felngvesztve. A prekurzor konstrukcidk esetében
AGL-1 és C58C1 Agrobacterium-tdrzseket is teszteltem.

Az agroinfiltralashoz a klonok 1 éjszakan &t nvekedtek folyékony tenyészkozegben
(I ml MES, 2 pl acetosziringon, 100 pl tetraciklin, 100 pl kanamicin keverékében — 100 ml
térfogatban). A kovetkezd napon centrifugalast (4000 rpm, 10 min) ktjvc?téen MgCl,-
acetosziringon oldatban (10 mM MgCl,, 150 uM acetosziringon) lettek felszuszpendalva
olyan médon, hogy az ODgpp-on (A=600 nm) mért stirtiség 1-es toménységiire lett beéllitotva.
Hérom 6ras inkubécios idot kovetden ezekkel az szuszpenziokkal keriiltek infiltraldsra a
kisérleti novények (Vargason és mtsai., 2003). A riporterek és prekurzorok, egyiittes
agroinfiltracidjuk sordn, 1:4 illetve 1:8 riporter/prekurzor aranyok szerint voltak alkalmazva.

Az Gsszesitett optikai denzitas (ODggp) értéke itt is 1 volt.

6.5.2. Vizualis értékelés

A riporter konstrukciok esetében a GFP-expresszio mérteke UV fény alatt
vizudlisan is kovethetd volt. Célunk ez esetben az expresszio idébeli véltozasanak vizualis
kovethetdségének, az expresszio mértékének felmérése volt. A GFP-expresszio pontozasa 1-5

skalan tortént, ahol az 1 a leggyengébb, az 5 a legerdsebb expresszidt jeldli.



6.5.3. Northern blot

Ezzel a mddszerrel a ko-infiltracids kisérletekben vizsgaltuk a GFP mRNS
mennyiségét. Novényi mintdinkbdl az &sszes (total) nukleinsav kivonds fenolos modszerrel
(White és Kaper, 1989) tortént, majd a kivonatok méret szerinti szeparalasara 15%-os
denaturalé agar6z gélelektroforézist alkalmaztunk (formaldehid, 10xMAE).

A mintafelvitelt megelézéen a mintak el6kezelése: 10xMAE, formaldehid,
formamid — 4:7:20 arany( keverék; 20 min denaturacié 65°C fokon. A mintdk futdsanak
lathatova tétele mintanként 1 pl FDE-vel. A futas és a blottolas sikerességének ellendrzése
végett 1 pl etidium-bromidot adtunk a mintakhoz.

A gél also felének nukleinsavait Northern blot technikaval vittiik 4t nitrocelluléz
membranra, majd radioaktiv hibridizacids probakkal lettek hibridizalva (Varallyay és mtsai.,
2008).

A radioaktiv probak a Thermo Scientific Decal.abel kit (#K0621) segitségével lettek

eléallitva, klonozott mGEFP4-et hasznalva templatként, a megadott protokoll alapjén.

6.5.4. KisRNS Northern blot

KisRNS Northern analizissel moddszerrel vizsgaltuk miR168/miR168* és mds
miRNS-ek expressziojat. Novényi mintainkbol az sszes (total) nukleinsav kivonds fenolos
modszerrel (White és Kaper, 1989) tortént, majd a kivonatok méret szerinti szeparaldsara
12%-0s poliakrilamid gélelektroforézist alkalmaztunk.

A mintafelvitelt megelézéen a mintak 65°C-on 20 percig kisRNS-felvivé pufferben
(100-300 I  FDE, 10 ml deionizalt formamid, 200 pl 0,5M EDTA) denaturalodtak.
Molekulasuly markerként DECADE marker (Life Technologies, Ambion® Decade™ Marker
System) volt hasznélva. A gél fels6 (nagyméretii nukleinsavak) felét etidium-bromiddal festve,
felviteli (loading) kontrollként hasznaltuk — ellenérizve a k6zel azonos mennyiség nukleinsav-
felvitelt a zsebek kozétti viszonyitdsban. A gél alsé felének nukleinsavait Northern blot
technikaval vittiik at nitrocellul6z membréanra, majd radioaktiv hibridizacids probakkal lettek
hibridizalva (Varallyay és mtsai., 2008).

Radioaktiv ~ probaként miR168-, miR168*- ¢és miR159-specifikus LNA

oligonukleotidok voltak hasznalva, melyeket alkalmazasuk elott PNK A enzim segitségével

lettek radioaktiv foszforral ([y**P]JATP) megjeldlve.




7. Eredmények és megvitatasuk

A miR168-kozvetitette szabalyozé mechanizmus vizsgélatara olyan riporter rendszert
hoztunk 1étre, melynek miikodése révén betekintést nyerhetiink a reguldcié médjaba.

A riporter konstrukcid fejlesztése soran a vektor-optimalizalds részeként két plazmid
vektort teszteltiink — pBIN61S és pCAMBIA2300 — azok eltérd sajatsagai miatt. A pBIN61S
plazmiddal nagy mérete miatt nehezebb dolgozni (inszercidé mérete limitalt, tisztitdsa
nehezebb), de Nicotiana benthamiana-ban bizonyitottan jol miikédé bindris plazmid, mig a
pCAMBIA2300 egy kisebb méretii vektor, mely ennél fogva potencialisan jobban kezelhetd,
nagyobb szekvencia inszertalhat6 bele és abunddnsabb mennyiségben izolalhat6. A vektorok
mGFP4-t (GFP) kifejez6 CaMV 35S expresszios kazettat tartalmaztak — a tovabbiakban:
pBIN61S-GFP, pPCAMBIA2300-GFP.

