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I. Bevezetés

A sz016 gazdaséagilag rendkiviil fontos ndévény, a FAO (Food and Agriculture
Organization) adatai szerint 2008-ban a vilagon Osszesen 7 337 364 hektaron termesztették. A
sz016 a mediterran teriiletek egyik legfontosabb termesztett novénye, valamint a vilag gazdasagi
szempontbol legfontosabb gylimoélcse.

A globalis iddjaras-valtozassal a szOélotermd terliletek idéjarasa egyre szélsdségesebbé
valik, ezért mind a klimavaltozas kozvetlen kovetkezményei, a hdmérséklet, a csapadék és a CO,-
koncentraci6 megvaltozdsa, mind a kozvetett kovetkezmények, mint a termelés
fenntarthatosaganak vagy az energiafelhasznalasi hatékonysagnak az el6térbe keriilése miatt egyre
nagyobb sziikség lesz a kiilonféle stresszhatasoknak ellendlld sz6l6fajtak hasznélatara. A legtobb
szO6lotermo teriilet idéjarasa mar az elmult fél évszazad alatt jelentOsen felmelegedett, a sz616 mai
termesztési teriiletein azonban a vizhidny a termesztés legfontosabb limitald tényezdje. Még ott is,
ahol az évi csapadékmennyiség magas, a csapadék egyenldtlen eloszlasa miatt a sz616 novekedési
id6szakaban vizhiany alakulhat ki, ezért egyre tobb szdlétermesztd teriilet szorul Ontdzésre.
Azonban az emberiség 1étszdmanak drasztikus névekedése miatt egyre tobb vizre lesz sziikség,
ami az ontozésre szoruld széldtermeszto terliletek visszaszorulasat fogja okozni. Mar most a vilag
vizfelhasznalasanak 70%-a mezégazdasagi ontozésre forditodik. Igy egyre nagyobb sziikség lesz
szarazsagtlird és minél hatékonyabb vizfelhasznalasu szOl6fajtak hasznalatara (Cominelli and
Tonelli).

A ndvények szdrazsagtirése Osszetett tulajdonsag, amelyhez bonyolult szabdlyozasi
utvonalak minél hatékonyabb miikodése sziikséges. Szarazsagstressz hatdsara a novénynek at kell
programoznia génexpressziojat: a korabban sziikséges transzkriptumokat és fehérjéket minél
gyorsabban le kell valtania a szérazsagstressz tulélésében szerepet jatszd géntermékeknek. Ebben
a folyamatban azonban nemcsak a transzkripcidés mintdzat megvaltozasa jatszik szerepet, hanem
szamos poszttranszkripcidos mechanizmus is. Az mRNS splicing, a transzlacid intenzitasadnak és az
mRNS-lebomlési utvonalaknak a valtozasai mind szerepet jatszanak a sejtben jelen 1évé mRNS-
¢s fehérjekészlet lecserélddésében, amely igy sokkal gyorsabban és hatékonyabban megy végbe,
mintha kizarolag a viszonylag lassu transzkripcios valaszok 1épnének miikddésbe. A kiilonbozo
mRNS-lebomlési utvonalak kiilonosen fontosak a novény fejlodési fazisok kozotti atmeneted,

illetve a megvaltozott kornyezethez, példaul kiillonb6z6 stresszhatasokhoz valo alkalmazkodésa



soran. Stresszhatasra aktivalodd mRNS-degradaciés rendszerek gyorsan és szelektiven lebontjak
az 0j koriilmények kozott felesleges, esetleg karos fehérjéket koédol6 mRNS-eket, igy lehetéveé
teszik, hogy az 1j korlilmények mellett adaptiv fehérjekészlet minél eldbb atvehesse a kordbban
szlikséges faktorok helyét. Ezért a novényi mRNS-degradacios utvonalak feltarasa nélkiil nem
ismerhetjiik meg a novényi stresszvalaszok molekularis alapjait. Ezekrdl az utvonalakrdl azonban
alapvetd fontossaguk ellenére egyeldre nagyon keves tudunk.

Programunk hosszu tava célja a sz610 stresszvalaszaiban szerepet jatszo mRNS-lebomlasi
utvonalak feltérképezése. Ennek elsé 1épéseként megkezdtik a sz0l6 egyik alapvetdé mRNS-
degradacios rendszerének, a korai stop kodon altal okozott mRNS-lebomlasnak (nonsense-
mediated decay, a tovabbiakban NMD) a vizsgalatat. Az NMD utvonal emlésokben és €lesztében
is részt vesz a génexpresszio stresszhatdsokra torténd atprogramozéasaban, ezért feltételezhetd,
hogy a ndvényi stresszvalaszokban is igen fontos szerepet jatszik. Munkank soran az egyik
esszencialis NMD-faktor, az SMG7 sz016 paralogjainak funkcionalis azonositasat végeztiik el,
hogy kozelebb keriiljiink a sz6l6 NMD-utvonalanak megértéséhez €s igy az utvonal potencialis

felhasznalasahoz a jobb stressztlirésii fajtak eldallitasa, illetve szelekcidja soran.

I. 1. A korai stop kodon altal okozott mRNS-lebomlas

Kiilonb6z6 mRNS-ek féléletideje nagyon kiilonbozé lehet, amelyet részben a
szekvencidban talalhat6 specialis cisz-elemek és az ezeket felismerd, majd a sejt kiillonbdzo
lebontasban szerepet jatszo enzimeit az mRNS-hez irdnyité tramsz faktorok hataroznak meg
(Narsai et al., 2007). igy bizonyos cisz elemek és transz faktorok target-specifikussa teszik az
mRNS-degradaciot: adott cisz elemmel rendelkez6 mRNS-ek stabilitdisa megndhet vagy
lecsokkenhet a cisz-elemet felismerd fransz faktorok hatasara.

