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A palyazat soran a novényi miRNS alapt szabalyozas elemeit és mikodési mechanizmusat
vizsgaltuk. Kisérleteink soran az altalunk kifejlesztett megbizhato €s specifikus, LNA alapu.
miRNS hibridizalas rendszer tovabbi fejlesztését hajtottuk végre. A fejlesztések
eredményeképpen sikeriilt az LNA alapt northern blot hibridizacio technikajat egységesiteni
illetve kidolgozni az ezen a rendszeren alapulé miRNS in situ hibridizacids eljarast. A
miRNS-ek felhalmozddast dohany névényekben vizsgaltuk in situ
hibridizacidéval.Eredményink megmutattak, hogy a miRNS-ek a viragban illetve a fejlodo
termés kezdeményekben, térben és iddben szigortan szabalyozva jelennek meg, ellatva ezzel
célgénjeik finom szabalyozasat. Tovabba feltartuk, hogy egyes miRNS-sek jelen vannak a
novény vaszkularis rendszerében mig masok nem. Ez a felfedezés arra utal, hogy egyes
miRNS-ek, nem sejt autondm modon (mintegy szignalként szallitodva), lathatjak el
funkcidjukat. Adataink arra is ravilagitottak, hogy a miRNS-ek els6sorban a ndvények
fejlddésében szerepet jatszd gének szabalyozasaban vesznek részt (Valoczi et al., 2006).
Problémat okozott, hogy az LNA alapu in situ hibridizacios rendszeriink nem mukodott az
egyik leg fontosabb modell novényben az Arabidopsis thalianaban. A rendszeriinket
alkalmassa kell tenni, hogy alkalmas legyen Arabidopsis szoveti metszetek vizsgalatara. Tobb
technikai paramétert is optimalizaltunk és ennek eredményeként hatékony in situ hibridizacios
rendszert alakithatunk ki Arabidosis-ban és ezen keresztiil 6kondémiai szempontbol fontos
novényekben. Technoldgiai attorésként értékelhetjiik, hogy olyan LNA modositott probak
felhasznalasaval, amelyek 5° végiikon kémiailag jeloltek DIG-el, tovabba 3° végiikon
enzimatikusan DIG-el jeloltiik (kettds jelolés) hatarozott és jol értékelhetd in situ hibridizacios
szignalokat kaptunk. Az altalunk kidolgozott miRNS detektaldsi rendszer, mind a northern
blot mind az in situ hibridizacios rendszer, nagy érdeklddést valtott ki vilag szerte és tobb
publikaciora valod folkérést eredményezet(Havelda, ; Varallyay et al., 2007; Kauppinen and
Havelda, 2008; Maule and Havelda, 2008; Varallyay et al., 2008).

Virusfertdzott dohdnyban végzett kisérleteink feltartak, hogy a szisztemikusan fertdzott
levelekben is kialakulhat, rdadasul perzisztens modon, endogén hdztartasi gének dramai
leszabalyozasa. Kimutattuk, hogy ezekben az idépontokban, fiiggetleniil a virus altal kddolt
RNS interferencia gatld fehérje jelenlététdl, altalaban a miRNS-ek szintje nem valtozik.
Eredményink azt mutatjak, hogy eltérden az altalanos nézettdl, a fertdzés korai szakaszaban a
miRNS szint véltozas nem jatszik dramai szerepet. Azonban tovabbi kisérleteink azt is
megmutattdk, hogy a gazdagén expresszio gatlas elhuzodo fert6zés esetén a miRNS-ek
szintjére is hatassal van. A hosszu ideje jelen 1év0 virus, hasonldan egyéb gazda génekhez, a
miRNS-ek mennyiségét is képes csokkenti, amely expresszids szint csokkenés feltehetden
szerepet jatszhat a fert6zés okozta tiinetek kialakulasara (Havelda et al., 2008).