Kisérleteink végsé célja, hogy megallapitsuk, transzlacids gatlassal és/vagy mRNS
degradacié révén szabalyoz-e a miR168. Mivel a virusfertézott novényekkel végzett

kisérletekb6l az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a miR168 transzlaciésan gatolja az AGO!

crer

crer

helyezkedik el. Am a transzlalodo helyzetbe valé klénozas befolyasolhatia a GFP
expressziojat, ezért lehetséges, hogy nem kapunk olyan eredményeket, melyekbdl egyértelmii
kovetkeztetések vonhatéak le. Ennél fogva sziikség van a nem-transzlalodé targethelyet
tartalmazo konstrukcié hasznalatara (is).

Ezen konstrukcidk megépitéséhez mind a pBIN61S-GFP, mind a pPCAMBIA2300-
GFP két-két tipusat hasznaltam, melyek kozt a kiilonbség a poliklénozé helynek a GFP
kédold régidjahoz viszonyitott helyzetében van. A pBIN61S-GFP és a pCAMBIA2300-GFP
esetén a klonozohely a GFP 3°’UTR régidjaban talalhatdo (kozvetleniil a STOP kodont
kovetéen), a pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt és a pPCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP
elétt vektorokban pedig a GFP STOP kodonja el6tt helyezkedik el (5. dbra/A).
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(B)

BIN GFP CAMBIA GFP

pBIN61S-GFP / pCambia2300-GFP

GFP STOP
S . Mcs | /-

BIN GFP CAMBIA GFP
STOP STOP

pBIN61S-GFP / pCambia2300-GFP
BamHI a STOP elé6tt

|

5. abra - Riporter konstrukciok vektorai és a vektorok expressziéjanak vizualis dsszehasonlitdsa

(A) A vektorok sematikus felépitése

Feliil: poliklénozé hely (MCS) a nem-transzlalodo régiéban — pBING61S-GFP, pCAMBIA2300-GFP

Alul: poliklénozé hely (MCS) a transzlaléd6 régiéban — pBING1S-GFP BamHI a STOP elétt,
pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP el6tt

(B) A vektorok tranziens expresszidjanak dsszehasonlitasa, vizualisan

P::35S — CaMV 358 prométer, T::35S — CaMV 35S terminator

BIN GFP — pBIN61S-GFP; CAMBIA GFP — pCAMBIA2300-GFP; BIN GFP STOP — pBIN61S-GFP
BamHI a STOP elétt; CAMBIA GFP STOP — pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP elétt

A linearizalt, elokészitett vektorokba egy, a Nicotiana benthamiana AGOI génjénak
miR168-felismerdhelyet magéba foglald régidjat klénoztuk. Az AGOI felismerdhely
beépitésével létrehozott kombinacidk az 1. Tablazatban lathatoak. A sikeres beéplilés
ellenérzésére a transzformalt E.coli telepeket koldnia hibridizacioval vizsgaltuk (6. abra/B/4.).
Mivel ez a kisérlet csak azt mutatja be, hogy az inszertiink sikeresen beépiilt-e a plazmidba
vagy sem, igy specidlisan tervezett kolénia PCR segitségével, megfeleld oligonukleotid-
parosok hasznalatdval deritettiink fényt a fragmentek beépiilési orientacioira (6. 4bra/B/1-3.).

Amennyiben a beépiilés értelmes irdnyban tértént (tehat a miR 168 altal felismerhetd

orientdcidban), tigy a konstrukci6 a SENSE elnevezést kapta, ha viszont forditva, akkor

ANTISENSE-nek neveztiik el (6. dbra/A).
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6. 4bra - Az AGO1 miR168-felismerdhelyek beépiilési orienticiéja (A) és annak tesztelése (B)
(A) AGOL target hely beépiilési orientacidi
1) Az AGO1 target hely SENSE irdnyu beépiilése — a miR168 4ltal felismerhet6 orientacid
2) Az AGOI target hely ANTISENSE iranyu beépiilése — a miR168 altal nem felismerhet6 orientacio
(B) A beépiilési orientaciot tesztel6 kolonia PCR logikai séméja és primerei
1) A kolénia PCR primerei: ,,kék” primer=GFPsense608; ,,z5ld” primer = NbDAGOmiRNAS; ,,piros
primer” = NbAGOmiRNAAS
2) és 3) a kolonia PCR elvi abrazolasa és a reakcidk termékei a SENSE illetve ANTISENSE
orientaciéju beépiilés esetén - 2) SENSE 3) ANTISENSE )

4) A kolonia hibridizacié eredménye az expoziciot kovetden

P::35S — CaMV 35S prométer, T::35S — CaMV 35S terminator




pBIN61S-GFP pCAMBIA2300-GFP
pBIN61S-GFP pCAMBIA2300-GFP
BamHI a STOP elott BamHI a STOP elott

