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I. Bevezetés

A sz016 gazdasagilag rendkiviil fontos novény, a FAO (Food and Agriculture
Organization) adatai szerint 2008-ban a vildgon Osszesen 7 337 364 hektaron termesztették. A
sz016 a mediterran teriiletek egyik legfontosabb termesztett névénye, valamint a vilag
gazdasagi szempontbol legfontosabb gyiimdlcse.

A globdlis idgjaras-valtozassal a sz6lotermo teriiletek id6jarasa egyre sz€élsGségesebbé
valik, ezért mind a klimavaltozas kozvetlen kdvetkezményei, a homérséklet, a csapadék ¢és a
COs-koncentracio megvaltozasa, mind a kozvetett kovetkezmények, mint a termelés
fenntarthatésaganak vagy az energiafelhasznalasi hatékonysagnak az elétérbe keriilése miatt
egyre nagyobb sziikség lesz a kiilonféle stresszhatasoknak ellenallo szol6fajtak hasznalatara. A
legtobb szOl6termd teriilet id6jarasa mar az elmult fél évszazad alatt jelentdsen felmelegedett, a
sz0l6 mai termesztési teriiletein azonban a vizhiany a termesztés legfontosabb limitalo
tényezo6je. Még ott is, ahol az évi csapadékmennyiség magas, a csapadék egyenldtlen eloszlasa
miatt a sz0l6 novekedési idészakaban vizhiany alakulhat ki, ezért egyre tobb szdlétermesztd
terlilet szorul 6ntdzésre. Azonban az emberiség l1étszdmanak drasztikus ndvekedése miatt egyre
tobb vizre lesz sziikség, ami az Ontozésre szoruld szoldtermesztd teriiletek visszaszorulasat
fogja okozni. Mar most a vilag vizfelhasznaldsanak 70%-a mezOgazdasagi Ontozésre
forditodik. Igy egyre nagyobb sziikség lesz szarazsagtiiré és minél hatékonyabb
vizfelhasznalasu sz616fajtak hasznalatara (Cominelli and Tonelli, 2010).

A novények szarazsagtiirése Osszetett tulajdonsdg, amelyhez bonyolult szabalyozasi
utvonalak minél hatékonyabb miikddése sziikséges. Szarazsagstressz hatasara a ndvénynek at
kell programoznia génexpresszidjat: a korabban sziikséges transzkriptumokat és fehérjéket
minél gyorsabban le kell valtania a szarazsagstressz talélésében szerepet jatszo
géntermékeknek. Ebben a folyamatban azonban nemcsak a transzkripcidos mintazat
megvaltozasa jatszik szerepet, hanem szdmos poszttranszkripciés mechanizmus is. Az mRNS
splicing, a transzlacid intenzitasanak és az mRNS-lebomlési utvonalaknak a valtozasai mind
szerepet jatszanak a sejtben jelen 1évé mRNS- és fehérjekészlet lecserélédésében, amely igy
sokkal gyorsabban és hatékonyabban megy végbe, mintha kizarélag a viszonylag lasst
transzkripcidos valaszok Iépnének mikddésbe. A kiillonb6zd6 mRNS-lebomlasi tutvonalak
kiilonosen fontosak a névény fejlodési fazisok kozotti atmenetei, illetve a megvaltozott
kornyezethez, példaul kiilonbozd stresszhatdsokhoz vald alkalmazkodéasa soran. Stresszhatisra
aktivalodo mRNS-degradacios rendszerek gyorsan és szelektiven lebontjak az 0j koriilmények
kozott felesleges, esetleg karos fehérjéket kodoldo mRNS-eket, igy lehetévé teszik, hogy az uj
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koriilmények mellett adaptiv fehérjekészlet minél elobb atvehesse a korabban sziikséges
faktorok helyét. Ezért a novényi mRNS-degradiaciés utvonalak feltdrasa nélkiil nem
ismerhetjiik meg a novényi stresszvalaszok molekularis alapjait. Ezekrdl az utvonalakrol
azonban alapvet6 fontossaguk ellenére egyeldre nagyon keves tudunk.

Programunk hosszii tavli célja a szOl0 stresszvalaszaiban szerepet jatszo mRNS-
lebomlasi utvonalak feltérképezése. Ennek elso 1épéseként megkezdtiik a sz616 egyik alapvetd
mRNS-degradacios rendszerének, a korai stop kodon altal okozott mRNS-lebomlasnak
(nonsense-mediated decay, a tovabbiakban NMD) a vizsgalatat. Az NMD tutvonal emlésokben
¢és €lesztOben is részt vesz a génexpresszio stresszhatasokra torténd atprogramozasaban, ezért
feltételezhetd, hogy a ndvényi stresszvalaszokban is igen fontos szerepet jatszik. Munkank
soran az egyik esszencidlis NMD-faktor, az SMG7 sz6l0 paraldgjainak funkcionalis
azonositasat végeztiik el, hogy kozelebb keriiljiink a sz616 NMD-ttvonalanak megértéséhez és
igy az utvonal potencialis felhasznalasahoz a jobb stressztiirésii fajtak eldallitasa, illetve

szelekcidja soran.
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II. Célkituzések

A sz016 szelektiv mRNS-degradacios rendszereinek megismerése, az ezekben szerepet
jatsz6 gének funkcidjanak elemzése kozelebb vihet a szO6l0 stresszvalaszok molekularis
biologiai alapjainak megértéséhez. Azonban a sz616 funkcionalis genomikai vizsgalatokra
nehezen alkalmazhatd, ezért munkank eléfeltétele egy olyan tranziens Nicotiana benthamiana
géndeplécios-komplementacids rendszer beallitasa volt, amelynek segitségével egyszerlien és
gyorsan tesztelhetd kiilonb6zd szolégének funkcidja, illetve tisztazhatok egyes sz616
génparalogok funkcidjanak eltérései.

Tovabbi célunk az volt, hogy az el6zbleg beallitott N. benthamiana tranziens rendszert

felhasznaljuk a sz616 NMD-utvonaldnak vizsgalatara.
Konkrét céljaink a kovetkezok voltak:

Eloszor bioinformatikai uton azonositani kivantuk az ismert ndvényi NMD- ¢€s
altalanos mRNS degradacios faktorok sz616 ortologjait.

Masodik lépésként egy olyan tranziens géndeplécios-komplementacids rendszert
terveztlink felallitani, amelynek segitségével kikapcsolhatjuk a N. benthamiana kiillonb6zo
endogén génjeit, majd heterolog (pl. sz0l6) gén bejuttatasaval komplementalhatjuk az elrontott
funkciot.

Ezutan azt terveztilk megvizsgalni, hogy az NMD ttvonal SMG7 kozponti faktoranak
bioinformatikai uton azonositott sz6l6 homologjai képesek-e komplementalni a N
benthamiana endogén SMG7 hianyat.

Kovetkezd célunk a sz616 SMG7 homologok fehérje doménjeinek funcionalis
térképezése volt.

Valaszt kerestiink arra, hogy az SMG7-vel homolog SMG7L gén is szerepet jatszik-e
az NMD-ben.

Végiil tesztelni akartuk, hogy a sz6l6 SMG7-homoloégok megdrizték-e azt az eredeti
SMG7-tulajdonsagot, hogy 3’ nem transzlalodoé régiojuk tulajdonsagai miatt maguk is korai

stop kodonnal rendelkeznek ¢s igy az NMD-ttvonal altal szabalyozottak.
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I1I. Irodalmai attekintés

III. 1. Szarazsagtiirésben szerepet jatsz6 molekularis
mechanizmusok

A globalis id6jarasvaltozassal egyiittjard kiilonbozé kérnyezeti stresszhatasok, mint a
szarazsag, a megemelkedett homérséklet, CO,-koncentracié és sokoncentracié hatisainak
kivédésre a novények Osszetett molekuldris programokat alakitanak ki, melyek segitségével
gyorsan érzékelik a kornyezetben bekdvetkezett valtozasokat és génexpressziojukat adaptiv
modon atalakitjak (Ahuja et al., 2010).

A széarazsagstressz vagy allandé vizhiany a novényi ndvekedést, fejlodést és
produktivitast meghatarozé faktorok koziil az egyik legfontosabb (Boyer 1982). Szamos
kdrnyezeti tényezd okozhatja a ndvények szdmara felvehetd viz mennyiségének csokkenését: a
talaj vagy a levegd alacsony viztartalma, fagy vagy a talaj tal magas sotartalma, vagyis a
szarazsagstressz gyakran hidegstresszel vagy sostresszel jar egyiitt.

A szarazsagstresszre adott ¢lettani valaszok a sztdomazarddas, a csokkent fotoszintetikus
aktivitds, az intenzivebb fénylégzés ¢és a megvaltozott sejtfaltulajdonsagok. Ezzel
parhuzamosan a novény mRNS-, fehérje- és metabolit-készlete jelentdsen megvaltozik
(Alvarez et al., 2008, Chae et al., 2009, Shulaev et al., 2008, Urano et al., 2009, Zeller et al.,
2009). A stressztlirésben szerepet jatszé gének szintézise fokozodik: a sejt ozmotikus
potencialjat befolyasold ozmotikumok eléallitasaért felelés enzimek, a szarazsagstressz soran
képz6do oxidativ szabadgyokoket artalmatlanitd fehérjék, az abszcizinsav- és etilénvalaszban
szerepet jatszo gének, dehidrin gének, hdsokk-faktorok expresszidja is megemelkedik.
Kiilonb6z6é metabolitok szintje is megnd a ndvény kiilonbdzo szerveiben, példaul Arabidopsis
levélben megnd az abszcizinsav- és prolin-szint, az ssz-aminosavszint, egyes szerves savak
(almasav), cukrok (hex6zok, szukr6z) €s egyéb szénhidratok (pl. keményitd) szintje (Alexandre
et al., 2009, Hummel et al., 2010, Urano et al., 2009, Wilson et al., 2009).

Az abszcizinsav a szarazsagstresszre adott valaszok egyik kulcsfontossagu jelatviteli
molekuldja, amely szamos stresszvalaszban szerepet jatszo gén, példaul a sztomazarodast
szabalyozd NFYAS és OCP3 expressziojat indukalja (Li et al., 2008, Mishra et al., 2006,
Ramirez et al, 2009, Seo et al, 2009). Az NFYAS5 gén expresszidja nemcsak

transzkripcionalis, hanem poszttranszkripcionalis szinten szabalyozodik, a miR169 mikroRNS
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gatlasa alatt all, amelynek expresszidja szarazsagstressz hatdsara az abszcizinsav-utvonalon
keresztiil gatlodik (Li et al., 2008).

Mas gének, mint példaul a SAL1 és az MSII, a szarazsagstresszvalasz negativ
regulatorai, amelyek kikapcsolasaval a stressznek ellenallobb novényfajtak hozhatok létre
(Alexandre et al., 2009, Wilson et al., 2009).

Abiotikus stresszhatasok eredményeképp a ndvényi sejtekben reaktiv oxigéngyokok
keletkeznek, amelyek szintén aktivalhatnak génexpresszios valtozasokhoz vezetd jelatviteli
utvonalakat, példaul sz6ldben aktivaljdk a stresszvalaszban fontos szerepet jatszo glutamat-
dehidrogenaz enzim expresszigjat (Skopelitis et al., 2006).

Szamos, a szarazsagstresszvalaszban szerepet jatszo fehérje expresszidja ubiquitinacion
¢s a 26S proteaszoman keresztiili lebomldson keresztiil szabalyozodik. Példaul az RmalH1
fehérje abiotikus stresszhatdsokra indukdlodo, membrankotott E3 ubiquitin ligdz, amely a
ndvényi vizhaztartds szabalyozasdban kozponti szerepet betoltd aquaporinok lebomldsat
szabalyozza (Galmes et al., 2007, Lee et al., 2009). A DREB2A transzkripcios faktor, amely
szamos szarazsagstresszvalaszban szerepet jatszo gén expressziojat aktivalja, szintén
ubiquitinilacion és a 26S proteaszoman keresztiil szabalyozodik (Lee et al., 2009, Qin et al.,
2008).

A stresszvalasz fontos faktorainak stabilitdsa nemcsak fehérje-, hanem RNS-szinten is
szabalyozodik. Az mRNS lebontasban szerepet jatsz6 CAF1 deadenilaz csalad tagjainak
expresszidja kiilonbozd abiotikus ¢€s biotikus stresszhatdsokra indukéalodik (Walley et al.,
2010). Egy masik novényi deadenilaz, a PARN expresszidja abszcizinsav, magas
sokoncentracio és ozmotikus stressz hatasara indukalodik, és egy hipomorf parn mutans ABA-
hiperszenzitiv fenotipust mutat (Nishimura et al, 2005). Az XRN4 exonukledz pedig az
etilénvalasz fontos regulatora: xrn4 nullmutans ndvények etilén-inszenzitivek, mert az XRN4
szlikséges az etilénvalasz negativ regulatorainak lebontasdhoz (Olmedo et al., 2006, Potuschak
et al., 2006). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a novényi mRNS-degradacids rendszerek
fontos szerepet jatszanak a kiilonbozo stresszvalaszok szabalyozasaban, aminek az lehet az
oka, hogy ezek a rendszerek a transzkripcionalis szabalyozasnal sokkal gyorsabban képesek

crcr

koérnyezethez.

III. 1. 1. A sz010 szarazsagtiirése

A legtdbb Vitis vinifera sz616fajta mas termesztett ndvényekhez viszonyitva jol toleralja

a vizhianyt, azonban a fajtdk kozott mégis jelentds kiilonbségek vannak a szarazsagtiirés
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tekintetében. Példaul Vincent és munkatarsai azt talaltdk, hogy mig kontroll koriilmények
kozott a Cabernet Sauvignon hajtas-és levélnovekedése erdteljesebb, mint a Chardonnay-€,
addig mind vizhiany, mind sostressz hatasara a Cabernet Sauvignon hajtas- és levélndvekedése
hamarabb és nagyobb mértékben gatlodik. Az elvégzett proteomikai analizis szerint ennek
hatterében tobbek kozt az allhat, hogy a Chardonnay a stressz hatasara hatékonyabban
valtoztatja meg génexpresszids programjat, igy a stresszhatds soran jobban megemelkedik
néhany, a stressz toleraldsaban szerepet jatszoé gén (fehérjeszintézis gének, hdsokk-gének)
expresszioja, mint a Cabernet Sauvignon-ban (Vincent et al., 2007).

Kiilonosen jol alkalmazkodott a vizhianyos allapotokhoz a Richter-110 (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris) hibrid szOléfajta, amely a sztomakonduktancia olyan
finomszabalyozasat alakitotta ki, amelynek koszonhetden vizhiany esetén sokkal magasabb
vizhasznositasi egyiitthatot képes fenntartani a leveleiben, mint egyéb szOl6fajtak. Ezért ez a
fajta kiilonosen alkalmas a sz6l6 szarazsagtirésének tanulmanyozasara (Pou et al, 2008).
Flexas és munkatarsai tanulmanyoztak a Richter-110 fotoszintetikus aktivitdsanak csokkenését
vizhiany alatt, és azt talaltdk, hogy azt elsGsorban a lecsokkent sztoma- és mezofill-
konduktancia okozza, a vizhiany elmultaval pedig a sztomakonduktancia a fotoszintetikus
aktivitds helyredllitisdnak f6 limitdld tényezdje. A sztomakonduktancia valtozdsa szoros

Cramer és munkatarsai nagyszabasu microarray kisérletet végeztek, melynek soran
hosszutava, 16 napig tartd, fokozatosan ndvekvd vizhidny, illetve sostressz a Cabernet
Sauvignon sz6l6fajta génexpresszidjara gyakorolt hatasat hasonlitottak Ossze (Cramer et al.,
2007). A vizmegvonas, illetve a sostressz mértékét ugy allitottak be, hogy a kisérlet soran
koriilbeliil azonos mértékii vizpotencial-csokkenést okozzanak a névények szardban. Erdekes
modon annak ellenére, hogy a két csoport ndévényeinek vizpotencialja a kisérlet végéig nem
kiilonbozott szignifikansan, a vizhidnyos ndvények elhervadtak, mig a sostresszelt novények
nem. Osszehasonlitva a ndvények hajtasndvekedését, azt talaltdk, hogy a vizhidnyos
novények hajtasndvekedése a kisérlet 6. napjara jelent6sen, mig a sostresszelt novényeké
kevésbé lassult le az 6ntozott ndvényekhez képest. A ndvények vizpotencialja csak a kisérlet
8. napjatol kezdve csokkent jelentdsen, és a génexpresszios valtozasok is ettdl a naptol kezdve
lettek szignifikansak, bar a vizhianyos novényekben néhany gén expresszidja mar korabban
megvaltozott. A kisérlet végére mindkét csoport ndvényeiben tobb mint 5000 gén
expresszioja valtozott meg szignifikansan.

Az egyik legkorabbi génexpresszios valtozas, amit tapasztaltak, a RuBisCo aktivaz
enzim expressziojanak fokozddasa volt, vizhidnyos novényekben valamivel korabban, mint

sostresszelt novényekben. Ez azt jelenti, hogy a fotoszintézis szabalyozasa az egyik
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legkorabbi valasz a vizpotencial csokkenésére. Vizpotencidlcsokkenés hatasara a
sztomakonduktancia csokken, a levélben kisebb lesz a CO,-koncentracio és igy lassabb lesz a
fotoszintézis. A RuBisCo aktivaz enzim hatékonyabba teheti a fotoszintézist RuBisCo
enzimek aktivalasaval. A fotoszintézis hatékonysagat az is ronthatja, ha a szarazsagstresszelt
novény nem tud elég ribuldz-1,5-biszfoszfatot eldallitani. Valdsziniileg ezt hivatott
kompenzalni, hogy a Calvin-ciklus tobb enzimének génexpresszidja is megnétt a vizhidnyos
kisérleti novényekben.

Ha a levelekben a csokkent sztomakonduktancia miatt alacsony a CO,-koncentracio,
de a megvilagitottsag normalis, a ndvényekben fénygatlas alakulhat ki, melynek soran az
elérheté CO, mennyiségéhez képest tul sok megkotott fényenergia a fotoszintetikus apparatus
karosodasat ¢és reaktiv oxigéngyokok felhalmozodasat eredményezheti. Ezt egyrészt
fénylégzéssel védheti ki a ndvény, melynek soran CO, helyett oxigént hasznal a
glicerinaldehid-3-foszfat eldallitdsdhoz. Valdban, Cramer ¢és munkatarsainak microarray
adatai azt mutattdk, hogy a fénylégzés enzimeinek expresszidja megnétt a stresszelt
novényekben. A keletkezett reaktiv oxigéngyokok eltavolitasaban szerepet jatszo enzimek
expresszioja szintén megnétt. Példaul a glutation eldallitasaért felelés y-glutamil-cisztein-
szintetdz enzim mennyisége megnd mind a vizhianyos, mind a sostresszelt novényekben. Az
vizhidnyos novényekben nétt meg. A GABA transzamindz és a mitokondrialis alternativ
oxiddz, amelyek szintén a reaktiv oxigéngyokoktol védik a sejtet, mindkét csoport stresszelt
ndvényeiben magasabb szinten expresszalt, mint az 06nt6zo6tt kontroll novényekben. A
fotoszintetikus apparatus fotooxidativ karosodastol valoé védelmében szerepet jatszo xantofill
ciklus enzimeinek — a zeaxantin epoxidnak €s a violaxantin deepoxidaznak - szintje foleg a
vizhidnyos novényekben nétt meg.

Szamos olyan génnek is megndtt az expresszidja mind a vizhidnyos, mind a
stostresszelt novényekben, melyek az abszcizinsav, illetve az etilén bioszintéziséért felelosek,
illetve amelyek e hormonok valamelyike altal regulaltak.

A transzkripcios faktorok koziil a legtobbnek csak a kisérlet végére — amikor mar
nagyon intenziv volt a stresszhatds — nott meg szignifikdnsan az expresszioja. Példaul a
DREB csaladba tartozo transzkripcios faktorok — amelyek vizhiany esetén szamos gént
aktivalnak - expresszidja folyamatosan novekedett a kisérlet soran, de a transzkriptumszint
csak a kisérlet végére kiilonbozott szignifikansan a kontroll novényekétol. A tobbi
transzkripcids faktorral szemben a NAC1 és NACI1 transzkripcios faktorok expresszidja mar
nagyon koran és nagyon jelentésen megnoétt a kisérlet soran. Ezen faktorok miikodésérdl még

keveset tudunk. Tulexpresszidjuk Arabidopsis-ban abszcizinsav-hiperszenzitivitast ¢€s
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megnovekedett szarazsagstressz-tiirést okozott. Ezenkiviil megnétt egy homebox leucin-
cipzar, egy MYB csaladba tartozo és egy ERF4 transzkripcios faktor expresszidja is mind
vizhianyos, mind sostresszelt ndvényekben. Egyes transzkripcids faktorok expresszidja
vizhidnyos novényekben jelentdsen lecsokkent, sostresszelt novényekben azonban kevésbé.
Ezek foleg sejtfejlodésben és ndvekedésben funkcionalnak. Ez az eredmény 6sszhangban all a
cikk egy masik megfigyelésével, miszerint a vizhidnyos noévények novekedése jobban
lelassult, mint a sostresszelt novényekeé.

A cikk szerzdi a génexpresszios valtozasokon kiviil vizsgaltak kiilonboz6 metabolitok
szintének valtozasat is a stresszelt sejtekben, melyek a sejt ozmotikus potencialjanak
beallitasaért (csokkentéséért) felelések. A malat-, a borkdsav-, a prolin- €s a gliikdz-szint is
lényegesen magasabbra nétt vizhidnyos, mint a sostresszelt ndvények fiatal hajtascsticsaiban.
Ennek oka az lehet, hogy sostressz esetén a novények sejtjeik ozmotikus potencidjanak
beallitasahoz felhasznalhatjdk a felvett ionokat is. A vizhianyos novények gliikoz-
gliikoneogenezis enzimeinek expresszioja is megndtt vizhiany hatasara. A prolinszintézisért
felelés PSCS transzkriptumok szintje szintén megnétt a stresszelt novényekben. Egy
plazmamembranban taldlhatd prolin-transzporter expresszidja szintén megemelkedett,
vizhidnyos novények hajtascstucsaban jelentdsebben, mint sostresszelt névényekében.

Osszefoglalva, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a vizhianynak nagyobb hatdsa
volt a novények novekedésére, génexpresszidjara €s az ozmotikus potencidl csokkentésében
szerepet jatszo metabolitok felhalmozodasara, mint a séstressznek.

Castellarin és munkatarsai vizhiany a sz6l6bogyo érésére tett hatasat vizsgaltdk és azt
talaltak, hogy a bogyé érése felgyorsul és antocianin tartalma jelentosen megemelkedik
szarazsag hatasara, amely mogott kiilonboz6 antocianin bioszintézis gének megemelkedett
expresszioja all (Castellarin et al., 2007).

Grimplet €s munkatarsai azt talaltdk, hogy a szo6lébogyd kiilonbozoé szdveteinek
génexpresszioja specifikusan reagal a vizhianyra: a perikarpiumban expresszaldodd fehérjék
7%-anak a szintje megvaltozik vizhidnyos koriilmények hatdsara, mig a mag fehérjéinek
szintje nem valtozik jelentdésen. A mag ¢€s a perikarpium fehérjekészlete jobban kiilonbozik,
mint mRNS készletiik, ami arra utal, hogy a szabalyozds jelentés részben
poszttranszkripcionalis. A génexpressziés valtozdsok a perikarpiumon belil is
szovetspecifikusak: a héjban proteaszoma fehérjék, ROS detoxifikacioban ¢és flavonoid
bioszintézisben résztvevo enzimek, mig a gyiimdlcshtisban a glutamat dekarboxilaz, a metionin
szintaz és a PR (pathogenesis related) fehérjék szintje emelkedett meg jelentésen (Grimplet et

al., 2009).
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Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy vizhiany hatasara a sz6l6 Gsszehangoltan,
szovetspecifikusan aktivalja a stressz toleralasdban szerepet jatszo gének expresszidjat, mig a
novekedésben szerepet jatszdé génekét kikapcsolja. A kiilonbozd szOlofajtak eltérd
stressztoleranciajaban fontos szerepet jatszik, hogy az adott fajta mennyire képes a kdrnyezeti
hatasoknak megfelelé génexpresszids programok finomhangolasara. Ebben a szabalyozasban
fontos szerep jut az mRNS stabilitdist meghatarozd rendszereknek, amelyek az egyéb
szabalyozasi szintekkel egyiittmiikodve lehet6vé teszik a génexpresszio finomszabalyozasat.

Ahhoz, hogy kiilonb6zd stresszhatasoknak ellendlld sz6ldfajtdkat hatékonyan tudjunk
szelektalni, illetve eldallitani, mindenképp sziikséges a sz016 molekularis szabalyozo
mechanizmusainak minél mélyebb ismerete. Ehhez azonban vagy az sziikséges, hogy konnyen
elé tudjunk allitani transzgenikus sz6léndvényeket, amelyekben elrontott vagy tilexpresszalt
gének funkcidjat vizsgalhatjuk, vagy egy jol beallitott sz6l6 tranziens génexpresszios
rendszerre van sziikség. A sz6l0 azonban nehezen transzformalhatd és nincs ra jol mikodo
tranziens génexpresszios rendszer, ezért gének gyors és hatékony funkcionalis vizsgalatara
nehezen hasznalhaté (Mezzetti et al, 2002, Santos-Rosa et al., 2008, Vivier and Pretorius
2002, Zottini et al., 2008). Ezért egy olyan heteroldog rendszerre van sziikség, amelyben

sz6l6gének funkcidja konnyen és gyorsan tesztelhetd.

III. 2. A sz016 transzformacidja

A sz016 transzformacidja sokdig problémakba {itk6zott, mert nem sikeriilt olyan
szovettenyésztési rendszert kidolgozni, amelybdl a novény regeneralhaté volt, és amely
ellenallt volna az agrobaktériummal vagy a génpuskaval végzett transzformacionak és az azt
kovetd szelekcionak. Az embrionikus sejtvonalakkal végzett transzformacid azonban végiil
sikeresnek bizonyult (Iocco er al., 2001, Vivier and Pretorius 2002). Agrobaktériummal
el6szor Mezzettinek és munkatdrsainak sikertilt transzformalniuk, majd regeneralniuk a sz6l6t
2002-ben (Mezzetti et al., 2002). Ez az eredmény arra utalt, hogy az agrobaktérium képes
megfertézni a sz6l6t. A moddszer azonban hosszii €s lassu, honapokba telik, amig a
transzformalt novényt végre analizalni lehet.

Transzgenikus szOlofajtak eldallitaisakor a legfontosabb célok a stressztolerans és
betegségeknek ellenalld, nagy produktivitasu, jo mindségli, hatékonyan, fenntarthatéan és
kdrnyezetbarat modon termeszthetd fajtak eldallitasa. Fontos informaciok nyerhetk, ha a

kiszemelt génnel el0szor modellndvényt, példaul Arabidopsis-t transzformalunk, majd
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proteomikai és microarray vizsgalatokkal alaposan feltérképezziik az adott géntermék hatasat a
novényben zajlo kiilonb6z6 folyamatokra. Patogénellenalld fajtdk gyakran eldallithatok
eldallitasa nehezebb, mert ezeket a tulajdonsagokat Osszetett utvonalak szabalyozzak,
amelyeket jobban meg kell ismerni ahhoz, hogy a kivant tolerancia elérhetd legyen. Azonban
kutatasi célokra, gének funkcidjanak azonositasara iddigényessége miatt nem érdemes
transzgenikus szol6t eléallitani, érdemesebb jol miikodo tranziens génexpresszios rendszereket

hasznalni a kérdéses gén azonositasara, funkciojanak tesztelésére.
III. 3. A sz010 agroinfiltracioja

Tranziens génexpresszids rendszerekben az expresszaltatni kivant gén nem épiil be
stabilan, 6roklédéen a célndvény genomjaba, hanem csak atmenetileg, néhany napig vagy
hétig expresszal a célszovetben. A tranziens génexpresszaltatds leghatékonyabb moddja az
agrobaktérium-kultarat infiltralunk a célndvény leveleibe a gazcserenyilasokon keresztiil,
vakuum-infiltralassal vagy fecskenddvel. A sz6l6t mar tobb csoportnak sikeriilt kiillonb6zo
modszerekkel agroinfiltralnia, azonban ezek a modszerek egyelére nem terjedtek el a
gyakorlatban.

Santos-Rosa és munkatarsai vakuum-agroinfiltraciéos modszert hasznaltak sz6lében a
sztilbén-szintdz gén tranziens thlexpresszaltatasara, hogy megvizsgaljak az igy keletkezett
sztilbének hatdsat a sz6loperonoszpora (Plasmopara viticola) altal okozott tiinetekre. Azonban
azt talaltak, hogy az agroinfiltracié altal okozott stressz mar dnmagéban megemeli a sztilbének
szintézisét, igy a sztilbén-szintaz tulexpresszidjanak hatasat nem tudtak tesztelni. Az altaluk
hasznalt vakuum-agroinfiltracids rendszer tovabbi hatranya a N. benthamiana-ban éltalanosan
hasznalt, fecskenddvel végezhetd in vivo agroinfiltracioval szemben, hogy csak a ndvényrol
levalasztott leveleket lehet ilyen mddon infiltralni, ami a levelek szamara az agroinfiltracid
mellett tovabbi stresszforrast és melléktermékként megjelend stressz-indukalt génexpressziot
eredményezhet (Santos-Rosa et al., 2008).

A szolot fecskenddvel agroinfiltralni elészor Zottini-nek és munkatarsainak sikertilt
2008-ban (Zottini et al, 2008). Négy sz6lofajtat kiilonboz6é novekedési feltételek kozott
nevelve, harom kiilonb6z0 agrobaktérium torzset hasznalva Osszehasonlitottak az
agroinfiltracio hatékonysagat. A négybdl két szol6fajtadban mindharom tesztelt agrobaktérium

torzzsel megbizhato, viszonylag magas szintli tranziens génexpressziot sikertilt elérniiik. Azt is

18



kimutattak, hogy agroinfiltralt széldlevelekbdl kiindulva stabilan transzformalt sejtkultirat is
létre lehet hozni. Az agroinfiltraciot a dohany agroinfiltralasdhoz hasonloan fecskenddvel
végezték. A Sugraone fajtdban azonban csak a fecskendd atmérdjének megfeleld korben
sikeriilt GFP-expressziot észlelniiik, a korokon kiviil sosem, ehelyett az infiltralt folt kdrnyékén
a szdvet mechanikai sériilése miatt gyakran barnulast és sejtelhalast észleltek. A masik
sikeresen infiltralt fajtdban, az Aleatico-ban nem tapasztaltak barnulast és a GFP-expressziot
mutato foltok is tovabb terjedtek a levélben a fecskenddvel érintett kis korokon, aminek a fajta
agroinfiltraciohoz elényOsebb levéltexturdja lehet az oka. A Moscato Giallo fajtat csak
alkalmanként, az Aglianico fajtait sosem sikeriilt tranziensen transzformalni. Masok is
megfigyelték, hogy kiilonbozd nodvényfajtdk tranziens agrobaktérium-transzformacioja
kiilonb6z6 hatékonysagli (Wroblewski et al., 2005). Ezenkiviil Wroblewski és munkatarsai azt
talaltdk, hogy iliveghdzban nevelt sz6l6t nem lehet agroinfiltralni, tranziens génexpresszid
helyett csak nekrotikus foltok alakultak ki a leveleken (Wroblewski et al., 2005). Zottini és
munkatarsai szintén nem tudtak {iveghdzban nevelt sz6l6ndvényeket agroinfiltralni, ezért in
vitro nevelt névényekkel kiiszobolték ki az iiveghazban minden esetben jelentkez6 nekrotikus
valaszreakciot.

Azonban Zottini és munkatarsai modszere még nem terjedt el a gyakorlatban, mas
csoport még nem jelezte, hogy sikerrel hasznalta volna a fecskenddvel végzett sz6lo
agroinfiltraciot. A modszer hatrdnya, hogy még a legjobban infiltralhatdo Aleatico fajtaban is
csak kicsi, kb. 1 cm atmérdju levélfoltban sikeriilt elérniiik a tranziens GFP-expressziot, mig M.
benthamiana-ban a teljes levélfeliilet konnyedén infiltralhato és igy mikroszkop nélkiil, szabad
szemmel is konnyen és gyorsan elemezhetd, illetve 0Osszehasonlithato a riportergén
expresszioja az infiltralt foltokban. A modszer tovabbi hatrdnya, hogy az agroinfiltralt GFP
csak 12 nap utan mutatott kelléen erds expressziot, mig N. benthamiana-ban az expresszid mar
az infiltralas utani 3. napon eléri maximumat, igy ebben a fajban sokkal hamarabb elvégezhetd
egy kisérlet, mint a sz6l6ben.

Ezért a sz016 agroinfiltralas technikajat még fejleszteni kell ahhoz, hogy olyan kdnnyen,
megbizhatoan és gyorsan lehessen magas szintli génexpressziot elérni, mint dohanyban. Addig
azonban a kétsziklieken beliil konzervalt funkcioju szolégének vizsgalata dohany heterolog

rendszerben is lehetséges, ahogy arra szamos példat talalunk az irodalomban.
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III. 4. Sz6l6gének funkcionalis vizsgalata

heterolog rendszerben

A N. benthamiana széles korben hasznalt modellnovény, amely nemcsak konnyen
transzformalhatd, de tranziens génexpressziora is alkalmas. Ezért szamos kutatocsoport
hasznalta mar kiilonb6z0 stabil transzformacion vagy tranziens expresszion alapulo
kisérletekben ezt a fajt sz616gének funkcionalis analizisére.

Carvalho és munkatarsai (Carvalho et al., 2008) kimutattak, hogy meglepé modon a N.
benthamiana fénystresszre adott valasza sokkal jobban hasonlit a sz6l0, mint a kdzeli rokon
paradicsom stratégidjara. Mig a paradicsom antioxidans valaszban szerepet jatszo
transzkriptumainak expresszidja a stresszhatds utan egy csucsot mutat és gyokerei mar a
regeneracio 2. napjan, napokkal a levélnovekedés kezdete elott novekedésnek indulnak, addig
a N. benthamiana transzkriptumaié - a sz616h6z hasonloan - két csticsot mutatnak, az elsét a
regeneracio 2. napjan, az oxidativ szabadgyokok szintjének megemelkedésével egyidoben, a
masodikat a stresszhatds utani 7. napon, amikor egyszerre indul meg a gyokér- és
levélnovekedés. Igy ezen utvonal sz6l6 homoldgjainak funkcidja jol vizsgalhato lehet N.
benthamiana modellrendszerben.