A novényi sejt egyik target-specifikus lebomlasi utvonala a korai stop kodon altal okozott
mRNS-lebomlés (NMD), amely az un. korai stop kodont (premature termination codon, PTC)
tartalmazd6 mRNS-eket ismeri fel és bontja le, amelyek C-terminalis végiikon csonka fehérjéket
kodolhatnak. Korai stop kodont tartalmazé mRNS-ek szarmazhatnak mutans génekrdl, amelyek
keriilt, vagy vad tipusu génekrdl hibas transzkripcidé vagy alternativ splicing kovetkeztében. Az
NMD konzervalt Gtvonal, kiillonb6zd hatékonysaggal és kissé kiillonbozo funkcioval, de tobbnyire
konzervalt kozponti faktorokkal és hasonlé mechanizmusokkal minden eukariota organizmusban

miikodik: egysejtiiekben, pékélesztoben, hasadd éElesztdben, Caenorhabditis elegans-ban,



Drosophila melanogaster-ben, halakban, emlésdkben és novényekben (Stalder and Muhlemann
2008).

Novényekben az NMD altaldban azokat az mRNS-eket ismeri fel targetként, amelyek 3’
UTR-ja szokatlanul hosszi (~300 nukleotidnal hosszabb) vagy a stop kodontdl legalabb ~50
nukleotidra intront tartalmaz. Igy az NMD-target mRNS-eket jellemz6 cisz-elemek a hosszu 3’
UTR és a 3° UTR-ban megfelelé helyen 1évé 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(t 3° UTR-alapi” és az ,,intron-alapi” NMD-t. A hosszi 3 UTR-
alaptt NMD a ndvényeken kiviil a gerinctelen allatokra és pékélesztdre jellemzd, de emlésdkben is
megfigyelték. Az intron-alapt NMD a novényeken kiviil nagyon elterjedt emlésokben, ahol ez a
dominans NMD-utvonal, de D. melanogaster-ben ¢és hasado €lesztében is megfigyelték.

Ilyen tulajdonsagokkal nemcsak mutans génrdl szarmazé vagy hibasan atirodott mRNS-ek
rendelkezhetnek. Szamos vad tipusi mRNS is hosszii vagy intront tartalmazo 3’ UTR-ral
rendelkezik. Példaul a sz616 gének kozel 40%-a 300 nukleotidnal hosszabb 3° UTR-ral
rendelkezik, ezek a gének is allhatnak enyhébb vagy erédsebb NMD-szabalyozas alatt.
Arabidopsis-ban pedig azt talaltdk, hogy fehérjekodold génjei kb. 0,5%-anak expresszidja
emelkedik meg legalabb 1,8-szorosara két kiilonboz6 NMD-faktor hidnyaban (Kurihara ez al.,
2009).

Vagyis az NMD-utvonal kettds funkciot lat el: a hibas transzkriptumok gyors eltlintetése

crer



I1. Célkituzések

A sz016 szelektiv mRNS-degradacios rendszereinek megismerése, az ezekben szerepet
jatszo gének funkcidjanak elemzése kozelebb vihet a sz6l6 stresszvalaszok molekularis biologiai
alapjainak megértéséhez. Azonban a sz0l6 funkcionalis genomikai vizsgalatokra nehezen
alkalmazhatd, ezért munkank eldfeltétele egy olyan tranziens Nicotiana benthamiana
géndeplécios-komplementacids rendszer beéllitdsa volt, amelynek segitségével egyszerien ¢és
gyorsan tesztelhetd kiillonb6zd szOlogének funkcidja, illetve tisztazhatok egyes sz016
génparalogok funkciojanak eltérései.

Tovéabbi célunk az volt, hogy az eldzdleg beallitott N. benthamiana tranziens rendszert

felhasznaljuk a sz616 NMD-ttvonalanak vizsgalatara.
Konkrét céljaink a kdvetkezdk voltak:

Elészor bioinformatikai ton azonositani kivantuk az ismert ndvényi NMD- és éltaldnos
mRNS degradacids faktorok sz616 ortologjait.

Masodik 1épésként egy olyan tranziens géndeplécids-komplementacios rendszert
terveztlink felallitani, amelynek segitségével kikapcsolhatjuk a N. benthamiana kiilonb6zo
endogén génjeit, majd heteroldg (pl. sz016) gén bejuttatasaval komplementalhatjuk az elrontott
funkciot.

Ezutan azt terveztiik megvizsgalni, hogy az NMD utvonal SMG7 kézponti faktoranak
bioinformatikai uton azonositott sz616 homologjai képesek-e komplementalni a N. benthamiana
endogén SMG7 hianyat.

Szerettiik volna tisztdzni, hogy ha valamelyik sz6l6 SMG7 paralog nem képes
komplementalni az endogén SMG7 hianyat, akkor két doménje koziil melyik veszithette el eredeti
feladatat.

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

Végil tesztelni akartuk, hogy a sz6l6 SMG7-homologok megdrizték-e azt az eredeti
SMG7-tulajdonsagot, hogy 3’ nem transzlalodo régiojuk tulajdonsagai miatt maguk is korai stop

kodonnal rendelkeznek és igy az NMD-utvonal altal szabalyozottak.