SENSE | ANTISENSE | SENSE | ANTISENSE | SENSE ANTISENSE SENSE | ANTISENSE

1. Tablazat — Nicotiana benthamiana AGO1 miR168-felismeréhely beépitésével létrehozott
konstrukeiok

A klonokat szekvendltatasisat kdvetden ellendriztiik, tobbek kozott, a miR168-
felismeréhely hibatlansagat, a beépiilt inszertek kdpiaszamat, és ellndriztiik, nincs-¢ korai
STOP kodon (utébbi csak transzlalodo helyzetii célhelyek esetén lényeges). A riporter
konstrukcidk szekvencidjanak ellenérzésekor kiilonds hangsulyt kellett fektetni az abban
talalhaté miR168-felismerdhely korrektségére, mert egy-egy nukleotidnyi eltérések is
ronthattdk a gatlas hatékonysagat (Varallyay és mitsai., 2010). Ezt kovetden kivalasztottunk
néhdny parhuzamos klont mindkét orientaciébdl, melyek plazmid konstrukciit C58C1 torzs
Agrobacterium tumefaciens sejtjeibe juttattuk, majd az Agrobacterium-szuszpenziéval
Osszehasonlité tranziens expresszios kisérletekbe fogtunk. Ennek soran els6ként a
parhuzamos konstrukciok (azonos orientdcidju target helyeket tartalmazok) GFP—
expresszidjat vetettem Gssze, majd a GFP-t hasonlé mértékben expresszaltatd klonokat
kivalasztva, Osszehasonlitottam a SENSE illetve ANTISENSE klénok kifejezddését (az
eredményeket egy-egy reprezentativ konstrukcid-par estében a 7. dbra mutatja).’

Annak érdekében, hogy kideritsiik, a felismer8hely beépitése snmagéaban befolyasolja-
¢ a GFP expresszidjt (hangstlyozottan a GFP-vel ko-transzldlodé target hely esetében),
pozitiv kontrolként célhelyet nem tartalmazo, csak GFP-t expresszalé — ,jiires” — vektorokkal
mértem Ossze az inszertet is tartalmazé konstrukcidkat.

Az eredmények tanusaga szerint a klonok jelentds része detektalhaté mértékben
expresszalta a GFP-t, 4m a kétféle plazmid alapvektor (pBIN61S és pPCAMBIA2300) kozott
jelent8s eltérések mutatkoztak. A-pCAMBIA2300GFP vektorok mindkét tipusa gyengébb
expressziot mutatott, mint a pBIN61S vektorok (7. &bra/A). Az expresszié erésségén a
felismerdhely jelenléte minden esetben rontott, 4m mig a nem-transzlal6dé régidba klénozott
inszert nem rontotta szignifikans mértékben a GFP kifejezédését (7. abra/B, D), addig a ko-

transzldl6d6 helyzetii felismerd hely drasztikus mértékben rontotta, a detektaldsi hatar

kozelébe/ald csokkentette az expressziot (7. dbra/C, E).




D ,
BIN GFP (D) CAMBIA GFP

CAMBIA GFP

BIN GFP :
;H AgoSENSE - | AgoSENSE

(A)

BIN GFP CAMBIA GFP
BIN GFP CAMBIA GFP

AgoANTISENSE s . AgoANTISENSE

(©) BIN GFP - : : (E) CAMBIA GFP
STOP , », : STOP

BIN GFP @ < Y CAMBIA GFP
STOP A BIN GFP CAMBIA GFP Sl
AgoSENSE 4 STOP STOP AgoSENSE

BIN‘GFP - CAMBIA GFP
STOP STOP

AgoANTISENSE . AgoANTISENSE

7. abra - Riporter konstrukciék és vektoraik tranziens expressziojanak dsszehasonlitdsa (3 dpi)
(A) A négyféle GFP-vektor expresszi6janak 8sszehasonlitésa
(B) (C), (D), (E) SENSE és ANTISENSE orientdciéjd AGOI felismerShelyet tartalmazé riporter

konstrukciok egy-egy reprezentativ klénjanak dsszehasonlitasa

BIN GFP - pBIN61S-GFP; CAMBIA GFP - pCAMBIA2300-GFP; BIN STOP - pBIN61S-GFP BamHI a
STOP elétt; CAMBIA STOP - pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP elétt
AgoSENSE — 4GOI miR168-target hely SENSE orientdciéban
AgoANTISENSE - 4GOI miR168-target hely ANTISENSE orientaciéban

Rendszeriink masik oldalt a prekurzor konstrukciok képezik. Mivel a N, benthamiané
MIR168 prekurzorai még nem ismertek, igy kisérleteinket A. thaliana eredetii MIR168a és
MIRI68b prekurzorokkal végeztiik, melyek mindegyikét pBIN61S és pGreen0029 plazmid
vektorok CaMV 35S expresszids kazettajaba klonozva kaptam vizsgalataimhoz (8. abra/A).
Hogy kideritsiik, melyik vektor-prekurzor kombinécié bizonyulhat a legalkalmasabbnak a
késébbi mechanisztikus kisérletekhez, tranziens expresszioval teszteltik a kiilsnb6z6
konstellaciokat. Az agroinfiltraciot kovetd 1., 2. és 3. napon (dpi), a kezelt levelekb8] mintat