A legtobben azonban a sz6l16 kiilonbdzd patogénrezisztenciaval kapcsolatos génjeinek
funkciojat tesztelték dohanyban. Joubert és munkatarsai példaul azt vizsgaltak, hogy a sz6lo
feltételezett poligalakturondz-inhibitor génje hogyan modositja Botrytis cinerea-bdl szarmazo,
a fertdzésben esszencialis szerepet jatsz6 endopoligalakturondz enzim hatasat tranziens
agroinfiltracios kisérletben N. benthamiana-ban. Mig a két fehérje interakcigjat, illetve az
inhibitor hatasat a célenzim aktivitasara in vitro modszerekkel nem sikeriilt kimutatni, addig az
in vivo dohanyrendszerben sikeriilt igazolniuk, hogy ha egyiitt infiltraljak a két fehérjét, akkor
a szO016 inhibitor fehérjéje jelentdsen csdkkenti az endopoligalakturonaz altal okozott tiinetek
stilyossagat. Igy sikeriilt meghatdrozni egy, korokozo elleni védekezésben fontos szerepet
jatszd sz6lo gén funkciodjat, ami rezisztens fajtak eldallitasa soran fontos informacié lehet a
keresztezendd fajtdk kivalasztasaban, vagy transzgenikus, patogénrezisztens sz6lo
eloallitasaban (Joubert et al., 2007).

Ling és munkatarsai (Ling et al, 2008) a sz6l6 patogént6l szarmaztatott
rezisztencidjanak lehetGségét vizsgaltak a sz016 levélsodrodas betegségében szerepet jatszod
benthamiana ndvényeket transzformaltak és sikertilt is kimutatniuk patogént6l szarmaztatott

rezisztenciat ebben a heteroldg rendszerben.
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Masok kimutattak, hogy a sz6l6 WRKY?2 transzkripcids faktorat konstitutiv modon
tulexpresszald dohany kevésbé érzékeny nekrotrof gombapatogénekre (Botrytis cinerea,
Pythium spp. és Alternaria tenuis), mint vad megfeleléje (Mzid et al, 2007). Kés6bb
Guillaumiea és munkatarsai dohdny protoplasztokban végzett tranziens transzkripcio
aktivacios kisérletben azt talaltdk, hogy a sz6l6 WRKY?2 transzkripcios faktora aktivélja a
dohdny ligninszintézisben szerepet jatszo C4H génjének GUS riportergén elé épitett
promoterét. Ezzel 6sszhangban azt is kimutattak, hogy a sz616 WRKY?2 génjével transzformalt
dohdnyban jelentésen megemelkedik a C4H gén expresszioja, ennek kdvetkeztében modosul a
sejtfalszerkezet €és megnd a novény nekrotrof gombapatogénekkel szemben mutatott
ellenalloképessége (Guillaumie er al, 2010). Igy ebben a heteroldg rendszerben sikeriilt
meghatarozni a sz616 WRKY?2 transzkripcids faktoranak funkcigjat.

Henanff ¢és munkatarsai a sz6l6 NPR1 génjének 2 homoldgjat vizsgaltak N.
benthamiana-ban tranziens agroinfiltracios rendszerben. Egyrészt GFP-fuzios konstrukcioként
expresszaltatva a homoldgokat meghataroztak sejtbeli lokalizacidjukat, masrészt kimutattak,
hogy N. benthamiana-ban tranziensen kifejezve barmelyik NPR1 homolég megndveli egyes
szalicilsav-fiiggd PR (pathogenesis-related) gének expresszidjat, vagyis a sz6l6 NPR1 gének
Arabidopsis homologjukhoz hasonldéan ebben az utvonalban jatszhatnak fontos szerepet (Le
Henanff et al., 2009). Ugyanezen munkaban a Santos-Rosa és munkatarsai altal beallitott sz616
vakuum-agroinfiltracios rendszert is hasznaltdk a heteroldog rendszerben kapott adatok
megerdsitésére. Kimutattak, hogy ha széloben tranziensen tulexpresszaltatjak az egyik sz0l6
NPR1 homologot vagy az Arabidopsis NPRI1 gént, akkor Plasmopara viticola
(sz6loperonoszpora) fertdézésre sokkal erdsebben indukalédik a PR1 gén, mint NPRI1
talexpresszid nélkiil (Santos-Rosa et al., 2008).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy N. benthamiana tranziens génexpresszios

rendszerek alkalmasak lehetnek sz6l6gének funkcidjanak tesztelésére.
III. 5. A noveényi génexpresszio szabalyozasa

A génexpresszio szabalyozasa tobb szinten zajlo és szigorian szabalyozott folyamat,
hiszen nagyon fontos, hogy adott helyen és idoben csak a megfeleld fehérjetermékek legyenek
jelen a sejtben — kiilonbozo fejlodési stadiumokban vagy kiilonb6z6 kornyezeti feltételek
mellett mas-mas génkészletre van sziikség a novény optimalis miikodéséhez. Egy adott mRNS
mennyiségét a sejtben transzkripcidjanak és lebomlasanak egyenstlya hatarozza meg. A

transzkripciod szabalyozasa régota kutatott jelenség, a hasonld folyamatban részt vevé mRNS-
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transzkripciot kovetd (poszttranszkripeids) folyamatok azonban - amelyek legalabb olyan
fontosak egy gén expresszids szintjének meghatarozasaban - csak késobb keriiltek a figyelem
koézéppontjaba.

Tulajdonképpen a ,poszttranszkripcios” folyamatok mar az RNS atirddasaval
egyidében elkezdddnek: templatjuk nem a kész transzkriptum, hanem az RNS-polimeraz
kijarati csatorndjan elobukkantd, naszcens RNS. Az RNS polimeraz II (Polll) altal atirt mRNS-
ek 5° végére a degradacios enzimektdl védd sapka (cap) rakddik, az mRNS intronjai
kivagddnak és exonjai Osszeillesztodnek (splicing), végiill az mRNS poliadenilacios szignalja
kozelében hasitodik, majd 3 végére poliadenin(poliA)-farok (ndvényekben altalaban 60-200
adenin nukleotid) rakédik a transzkripcidja soran (Perales and Bentley 2009).

Az mRNS citoplazmaba szallitdsahoz sziikséges fehérjék, illetve fehérjekomplexek
részben szintén mar a transzkripci6 soran rarakodnak az mRNS-re. Az mRNS transzportja a
magbol a citoplazmdba a magporuskomplexeken keresztii, az mRNS-ek sejtbeli
lokalizacidjanak, a transzlacio helyének meghatarozasa, majd a transzlacio kiilonbozo 1épései:
elsdsorban az iniciacid, de az elongacié és a termindcio szintén szabalyozott folyamatok,
amelyek biztositjadk egyes fehérjék alacsonyabb, masok magasabb expressziojat, a sejt
megfeleld részében (Martin and Ephrussi 2009, Sonenberg and Hinnebusch 2009).

Végiil az mRNS-ek lebomlésa is nagyon fontos tényez6 az éppen nem sziikséges, vagy
a sejtre adott koriilmények kozott karos fehérjék szintézisének ledllitasaval. Az egyes mRNS-
ek lebomlasanak idejét és sebességét sok kiillonbozé faktor befolyasolja, féléletidejiik kozt tobb
nagysagrendnyi kiilonbség van, amely fejlddési stddium szerint, vagy a megvaltozott
kornyezetre, kiilonb6zo stresszhatasokra adott valaszként is megvaltozhat, vagyis az mRNS-
lebomlds szigorGian szabalyozott folyamat. Emlds kisérletekben azt talaltdk, hogy
stresszhatasra kb. az mRNS-ek 25%-anak szintje valtozik szignifikdnsan, amelyek felénél a
transzkripcid intenzitdsanak valtozdsa, masik felénél a mRNS-degradacid sebességének

modosulasa all a megvaltozott mRNS-szint hatterében (Fan et al., 2002).

III. 5. 1. mRNS-lebomlas a névényekben

A kiilonb6z6 lebomlasi utvonalak azért jatszanak nagyon fontos szerepet a
génexpresszid szabalyozasaban, mert sziikség esetén lehetdvé teszik a sejt meglévé mRNS-
készletének gyors lecserélodését. Erre példaul kornyezeti stresszhatasok esetén van sziikség,
amikor karos a sejt transzlacios gépezetét éppen nem esszencialis fehérjék gyartasara forditani,

helyette a stresszhatas talélésében szerepet jatszo fehérjéket kell minél elobb eldallitani.
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Narsai €s munkatarsai Arabidopsis-ban transzkripciogatlast kovetéen microarray
kisérletben vizsgaltak a kiilonb6z6 mRNS-ek szintjének csokkenését és azt allapitottak meg,
hogy féléletidejiik 0,2 és 24 6ra kozott valtozott, az atlagos féléletidd 5,9 ora volt (Narsai et al.,
2007). Az mRNS-ek féléletideje Osszefiigg a funkciojukkal: a kdzponti anyagcserében szerepet
jatszo transzkriptumok féléletideje hosszabb, mint a szabalyozési folyamatokban részt vevo
transzkriptumoké (Gutierrez et al., 2002, Yang et al, 2003). Szintén Narsai és munkatarsai
azonositottak olyan 5’ és 3’ nem-transzlalodo régidban (untranslated region, UTR) talalhatod
motivumokat, amelyek az adott mRNS-ek stabilitasaval vagy instabilitdsaval korrelaltak,
valészintileg olyan modon, hogy meghatarozott RNS-k6t6 fehérjéket vonzottak az mRNS-hez,
amelyek segitették vagy késleltették az mRNS lebomlasat. Adataikbol ugy tint, hogy ezek a
motivumok kombinatorikusan hatottak, vagyis a nem-transzlalédé régiokban megtaldlhatod
motivumok egylittesen hataroztak meg az adott mRNS féléletidejét (Narsai et al., 2007).

Az mRNS-lebomlasnak két irdnya lehet: az 5°-3’-irdnyu, illetve a 3’-5’-irdnyu
degradacio, melyeket az adott iranyra specializalodott enzimek végeznek. Az eukariota mRNS-
ek stabilitasahoz elengedhetetlen két végiik védelme a sejtben 1évé degradacids enzimektol. 5°
végiiket a ,,sapka” (cap), 3° végiiket a poliA-farok védi. A sapka egy 7-metil-guanin nukleotid,
amely 5°-5° kotéssel kapcsolddik az mRNS 5° végi nukleotidjdhoz, a poliA-farok pedig
kiilonb6z6 szaml adenin nukleotid az mRNS 3’ végén. Az mRNS 5°-3’ iranyban halado
degradacioja csak a sapka eltavolitasa (decapping) utan, 3°-5’-iranyt lebomlasa csak a poliA-
szekvencia eltavolitadsa (deadenilacid) utan kezdodhet meg.

A transzlalodd6 mRNS-ek poliA-szekvencidjat poliA-kotd fehérjék (polyA-binding
protein, PABP) kotik, amelyek fizikailag kapcsolodnak az 5° sapkat kot elF4G-vel és igy
biztositjak az mRNS hatékony transzlaciohoz sziikséges zart gytiri-struktarajat és stabilitasat
(Silva et al., 2008, Wells et al., 1998). Azonban amikor az mRNS poliA-farkanak hossza a
deadenilaci6 soran 20 nukleotid ala csokken, akkor elvesziti a kapcsolodd PABP faktorokat és
igy a zart gylrt-szerkezetet, €s hozzaférhetové valik a 3°-5°, illetve az 5’-3’-iranyu degradacio
szamara. Ezért a citoplazmaban torténdé mRNS-lebomlas az esetek nagyrészében
deadenilacioval kezdddik, €s legtobbszor ez a lebomlas sebességmeghatirozo 1€pése. Azonban
ha az mRNS-t valamilyen oknal fogva gyorsan kell lebontani, akkor a deadenilacid
felgyorsithat6é vagy megkeriilhetd. Ez torténik példaul a névényi géncsendesités soran, amikor
a transzkriptum elvagodik és ezzel rogton hozzaférhetévé valik mind az 5°-3’-, mind a 3°-5’-
iranyu lebontasi utvonalak szamara (1. abra)(Voinnet 2009). Masik lehetéség, hogy az mRNS-
en talalhatdé cisz-elemeket specifikus fehérjék ismerik fel, amelyek felgyorsitjdk a
deadenilaciot, ez eléfordul példaul az emlds és az ¢€lesztd korai stop kodon altal indukalt

mRNS-lebontasa (nonsense-mediated decay, NMD) soran (Mitchell and Tollervey 2003,
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Muhlemann and Lykke-Andersen 2010, Takahashi et al., 2003), vagy a decapping komplex
faktorainak megkotésével deadenilacio-fiiggetlen decapping-et indukalnak, ez utobbi az emlds
¢s éleszt6 NMD dominans titvonala (Chen and Shyu 2003, Couttet et al., 1997, Hu et al,
2010).

II. 5. 1. 1. A deadenilacio
A deadenilacioban ndvényekben a PARN poliA-ribonukleaz, illetve a CCR4-CAF1

komplex vehetnek részt, a feltételezések szerint az utobbi mindkét tagja rendelkezik katalitikus
aktivitassal. Allatokban és élesztében elsdsorban a CCR4-CAF1 komplex végzi a citoplazmas
deadenilaciot (Houseley and Tollervey 2009). Novényekben egyelére kérdéses, hogy a PARN
¢s a CCR4-CAFI1 rendszerek koziil melyik a fontosabb, de az ismert, hogy ezek a
deadenilacios utvonalak nem redundansak: a PARN nullmuticid Arabidopsis embriokban
letalis (Liang et al., 2009, Reverdatto et al., 2004). Ez azt is mutatja, hogy az mRNS-lebontasi
utvonalak megfelelé miikodése esszencialis az embriondlis fejlddéshez. Masrészt parn
mutansokban a novényi mRNS-ek csak egy részének szintje emelkedik meg, ami arra utal,
hogy a deadenilacios utvonalak targetspecifikusak (Chiba et al., 2004, Reverdatto et al., 2004).
Mig a PARN gén a vizsgalt allatokban és novényekben is csak egy példanyban van jelen, addig
a CAF1-nek élesztoben, allatokban €és ndvényekben is tobb koépidja van, sét ndvényekben a
CCR4-nek is tobb homologjat azonositottak, igy feltételezhetden tobbféle, részben vagy
teljesen redundans funkciéjt CCR4-CAF1 komplex van jelen a sejtben (Belostotsky and
Sieburth 2009, Houseley and Tollervey 2009, Walley et al., 2010).

Egy CAF1 fehérje tulexpresszaltatisa novényekben erdteljesebb nodvekedéshez,
megnovekedett betegségrezisztencidhoz és kb. 70 gén expresszidjanak emelkedéséhez, mig az
egyik CAF1 homolog kiiitése gyengébb novekedéshez és a betegségekre valdo nagyobb
fogékonysaghoz vezet (Sarowar et al., 2007). Ezek az eredmények szintén arra utalnak, hogy
PARN ¢és a CCR4-CAF1 deadenilacios utvonalak nem redundansak, hanem részben kiilénb6zo
target mRNS-ekre specializalodtak. Walley és munkatarsai késébb azt talaltak, hogy az
Arabidopsis genomban a CAF1 fehérjének 11 homologja van jelen, amelyek egy része, koztiik
az AtCAFla és AtCAF1b, mechanikai sebzésre indukalodik. Azt is kimutattak, hogy az
Atcafla és Atcaflb mutansokban a transzkriptumok részben atfedd, részben kiilonbozo
halmazéanak valtozik meg az expresszioja, vagyis a két homolég deadenilaz egymas kozott is
bizonyos foku target-specifitast mutat. Az AtCAF1a és az AtCAF1b a sebzésre adott valaszon
kiviil sziikségesek az oxidativ stressz tuléléséhez is, az AtCAFla pedig az ozmotikus

stresszvalaszhoz is (Walley et al., 2010). Masok kimutattak, hogy mind az AtCAF1a, mind az
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AtCAF1b sziikséges a Pseudomonas syringae-vel szembeni rezisztenciahoz (Liang et al.,
2009). A PARN expresszioja szintén stresszindukalt (Nishimura et al., 2005).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 deadenilacids titvonalak fontos
szerepet jatszanak kiilonb6zo stresszhatasok esetén a génexpresszid atprogramozasaban, a sejt

meglévé mRNS-készletének gyors lecserélodésében.

III. 5. 1. 2. A 3°-5’-iranya lebomlas

A 3’-5’-iranyud mRNS-lebontast eukariotakban elsésorban az exoszéma végzi, ami egy
makromolekuléris komplex szamos alegységgel (1. dbra). A ndvényi citoplazmaban mikodd
exoszoma komplexnek két katalitikus alegysége van, az RRP4 ¢s az RRP41. Az RRP4
esszencialis az embriofejlédéshez, mig az RRP41 a ndi gametofiton fejlédéséhez (Chekanova
et al., 2002, Chekanova et al., 2007, Chekanova et al., 2000). Egy masik komponens, a CSL4
nullmutacidja nem okoz észlelhetd fenotipust. Az RRP45 komponens mutacioja esetében pedig
a kutikula viaszszintézise gatlodik specifikusan. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
ndvényi exoszoma modularis felépitésti, kiilonbozd alegységei kiilonb6z6 mRNS-készlet
lebontasahoz sziikségesek (Chekanova et al., 2007, Hooker et al., 2007). Az RRP44 alegység,
amely allatokban ¢és ¢lesztOben a citoplazmaban milkodd exoszoma egyetlen katalitikus
komponense, a novényi exoszomabol hianyzik. Erdekes, hogy amikor Chekanova ¢és
munkatarsai Arabidopsis-ban indukalhaté RNAi konstrukcioval kiiitotték az exoszoma RRP4,
illetve RRP41 komponensét, részben atfedd, részben kiilonb6z6 mRNS-ek szintje emelkedett
meg a sejtben (Chekanova et al., 2007). Ez szintén azt jelenti, hogy az exoszoma katalitikus
alegységei részben kiilonb6z0 mRNS-ek lebontdsara specializalodtak (Belostotsky and

Sieburth 2009).

III. 5. 1. 3. A decapping

Az mRNS-ek 5°-3’ irdnyban is lebomolhatnak, amelyhez el6szér az 5° végi sapka
eltavolitasa sziikséges, hogy az mRNS vége hozzaférhetévé valjon a ribonukledzok szamara (1.
abra). A sapka eltavolitasat a decapping komplex végezi, amelynek katalitikus alegysége
novényekben a DCP2, tovabbi alegységei pedig a DCPI és a VCS (Deyholos et al., 2003). A
depl, dep2 és ves mutans novények mind hasonld pleiotrép magonc-fenotipust mutatnak:
megvaltozik a kotiledon alakja, érhaldzata, a hajtas- és gyokérmerisztéma funkcioja (Goeres et
al., 2007, Iwasaki et al., 2007, Xu et al., 2006). Azonban érdekes modon ez a fenotipus fiigg a
novény genotipusatol: a dep2 és a ves mutacid a Landsberg erecta Arabidopsis genotipusban
részlegesen szuppresszalt (Goeres et al., 2007). Kés6bb kideriilt, hogy a szuppressziot egy, a

Ler genotipusban meglévd, de a Col-0 genotipusban pontmutdcié miatt mitkodésképtelen
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RRP44-homolog fehérje, a SOV (suppressor of varicosa) okozza, amely képes lebontani a
decapping komplex egyes szubsztratjait (Zhang et al., 2010).

Erdekes, hogy mig az Arabidopsis Ler genotipusban a ves mutansok kozel normalis
levélfenotipussal rendelkeznek, addig ugyanezek a mutadnsok polaris auxintranszport-gatlok
jelenlétében nem képesek levéllemezt 1étrehozni, helyette csak a levélnyél és a kozépso levélér
alakul ki, ami azt jelenti, hogy ebben a genotipusban a VCS fehérje a polaris auxintranszporttal
redundansan miikodik (Deyholos et al., 2003). Decapping mutansokban csak egyes mRNS-ek
lebomlasa gatlodik, méasoké nem, ami azt jelenti, hogy egyes mRNS-ek specifikusan a

decapping — 5’-3’-iranyt utvonalon bomlanak le, masok nem (Goeres et al., 2007).
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1. dabra. A novényi sejt citoplazmijanak mRNS-degradiciéos utvonalai. Az 4bra

Belostotsky és Sieburth attekintd cikkébdl szarmazik (Belostotsky and Sieburth 2009). A
novényi mRNS-ek lebomlasa kezdddhet deadenilacioval, amelyet vagy decapping és 5°-3°
iranyu lebomlas, vagy 3’-5" iranyu lebomlas kovet. A lebomléas kezdédhet endonukleolitikus

vagassal is, amelyet az 5° vagastermék 3°-5’ iranyu és a 3’ vagastermék 5°-3” iranyu lebomlasa
kovet.

III. 5. 1. 4. Az 5°-3’-iranyt lebomlas

A novények citoplazméjaban az XRN4 fehérje végzi az 5°-3’-iranya RNS-lebontast,
mig a sejtmagban az XRN4 homoldgjai, az XRN2 és XRN3 enzimek (Kastenmayer and Green
2000). Allatokban és élesztében a ndvényi XRN4 megfeleldje, az XRN1 végzi a citoplazmas
5’-3” RNS-lebontast (Belostotsky and Sieburth 2009, Houseley and Tollervey 2009).
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Az xrn4 fenotipus Col-0 genotipusi Arabidopsis-ban a decapping mutansok
fenotipusaval ellentétben meglepden enyhe (Souret et al, 2004). Az xrn4 ndvények etilén-
inszenzitivek, mert XRN4 hianyaban megné az EBF1 és EBF2 fehérjék szintje, amelyek vad
tipusi ndvényben szerepet jatszanak az etilénvalasz pozitiv regulatoranak, az EIN3
transzkripcios faktornak a lebontasaban (Olmedo et al., 2006, Potuschak et al., 2006). Ezek és
a korabban felsorolt eredmények arra utalnak, hogy a ndvény megfeleld fejlédéséhez,
hormonokra adott valaszreakcidihoz és megfeleld stresszvalaszaihoz elengedhetetlen az

mRNS-lebomlasi ttvonalak megfelelé miikddése.

III. 5. 2. A korai stop kodon altal okozott mRNS-lebomlas

Kilonbozé6 mRNS-ek féléletideje nagyon kiilonbozé lehet, amelyet részben a
szekvenciaban talalhato specialis cisz-elemek és az ezeket felismerd, majd a sejt kiilonb6zo,
lebontasban szerepet jatszo enzimeit az mRNS-hez iranyitod transz faktorok hatdroznak meg
(Narsai et al., 2007). Igy bizonyos cisz elemek és transz faktorok target-specifikussa teszik az
mRNS-degradacidt: adott cisz elemmel rendelkez6 mRNS-ek stabilitasa megndhet vagy
lecsokkenhet a cisz-elemet felismer6 transz faktorok hatasara.

A novényi sejt egyik target-specifikus lebomlasi utvonala a korai stop kodon éaltal
okozott mRNS-lebomlds (NMD), amely az Un. korai stop kodont (premature termination
codon, PTC) tartalmazé mRNS-eket ismeri fel és bontja le, amelyek C-terminalis végiikon
csonka fehérjéket kodolhatnak. Korai stop kodont tartalmazé mRNS-ek szarmazhatnak mutans
génekrol, amelyek kodold régidjaba pontmutacid, frameshift-mutacié vagy inzerciod
eredményeképp stop kodon keriilt, vagy vad tipusu génekrdl hibas transzkripcid vagy alternativ
splicing kovetkeztében. Az NMD konzervalt utvonal, kiillonbozé hatékonysaggal és kissé
kiilonb6zé funkcioval, de tobbnyire konzervalt kozponti faktorokkal ¢és hasonld
mechanizmusokkal minden eukaridta organizmusban muikddik: egysejtiiekben, pékélesztoben,
hasado élesztOben, Caenorhabditis elegans-ban, Drosophila melanogaster-ben, halakban,
emlésokben és névényekben (Stalder and Muhlemann 2008).

Novényekben az NMD altalaban azokat az mRNS-eket ismeri fel targetként, amelyek
3> UTR-ja szokatlanul hossza (~300 nukleotidnal hosszabb) vagy a stop kodontol legalabb ~50
nukleotidra intront tartalmaz. Igy az NMD target mRNS-eket jellemz6 cisz-elemek a hossza 3’
UTR és a 3° UTR-ban megfelelé helyen 1év6 intron (Hori and Watanabe 2007, Kertesz et al.,
2006, Schwartz et al., 2006). A felismert mRNS-ek cisz elemei alapjan az NMD két tipusat
kiilonboztetik meg: a ,,hossz( 3° UTR-alapl” és az ,,intron-alapu” NMD-t. A hosszi 3” UTR-
alapt NMD a novényeken kiviil a gerinctelen allatokra és pékélesztore jellemzo, de

emlésokben is megfigyelték. Az intron-alapt NMD a novényeken kiviil nagyon elterjedt

27



emlésokben, ahol ez a dominans NMD-utvonal, de D. melanogaster-ben és hasadd élesztében
is megfigyelték.

Ilyen tulajdonsdgokkal nemcsak mutans génrdl szarmazo vagy hibasan atirodott mRNS-
ek rendelkezhetnek. Szamos vad tipust mRNS is hosszll vagy intront tartalmazé 3> UTR-ral
rendelkezik, ezek is allhatnak NMD-szabalyozas alatt (Holbrook et al., 2004). A pékélesztd,
Drosophila és human gének 4-10%-anak szintje né meg legalabb a kétszeresére kiilonbozo
NMD-faktorok hianyaban (Chan et al., 2007, He et al., 2003, Mendell et al., 2004, Rehwinkel
et al, 2005, Rehwinkel et al, 2006, Weischenfeldt et al, 2008, Wittmann et al., 2006).
Becslések szerint pékélesztoben ezeknek a géneknek koriilbeliil a fele lehet kdzvetlen NMD
target (Guan ef al., 2006). Arabidopsis-ban a gének kb. 0,5%-anak expresszidja emelkedik meg
legalabb 1,8-szorosara két kiilonb6z6 NMD-faktor hianyaban (Kurihara et al, 2009). Az
Arabidopsis gének kb. 20%-a 300 nukleotidnal hosszabb 3’ UTR-ral rendelkezik, ezek a gének
allhatnak enyhébb vagy erésebb NMD-szabalyozas alatt (Kerenyi et al., 2008).

Vagyis az NMD-utvonal kettés funkciot 1at el: a hibas transzkriptumok gyors
eltiintetése mellett egyes vad tipusi gének expressziojat is szabalyozza. Mendell és
munkatarsai azt talaltadk, hogy az NMD-deficiens sejtekben megemelkedett expresszioji gének
nagyon sokféle funkcionalis kategoriaba tartoznak (Mendell ef al., 2004). Azonban ugy tiinik,
hogy az NMD kiilonb6z6 fajokban altalaban kiilonb6zo, nem feltétleniil egymassal ortolog
géneket szabalyoz (Rehwinkel et al., 2005).

II1. 5. 3. Az NMD miukodése

Az NMD utvonalat két szakaszra oszthatjuk: a PTC-azonositds és az mRNS-lebontas
szakaszara. A PTC-azonositasi szakasz az ujabb eredmények szerint — a korabbi
elképzelésekkel ellentétben — minden vizsgalt eukaridta organizmusban hasonl6 elvek szerint
mkodik, az adott élélénycsoport génexpresszios rendszerébdl kovetkezé modositasokkal
(példaul introngazdag genommal rendelkezd fajokban a PTC-azonositas leggyakrabban a PTC
utan 1évo intronkivagodasi hely alapjan torténik, mig intronszegény organizmusokban inkabb a
3> UTR hossza alapjan). Az mRNS-lebontasi szakasz egyelore kevésbé ismert, de az eddigi
eredmények alapjan valoszinl, hogy jelentdsebb kiilonbségeket mutat az egyes

¢l6lénycsoportok kozott.

I11. 5. 3. 1. A PTC-azonositas szakasza

A korai stop kodon azonositasa a transzlacio terminacioja soran torténik: ha a terminalo

eRF3 (eukaryotic releasing factor 3) valamilyen okbol nem tud hatékonyan kapcsolodni a
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poliA-farkat kotd PABP fehérjékkel, akkor a transzlacio-terminacié nem lesz hatékony, a
riboszoma-alegységek nem tudnak elég gyorsan disszocialni az mRNS-r6l. Ennek oka lehet
példaul a szokatlanul hossza 3’ UTR, ami megnoveli a tavolsagot a termindcid helye ¢és a
poliA-farok kozott (hossza 3° UTR-alapa NMD), vagy a 3> UTR-ban 1év6 intron-kivagodasi
hely, amelyet olyan fehérjekomplexek jeldlhetnek, amelyek gatoljak az eRF3-PABP
kapcsolodast (intron-alaptt NMD, lasd késobb). Ilyen esetekben a PABP helyett a UPF1 (up-
frameshift protein 1) kozponti NMD-faktor koti az eRF3-at, vagyis a UPF1 és a PABP fehérjék
,versenyeznek” eRF3 kotéséért (2. abra) (Ivanov et al, 2008, Muhlemann 2008, Muhlemann
et al., 2008). Ennek a versenynek a kimenetelét az mRNS-hez kot6dé szamos egyéb faktor
befolyasolhatja (Singh et al., 2008).

A PABP fehérje ,,NMD-antagonista” szerepére utalnak azok a megfigyelések is, hogy
ha mesterségesen a korai stop kodon kozelébe kotjiik (,,tethering” kisérlet), az mind éleszt6ben,
mind Drosophildban, humanban és novényekben ,,kimenti” az mRNS-t az NMD hatasa aldl, a
korai stop kodon atértékelddik normal stop kodonna, még akkor is, ha a PABP kotédésétol 3°
iranyban az mRNS intronkivagodasi helyet tartalmaz (Amrani ef al., 2004, Amrani et al., 2006,
Behm-Ansmant et al., 2007, Eberle et al., 2008, Kerenyi et al, 2008, Silva et al, 2008).
Azonban ez nem jelenti azt, hogy a PABP minden esetben alapvetd szerepet jatszana az NMD
targetek meghatarozasaban. Elesztdben olyan mRNS-eket is felismer az NMD, amelyek nem
rendelkeznek poliA-farokkal, és Pabl fehérjével nem rendelkezd sejtekben is miikddik az
NMD (Meaux et al, 2008). Ez azt jelenti, hogy - legalabbis élesztOben - mas faktorok is
biztosithatjdk a normal terminaciot, amelyekkel adott esetben az NMD faktorai
»versenyezhetnek” az mRNS sorsanak eldontéséért.

A UPF1 faktor mRNS-hez kotédése utan az NMD kdovetkezd 1épése a novényekben,
allatokban és élesztében konzervalt UPF1-UPF2-UPF3 NMD-komplex felépiilése, a UPF2 és
UPF3 NMD-faktorok kapcsolodasaval. Ez az esemény emldsokben lehetévé teszi, hogy az
SMG1 PIKK csaladba tartozo kinaz foszforilalja a UPF1 fehérjét N- és C-terminalis
foszforilacios doménjeinek S/TQ foszforilacidos motivumain, amelyek a PIKK kindzok
jellemzo targetszekvenciai (Kashima er al., 2006). Ez a foszforilacios esemény emldsokben
kulcsfontossagu 1épés az NMD mRNS-lebontasi szakaszanak aktivalasaban. A névényi UPF1
is foszforilalt, azonban az Arabidopsis-genomban nem taldltak SMG1-homoldgot, ezért
lehetséges, hogy ebben a novényben a PIKK csalad valamelyik masik tagja, az ATM, az ATR
vagy a TOR foszforilalja a UPFl-et. Azonban a UPFI1-foszforilacié névényi NMD-ben

betdltott szerepe még nem ismert.
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2. abra. PTC-felismerés emlésokben. Mig a normal transzlacié terminacié a poliA-farkat
kotd PABP fehérjékhez kozel jatszodik le, addig NMD targetek esetében a korai transzlacio
terminacido az mRNS 3 végétdl tavol torténik, ezért a terminacid nem hatékony. A tovabbi
magyarazatot lasd a szovegben. Az abrat Miihlemann attekint6 cikkébdl wvettiik at,

valtoztatasok nélkiil (Muhlemann 2008).

III. 5. 3. 2. A target mRNS lebontasanak szakasza

Az NMD-komplex kialakulasa a PTC-tartalmiT mRNS gyors degradacidjat
eredményezi. Emlésokben az NMD targetek lebomlasat az SMG5-7 fehérjék iranyitjak. Ezen
beliil kétféle, részben, de nem teljesen redundans utvonalon indukalédhat a mRNS lebomléasa
(Kashima et al, 2010, Luke et al, 2007). Az egyik esetben az SMG6 14-3-3-szerli
foszfoszerink6to fehérje ismeri fel a foszforilalt UPF1-et, majd C-terminalis PIN doménjével
endonukleolitikusan vagja az mRNS-t a stop kodon kozelében. Az igy keletkezett szabad 3’-,
illetve 5’-végli mRNS-fragmentek gyorsan lebomlanak a 3’-5’- illetve az 5’-3’-iranyu
degradacios rendszeren keresztiil. A masik Utvonalon a szintén 14-3-3-szerli foszfoszerinkoto
doménnel rendelkez6 SMGS5 és SMG7 fehérjékbdl allo heterodimer ismeri fel a foszfo-UPF1-
et, majd a DCP2 és az XRN1 enzimek megkotésén keresztiil indukalja az mRNS 5°-3’-iranyu
exonukleolitikus lebomlasat (Fukuhara et al.,, 2005, Unterholzner and Izaurralde 2004). Mas
eredmények szerint azonban az emlds NMD targetek 3’-5’ iranyban is lebomolhatnak,

felgyorsult deadenilacion és az exoszoman keresztil (Lejeune et al, 2003). Az SMGS5-7
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faktorok masik funkcioja emlésokben a PP2A foszfataz kotése és UPF1-hez iranyitasa, amely
defoszforilalja a UPF1 fehérjét és ezzel elérhetévé teszi egy tjabb NMD-ciklus szamara
(Wilkinson 2003).

D. melanogasterben, ahol nem talaltak SMG7-homoldégot a genomban, elsésorban az
SMG6-fiiggd, endonukleolitikus vagason alapul6 NMD-utvonal miikédik (Eberle et al., 2009,
Huntzinger et al., 2008).

Pékélesztoben az NMD altal folismert mRNS-ek egyrészt lebomolhatnak deadenilacid
nélkiili gyors decappingen és az 5°-3° exonukledz Xrnl-en keresztiill, masrészt gyors
deadenilacion és a 3°-5’ exonukleaz aktivitasi exoszoman keresztiil (Hagan et al., 1995,
Mitchell and Tollervey 2003, Muhlrad and Parker 1994). Erdekes, hogy az éleszté NMD
targetek 5°-3 irdnyu degradécidja olyan mRNS-eken is végbemehet, amelyek még aktivan
transzlalo riboszomakkal kapcsolodnak (Hu et al., 2010, Hu et al., 2009).