III. Anyagok ¢s modszerek

II. 1. N. benthamiana novények

Az agroinfiltralasokhoz kb. 3 hetes N. benthamiana ndvényeket hasznaltunk, melyeket

hossztnappalos koriilmények kozt (16 ora nappal / 8 6ra éjszaka) 22 °C-on neveltiink.

I11. 2. Molekularis klonozasok

Az agroinfiltraciokhoz a géneket Bin61S bindris vektorba vagy annak szdrmazékaiba klonoztuk a
karfiol mozaik virus 35S promotere és terminatora kozé. A klénozandd N. benthamiana,
Arabidopsis thaliana illetve Vitis vinifera szekvencidkat a megfeleld novény total RNS
kivonatarol késziilt cDNS-r61 KOD Hot Start DNA Polymerase (EMD Chemicals) segitségével
szaporitottuk fol.

II1. 3. Agroinfiltracio

A kiilonboz6 agrobaktérium-kulturdk optikai denzitasat (ODggg) spektrofotométerrel mértiik, majd
0,01 M MgCl,-t és acetosyringont tartalmazé6 MES pufferrel higitottuk a kivant koncentraciora,
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.

III. 4. Virus-indukalt géncsendesités (VIGS)

VIGS inditasahoz ~21 napos ndvényeket infiltraltunk harom kiilonb6z6 agrobaktérium-kultara
keverékével. Az egyik a P14 silencing szuppresszort, a masik a TRV RNA1-et (BINTRA6 vektor)
(Ratcliff et al, 2001), a harmadik a csendesitendé gén szekvenciajat is tartalmazé TRV-PDS
vektort tartalmazta. Minden novény 2-2 kozépmagassagban 1évo levelén infiltraltunk 1-1 kb. 1
cm?2 kiterjedésii foltot. A novényeket a VIGS inditasa utani 10. és 14. nap kozott infiltraltuk feliil

a vizsgalando tesztkonstrukciokkal.



II1. 5. RNS-kivonasok és Northern blotok

Az RNS-kivonasokat 1 cm? kiterjedésti infiltralt levélfoltokbol végeztiik a kordbban leirt modon
(Szittya et al, 2002). A mintakat formaldehides 1,5%-o0s agar6z-MAE gélen futtatuk, majd
kapillaris blottoldssal juttattuk at nitrocelluloz membranra (Hybond-N, Amersham Biosciences).
A blotokat P* citozinnal jelslt P14 es GFP probaval hibridizaltuk. A jelek erdsségét
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

harom ismétlés atlagat és szorasat.

III. 6. Tethering kisérletek

Tethering riporter konstrukcionak a GFP-3’boxB (G-3’bB) konstrukciot hasznaltunk, amelynek 3’

crer

konstrukciokat AN -fuziés formaban expresszaltattuk.

II1. 7. Szekvenciakeresések

Az SMG7 csalad kiilonb6zo novényekben megtalalhaté homoldgjait a Phytozome, illetve a szd16

homolégokat az NCBI  GenBank adatbazisaban  kerestik  (www.phytozome.org;

www.ncbi.nlm.nih.gov) a tblastn programmal, az A. thaliana SMG7 fehérjéjét (At5g19400),
illetve SMG7L fehérjéjét (Atl1g28260) hasznalva keresOszekvencianak. A WRKY géncsalad
tagjait a Phytozome ¢és az NCBI RefSeq adatbazisokban kerestiik.



IV. Eredmények

IV. 1. A novényt mRNS-degradaci6 faktorainak szoldben

megtalalhatdo homologjai

A sz616 mRNS-degradacios rendszereinek ¢€s ezek stresszvalaszokban jatszott szerepének
megismerése céljabol elsd 1épésként bioinformatikai titon azonositottuk az mRNS-degradacidban,
ezen belill elsdsorban az NMD-utvonalban szerepet jatszé ndvényi gének sz6ldben megtalalhatd
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). Szélében a UPF1-nek ¢s a UPF2-nek szintén csak egy-egy homologjat
talaltuk meg, azonban harom UPF3 paral6got azonositottuk (1. tablazat). Az SMGS5-7 csalddnak a
vizsgalt allatokban (C. elegans, Drosophila, zebrahal, human) ketté vagy harom homolédgja van
jelen. Arabidopsis-ban szintén két SMG7-homolégot azonositottak, az SMG7T-t és az SMG7L-t.
Sz6l6ben két SMG7T homologot és egy SMG7L homologot talaltunk.

A szbélégenomban szamos tovabbi NMD- illetve altalanos mRNS degradacios faktor is
tobb példanyban van jelen (1. tdblazat). Ezt az NMD tanulményozasakor figyembe kell venni, és
az egyes faktorok funkcidjanak tesztelését annak a kérdésnek a megvalaszolasaval kell kezdeni,
hogy az adott gén paralogjai koziil melyik drizhette meg azt az eredeti funkciot, amit a gén mas
fajokban megtalalhat6 ortologjainal megismertiink.