Kisérleteink sordn vizsgaltuk az Argonautel (AGO1) fehérje szabalyozasat, amely a névényi
RNS csendesitési utvonal koézponti végrehajté molekuldja. A virusfertdzés hatdsara a
gazdanovényben indukdlodik az RNS csendesités folyamata, mely sordn kis interferalo
(s1))RNS-ek képzddnek. A siRNS-ek beépiilnek az Argonautel (AGOT1) fehérjébe, amely az
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RNS csendesités kozponti végrehajto molekulaja. A siRNS-sel toltott AGO1 a védekezési
rendszer részeként a virus RNS-ek hasitasat eredményezi. A névény AGOI szintjét tobb
tényezé is, koztik egy miRNS (miR168) szabdlyozza. A virusfertézési folyamatok
tanulmanyozasa soran kimutathatdo volt az 4GOI mRNS ¢és a miR168 expresszidjanak
emelkedése. Kiilonb6z6 ndvény-virus interakcidkat vizsgalva kimutattuk, hogy az 4GOI
mRNS a gazda védekezési reakcidjanak kovetkeztében né meg, mig a megemelkedett
miR168 szint, mely térben atfed a virus altal elfoglalt novényi szektorokkal, a virus
ellentdimadasanak a kovetkezménye. Kimutattuk, hogy a miR168 indukci6 a miR168
prekurzor molekula megndtt expresszidjanak ¢€s felgyorsult érésének az eredménye.
Eredményeink szerint a megemelkedett miR 168 szint transzlacidésan gatolja az AGOI mRNS-
t, igy a novényben az AGOI fehérje szintje lecsokken. A novények géncsendesités alapu
védekez6 valaszanak elkeriilésére a virusok kiillonb6zd szupresszor molekulakat fejlesztettek
ki, melyek ezt a folyamatot mas-mas szinten képesek gatolni. Az A&ltalunk tranziens
rendszerben vizsgalt kiilonb6zé RNS csendesités szupresszorok minden esetben indukaltak a
miR168 termelddését. Ezek szerint a kiilonbdzé RNS csendesités szupresszorok specialis
hatasuk mellett egy univerzalis mechanizmussal is gatoljdk a névény védekezd folyamatait: a
Ezek a kisérletek két fontos eredményt tartak fel; (1) a ndvényi virusok képesek egy endogén
miRNS expresszidjanak megvaltoztatasaval gatolni az AGO1 fehérje felhalmozodasat és igy
csokkenteni a novényi védekezd rendszer hatékonysagat, (2) a miR168 képes az AGO1
mRNS-t transzlaciésan gatolni ami teljesen Uj megvilagitasba helyezi az AGO1 fehérje
megjelenésének szabalyozasat (Varallyay et al. 2010, Kozlésre elkiildve)

A kidolgozott in situ hibridizacios rendszert felhaszndlva elkezdtiik egy A. thaliana miRNS in
situ adatbazis felallitasat. Ahol a ndvény kiilonbozo életszakaszait reprezentalo
szovetmetszeteken vizsgaljuk a kiillonb6z6 miRNS-ek térbeli és idObeli felhalmozodasat
(Eddig 10 miRNS-re késziilt el az adatbazis). Ezek az eredmények irdnyt mutatnak majd a
tobbi ndvény vizsgalatdhoz. Ezekkel a kisérletekkel parhuzamosan vizsgaljuk a miRNS-ek
perkurzorainak és cél mRNS-einek felhalmozodédsat. Azonban ezek az RNS-ek nagyon
alacsony szinten expresszalnak ezért fokoznunk kell a detektalasi rendszer érzékenységét és 1j
technologiakat alkalmazni. Eddig A. thaliana csirandvényben sikeriilt kimutatunk a miR160
mRNS célpontjanak felhalmozddasat (ARF16). Egymast koveté metszetteket vizsgalva arra
kovetkeztethetlink, hogy miRNS-ek elsdsorban a merisztéma kozponti részében vannak jelen
ahol a cél mRNS szintje nagyon alacsony. Ez alapjan a miRNS-ek egyik funkcigja lehet a
merisztéma totipontencialjanak fenntartasa azzal hogy ebben a régidban a differencidlodashoz
sziikséges cél génjeik (pl transzkripcids faktorok) mRNS-einek szintjén alacsonyan tartjak.
Tovabbi vizsgélatokat sziikséges végezni ezen a teriileten, hogy megbizhatobb és pontosabb
eredményeket kapjunk a miRNS-ek ¢és cél mRNS-eik kapcsolatat illetden. Elkezdtiik olyan
transzgénikus novények eldallitast, amelyek a miR168 termelik til. Reményeink szerint ezek
a novények alkalmasak lesznek majd az AGOI1 fehérje felhalmozodéasnak szabalyozésnak
mélyebb megértésre a természetes fejlodésbioldgiai programok soran.
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