véve, azokbol totdl nukleinsavat tisztitottunk és a mintikat a specialisan kis RNS-ekre
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kialakitott Northern blottal és hibridizacios kisérletekkel vizsgaltuk (8. abra/B). A mintdk

izolalasanak id6keretét az indokolja, hogy a riporter konstrukciok GFP-expresszidja a 1,5.
nap koriil kezdddik, a 2-3. napon pedig mar eléri a maximalis expressziot. A kiértékelés soran
lényeges szempontok voltak: a MIRI68-expresszi6é abundancija és az expresszid id6beli
valtozasa. Lényeges volt a miR168 csillagszal (miR168*) koncentracidjanak ellendrzése is,
mert a virdlis fertézések soran megnovekedett miR168 akkumulaciéval parhuzamosan a
csillagszal mennyisége is megnd. E kisérletek tantsiga szerint a csillagszal jelenléte a
MIRI68 prekurzor processzalasanak velejardja lehet, ennél fogva a tranziens expresszid soran
keletkez6 csillagszalak mennyiségét is figyelembe venni (Varallyay és mtsai., 2010). Annak
ellendrzésére, hogy a mintafelvitel soran sikeriilt-e egyforma mennyiségii RNS-t vinniink a
gélre (loading kontrol), a gél RNS-einek etidium-bromidos festését és egy, a mi kisérleti
koriilményeink kozott stabil expressziot mutaté miRNS-re, a miR159-re valé hibridizalast
valasztottuk.

Mindezek szdmbavételével a pGreen0029-MIR168a konstrukcidt valasztottuk a
rendszer prekurzor-tagjava.

A riporter konstrukcidk és a prekurzorok expresszios sajatsagainak felmérése utan
végrehajtottuk az elsd ko-infiltracios kisérleteket, melyekben a kiilonb6z8 riporter
konstrukciokat valamilyen prekurzorral egyidejiileg agroinfiltréltuk. A tranziens expresszios
teszteket kiilonbszd riporter-prekurzor (1:4 és 1:8) ardnyokkal, tovabba eltérd (0,5 illetve 1)
optikai denzitdsi (ODgqo) baktérium-szuszpenziokkal végeztik. Az infiltralasokat tobbféle
5sszeallitisban végeztikk, hogy felmérhessiik a keletkez6 miR168A hatdsat a riporter
konstrukciok expressziojara. Végiil az 1:8 riporter-prekurzor arany és az ODgo=1 stirlisegii
szuszpenzié mellett dontottiink, a késdbbiekben ezekkel a paraméterekkel dolgoztunk.

A tranziens expresszids elBkisérletek soran tobb konstrukcid teszteltiink negativ
kontrol kivalasztisa céljabol: egy a pBIN61S vektort,, illetve két olyan MIRNS prekurzor
konstrukciét, melyek egy-egy, az AGOI mRNS szintjét nem szabalyozé MIRNS prekurzort
kodolnak — a pre-miR171c-t (MIR171c) és pre-miR134-et (MIR134). Az eredmények azt
mutattak, pusztan csekély kiilonbség mutatkozik a kontrollok miikddése kozott, tehat sem a
miR134, sem a miR171c nem befolydsolja eltérGen a vele egyidejiileg infiltralt 416d6 GFP
kifejezOdését. Ezen elSkisérletek eredményei alapjan végiil a pre-miR171c-t valasztottuk a
tovabbi kisérletek negativ kontroljanak.

Annak megallapitdsira, hogy van-e aspecifikus hatdsa a MIRI68a és MIRI7Ic
prekurzorok ko-infiltralisa a GFP expresszidjara nézve, elsé lépésben a GFP-t expresszald

Hires”) vektorokat teszteltem MIRI68a, MIRI7Ic &s amiR-GFP prekurzorokkal ko-
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infiltralva. Az amiR-GFP egy olyan mesterséges miRNS, mely a GFP mRNS-t ismeri fel, igy
annak expressziojat gatolja, és ebben a rendszerben pozitiv kontrollként miikddostt. Az
eredményeket a pBIN61S-GFP plazmid vektor esetében a 9. dbra dbra mutatja: az amiR-GFP
vizualisan detektalhatatlan szint ald cs6kkentette a GFP expresszidjat, a MIR171c jelenlétében
pedig gyengébben fejez6dott ki a GFP, mint MIRI68a-val egyiitt infiltralva. Feltevésiink
szerint az expresszos eltérések hatterében az é4llhat, hogy a tranziens expresszié indukalja az
RNS interferencidt a transzgén konstrukcioval szemben, és ha MIR171c prekurzorral egyiitt
infiltrdljuk a GFP-konstrukciét, akkor a normdl szinthez képest nem valtozik az endogén
AGO1 mennyisége, a GFP kifejez6dését viszont mérsékli az RNS csendesités. Ellenben a
MIR168a-prekurzorral valo egyiitt infiltralaskor az endogén AGO1 mennyisége, igy az aktiv
RISC komplex mennyisége csokken. Ennek eredményeképpen a MIR168a-prekurzorral ko-
infiltralt konstrukcié GFP-je er6sebben expresszalodik, hisz az RNS interferencia miitkodése

gatlodik.
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pre-MIR168

MIR168a MIR168b

pBIN61S pGreen0028 pBIN61S pGreen0023

1 2 3 419 2 '3 1 2 '3 1 2 3 - dpi

miR168

miR168*

miR159

EtBr

8. abra — MIRI68 prekurzor konstrukciék és expresszidjuk tesztelése kisRNS Northern
analizissel
(A) A MIRI68 prekurzor konstrukcié felépitésének sematikus abraja
(B) Prekurzor konstrukciok expresszidjanak tesztelése (1,2,3 dpi) kisRNS Northern analizissel;
Radioaktiv probak: miR168-, miR168*- és miR159-specifikus LNA oligonukleotidok (LNA168,
LNA168*, LNA159)
miR159 és EtBr (etidium-bromid) festés — felviteli/loading kontrol
P::35S — CaMV 35S prométer; T::35S - CaMV 35S terminator
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BIN GFP
+ 171