A novényi NMD targetek lebomlasanak modjarél még keveset tudunk, vizsgalatat
kiilondsen nehézzé teszi, hogy a lebomlasi utvonalak részben redunddnsak, valamint hogy az
egyes novényi degradacios faktorok sokszor tobb példanyban vannak jelen a genomban, és ¢

paraldgok funkcidja atfed6 vagy redundans lehet (Belostotsky and Sieburth 2009).

II1. 5. 3. 3. A P-testek

A P-testek dinamikus, citoplazmaban talalhato, hatarol6 membran nélkiili
sejtkompartmentek, amelyekben nagy mennyiségben talalhatok az 5°-3” iranyd mRNS-lebontas
faktorai, a DCP1, a DCP2 és az XRN4, valamint transzlacidoban reverzibilisen vagy véglegesen
gatolt, késébbi ujrafelhasznalasra vagy lebontasra itélt mRNS-ek (Brengues et al, 2005,
Goeres et al., 2007, Kulkarni et al., 2010, Weber et al., 2008).

Az NMD t6bb kozponti faktora is a P-testekben lokalizal: a human SMGS5, a human és
az ¢éleszt6 SMG7, valamint élesztében €s humanban az NMD gatlasanak hatasara a UPFI,
UPF2 és UPF3 (Sheth and Parker 2006, Unterholzner and Izaurralde 2004). Ezenkiviil
¢lesztében €s humanban is kimutattdk, hogy maguk az NMD target mRNS-ek is kimutathatok
a P-testekben (Durand et al., 2007, Sheth and Parker 2006). Emlésokben azt talaltak, hogy ha
tulexpresszaltatjak az SMG7 faktort, akkor az egyébként a citoplazmaban lokalizal6 UPF1 a P-
testekbe keriil (Unterholzner and Izaurralde 2004). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
NMD targetek lebontasa, legalabbis az esetek egy részében, a P-testekben torténik.

Azonban mind human, mind élesztd sejtekben kimutattdk, hogy a mikroszkoppal
megfigyelhetd P-testek jelenléte nem esszencialis az NMD targetek lebomlasahoz (Decker et
al., 2007, Kshirsagar and Parker 2004, Rehwinkel et al., 2005, Stalder and Muhlemann 2009)

¢s az el6zo fejezetben emlitett eredmény, miszerint élesztOben riboszomakkal kapcsolt mRNS -
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ek is lebomolhatnak 5°-3” irdnyban, szintén arra utal, hogy az éleszté NMD a P-testeken kiviil
is végbemehet, hiszen a P-testekben nem talalhatok riboszomak (Hu et al., 2010).

Tobbféle stresszhatas, amely transzlacios gatlassal jar egyiitt - példaul a hipoxia -
indukalja a P-testek képzodést, valdszinilileg azért, mert ilyenkor a P-testek taroljak az
atmenetileg transzlacios gatlas alatt all6 mRNS-eket (Weber et al., 2008).

A stresszgranulumok a P-testekkel rokon citoplazmas képzédmények, de nem
tartalmaznak mRNS-degradacios enzimeket. A stresszhatasokra foszforilalodo elF2a indukalja
a képzodésiiket, és a stressz ideje alatt transzlacidsan gatolt mRNS-ek tarolasara szolgalhatnak

(Gardner 2008, Kedersha et al., 2005, Kedersha et al., 1999, Kimball et al., 2003).

III. 5. 4. A PTC-azonositas lehetOsegei

III. 5. 4. 1. Az intron-alapt NMD

Az intron-alapu NMD azokban az ¢l6lényekben terjedt el, amelyek genomjaban sok
iranyban nagy valoszinliséggel talalhatd intron, amely alapjan a PTC azonosithatd. Egyes
elméletek szerint kimondottan az segitette el6 az intronok felszaporodasat az eukariotak kozos
Osében, hogy ez segitette a korai és a normal stop kodonok megkiilonboztetését (Lynch and
Kewalramani 2003).

Emldsokben az intron-alaptt NMD-utvonal a dominans, hiszen majdnem minden génjiik
tartalmaz legalabb egy intront. Ebben az él6lénycsoportban ugy miikodik az intron-alapt
NMD, hogy az intronok kivagddasa utan a kivagodasi helytél 5° iranyban 20-25 nukleotid
tavolsagra egy exon csatlakozasi komplex (exon junction complex, a tovabbiakban EJC) nevii
fehérjekomplex rakodik az mRNS-re, amelynek kozponti faktorai, az Y14, a MAGO, az
elF4AIIl és a Barentz szamos tovabbi, tranziensen kapcsolodd faktor szamara biztositanak
kotofelszint (Le Hir et al., 2000). Ez a komplex a transzlacidig az mRNS-en marad, majd a
transzlalé riboszomak lelokik, amennyiben a kodold régioban vagy a stop kodon utan 20-25
nukleotidon beliil van a 3> UTR-ban (Dostie and Dreyfuss 2002). A 3> UTR-ban ennél
tavolabb 1évé EJC-k a termindcidkor még az mRNS-en vannak. Az mRNS-en marad6 EJC-k
ugy aktivaljak az NMD-t, hogy a kézponti EJC faktorok kotik a UPF3 NMD-faktort, amely
vagy a UPF2 fehérjén keresztiil, vagy kozvetleniil kotheti a UPF1-et, amely a transzlacio
terminaciokor az eRF1-eRF3 komplexhez kotddik (Gehring er al, 2005). Ha létrejott az
eRF1/3-UPF1-EJC kapcsolat, akkor lehetévé valik, hogy az SMG1 kinaz foszforilalja UPF1-et
(Kashima et al., 20006).
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A ndvényi gének kb. 80%-a tartalmaz intront, ezért ndvényekben is elterjedt az intron-
alapa NMD, pontos mitkddésérdl azonban egyelére kevesebbet tudunk, mint az emlds intron-
alaptt NMD-r6l (Narsai et al., 2007). Korabbi munkank soran azt talaltuk, hogy az emlés6khoz
hasonloan ndvényekben is csak a 3> UTR régioban talalhato intronok okozhatnak NMD-t, €s
csak akkor, ha nincsenek tul kozel a stop kodonhoz: mig a tesztgén stop kodonja utan 28
nukleotidra 1év6 intron nem okozott NMD-t, addig a stop kodontol 99 nukleotidra 1év6 intron
igen (Kertesz et al, 2006). Kimutattuk ezen kiviil, hogy a névényi intron-alapa NMD
muikodéséhez is esszencidlis az egymadssal kapcsolodé UPF1 és UPF2, valamint az SMG7
fehérje, valamint hogy a novényi UPF1 fehérje is foszforilalodik N- és C-terminalis SQ-gazdag
foszforilacios doménjein, de ennek modjat és jelentdségét még nem ismerjiik (4. abra). Azt
talaltuk, hogy novényekben is egy EJC-szeri fehérjekomplex jatszhat szerepet az intron-alapt
NMD-ben, amely az emlés EJC-hez hasonléan tartalmazza az Y14 és a MAGO kozponti
faktorokat, pontos Osszetétele azonban még nem ismert (Kerenyi et al., 2008).

Azonban nem minden intron okoz egyforma hatékonysdggal NMD-t. Sauliere és
munkatarsai azt talaltak, hogy D. melanogaster sejtekben a stop kodon utani intronok nem
minden esetben indukalnak NMD-t, aminek az az oka, hogy az mRNS-en talalhato cisz-
elemektodl fliggden egyes intronok kivagoédasa utan rakodik EJC az mRNS-re, mig masok
kivagddasa utan nem (Sauliere ef al., 2010).

Az intron-alapt NMD-rdl alkotott mas korabbi elképzelések szintén moddosultak az
utobbi idoben. Wen és munkatarsai kimutattak, hogy hasado élesztében (Schizosaccharomyces
pombe) a stop kodonhoz akar 5°, akar 3’ iranyban kozeli intronok eléidézik az mRNS
destabilizalodésat. Ez a hatas fliggetlen az EJC mas fajokban kozponti faktoraitol, a MAGO-t6l
és az RNSP1-t6l. Ehelyett mas, a splicing sordn az mRNS-re rakodoé fehérjék kozvetithetik
(Wen and Brogna 2010).

Az ehhez hasonl6 eredmények megbizhatatlanna teszik az NMD targetek prediktalasat
csak a szekvenciajuk alapjan; valosziniileg szdmos tényez6 Osszjatéka hatarozza meg, hogy
egy adott transzkriptumot egy adott transzlacids korben felismer vagy nem ismer fel targetként
az NMD rendszer. Valoban, Narsai és munkatarsai microarray kisérletiikben azt talaltak, hogy
Arabidopsis sejtkultiraban sem a 300 nukleotidnal hosszabb, sem az intront tartalmazé 3 UTR
régioval rendelkez6 mRNS-ek féléletidejének eloszlasa nem kiillonbozott szignifikdnsan a
genom Osszes mRNS-e féléletidejének eloszlasatol, aminek az oka szintén az lehet, hogy tobb
faktor befolyasolja egy transzkriptum féléletidejét, amelyek kozott az NMD csak az egyik
(Narsai et al., 2007). Azonban lehetséges, hogy a 400 nukleotidnal hosszabb mRNS-ek
féléletidejének eloszlasa mar szignifikdnsan eltolodott volna az alacsonyabb értékek felé,

illetve, hogy a 300 nukleotidnal révidebb, illetve hosszabb 3 UTR-ral rendelkez6 mRNS-ek
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féléletideje mar szignifikdnsan kiilonbozott volna egymastol. Az intronos 3’ UTR-okkal
kapcsolatban pedig lehet, hogy a 3> UTR-ban a stop kodontol kelld, legalabb 50-55 nukleotid
tavolsagra 1évo intronok mar szignifikansan lecsokkentették volna ezeknek az mRNS-eknek a
stabilitasat.

Brogna és Wen szerint azonban magat az NMD-t is helytelen egyetlen jol
meghatarozott mechanizmusként felfogni; inkabb kiilonb6z0 mechanizmusok 6sszességérol
lehet szo, amelyek lebontjak az olyan mRNS-eket, amelyek nem transzlalédnak hatékonyan

(Brogna and Wen 2009).

III. 5. 4. 2. A hosszu 3° UTR-alapu NMD

A hosszil 3’ UTR-alapia NMD azokat az mRNS-eket ismeri fel, amelyeken a terminacio
tulsagosan tavol jatszodik le a poliA-farkat kotd PABP fehérjéktol vagy egyéb 3° UTR
faktoroktol, amelyek a normal terminéciot hatékonnyd tennék, ezért a korai termindciod
rendellenes lesz és ez NMD-hez vezet (Amrani et al., 2004). A PTC-azonositasnak ez a modja
elsdsorban azokban a fajokban terjedt el, amelyeknek genomjaban kevés intron talalhatd, ezért
a legtobb korai stop kodon utdn nem talalhato intronkivagodasi hely az mRNS-en. Igy a
példaul a C. elegans és a pékéleszté genomjaban a hosszi 3’ UTR-alapa NMD miikodik.

A hosszu 3’-UTR-alaptt NMD miitkodésének masik feltétele, hogy az adott organizmus
3> UTR régiodinak hossza viszonylag sziik, meghatarozott tartomanyon beliil mozogjon, igy a
gyakori 3’ UTR-hossztol vald jelentdsebb eltérés arra utalhat, hogy a terminacié korai stop
kodonnal tortént. A eukariota UTR adatbazis adatai szerint (http://utrdb.ba.itb.cnr.it/) az
Arabidopsis gének kb. felének 3 UTR-ja 200 nukleotidnal rovidebb, 30%-uk 3° UTR-ja 200 és
300 nukleotid koz6tti, mig csak 20%-uk rendelkezik 300 nukleotidnal hosszabb, és 8%-uk 400
nukleotidnal is hosszabb 3’ UTR-ral (3. abra). Ez az érték a 700 nukleotidnal hosszabb 3’

UTR-ok esetében mar csak 1,7%. Ehhez hasonl6oan a nyarfa és a sz616 gének kozott is csak kb.
1% rendelkezik 700 nukleotidnal hosszabb 3° UTR-ral, nagyrésziik 3° UTR-ja 200 és 300
nukleotid kozotti hossziasagu. Ezzel 0sszhangban N. benthamiana rendszerben azt talaltdk,
hogy 300 és 700 nukleotid k6zott minél hosszabb volt egy adott riporter-konstrukcié 3° UTR-
ja, annal hatékonyabban bomlott le az NMD-utvonalon keresztiil (Kertesz et al., 2006).

Késébb kimutattuk, hogy a hosszua 3> UTR-ral rendelkez6 ndvényi mRNS-ek
lebomlasahoz is sziikségesek a UPF1, a UPF2, a UPF3 és az SMG?7 faktorok (4. abra) (Kerenyi
et al., 2008).

Ujabban tobb csoport is azt talalta, hogy a korabbi elképzelésekkel ellentétben
emldsokben is targetként ismerhet fel az NMD olyan mRNS-eket is, amelyeknek stop kodonja

utan nincs EJC (Buhler et al, 2006), sot a jelenleg érvényes modell szerint az EJC-nek
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altalaban nem esszencialis, hanem inkdbb csak NMD-felerésitd hatasa lehet a targetként
felismert mRNS-eken, mert eldsegiti és felgyorsitja a UPF1-2-3 kapcsolat 1étrejottét és ezzel
UPF1 foszforilaciojat, és igy az egyensulyt a normal termindci6é fel6l az NMD-fel¢ tolja

(Muhlemann 2008, Silva and Romao 2009).
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3. abra. Kiilonb6z6é organizmusok 3’ UTR-hosszanak eloszlasa az eukariota UTR

adatbazis (http://utrdb.ba.itb.cnr.it/) adatai alapjan. Az x tengelyen a 3’ UTR-hosszak
lathatok: 1: 100 nukleotidnal hosszabb 3° UTR, 2: 200 nukleotidnal hosszabb 3” UTR, stb. Az

y tengelyen az egyes kategoridkba tartozo 3’ UTR-ok szazalékos aranya lathato.

Erdekes megfigyelés, hogy az olyan korai stop kodonok, amelyek nagyon kozel
talalhatok az mRNS start kodonjdhoz, nem okoznak hatékony NMD-t (Inacio et al., 2004,
Silva et al, 2006). Ennek az lehet az oka, hogy az mRNS nem linaris, hanem cirkularis
formaban transzlalodik: a sapkat kotdé elF4G faktor kapcsolodik a poliA-farkat koté PABP
fehérjével. Lehetséges, hogy a PABP igy rovid ideig egyiitt ,,utazik” az mRNS 5’ UTR-jat
szkenneld elF4F-43S preiniciacios komplex-szel. Rovid ORF-ok esetén lehetséges, hogy az

inicidciés komplex még nem valt le a start kodonrol, amire a transzlalo riboszéma a stop
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kodonhoz érkezik, igy a terminaciokor az elF4F komplex és vele egyiitt a PABP a korai stop
kodonhoz kozel talalhat6 és kénnyen tud kapcsolddni a terminalé eRF3-mal, hatékonnya téve a
korai transzlaci6 terminaciot és megakadalyozva az NMD-komplex dsszeszerelddését (Silva et

al., 2008).

II1. 5. 4. 3. Az upstream nyitott leolvasasi keretek altal okozott NMD

Az NMD targetek specialis csoportjat képezik azok az mRNS-ek, amelyek 5° UTR
szekvenciajukban ugynevezett upstream nyitott leolvasasi keretet (upstream open reading
frame, a tovabbiakban uORF) tartalmaznak (Nyiko et al, 2009, Saul er al, 2009). Az
Arabidopsis gének kb. 20%-anak 5° UTR-ja tartalmaz legalabb egy uORF-ot (Nyiko et al.,
2009). A transzlaldéddo uORF-ok terminacidja valosziniileg sok esetben korainak mindsiil, mert
az uORF stop kodonja ¢s az mRNS poliA szekvencidja kozott van a fehérjekodolo fégén teljes
3" UTR-ja és kodolo szekvenciaja, amely valoszintileg intronokat is tartalmaz. igy az uORF-ot
tartalmazo gének potencialis NMD targetek, amelyeket akar az intron-alapu, akar a hosszu 3’
UTR-alapa NMD fo6lismerhet.

Azonban azt talaltuk, hogy az uORF-ok novényekben méret-fliggéen okoznak NMD-t:
riporterrendszeriinkben a 15, illetve 31 aminosavat kédolé uORF-ok nem, csak az 50
aminosavat kddolo uORF okozott NMD-t, aminek az lehet az oka, hogy a révid uORF-ok
terminacioja a start kodonhoz kdzel torténik, igy az iniciacios komplexhez csatlakoz6 PABP
megakadalyozhatja az NMD-komplex Osszeszerelddését ezeknél a korai stop kodonoknal. 35
aminosavnal hosszabb ¢és a transzlalhatdsag szempontjabdl megfeleld pozicioban elhelyezkedo
uORF azonban csak a gének ~2%-aban van, szemben a barmilyen uORF-ot tartalmazd ~20%-
kal, vagyis joval kevesebb vad tipusu gént kezelhetiink uORF-ja miatt potencidlis NMD
targetként, mint azt korabban gondoltuk (Nyiko et al., 2009).

Az NMD-kompetens uORF-ot tartalmazo gének sokszorosan feliilreprezentaltak azok
kozott a gének kozott, amelyek expresszidja mind upfl, mind upf3 mutans Arabidopsis-ban
legalabb 1,8-szorosara emelkedett. Mig az Osszes vizsgalt 5> UTR 2%-aban van ilyen uORF,
addig az NMD-mutansokban megemelkedett expresszioju gének 15%-aban. Ez azt jelenti,
hogy az altalunk meghatarozott NMD-kompetens uORF-ok valoéban sok esetben NMD-
szabalyozotta teszik a gént, amelynek 5° UTR-jaban megtalalhatok (Kurihara et al, 2009,
Nyiko et al., 2009).
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lebomlas

4. abra. A novényi NMD-utvonal feltételezett menete. 1. A korai stop kodon (PTC)
azonositasa. Ha a terminalé eRF3 faktor a korai terminacié miatt til messze van az mRNS-hez
kapcsolodd PABP fehérjektol, vagy a korai stop kodon és a poliA-farok kozott az mRNS-en
maradt EJC-hez hasonlé komplex sztérikusan gatolja eRF3 és PABP kapcsolodasat, akkor a
terminacio nem lesz hatékony. 2. Ebben az esetben a UPF1-2-3 NMD-komplex rakédik dssze a
terminacio helyén. 3. UPF1 N- és C-terminalis doménjein foszforilalodik. 4. SMG7 megkoti a
foszforilalt UPF1-et. 5. Az NMD faktorok elengedik az mRNS-t €s Gjra hasznosithatova valnak
egy tjabb NMD-kor szamara. Az mRNS eddig ismeretlen utvonalon/utvonalakon lebomlik. Az
attekinthetdség kedvéért az mRNS-t nem cirkuléris, hanem linearis formaban abrazoltuk.

STOP: normal, nem korai stop kodon; PTC: korai stop kodon.

III. 5. 5. Az SMG5-7 fehérjecsalad

Mig a UFP1 kozponti NMD-faktornak eddig minden vizsgalt fajban csak egy
homologjat tudtdk azonositani, addig az SMGS5-7 csaladnak kiilénb6z6é fajokban kiilonbozo
szamu képviseldje van jelen. Ebbe a csaladba 14-3-3-szerti fehérjék tartoznak, amelyek a 14-3-
3 fehérjékkel rokon, tetratricopeptid ismétlodéseket tartalmazo foszfoszerinkdtd doménnel

rendelkeznek. Az SMGS5 ¢s SMG6 homologok a 14-3-3-szerti domén mellett egy C-terminalis
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PIN endonukledz doménnel is rendelkeznek, amely azonban az SMGS5-ben elveszitette
katalitikus aktivitasat.

Pékélesztben a csaladnak két tagjat azonositottak, az Ebs1 és az Estl géneket (Luke et
al., 2007). Az Estl az éleszté telomeraz holoenzim egyik alegysége, nem jatszik szerepet az
NMD-ben. Ezzel szemben Luke ¢s munkatarsai kimutattak, hogy az Ebsl faktor kititésével
kiilonb6z6 NMD targetek kissé stabilizdlodnak, bar joval kevésbé, mint upf! mutansban.
Emellett az Ebsl fehérje a szekvenciahomologian kiviil is szamos SMG7-szerll tulajdonsagot
mutat: fizikailag kapcsolodik UPFI1-gyel, talexpresszadlva a P-testekbe juttatja UPFl-et ¢és
gliik6zéhezés hatasara UPF1-gyel egyiitt a P-testekben lokalizal. Ezért valdszinti, hogy az Ebs1
résztvesz az NMD-ben, de nem jatszik alapvetd szerepet benne, inkabb csak hatékonyabba
teszi a mikodését. C. elegans-ban harom SMG7-homolog talalhat6, SMG-5, SMG-6 és SMG-
7, amelyek mind esszencialis szerepet jatszanak az NMD-ben (Anders et al., 2003, Cali et al.,
1999). Drosophild-ban csak SMGS5 és SMG6 homoldgot tudtak azonositani, amelyek
mindketten sziikségesek az NMD miikodéséhez, az SMG7-nek nem taldltdk meg a
megfeleldjét (Gatfield et al., 2003). Humanban azonositottak az SMGS5, az SMG6 és az SMG7
homologjat is. Mindharom faktor sziikséges az NMD hatékony miikodéséhez, de egymas
hianyat részben komplementaljak, funkcidjuk részben atfed (Luke et al., 2007).

Novényekben korabban csak egy SMG7-homologot talaltak (At5g19400), amelyrol
korabbi munkénk soran bebizonyitottuk, hogy a névényi NMD esszencialis faktora, amelynek
jelenléte mind az intron-, mind a hosszt 3’UTR-alapa NMD miikodéséhez sziikséges (Kerenyi
et al, 2008). Ezenkiviil Riehs és munkatarsai azt talaltak, hogy az SMG7 a meidzis 2.
szakaszanak anafazis-telofdzis atmenetében is szerepet jatszik. Ugyanebben a munkéjukban
hivtak fel a figyelmet arra, hogy az Arabidopsis genomban talalhaté egy tovabbi homolodg, amit
SMG7L (SMG7-like)-nek neveztek el (At5g28260). Két kiilonb6z6 SMG7L T-DNS mutans
vonalat megvizsgalva azt talaltak, hogy egyik sem mutat lathato fenotipust (Riehs et al., 2008).
Ezért az SMG7L NMD-ben jatszott szerepe — ha van egyaltalan — kérdéses. Az tovabbiakban
az egyértelmiiség kedvéért az At5g19400 génre hasonlitdé novényi SMG7-homologokat
SMGT7T (SMG7-true) néven, az inkabb az At1g28260 génre hasonlitdé homologokat SMG7L
néven, az Osszes eukaridtaban megtalalhatd SMGS, -6, -7 homoldgokat pedig SMGS5-7
homoldg néven fogjuk emliteni. Az SMG5-7 csaladnak tehat altalaban tobb paralogja van jelen
egy adott fajban és ezek a legtobb esetben valamennyien szerepet jatszanak az NMD-ben.

Erdekes, hogy az SMG5-7 csalad szamos tagjarél bebizonyitottak, hogy maga is NMD
target: a novényi SMG7T homologokrél, amelyek 3° UTR-ja hosszl és intront tartalmaz, az
emlés SMG5-16l, amely hosszil 3° UTR-ral rendelkezik, a Drosophila SMG5-161 és az élesztd
Ebs1-r6l (Ford et al., 2006, Kerenyi et al., 2008, Singh et al., 2008, Yoine et al., 2006). Ennek
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a szabalyozasnak a pontos jelentdsége azonban még kérdéses; az egyik lehetdség, hogy az

Az SMG5-7 csalad tobb tagja is szerepet jatszik az NMD-utvonalon kiviil vagy azon
keresztiil a teloméra-struktura fenntartasaban is. A human SMGS és -6 példaul kolcsonhatnak a
telomeraz enzimmel és sziikségesek a teloméra allandd hosszanak fenntartisdhoz. Azt is
kimutattak, hogy a human UPF1, -2, -3 faktorok, az SMGI és az SMG7 szintén nagy
mennyiségben megtalalhatok a teloméravégek kozelében (Azzalin and Lingner 2006). Az
¢leszt6 Estl génje a teloméraz enzim telomérakhoz iranyitasaban jatszik szerepet (Evans and
Lundblad 1999, Luke et al., 2007). Ezenkiviil az NMD ¢éleszt6ben szerepet jatszik a telomeraz
enzim katalitikus alegységének ¢és szabalyozé faktorainak, valamint a telomérastruktarat

befolyasold géneknek a szabalyozasaban (Dahlseid et al., 2003).

III. 5. 6. Az NMD tutvonal kiilonb6z6 organizmusokban betoltott

funkcioja

III. 5. 6. 1. A kiilonb6z6 NMD-hianyos ¢éldlények fenotipusa

Az NMD-utvonal fontossagat mutatja, hogy Arabidopsis-ban, egérben és zebrahalban a
kozponti NMD-faktorok homozigédta nullmutacioja letalis fenotipusu (Mcllwain et al., 2010,
Medghalchi et al., 2001, Riehs et al., 2008, Wittkopp et al, 2009, Yoine et al., 2006).
Alacsonyabbrendii élolényekben az NMD-mutansok fokozatosan enyhiil6 fenotipust mutatnak:
D. melanogasterben nem jutnak til a larvastddiumon (Metzstein and Krasnow 2006), C.
elegans-ban azonban mar ¢letképesek, fertilisek, csak ivarszerveikben jelentkeznek
morfoldgiai eltérések a vad tipushoz képest (Pulak and Anderson 1993). Az NMD-nullmutans
¢lesztonek nincs lathato fenotipusa (Amrani et al., 2006).

Miihlemann 6sszefoglald cikkében felhivja a figyelmet az Gsszefiiggésre az alternativ
splicing gyakorisdga ¢és az NMD-mutans fenotipus sulyossaga kozott egy-egy adott
¢lolénycsoportban: pékélesztoben lényegében nincs alternativ splicing, C. elegansban mar
eléfordul, Drosophilaban mér gyakoribb, Arabidopsis-ban nagyon gyakori, emlésdkben pedig
szinte minden pre-mRNS-nek alternativ splicing termékei vannak. Ez az Osszefiiggés arra is
utalhat, hogy az NMD egyik legfontosabb funkcioja a korai stop kodont tartalmazé alternativ
splicing termékek eltlintetése a sejtbol, mig élesztoben, ahol nincs alternativ splicing, kevésbé
fontos szerepet tolt be. Valoban, emldsokben az alternativ splicing termékek kortilbeliil

egyharmada korai stop kodont tartalmaz (Lewis et al., 2003).
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Azonban nem biztos, hogy az NMD-faktor-mutansok fenotipusat minden esetben az
NMD hianya okozza. Emlésokben azt talaltak, hogy a UPF1 faktor az NMD-n kiviil szerepet
jatszik DNS-hibajavitd mechanizmusokban ¢és a mitozisban, az SMG5-7 faktorok a
teloméraszerkezet fenntartasaban, az SMG1 és a UPF1 a genomstabilitis megdrzésében
(Azzalin and Lingner 2006, Azzalin et al., 2007, Brumbaugh et al., 2004). Arabidopsis-ban
pedig az SMG7 szerepet jatszik a meidzisban, a UPF1 pedig a géncsendesitésben (Arciga-
Reyes et al., 2006, Riehs et al., 2008). Ezért lehetséges, hogy a megfigyelt fenotipusokat sok
esetben részben vagy teljesen e fehérjék egyéb funkcidinak sériilése okozza.

Az is el6fordulhat, hogy az NMD-faktorok egyéb megfigyelt funkciéi nem fiiggetlenek
az NMD-t6], hanem a megvaltozott NMD masodlagos hatasai. Erdekes példa erre az élesztd
NMD esete: tobben is gy talaltdk, hogy élesztében az NMD-faktorok szerepet jatszanak a
transzlacid terminacidjaban is: upfi, upf? és upf3 mutans ¢€lesztben megnd a transzlacios
readthrough gyakorisdga, amikor a stop kodont a megfelel releasing factor helyett egy tRNS
ismeri ol (Keeling et al., 2004, Maderazo et al., 2000, Wang et al., 2001). Azonban kés6bb
kideriilt, hogy ez nem a UPF faktorok NMD-tdl fiiggetlen funkcidja, hanem az NMD kozvetett
hatasa: az ¢élesztd Alrl magnézium transzporter génje kdzvetlen NMD-szabalyozas alatt all,
ezért expresszidja a upf mutansokban megemelkedik, tobb magnéziumot juttat a sejtekbe, ami

negativan befolyasolja a transzlacio terminacié hatékonysagat (Johansson and Jacobson 2010).

III. 5. 6. 2. Az NMD egyes esetekben hasznos, maskor karos a PTC-t tartalmazo
mRNS-ek eltavolitasaval

Az NMD szerepe a PTC-t tartalmazé mRNS-ek eltavolitdsaban azért jelentOs, mert az
ezekr6l képz6do csonka fehérjék olyan esetben, amikor az adott fehérje normal valtozata is
jelen van a sejtben (heterozigdta mutans, hibas transzkripcid vagy paralog gének esetén), a
normal fehérjével versenyezve dominans-negativ hatast fejthetnek ki, mig hianyukban a vad
tipusu allél, paralog vagy a normal transzkriptekrol keletkezd fehérjék tokéletesen ellatnak az
adott funkciot. Erre példa a sarlosejtes vérszegénység esete, ahol az NMD megfelelé mitkkodése
tiinetmentessé teszi a heterozigota B-globin mutacidt, mert lebontja a mutans allélrél szarmazd
transzkriptumokat, a masik allélrél szarmazd hibatlan mRNS-ek pedig elegendéek a megfeleld
mennyiségli B-globin eldallitasahoz (Thein et al., 1990). Azonban az NMD-inszenzitiv korai
stop kodonnal rendelkezé B-globin valtozatrol késziilé hibas fehérjék a sejtek proteolitikus
gépezetét thlterhelve mérgezd fehérjeaggregatumokat hoznak Iétre, igy az ilyen mutéciot

hordoz6 betegek sulyos tiineteket mutatnak (Hall and Thein 1994).
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Az NMD azonban ,,kétélii fegyver”: olyan eset is eléfordul, amikor a csonka fehérje
még mindig jol el tudna latni a feladatat, az NMD mégis felismerni és eltiinteti a PTC-t
hordozé6 mRNS-t, az egy példanyban jelen levé vad allélrdl atirodd transzkriptumokrdl pedig
nem képzodik elegendd fehérje az adott funkcido megfeleld ellatasahoz. Ilyenkor az NMD
gatlasaval az ilyen mutaciotol szenvedd beteg allapota javulhat. Erre példa a Duchenne izom-
disztrofia, amelyet a disztrofin génben 1évé NMD-szenzitiv mutaciok okoznak, melyek
kovetkeztében az NMD felismeri €s lebontja az mRNS-eket, amelyekrdl pedig funkcionalis
fehérje transzlalodna (Kerr et al., 2001).

Bar az NMD pozitiv és negativ hatasait — ahogy faktorait ¢s miikdodését is - elsésorban
humanban tanulmanyoztak, valoszinii, hogy az NMD hatdsa novényekben egyes esetekben
hasznos, maskor karos a ndvényre nézve egy-egy mutdns génrdl keletkez6 mRNS-ek

lebontasaval.

II1. 5. 6. 3. Az NMD-utvonal stresszvalaszokban jatszott szerepe

Human sejtekkel végzett teljes genomra kiterjed6 génexpresszids vizsgalatok soran azt
talaltak, hogy a potencialisan NMD altal szabalyozott gének funkcidja ugyan nagyon sokféle,
de a kiilonboz6 stresszvalaszokban szerepet jatszo gének feliilreprezentaltak koztiik (Gardner
2008, Mendell et al, 2004). Ezzel osszhangban masok azt talaltdk, hogy hipoxias
emldssejtekben gatlodik az NMD, mert faktorai a citoplazmaban alakult stresszgranulumokba
szallitodnak és ott raktarozodnak. Masrészt az altaluk vizsgalt stresszre indukalodé mRNS-ek
jelentds része NMD targetnek bizonyult (Gardner 2008).

Mas fajokban szintén azt talaltdk, hogy az NMD kiilonbozd stresszvalaszok soran
szerepet jatszhat a génexpresszid atprogramozasaban. Hasado élesztoben példaul a UPF1 és
UPF2 NMD-faktorok jelenléte esszencidlis az oxidativ stressz tuléléséhez, mert szerepet
jatszanak az oxidativ stresszvalasz két kulcsfaktora, a CTT1 és ATF1 transzkripcios faktorok
expressziojanak oxidativ stressz hatasara torténé megemelkedésében, és tobb mint 100 egyéb,
oxidativ stresszvalaszra atirod6 mRNS szintjét is szabalyozzak az NMD-n keresztiil
(Rodriguez-Gabriel et al., 2006).

Masse és munkatarsai azt talaltak, hogy az smgl mutans C. elegans egyedek élettartama
hosszabb volt a vad tipustiakénal és oxidativ stresszel szemben ellenallobbak voltak (Masse et
al., 2008). Azonban az SMG1-nek allatokban szerepe van a genomi stresszre aktivalodo p53
tumor szuppresszor utvonalban is, ezért nem biztos, hogy a kiilonbozd stresszvalaszokban
betoltott szerepe az NMD-utvonallal all 6sszefiiggésben. Emldsokben példaul DNS-kérositd
hatasokra (IR, UV-B) vélaszolva foszforildlja a DNS-hibajavitd6 mechanizmusok faktorait
(Brumbaugh et al., 2004).
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Kurokawa és munkatarsai azt talaltak, hogy human leukocitdkban akut fiziologiai
stressz hatasara az SMG1 splicing-ja megvaltozik, a 63. exont nem tartalmazo alternativ SMG1
izoforma jon létre. Ennek az alternativ SMG1 fehérjének majdnem a teljes FATC doménje
hianyzik, amely esszencialis a kindz funkcidhoz, emiatt az izoforma kinaz-aktivitdsa nagy
eséllyel megvaltozik, pontos funkcidjat azonban még nem azonositottak (Morita et al., 2007).

Emldésokben aminosavéhezés hatasara szintén gatlodik az NMD, ami szamos, az
aminosavtranszportban, illetve aminosavszintézisben szerepet jatszo0 gén expresszidjanak
megemelkedéséhez vezet (Gardner 2008, Mendell et al.,, 2004). Elesztdben szintén kimutattak,
hogy az NMD szerepet jatszik az aminosav-homeosztazis génjeinek szabalyozasaban (Gaba et
al., 2005).