Munkank sordn az SMG7 faktor hdrom sz6lé paraldogjdnak funkciondlis azonositasat
tlztiik ki célul, mert kordbban mar igazoltuk, hogy a fehérje esszencidlis szerepet tolt be mind az
tudunk. Masrészt, ez a faktor az emlos NMD PTC-felismerési és mRNS-lebontasi szakaszanak
,hataran” tolti be funkcigjat, igy kiilonosen érdekes lehet, hogy a harom szdld paralog
megosztotta-e egymas kozott ezt a feladatot. A munka folytatdsaként az altalunk bedllitott
géndeplécios-komplementacids rendszerben azonban tovabbi sz6l6 NMD-faktorok funkcionalis

tesztelése is lehetséges.
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Arabidopsis homolég gén neve sz016 homoloég
At5g47010 UPF1 XM_002279268.1
At2239260 UPF2 XM_002275610.1

XR_077501.1; XR_077493.1;

Atlg33980 LI XM 0022642401

' XM_002276153.1; XM_002272651.1;
At5219400; At1g28260 SMG7 XM, 005274724.1
- SMG-1 XM_002281236.1
At3248190 ATM XM_002279366.1
At5g40820 ATR XM_002278373.1
At1g50030 TOR XM_002275578.1
At1g51510 Y14 XM_002281192

At1g02140 MAGO | XM 002281258.1; XM_002272217.1
At3g19760 eIF4AIII XM_002274975.1

At1g80000; Atlg15280 Barentz XM_02280036.1

At5g47880 / At1g12920 / RE] | XM_002282991.1; XM_002271620.1;
At3g26618 € XM_002271421.1
At1g18070 eRF3 XM_002280946.1
At1g08370 DCP1 | XM 002273389.1; XM_002281741.1
At5g13570 DCP2 XM_002274322.1
At3g13300 VCS | XM _002269539.1; XM_002269528.1
Atlg77680 SOV XM_002284383.1
At1g54490 XRN4 | XM 002271951.1; XM_002275524.1

At3g4d260; At5g22250; XM_002271600.1; XM_002281102.1;

At1g27820; At1g27890; — -

ALoe 1470 AG 44240, XM_002271393.1; XM_002285266.1;

Atlg% 450, Atlgl 920, CAF1 |XM_002285265.1; XM_002271432.1;

& A8 ’ XM_002272129.1; XM_002272173.1;

At5g10960; At1g80780; M 0032793051
At2g32070 - '

At3g58580; At3g58560; COR4 | XM_002280954.1; XM _002284124.1;

At3218500; At1g02270 XM_002275494.1
Atlg55870 PARN XM_002266033.1

AR2g17510; At1g77680; RRP6 XM_002276903.1 /
Atl1g54440 XM_002276873.1; XM_002284383.1
At3g61620 RRP41 XM_002280266.1
AR2g17510 RRP44 | XM 002276903.1 / XM_002276873.1

1. tablazat. A novényi NMD-faktorok feltételezett Arabidopsis és sz6l6 homolégjai. A bal
oldali oszlopban tiintettiik fel a gének kisérletesen vagy bioinformatikai modszerekkel azonositott
Arabidopsis homologjait (TAIR adatbazis azonositok), a jobb oldali oszlopban pedig a
bioinformatikai iton azonositott sz616 homologokat (RefSeq adatbazis azonositok). Lila szinnel

emeltiik ki azokat a géneket, amelyeknek sz6ldben két homologjat talaltuk meg, kékkel,
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amelyeknek harom homolodgjat és zdlddel, amelynek haromnal t6bb homoldgjat azonositottuk. A

/" jellel elvalasztott azonositok egy gén alternativ transzkriptumai.

IV. 2 A novénylt NMD vizsgalati modszerel

IV. 2. 1. N. benthamiana géndeplécids-komplementacids rendszer

A sz0l6 NMD-faktorok funkcionalis vizsgalatdhoz elsé Iépésként beallitottunk M.
benthamiana-ban egy virus-indukalt géncsendesitésen (VIGS) alapuld tranziens géndeplécids-
komplementacids rendszert, amelyben heterolég gének funkciondlis tesztelése gyorsan ¢és
egyszeriien elvégezhetd.

Ennek soran elsd 1€épésként N. benthamiana-ban csendesitjiik a tesztelendd gén (példéaul az
SMG?7) ortoldgjat, olyan moédon, hogy a N. benthamiana-t fertéz6 dohany rattle virus (7obacco
rattle virus, TRV) szekvencidjaba beépitjik a gén egy 600-700 nukleotid hosszii szakaszat,
valamint kontrollként a PDS (phytoene desaturase) gén egy szakaszat is (TRV-PDS-SMG7, 1. B
abra), majd a virus szekvencidjat a C58C1 agrobaktérium térzs bindris vektordnak T-DNS-
a TRV virus a levelekben replikélni kezd. Ennek soran duplaszalua RNS koztestermék keletkezik,
amelyet a novény silencing rendszere felismer €s révid szakaszokra vag. Ezeknek a rovid
duplaszalt RNS-eknek az egyik szdla a novényi RISC (RNA induced silencing complex)
komplexbe beépiilve minden vele homolég RNS-szekvenciat felismer és gatolja azok
expressziojat. Igy a novény a virussal egyiitt a TRV szekvenciajaba beépitett PDS és SMG7
szakaszokkal homolog endogén PDS ¢és SMG7 géneket is csendesiti. A PDS gén a karotinoid
bioszintézis utvonalban jatszik szerepet, hidnyaban a levelek fény hatasara kifehérednek (1. A
abra). A rovid duplaszala RNS-ek a plazmodezmdkon keresztiil a szomszédos sejtekbe is eljutnak,
igy a szisztemikusan fert6zott levelekben nemcsak a virusfertézott foltokban, hanem az azokat
koriilvevo sejtsorokban (Iényegében az egész szisztemikus levélben) is csendesitddik a PDS és az
SMG7 gén (szisztemikus silencing). Kb. 10-14 nappal az agroinfiltracid utan a ndvény felsd
levelei kifehérednek, ami a PDS gén csendesitését jelzi. Igy a PDS gén segitségével nyomon