BIN GFP BIN GFP
+ 168 + amiR-GFP

9. abra — pBIN61S-GFP plazmid vektor és kiilonb6z6 prekurzorok koinfiltraciéja (3 dpi)
MIRNS prekurzorok: 171 - MIR171¢, 168 - MIR168a, amiR-GFP
BIN GFP — pBIN61S-GFP
AgoSENSE — AGO1 miR168-target SENSE orientacidéban
AgoANTISENSE - AGO1 miR168-target ANTISENSE orientdcioban

Ezt kévetéen minden alapvektor esetében Osszehasonlitottunk 2 parhuzamos SENSE
illetve ANTISENSE riporter konstrukciét a MIR171C illetve a MIR1684 prekurzorral egyiitt
infiltrdlva, a 2. Téblazatban jelslt pérositasokban. A SENSE és ANTISENSE pérok

‘ osszehasonlitasabdl szarmazé eredmények alapjan kivalasztottunk egy-egy part, mellyel az

infiltraciés kisérletet megismételtiik. Eredményeinket a kiilonb6z6 konstrukcidk esetében az

10. abra mutatja be.




pBIN61S-GFP BamHI pCAMBIA2300-GFP
pBIN61S-GFP pCAMBIA2300-GFP
a STOP elott BamHI a STOP elott
S AS S AS S AS S AS
miR168a X X X X X X X X
miR171c¢ X X X b4 X X X X

2. Tablazat — A riporter konstrukci6k és a prekurzorok koinfiltraciés kisérletek kombindciéi

Az infiltrdlt teriileteken a tranziens expresszi6 indukalja az RNS interferenciat, és a
keletkez6 GFP siRNS-ek az AGO1-be épiilnek be. A MIR171c-t expresszald teriiletek AGO1
miikddése tekintheté kontrolnak. A MIR168a-t kifejezd foltokban az aktiv RISC mennyisége
lecsokken, mert nagy arényban érik az AGOI expresszidjat gatld miR168 a ko-infiltralt
prekurzorokrél. A SENSE felismerShelyet expresszald foltokban (AgoSENSE + 168) a
termel6d6 miR168a-populécié egy jelentSs része a GFP-vel atirédéd felismerShelyet timadja,
¢s csak kisebb része hat az endogén AGOI expresszidjara. Az ANTISENSE foltokban
(AgoANTISENSE + 168) azonban nincs ,,felismerhetd” formaban a GFP-hez kétott célhely,
ezért a prekurzorrdl érd, nagy mennyiségli miR 168a donté részben az endogén AGOI down-
regulacidjara forditodik. Az AGOI1 szintjének (ezzel parhuzamosan az aktiv RISC)
lecsskkentése hozzajarul ahhoz, hogy a GFP siRNS dtvonal alulmiikddjon, a GFP ersebben
expresszaljon. Mindezen hatasok 8sszességeképp alakul ki az a GFP-expresszios mintazat,
melyet a  kisérletek sordn a  leggyakrabban tapasztaltunk:  leger6sebben a
AgoANTISENSE + 168, a leggyengébb GFP-expresszidt a AgoSENSE + 171 mutatja.

A t6bbi alapvektor (pBIN61S-GFP BamHI a STOP elétt, pCAMBIA2300-GF P,
pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP elétt) tesztelése soran altalanosan alacsonyabb mértékii
expressziot tapasztaltunk, de a fentihez hasonld expresszios mintazatot kaptunk.

Az infiltrélasi kisérletek soran tehdt 6sszehasonlitottuk, hogy a felhasznalt vektorok
illetve riporter konstrukciok mennyire lesznek alkalmasak a mechanisztikus vizsgalatokhoz
(10. dbra). A pBIN61S-GFP BamHI a STOP elbtt és a pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP
elétt (target hely a transzl4l6dé régidban) esetében az expresszi6 a felismerShely inszercidjat
kovetben eleve nagyon meggyengiilt (7. abra), a pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP el
esetében drasztikusabban (detektaldsi hatér kozelébe), tehét ez vélhetdleg nem lesz alkalmas a
tovabbi vizsgalatokra. A pCAMBIA2300-GFP alapt konstrukci6 kdzepes vagy nagyon
gyenge expressziot mutat (7. dbra, 10. 4bra), emiatt a ko-infiltralt prekurzorok hatésa sem

mutatkozik meg detektalhaté mértékben — tehét valdsziniileg ezt a vektort sem hasznéljuk a




tovabbiakban. A pBIN61S-GFP vektor (felismerdhely a 3’UTR-ben) ellenben nagyon jol

miikddik, igy a jovoben ez az egyik legfobb eszkdziink a miR168 4ltali szabalyozo
mechanizmus vizsgalatara. Hogy teljes képet kapjunk, a pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt
alapt konstrukciokat is hasznaljuk majd a késébbiekben.