Az endoplazmatikus retikulum (ER) stresszvalaszban, az Un. fel nem tekeredett fehérje
valaszban (unfolded protein response, UPR) szerepet jatszé egyes gének szintén NMD-
szabalyozottak (Gardner 2008, Mendell et al, 2004). Az UPR akkor alakul ki, amikor tul
kevés ER dajkafehérje érheté el a fehérjék feltekeréséhez, a sejt hipoxids allapota vagy
oxidativ stressz esetén (Harding ef al., 2003). A UPR aktivalasa az ER fehérjék lebontasahoz,
az XBP-1 transzkripcios faktor expresszidjahoz és az elF2a a alegységének foszforilacidjahoz
vezet. Az integralt stresszvalasz soran, amely oxidativ stressz vagy aminosavéhezés hatasara
aktivalodik, szintén foszforilalodik az elF2a o alegysége, ami a transzlacid altalanos
represszidjadhoz ¢és ezzel parhuzamosan az ATF4 transzkripciés faktor megemelkedett
intenzitasu transzlacidjahoz vezet (Harding et al., 2003, Liu et al., 2008). Az ATF4 beinditja a
dajkafehérjék és egyéb stresszvalaszban szerepet jatszo gének szintézisét. Mind az ATF4,
mind annak targetjei, az ATF3 és a CHOP gének NMD-szabalyozas alatt allnak (Gardner
2008, Mendell et al., 2004, Weischenfeldt et al., 2008). Normal, stresszmentes koriilmények
kozott azonban az ATF4, a CHOP és az egyéb UPR-faktorok magas expresszidja karos a sejt
osztodasara és tulélésére nézve, ezért eldnyds, ha az NMD alacsony szinten tartja az
expressziojukat.

Vagyis kiilonbozé fajokban szdmos arra utald eredményt talaltak, hogy kiilonb6zo
stresszhatasokra, kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil megvaltozhat, gyengiilhet az NMD
erdssége ¢€s ez NMD-reguldlt, stresszvalaszban szerepet jatszo transzkriptumok szintjének

megemelkedéséhez vezet.

III. 5. 6. 4. Az NMD szerepe a PTC-t tartalmaz6 alternativ splicing termékek
eltavolitdsaban

Emldsokben régota ismert az NMD és az alternativ splicing szoros kapcsolata: szdmos

splicing faktor, példaul az SC35, a PTB, a 9GS, az U1, Sm és SF1 fehérjék eldsegitik sajat
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mRNS-iik PTC-t tartalmazé alternativ splicing valtozatanak képzdodését, amely az NMD-
utvonalon keresztiil lebomlik, vagyis ezek a faktorok autoregulaltak (Lewis et al, 2003,
Saltzman et al., 2008).

Az alternativ splicing novényekben is gyakori jelenség: az intront tartalmazé novényi
gének kb. 40%-arol képzddnek alternativ splicing termékek, amelyek jelentds része korai stop
kodont tartalmaz (Filichkin et al, 2010). Az NMD novényekben is szerepet jatszik a PTC-
tartalmu alternativ splicing termékek lebontasaban, s6t Arabidopsis-ban az alternativ splicing-
ban résztvevé PTB fehérjék NMD-utvonalon keresztiili autoregulaciojat is igazoltak (Hori and
Watanabe 2005, Riehs et al., 2008, Stauffer et al., 2010, Yoine et al., 2006).

Szamos eredmény utal arra, hogy az alternativ splicing fontos szerepet jatszik a
novények stresszvalaszaiban, kiilonbozé stresszhatasokra megvaltoznak a novényi sejt
alternativ splicing mintazatai (Filichkin et al, 2010, Hirayama and Shinozaki 2010). igy az
NMD az alternativ splicing szabalyozasan keresztiil kdzvetve is szerepet jatszhat a ndvények

stresszvalaszaiban.

1. 5. 6. 5. upfi- és upf3-mutans ndévények fenotipusa

Arciga-Reyes és munkatarsai 2006-ban azonositottdk a novényi UPF1 homoldogot és
elemezték harom kiilonb6z6 UPF1 T-DNS-mutans vonal fenotipusat (Arciga-Reyes et al.,
2006). A legenyhébb fenotipust a upf1-4 mutans volt, amelynek a vad tipusunal kisebb levelei
voltak, amelyek sok esetben bevagasokat tartalmaztak. A wupfi-5 vonal ennél stlyosabb
fejlodési rendellenességeket mutatott: hosszinappalos koriilmények kozott nevelve ~2 héttel
kés6bb viragzott, mint a vad tipusti novények és levelei keskenyebbek és fogazottabbak voltak
a vad tipust leveleknél (5. A abra). A virdgok 5%-a abnormalis fenotipust mutatott: gyakran
egy helyett egyszerre két vagy harom virag indult névekedésnek és ezek fuzionaltak, valamint
sokszor mar fejlédé viragokon beliil tovabbi viragok indultak novekedésnek. A legsulyosabb
fenotipust a upf1-3 novények mutattak: ezek a novények csak egy par levelet hoztak Iétre, majd
csirazas utan kb. 12 nappal megalltak a ndvekedésben és elpusztultak (Yoine ef al., 2006).

Azonban mivel a UPF1 gén NMD-fiiggetlen funkcidkat is betolt a névényi sejtben, nem
biztos, hogy a upfl mutans ndvények fenotipusait az NMD gyengiilése okozza. Ennek
tisztazasara Arciga-Reyes €s munkatarsai megvizsgaltak két UPF3 T-DNS-mutans vonal
fenotipusat is. A novényi UPF3-nak nem ismert NMD-fiiggetlen funkcidja, ezért ha a upf3
mutansok a upf1 mutansokhoz hasonlé fenotipust mutatnak, akkor ezt a fenotipust valosziniileg
az NMD csokkent hatékonysaga okozza (Hori and Watanabe 2005). A két tesztelt upf3 mutans
koziil a stilyosabb fenotipust mutatd upf3-1 nagyon hasonlé fenotipust mutatott, mint a upf7-5

mutans: 7-14 nappal késobb virdgzott, mint a vad tipust novények, a vadnal kisebb méreti,
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firészes levelei voltak €s egyes viragai fuzionaltak. Az enyhébb upf3-2 mutansok viragzasi
ideje normalis volt, de a levelei kisebbek ¢és flirészesek voltak, és egyes viragai fuzionaltak (5.
B abra). Ha azonban a upf3-2 és upfI-5 novényeket keresztezték, akkor a dupla homozigdta
mutans a upf1-3 novényekhez hasonloan letalis fenotipust mutatott (5. C abra).

A két hipomorf mutans egymast erdsitd fenotipusa arra utal, hogy az NMD lecsokkent
hatékonysaga vagy teljes megsziinése okozza a duplamutans novények letalis fenotipusat, mert
ez az az utvonal, amelyben mindkét faktor részt vesz. Ez azt jelenti, hogy az NMD
ndvényekben esszencidlis szerepet jatszhat a fejlddésben a mar nem sziikséges, elézd
stidiumhoz tartoz6 mRNS-ek gyors lebontasaval, vagy a fejlodés fontos faktorainak

szabalyozasan keresztiil.

A cold upf1-5

C Col-0 upf3-2'upfi-5

5. 4bra. NMD-mutans Arabidopsis névények fenotipusa. A A upfl-5 mutdnsok késén
viragoznak, leveleik keskenyek és fogazottak. A képen 21 napos névények lathatok. B A upf3-
1 muténs fenotipusa hasonld a upf/-5 mutanséhoz, a upf3-2 mutins fenotipusa részben
hasonld, de enyhébb. A képen 22 napos ndvények lathatok. C A upf3-2/upf1-5 duplamutansok
fenotipusa letalis, a foton 12 napos magoncok lathatok. Az abrakat Arciga-Reyes ¢s
munkatarsai cikkébol vettiik at (Arciga-Reyes et al., 2006).

Arciga-Reyes €s munkatarsai ezenkiviil azt talaltak, hogy a novényi UPF1 sziikséges a

géncsendesitéshez is: egy endogén génre tervezett inverted repeat konstrukcioval vad
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novényekben csendesiteni tudtdk az endogén célgént, upfi-5 mutansokban azonban nem
(Arciga-Reyes et al.,, 2006). Tovabbi kisérletek sziikségesek annak tisztazasara, hogy a UPF1
gén kozvetlenil vagy az NMD ttvonalon keresztiil jatszik szerepet a ndvényi

géncsendesitésben.

III. 5. 6. 6. Novény: NMD targetek

Az lbal UPF1 pontmutanst eldszor egy olyan vizsgalatban azonositottak, ahol olyan
mutansokat kerestek, amelyek csokkent cukorra indukalodé amilaz-aktivitast mutattak az A#f5-
Amy gén csokkent expresszidja miatt (Mita er al, 1997, Yoine et al, 2006). A mutansok
cukorindukalt antocianin- és klorofill-tartalma is alacsonyabb volt, mint vad tipusu
ndvényekben. Az /bal mutansok allando megvilagitas mellett korabban viragzanak, mint a vad
tipusu novények, rovidnappalos koriilmények kdzt azonban a vad novényekkel ellentétben nem
tudtak noévekedni. Ezenkiviil a mutans magoncok zoldiilése és kotiledonjuk szétnyilasa
hiperszenzitiv volt szukr6z vagy abszcizinsav hozzdadasara, manndz hozzaadasa pedig a vad
novényekkel szemben az /bal mutansok csirdzasat nem gatolta. Ezek mogott a tulajdonsagok
mogott az allt, hogy UPF1 hianyaban az A¢f-Amy expresszidja lecsokkent, amely azonban nem
az NMD direkt hatdsa, mert az Atf-Amy gén promoterével expresszalt GUS riportergén
expresszioja szintén lecsokkent az /bal mutansokban (Mita et al., 1997). Ehelyett valoszintileg
az Atf-Amy expresszidjat gatld transzkripcios faktor allhat kdzvetlen NMD-szabalyozas alatt.

Ezenkiviil tovabbi 32 Arabidopsis gén expresszioja csokkent le legalabb a felére az
Ibal mutans novényekben, amelyeknek majdnem a fele szukroz-indukalhat6 volt, vagyis ezek
a gének szignifikansan feliilreprezentaltak. Lecsokkent az expresszidja harom kitinaz és két -
1,3-gliikanaz enzimnek is, amelyek vad ndvényben patogén-tamadasra indukalodnak (Thomma
et al, 1998). 75 génnek megemelkedett az expresszidja az lbal mutans novényekben a vad
novényekhez képest, ezek kozott mar lehetnek kozvetlen NMD target gének is. Koztiik volt 6
transzlacidban szerepet jatszo gén, példaul az eRF1-1, a harom Arabidopsis releasing factor 1
gén egyike, ezenkiviil 15 transzkripcios faktor, amelyeken keresztiil az NMD szamos tovabbi
gén expresszidjat szabalyozhatja. Megemelkedett az expresszidja példaul az ORG2 és ORG3
transzkripcios faktoroknak, amelyek a szalicilsavra indukalodo OBP2 transzkripcios faktor
kozvetlen szabalyozasa alatt allnak (Kang et al., 2003). A SHY2/IAA3 gén expresszidja, amely
az auxinvalaszban és a gyokérfejlodésben is szerepet jatszik, szintén megndtt. A MAF3 és az
AGL19 gének a viragzas szabalyozasaban ¢€s a nitrogénvalaszban jatszanak szerepet, a GBFS5 a
hipo-ozmotikus valaszban, ezeknek a géneknek az expresszidja is megemelkedett az [bal

mutansban (Gan et al., 2005, Ratcliffe et al., 2003, Satoh et al., 2004). A gibberellinsav- és
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triterpenoid-bioszintézisében szerepet jatszo AtKAO és AtLUP2 enzimek expresszidja szintén
megemelkedett (Helliwell ez al., 1998, Husselstein-Muller ez al., 2001).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az NMD ndvényekben szerepet jatszhat hasonlo
funkciot bet6lté gének csoportjainak egyiittes, sszehangolt aktivalasaban.

Kurikara és munkatarsai azt talaltak, hogy a novényi NMD-nek nemcsak a korai stop
kodont tartalmazé mRNS-ek szabdlyozdsaban van szerepe, hanem az un. mRNS-szeri
nemkodold RNS-ek szabalyozasaban is, amelyek gyakran NMD-indukalé tulajdonsagokkal
rendelkeznek. S6ét, az NMD az utdbbiaknak sokkal nagyobb hanyadat szabdlyozza, mint a
fehérjekddold mRNS-eknek (Kurihara et al, 2009). Ez alapjan a ndvényi NMD egyik
legfontosabb funkcidja lehet a nemkodoldé RNS-ek expresszidjanak lecsokkentése. Ezenkiviil
tobb transzpozon-gén expresszidja is megemelkedett az NMD-mutans névényekben, ami arra
utal, hogy az NMD a transzpozonokrol atirddo aberrans transzkriptumok lebontasaban is részt

vesz (Kurihara et al., 2009).

III. 5. 7. Kiilonbsegek az NMD hatékonysagaban kiillonb6zo sejtekben,

szovetekben, illetve egyedekben

Szamos csoport kimutatta, hogy az NMD hatékonysdga nemcsak iddben,
stresszhatasokra valtozhat, hanem térben sem allando: kiilonboz6 egyedekben, egy egyed
kiilonb6z6 szoveteiben, illetve akar egy szovet kiilonbdzo sejtjeiben is eltérd lehet. Példaul a
kiilonb6z6é PTC-t tartalmazo gének altal okozott human betegségek fenotipusa személyenként
valtoz6, még ugyanazon mutacioé hordozoi kozott is (Bhuvanagiri et al., 2010).

Linde és munkatarsai azt talaltdk, hogy cisztas fibrozisban szenvedd betegek
orriiregének epitél sejtjeiben paciensenként jelentdsen eltért a W1282X stop-mutaciot hordozo
CFTR transzkriptek expresszidja. Ot egyéb endogén NMD target szintjében is kimutattak
ugyanezt a variabilitast (Linde et al.,, 2007). Késdbb vizsgalatukat kiterjesztve bebizonyitottak,
hogy az NMD hatékonysdganak valtozatossaga a kiilonbozo sejtek kozott altaldnos jelenség.
Osszehasonlitottdk a PTC-t hordoz6 CFTR és B-globin mRNS-eket felismerd NMD
hatékonysagat HeLa ¢s MCF7 sejtek kozott és azt talaltdk, hogy mindkét tesztelt konstrukcio,
valamint 6t endogén NMD target lebomlasa is HeLa sejtekben szignifikansan hatékonyabb volt
(Linde et al., 2007).

Egy masik csoport azt taldlta, hogy a Schmid metafizis kondrodiszplazidban szenvedd
betegek PTC-t hordozo kollagén mRNS-ei porcokban lebomlottak az NMD-utvonalon
keresztiil, mig limfoblasztokban és csontsejtekben nem (Bateman ef al, 2003). Egérben azt

talaltdk, hogy a PTC-t hordozé Menl transzkript szintje a herében az NMD-ttvonalon
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keresztiil lecs6kkent, mig tiidében, bélben és a csecsemOmirigyben nem (Zetoune et al., 2008).

Lehetséges, hogy az NMD hatékonysaga kiilonb6z6 faktorainak elérhetéségén keresztiil
szabalyozodik. Példaul Gardner azt taldlta, hogy hipoxia hatasara a UPF1 fehérjék a
stresszgranulumokba szallitodnak és ezzel elérhetetlenné valnak az NMD-tutvonal szamara
(Gardner 2008). Viegas ¢s munkatarsai pedig azt talaltak, hogy az RNPS1 EJC-faktor, amely
az eml6sokben sziikséges az NMD miikddéséhez és az NMD hatékonysaganak limitalo
faktora, kiilonb6z6 HeLa sejtvonalakban kiilonb6z6 mennyiségben van jelen (Viegas et al.,
2007).

Ehhez hasonloan novényekben is elképzelhetd, hogy kiilonb6z6 genotipusu egyedek,
illetve kiilonbdz6 szovetek vagy sejtek kiilonb6zo6 NMD-hatékonysaggal rendelkeznek. Az
egyedek kozti kiilonbségek stresszellenallo-képességiikre is kihathatnak. Az NMD
hatékonysaga kiilonb6zo egyedekben endogén NMD targetek szintjének qRT-PCR
vizsgalataval felmérhetd és az eredmények alapjan a potencidlisan jobb stressztlirdképességi
fajta gyorsan, stresszkezelés nélkiil kivalaszthato.

Eml6ésokhoz hasonléan ndvényekben is szabalyozodhat az NMD hatékonysaga
faktorainak csokkent elérhetdségén keresztiik? Yoine és munkatarsai azt talaltak, hogy a UPF1
mRNS expresszioja nem emelkedik meg szignifikdnsan sem szukréz, sem abszcizinsav
hozzaadasara, valamint kiilonb6zé szovetekben sem kiilonbozik jelentOsen, bar szarban kissé
alacsonyabb, mint gyokérben, levélben és viragban (Yoine et al., 2006). Riehs és munkatarsai
szintén azt talaltak, hogy az Arabidopsis SMG7T expresszidja minden altaluk vizsgalt
szovetben hasonlo volt, de gyokérben kicsit alacsonyabb, mint szarban, levélben és viragban
(Riehs et al., 2008). Azonban mar kis kiilonbségek az NMD-faktorok elérhetdségében nagy
hatassal lehetnek az NMD mikodésére, illetve az NMD hatékonysaganak kis mértékii
csokkenése miatt kiss¢ megemelkedett expresszioji transzkripcids faktorok downstream
targetgénjei szintjén a hatds megsokszorozodhat.

Azonban ha bizonyos helyzetekben romlik az NMD hatékonysaga, akkor nemcsak vad
tipusu, NMD-szabalyozott gének expresszidja emelkedik meg, hanem a korai stop kodont
tartalmazé mutans géneké, hibas transzkriptumoké és PTC-t tartalmazo alternativ splicing-
termékeké is, amelyekrél egyes esetekben rosszul fetekeredett, a sejtre toxikus, vagy
dominans-negativ hatast fehérjék keletkeznek, amelyek a sejtnek a stresszhatas mellett tovabbi
problémékat okozhatnak. Ezenkiviil megemelkedhet az expresszidja rengeteg mRNS-szerll
nemkodoldé RNS-nek ¢és transzpozonnak is, ahogy Kurihara és munkatarsai kimutattak
(Kurihara et al., 2009).

Megoldast jelenthetne erre a problémara, ha az NMD kiilonbséget tudna tenni a hibas

mRNS-ek kozott, amelyek transzlacioja minden esetben karos, €s a vad tipust, szabalyozott
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expresszioju gének kozott, amelyeknek az expresszidjat egyes esetekben emelni kell, mas
esetekben alacsonyan tartani. Ez a megkiilonbdztetés elvileg nem lehetetlen: a mutans gének
esetében a stop kodon utan GC-gazdag kodold régid kovetkezik, amelynek masodlagos
szerkezete és ezen beliil a kotések erdssége, illetve a szekvencidhoz kapcsolodo specifikus
RNS-ko6t6 fehérjék jelentdsen kiilonbozhetnek a vad tipust, NMD-szabalyozott gének esetétol,
ahol a stop kodon utan AT-gazdag 3 UTR szekvencia kovetkezik. A hibas alternativ splicing
termékek esetében vagy kodolo régio, vagy AT-gazdag intron talalhaté a PTC utan, amelyet
szintén lehetséges, hogy meg lehet kiilonboztetni a 3° UTR szekvenciatol az RNS-ko6td
fehérjék kiilonbsége alapjan. Vagyis elképzelhet, hogy az NMD képes kiilonbséget tenni a
kiilonbozo tipusu célgénjei kozott és ezek koziil egyeseket minden esetben hatékonyan
lebontani, mig masokat upstream szignaloktol fiiggben vagy lebontani, vagy nem. De az is
lehetséges, hogy az NMD még specifikusabban miikddik a vad tipusu targetek esetében: a
hasonl6 funkcidban szerepet jatszo, példaul patogéntamadasra indukalodo gének csoportjahoz
patogéntamadas hatdséara specifikus RNS-koto fehérjék kapesolodhatnak, amelyek stabilizaljak
az mRNS-t az NMD gatlasan keresztiil.

Az Eredmények fejezetben bemutatando kisérleteinkben kétféle GFP-alapu NMD target
egy szakaszabol épiil fol, vagyis ezek a konstrukciok kodold régidjukban stop mutaciot
hordoz6 génre hasonlitanak, ennek megfelel6en hatékonyan lebomlanak.

A korai stop kodon utani szekvenciaszakasz AT-gazdagsaganak felmérésében maga a
UPF1 is részt vehet: mind allatokban, mind novényekben a UPF1 fehérje helikaz doménje
esszencialis az NMD megfeleld mitkodéséhez, ezenkiviil a UPF1 fehérje RNS-k6t6 doménnel
is rendelkezik (Kertesz et al, 2006). Ezért lehetséges, hogy maga a UPF1 fehérje, amikor a
PTC-t6] 3’ iranyban megkdoti az mRNS-szekvenciat és helikaz doménjével kitekeri az mRNS
masodlagos szerkezetét, ,.Erzékeli”, hogy egy konnyen kitekerhetd, gyenge kotésekkel
rendelkez0 AT-gazdag, vagy egy nehezen, hosszabb id6 alatt kitekerhetd GC-gazdag
szakaszhoz kot6dott-e. Ha a szakasz nehezen, hosszl id6 alatt tekerhetd ki, vagyis GC-gazdag,
valoszinlileg kodold régioban talalhato; ebben az esetben az mRNS-t mindenképpen,

hatékonyan le kell bontani.

III. 5. 8. Mi lehet az NMD szerepe az endogén gének szabalyozasaban?

Allatokhoz és éleszt6hdz hasonléan az NMD névényekben is szamos vad tipusti génrél
atir6do, normal transzkriptum szintjét szabalyozza: tobbek kozott gyokér- és viragfejlodésben,
patogénvalaszban, hormonvalaszokban szerepet jatszo gének szintje emelkedik meg wupfI

mutans ndvényekben (Kurihara et al., 2009, Yoine et al., 2006). Ezen utvonalak génjei koziil
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soknak az expresszidja idében szabalyozott; kiilonbozo fejlédési stadiumokban, illetve stressz
hatasara megvaltozik. Milyen szerepet jatszhat az NMD ezen gének id6ben valtozo
expressziojanak szabalyozasaban?

Egyik lehet6ség, hogy az NMD feladata a génexpresszidé erdsségének pufferolasa.
Példaul amikor egy NMD target kitinaz gén transzkripcidja gombatdmadads hatdsara
indukalodik, akkor az NMD a transzkriptum féléletidejének csokkentésével gatolja a
szlikségesnél nagyobb génexpresszids ,burst” kialakulasat, illetve az NMD altalanos,
stresszmentes korlilmények kozott is részt vehet a génexpresszio egyenletesebbé tételében
(Raser and O'Shea 2005, Suter et al., 2011).

Masrészt, adott fejlodési stadiumban expresszald gén transzkriptumai, illetve
stresszhatdsra indukalodd gén transzkriptumai a kovetkezd stddiumban, illetve a stressz
elmultdval mar kdrosak lehetnek a sejtre, ezért elényds, ha ezekr6l az mRNS-ekrdl a
transzkripcids indukcioé elmultdval mar nem transzlalodik sok fehérje, hanem minél el6bb
eltlinnek a sejtbdl, hogy az adott valaszreakcio gyorsan lecsenghessen. Ebben segithet az NMD
a target mRNS-ek stabilitasanak csdkkentésével.

Harmadik lehetdségként feltételezhetjilk az NMD er6sségének valtozasat: ha példaul
stressz hatasara megvaltozik az NMD erdssége és ezért megemelkedik stresszvalaszban
szerepet jatszo, NMD target gének expresszidja, akkor az NMD ilyen modon részt vehet a
stresszindukalt gének bekapcsoldsaban, a transzkripcids szabalyozas mellett vagy ahelyett.
Ahogy a transzkripcid szintjén léteznek Osszehangoltan szabalyozott transzkripcidju gének,
ugy valosziniileg az mRNS-lebomlas szintjén is 1éteznek olyan, hasonld funkcidban résztvevo
csoportok, amelyek lebomlasa bizonyos koriilmények, példdul az NMD gyengiilésének

hatasara 0sszehangoltan valtozik (Keene 2007).
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IV. Anyagok és mddszerek

IV. 1. 1. N. benthamiana ndovények

Az agroinfiltralasokhoz kb. 3 hetes N. benthamiana novényeket hasznaltunk, melyeket
hosszinappalos koriilmények kozt (16 ora nappal / 8 6ra éjszaka) 22 °C-on neveltiink MLR-
351 noévényneveld kamraban, 7000 lux fényerdsségen, AGRO Profi viragfoldben (AGROCS
HUNGARY KFT).

IV. 1. 2. Molekularis klonozasok

Az agroinfiltraciokhoz a géneket Bin61S bindris vektorba vagy annak szarmazékaiba
kloénoztuk a karfiol mozaik virus 35S prométere €s terminatora kozé. A BinFLAG vektor, a
TRV-PDS és a TRV-PDS-SMG7 VIGS vektorok, a BinP14, a BinGFP (GFP), a BinGFPc
(Ge), a BinGFP-L (G-L), a BinGFPc-I (Gc-I) GFP riporter konstrukciok, az Arabidopsis
BinSMG7-FLAG, az Arabidopsis BinUPFIDN (UIDN), a BinANHA (AN) és a
BinGFP3’boxB (G-3’bB) konstrukciok kloénozasat korabban leirtak (Kerenyi et al., 2008,
Kertesz et al., 2006).

A TRV-PDS-SMG7L VIGS vektort ugy készitettiik el, hogy egy 670 nukleotid hosszi M.
benthamiana SMGTL PCR fragmentet EcoRI enzimmel emésztettiink és EcoRI-emésztett
TRV-PDS vektorba ligaltuk. Az SMG7L PCR fragment Gigy késziilt, hogy RevertAid™ H
minus M-MuLV Reverse Transcriptase kit (Fermentas) segitségével N. benthamiana total
RNS-kivonatrol cDNS-t szintetizaltunk, majd err6l KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD
Chemicals) segitségével a SMG7L-VIGS-for-EcoRI / SMG7L-VIGS-rev-EcoRI primerparral
felszaporitottuk az SMG7L gén 670 nukleotid hosszl darabjat. A tovabbi nem-kvantitativ PCR
reakciok soran is minden olyan alkalommal, amikor klonozand6 fragmentet akartunk
felszaporitani, a fent emlitett polimerdz enzimet hasznaltuk, els6 szl szintézishez pedig a fent
emlitett reverz transzkriptaz kitet.

Az Arabidopsis SMG7 fragmenteket Arabidopsis thaliana cDNS konyvtarrdl végeztik vagy
ugy, hogy a start kodontdl a stop kodonig (At SMG7-FLAG-AN), vagy az 517. kodontol a stop
kodonig (At SMG7-C-FLAG-AN) felszaporitottuk a szekvenciat.

A 52010 teljes hossziisag SMG7 szekvencidit V. vinifera cDNS konyvtarrol szaporitottuk fel
olyan primerparokkal, amelyek a start kodontdl a stop kodonig amplifikaltdk a kodolo
szakaszt. Az SMG7-1 fragment a Vv-SMG7-1-start-for-Smal / Vv-SMG7-1-stop-rev-Xbal, az
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SMG7-2 fragment a Vv-SMG7-2-start-for-Smal / Vv-SMG7-2-stop-rev-Spel, az SMG7L
fragment pedig a Vv-SMG7L-start-for-Smal / Vv-SMG7L-stop-rev-Xbal primerparral késziilt.
Az SMG7 C-terminalis fragmentek a megfeleld teljes hossziasagun SMG7 klonrdl késziiltek. Az
SMG7-1-C fragmentet a teljes hosszusagu fehérje 468. kodonjatdl a stop kodonig, az SMG7L-
C fragmentet az 517. kodontdl a stop kodonig amplifikaltuk. Az elébbi fragment a Vv-SMG7-
1-C-468-for-Sall / Vv-SMG7-1-C-stop-rev-Spel, az utobbi a Vv-SMG7L-C-517-start-for-Sall /
Vv-SMGT7L-C-stop-rev-Spel primerparral késziilt. Az SMG7-1 és SMG7-2 fragmenteket a
primereken talalhatd hasitohelyeknek megfeleld enzimekkel emésztettiik ¢és Smal/Xbal-
emésztett BinFLAG vektorba ligaltuk, majd megszekvenaltattuk. A AN-HA-SMG7-1 és AN-
HA-SMG7L klonok készitéséhez az SMG7-1 és SMG7L PCR fragmenteket a primereken
talalhatd hasitohelyeknek megfelelé enzimekkel emésztettik ¢és EcoRI/Spel-emésztett
BinANHA vektorba ligaltuk, miutan az EcoRI-hasitott véget Klenow Fragmenttel (Fermentas)
feltoltottiik. A primereken 1évé hasitohelyeknek megfeleld enzimekkel emésztett SMG7-1-C és
SMG7L-C fragmenteket Sall/Spel-emésztett BinANHA vektorba ligaltuk, majd a AN-HA-
SMG7L-C klont megszekvenaltattuk.

A sz016 SMG7 terminator szekvenciakat V. vinifera genomi DNS-r6l amplifikaltuk. Az SMG7-
1 terminator szekvenciat (a stop kodon utani 1995 nukleotidot) az SMG7-1-T-for-BamHI /
SMG7-1-T-rev-EcoRI primerparral szaporitottuk fel ¢s BamHI/EcoRI-emésztett BinGFP
vektorba ligaltunk, a GFP kodolo régioja utan. Az SMG7-2 terminator régiot (a stop kodon
utani 1901 nukleotidot) az SMG7-2-T-for-BamHI / SMG7-2-T-rev-Smal primerparral
szaporitottuk fol és EcoRI/BamHI-emésztett, az EcoRI helyen Klenow Fragmenttel feltdltott
BinGFP vektorba ligaltuk. Az SMG7L terminator régiot (a stop kodon utani 1181 nukleotidot)
az SMG7L-T-for-Xbal / SMG7L-T-rev-EcoRI primerparral szaporitottuk fol és Xbal/EcoRI
emésztett BinGFP vektorba ligaltuk. A klonozand6 terminator régiok hosszat az elérhetd EST
szekvenciak alapjan hataroztuk meg (lasd 4. tdblazat).

A VVS7LN-1C fazids konstrukcio elkészitéséhez atfedéo PCR-fragmenteket készitettiink a AN-
HA-SMGT7L konstrukciéo N-terminalis felérdl a start kodontol az 504. kodonig a Vv-SMG7L-
start-for-Smal / Vv-SMG7L-N-rev primerparral, illetve az SMG7-1-FLAG konstrukcié C-
terminalis felérél az 525. kodontol a stop kodonig a Vv-SMG7-1-C-for / Vv-SMG7-1-stop-rev-
Xbal primerparral. Az atfedd6 PCR terméket az SMG7L start kodonjatol az SMG7-1 stop
kodonjaig amplifikaltuk. A fragmentet a primereken [évé hasitohelyeknek megfeleld

restrikcios enzimekkel emésztettiik és Smal/Xbal-emésztett BInFLAG vektorba ligaltuk.
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SMG7L-VIGS-for-EcoRI

CATGAATTCGGCTGCTCTAGACTCCTACCAGTT

SMG7L-VIGS-rev-EcoRI

CATGAATTCCTCCTGACTTGTCCTTGTCCGCTA

Vv-SMG7-1-start-for-Smal

CATCCCGGGTGGCTGATGATTGTACAAATGGAT

Vv-SMG7-1-stop-rev-Xbal

CATTCTAGACACGAAATAACGACCTGGCCA

Vv-SMG7-2-start-for-Smal

CATCCCGGGATGCGAGAGAACTATGAAGCGAT

Vv-SMG7-2-stop-rev-Spel

CATACTAGTCACAAAGAATTGGCCTCCCCAT

Vv-SMG7L-start-for-Smal

CATCCCGGGATGGGTACTGATTCACTCATCCCCCT

Vv-SMGT7L-stop-rev-Xbal

CATTCTAGATCAATTCCCCATGTAAGTAGGACCTCT

Vv-SMG7-1-C-468-for-Spel

CATACTAGTGTGGGAGGATTTTGAGCTGAGAGGAT

Vv-SMG7-1-C-stop-rev-Sall

CATGTCGACTCACACGAAATAACGACCTGGCCA

Vv-SMGT7L-C-517-start-for-Spel

CATACTAGTGTGGGAAGACTATGAGCTGCGTGGCTT

Vv-SMG7L-C-stop-rev-Sall

CATGTCGACTCAATTCCCCATGTAAGTAGGACCTCT

SMG7-1-T-for-BamHI

CATGGATTCGATCATTTTGAGAGCACAGATGGTA

SMG7-1-T-rev-EcoRI

CATGAATTCCCCACTATGAATGCATTAGTGTGTA

SMG7-2-T-for-BamHI

CATGGATTCGGTCATTACATGTGTAGATGGTA

SMG7-2-T-rev-Smal

CATCCCGGGGCGTCTTAAGCCGAGCTTTAA

SMG7L-T-for-Xbal

CATTCTAGATATGAGAAAGGTTCGGTTATCAA

SMGT7L-T-rev-EcoRI

CATGAATTCGGGTTTGATTGCCCAATCCAT

Vv-SMG7L-N-rev

CAGCTCAAAATCCTCCCACAGAGCA

Vv-SMG7L-C-for

TGTGGGAGGATTTTGAGCTGAGA

Nb-SMG7L-qPCR-for

ATCTGCCGCTTTCCCTGCCG

Nb-SMG7L-qPCR-rev

AAATCCCCTGTCCCCCTCTCGTT

Tomato-ubi3-qPCR-for

GCCGACTACAACATCCAGAAGG

Tomato-ubi3-qPCR-rev

TGCAACACAGCGAGCTTAACC

1. tablazat. A hasznalt primerek neve és szekvenciaja.

IV. 1. 3. qPCR reakciok

A PDS- illetve a PDS-SMG7L-csendesitett N. benthamiana névények SMG7L mRNS-
szintjeinek meghatarozdsdhoz a qPCR reakciokat cDNS templatrol végeztiik, amelyet total
RNS-kivonatrol készitettink RevertAid™ H minus M-MuLV Reverse Transcriptase kit
(Fermentas) felhasznalasaval. Az RNS-kivonatokat a reverz transzkripcid el6tt DNaz
enzimmel kezeltiik (Fermentas). A reverz transzkripcidhoz oligo-dT primert hasznaltunk. A
gPCR reakciokat a SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) segitségével
végeztik. A N. benthamiana qPCR reakciokban kontrollként egy paradicsom ubiquitin
primerpart hasznaltunk, amelyet a paradicsom X58253 GenBank azonositdjii szekvencigja
alapjan terveztiink ¢és amely korabbi munkank soran megfeleld kontrollnak bizonyult N.
benthamiana qPCR reakciokhoz. Az SMG7L génnek olyan szakaszara terveztiink qPCR
primerpart, amely kiviil esik azon a génszakaszon, amelyet a TRV virus szekvencidjaba épitve

a géncsendesitést indukaltuk.
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IV. 1. 4. Agroinfiltracid

A kiilonb6z6 agrobaktérium-kultarak optikai denzitasat (ODggg) spektrofotométerrel mértiik,
majd 0,01 M MgCl,-t és acetosyringont tartalmazd MES pufferrel higitottuk a kivant
koncentraciéra, ami a P14 esetében mindig ODgg 0.2, a tobbi konstrukcio esetében 0.4 volt. A
GFP expressziot 100 W-os kézi UV-lampaval vizsgaltuk (UV products, Upland, CA 91786,
Black Ray model B 100AP) az agroinfiltralas utani 3. napon. Az RNS-mintdkat szintén a 3.

napon vontuk ki a novényekbol.