kovethetd a silencing terjedése.
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B tesztelendd gen N. benthamiana ortoldgjanak kb,
600-700 nukleotid hosszl szakasza

phytoere-desaturase
Nicotiana benthamiana Tobacco raftle virus
Ge-l + e
At SMG7
C 0dpi TRV-PDS-SMG7 14 dpi 7+ P14 sz616 At
| + P14 Ge-l + SMG7 SMGT7
ol g 52616 SMG7
-“ VIGS . Wi A sz?’(lt’i Sh:lG? htt)[rllolég
Ge-l omplementa
v
van SMG7, . nincs SMG7,
NMD mikadik, NMD nem miikadik,
Gc-l gyengén vilagit Gc-l erdsen vilagit

Gc-l NMD riporter (eréis NMD-target):

ATG STOP intron A 52616 SMG7 homolag
[ GFP V& /kr=x(35sT] nem komplemental

1. abra. N. benthamiana tranziens géndeplécios-komplementacios rendszer. A PDS-
csendesitett N. benthamiana ndvény. B A TRV-PDS-SMG7 konstrukcidé sematikus abraja. C
Géndeplécio és komplementacid N. benthamiana-ban. A magyarazatot lasd a szévegben. D Ge-1

NMD-target riporterkonstrukcid. dpi: days post infiltration, 35sT: 35S terminétor.

Ha a novények kifehéredtek, akkor leveleiket feliilinfiltraljuk a Gce-I NMD-target
riporterkonstrukcioval, a P14 silencing szuppresszor ¢és a tesztelendd SMG7 konstrukciokkal. A
Ge-I riporterkonstrukcié erés NMD-target, amely a GFP kodold régio és a 35S terminator kozott
»C ), ezért 3> UTR-ja 300 nukleotidnal hosszabb, masrészt 3° UTR-jdban a ,,c” szakasz utan
tartalmazza az Ls gén intronjat, amely NMD-t indukal (1. D abra). A P14 silencing szuppresszor
duplaszala RNS-koté fehérje, amely a transzgén-indukalt géncsendesités gatlasaval 1ényegesen
erdsebbé teszi a vele egyiitt infiltralt gének expresszidjat. Ha csak P14-gyel infiltraljuk egyiitt,
akkor a Gc-I konstrukcidé erds zdld fluoreszcencidt mutat, mert a dohdny endogén SMG7
faktoranak szintje lecsokkent és igy az NMD hatékonységa jelentésen gyengiilt. Az Arabidopsis
13



SMG7 fehérjével egyiitt infiltralva azonban Gc-I gyengén vilagit, mert a heteroldég fehérje
komplementalja az endogén SMG7 hianyat, helyreallitta az NMD-t (1. C abra). Ebben a
rendszerben tesztelhetd, hogy a sz616 SMG7 homolédgjai konzervaltdk-e azt a funkcidt, amit az
Arabidopsis és a N. benthamiana SMG7 gén az NMD-ben betéltenek, és igy képesek-e az
Arabidopsis SMG7-hez hasonldéan komplementdlni az endogén SMG7 hidnyat és igy
helyreéllitani az NMD-t (1. C dbra).

IV. 2. 2. N. benthamiana tethering rendszer a novényi NMD-faktorok

funkciojanak tesztelésére

Az SMGQGT7 fehérje emldsokben kettds feladatot 14t el az NMD-ben: elsé 1épésként N-
terminalis 14-3-3-szerli doménjén keresztiil felismeri és megkoti a foszforilalt UPF1 faktort és
rajta keresztiil kozvetve az mRNS-t, masodik 1épésként C-terminalis doménjén keresztiil indukalja

Ezért ha egy SMG7-homoldg nem komplemental, annak két oka lehet: vagy elveszitette a
teljes NMD-funkciét, vagy csak az egyik doménjének funkcidjat veszitette el, a masikét
megorizte. Példaul ha a tesztelend6 homoldg N-termindlis doménje elveszitette funkciodjat és igy
nem tud az mRNS-hez k&tddni, de C-terminalis doménje megorizte az mRNS lebomlést indukalo
funkciot, akkor ha a fehérjét mesterségesen az mRNS-hez kotjiik (tethering kisérlet), akkor
detektalhatjuk a C-termindlis domén miikddését.

A tethering kisérletek azon alapulnak, hogy a AN peptid erdsen és specifikusan koti az tn.
boxB RNS-szekvencia altal folvett erds masodlagos szerkezetet, igy a AN-nel flzionaltatott
fehérjék a boxB szekvenciat tartalmazoé riporterkonstrukcidohoz kotédnek (2. dbra). Mi egy olyan
GFP konstrukciot hasznalunk riporterkonstrukcioként, amely a GFP kodold régidja és a 35S
terminator kozott, a stop kodontol 71 nukleotid tavolsagra 6t boxB szekvenciat tartalmaz (G-3’bB
konstrukcio). A tesztelendd SMG7 konstrukciot pedig N-terminalis végén a AN peptidet kodolo
DNS-szekvenciaval fazionaltattuk (AN-SMG7). Ezutan a G-3’bB riporterkonstrukciot, a AN-
SMG?7 tesztkonstrukciot (vagy negativ kontrollként a AN konstrukciot, SMG7 nélkiil) és a P14
silencing szuppresszort N. benthamiana levelekbe agroinfiltraljuk. A G-3’bB gyenge NMD-target,
mert 3° UTR-ja 300 nukleotidndl hosszabb. Ezért ha csak P14-gyel vagy Pl4-gyel és a AN
peptiddel infiltraljuk egyiitt, akkor kozepes erdsséggel expresszal, mert az NMD kissé lecsokkenti
a stabilitasat. Ha a tesztelendd SMG7 paraldog megdérizte az mRNS-degradacios funkciot, akkor G-
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3’bB-vel egyiitt infiltralva jelentdsen lecsokkenti annak expresszidjat, ha elveszitette ezt a
funkciot, akkor azonban a AN peptidhez hasonléan nincs hatdssal G-3’bB szintjére (2. D abra).