A pBIN6IS-GFP ¢és pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt alapt riporter
konstrukcidkkal megismételve a kisérletet, a ko-infiltralast kdvetéen molekularis szinten is
Osszehasonlitottuk a tranziens expresszi6 hatdsat (11. abra, 12. 4bra).

A kisérlet tantisaga szerint a MIR171c prekurzorral infiltralt foltokban detektaldsi hatar
alatt/kozelében van az endogén miR168 szintje, mig a MIRI684 prekurzorrél nagy
abundancidval érik a miRNS. Ugyanez igaz a MIRI71c-vel ko-infiltralt teriiletekre is.
Eredményeink tehat mutatjak, hogy a prekurzor konstrukciokrél valéban érik miR168a és a
miR17lc a tranziens expresszié helyén. A potencialis hattérhatds kimutatdsa miatt target
helyet nem tartalmazé (,iires”) pBING61S-GFP vektorral is elvégeztik a MIRNS
prekurzorokkal valé ko-infiltralast. Sajnos az 12. abra-n a MIR168 prekurzorral egyiitt
infiltrdlt pBIN61S-GFP felviteli kontrolja (GFP - EtBr) nem teszi lehetdvé a GFP mRNS
mennyiségének objektiv megitélését.

A MIRI68a-t és a MIR17Ic-t expresszalé teriiletek GFP-expresszidja kozott enyhe
eltérések ugyan, de mutatkoznak — mind vizudlisan, mind molekularisan kévethetd modon. A
GFP mRNS szintje és miikodd GFP fehérje vizudlisan detektilhatdé mennyisége ezzel
parhuzamosan valtozik: ‘

- a SENSE és ANTISENSE konstrukciok kozott eltér mind a GFP mRNS, mind a
vizualisan detektalt (miikod6) GFP mennyisége

- amiR168a-t termeldkben a GFP expresszidja minden esetben erdsebben detektalhatd,
mint a nekik megfeleltetheté AGOI-target orientacidval rendelkezd, MIR171c-vel koinfiltralt
konstrukciok esetén — tehat az eltérd expresszios intenzitds mogott feltételezhetd a
funkciondlisan is miik6d6 miR168 (a prekurzorrdl termel6dd miR168 beépiil a RISC-
komplexbe)

- a kordbban tapasztalt eltérések a 3’UTR-be épitett AGOI target hely és a

transz1al6dé helyzetii target hely kozott vizualisan vizsgalva er8sebben nyilvanulnak meg, de

molekularis szinten is detektalhatoak
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10. 4bra — Riporter konstrukcidk és a veliik ko-infiltralt MIRNS prekurzorok tranziens
expresszidjanak osszehasonlitasa (3 dpi)

(A) pBING61S-GFP alapu konstrukcidk MIR171c és MIR168a koinfiltraciéjaval

(B) pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt alapt konstrukciok MIR171c és MIR168a koinfiltracidjaval
(C) pPCAMBIA2300-GFP alapt konstrukciok MIR171c és MIRI68a koinfiltracidjaval

(D) pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP el6tt alapt konstrukcidk MIR171¢ és MIRI68a koinfiltracidjaval
MIRNS prekurzorok: 171 - MIR171, 168 - MIR168
BIN GFP — pBING61S-GFP alapu konstrukciok; BIN GFP STOP — pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt

alapt konstrukciok; CAMBIA GFP — pCAMBIA2300-GFP alapt konstrukciék; CAMBIA GFP STOP —
pCAMBIA2300-GFP BamHI a STOP el6tt alapt konstrukcidk;

AgoSENSE — 4GOI miR168-target SENSE orientaciéban
AgoANTISENSE - AGOI miR168-target ANTISENSE orientacioban




BIN GFP
AgoSENSE
168

BIN GFP
AgoANTISENSE
+168

(B)

BIN GFP STOP BIN GFP STOP
AgoSENSE AgoSENSE
+171 +168

BIN GFP STOP BIN GFP STOP
AgoANTISENSE AgoANTISENSE
+171 +168

11. abra — pBIN61S-GFP alapi riporter konstrukciék és MIRNS prekurzorok koinfiltraciéja

(3 dpi)

(A) pBING61S-GFP alapu riporter konstrukciok és MIRNS-ek ko-infiltracioja
(B) pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt alapii riporter konstrukciék és MIRNS-ek ko-infiltracidja