IV. 1. 5. Virus-indukalt géncsendesités (VIGS)

VIGS inditdsdhoz ~21 napos novényeket infiltraltunk harom kiilonbdzé agrobaktérium-kultira
keverékével. Az egyik a P14 silencing szuppresszort, a masik a TRV RNAl-et (BINTRA6
vektor) (Ratcliff e al, 2001), a harmadik a csendesitendé gén szekvencidjat is tartalmazo
TRV-PDS vektort tartalmazta. Minden novény 2-2 kozépmagassagban [évé levelén
infiltraltunk 1-1 kb. 1 cm2 kiterjedésii foltot. A ndvényeket a VIGS inditasa utani 10. és 14.

nap kozott infiltraltuk feliil a vizsgalando tesztkonstrukciokkal.

IV. 1. 6. Fehérjelokalizacids vizsgalatok

A fehérjelokalizaciés  vizsgalatokhoz ~a  fluoreszcens  fehérjével  fuzionaltatott
tesztkonstrukciokat és a P14 silencing szuppresszor konstrukciot az ,,Agroinfiltracié” cimi
fejezetben leirtak szerint infiltraltuk. A vizsgalatokat N. benthamiana levél epidermisz sejteken
végeztik. A vizsgalatokhoz Zeiss AxioScope 2 konfokalis laser scanning mikroszkdpot

hasznaltunk.

IV. 1. 7. RNS-kivonasok és Northern blotok

Az RNS-kivonasokat kb. 1 cm? kiterjedésii infiltralt levélfoltokbol végeztiik. A levéldarabokat
folyékony nitrogén alatt 6sszetortiik, majd glicin-EDTA-NaCl RNS kivon6 pufferben vettiik
fol. Ezutan fenol és kloroform segitségével végeztiink RNS kivonast a kordbban leirt médon
(Szittya et al., 2002). A mintakat (kb. 1-1 pg, a cikloheximides kisérlet esetében kb. 2-2 pg
RNS-t) formaldehides 1,5%-0s agar6z-MAE gélen futtatuk, majd kapillaris blottolassal
juttattuk at nitrocellul6z membranra (Hybond-N, Amersham Biosciences).
A 10x MAE oldat osszetétele:

e 41,8 g/l MOPS

e 0,02 M Na-acetat (pH=7,0)
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e 0,0l M EDTA (pH=8,0)

e Az oldat pH-jat 10 M NaOH segitségével allitottuk 7,0-ra.
A mintdkat UV-keresztkotéssel kotottiik a membranhoz. A hibridizalashoz a P14 ¢és a GFP
PCR-fragmenteket P**-t tartalmazé citozin nukleotidokkal jeloltik. A hibridizalast egy napon
keresztlil 65°C-on végeztik. A hibridizalt membranokat 0,5% SDS-t tartalmazé 2x SSC
oldattal mostuk.
A 20x SSC oldat osszetétele:

e 1753 g/l NaCl

o 88,23 g/l Na-citrat (*2 H,0)

e Azoldat pH-jat 1 M HCI segitségével allitottuk 7,0-ra.
A jelek erésségét Phosphorlmager miszer segitségével mértiik. A kapott GFP jelek erdsségét
minden esetben ugyanazon minta P14 jelének erdsségével osztottuk, majd az igy kapott

értékekre szamoltuk ki a hdrom ismétlés atlagat és szorasat.

IV. 1. 8. Tethering kisérletek

Tethering riporter konstrukcionak a GFP-3’boxB (G-3’bB) konstrukcidt hasznaltunk,
tesztelendé konstrukciokat AN-fuzios formaban expresszaltattuk. A AN peptid erfsen és
specifikusan koti a boxB szekvencia altal folvett er6s masodlagos szerkezetet, igy a kivant

fuzios fehérjét mesterségesen a target RNS-hez kdthetjiik.

IV. 1. 9. Fehérjekivonasok és Western blotok

A fehérjekivonasokhoz kb. 1 cm? teriiletli levéldarabokat folyékony nitrogén alatt elddrzsoltiik,
majd a minta tdmegéhez képest harom térfogatnyi jéghideg feltaroé pufferben vettiik fel, amely
Osszetétele a kovetkezd:

e 25 mM Tris puffer, pH=7.6

e 150 mM NaCl

e 10% glicerol

e 2% PVPP
e 0,15% Igepal
e 5mMDTT

e 1% Sigma Plant Proteinase Inhibitor Cocktail

Az igy kapott fehérjemintakat 2xLaemmli oldattal forraltuk 5 percig, ennek Osszetétele:
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e 4% SDS

e 20% glicerol

e 10% 2-merkaptoetanol

e (0,004% bromfenolkék

e 0,125 M Tris HCI1
Felhasznalt fehérjekddold  génkonstrukcionk kifejezddését Western blot  kisérletben
ellendriztik. A FLAG, illetve HA epitoppal fuzionaltatott konstrukciok expresszidjat
monoklonalis, HRP (torma-peroxid4z) enzimmel konjugéalt FLAG (anti-FLAG M2-peroxidase,
Sigma), illetve HA (anti-HA peroxidase, Roche) antitesttel vizsgaltuk a levelek infiltralasa
utani 3. napon szedett fehérjemintakban. A kemilumineszcens jelek eldallitasahoz ECL+ kitet

(Amersham Biosciences) hasznaltunk.

IV. 1. 10. Transzlaciogatlas

A transzlacié gatlasdhoz a kezelendd levélfoltokat kb. 2 mm széles csikokra vagtuk és 0,01
g/ml cikloheximidet tartalmazd, illetve kontroll MS oldatban razattuk szobahOmérsékleten 3
oran keresztiil, majd a mintakbol a korabban leirt modszerrel RNS-t vontuk ki (Holtorf et al.,

1999).

IV. 1. 11. Szekvenciakeresések

Az SMGQGT7 csalad kiilonbozé novényekben megtalalhaté homologjait a Phytozome, illetve a
sz0l6 homoldgokat az NCBI GenBank adatbazisaban kerestik (www.phytozome.org;
illetve SMG7L fehérjéjét (At1g28260) hasznalva keresdszekvencianak.

A kovetkez6 szekvenciakat hasznaltuk az analizishez (zar6jelben az adott gén Phytozome
adatbazisban hasznalt azonositdja): MgSMG7-1 (mgf001727m), MgSMG7-2 (mgf013513m),
AtSMG7 (AT5G19400.1), GmSMG7-1 (Glyma07g35910.1), GmSMG7-2
(Glyma20g08040.1), GmSMG7-3 (Glyma02g44800.1), GmSMG7-4 (Glymal4g03940.1),
MtSMG7 (Medtr5g096600.1), VVSMG7-1 (XM _002276153), VvSMG7-2 (XM_002272651),
PtSMG7-1 (POPTR_0001s28220.1), PtSMG7-2 (POPTR_0006s03670.1), ReSMG7
(30142.m000630), MeSMG7-1 (cassava30349.valid.m1), MeSMG7-2
(cassava31018.valid.m1), ZmSMG7-1 (AC226230.2 FGP002), ZmSMG7-2
(GRMZM2GO018775_P01), ZmSMG7-3 (GRMZM2G352959 PO1), OsSMG7
(LOC_0s08g21350.2), SmSMG7 (410159), PpSMG7-1 (79558), PpSMG7-2 (96795),
MgSMG7-L (mgf022416m), AtSMG7-L (At1G28260.1), GmSMG7-L-1 (Glymal3g31150.1),
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GmSMG7-L-2 (Glymal5g08180.1), GmSMG7-L-3 (07g31800.1), GmSMG7-L-4
(Glymal3g24670.1), MtSMG7-L (Medtr2g017490.1), VVSMG7-L (XM _002274224),
PtSMG7-L-1 (POPTR_0004s504510.1), PtSMG7-L-2 (POPTR_0011s05360.1), ReSMG7-L
(30190.m010870), MeSMG7-L-1 (cassaval7956.valid.m1), MeSMG7-L-2
(cassava42961.valid.ml).

A WRKY géncsalad tagjait a Phytozome és az NCBI RefSeq adatbazisokban kerestiik.

IV. 1. 12. Filogenetikai analizis

Az SMG7 homolog gének kodold szekvenciait a MEGA4 program ClustalW algoritmusaval
illesztettiik ugy, hogy a nukleotidszekvencidkat a megfeleld fehérjeszekvencidk illesztésének
megfelelden illesztettik. Az illesztést sziikség esetén kézzel javitottuk. Az illesztés C-
terminalis végét az Arabidopsis SMG7 szekvencia 651. aminosava utan levagtuk, mert ebben a
régidoban mar tilsagosan eltérdek voltak a szekvencidk ahhoz, hogy megbizhatdan illeszthessiik
oket. Az SMG7 gének torzsfajat a nukleotidszekvencidk 1. és 2. kodonpozicidja alapjan
épitettiik neighbor joining modszerrel, majd megismételtilk maximum parsimony moédszerrel.
Az illesztés rést (gap-et) tartalmazd oszlopait a paros illesztésekhez felhasznaltuk. A két
modszerrel kapott fak fontosabb elagazdsai megegyeztek, ezért csak a neighbor joining
modszerrel kapott fat mutatjuk be. Az elagazasok statisztikai értékelését ,,bootstrap” analizissel
készitettiik, 1000 ismétlést hasznalva. A fa gydkereztetés¢hez a P. patens SMG7 szekvencidit

hasznaltuk kiilcsoportként.
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V. Eredmények

V. 1. A novényi mRNS-degradicio faktorainak sz6l0ben

megtalalhatdo homologjai

A sz6l6 mRNS-degradacios rendszereinek ¢€s ezek stresszvalaszokban jatszott
szerepének megismerése céljabol elsd 1épésként bioinformatikai Gton azonositottuk az mRNS-
degradacioban, ezen belill els6sorban az NMD-utvonalban szerepet jatszo ndvényi gének
sz6l6ben megtalalhato ortologjait.

A kozponti NMD-faktorok koziil a UPF1, UPF2 és UPF3 fehérjéknek Arabidopsis-ban
egy-egy homologjat azonositottak (Arciga-Reyes et al., 2006, Kerenyi et al., 2008, Yoine et
al, 2006, Yoine et al, 2006). A UPFl-nek és UPF2-nek mas vizsgalt organizmusokban
(élesztoben, C. elegans-ban, Drosophila-ban és humanban) is csak egy-egy homologja ismert,
mig a UPF3 humanban két példanyban van jelen (UPF3a és UPF3b). Szoloben a UPF1-nek és
a UPF2-nek szintén csak egy-egy homologjat talaltuk meg, azonban harom UPF3 paralogot
azonositottuk (2. tabldzat). Az SMGS5-7 csaladnak a vizsgalt allatokban (C. elegans,
Drosophila, zebrahal, human) kett6 vagy harom homologja van jelen. Arabidopsis-ban szintén
két SMG7-homologot azonositottak, az SMG7T-t és az SMG7L-t. Széloben két SMG7T
homologot és egy SMG7L homologot talaltunk, vagyis az SMG5-7 csaladnak az allatokhoz
hasonloan névényekben is tobb tagja van jelen.

Az intron-alapi NMD-ben szerepet jatsz6 EJC kozponti faktorai koziil korabbi
munkank sordn Arabidopsis-ban az Y14-et és a MAGO-t azonositottuk, mindkettét egy
példanyban talaltuk meg az Arabidopsis genomban. Az Y 14-nek emlGsdkben is egy homologja
van, mig a MAGO-nak kettd. Ehhez hasonldan sz616ben is egy Y14, és két MAGO homologot
talaltunk. Az EJC emldsdkben azonositott tovabbi kozponti faktorai az eI[F4AIIl és a Barentz,
amelyeknek emldsokben egy-egy homologjat azonositottak. Az eIF4AIIl gént az Arabidopsis
¢s a sz016 genomban is csak egy példanyban talaltuk meg, mig a Barentz gént Arabidopsis-ban
két, sz0l6ben egy példanyban.

A UPFl-et foszforildlo SMG1 kinaznak Arabidopsis-ban ¢érdekes modon nincs
homologja, de mas novényekben, példaul dohanyban, talaltunk potencidlis SMG1 ortologot.
Sz6éloben szintén talaltunk egy potencidlis SMG1 gént. Azonban Iehetséges, hogy
novényekben nem az SMGI, hanem a PIKK géncsalad valamelyik masik tagja, az ATM, az
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ATR vagy a TOR végzi a UPF1 foszforilacigjat. Mindharom génnek mind Arabidopsis-ban,
mind sz6l6ben egy-egy homologjat sikeriilt azonositanunk.

A transzlaci6 terminaci6 faktorai koziil Arabidopsis-ban az eRF1-nek harom, az eRF3-
nak egy homologjat azonositottak (Chapman and Brown 2004). Ehhez hasonldéan sz6lében
szintén harom eRF1 és egy eRF3 homologot talaltunk.

Az 5’-3’-irdnytl mRNS degradécios utvonal faktorai koziil Arabidopsis-ban a DCP1, a
DCP2, a VCS, és az XRN4 géneknek is egy-egy homologjat azonositottak. A DCP2-nek
szOl6ben is egy ortologjat talaltuk meg, azonban a DCP1-nek, a VCS-nek és az XRN4-nek két-
két sz06l6 homologjat is megtaldltuk. A 3’-5° mRNS lebomlas faktorai koziil a CAF1
deadenilaznak Arabidopsis-ban 11 homoldgjat azonositottak. Széldben 9 CAF1 homologot
talaltunk. A CCR4 deadenilaznak Arabidopsis-ban négy, szO6l6ben harom potencialis
homologjat talaltuk meg. A PARN deadenilaznak Arabidopsis-ban egy homologja ismert,
sz6loben szintén csak egy homologjat taldltuk meg. A kdzelmultban azonositott SOV 3°-5°
exonukleaznak mind Arabidopsis-ban, mind sz6ldben egy homologja taldlhatd meg. Az
exoszoma alegységei koziil az RRP6-nak Arabidopsis-ban harom, szolében kettd, az RRP41-
nek és az RRP44-nek pedig mindkét ndvényben egy homologja van. Vagyis az Arabidopsis
genomban a 3°-5° mRNS-degradacio tobb faktoranak is egynél tobb kopidja talalhaté meg,
sz6loben pedig mind a 3°-5°, mind az 5’-3” degradacié szdmos faktora tobb példanyban van
jelen a genomban.

A szo6ldgenomban tehat szamos potencidlis NMD-faktor tobb példanyban van jelen,
amit az NMD tanulméanyozasakor figyembe kell venni, és az egyes faktorok funkcidjanak
tesztelését annak a kérdésnek a megvalaszolasaval kell kezdeni, hogy az adott gén paraldgjai
koziil melyik Orizhette meg azt az eredeti funkcidt, amit a gén mas fajokban megtalalhato
ortologjainal megismertiink.

Munkank sordn az SMG7 faktor harom sz6l6 paraldgjanak funkciondlis tesztelését
tiiztiik ki célul, mert korabban mar igazoltuk, hogy a fehérje esszencialis szerepet tolt be mind
keveset tudunk. Masrészt, ez a faktor az emlés NMD PTC-felismerési és mRNS-lebontasi
szakaszanak ,hatdran” t6lti be funkcidjat, igy kiilondsen érdekes lehet, hogy a harom sz06l6
paralég megosztotta-e egymas kozott ezt a feladatot. A munka folytatasaként az altalunk
beallitott géndeplécios-komplementacids rendszerben azonban tovabbi sz6l6 NMD-faktorok

funkcionalis tesztelése is lehetséges lesz.
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Arabidopsis homolég gén neve sz616 homolog
At5g47010 UPF1 XM_002279268.1
At2g39260 UPF2 XM _002275610.1

XR_077501.1; XR_077493.1;

At1g33980 WL XM_002264240. 1
At5g19400; Atlg28260 SMG7 XM—OO”ZS\? 3‘32;;1;42—2%9?7265 LL
- SMG-1 XM_002281236.1

A3g48190 ATM XM_002279366.1
At5240820 ATR XM_002278373.1
At1g50030 TOR XM_002275578.1
Atlg51510 Y14 XM_002281192
At1g02140 MAGO | XM_002281258.1; XM_002272217.1
AB3g19760 eIF4ATII XM_002274975.1
At180000; Atlgl5280 Barentz XM_02280036.1
At5g47880 / At1g12920 / XM_002282991.1; XM_002271620.1;
AB326618 @l XM_002271421.1
Atlg18070 ¢RF3 XM_002280946. 1
At1g08370 DCP1 | XM 002273389.1; XM_002281741.1
At5g13570 DCP2 XM_002274322.1
A3g13300 VCS | XM _002269539.1; XM_002269528.1
Atlg77680 SOV XM_002284383.1
Atl 254490 XRN4 | XM _002271951.1; XM_002275524.1

At3244260; At5g22250;
At1g27820; At1g27890;
Atlg61470; At3g44240;
At1g06450; Atlgl5920;
At5g10960; At1g80780;

XM_002271600.1; XM_002281102.1;

XM 002271393.1; XM 002285266.1;

CAF1 XM_002285265.1; XM _002271432.1;

XM 002272129.1; XM 002272173.1;
XM 002279205.1

At2g32070
At3g58580; At3g58560; CCR4 | XM _002280954.1; XM 002284124.1;
At3g18500; Atlg02270 XM_002275494.1
Atlg55870 PARN XM_002266033.1
At2g17510; At1g77680; RRP6 XM_002276903.1 /
Atl1g54440 XM_002276873.1; XM_002284383.1
At3g61620 RRP41 XM_002280266.1
A2g17510 RRP44 | XM 002276903.1 / XM_002276873.1

2. tablazat. A novényi NMD-faktorok feltételezett Arabidopsis és sz616 homolégjai. A bal
oldali oszlopban tiintettiik fel a gének kisérletesen vagy bioinformatikai modszerekkel
azonositott Arabidopsis homologjait (TAIR adatbézis azonositok), a jobb oldali oszlopban
pedig a bioinformatikai iton azonositott sz616 homologokat (RefSeq adatbazis azonositok).

Lila szinnel emeltiik ki azokat a géneket, amelyeknek sz6loben két homologjat talaltuk meg,
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kék szinnel, amelyeknek harom homoldgjat és zolddel, amelynek haromnal tébb homoldgjat

azonositottuk. A ,,/” jellel elvalasztott azonositok egy gén alternativ transzkriptumai.

V. 2 A novényit NMD vizsgalati modszerei

V. 2. 1. N. benthamiana géndeplécios-komplementacios rendszer

A sz616 NMD-faktorok funkcionalis vizsgalatdhoz elsé 1épésként beallitottunk egy M.
benthamiana virus-indukalt géncsendesitésen (VIGS) alapuld tranziens géndeplécids-
komplementacids rendszert, amelyben heterolég gének funkcionalis tesztelése gyorsan és
egyszerien elvégezheto.

Ennek soran elso 1épésként N. benthamiana-ban csendesitjiik a tesztelenddé gén (példaul
az SMG7) ortologjat, olyan médon, hogy a N. benthamiana-t fert6z6 dohédny rattle virus
(Tobacco rattle virus, TRV) szekvencidjaba beépitjiilk a gén egy 600-700 nukleotid hossza
szakaszat, valamint a PDS (phytoene desaturase) gén egy szakaszat is (TRV-PDS-SMG7, 6. B
abra), majd a virus szekvenciajat a C58C1 agrobaktérium torzs binaris vektoranak T-DNS-
akkor a TRV virus a levelekben replikacioba kezd, amelynek soran duplaszala RNS
koztestermék keletkezik. Ezt a koztesterméket a novény silencing rendszere felismeri és a
hosszu duplaszalit RNS-t rovid szakaszokra vagja. Ezeknek a rovid duplaszala RNS-eknek az
egyik szala a novényi RISC (RNA induced silencing complex) komplexbe beépiilve minden
vele homolog RNS-szekvenciat felismer és indukalja azok vagasat, ezen keresztiil lebontasat.
fgy a novény a virussal egyiitt a TRV szekvencidjiba beépitett PDS és SMG7 szakaszokkal
homoldg endogén PDS és SMG7 géneket is csendesiti. A PDS gén a karotinoid bioszintézis
utvonalban jatszik szerepet, hianyaban a levelek fény hatdsara kifehérednek (photobleaching,
6. A abra). A rovid duplaszala RNS-ek a plazmodezmakon keresztiil a szomszédos sejtekbe is
eljutnak, igy a szisztemikusan fert6zott levelekben nemcsak a virusfertdzott foltokban, hanem
az azokat koriilvevo sejtsorokban (Iényegében az egész szisztemikus levélben) is csendesitédik
a PDS és az SMG7 gén (szisztemikus silencing). Kb. 10-14 nappal az agroinfiltracié utan a
novény felsé levelei kifehérednek, ami a PDS gén csendesitését jelzi. fgy a PDS gén
segitségével nyomon kovethetd a silencing terjedése a ndvényben.

Ha a novények kifehéredtek, akkor leveleiket feliilinfiltraljuk a Gc-I NMD target
riporterkonstrukcioval, a P14 silencing szuppresszor konstrukcioval és a tesztelend6 SMG7
konstrukcioval. A Ge-I NMD riporterkonstrukcio erds NMD target, amely a GFP kodol6 régid

¢és a 35S terminator kozott egyrészt tartalmaz egy 200 nukleotid hosszl toltelékszekvenciat a
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PHA gén kodolo régiojabol (,,c”), ezért 3> UTR-ja 300 nukleotidnal hosszabb, masrészt 3’
UTR-jaban a ,,c” szakasz utan tartalmazza az Ls gén intronjat, amely hatékonyan kivagodik

beldle és igy NMD-t indukal (6. D abra).

B tesztelendd gén N. benthamiana omtoldgianak kb,
BOC 7OC nukleotid hosszl szakasza
TRV

phytoene-desaturasa

Nicotiana benthamiana Tobacco rattie virus

G-l +
At SMG7
C 0dpi  TRV-PDS-SMG7 14 dpi 7+ P14
dlic . Ge-l +
ol 4 Zo g 52616 SMG7
.(‘ VIGS *Pu A szilﬁ SI\:IGT htt:npilolég
3 Ge-l omplementa
v

van SMG7, nincs SMG7,

NMD miikadik, NMD nem mikodik," u_-’;r,’

Gc-l gyengén vilagit G-l erdsen vilagit

Ge-l NMD riporter (ers NMD-target):
ATG STOP intron A sz816 SMG7 homolag

[GFP k2358 nem komplemental

6. abra. N. benthamiana tranziens géndeplécios-komplementaciés rendszer. A PDS-
csendesitett N. benthamiana névény. B A TRV-PDS-SMG7 konstrukcié. C Géndepléciod és
komplementacid N. benthamiana-ban. A novényeket TRV-PDS-SMG7 konstrukciot hordozo
agrobaktérium kultaraval infiltraljuk. Ekkor a novényekben normalis az SMG7 mRNS-szint,
igy az NMD jol mikddik és a Ge-I NMD target riporterkonstrukcid gyenge zold
fluoreszcenciat mutat. 10-14 nap mulva a novény levelei a PDS-csendesités hatasara
kifehérednek. Ekkor a novény leveleit a Ge-I riporterkonstrukcioval, a P14 silencing
szuppresszorral és a tesztelendd SMG7 konstrukcioval agroinfiltraljuk. Csak P14-gyel
infiltralva Ge-I er6sen vilagit, mert csendesitettiik az endogén SMG7-et és ezért az NMD
hatékonysaga jelentésen gyengiilt. Azonban az Arabidopsis SMG7 fehérjével egyiitt infiltralva
Ge-I gyengén vilagit, mert a heterolog fehérje komplementalja az endogén SMG7 hianyat,
helyreallitia az NMD-t. Ebben a rendszerben tesztelhetjiik, hogy a sz6l6 kiilonb6z6 SMG7-
homologjai képesek-e helyreallitani a N. benthamiana elrontott NMD-utvonalat. D Ge-1 NMD
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target riporterkonstrukci6. A Ge-I 3> UTR-ja hossza és intront tartalmaz, ezért er6s NMD
target. dpi: days post infiltration, 35sT: 35S terminator

A P14 silencing szuppresszor duplaszali RNS-kot6 fehérje, amely a transzgén-indukalt
géncsendesités gatlasaval lehet6vé teszi a koinfiltralt gének magas szintii expressziojat. Ha
csak P14-gyel infiltraljuk egyiitt, akkor Ge-I erds zold fluoreszcencidt mutat, mert a dohany
endogén SMG7 faktoranak szintje lecsdkkent és igy az NMD hatékonysaga jelentOsen
gyengiilt. Az Arabidopsis SMG7 fehérjével egyiitt infiltralva azonban Ge-1 gyengén vilagit,
mert a heterolog fehérje komplementélja az endogén SMG7 hidnyat, igy helyreallitja az NMD-
t (6. C abra). Ebben a rendszerben tesztelhetd, hogy a sz616 SMG7 homologjai konzervaltak-e
azt a funkcidt, amit az Arabidopsis, illetve a N. benthamiana SMG7 gén az NMD-ben betdlt, és
igy képesek-e az Arabidopsis SMG7-hez hasonléan komplementalni az endogén SMG7
hianyat és igy helyreallitani az NMD-t (6. C ébra).

V. 2.2. N. benthamiana tethering rendszer a novényi NMD-faktorok

funkcidjanak tesztelésére

Az SMGT7 fehérje emldsokben kettds feladatot 1at el az NMD-ben: elsd 1épésként N-
terminalis 14-3-3-szerli doménjén keresztiil felismeri és megkoti a foszforilalt UPF1-et és rajta
keresztiil kozvetve az mRNS-t, masodik 1épésként C-terminalis doménjén keresztiil indukalja a

Ezért ha egy SMG7-homolog nem komplemental, annak két oka lehet: vagy elveszitette
a teljes NMD-funkciot, vagy csak az egyik doménjének funkcidjat veszitette el, a masikét
megorizte. Példaul ha a tesztelendd homolog N-terminalis doménje elveszitette funkcidjat és
igy nem tud az mRNS-hez ko6tédni, de C-terminalis doménje megdrizte az mRNS-lebontast
indukal6 funkciot, akkor ha a fehérjét mesterségesen az mRNS-hez kotjik (tethering), akkor
detektalhatjuk a C-terminalis domén miikodését.

A tethering kisérletek azon alapulnak, hogy a AN peptid erdsen ¢és specifikusan koti az
un. boxB RNS-szekvencia altal folvett er6s masodlagos szerkezetet, igy a AN-nel fuzionaltatott
fehérjék a boxB szekvenciat tartalmazo riporterkonstrukcidhoz kotédnek. Egy olyan GFP
konstrukciot hasznaltunk riporterkonstrukcioként, amely a GFP kodolo régioja és a 35S
terminator kozott, a stop kodontol 71 nukleotid tavolsagra egymas utan 6t boxB szekvenciat
tartalmaz (G-3°bB konstrukcio). A tesztelendd SMG7 konstrukciot pedig N-termindlis végén a
AN peptidet kodoldé DNS-szekvenciaval fuzionaltattuk (AN-SMG7). Ezutdin a G-3’bB
riporterkonstrukciot, a AN-SMG7 tesztkonstrukciot (vagy negativ kontrollként a AN
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konstrukciot, SMG7 nélkiil) és a P14 silencing szuppresszort N. benthamiana levelekbe
agroinfiltraljuk. A G-3’bB gyenge NMD target, mert 3° UTR-ja 300 nukleotidnal hosszabb.
Ezért ha csak Pl14-gyel vagy Pl4-gyel és a AN peptiddel infiltraljuk egyiitt, akkor kozepes
erdsséggel expresszal, mert az NMD kiss¢ lecsokkenti a stabilitasat. Ha a tesztelend6 SMG7
paralég megodrizte az mRNS-degradacios funkciot, akkor G-3’bB-vel egyiitt infiltralva
jelentdsen lecsokkenti annak expresszidjat, ha elveszitette ezt a funkciot, akkor azonban a AN
peptidhez hasonloan nincs hatassal G-3°bB szintjére.

Igy a géndeplécios-komplementéciés rendszer utan a tethering rendszer hasznalataval

tovabbi, kozelebbi informacidhoz juthatunk a tesztelend6 faktor NMD-ben betoltott

s

T

Ezt figyelembe kell venni a tethering kisérletek tervezésekor €s az eredmények értelmezésekor.

B
G-3'bB tethering riporter konstrukcio =
& g tesztelendd fehérje
(gyenge NMD-target): WN-fazios konstrukcidkent
ATG STOP 5 x boxB
| GFP_ [ 71nt
C
G-3’hB +

WN-SMGT
+P14

Nicctiana benthamiana

AN-SMG7 nem gyorsitja fel AN-BMGT felgyorsitja
a G-3'bB riporter lebomlasat a G-3'bB riporter lebomlasat
{,,nem mikodik tetheringben”) [,,mikddik tetheringhen”)

7. abra N. benthamiana tethering rendszer. A A G-3’bB tethering riporter konstrukcid. B A
AN peptiddel flazionaltatott SMG7 fehérje sematikus rajza. C N. benthamiana novény
infiltralasa a tethering riporterkonstrukcioval, a tesztelend6 fehérjével és P14-gyel. D Ha a
tesztelendd faktor hozzaadasa lecsokkenti G-3’bB expresszidjat, akkor a faktor képes eldidézni

a megkotott mRNS-ek lebomlasat, ,,miikodik tetheringben”.
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V. 3. Az SMGT7 faktor szerepe a novényi NMD-

utvonalban

A sz616 SMG7-paralogok funkcidjanak tesztelése el6tt elészor az Arabidopsis SMG7T
fehérje funkcigjat teszteltiik, amely csak egy példanyban van jelen az Arabidopsis genomban,
igy biztosan minden NMD-funkcidt megdrzott, hogy igy kozelebbi informéacidhoz jussunk a
novényi SMGTT fehérjék funkcidjaval kapcsolatban és ez alapjan tervezhessiik meg a sz616

SMG7-homolégokkal elvégzendd kisérleteket.

V. 3. 1. Géndeplécios-komplementacios kisérletek az Arabidopsis

SMG7 funkcionalis tesztelésére

Korabbi munkankban kimutattuk, hogy a névényi SMG7T jelenléte sziikséges mind az
intron-alap, mind a hossz 3> UTR alapt NMD miikodéséhez, valamint hogy SMG7-
csendesitett N. benthamiana-ban az endogén SMG7 hianya a heterolog Arabidopsis SMG7-tel
komplementalhat6 (Kerenyi et al., 2008).

Ezért kovetkezd 1épésként arra voltunk kivancsiak, hogy - az emlds6khdz hasonlosan -
ndvényekben is sziikséges-e az SMG7T mindkét, N- és C-terminalis doménje az NMD-funkcid
betdltéséhez. Ennek tesztelésére épitettiink egy olyan konstrukcidt, amely az Arabidopsis
SMGT7T fehérje N-terminalis 525 aminosavat, illetve egy olyat, amely az SMG7T C-terminalis
542 aminosavat tartalmazta, majd az igy keletkezett AtS7-N és AtS7-C konstrukciokat SMG7-
csendesitett N. benthamiana levelekbe infiltraltuk a Ge-1 NMD target riporterkonstrukcidval és
a P14 silencing szuppresszorral egylitt (8. A abra). A P14 konstrukcidt a tovabbiakban is
minden esetben egyiitt infiltrdltuk a riporterkonstrukcioval, de ezt a tovabbiakban az
egyszeriség kedvéért nem fogjuk emliteni. Pozitiv kontollként az Arabidopsis teljes
hosszsagh SMG7T génjét hasznaltuk, amelyrdl korabban igazoltuk, hogy képes helyreallitani
az NMD-t SMG7-csendesitett N. benthamiana levelekben. Azt talaltuk, hogy sem az AtS7-N,
sem az AtS7-C konstrukcié nem volt képes helyreallitani az NMD-t: ezekkel a konstrukciokkal
egyiitt infiltralva Ge-I z6ld fluoreszcencidja és mRNS-szintje nem csdkkent le azokhoz a
foltokhoz képest, amelyekben SMG7-tesztkonstrukcié nélkiil, 6nmagaban infiltraltuk (8. B,C
abra). Ez azt jelenti, hogy a névényi SMG7T mindkét doménje sziikséges az NMD funkcid
betdltéséhez.

Masodik Iépésként azt akartuk tesztelni, hogy vajon a ndvényi SMG7T fehérje N-

terminalis doménje megoérizte-e az emlésdkben azonositott funkcidjat, vagyis
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foszfoszerinkGtésen keresztiil jatszhat-e szerepet az NMD-ben. Ezért 1étrehoztunk egy olyan
dupla pontmutans Arabidopsis SMG7T konstrukciot, amelynek elrontottuk két olyan
aminosavat, amelyek a 14-3-3 fehérjecsalad tagjaiban konzervaltak és esszencidlisak a
foszfoszerink6td funkcidhoz. Azt talaltuk, hogy a vad tipusu Arabidopsis SMG7T-vel
ellentétben a mutans AtS7m konstrukcioval egyiitt infiltralt Ge-I mRNS-szintje és vilagitasa
nem csokkent le, vagyis a mutans SMG7T nem volt képes helyreéllitani az NMD-t (8. D,E
abra). Ez azt jelenti, hogy a ndvényi SMGT7T feltételezett foszfoszerink6td aminosavai
sziikségesek a fehérje NMD-funkcidjahoz, vagyis feltételezhetd, hogy a novényi SMG7T az
emlds SMG7-hez hasonl6 funkciot tolt be az NMD-ben.