fgy a géndepléciés-komplementacids rendszer utan a tethering rendszer hasznalatival

c ey

B

G-3’bB tethering riporter konstrukcio

(gyenge NMD-target): tesztelendd fehérje

2N-fazios konstrukciokent

ATG __STOP  SxboxB
TGP T 7int [ [ [T []35T

G-FbB +
AN-SMG7
+P14

Nicotiana benthamiana

AN-SMGT nem gyorsitja fel LN-SMG7 felgyorsitja
a G-3'bB riporter lebomlasat a G-3’bB riporter lebomlasat
{,,nem mikédik tetheringben”) {,,mikddik tetheringben”)

2. abra N. benthamiana tethering rendszer. A A G-3’bB tethering riporter konstrukci6. B A AN
peptiddel fazionaltatott SMG7 fehérje. C N. benthamiana agroinfiltralas a tethering

riporterkonstrukcioval, a tesztelendd fehérjével és P14-gyel. D A tethering rendszer miikodése.
IV. 3. Sz616 SMG7 homologok funkcionalis vizsgalata

A hiarom sz6l6 SMG7-homoldég NMD-funkciojat elészor ugy teszteltik, hogy
megvizsgaltuk, képesek-e helyreallitani SMG7-csendesitett N. benthamiana levelekben az

elrontott NMD-utvonalat, vagyis konzervaltak-e az eredeti NMD-funkciot.
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IV. 3. 1. Komplementacids kiseérletek

A komplementacios kisérletekhez a korabban bemutatott Gce-I konstrukcidt hasznaltuk
NMD riporternek, pozitiv kontrollnak pedig az Arabidopsis SMG7T konstrukcidt (AtS7). Azt
talaltuk, hogy ha Ge-I-t egyiitt infiltraltuk a sz6l6 SMG7-1 (VvS71) vagy az SMG7-2 (VvS72)
konstrukcioval, akkor Ge-I z6ld fluoreszcencidja és mRNS-szintje jelentdsen lecsokkent, ami azt
jelenti, hogy a szO6l6 mindkét SMG7T paraldogja megdrizte az eredeti SMG7-funkciot. Ezzel
szemben azt taldltuk, hogy az SMG7L (VvS7L) konstrukci6 nem volt képes helyreéllitani az
NMD-t; sem a riporterkonstrukcid vilagitasat, ssm az mRNS-szintjét nem csokkentette le (3. D
abra). Ez azt jelenti, hogy az SMG7L fehérje elveszithette eredeti NMD-funkciojat és 4j, NMD-
hez k6tddo vagy attol fliggetlen funkcidt vehetett fol.

A ATG STOR |
Ge-l

B VIGS:SMGT

Ge-l

ASY VST

G-

Ge-+ Ge-l+
WyS71 AtST

I 14

1 018 030
32 2005 +0A4T

G-l
AST WwSY2

- G-l

s o p1e
c-+ Ge-l+ '
VvST72 - AtST 10.113 36.323; El;.ll][:li

Ge-1
AtSY WwETL
Ge-l
e B (G

P14

Ge-l+ Ge-l+
VySTL AtST 1 022 1.06

.42 +0.09 013

3. abra. A sz6l6 SMG7-1 és SMG7-2 gének megorizték NMD funkciojukat, az SMG7L nem.
A A Gec-I riporterkonstrukcidé. B SMG7-csendesitett N. benthamiana leveleket vagy csak Ge-I-vel,
vagy Ge-I-vel és Arabidopsis SMG7-tel (AtS7), vagy a sz616 SMG7-1 konstrukcioval (VvS71)
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infiltraltunk. AtS7-hez hasonléan VvS71 is komplementélja az endogén SMG7 hianyat: mind a
Ge-I konstrukcio vilagitasat, mind az mRNS-szintjét jelentdsen lecsokkenti. C A sz6l6 SMG7-2

fehérje (VvS72) szintén komplemental. D A sz616 SMG7L fehérje (VvS7L) nem komplemental.

IV. 3. 2. Az SMG7-1 megorizte, az SMG7L elvesztette az mRNS-
degradacids funkciot

Bar komplementécios 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 foszfoszerinkotd funkciot, de C-termindlis doménje megdrizte a lebontast indukalo
funkciot, akkor az SMG7L nem tud tobbé a foszforilalt UPF1 kotésén keresztiil az mRNS-hez
kotédni, de ha tethering kisérletben mesterségesen az mRNS-hez kotjiik, akkor képes felgyorsitani
annak lebomlasat. A forditott esetben, ha a fehérje N-terminalis doménje megérizte, de C-
termindlis doménje elvesztette az eredeti funkciot, akkor az N-terminalis domén egy SMG7T
homolog C-terminalis doménjével fuzionaltatva az NMD-ben miikodoképes SMG7 fehérjét alkot.