MIRNS prekurzorok: 171 -MIR171c, 168 - MIR168a

BIN GFP — pBIN61S-GFP alapt konstrukciék; BIN GFP STOP — pBIN61S-GFP BamHI a STOP elétt

alapt konstrukciok

AgoSENSE — AGO! miR168-target SENSE orientaciéban
AgoANTISENSE - 4GOI miR168-target ANTISENSE orientaciéban




pBIN61S-GFP
pBIN61S-GFP-AGO1t BamHI a STOP el6tt -AGO1t pBIN61S-GFP

miR168  miR171 miR168  miR171
S AS S AS S AS S AS
GFP*

35 5 3 4 2 35 25 3

GFP mRNS

EtBr

miR168

miR171

miR159

EtBr

12. abra — A pBIN61S-GFP és pBIN61S-GFP BamHI a STOP elétt alapi riporter konstrukeidk
Osszehasonlitisa Northern blot analizissel (3 dpi)

miR 159 és EtBr (etidium-bromid)-festés — loading kontrol

miR168, miR171 — prekurzorrdl ér6 miRNS-ek

GFP* —a 11. abra vizualis eredményeinek szamszerisitése

S — AgoSENSE; AS — AgoANTISENSE

pBIN61S-GFP — plazmid vektor

pBIN61S-GFP -AGO1t — pBIN61S-GFP alapti riporter konstrukcid

pBIN61S-GFP BamHI a STOP elétt -AGO1t — pBIN61S-GFP BamHI a STOP elétt alapu riporter

konstrukcid

A kapott eredmények tehat egybehangzanak azokkal, melyek a korabbiakban
megvitatasra kertiltek, és a 10. bra -n szemléltetodtek. Ennek megfeleléen a konstrukciok és a
prekurzorok tranziens expresszidja soran tapasztalt eltérések hatterében feltételezhetdek azok
mechanizmusok, amelyek a ko-infiltratumok eltéréseit magyarazzak (endogén AGOI1 és
miR 168 befolyésa a riporter konstrukcidk expresszidjara).

Ko-infiltraciés elokisérleteink tehat azt sugalljak, hogy a felallitott riporter rendszer

mitkodoképes. A GFP riporter gén tranziens expressziojaban megmutatkozé hatdsok
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magyarazhatéak a MIRI168-prekurzor miikddésével, ezéltal felhasznalhatéak lehetnek a

késobbi kisérletek soran, melyekben az AGO1-miR168 regulacidés kapcsolat molekularis
hatterét vizsgalhatjak. Ehhez a pBIN61S-GFP alapu, transzlalodé és nem transzlalédé AGO1

target helyeket tartalmazo riporter konstrukciok felhasznalasa fog segitséget nyujtani.
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8. Kovetkeztetések

A munkénk célja az volt, hogy elkészitsiik és teszteljiik egy olyan riporterrendszer
tagjait, melyek segitségével tranziens expressziés rendszerben vizsgalhaté a miR168 altali
AGOI1 expresszi6 szabalyozasi mechanizmusa.

Ennek keretében létrehoztam szdmos konstrukciot, melyeket késébb tsbb szempontbdl
elemeztem.

A munka sordn hasznalt pBIN61S és pCAMBIA2300 alapu konstrukcidkat tesztelve
megallapitottam, hogy a kés6bbi vizsgalatokban a pBIN61S alaptiakat célszerti hasznalni,
mert Nicotiana benthamiana tesztalanyokban konzekvensebb és egyértelmiibb miikddést
mutatnak. Ezaltal egyértelmiibben lehet kvetkeztetni a mechanizmus miikdésére a tranziens
expresszids rendszerben.

A GFP 3’UTR régiojaba illetve a GFP-hez fuzionaltatva, annak transzlal6dé régiojaba
illesztve az AGOI felismerdhelyet, igyszintén dsszehasonlitdsokat végeztem az igy eléallitott
konstrukciok kozott. A fziés konstrukciok (GFP transzlalodé régidjaba klénozas), mint az
kordbban mar elbre lett jelezve, gyengébb expressziét mutattak, mint a nem-transzlalédéd
helyzetbe inszertélt felismerShelyeket tartalmazé konstrukciok. Mivel a pBIN61S alapu
konstrukcidk kivetkezetesebb mikddést produkalnak N. benthamiana alanyokban, és erésebb
expressziot mutattak, mint a nekik megfeleltethetd, pCAMBIA2300 alapﬁak, igy a pBIN61S-
GFP (inszert a 3°UTR-ben) és pBIN61S-GFP BamHI a STOP el6tt (inszert a GFP kédold

A konstrukcidk épitése soran kétféle orientacioban épiilhettek be az AGO! fragmentek:
SENSE (miR168 4ltal csendesitheté) és ANTISENSE (miR168 altal nem csendesithetd)
orientdcioban. Az utébbi iranyultsiggal rendelkezé klénokat kontolként alkalmaztuk a
tovabbiakban. Osszehasonlitva a klénok tranziens expresszidjat, kivalasztottuk azokat a
SENSE-ANTISENSE pérokat, melyeket a ko-infiltricios kisérletekben hasznéltunk, és a
kés6bbi, mechanisztikus kisérletek riporter konstrukcidiként szolgalhatnak.

Molekularis szinten Osszehasonlitottuk azokat az Arabidopsis thaliana eredetii
MIR168 prekurzorokat, melyek jelenleg rendelkezésre éllnak, hogy — kiilénb6z6 szempontok
mérlegelésével — eldonthessiik, melyik az a prekurzor konstrukcié, mely a tovéabbi
kisérletekben valé felhasznaldsra alkalmas lehet. Vélasztasunk a pGreen0028 vektorba
klénozott MIRI68a-ra esett, mert err6l a vektorrdl illetve prekurzorrél érik megfeleld

abundanciaval, csillagszal arannyal és optimalis idébeli lefutassal a miR 168.
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Osszességében véve ez a tranziens expresszion alapuld rendszer tobb szempontbdl is
idedlis €s alkalmas lehet a mechanisztikus kisérletek elvégzésére: rovid id6n beliil hoz
eredményt és az eredmény mind vizualis, mind molekularis modszerekkel detektalhaté illetve
vizsgalhato.