A ATG STOFP
Gel GEP 991
AtST [ Hterm. [ Cterm. [FLAG]|1059 aa
MSTN [ Nterm.  [FLAG] 525 aa
AtST-C 2 542
KZ7E R15E | C-term. [FLAG | S
AtSTm [ Nterm. [ Cterm. [FLAG]1059 aa
B YIGS: SMGY D VIG5 SMGY

Ge-ls® G |+
AtST g@;%_,c

C Ge-l E Ge-l
- AT AIST-MN AET-C - AST AISTm

I-‘” Gel . Ge-l

P S P14 b P14
1 048 149 1.11 1 0.21 0.8B5
=012 +0.02 +0.29 +0.39 +0.22 H0.07 +0.05

8. abra. Az Arabidopsis SMG7 fehérje NMD-aktivitisahoz mindkét doménje, valamint N-
terminalis doménjében talidlhaté feltételezett foszfoszerinkoté aminosavai is sziikségesek.
A A kisérletekben hasznalt GFP és Arabidopsis SMG7 konstrukciok sematikus abraja. Ge-I,
3’UTR-jéban a stop kodontdl 200 nukleotidra intront tartalmazé GFP konstrukci6, amely erds
NMD target. C-terminalis végiikon FLAG tag-et tartalmaz6 Arabidopsis SMG7 konstrukciok:
AtS7, a teljes hosszusagu Arabidopsis SMG7 fehérje; AtS7-N, a fehérje N-terminalis fele;
AtS7-C, a fehérje C-termindlis fele; AtS7m, a fehérje dupla pontmutans valtozata, amelyben a

14-3-3 fehérjék foszfoszerinkotéshez esszencialis két pozitiv toltésli aminosavat glutaminsavra
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cseréltiik. Az abrak mellett jobbra feltiintettiik az adott SMG7 fehérjerégid hosszat. B SMG7-
csendesitett N. benthamiana leveleket infiltraltunk vagy egyedil a Gce-I NMD
riporterkonstrukcidval, vagy Gce-I-vel és AtS7-tel, AtS7-N-nel vagy AtS7-C-vel. Mig Ge-I
onmagaban az SMG7-csendesitéssel elrontott NMD miatt erésen vilagit, addig AtS7-tel egyiitt
infiltralva vilagitasa lecsokken, mert az NMD helyreall, AtS7 komplementalja az endogén
SMG?7 hidnyat. Azonban sem AtS7-N, sem AtS7-C nem képes helyredllitani az NMD-t. Az
emlitett konstrukciokkal minden esetben egyiitt infiltraltuk a P14 silencing szuppresszor
konstrukciot is. A fotok 3 nappal az infiltralds utan késziiltek, az RNS-kivonasokat ugyanezen
a napon végeztiik. C Northern blot a B abran bemutatott mintdkkal, a blotot GFP és P14
probaval hibridizaltuk. AtS7 a vilagitassal egyiitt Gc-I mRNS-szintjét is jelentdsen
lecsokkentette, azonban sem AtS7-N, sem AtS7-C nem befolyasolta jelentésen az mRNS-
szintet. D SMG7-csendesitett N. benthamiana leveleket infiltraltunk vagy egyediill Ge-I-vel,
vagy a riporterkonstrukcioval egyiitt infiltraltuk az AtS7 vagy az AtS7m konstrukciot. Mig
AtS7 hatékonyan lecsokkentette Ge-1 fluoreszcenciajat, addig AtS7m nem befolyasolta azt,
nem allitotta helyre az NMD-t. E Northern blot a D abran bemutatott mintakkal, a blotot GFP
¢és P14 probaval hibridizaltuk. Mig AtS7 jelent6sen lecsokkentette Ge-1 mRNS-szintjét, addig
AtS7m nem. A blotok alatt feltiintetett atlagértékeket a GFP ¢és a P14 jelek erdsségének
hanyadosai alapjan szamoltuk, az SMG7 tesztkonstrukcioé nélkiil infiltralt Gec-I minta értékét 1-

nek vettiikk. Az atlag és szoras értékeket harom fiiggetlen kisérlet alapjan szamoltuk.

V. 3. 2. Tethering kisérlet az Arabidopsis SMG7 funkcionalis

tesztelésére

Unterholzner és munkatarsai azt talaltdk, hogy ha a human SMG7 fehérjét tethering
kisérletben B-globin riporterhez kotik, az felgyorsitja az mRNS lebomlasat, fiiggetleniil attol,
hogy a kodolo régio elé vagy moge épitették a kdtohelyet, hogy az mRNS-nek van-e korai stop
kodonja és hogy jelen van-e UPF1 a sejtben. Ezzel szemben a UPFI1, -2 és -3 faktorok
tetheringje csak akkor okozott mRNS-lebomlast, ha a 3> UTR régioba kotottek oket. Ez azt
jelenti, hogy az SMG7 faktor az NMD egy késo6i, visszafordithatatlan 1épésében jatszhat
szerepet, ahol a target felismerése és az NMD-kompex Osszeszerelodése mar megtortént és
csak a lebomlas van hatra (Unterholzner and Izaurralde 2004).

Ezért megvizsgaltuk, vajon a ndvényi (Arabidopsis) SMG7T is degradaciot idéz-e eld,
ha tethering kisérletben mesterségesen riporter mRNS-hez kotjiik. A kordbban bemutatott G-
3’bB tethering riporter konstrukciot €s a AN peptiddel fuzionaltatott Arabidopsis SMG7
konstrukciot (AN-AtS7), illetve negativ kontrollként a AN konstrukcidt N. benthamiana

66



levelekbe infiltraltuk. Azt talaltuk, hogy AN-AtS7 a negativ kontrolhoz képest jelentésen

Ez azt jelenti, hogy a novényi SMG7T az mRNS kozvetlen vagy kozvetett kotésén
keresztiil képes felgyorsitani annak lebomlasat, valamint hogy a névényi SMG7T mRNS-
kotése, az emléshoz hasonloan, egy olyan 1épés az NMD-ben, amely utan mar nem értékelddik
Ujra, mennyire erés NMD target az adott mRNS, hanem a lebomlés kovetkezik.

Ezutan tesztelni akartuk, hogy az eml6sokhdz hasonléan a novényi SMG7-nek is a C-
terminalis doménje felelés-e az mRNS lebontasaért. Ezért az Arabidopsis SMG7 C-terminalis
542 aminosavat fuzionaltattuk a AN peptiddel (AN-AtS7-C) és G-3’bB-val egyiitt infiltralva
teszteltiik, hogy ez a domén 6nmagaban is képes-e felgyorsitani az mRNS-degradacidt, a teljes
hosszusagl fehérjéhez hasonldan. Azt talaltuk, hogy a AN-AtS7-C ugyanolyan jol mikodott a
tethering kisérletben, mint a AN-AtS7, hatékonyan lecsokkentette G-3’bB expresszidjat (14.
C). Ez azt jelenti, hogy a novényi SMG7 C-terminalis doménjének funkcidja a fehérje altal
megkotott mRNS stabilitdsanak csokkentése.

V. 4. Az SMG7 csalad novény1 homologjainak

azonositasa

A sz616 SMGT7 paralogok funkcionalis tesztelése eldtt szerettiik volna megvizsgalni a

crer

megszekvenalt novényi genomok Phytozome adatbazisdban elérheté SMG7 homoldgokat

(www.phytozome.org).

Riehs és munkatarsai az SMG7L-nek megfelelé homologokat nemcsak Arabidopsis-
ban, hanem Medicago sativa-ban, Vitis vinifera-ban és Populus trichocarpa-ban is megtalaltak,
rizsben és Physcomitrella patens-ben azonban nem. Ez egyrészt arra utalhat, hogy az SMG7L
gén a kétszikiiek kdzos 6sében tortént duplikdcios eseménybdl szarmazhat, masrészt a génnek
a kétszikliek k6zos 0sében olyan funkciodja alakulhatott ki, amely fontos volt a névény szamara,
ezért a duplikatum konzervalodott (Riehs et al., 2008).

Ezzel G6sszhangban a Phytozome adatbazisban elérhetd Osszes kétszikii ndvényben
megtalaltuk az SMG7L homologjat, rizsben, P. patens-ben és a csipkeharaszt Selaginella
moellendorffii-ban azonban nem. Az egyszikiieck SMG7 homolégjai nem feleltethetéek meg
egyértelmiien sem a kétszikiek SMG7T, sem az SMG7L szekvencidinak (az SMG7L
homologokat, illetve a kétszikit SMG7T és egyszikit SMG7 homologokat elvalaszté elagazas
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bootstrap timogatottsaga alacsony, csak 57%), ez is arra utal, hogy az SMG7L-t eredményezd
duplikécio a kétszikiiek kozos 6sében torténhetett, az egyszikiiektdl valo elvalas utan (9. abra).

Az SMGT7L génnek tobb fajban is egynél tobb paralogjat azonositottuk: Manihot
esculenta-ban és P. trichocarpa-ban 2, Glycine max-ban 4 paralogot talaltunk. Az SMG7T gént
szintén szamos fajban tobb kopiaban talaltuk meg. M. esculenta-ban, P. trichocarpa-ban, V.
vinifera-ban és Mimulus guttatus-ban 2, Zea mays-ban 3, G. max-ban 4 paraldgot talaltunk (9.
abra).

A feltételezések szerint mind a sz6ja, mind a nyarfa 6si poliploid (paleopoliploid) faj. A
szoja leszarmazasi vonalan 2, viszonylag j genomduplikacids eseményt valdsziniisitenek,
amelyek 59, illetve 13 millio évvel ezeldtt torténhettek (Schmutz et al., 2010). Ez 6sszhangban
all azzal, hogy genomjaban négy-négy, egymashoz nagyon hasonl6 SMG7T, illetve SMG7L
paralogot talaltunk. A nyéarfa leszarmazasi vonaléan is torténhetett egy tjabb genomduplikacio,
az egymashoz nagyon hasonl6é nyarfa SMG7L paralogok feltételezhetden ettdl az eseménytol
szarmaznak. Ezenkiviil feltételeznek egy olyan genomduplikacios eseményt is, amely a nyarfa
¢és az Arabidopsis elvalasa koriil torténhetett (Tuskan et al., 2006).

A sz016 leszarmazasi vonalan egyesek nem valosziniisitenek genomduplikaciot az
masik két fajban 1év6 ortologjainak osszehasonlitasa alapjan (Jaillon et al., 2007). Egy sz616
paralog szakasz altalaban 2 kiilonb6zd nyarfa és 4 kiilonbozé Arabidopsis régionak feleltethetd
meg, mig a harom sz6l6 paralog régid kiilonbozo helyen 1év6 szakaszokat ismer fel mind a
nyarfa, mind az Arabidopsis genomjaban. Ezért azt javasoljak, hogy e harom faj kdzos 6sében
torténhetett hexaploidizacid, ezért a sz6ld Osi hexaploid fajnak tekinthetd, ujabb
genomduplikacidok nélkiil, mig az elvalas ota a nyarfaban egy, az Arabidopsis-ban két teljes
genomduplikacio torténhetett (Jaillon et al, 2007). Masok szerint azonban, sz616 paralogok
koranak becslése alapjan az elvalas Ota torténhetett egy legalabb 10 kromoszémat érintd
genomduplikacio (Velasco et al., 2007).

Erdekes, hogy mig a Z mays, a M. guttatus, a G. max és a M. esculenta SMGTT
paralogjai egymasra jobban hasonlitanak, mint mas fajokban (illetve a G. max esetében mas
csaladokban) 1évé ortologjaikra, addig a V. vinifera és a P. trichocarpa SMG7-1 elnevezési
homoloégjai, illetve SMG7-2 elnevezésti homoldgjai egymasra jobban hasonlitanak, mint a sajat
paraldégjukra. Ez arra utalhat, hogy mig a tobbi faj SMG7T paraldgjai viszonylag ujabb
duplikacios eseményekbdl szarmazhatnak, addig a sz616 és nyarfa SMG7T duplikatumok
régebben elvalhattak egymastol. Masrészt, mig a szol6 és a nyarfa SMG7-1 homologjai a rosid
klad (rosids) szekvenciaival csoportosulnak egy dgra, addig az SMG7-2 homologok az asterid

klad (asterids) M. guttatus génjeire hasonlitanak.
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9. abra. A novényi SMG7 homologok génfaja. A génfa a MEGA programcsomag neighbor

joining algoritmusaval késziilt. Kiilcsoportnak a moha (Pp) SMG7 homologjait hasznaltuk. A

fan kiilon agra csoportosulnak az SMG7L homologok. Az SMG7T homolégok agan lathato,

hogy mig a Z mays, a M. guttatus, a G. max € a M. esculenta paraldogjai egy agra
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csoportosulnak, addig a V. vinifera és a P. trichocarpa paraldgok egymastol jol elkiiloniilten,
kiilon agakon talalhatok. Ez régebbi duplikécios eseményre utalhat, mint amit a tébbi SMG7T
paralog par esetében feltételezhetiink. A fa again feltiintettiik az adott elagazasra vonatkozo

bootstrap értéket.

Valéban, Cenci és munkatarsai szerint a nemrég megszekvenalt, az asterid kladba
tartozod Coffea arabica genomjaban is felismerhetd a sz610, nyarfa és Arabidopsis kdzos 6sében
feltételezett, 6si hexaploidizacié (Cenci et al., 2010). Igy lehetséges, hogy a sz616 és a nyarfa
SMGT7T paralogok ebbdl az 6si hexaploidizacids eseménybdl szdrmaznak, mig a tobbi rosid
kladba tartozo faj, illetve a M. guttatus genomjabol elvesztek az ebbdl az eseménybdl szarmazo
SMGT7T paralogok ¢€s csak fiatalabb genomduplikaciokbol szarmazo paralogok maradtak meg.
Ezért a sz016 €és nyarfa SMG7T homologoknak tobb idejiik lehetett divergalodni, mind a tobbi
fajban megtalalhat6 paraldgoknak.

V. 5. Sz616 SMG7 homologok funkcionalis vizsgalata

A harom sz6l6 SMG7-homoldég NMD-funkcidjat eldszor ugy teszteltiik, hogy
megvizsgaltuk, képesek-e helyreallitani SMG7-csendesitett N. benthamiana levelekben az
elrontott NMD-ttvonalat, vagyis konzervaltik-e az eredeti NMD-funkciot. Ehhez els6
1épésként a sz6l6 SMG7-homolégok c¢cDNS szekvencidit agrobaktérium binaris vektorba

klénoztuk.

V. 5. 1. A sz016 SMG7 konstrukcidok

A sz016 SMG7-konstrukcidkat C-terminalis végiikon FLAG tag-gel fhzionaltattuk,
hogy a tag-re specifikus antitesttel kimutathaté legyen a megfeleld fehérjetermékek
expresszidja. Azonban az SMG7L-FLAG fehérje instabilnak bizonyult, gyengén expresszalt,
ezért elkészitettik a fehérjének egy olyan valtozatdt is, amelyet N-terminalis végén
fuzionaltattunk a AN-HA taggel. Ez a konstrukcid mar stabil volt, a fehérjetermék jol
expresszalt. Azonban hogy Osszehasonlithassuk az ezzel a konstrukcioval kapott
komplementacids eredményeket a masik két homoldggal kapott eredményekkel, az SMG7-1
fehérjét is klonoztuk az N-terminalis AN-HA taggel fhzionaltatva és ezzel is elvégeztiik a
komplementacids kisérletet. Mind az SMG7-1-FLAG (VvS71) és az SMG7-2-FLAG (VvS72),
mind a AN-HA-SMG7-1 (AN-VvS71) és AN-HA-SMG7L (AN-VvS7L) konstrukciok hasonld

szinten expresszaltak (10. abra).
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10. abra. A sz6l6 és Arabidopsis SMG7 konstrukciok expresszidja, Western blotok. A
panelek folott feltiintettiik, milyen antitesttel hibridizaltuk az adott Western blotot, a panelektol
balra az egyes méretmarkercsikok helyét. Az els6 panelen lathatdo az Arabidopsis SMG7-
FLAG (AtS7), a sz616 SMG7-1-FLAG (VvS71), a sz616 SMG7-2-FLAG (VvS72) és a szdl6
SMG7LN-1C-FLAG (VvS7LN-1C) fehérjék expresszidja. A masodik panelen az Arabidopsis
SMG7-FLAG-AN (AN-AtS7) és SMG7-C-FLAG-AN (AN-AtS7-C), a harmadik panelen a sz616
AN-HA-SMG7-1 (AN-VvS71) és AN-HA-SMG7L (AN-VvS7L), a negyedik panelen a sz6l6
AN-HA-SMG7-1-C~ (AN-VvS71-C) ¢és AN-HA-SMG7L-C  (AN-VVS7L-C) fehérjék
expresszioja. Lathaté, hogy az egy kisérletben hasznalt konstrukciok hasonld szinten

expresszaltak.

V. 5. 2. Komplementacios kisérletek

A komplementacios kisérletekhez a kordbban bemutatott Ge-1 konstrukciot hasznaltuk
NMD-riporternek (11. A abra), pozitiv kontrollnak pedig az Arabidopsis SMG7T konstrukciot
(AtS7). Azt talaltuk, hogy ha Ge-I-t egyiitt infiltraltuk a sz616 SMG7-1-FLAG (VvS71) vagy
az SMG7-2-FLAG (VvS72) konstrukcioval, akkor Ge-1 z61d fluoreszcencidja és mRNS-szintje
jelentésen lecsokkent, ami azt jelenti, hogy a sz616 mindkét SMG7T paralogja megorizte az
eredeti SMG7-funkcidt, annak ellenére, hogy ezek a paralogok feltételezéseink szerint régota
elvaltak egymastol (11. B,C abra). Ha Ge-I-t a AN-HA-SMG7-1 (AN-VvS71, a 12. abran AN-
HA) konstrukcioval infiltraltuk egyiitt, akkor szintén jelentdsen lecsokkent Ge-I expresszidja
(12. &bra). Ez azt jelenti, hogy az N-terminalis AN-HA tag nem akadalyozza az SMG7-1
fehérjét NMD-funkcidja betoltésében. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy a AN-HA-SMG7L
(VvS7L) konstrukcidé nem volt képes helyreallitani az NMD-t; sem a riporterkonstrukcid
vilagitasat, sem az mRNS-szintjét nem csokkentette le (11. D dabra), annak ellenére, hogy

ugyanolyan jol expresszalt, mint a AN-HA-SMG7-1, amely jol komplementalt (10. 4bra). Ez
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azt jelenti, hogy az SMGT7L fehérje elveszithette eredeti NMD-funkcidjat és 0Gj, NMD-hez
kotodo vagy attol fiiggetlen funkciot vehetett fol.
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11. abra. A sz616 SMG7-1 és SMG7-2 gének megorizték NMD funkcidjukat, az SMG7L
nem. A A Gc-l intron-alapt NMD target riporter-konstrukcié sematikus abraja. B SMG7-
csendesitett N. benthamiana leveleket vagy csak Gc-I-vel, vagy Ge-I-vel és az Arabidopsis
SMGT7-tel (AtS7), vagy a sz6lo SMG7-1-FLAG konstrukcioval (VvS71) infiltraltunk. Az
AtS7-hez hasonléan VvS71 komplementdlja az endogén SMG7 hidnyat: mind a Ge-I
konstrukci6 vilagitasat, mind az mRNS-szintjét jelentdsen lecsokkenti, ahogy a levélfoton €s a
Northern bloton lathaté. C A sz6l6 SMG7-2-FLAG fehérje (VvS72) szintén kdzel olyan
hatékonyan komplemental, mint az AtS7; mind Gc-I fluoreszcencidjat, mind mRNS-szintjét
jelentésen lecsokkenti. D A sz616 AN-HA-SMG7L fehérje (VvS7L) nem komplemental; sem a
Ge-1 vilagitasat, sem az mRNS-szintjét nem csokkentette le. A hasznalt konstrukciok
fehérjeexpresszidjanak Western blot analizisét 1asd a 10. dbran. Az 4tlag és szoras értékeket

harom filiggetlen kisérlet alapjan szamoltuk.
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12. abra. A AN-HA-SMG7-1 konstrukcio
jol komplemental. SMG7-csendesitett M.
benthamiana leveleket infiltraltunk vagy
csak Ge-I-vel, vagy Ge-1 mellé infiltraltuk a
sz0lo SMG7-1-FLAG (FLAG), illetve a

megorzi-e NMD-aktivitasat, ha C-terminalis
FLAG tag helyett N-terminalis AN-HA
taggel expresszaltatjuk. A levélfoton és a
Northern bloton lathatd, hogy a AN-HA
konstrukci6 mind a Ge-I vilagitasat, mind
mRNS-szintjét kozel olyan hatékonyan
lecsOkkentette, mint a FLAG konstrukcio.
Ez azt jelenti, hogy az N-terminalis AN-HA
tag nem gatolja az SMG7 fehérjéket NMD-
funkcidjuk betdltésében, vagyis a AN-HA-
SMGT7L konstrukcid valosziniileg azért nem
komplementalt, mert elvesztette eredeti

NMD funkciojat. Lasd még a 10. 4brat. Az

sz616 AN-HA-SMG7-1 (AN-HA) atlag és szords értékeket két fiiggetlen

konstrukciot, hogy teszteljiik, a fehérje kisérlet alapjan szamoltuk.

V. 5. 3. A Ge-I-expresszio csokkenését mRNS-degradécio okozhatja

A kovetkezokben igazolni szerettiik volna, hogy az el6zo kisérletben latott alacsony
GFP mRNS-szinteket és az alacsony fluoreszcenciat a felgyorsuld lebomlds, és nem pedig a
komplementalo SMG7 faktor aspecifikus hatdsaként lecsokkend transzkripci6d okozza.

A két lehetéség megkiilonboztetéséhez transzlacid-gatlasos kisérletet végeztink. Az
NMD transzlacio-fiiggd folyamat, ezért azt vartuk, hogy ha levélmintdinkat transzlacio-gatlo
cikloheximiddel inkubaljuk, akkor az ez id6 alatt keletkez0 11j transzkriptumokat az NMD nem
tudja felismerni és lebontani. Vagyis ha az alacsony expressziot az NMD okozza, akkor a
cikloheximiddel inkubalt mintdk esetében a target mRNS-szint megnd a kontroll mintdkhoz
képest. Ha azonban a csokkent transzkripcioé okozza a kiilonbséget, akkor a cikloheximid nem
lesz hatassal az mRNS-szint csokkenésére.

A kisérletet ugy végeztiik, hogy a levelek egyik oldalara Ge-I-t, masik oldalukra Ge-I-t
¢s SMG7-1-FLAG-et (VvS71) infiltraltunk (13. A abra). A levélfoltokat megfeleztiik, majd
mindkét folt egyik felét kontroll, masik felét cikloheximidet tartalmazé pufferrel kezeltiik.
Ezutan RNS-t vontunk ki a levelekbdl és Northern blot kisérletben megvizsgaltuk az mRNS-
szinteket. Azt talaltuk, hogy mig a kontroll esetben a VvS71-koinfiltraci6 hatasara kozel 8-

adara csokkent le a Ge-1 mRNS-szintje, addig a cikloheximiddel kezelt mintakban csak kdzel
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3-ad részére csokkent (13. B abra). Ez azt jelenti, hogy a transzlacio gatlasaval a folyamatos
transzkripcid hatdsiara az mRNS-szint tobb mint kétszeresére nétt, vagyis az alacsony Ge-I-
szinteket nem csokkent transzkripcid, hanem transzlacio-fiiggé folyamat, valdsziniileg az

NMD okozza.

A vigs:sMG7
13. abra. Komplementaciéos Kkisérleteinkben a Ge-I-

expresszio csokkenése transzlacio-fiiggé. A SMG7-
csendesitett N. benthamiana leveleket vagy csak Gce-I-vel,

vagy Ge-I-vel és a sz6lo6 SMG7-1-FLAG konstrukcioval

(VvS71) infiltraltunk. 3-3 levélminta egyik felét kontroll,

B - masik felét cikloheximidet tartalmazd oldattal kezeltik 3
cycloheximic oran keresztiil. B Northern blot a kontoll és cikloheximiddel

- WwS71 - wve7l
; kezelt mintaparokkal. Lathatd, hogy cikloheximid-kezelés

hatasara a VvS71-gyel infiltralt mintdban megnétt a Ge-1
mRNS-szint a kontroll oldattal kezelt, VvS71-gyel infiltralt

1 043 145 054 mintahoz képest. Az atlag és szoras értékeket harom
+0.34 +0.06 0.1 £0.11

fliggetlen kisérlet alapjan szamoltuk.

V. 5. 4. SMG7-1 megorizte, SMGTL elvesztette az mRNS-degradaciot
indukalo funkcidt

Bér komplementacios kisérletiinkben azt talaltuk, hogy az SMG7L fehérje elveszithette
az eredeti SMG7 NMD-funkciot, lehetséges, hogy N- és C-terminalis doménjei koziil az egyik
megorizte, és csak a masik veszitette el eredeti funkcidjat. Ha a fehérje N-terminalis doménje
elvesztette a foszfoszerink6td funkcidt, de C-termindlis doménje megoérizte a lebontast
indukalé funkciot, akkor az SMG7L nem tud tobbé a foszforilalt UPF1 kotésén keresztiil az
mRNS-hez kotédni, de ha tethering kisérletben mesterségesen az mRNS-hez kétjiik, akkor
képes felgyorsitani annak lebomlasat. A forditott esetben, ha a fehérje N-termindlis doménje
megorizte, de C-terminalis doménje elvesztette az eredeti funkcidt, akkor az N-termindlis
domén egy SMG7T homolog C-terminalis doménjével fuzionaltatva az NMD-ben
mitkodéképes SMG7 fehérjét alkot.

Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara el6szor megvizsgaltuk, hogy az Arabidosis,

sz016 ¢és nyarfa SMG7 homologok fehérjeszekvenciait az N- és C-terminalis doménekre
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felosztva, melyik domén mennyire konzervalt (3. tablazat). Azt talaltuk, hogy mind az
SMG7T-SMG7T, mind az SMG7T-SMG7L 06sszehasonlitasokban az N-terminalis domén
altalaban konzervaltabb (27-83% azonossag), mint a C-terminalis (14-83% azonossag). Ez azt
jelenti, hogy az N-terminalis domén szekvenciajanak megérzésén nagyobb szelekcids nyomas
van, mint a C-terminalis domén szekvencidjanak megdrzésén. Lehetséges, hogy a C-terminalis
domén a funkcidjahoz fontos térszerkezetet tobbféle szekvencia esetén is fel tudja venni. Az
SMG7T-SMG7L 06sszehasonlitasokban az N-terminalis domén 27-30, a C-terminalis domén
14-16%-ban konzervalt. Ez azt jelenti, hogy mig az SMG7 és SMG7L N-terminalis domének
kozott kimutathato szignifikans hasonlosag, addig a C-terminalis domének esetében nem.

Ezek alapjan az N-termindlis domén nagyobb valoszinliséggel Orizte meg eredeti

funkcigjat az SMG7L homoldgokban, mint a C-terminalis domén.

A. B.
0sszehasonlitott Osszehasonlitott
szekvenciak azonossag (%) szekvenciak azonossag (%)
1 |AtS7 és STL N 27 1 |AtS7¢ésS7LC 15
2 | Vv S71¢ésS72N 76 2 |VvS71¢ésS72C 50
3|1VvS71ésSTLN 29 3|VvS71¢ésS7LC 16
4 |VvS72¢és STLN 29 4 |VvS72¢s STLC 14
5|PtS71ésS72 N 64 5|PtS71ésS72C 38
6 | Pt S7TL1 és STL2 N 83 6 |Pt S7L1 és S7L2 C 83
7 |Pt S71 és STL1 N 30 7 | Pt S71 és S7L1 C 15
8 [Pt S71és S7TL2 N 30 8 [Pt S71és S7L2 C 15
9 |PtS72és STLI N 29 9 |PtS72és S7TL1 C 14
10| Pt S72 és STL2 N 29 10| Pt S72 és S7L2 C 14
11{Vv S71 és Pt S71 N 80 11| Vv S71 és Pt S71 C 60
12| Vv 872 és Pt S7T2 N 69 12| Vv S72 és Pt S72 C 46

3. tablazat. Az SMG7 és SMG7L homolégok N- ¢és C-terminalis doménjének
osszehasonlitisa. A Az A. thaliana (At), V. vinifera (Vv) és P. trichocarpa (Pt) SMG7
homolog fehérjék N-terminalis doménjének 0sszehasonlitisa. A megadott értékek az illesztett
szekvenciaparok egymassal megegyezd aminosavpozicidinak ¢és az illesztés Osszes
pozicidjanak a hanyadosai. Félkovér betiitipussal emeltik ki az SMG7T-SMG7T
Osszehasonlitasokat, dolt betiitipussal az SMG7L-SMG7L &sszehasonlitast. Lathatod, hogy mig
az SMG7T-SMG7T ¢és SMG7L-SMG7L parok kozott 64-83% a hasonlosag, addig az SMG7T-
SMG7L parok kozott csak 27-30%. B Az At, Vv és Pt SMG7 homoldg fehérjék C-terminalis
doménjének Osszehasonlitasa. Félkovér betltipussal emeltik ki az SMG7T-SMG7T
Osszehasonlitasokat, dolt betiitipussal az SMG7L-SMG7L 0sszehasonlitast. Lathato, hogy az
SMGT7T és SMG7L C-terminalis domének hasonlosagi szintje (14-16%) az un. ,,&jfélzonaba”

esik, vagyis nem jelez homologiat, hanem véletlen hasonlosagnak tekinthetd (Bujnicki 2003,
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Reid et al., 2007). Az is lathato, hogy a Vv S71 és Pt S71 fehérjék mind N-, mind C-terminalis
doménjei jobban hasonlitanak egymasra, mint Vv S71 a Vv S72-re, vagy a Pt S71 a Pt S72-re.

Ezutan el6szor tethering kisérletben teszteltiik, hogy ha SMG7L-t mesterségesen az
mRNS-hez kotjiik és ezzel kikertiljiik a kdvetelményt, hogy a faktor magatol kozel jusson a
potencialis targethez, akkor végrehajtja-e a hatralevo, lebomlast indukalé funkciot, mint ahogy
korabban kimutattuk, hogy az Arabidopsis SMG7 fehérje képes erre. Azt talaltuk, hogy mig
AN-HA-Vv-SMG7-1 (S71) ugyanolyan hatékonyan eldidézte G-3’bB zold fluoreszcenciajanak
€s mRNS-szintjének csokkenését, mint az Arabidopsis SMG7, addig AN-HA-Vv-SMG7L nem
okozott valtozast (14. A,B abra).

STER
G-3'bB GEP 1 nt |5 Bdx

AN | AN | HA |

AN-ALST | N-term. | C-term. [FLAG] AN | 1059 aa

AN-AtSY-C | C-term. [FLAG] A&H | 542 a3

AMVYST1 [ AH [ HA | Hterm. | Cterm. | 992 as

ANWWST1-C [ AN [ HA | Cterm. | 468 aa

MAMWVYSTL [ AH [ HA | Hiterm. | Cterm. | 1021 aa

ANWWSTL-C [AN [ HA [ Cterm. | 517 aa

B z-3'bB C z-3'bB
A ARY BT1 8TL MdOASY-C BT1-C BTL-C
- .- o G-3hB
-y "

P14

1 056 049 095 1 058 0.66 1.62
045 £0.02 +0.48 +0.32 +0.21 +0.42  +0.02 +0.38

14. abra. A sz6lé6 SMG7-1 megoérizte, a sz616 SMGTL elvesztette RNS-degradacios
funkciojat. A A tethering kisérletekben hasznalt konstrukciok. G-3’bB, tethering riporter
konstrukci6, amely 3 UTR-jaban a stop kodont6l 71 nukleotidra 5 darab boxB szekvenciat
tartalmaz. Az SMG7 sematikus abrak mellett feltiintettiik az adott SMG7 fehérjerégid hosszat.
B Tethering kisérlet N. benthamiana ndvényben a teljes hosszisagi AN-HA-Vv-SMG7-1 (AN-
VvS71, S71) és AN-HA-Vv-SMG7L (AN-VvS7L, S7L) konstrukcidokkal. Negativ kontrollként
a AN peptidet, pozitiv kontrollként az Arabidopsis SMG7-FLAG-AN-et (AN-AtS7, AtS7)
hasznaltuk. A levélfoton és a Northern bloton lathatd, hogy a G-3’bB riporterkonstrukciod

vilagitasa és mRNS-szintje a AN-VvS71-koinfiltralas hatasara ugyanugy lecsokkent, mint a
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AN-AtS7 hatdsara, mig a AN-VvS7L hatasara valtozatlan maradt. A P14 silencing szuppresszor
konstrukciét minden esetben egyiitt infiltraltuk az emlitett GFP riporter- és SMG7
tesztkonstrukciokkal. C Tethering kisérlet az Arabidopsis SMG7-C-FLAG-AN (AN-AtS7-C,
AtS7-C), a AN-HA-Vv-SMG7-1-C (AN-VvS71-C, S71-C) és AN-HA-Vv-SMG7L-C (AN-
VvS7L-C, S7L-C) konstrukciokkal. Negativ kontrollként a AN peptidet hasznaltuk. A
levélfoton és a Northern bloton lathatd, hogy G-3°bB zo6ld fluoreszcencidja ¢és mRNS-szintje a
AN-AtS7-C- és a AN-VvS71-C-tethering hatasara jelentdsen lecsokkent, mig AN-VvS7L-C
hatasara valtozatlan maradt. A hasznalt konstrukciok fehérjeexpresszidjanak Western blot
analizisét lasd a 10. abran. Az atlag és szoras értékeket harom fiiggetlen kisérlet alapjan

szamoltuk.

Fukuhara és munkatarsai human HeLa sejtekben azt talaltak, hogy ha csak az SMG7 C-
terminalis degradacios doménjét kototték tethering kisérletben a target mRNS-hez, az még
hatékonyabban okozott lebomlast, mint a teljes hosszisagu fehérje (Fukuhara et al, 2005).
Ezért megnéztiik, vajon az SMG7L C-terminalis doménje 6nmagaban, az N-terminalis domén
nélkiil képes-e mRNS-degradaciot okozni (S7L-C), illetve hogy a sz6l6 SMG7-1 fehérje C-
terminalis doménje (S71-C) az Arabidopsis SMG7T C-terminalis doménjéhez (AtS7-C)
hasonloan 6nmagaban elegend6-e az mRNS-lebomlas indukalasahoz. Azt talaltuk, hogy mig az
AtS7-C ¢és az S71-C konstrukciok hatékonyan lecsokkentették a target mRNS szintjét, addig az
SMG7L C-terminalis doménje nem volt hatdssal arra (14. C dbra).

Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a novényi SMG7T fehérjék C-
terminalis doménje felelds az mRNS-lebontas indukalasaért, az SMG7L homoldg C-terminalis
doménje azonban elveszitette ezt a funkciot.