Ezért el6szor tethering kisérletben teszteltiik, hogy ha az SMG7L-t mesterségesen az
mRNS-hez kotjiik és ezzel megkeriiljiik a kovetelményt, hogy a faktor magatdl kozel jusson a
potencidlis targethez, akkor végrehajtja-e a hatralevd, lebomlast indukald funkciot. Azt talaltuk,
hogy mig a AN-Vv-SMG7-1 konstrukcio (S71) ugyanolyan hatékonyan eléidézte G-3’bB zold
fluoreszcencidjanak ¢és mRNS-szintjének csokkenését, mint az Arabidopsis SMG7, addig a AN-
Vv-SMG7L nem okozott valtozast (4. A,B abra).

Ezutdn megvizsgaltuk, vajon az SMG7L C-termindlis doménje Onmagdban, az N-
terminalis domén nélkiil képes-e mRNS-degradaciét okozni (S7L-C), illetve hogy a sz616 SMG7-
1 fehérje C-terminalis doménje (S71-C) az Arabidopsis SMG7T C-termindlis doménjéhez (AtS7-
C) hasonldéan 6nmagaban elegendd-e az mRNS-lebomlés indukalasahoz. Azt talaltuk, hogy mig az
AtS7-C és az S71-C konstrukciok hatékonyan lecsokkentették a target mRNS szintjét, addig az
SMGT7L C-terminalis doménje nem (4. C ébra).

Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a novényi SMG7T fehérjék C-
terminalis doménje felelés az mRNS-lebontas indukalasaért, az SMG7L homoldég C-terminalis

doménje azonban elveszitette ezt a funkciot.
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AN [ AN [ HA |

AN-AtS7 [ Nterm. |  Cterm. [FLAG[] AN | 1059 aa
AN.AST-C [ Cterm. [FLAG[ AN | 542aa
AHWwS71 [ AN [ HA | Hiterm. | Cterm. | 992 aa
ANWWST1.C [ AN [ HA | Cterm. | 465 aa
ANVYSTL [ AN [ HA | MHterm. | Cterm. | 1021 aa
ANWWSTL-C [ AN THA | Cterm. | 517 aa
B 5-3'bB G 5-3'bB

AN AMST ST1 STL AN AMST-C S71-C 5TL-C
- FhB G-¥hB
.

P14

1 056 049 0.95 1 058 0.66 1.62
.15 #0.02 018 +0.32 .21 #0412 +0.02 +0.38

4. abra. A sz6l6 SMG7-1 megorizte, a sz616 SMG7L elvesztette RNS-degradacios funkcidjat.
A A tethering kisérletekben hasznalt konstrukciok. B Tethering kisérlet vad tipusi N.
benthamiana ndvényben a teljes hossziisagt AN-Vv-SMG7-1 (AN-VvS71, S71) és AN-Vv-
SMG7L (AN-VvS7L, S7L) konstrukciokkal. Negativ kontrollként a AN peptidet, pozitiv
kontrollként az Arabidopsis SMG7-AN-et (AN-AtS7, AtS7) hasznaltuk. A levélfoton és a Northern
bloton lathatd, hogy a G-3’bB riporterkonstrukcio vilagitasa és mRNS-szintje a AN-VvS71-
koinfiltralas hatasara ugyanugy lecsokkent, mint a AN-AtS7 hatdsara, mig a AN-VvS7L hatasara
valtozatlan maradt. C Tethering kisérlet az Arabidopsis SMG7-C-AN (AN-AtS7-C, AtS7-C), a AN-
Vv-SMG7-1-C  (AN-VvS71-C, S71-C) ¢és AN-Vv-SMG7L-C (AN-VvS7L-C, S7L-C)
konstrukciokkal. Negativ kontrollként a AN peptidet hasznaltuk. A G-3’bB riporter konstrukcio
z0ld fluoreszcencidja és mRNS-szintje a AN-AtS7-C- és a AN-VvS71-C-tethering hatdsara

jelentésen lecsokkent, mig AN-VvS7L-C hatasara valtozatlan maradt.
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IV. 3. 3. Az SMG7L N-terminalis doménje megorizte az eredett NMD-
funkciot

Az el6zd kisérletben azt talaltuk, hogy a sz6l6 SMG7L fehérje elvesztette C-terminalis
doménjének mRNS-lebomlast el6idéz6 funkciojat. Az SMG7 homoldégok N-terminalis doménje
azonban konzervaltabb, mint a C-terminalis domén, ezért lehetséges, hogy az SMG7L fehérjék N-
terminalis doménje is megorizte a foszfoszerinkotd funkciot.

Ennek tesztelésére egy olyan fuzids fehérjét épitettiink, amelyben a sz6l6 SMG7L N-
terminalis doménét a sz6l6 SMG7-1 C-terminalis doménjével fuzionaltattuk (SMG7LN-1C,
VVS7LN-1C, S7LN-1C) ¢és teszteltiik, képes-e ez a fehérje helyredllitani az NMD-funkciot
SMG7-csendesitett N. benthamiana ndvényekben (5. A dbra). Kontrollként a sz6l6 SMG7-1
fehérjét hasznaltuk (VvS71, S71). Erdekes modon azt talaltuk, hogy a VvS7LN-1C konstrukcid
jelentdsen lecsokkentette a Ge-I riporter expresszidjat, 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 megorizte az eredeti SMG7 gének funkcidjat.