A riporterrendszer tagjainak rogzitése utin megkezdddhetnek a mechanisztikus
kisérletek. Ezzel pirhuzamosan mas aspektusokra is figyelmet forditunk. A jelenleg hasznalt
MIR1684 prekurzor Arabidopsis thaliana eredetii szekvencia, mivel jelenleg még nem eléggé
feltérképezett a Nicotiana benthamiana genom ahhoz, hogy annak MIR168 génjeit ismerjiik.
A jovbben lehetségessé valhat ezen gének klénozasa fs, ezzel a N. benthamiana-ra specifikalt
kisérletek végzése. Masrészr6l az Arabidopsis thaliana AGOI miR168-felismerShelye ismert,
igy 0sszehasonlit6i célokkal sor keriilhet ennek hasznalatdra is dohanynovényben. A vizualis
eredmények molekuldris oldalrél valé vizsgalatdval pedig kozelebb juthatunk ennek az

alapvetd mechanizmusnak a kifinomultabb megismeréséhez, nativ kériilmények kozott.
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9. Osszefoglalas

A miRNS-utvonal az RNS interferencia egy, az endogén gének szabélyozésara
kialakult konzervalt mechanizmusa. Névényekben a miRNS-utvonal effektor komplexének
kuleselemét, az AGOL1 fehérje expressziojat egy miRNS, a miR168 regulélja.

Munkdm sordn egy olyan riporter rendszer kifejlesztésén dolgoztam dohanyban,
melynek révén tranziensen expresszioval vizsgalhat6 az AGOI kifejez3désének miR168 altali
szabdlyozdsa vizualis és molekuléris szinten egyarant.

A rendszer riporter konstrukcidjanak esetében négyféle expressziés vektorba
klénoztam a dohdny (Nicotiana benthamiana) AGOI génjének miR168-felismer6helyet
tartalmaz6 régidjat GFP (z6ld floureszcens fehérje) riportergéntdl downstream helyzetbe. A
sikeres klénokat izolaltam és azonositottam a felismerdhely beépiilésének orientacidja szerint,
majd a felismerShely szekvencidk pontossiganak ismeretében vektoronként két par klont
valasztottam ki tovabbi tesztelés céljara. A kivalasztott konstrukciokat, Agrobacteriumba vald
transzformalds utdn, tranziens expresszioval vizsgaltam agroinfiltracios kisérletekben.

A prekurzorok esetében kétféle MIRI68 prekurzor konstrukcié mitkédését
hasonlitottam §ssze tranziens expresszids rendszerben, vizsgalva a keletkezd,, érett miR168
duplexek mennyiségi és min8ségi viszonyait. Az eredmények alapjan kijeloltem az egyik
prekurzort a riporter konstrukeiokkal valé ko-infiltracios kisérletekhez.

A riporter konstrukciok és a prekurzorok egyiittes vizsgalatdnak keretében
elokisérleteket végeztem a megfelelé kontrol-prekurzor konstrukcié kivalasztisahoz. Viégiil
teszteltem a kifejez6d6 miRNS-ek hatésat a riporter konstrukciok expressziojara tovabbi
tranziens expresszios kisérletek keretében és molekularis médszerekkel.

A jelenlegi eredmények alapjan kivalaszthatéak azok a riporter konstrukcidk,

melyek lehetdvé teszik majd a szabalyozémechanizmus molekuldris részleteinek vizsgalatat.
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10. Summary

The miRNA pathway is a conserved RNA-silencing mechanism controlling
endogenous gene expression. In plants, regulation of the AGOI, a key component of the
RISC, is mainly driven by the miR168.

In this study our goal was to develop a transient gene expression reporter system in
tobacco for investigating the control of AGOl by miR168 — by applying a transient
expression system based fluorescent detection and molecular assays.

For establishing the reporter constructs, a fragment of the tobacco (N. benthamiana)
AGOI gene targeted by miR168 was cloned downstream of the reporter gene GFP harbouring
by the four different expression vectors. Following the isolation of clones carrying the
reporter contruct, we selected the appropriate clones by characterizing the orientation of the
inserted AGOI fragment. Checking the accuracy of the miR168 target site in the AGOI
sequence, 2 clones per vector were chosen for further tests. Thes clones have been
transformed into an Agrobacterium strain and used for infiltration in transient expression
experiments.

For establishing the MIRNA precursor construct we compared the characteristics of
two MIRI68 precursors in transient expression experiments — considering quantitative and
qualitative features of the production of miR168 duplexes. According to the results we picked
one of the precursors for later co-infiltration tests.

In preliminary co-infiltration studies we established the appropriate control-
precursor for later tests with MIRI168 and reporter constructs. In the last step we studied the
effects of the produced miR168 on the reporter constructs by both visual detection and
molecular analysis.

According to the results it seems to be feasible to choose the reporter constructs
which can be used .in future' experiments for investigation of molecular details of the

regulatory mechanism,
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