Ezutan igazolni szerettiik volna, hogy az mRNS-szintek csokkenését valoban lebomlas
és nem csOkkent transzkripcid okozza. Azonban a VIGS-komplementacids kisérletben
bemutatott transzlacidégatlasos modszert itt nem tudtuk alkalmazni, mert feltételezéseink szerint
transzlacio csak az NMD targetek felismeréséhez és megkotéséhez sziikséges, mig a tethering
kisérletek soran, amelyek az NMD kései, mRNS-lebomlasi szakaszat modellezik, aktiv
transzlacio nélkiil is lebomlik a megkotott mRNS. Ezért a kovetkezd kontroll kisérletet
végeztik el:

A G-3’bB konstrukciot egy olyan GFP konstrukcioval infiltraltuk egyiitt (G-3), amely
szekvenciajaban teljesen megegyezik a G-3’bB szekvencidjaval, kivéve, hogy nem tartalmazza
3> UTR-jaban az 5 boxB szekvenciat (15. A abra). A két GFP konstrukcioval és a P14
fehérjével egyiitt infiltraltuk még a AN peptidet, és a sz616 SMG7-1-FLAG (S71), a AN-HA-
SMG7-1 (ANS71) vagy a AN-SMG7L (ANS7L) konstrukciot. Mivel a AN peptid a boxB mRNS
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szekvenciat annak specialis masodlagos szerkezete alapjan ismeri fel és koti meg (vagyis a
megfelel6 DNS-szekvencidhoz nem tud kapcsolddni), ezért azt feltételeztiik, hogy ha AN-
SMG7-1 specifikusan az mRNS lebomlasat idézi eld, akkor csak a boxB szekvencidkat
tartalmazo G-3’bB konstrukcio szintjét fogja csokkenteni, amelyhez fizikailag kapcsolodik.
Ezzel szemben, ha valamilyen aspecifikus, transzkripcid-csokkentd hatasrol van szd, akkor a
boxB nélkiili G-3” konstrukcio expresszidjat ugyanigy lecsokkenti, valamint a AN nélkiili S71
fehérje is lecsokkentheti mindkét GFP konstrukci6 szintjét. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy
csak a ANS71 volt hatékony, ¢és csak a G-3’bB szintjének lecsokkentésében, ami azt jelenti,

hogy az SMG7-1 fehérje az mRNS-hez kapcsolddva annak lebomlasat idézi eld (15. B ébra).

A

STip P
G3'hB[_GEP__ |71 nt |5 Bd=Bl 3481 ]

=T

DF
G3 [ GFP_ |71 nt[35sT 7]

B G3bB+G3
ARl ST1 AST1 MNSTL

L I G-3'hB

Lt

1 14 0.25 0.79 ; :
104 032 005 0.3 O PB/GI

15. abra. Tethering kisérleteinkben az mRNS-szint csokkenését specifikusan a AN — boxB
interakcié okozhatja. A A G-3’bB és a G-3’ konstrukciok sematikus abrazolasa. A két
konstrukcio csak abban kiilonbozik egymastol, hogy a G-3°bB konstrukcid a stop kodontol 71
nukleotidra 5 boxB szekvenciat tartalmaz. B Northern blot a G-3’bB és G-3°, illetve a AN, a AN
nélkiili SMG7-1-FLAG (S71), a AN-HA-SMG7-1 (ANS71) vagy a AN-HA-SMG7L (ANS7L)
konstrukciokkal infiltralt levélmintakbol. Lathato, hogy G-3’bB P14-re normalizalt mRNS-
szintjének és a G-3’ P14-re normalizalt mRNS-szintjének aranya a AN, az S71 és a ANS7L
koinfiltralasa mellett nem kiilonbozik jelentésen. Ezzel szemben a ANS71 koinfiltralasdnak
hatasara a G-3’bB szintje a G-3 szinthez képest jelent6sen lecsokkent. Ez azt jelenti, hogy
tethering kisérleteinkben a GFP mRNS-szint valosziniileg nem a AN peptid vagy az SMG7-1

fehérje aspecifikus, a GFP transzkripcidjat gatlé hatasanak koszonhetden csokken le, hanem
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specifikus, transzlacio soran 1étrejové boxB — AN-HA-SMG7-1 interakcié eredményeképp. Az

atlag és szoras értékeket harom fiiggetlen kisérlet eredményei alapjan szamoltuk.

V. 5.5. Az SMG7L N-terminalis doménje meg0rizte az eredeti NMD-
funkciot

Az el6z06 kisérletben azt talaltuk, hogy a sz616 SMG7L fehérje elvesztette C-terminalis
doménjének mRNS-lebomlast eldidéz6 funkcidjat. Az SMG7 homoldégok N-terminalis
doménje azonban konzervaltabb, mint a C-terminalis domén. Ezenkiviil a fehérjék N-
terminalis doménjének 14-3-3-like szerkezetli els¢ felét illesztve azt talaltuk, hogy azok az
aminosavpoziciok, amelyek a 14-3-3 fehérjékben kozvetleniil részt vesznek a
foszfoszerinkotésben, illetve amelyek konzervaltak ebben a fehérjecsaladban, azok a ndvényi
SMGT7T és SMG7L fehérjékben is konzervaltak, ezért lehetséges, hogy az SMG7L fehérjék N-
terminalis doménje megdrizte a foszfoszerinkotd funkciot. (16. dbra).

Ennek tesztelésére egy olyan fuzios fehérjét épitettiink, amelyben a sz6l6 SMG7L N-
terminalis doménét a sz6l6 SMG7-1 C-terminalis doménjével fazionaltattuk (SMG7LN-1C-
FLAG, VVvS7LN-1C, STLN-1C), és megnéztiik, képes-e ez a fehérje helyreallitani az NMD-
funkciot SMG7-csendesitett N. benthamiana ndvényekben (17. A abra). Kontrollként a sz6lo
SMG7-1-FLAG fehérjét hasznaltuk (VvS71, S71). Erdekes moédon azt talaltuk, hogy a
VvS7LN-1C konstrukcio jelentdsen lecsokkentette a Ge-I riporter expressziojat, mind fehérje-,
mind RNS-szinten, majdnem olyan hatékonyan, mint a VvS71. Ez azt jelenti, hogy az SMG7L
N-termindlis doménje ugyan csokkent hatékonysaggal, de képes ellatni az SMG7-1 N-
terminalis doménjének funkcidjat, vagyis elképzelhetd, hogy megérizte az emldsokben

megfigyelt foszfoszerinko6td funkceiot.
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16. abra. A H. sapiens, A. thaliana és V. vinifera SMG7-homolégok N-terminalis 14-3-3-

erers

like régidjana

k tobbszoros szekvenciaillesztése. A 14-3-3 fehérjékben konzervalt poziciokat

sarga szinnel, a feltiintetett 6 szekvencia kozott konzervalt pozicidkat sotétsziirkével, a

feltlintetett névényi homoldgokban konzervalt poziciokat vilagossziirkével emeltiik ki. Csillag

jeloli a 14-3-3 fehérjékben foszfoszerinkotésben szerepet jatszo pozicidkat (Fukuhara et al.,

2005). Lathato, hogy a domén fontos aminosavpozicioi mind a névényi SMG7T, mind az

SMGT7L fehérjékben megdrzodtek, ami a domén funkcidjanak konzervaltsagara utalhat.
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17. abra. Az SMG7L N-terminalis doménje megdrizte az eredeti, NMD-miikodéshez
sziikséges funkciot. A A Gce-l, a sz616 SMG7-1-FLAG (VvS71) és a sz6l6 SMG7LN-1C-
FLAG (VvS7LN-1C) konstrukciok sematikus abrazolasa. A VVS7LN-1C a sz6l6 SMG7L gén
N-terminalis és a sz6l6 SMG7-1 gén C-terminalis doménjébdl épiil fel. B A levélfoton és a
Northern bloton lathatd, hogy SMG7-csendesitett N. benthamiana ndvényekben Ge-I-vel
egyiitt infiltralva a VVS7LN-1C (a bloton S7TLN-1C) konstrukcié jelentdsen lecsokkenti Ge-I
vilagitasat és mRNS-szintjét, bar kevésbé hatékonyan, mint a VvS71 (a bloton S71) kontroll
konstrukci6. Ez azt jelenti, hogy a sz616 SMG7L fehérje N-terminalis doménje képes ellatni az
SMGT7T fehérjék N-terminalis doménjének NMD-funkcidjat. Az atlag és szoras értékeket

harom fiiggetlen kisérlet eredményei alapjan szdmoltuk.

V. 5. 6. SMG7L-csendesitett N. benthamiana ndvényekben jol
miikodik az NMD

Bar az SMG7L faktor nem volt képes komplementalni a N. benthamiana SMG7 hidnyat
¢és C-terminalis doménje elvesztette az eredeti SMG7 faktorokra jellemz6 mRNS-degradacios
funkciot, eredményeink alapjan lehetséges, hogy N-termindlis doménje megdrizte a
foszfoszerink6td funkciot, és talan képes kotni a UPF1 faktort. Igy lehetséges, hogy az SMG7L
valamilyen moédon fontos szerepet jatszik a névényi NMD-ben.

Ezért tesztelni akartuk, hogy N. benthamiana endogén SMG7L génjét csendesitve az
NMD hatékonysaga megvaltozik-e. Kontrollként PDS-csendesitett ndvényeket hasznaltunk a
tesztelendd, PDS-SMG7L-csendesitett novények mellett. Az NMD hatékonysagat a kovetkezo

négy GFP riporterkonstrukcidval kovettiik nyomon:

1.) GFP: vad GFP ,,normal” 3’ UTR-ral;
2.) Ge: gyenge NMD target GFP, amely 3° UTR szekvencigjaban tartalmaz egy 200 nukleotid

crer
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3.) G-L: er6s NMD target, amely 3’ UTR-jaban tartalmaz egy 600 nukleotid hosszu
4.) Ge-I: nagyon er6s NMD target, amelynek szekvencidja megegyezik a Ge szekvenciajaval,
azzal a kivétellel, hogy a ,,c” szakasz és a terminator régi6 kozott tartalmazza az Ls gén
intronjat, amely a splicing soran majdnem 100%-os hatékonysaggal kivagodik beldle (19. A

abra).

PDS-csendesitett kontroll ndvényekben a Gc expresszioja csak fele, a G-L és Ge-I
expresszioja pedig a jol miikodé NMD miatt csak a negyede, illetve 6tode a vad GFP
expressziojanak (19. B abra). Ha az SMG7L gén sziikséges az NMD normalis miikodéséhez,
akkor PDS-SMG7L-csendesitett ndvényekben az NMD hatékonysaga gyengiil és az NMD
target tesztkonstrukciok expresszidja megemelkedik. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy ezekben
a ndvényekben ugyanolyan hatékonyan miikodott az NMD, mint a kontroll ndvényekben (19.
C abra). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az SMG7L gén vagy nem jatszik szerepet
az NMD-ben, vagy funkciéja nem minden esetben Iétfontossagh az NMD hatékony
miikddéséhez.

Azonban az sem zarhat6 ki, hogy az SMG7L csendesitése nem volt hatékony, vagy
pedig a csendesités utan maradt alacsony SMG7L-szint is elegend6 ahhoz, hogy NMD-beli
szerepét megfelelden ellassa. Az SMG7L-csendesités hatékonysagat ezért két kiilénb6zd, Ge-1
konstrukcioval és P14-gyel infiltralt levélben qPCR segitségével ellendriztiik. Azt talaltuk,
hogy az egyik levélben kb. 5%-ara, a masikban kb. 30%-ara esett le az SMG7L mRNS-szintje,
vagyis a csendesités legalabb olyan hatékony volt, mint amilyen kisérleteinkben a N.
benthamiana SMG7 gén csendesitése volt (Kerenyi ef al., 2008). A két levélre kapott érték
kozti jelentds kiillonbség nem meglepd, mert a leveleknek a PDS-gén csendesitésének
eredményeképp fellépd kifehéredése is észrevehetd kiilonbségeket mutat az egyes novények és
a novényen beliill az egyes levelek kozott. Ezért minden géncsendesitéses-komplementalasos
kisérlet soran egy-egy levélen beliili értekeket hasonlitottunk 6ssze egymassal.

Azonban a masik lehetdség tovabbra is fennall, azaz az SMG7L faktornak talan nagyon
alacsony expresszioja is elég ahhoz, hogy potencialis NMD-funkciojat megfeleléen betoltse.
Ezért VIGS-kisérletek soran a negativ eredmények nem elég informativak, szemben a pozitiv
eredményt ado kisérletekkel. A tovabbiakban tervezziik az NMD-hatékonysaganak tesztelését

smg7! nullmutans Arabidopsis novényekben.
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18. abra. Az SMG7L fehérje jelenléte nem sziikséges az NMD hatékony miikodéséhez. A
A kisérletben hasznalt GFP riporterkonstrukciok sematikus abraja. GFP: nem NMD target
riporterkonstrukcid csak a 35S terminatorral; G-L: 3 UTR-jaban a 35S terminator el6tt 600
nukleotid hosszi toltelékszakaszt tartalmazd GFP konstrukcid; Ge: 3° UTR-jaban a 35S
terminator el6tt 200 nukleotid hosszu toltelékszakaszt tartalmazd GFP konstrukcio; Ge-I: 3’
UTR-jaban a stop kodontol 200 nukleotid téwolségra intront tartalmazé GFP konstrukcid; a,b,c
35sT — 35S terminator. B PDS-csendesitett N. benthamiana ndvényeket feliilinfiltraltunk a
négyféle GFP riporterkonstrukcioval. Lathatod, hogy ezekben a levelekben jol mukodik az
NMD, mert az NMD target G-L, illetve Ge-I zdld fluoreszcenciaja és mRNS-szintje jelentOsen
alacsonyabb, mint a kontroll GFP, illetve Gec zold fluoreszcencija és mRNS-szintje. C PDS-
SMG7L-csendesitett N. benthamiana ndvényeket feliilinfiltraltunk a négyféle GFP
riporterkonstrukcioval. Ezekben a ndvényekben ugyanolyan hatékonyan miikodik az NMD,
mint a kontroll PDS-csendesitett névényekben, az NMD target és kontroll GFP konstrukciok
aranya a kontroll névényekben észlelt aranyokkal megegyez6. Az atlag és szoras értékeket

harom fiiggetlen kisérlet alapjan szamoltuk.
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V. 6. Sz0616 SMG7 homologok sejtbeli lokalizacidjanak
vizsgalata

Eddigi eredményeink arra utalnak, hogy az SMG7L fehérje elveszitette az SMG7
fehérjek NMD-ben betoltott eredeti funkcidjat. Ezért kdvetkezd kisérletiinkben azt szerettiik
volna megvizsgalni, hogy van-e kiilonbség a sz6l6 SMG7-1 és SMG7L faktorok sejtbeli
lokalizacioja kozott, mert ebbdl is fontos informaciok vonhatok le a funkcidjukra vonatkozoan.
Az emlds SMG7 fehérje elsdsorban a P-testekben lokalizal, ezért ha a sz616 SMG7-faktorok az
emlds SMG7-¢hez hasonld szerepet toltenek be az NMD-ben, akkor hasonld sejtbeli
lokalizaciot mutathatnak (Unterholzner and Izaurralde 2004).

Ennek tesztelésére a YFP gént a AN-HA-SMG7-1, illetve AN-HA-SMG7L konstrukciok
AN-HA tag-je elé klonoztuk ugy, hogy a YFP és az SMG7-1, illetve SMG7L gének
ugyanabban a leolvasasi keretben legyenek, majd a konstrukcidkat N. benthamiana levelekbe
agroinfiltraltuk és 3 nappal késobb konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a fehérjék
lokalizaciojat. A tesztelendd fehérjék lokalizacios mintazatat a DCP1 fehérje lokalizaciojahoz
viszonyitottuk, amelyet CFP-fizi6s formaban expresszaltattunk és amelyrdl ismert, hogy a P-
testekben és a sejtmagban lokalizal (Franks and Lykke-Andersen 2008). Mig a CFP és a YFP
fehérjék onmagukban expresszaltatva mindenhol megtalalhatéak a citoplazmaban, a DCP1-
CFP fuzids fehérje a DCP1 természetes lokalizacios helyein, a sejtmagokban €s a P-testekben

talalhato.

V.6.1. Az SMGT7-1 elssorban a sejtmagokban ¢€s a P-testekben, az
SMG7L elsdsorban a citoplazmaban lokalizal

Azt talaltuk, hogy az SMG7-1 fehérjék nagy hanyada egyiitt lokalizal a DCP1-gyel:
elsésorban kisebb (P-testek) és nagyobb (sejtmagok) foltokban lathaté a sejtekben, a DCP1-
gyel megegyezé poziciokban (20. A abra). Ezzel szemben az SMGTL elsGsorban a
citoplazmaban lathato, bar egyes foltokban egyiitt lokalizal a DCP1-gyel (20. B abra).

A két SMG7 faktor eltérd sejtbeli lokalizacioja alatamasztja korabbi eredményeinket,
amelyek szerint a két fehérje funkcioja elvalasuk ota divergalodhatott. Az SMGTT fehérje
valoban a sejtmagban és a P-testekben lathat el feladatot: a sejtmagban a meidzisban jatszik
szerepet, a P-testekben pedig feltehetéen a UPF1 faktor reciklizalasaban és a target mRNS
lebomlasanak el6idézésében. Lokalizacioja alapjan az SMG7L paralog 0j funkcidt vehetett fel,

amelyet els6sorban a citoplazmaban 14t el.
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DCP1-CFP SMG7-1-YFP

DCP1-CFP SMG7L-YFP

19. abra. Az SMG7-1 a sejtmagokban és P-testekben, mig az SMG7L a citoplazmaban
lokalizal. A-B Elsé panel: a DCP1-CFP fuziés fehérje a sejtmagokban és a P-testekben
lokalizal. A Masodik panel: az SMG7-1-YFP egyiitt lokalizal a DCP1-CFP-vel a sejtmagokban
¢s a P-testekben. B Masodik panel: az SMG7L-YFP nem lokalizal egyiitt a DCP1-CFP-vel,
hanem elsdsorban a citoplazmaban lathat6. A-B Harmadik panel: a sejtek képe lathato fénnyel

megyvilagitva.

V. 6. 2. UPF1 lokalizacioja SMG7-1, illetve SMG7L jelenlétében

Az SMQG7 fehérje tulexpresszaltatisa human és élesztd sejtekben megvaltoztatja a
UPF1 faktor lokalizacidjat. Mig 6nmagaban UPF1 a citoplazmaban lokalizal, addig SMG7-tel
egylitt expresszaltatva az SMG7-tel egyiitt a sejtmagokban és a P-testekben (Luke et al., 2007,
Unterholzner and Izaurralde 2004). Ezért meg akartuk nézni, hogyan befolyasolja a sz616
SMG7-1 és SMGT7L fehérje UPF1 sejtbeli lokalizaciojat. A UPF1 fehérjét CFP-vel
fuzionaltattuk.
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SMG7L-YFP + UPF1-CFP

20. abra. SMG7-1 relokalizalja UPF1-et a sejtmagokba és a P-testekbe. A Elsé panel: ha
az SMG7-1-YFP-t és a UPF1-CFP-t egyiitt infiltraljuk, az SMG7-1-YFP-t tovabbra is a
sejtmagokban (nagy foltok) és a P-testekben (kis foltok) latjuk. Mdsodik panel: UPF1-CFP
ezzel szemben nem a citoplazmaban lokalizal, mint 6nmagaban infiltralva, hanem SMG7-1-
YFP hatasara a sejtmagokban ¢s P-testekben, az SMG7-1-YFP-vel megegyezo helyeken. B
Els¢ panel: az SMGTL-YFP a UPFI1-CFP-vel egyiitt infiltralva els6sorban a citoplazmaban
lathato. Masodik panel: a UPF1-CFP szintén a citoplazmaban lathato, SMG7L-YFP nem

valtoztat a lokalizacidjan. A-B Harmadik panel: a sejtek képe lathato fénnyel megvilagitva.

Azt talaltuk, hogy az SMG7-1-YFP konstrukci6 megvaltoztatjia UPF1 eredeti sejtbeli
lokalizaciojat, a citoplazmabol a P-testekbe és a sejtmagokba juttatja (21. A abra). Ezzel
szemben az SMG7L-YFP, amely maga is a citoplazmaban lokalizal, nem okozott valtozast
UPF1 lokalizaciojaban (21. B 4bra).

Ez az eredmény arra utalhat, hogy a sz6l6 SMG7-1 fehérje képes kozvetve vagy
kozvetleniil fizikailag kapcsolodni a UPF1 fehérjéhez, ezért képes megvaltoztatni annak
lokalizaciojat. A potencidlis SMG7L-UPF1 interakciora azonban ebbdl a kisérletbdl nem
tudunk kovetkeztetni.

(A fehérjelokalizacios kisérletekben hasznalt SMG7 konstrukciokat én készitettem, a

mikroszkopos vizsgalatokat pedig munkatarsam, Mérai Zsuzsanna végezte el.)
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V. 7. A sz0l6 SMG7 homoldgok szabalyozasa

Korabbi munkankban azt talaltuk, hogy a novényi SMG7 gén érdekes modon maga is
az NMD-utvonal altal szabalyozott (Kerenyi et al., 2008). Az Arabidopsis SMG7 gén 3° UTR-
ja 576 nukleotid hosszu és két intront is tartalmaz, az egyiket 23, a masikat 158 nukleotidra a
stop kodontol. Ezek a potencialisan er6s NMD-indukal6 tulajdonsagok valoban NMD targetté
teszik a gént: qRT-PCR segitségével kimutattuk, hogy Arabidopsis upf3 nullmutinsban az
SMG7 mRNS-szint 4-6-szorosara emelkedik. Ezzel 6sszhangban masok azt talaltak, hogy egy
upfl pontmutans Arabidopsis-ban az SMG7 szintje kb. 2-szeresére né (Yoine et al, 2006).
SMG7-nek ez a tulajdonsdga konzervaltnak bizonyult: UPF1-, UPF2-, illetve UPF3-
csendesitett N. benthamiana levelekben az endogén SMG7 szintje 6,5-szeresére, 8-szorosara,
illetve 2-szeresére emelkedett. Ezutdn megszekvenaltuk a N. benthamiana SMG7 gén 3° UTR
hasonl6 pozicidkban szintén 2 intront tartalmaz. Annak bizonyitasara, hogy a N. benthamiana
SMG7 direkt és nem indirekt NMD target, SMG7 génjének termindtor régiojat GFP
riporterkonstrukcidé mogé klonoztuk. Azt talaltuk, hogy ez a G-smg7T konstrukcid N.
benthamiana levelekbe infiltralva gyengén expresszalt, mig ha UPF1DN konstrukcioval egyiitt
infiltraltuk (amely domindns-negativ hatdst pontmutaciot tartalmaz, jelenléte gatolja az NMD
mikodését), akkor mRNS-szintje 7,5-szeresére emelkedett. Ez azt jelenti, hogy ez az SMG7-
terminator kozvetleniil indukalja az NMD-t (Kerenyi et al., 2008).

Mind a 3’ UTR-ban talalhaté intronok, mig az 500-600 nukleotid hosszi 3 UTR-ok
ritkak a novényi mRNS-ek korében, ezért azt feltételeztiik, hogy valamilyen okbdl szelekciod
hat arra, hogy az SMG7 gének NMD-indukald tulajdonsagokkal rendelkezzenek. Ezért meg
akartuk vizsgalni, vajon a harom sz6l6 SMG7 paralog megodrizte-e az NMD-t eldidézo
tulajdonsagat

El6szor 0sszegylijtottiik a harom génhez tartoz6, az NCBI EST adatbazisaban elérhetd
EST szekvencidkat (4. tdblazat). Azt talaltuk, hogy az SMG7-1 és az SMG7-2 gének 3’ UTR-ja
nagyon hosszl (tobb mint 750, illetve mint 550 nukleotid hosszu) és az Arabidopsis SMG7-hez
hasonl6 poziciéban 2-2 intront tartalmaz. Ezzel szemben az SMG7L gén 3° UTR-ja az EST
adatok alapjan két, egymastdl tavol 1évo alternativ poliadenilacids hellyel rendelkezik, az egyik
esetben 121, a masikban 400 nukleotid hosszi 3 UTR keletkezik, amely nem tartalmaz intront
(22. A abra). Az SMG7-1 és az SMG7-2 gének terminator régidja tulajdonsagai alapjan nagy
valoszinliséggel NMD-t idéz eld, mig az SMG7L gén stop kodontol tdvolabbi poliadenilacios
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helyérdl keletkezé 400 nukleotid hosszu 3’ UTR-ral rendelkez6 mRNS szintén lehetséges,

hogy NMD-t indukal.

SMG7-1 SMG7-2 SMG7L
CB970809 | CB969879* | CD800872*
CB970887* | CF404865* | DT030409
DV940959* | CF607511 | DT031238
DY474202* | CF609286 | DT033336
EC940073 | EC986861 | EV242749*
EC958861 |EE081427 |FC057581
EE076456

EE093348

4. tablazat. A sz6l6 SMG7 paralégokhoz tartozé EST adatok. Az EST szekvencidk nem
voltak teljes hosszisaguak, de mindharom esetben dsszeilleszthetd volt beldliik a teljes 3 UTR
szekvencia. A csillagok azokat az EST szekvenciakat jelolik, amelyek poliA-régiot

tartalmaztak.

Ezért a haromféle SMG7 termindtor régiot a GFP gén mogé klonoztuk és a
konstrukciokat 6nmagukban, vagy UPF1IDN (U1DN) konstrukcioval egyiitt N. benthamiana
levelekbe infiltraltuk. Azt talaltuk, hogy az SMG7-1 és SMG7-2 gének terminator régidja
valéban NMD-t indukalt: mig 6nmagaban infiltralva mind a G-VvS71-T, mind a G-VvS72-T
konstrukcié gyengén vilagitott és mRNS-szintje is alacsony volt, addig Ul1DN-nel egyiitt
infiltralva vilagitasuk is er0s6dott és mRNS szintjik is 2,3-szorosara (G-VvS71-T), illetve
2,55-szorosére (G-VvS72-T) emelkedett (22. B 4bra). Ez azt jelenti, hogy mind az SMG7-1,
mind az SMG7-2 paralog kdzvetlen NMD-szabalyozas alatt allhat. Ezzel szemben azt talaltuk,
hogy az SMG7L gén terminatoraval rendelkez6 G-VvS7L-T konstrukcié 6nmagaban infiltralva
erds z0ld fluoreszcencidt mutatott. A konstrukciorol az EST adatokkal &sszhangban két
kiilonb6z6 hosszusagih mRNS keletkezett, mindketté magas szinten expresszalt. Ha a G-
VvS7L-T-t UIDN-nel egyiitt infiltraltuk, nem valtozott a konstrukcid vilagitasanak erdssége,
¢s a két kiillonbozé hosszusagh mRNS koziil egyiknek a szintje sem emelkedett meg (22. B
abra). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az SMG7L gén terminatora nem indukal

NMD-t, vagyis ez a paralog NMD-funkcigjaval egyiitt NMD-szabalyozottsagat is elveszitette.
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21. abra. Az SMG7-1 és SMG7-2 homolégok megérizték, az SMG7L elvesztette az NMD-
szabalyozottsagot. A A G-VvS71-T, G-VvS72-T, G-VvS7L-T ¢és UPFIDN (U1DN)
konstrukciok sematikus abrazolasa. A téglalapok exonokat, a koztiik 1év6 vonalak intronokat
kodolo szakaszokat jeldlnek. Az egyes szakaszok hosszat a téglalapokra, illetve a vonalak ala
irt szamok jelzik. A VvS72 és a VvSTL terminatorok esetében alternativ poliadenilacios
helyeket talaltunk. A UIDN konstrukci6 az Arabidopsis UPF1 génjének dominadns-negativ
pontmutans valtozata, amely N. benthamiana levelekbe infiltralva gatolja az NMD miikodését.
B Baloldali panelek: A G-VvS71-T konstrukci6 vilagitasa (fent) és mRNS-szintje (lent) UIDN
hatasara jelentésen megemelkedik. Kozépso panelek: A G-VvS72-T konstrukcié vilagitasa
(fent) és mRNS-szintje (lent) UIDN hatasara szintén jelentésen megemelkedik. Jobboldali
panelek: A G-VvSTL-T konstrukcié vilagitasa (fent) és mRNS-szintje (lent) UIDN nélkiil is
magas szintli,, UIDN nem befolyasolja. Az atlag és szoras értékeket harom fiiggetlen kisérlet

alapjan szamoltuk.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, vajon a tobbi SMG7L-homoldg is elveszithette-e
NMD-indukalo tulajdonsagat, ezért megkerestik a novényi SMG7-csalad Phytozome

adatbazisban elérheté homologjait és megvizsgaltuk 3° UTR-juk szerkezetét. Erdekes modon
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azt talaltuk, hogy mig majdnem valamennyi SMG7T-homolég potencidlisan NMD-indukald
tulajdonsagokkal rendelkezik, addig az SMG7L-homoldégok majdnem mind elveszitették
ezeket a tulajdonsagokat: sem hosszii 3> UTR-ral, sem intronnal nem rendelkeznek. Ez azt
jelentheti, hogy az SMG7L altal folvett j funkcidhoz mar nem sziikséges, vagy kimondottan
karos lehetett az NMD-regulacio, ezért hamar elveszitette azt. Az SMG7T homologok NMD-

funkcidjahoz azonban elengedhetetlen lehet az NMD-szabalyozottsag.

V. 8. NMD targetgének sz0l0ben

V. 8. 1. Arabidopsis NMD target gének sz016 ortoldgjai

Az NMD az eddigi adatok alapjan kiilonbozé ¢€lélényekben altalaban kiilonb6zo
mRNS-eket ismer fol. Azonban lehetséges, hogy kozelebbi rokon organizmusokban, példaul
két kétszikli, rosid kladba tartoz6 novényfajban nagyobb atfedés van az endogén NMD-
szabalyozott gének kozott.

Kurihara és munkatarsai k6zolnek egy Arabidopsis génlistat, amely gének expresszidja
mind upfl, mind upf3 mutans ndévényekben legalabb 1,8-szorosara emelkedik, ezek a gének
val6szintileg vagy direkt NMD targetek, vagy egy NMD target gén, példaul transzkripcios
faktor szabalyozasa alatt allnak (Kurihara et al., 2009).

Végignéztik ezeknek az Arabidopsis géneknek az 5°-és 3° UTR régidit, hogy
kivalasszuk  koziilik azokat, amelyek potencidlis NMD-indukdlo tulajdonsagokkal
rendelkeznek, igy valosziniileg direkt NMD targetek: 300 nukleotidnal hosszabb 3’ UTR-ral, a
3> UTR-ban a stop kodon utan legalabb 50 nukleotidra intronnal rendelkeznek, vagy 5° UTR-
jukban olyan uORF-ot tartalmaznak, ami korabbi adataink alapjan nagy eséllyel NMD-t
indukal (,,NMD-gyanus uORF”).

Ezutan kivalasztottuk azokat a géneket, amelyeknek a Phytozome adatbazisban
megtalalhatd egyértelmii sz616 ortologja. Azokat vettiik egyértelml ortolognak, amelyek az
adott Arabidopsis gén leghasonlobb sz6l6 homoldgjai voltak és amelyeknek ugyanez az
Arabidopsis gén volt a leghasonlobb Arabidopsis homolégjuk. fgy a lista 18 Arabidopsis génre
szikilt. Ezutdan megnéztik, hogy a gének szO6lo ortologjai szintén NMD-indukalo
tulajdonsagokkal rendelkeznek-e. A 18-bol 12 sz616 ortologhoz volt elérhetd UTR-adat. Ebbdl
10 ortol6g mutatott valamilyen potencialis NMD-indukal6 tulajdonsagot (5. tablazat). Ezek a
sz016 gének nagy eséllyel direkt NMD-szabalyozas alatt allnak.
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5zZ0lo gén
oS sn | cbnomony | snonagy | MOS | ki | g
Phytozame tescription NMD-ind uk3ld P:;gﬂﬁgﬂmﬁe a?ﬂgzgﬁ hasonlésa | Arabidopsi |  NMD-indukald
tulajdonsaga d 5 tulajdonsaga
homoldgja
LHY {LATE ELOMNGATED NMD-gvanis
Atlgl1060 | HYPOCOTYL), DMNA binding f 300nt=3'UTR GEVIVTOD026185001 | XM_002267684.1 5910% At1g01060 uoggF
transcription factor
a2 s 300nt = 3'UTR,
transchiption factor transcription 300 nt=3"UTR; WM_0022745329.1 et
At g28950 regulatar MMD-gyands uORF GEVIVTOD003416001 XM 002275357 1 A7 80% At1g29950 NME)Ejg;inus
: st s 300 nt = 3"UTR;
eukaryotic translation initiation 400 nt = 3'UTR, % Aol
A1 936730 Fartar 5. pitative. L8 IF2A putative NMD-gyants uORF GEVIVTOO015309001 | XM_002285789.1 £9,20% At1g36730 NMEOgginus
ATPADY (ARABIDOPSIS
THALIAMA POLYAMINE » . MMD-gyanis
Atlgaa840 OXIDASE 4 amine midase! NMD-gyands uORF | GEVIVTODO2E668001 | XM_002264856.1 T7A0% Atlga5840 UORF
palyamine oxidase
mitachondrial substrate carrier 300 nt=3'UTR, NMD-gyanis
At20474490 Fai I BrRIAA NMD-gyants uORF GEVIVTOO028085001 | XM_002273538.1 90,10% At2o47490 LORF
500nt=3'UTR,
At4g19110 | protein kinase, putative MMD-gyanls UORF | GSYIYTODD03204001 | XM_002265323.1 7930% Atdg19110 MMD-gyanis
UORF
Atd 30960 ggg#g&s%li¥g%ﬁ?£g? MNMD-gyanls UORF | GSVIVTO0013357001 HM_002262631.1 85,30% Atdg30960 4?\10Mrg-€ 3allr?L:|rSR;
u kinasel protein kinasef protein oy = : / u uoggF
sefinefthreanine kinase
500 nt=3'UTR; GEVINTOO0022273001 | XM_002276153.1 74,0% 50 nt = intron;
AIA0IAA00. | SMGT 50 nt = intron GEVIVTOOO00G54001 | XM_002272651.1 65,7% AlonIgANn 700nt=3'UTR
forkhead-associated domain-
Atag47790 | containing protein f FHA domain- 800 nt=3'UTR GEVIVTOD004318001 HM_002265233 49 90% Atag47790 00nt=3'UTR
containing pratein
ERF1-1 (EUKARYOTIC RELEASE 2002 FUTR: GSYIVTO0001852001 | XM_002271620.1 94 3% nincs adat
At5047880 | FACTOR 1-1); translation release &0 nt = irron GEVIVTOO014642001 | XM_002282991.1 94,3% Atggd 7880 400nt = 3'UTR
factor GEVIVTOD031808001 | XM_0022714211 931% nincs adat

5. tablazat. Feltételezett direkt NMD target Arabidopsis gének sz616 ortolégjai. Az elso

oszlopban az Arabidopsis gén TAIR azonositéjat, a masodik oszlopban a Phytozome

adatbazisban elérhet6 leirasat (,,description”) tlintettiik f6l. A magyarazatot lasd a szovegben.

V. 8.2. A WRKY transzkripcios faktor csalad

Erdekes, hogy a sz616 kozelmultban azonositott patogénrezisztencidban szerepet jatszo

VVWRKY?2 transzkripcios faktora (NCBI hozzaférési szam: AY596466) nem-transzlalodo

szekvenciai alapjan szintén NMD-szabalyozas alatt allhat, mert 3> UTR-ja 456 nukleotid

hosszu ¢és stop kodonja utan 50 nukleotidra intront tartalmaz (Guillaumie et al., 2010, Mzid et
al., 2007).
A WRKY transzkripcios faktor csalad szamos taggal rendelkezik, ezért megkerestiik a

Phytozome adatbazisban elérhetd sz616 WRKY géneket, hogy megnézziik, az egész csaladra

jellemzd lehet-e az NMD-szabalyozottsag, vagy egyediil a VVWRKY2 génre. Erdekes modon

a géncsalad szamos mas tagja is potencidlis NMD target: egyesek koziilik 5° UTR-jukban

NMD-relevans uORF-ot tartalmaznak, masok 3’ UTR-janak hossza meghaladja a 300

nukleotidot, illetve a géncsalad egyik tagjanak 3’ UTR-ja NMD-relevans pozicidban intront
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tartalmaz. A 6. tablazatban Osszefoglaltuk a Phytozome adatbazisban elérheté sz6l6 WRKY

transzkripcids faktorok potencialisan NMD-indukalo tulajdonsagait.

WRKY gén azonositéjal| NMD-relevans uORF 3' UTR hossza 3’ UTR intron
GSVIVT00021021001 nincs adat 455 -
GSVIVT00012503001 nincs adat 376 -
GSVIVT00023080001 van 285
GSVIVT00029143001 van 256
GSVIVT00017225001 nincs adat 310
GSVIVT00002773001 - 442 van, 324 nt-ra a stop-t6l
GSVIVT00030063001 - 2251
GSVIVT00018895001 van 147
GSVIVT00003403001 van n.a.

GSVIVT00028138001 van 354
GSVIVT00017951001 nincs adat 308
GSVIVT00027287001 van 226
GSVIVT00014872001 nincs adat 383
GSVIVT00032689001 van 166
GSVIVT00023865001 van 198
GSVIVT00035835001 van 112
GSVIVT00026902001 van 137

6. tablazat. A sz6l6 WRKY génjeinek 3° UTR-szerkezete. A tablazat els6 oszlopaban
feltiintettiik a vizsgalt gén Phytozome azonositojat, tobbi oszlopdban pedig az adott gén
potencidlisan NMD-indukal6 tulajdonsagait: NMD-relevans uORF-ok jelenlétét, 3° UTR
szekvenciajuk hosszat, valamint hogy 3° UTR-juk tartalmaz-e intront. Sziirke, kék, illetve zold
hattérrel emeltiik ki az NMD-indukalé tulajdonsagokat. Lathato, hogy szamos WRKY gén
potencialisan NMD-indukal6 tulajdonsagokkal rendelkezik.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a WRKY gének mas fajokban is NMD-
szabalyozottak lehetnek-e, ezért az NCBI RefSeq adatbazisdban a blastn programmal
megkerestiik a sz0l6 AY596466 szekvencidjahoz leghasonlobb ricinus (XM _002512088.1),
nyarfa (XM_002314988.1), Arabidopsis (XM_002876832.1), kukorica (NM_001137361.1) és
cirok (XM _002442153.1) WRKY homoldgokat. Azt talaltuk, hogy ezek 3’ UTR-ja szintén
hosszabb 300 nukleotidnal, vagyis ezek a gének is potencialis NMD targetek.

A WRKY transzkripcios faktorok a stresszellendlosag fontos, kozponti faktorai. Ez azt
jelenti, hogy ha ezek a gének valoban NMD-szabalyozas alatt allnak, akkor, amennyiben az
NMD hatékonysaga allatokhoz hasonléan névényekben is stresszhatasokra gyengiil, akkor
hozzajarulhat e  transzkripciés  faktorok — expressziojanak  stresszhatasra  torténd
megnovekedésében és ezen keresztill szamos effektorgén expresszdjanak bekapcsolasaban.

Kiilonbozé fajokkal végzett vizsgalatokban tobben leirtak, hogy az NMD erdssége kiilonbzo
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szovetekben, kiilonbdzo egyedekben, illetve stresszhatasokra adott valaszként megvaltozhat,
példaul faktorainak megvaltozott koncentracidja miatt. A névényekben az NMD szabalyozott
erdsségére egyeldre nincs bizonyitek, a WRKY transzkripcios faktorok NMD-szabalyozottsaga
pedig szintén kisérletes bizonyitasra szorul. Ezért ezeket a kérdéseket érdemes lenne tovabbi
kutatasok soran megvizsgalni, igy kozelebb keriilhetnénk az NMD létfontossagu funkcidjanak

¢s az mRNS degradacios rendszerek stresszvalaszokban betoltott szerepének megértéséhez.
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VI. Az eredmények megvitatasa

Beallitottunk egy N. benthamiana géndeplécios-komplementacids rendszert, amelynek
segitségével megmutattuk, hogy a ndvényekben rendkiviil fontos szerepet jatsz6 NMD-utvonal
egyik esszencidlis faktoranak, az SMG7-nek sz6l6ben hdrom paralégja van jelen, amelyek
koziil kettd megdrizte az eredeti NMD funkciot ¢s NMD-szabalyozottsagot, egy pedig
mindkettdt elveszitette és feltételezhetéen 1) funkciot vett f6l, amelyben azonban N-terminalis
doménje hasonld funkcidt tolthet be, mint az SMG7T fehérje N-terminalis doménje az NMD-

utvonalban.

VI. 1. A N. benthamiana VIGS-alapu tranziens

gendeplécidos-komplementacios rendszer

Az altalunk feléllitott géndeplécidos-komplementacids rendszer eldonye, hogy megfeleld
riporterrendszer beallitisaval nagyon sokféle heteroldg gén gyors funkcionalis tesztelésére
felhasznalhatd, amennyiben az adott Utvonal a vizsgalandd novény ¢és a dohany kozott
konzervalt. A rendszer felhaszndlhatd novényi gének funkciondlis térképezésére is:
felhasznalasaval tesztelhetiink kiilonb6z6 csonka vagy pontmutins fehérjéket, igy
meghatdrozva a fehérje egyes funkcioihoz esszencidlis doméneket, aminosavakat. Ez a
modszer kiilondsen hasznos lehet a nehezen transzformalhatd €s hosszu életciklusi novények
(pl. a sz616) génjeinek funkcionalis analizisében. Ehhez hasonlo, névényi gének funkcionalis

térképezésére alkalmas tranziens rendszer korabban nem volt ismert.

VI. 1. 1. VIGS-rendszerek kiillonboz6 gének funkcidjanak tesztelésére

Kiilonb6zé VIGS rendszereket régota hasznalnak a csendesitett novény endogén
génjeinek funkciondlis tesztelésére. Eleinte ilyen vizsgalatokat foleg N. benthamiana-ban
végeztek, ¢€s leggyakrabban patogén-rezisztenciaban szerepet jatszo gének funkcidjat
azonositottak. Példaul Peart és munkatarsai 2002-ben egy TRV vektorba klonoztak az EDSI
gén egy darabjat, majd ezzel a TRV-EDSI vektorral fertéztek dohany novényeket. A fertdzés
hatdsara a dohany csokkent ellenalloképességet mutatott a TMV (tobacco mosaic virus)

virussal szemben, ami arra utalt, hogy az EDS1 gén szerepet jatszik a TMV-vel szembeni
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rezisztenciaban (Peart et al., 2002). Ugyanebben az évben Liu és munkatarsai N. benthamiana
VIGS rendszerben kimutattak, hogy az SCF ubiquitin-ligdz és a COP9 fehérjedegradacios
rendszerek szintén szerepet jatszanak a TMV elleni rezisztenciaban (Liu et al., 2002). Jin és
munkatarsai a dohany NPK1 gén funkciojat azonositottak VIGS segitségével: kimutattak, hogy
NPK1-csendesitett dohanyban nem miikddnek az N, a Bs2 és Rx gének altal aktivalt
rezisztencia utvonalak (Jin et al, 2002). A N. benthamiana SGT1 génr6l szintén VIGS
segitségével igazoltak, hogy fontos, altalanos szerepet tolt be kiilonb6zo patogén-rezisztencia
utvonalakban (Peart et al., 2002).

De VIGS rendszerek nemcsak rezisztencia-gének, hanem a fejlédésben szerepet jatszo
gének azonositasara is felhasznalhatoak. Példaul a virdgfejlodésben fontos szerepet jatszo
LEAFY gén egy szakaszat hordoz6 TRV vektorral fertézott dohanyndvények ugyanugy
modosult viragokat hoznak, mint a /eafy nullmutans dohany (Ratcliff ez al., 2001).

A VIGS rendszerek nagy elénye, hogy a segitségiikkel létfontossagih gének is
kikapcsolhatok a novényekben, igy ezen gének hidnyanak hatasa feln6tt novényben tesztelhetd.
Példaul Peele és munkatarsai egy geminivirus vektort hasznaltak kiilonb6z6, dohany
merisztéma funkcioban 1étfontossagh szerepet betoltd gének csendesitésére (Peele et al., 2001).

A VIGS rendszerek gyorsasaguknak ¢és egyszertiségiknek kdszonhetéen
felhasznalhatoak high-throughput funkcionalis genomikai vizsgalatokra, forward genetikai
screen-ekre is. Random cDNS fragmentek VIGS vektorba klonozésa és a ndvények infiltralasa
utan az igy kapott érdekes fenotipusok kivalaszthatéak és a megfeleld VIGS vektorba
klonozott fragment konnyen azonosithatd (Baulcombe 1999, Fitzmaurice et al., 2002, Lu et al.,
2003, Slaymaker et al., 2002).

A legtobb esetben N. benthamiana-ban végeznek VIGS kisérleteket, mert ebben a
novényben a VIGS tiinetek altalaban sokkal kifejezettebbek és hosszabb ideig fennallnak, mint
mas novényekben. Masrészt a N. benthamiana mas ndvényekhez képest szokatlanul sokféle
virusra érzékeny, vagy azért, mert plazmodezmainak ateresztOképessége nagyobb, mint mas
fajoké, vagy mert ez az Ausztraliabol szarmazo ndvény elveszitette egyes, virusokkal szemben
védelmet nyujtdé mechanizmusait (Waigmann et al, 2000). Ezenkivill a N. benthamiana
nagyon kdnnyen nevelhetd iiveghdzban, dnbeporzo, és nagy levelei konnyen infiltralhatoak és
megfeleld mennyiségli mintat szolgaltatnak génexpresszios vizsgalatokhoz.

VIGS a megfeleld virusvektorok kifejlesztésével mas novényekben is alkalmazhato,
példaul Arabidopsis-ban (Dalmay et al, 2000), arpaban (Holzberg et al, 2002),
paradicsomban (Liu et al., 2002), sz6lében (Muruganantham et al., 2009) és szamos egyéb
novényfajban is, azonban ezek a rendszerek kevésbé jol mikkddnek, mint a N. benthamiana

VIGS rendszerek.
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Az altalunk hasznalt kisérleti rendszer abban egyediilallo, hogy a N. benthamiana-ban
csendesitett gén hidnyat annak mas fajbol klonozott ortolégjaval komplementaljuk, igy
kombinaljuk a VIGS-re nagyon jol hasznalhatd N. benthamiana rendszer elonyeit azzal, hogy
tetszoleges, a szamunkra fontos faj génjeinek funkciojat tesztelhetjiik ebben a rendszerben,
amennyiben konzervalt molekularis utvonalat vizsgalunk. Megfeleld riporterrendszer
kidolgozasaval szologének széles korének funkcidjat tesztelhetjiik igy, akar a ndvekedésben
vagy fejlédésben esszencialis génekét is. Igy jelentésen felgyorsulhat a sz616
génexpressziojanak szabalyozasaban résztvevd Utvonalak szerepldinek feltérképezése, amivel
kozelebb juthatunk a sz616 kiilonbozo stresszhatasokkal szembeni ellenalloképességének
megeértéséhez €s a jobb stressz-rezisztenciaval rendelkez6 fajtak konnyebb szelekcidjahoz vagy

eléallitasahoz.
VI. 2. A novényi SMG7T doménjeinek funkcidja

Komplementacidés ¢és tethering kisérleteinkkel els6é Iépésként feltérképeztik az
Arabidopsis SMG7T fehérje doménjeinek funkciojat. Ugy talaltuk, hogy 6nmagiban sem a
fehérje N-, sem a C-termindlis doménje nem elég a fehérje NMD-funkciojanak betoltésére,
valamint hogy az N-terminalis domén feltételezett foszfoszerinkdté aminosavai esszencialisak
a fehérje NMD-funkciojahoz, ami alapjan feltételezhetjilk, hogy a ndévényi SMG7T az
emldshoz hasonldan foszfoszerinkotésen keresztiil tolti be funkcidjat. Tethering kisérletben
kimutattuk, hogy az Arabidopsis SMG7T mRNS-hez kotése felgyorsitja az mRNS lebomlasat,
valamint hogy ezért az aktivitasért a fehérje C-terminalis doménje felelés. A tovabbiakban

ezen informaciok segitségével vizsgaltuk a sz616 SMG7-homologok funkcidjat.

VI. 3. Az SMG7 duplikacidk szerepe az NMD-

utvonalban

A 14-3-3-like doménnel rendelkez6 SMG7-homolég fehérjék minden vizsgalt allat- és
novényfajban esszencialis szerepet jatszanak az NMD-utvonal miikédésében. A 14-3-3
fehérjék szerepe altalaban foszforilaltsag-fiiggd fehérje-fehérje kapcsolatok kozvetitése.
Altalaban dimerként miikodve, a megfeleld foszforilalt motivum felismerése utin vagy
konformécios valtozasokat idéznek eld a targetfehérje szerkezetében, vagy befolyasoljak —

gatoljak vagy eldsegitik - kiilonbozo fehérjepartnerekhez vald kotddését. Proteomikai
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vizsgalatok szerint novényekben a 14-3-3 fehérjék tobb mint 300 potencialis targettel
rendelkeznek, amelyek jorésze valamilyen jelatviteli titvonalban jatszik szerepet (Oecking and
Jaspert 2009).

Elesztében két SMG7-homologot talaltak, egyikiik, az Estl, csak a teloméra-
fenntartasban jatszik szerepet, a masik, az Ebsl faktor segiti, hatékonyabba teszi az NMD
miikodését, de nem létfontossagu a mitkodéséhez (Luke ef al., 2007). C. elegansban az SMG-
5, az SMG-6 és az SMG-7 is megtalalhatd, mindharom kell az NMD miikodéséhez (Anders et
al, 2003, Cali et al, 1999). D. melanogaster-ben csak az SMGS5-nek és az SMG6-nak
azonositottak homologjat, de ezek mindketten sziikségesek az NMD-hez. Huméanban az
SMGS5-SMG7 heterodimer és az SMG6 részben, de nem teljesen atfedd funkciot toltenek be az
NMD-ben, ezért a hatékony miikddéshez mind a harom fehérje jelenlétére sziikség van. Az
SMGS, -6 és -7 paralogokat eredményez6 duplikacié a Metazoa klad kozos dsében torténhetett,
ami utan a harom paraloég funkcioja gyorsan divergalodhatott, megosztottdk egymas kozott az
NMD-funkciot, és igy most mar mindhdrom homoldgra sziikség van az NMD megfeleld
miitkodésehez.

Novényben a kétszikiiek kozos dsében torténhetett egy SMG7-duplikécio, amely az 6si
SMGT7T ¢és SMG7L géneket eredményezte, amelyek mindketten stabilizalédtak a genomban,
talan azért, mert funkciojuk — a Metazoa kladban torténtekhez hasonldéan - gyorsan
divergalodott és az SMG7TL altal folvett 01j, NMD-beli vagy NMD-fliggetlen funkcio fontossa
valt a ndvény szamara.

A masik kérdés, hogy milyen szelekcios nyomas vezethetett a sz6l6ben és a nyarfaban
megtalalhato, feltételezésiink szerint a fajok elvalasa eldtt tortént duplikdcidos eseménybdl
szarmazo, eddigi eredményeink alapjan a szdlében azonos funkciéju SMG7-1 és SMGT7-2
paralégok megorzéséhez. A novényekre jellemz0d a ploidiaszam gyakori valtozasa, emiatt az
egyes gének kopiaszama is gyakran valtozik, genomduplikdcid utdn egy darabig tobb
példanyban vannak jelen, majd a legtobb esetben a genomsokszorozodast kdvetd diploidizacios
folyamat soran a felesleges vagy karos masolatok rovid id6 alatt elvesznek a genombol.
Azonban egyes esetekben egy gén duplikacidja szelektiv elonyhoz juttathatja a névényt. Ennek
oka lehet példaul, hogy az adott géntermékbdl nagyon sokra van sziiksége a sejtnek, mint
példaul a riboszomalis- vagy hisztonfehérjékbdl. Az SMG7 fehérjék esetén valdsziniileg nem
ez a helyzet, hiszen tobb fajban is kimutattdk és publikdlatlan kisérleteinkben mi is gy
talaltuk, hogy az SMG7 tilexpresszidja gatolja az NMD-utvonal miikddését, valdsziniileg
azért, mert megvaltoztatja az endogén UPF1 sejtbeli lokalizacidjat, a citoplazmabol a P-
testekbe és a sejtmagba szallitja (Luke er al, 2007, Unterholzner and Izaurralde 2004).

Valodban, sok esetben karos az olyan fehérjék duplikacioja, amelyek nem egyediil, hanem mas
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fehérjékkel fizikai kolcsonhatdsba 1épve milkddnek a sejtben, mert az egyik partner
egyensulyat (Papp et al., 2003).

Ennek fényében mi jelenthette azt a szelekcios elonyt, aminek hatdsara az SMG7-1 és
SMG7-2 paralogok hosszutavon fennmaradtak a sz6l6 és a nyarja genomjaban? Raser és
O’Shea 6sszefoglald cikkiikben arra hivjék fel a figyelmet, hogy szelekcids nyomasnak kell
hatnia a génexpresszios rendszerekben megjelend zaj csokkentésére (Raser and O'Shea 2005).
A zaj tobbféle modon is csokkenthetd: egyrészt génduplikacioval, mert igy a tobb génrdl folyo
génexpresszio ,kilengései’ atlagolodnak. Masrészt, mind elméleti modellek, mind Bacillus
subtilis-ben végzett kisérletek tanusaga szerint gyakori transzkripcio kis hatékonysaga
transzlacidval parosulva kisebb zajt okoz a fehérjetermék szintjében, mint a ritka transzkripcio
¢és hatékony transzlacio (Ozbudak et al., 2002). Az SMG7T gének transzlacidja az NMD miatt
nem hatékony: egy adott SMG7T mRNS-1dl csak egy vagy kevés fehérje transzlalodik, utana
az NMD felismeri és lebontja a transzkriptumot. Ezért adott mennyiségi SMG7T fehérje
eléallitasahoz tobb transzkripcios korre van sziikség, mint egy nem NMD-szabalyozott gén
esetében.

Ezek alapjan lehetséges, hogy az SMG7T fehérje sejtbeli szintjének nagyon finom
szabalyozasa és expresszidjanak nagyfoku egyenletessége sziikséges az NMD-utvonal
megfeleld mikodéséhez, és talan az SMG7T valamely egyéb, példaul a meidzisban ellatott
feladatanak optimalis ellatasdhoz is. Ez 0sszhangban lenne azzal a megfigyeléssel, hogy az
SMG7T-nek mind kiiitése, mind tulexpresszioja elrontja az NMD-t élesztében, humanban és
novényekben (Kerenyi et al., 2008, Luke et al., 2007). Vagyis lehetséges, hogy az SMG7T
homologok NMD-szabalyozottsaga azért nagyon fontos és konzervalt, hogy a sejt minél
egyenletesebben tarthassa a fehérjeszintet (Kerenyi et al., 2008), és a sz6l6-nyarfa SMG7T
duplikacio utan is a zaj csokkentése jelentette azt a szelekcids eldnyt, ami hosszitavon
fenntartotta a duplikatumokat. Azonban ez a szelekcidés nyomas vagy nem nagyon erés, vagy
nem minden fajban jelentkezett, hiszen csak ebben a két ndvényfajban taldltunk régota
fennmaradt SMG7T paralogokat. Mind sz6l6ben €s nyarfaban, mind a tobbi ndvényfajban tobb
SMG7-képia is elveszhetett az evolicio soran.

Egy masik lehetéség, ami miatt az SMG7T gének NMD-szabalyozottsdga fontos lehet,
hogy ha az NMD aéllatokhoz hasonléan noévényekben sem 4llandd, hanem szabalyozott
hatékonysagu folyamat, és ha az SMG7 faktor mennyisége limitald, vagy bizonyos
koriilmények kozott limitalova valhat az NMD miikddése szempontjabol, akkor az SMG7
NMD-szabalyozadsa meggatolhatja az NMD aktivitdsdnak ,tallendiilését”. Ha az NMD

valamilyen koriilmény hatasara nagyon hatékonnya valik, akkor az SMG7T szintje lecsokken
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¢s egy 1d6 utan limitalod faktorra valik az NMD szamara, meggatolva annak tulzott aktivitasat
(Kerenyi et al., 2008). igy az NMD az SMG7 faktoron keresztiil autoregulalt Iehet.

Azonban az is lehet, hogy a sz616 SMG7-1 ¢s SMG7-2 paralogok azért maradtak fenn
mindketten hosszatdvon a sz6l6 genomban, mert promoteriik szubfunkcionalizacion ment
keresztlil: a két faktor térben vagy idoben megosztotta egymas kozott az expressziot, igy
mindkét gén jelenléte esszencialis a novény taléléséhez. Ezt a késObbiekben érdemes lenne
qRT-PCR vizsgalatokkal tesztelni kiilonbozé szovetek és kiilonbozoé fejlédési stadiumok
SMGT7T-expressziojanak Osszehasonlitasaval, illetve meg lehetne vizsgalni a két paralog

expressziojat kiilonbozd biotikus és abiotikus stresszek hatasara.
VI. 4. Mi lehet az SMG7L gén funkcioja?

Azt talaltuk, hogy mig az SMG7L fehérje N-terminalis doménje részben konzervalta az
eredeti SMG7 fehérjékre jellemezd aminosavszekvenciat és funkciot, addig a C-terminalis
domén elveszitette az NMD target mRNS lebontasat el6idéz6 funkciot.

Az Arabidopsis SMG7L fehérje C-terminalis doménjének fehérjeszekvencidja csak az
els6 harmadaban mutat szignifikdns hasonlosagot az SMG7 fehérje C-termindlis doménjének
szekvenciajaval, az ezutdn kovetkezd szakasz a blastp program statisztikdja szerint nem
hasonlit szignifikansan az SMG7 C-termindlisara, ehelyett egy rovid szakaszan ismeretlen
fehérjével (At5g02650) mutat szignifikans hasonlosagot (e érték: 4e-15), amely azonban nem
ELM fehéjemotivum-adatbazis nem prediktal fehérjemotivumot erre a szakaszra, azonban az
SMGT7L és SMG7 fehérjék egyéb szakaszain tobb olyan foszforildcids motivumot is azonosit,
amelyet 14-3-3 fehérjék ismerhetnek fel. Mivel a human SMGS5 ¢és SMG7 fehérjék
heterodimerként vesznek részt az NMD-ben és mas 14-3-3 fehérjék is gyakran dimereket
alkotnak egymassal, elképzelhetd, hogy ezek a motivumok SMG7T-SMG7T, SMG7L-
SMG7L, vagy SMG7T-SMG7L dimerek kialakitasaban vesznek részt, ezt érdekes lenne
immunprecipitacioval tesztelni.

Ezenkiviil az ELM egyéb foszforilaciés motivumokat, valamint ciklin-, MAPK- ¢s WW
domén-kapcsoloédasi motivumokat prediktal mind az SMG7T, mind az SMG7L
fehérjeszekvencidban. Az SMG7T ciklinekkel és MAP kinazokkal valo interakcidja nem lenne
meglepd, mert egyes eredmények arra utalnak, hogy a ndvényi SMG7T gén fontos,
feltehetdleg NMD-fiiggetlen szerepet jatszik a meiozisban, ezért a hipomorf smg7 mutansok

nem fertilisek (Riehs et al., 2008)(Arciga-Reyes et al., 2006, Yoine et al., 2006). Emlésokben
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¢és C. elegans-ban kimutattak, hogy az SMG7 NMD-beli szerepe a foszforilalt UPF1 kotése 14-
3-3-like doménjén keresztiil és a protein foszfatdz 2A fehérje UPF1-hez iranyitasa, igy UPF1
defoszforilacidjanak és reciklizalasanak el6segitése (Anders et al, 2003, Wilkinson 2003).
Lehetséges, hogy a novényi SMG7T ehhez hasonld szerepet tolt be a meidzisban, vagyis
elésegiti egy foszforilalt, a meidzis szabalyozasdban szerepet jatszo fehérje defoszforilaciojat.
Mivel fehérjelokalizacios vizsgalataink szerint az SMG7L fehérje a citoplazma mellett kis
mennyiségben a sejtmagokban is jelen van, nem kizart, hogy az NMD-funkcié elvesztése
mellett részben megdrizte az SMG7T sejtmagban betoltott funkciojat. Ezzel kapcsolatban
érdekes lenne megnézni, hogy az smg7/ mutans novények fertilisek-e.

Mivel az SMG7L fehérje részlegesen konzervalta N-terminalis doménjének funkciojat,
ami allatokban ¢és feltételezésink szerint novényekben is UPF1 kotéséért felelds, nem kizart,
hogy megoérizte a UPFI1-koté képességet; ezt érdekes lenne immunprecipiticioval
megvizsgalni.

Chan és munkatarsai kimutattak egy érdekes NMD-szabalyoz6 mechanizmust, amely
az eml6sokben jelenlévd két UPF3 paralog, a UPF3a és a UPF3b kolcsonhatasan alapul.
UPF3Db jelenlétében a UPF3a fehérje instabil és csak kis mennyiségben van jelen a sejtben,
UPF3b hidnyaban azonban a szintje tobbszordsére emelkedik és kompenzalja UPF3b hidnyat
az NMD-utvonalban. UPF3b jelenlétében azonban UPF3a megemelkedett szintje gatolja az
NMD-t. Ennek hatterében az all, hogy a UPF2 faktor kotése sziikséges a UPF3a fehérje
stabilizalasahoz, azonban UPF3b sokkal erésebben és hatékonyabban képes UPF2-hoz kotddni,
mint a UPF3a. igy ha a UPF3b fehérje kell6 mennyiségben jelen van a sejtben, ,,leversenyzi” a
paralogjat, amely igy instabil marad és rovid idon beliil lebomlik. Azonban ha mégis til sok
UPF3a van jelen a sejtben UPF3b mellett, akkor UPF2 gyenge, instabil megkotésével rontja az
NMD-utvonal hatékonysagat, mert elérhetetlenné teszi UPF2-t a hatékonyabb UPF3b szamara
(Chan et al., 2009).

Erdekes lenne, ha az SMG7T és az SMG7L faktorok kozott is ehhez hasonlé kapcsolat
allna fonn, vagyis mindkét faktor képes lenne UPF1 k&tésére, de az SMG7T erdsebben kotné
UPF1-et, mint az SMG7L. Ez Osszhangban lenne azzal az eredményiinkkel, hogy a sz616
SMG7LN-1C konstrukcio, amelyben az SMG7-1 fehérje N-terminalis doménjét az SMG7L N-
terminalis doménjével helyettesitettiik, kevésbé hatékonyan miikodott az NMD-ben, mint az
eredeti SMG7-1 konstrukci6, talan UPF1 kevésbé hatékony megkotése miatt. Masrészt
azonban smg7 mutansokban mind endogén NMD targetek, mind NMD target
riporterkonstrukciok szintje megemelkedik, ami arra utal, hogy az SMG7L nem, vagy csak
részlegesen, esetleg csak egyes targetgének esetében tudja helyettesiteni az SMG7T fehérjét
(Kerenyi et al., 2008, Riehs et al., 2008). Ezenkiviil eredményeink szerint SMG7L-csendesitett
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levelekben nem mikddik hatékonyabban az NMD, mint kontroll levelekben, ezért nem
valdszinil, hogy SMG7L az NMD negativ regulatora lenne.

Tompa Péter személyes kozlése szerint érdekes mddon az NMD-utvonal szdmos
faktora hosszl rendezetlen fehérjeszakaszokkal rendelkezik. Az n. eleve rendezetlen fehérjék,
illetve fehérjerégiok (intrinsically disordered region, IDR) a globularis fehérjékkel szemben
nem rendelkeznek hatarozott térszerkezettel. Ezen fehérjeszakaszok funkcidja gyakran fizikai
kapcsolodas kiilonbozé fehérjepartnerekkel (Tompa ef al,, 2009). Erdekes modon (a GlobPlot
program predikcidja szerint) az Arabidopsis SMG7T fehérje kb. elsé 800 aminosava globularis
szerkezetet vesz fol, mig a C-terminalis kb. 250 aminosav eleve rendezetlen, hatdrozott
térszerkezettel nem rendelkezd régiot alkot. Ezzel szemben az SMG7L fehérje kb. az 540.
aminosavaig globularis szerkezetli, mig a C-termindlis 340 aminosav rendezetlen szerkezetet
vesz fol (Linding et al., 2003). Ezért lehetséges, hogy az SMG7L C-terminalis doménje

crcr

képes részt venni.
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VII. Uj tudomanyos eredmények

. Bioinformatikai Uton azonositottuk az Arabidopsis mRNS-lebontasi rendszerek,

els6sorban a korai stop kodon altal okozott mRNS lebomlas (NMD) faktorainak

feltételezett sz616 ortologjait.

. Beallitottunk egy N. benthamiana tranziens géndeplécids-komplementacios rendszert,

amely alkalmas sz6l6gének gyors €s egyszerli funkcionalis azonositasara.

. A beallitott rendszer segitségével kisérletesen azonositottuk a névényi NMD utvonal

egyik kozponti faktora, az SMG7 sz616 homologjait.

. Igazoltuk, hogy az SMG7L SMG7-homolog nem jatszik szerepet az NMD utvonalban,

hanem 1;j funkciot vett fol.

. Funkciondlisan feltérképeztiik az SMG7T és SMG7L fehérjéket és megmutattuk, hogy
az SMGT7T ¢és SMGTL paralogok N-terminalis doménjének funkcidja konzervalt, mig
C-terminalis doménjiik funkcidja kiilonbozé: az SMG7T fehérje esetében az NMD
target mRNS lebomlasanak indukalasa, az SMG7L esetében azonban elveszitette ezt a

funkciot.

. Igazoltuk, hogy a két sz616 SMG7T homoldog NMD-szabalyozas alatt all, mig az

SMGT7L elveszitette az NMD-szabalyozottsagot.
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VIII. Osszefoglalas

Munkank soran beallitottunk egy olyan N. benthamiana tranziens géndeplécids-
komplementacids rendszert, amelyben kiilonb6z6 sz6l6gének funkcidja gyorsan és egyszeriien
tesztelhet. Ennek a rendszernek a segitségével azonositottuk a korai stop kodon altal okozott
mRNS-lebomlasi utvonal (NMD) egyik kozponti faktora, az SMG7 sz6loben megtalalhatod
homolodgjait. T6bb organizmusban is kimutattdk, hogy az NMD ttvonal fontos szerepet jatszik
kiilonb6zo stresszhatasokra adott valaszok, génexpresszids valtozasok szabalyozasaban, és
novényekben is szamos eredmény utal az mRNS degradaciés rendszerek stresszvalaszokban
betdltott alapvetd szerepére. A globalis id6jarasvaltozassal és a népesség novekedésével egyre
nagyobb sziikség lesz jobb stressztiird képességl termesztett novényfajtak hasznalatara, ezért
nagyon fontos, hogy jobban megismerjiik a novényi NMD ttvonal miikddését. Kisérleti
rendszerlinkben sikeriilt igazolnunk, hogy mig a harom sz6l6 SMG7-paraldg koziil kettd, az
SMG7-1 és az SMG7-2 megbrizte mind az eredeti NMD-funkciét, mind az eredeti SMG7
génekre jellemzé NMD-szabalyozottsagot, addig a harmadik paralog, az SMG7L mindkét
tulajdonsagot elveszitette. Tovabb elemezve az SMG7L fehérje funkcidjat azt talaltuk, hogy N-
terminalis doménje megorizte azt a funkciot, amit ez a domén az eredeti SMG7 fehérjében az
NMD-ben jatszhatott, azonban C-terminalis doménje elveszitette az mRNS lebomlést eldidézd
funkciot, amit ez a domén az SMG7-1 fehérjében betolt. Ennek megfeleloen az SMG7L fehérje
sejtbeli lokalizacidjat megvizsgalva azt talaltuk, hogy az SMG7-1-gyel ellentétben, amely
elsdsorban a sejtmagokban és a P-testekben talalhato meg, az SMG7L a citoplazméban
lokalizal. Azt is kimutattuk, hogy azt NMD valtozatlan hatékonysaggal miikédik SMG7L-
csendesitett novényekben. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az SMG7L paralog
funkcidja megvaltozott. Ezenkivill az eredményeink azt is bizonyitjdk, hogy az 4altalunk
kidolgozott N. benthamiana géndeplécios-komplementacios rendszer valdoban alkalmas
sz6l6gének gyors funkcionalis azonositasara, sot kiilonb6zo gének doménjeinek funkcionalis

térképezésére is.
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[X. Summary

We have established a transient N. benthamiana gene depletion-complementation system
which can be used to quickly and easily test the function of different grapevine genes. Using
this system we have functionally identified the three grapevine paralogs of the nonsense-
mediated mRNA decay core factor SMG7. The NMD pathway was shown to play an essential
role in stress responses of different organisms and the essential role of mRNS degradation
systems in stress responses has also been proven in plants. Because of the global warming and
growing population it will be essential to grow plant varieties with improved stress resistance.
For this reason it is very important to study the plant NMD pathway, especially in species of
great economical importance, such as grapevine. We have found that two of the three
grapevine SMG7 paralogs, SMG7-1 and SMG7-2 have retained both the original plant SMG7
function and the direct NMD regulation, which is a characteristic feature of plant SMG7
homologs. The third SMG7 homolog, SMG7L has lost both the original NMD function and
NMD regulation. We have also tested the function of the individual protein domains of
SMG7L and found that its N-terminal domain retained the original function, whilst its C-
terminal domain has lost the original ability to induce NMD target decay. We have determined
the cellular localization of SMG7-1 and SMG7L and found that whilst SMG7-1 localizes to P-
bodies and nuclei, SMG7L localizes to the cytoplasm. In addition, we have shown that NMD
works efficiently in SMG7L-silenced plants. These results show that the function of the
SMGT7L paralog has diverged from that of the original SMG7 during evolution. Our results
also indicate that our N. benthamiana gene depletion-complementation system can be used for
the quick functional identification of grapevine genes and functional mapping of protein

domains of a gene.
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