A STOP | B
GeHl | GFP P2 %354T

571 SVLM-1C

VySTLN-1C[ _S7L N-term. [:871:Ctemm::|FLAG |

Ge-l+ Geds
WS71  VWSTLNAC B

|
1 015 0.3
£0.07  :0.08 0.03

5. abra. Az SMGT7L N-terminalis doménje megorizte az eredeti, NMD-miikodéshez
sziikséges funkciot. A A felhasznalt konstrukciok. A VVST7LN-1C a sz6l6 SMG7L gén N-
termindlis és a sz0l6 SMG7-1 gén C-termindlis doménjébdl épiil fel. B SMG7-csendesitett N.
benthamiana novényekben Gc-I-vel egyiitt infiltrdlva a VvS7LN-1C (S7LN-1C) konstrukcid
jelentdsen lecsokkenti Ge-I vilagitasat és mRNS-szintjét, bar kevésbé hatékonyan, mint a VvS71

(a bloton S71) kontroll konstrukci6.
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IV. 3. 4. SMG7L-csendesitett N. benthamiana novényekben jol mitkodik
az NMD

Bar az SMG7L faktor nem volt képes komplementalni a N. benthamiana SMG7 hianyat €s
C-terminalis doménje elvesztette az eredeti SMG7 faktorokra jellemz6 mRNS-degradacios
funkciot, eredményeink alapjan lehetséges, hogy N-termindlis doménje megoérizte a
foszfoszerink6td funkciét. Igy lehetséges, hogy az SMG7L valamilyen modon fontos szerepet
jatszik a novényi NMD-ben.

Ezért tesztelni akartuk, hogy N. benthamiana endogén SMGT7L génjét csendesitve az
NMD hatékonysdga megvaltozik-e. Kontrollként PDS-csendesitett novényeket hasznaltunk a
tesztelendd, PDS-SMG7L-csendesitett novények mellett. Az NMD hatékonysagat a kdvetkezo

négy GFP riporterkonstrukcioval kovettiik nyomon:

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

crer

3.) G-L: er6s NMD-target, amely 3° UTR-jdban tartalmaz egy 600 nukleotid hosszu
4.) Ge-I: nagyon er6s NMD-target, amelynek szekvencidja megegyezik a Gc szekvenciajaval,

azonban a ,,c” szakasz ¢s a terminator régio kozott tartalmazza az Ls gén intronjat (6. A abra).

PDS-csendesitett kontroll ndvényekben a Gc expresszidja csak fele, a G-L és Ge-1
expresszioja pedig a jol mikéodd NMD miatt csak a negyede, illetve 6téde a vad GFP
expressziojanak (6. B dbra). Ha az SMG7L gén sziikséges az NMD normalis miikédéséhez, akkor
PDS-SMG7L-csendesitett novényekben az NMD hatékonysdga gyengiil és az NMD-target
tesztkonstrukciok expresszidja megemelkedik. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy ezekben a
ndvényekben ugyanolyan hatékonyan miikddott az NMD, mint a kontroll ndévényekben (6. C
abra). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az SMG7L gén vagy nem jatszik szerepet az

NMD-ben, vagy funkcioja nem minden esetben Iétfontossagti az NMD hatékony miitkodéséhez.
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6. abra. Az SMGT7L fehérje jelenléte nem sziikséges az NMD hatékony miikodéséhez. A A
kisérletben hasznalt GFP riporterkonstrukciok. B PDS-csendesitett N. benthamiana novényekben
jol mitkkddik az NMD, az NMD-target G-L, illetve Ge-1 zold fluoreszcencidja és mRNS-szintje
jelentésen alacsonyabb, mint a kontroll GFP, illetve Gc z6ld fluoreszcenciaja és mRNS-szintje. C
PDS-SMG7L-csendesitett N. benthamiana ndvényekben ugyanolyan hatékonyan miikddik az
NMD, mint a kontroll PDS-csendesitett novényekben, az NMD-target ¢és kontroll GFP

konstrukciok aranya a kontroll névényekben észlelt aranyokkal megegyezo.
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IV. 4. A sz616 SMG7 homologok szabalyozasa

Korabbi munkankban azt talaltuk, hogy az Arabidopsis es N. benthamiana SMG7 gének
érdekes modon maguk is az NMD-utvonal altal szabalyozottak, amit 500-600 nukleotid hosszu 3’
UTR-juk és a 3° UTR-jukban talalhat6 intronok okozhatnak (Kerenyi et al., 2008). Mind a 3’
UTR-ban taldlhat6 intronok, mig az 500-600 nukleotid hosszi 3> UTR-ok ritkdk a ndvényi
mRNS-ek esetében, ezért azt feltételeztiik, hogy valamilyen okbol szelekcio hat arra, hogy az
SMG7 gének NMD-indukalo tulajdonsagokkal rendelkezzenek. Ezért meg akartuk vizsgalni,
vajon a harom sz616 SMG7 paralog megorizte-e az NMD-szabalyozottsagot.

Elészor Osszegytijtottik a harom génhez tartozo, az NCBI EST adatbazisaban elérhetd
EST szekvenciakat. Azt talaltuk, hogy az SMG7-1 ¢és az SMG7-2 gének 3’ UTR-ja nagyon hossza
(tobb mint 750, illetve mint 550 nukleotid hosszi) €s az Arabidopsis SMG7-hez hasonld
pozicidban 2-2 intront tartalmaz. Ezzel szemben az SMG7L gén 3’ UTR-ja az EST adatok alapjan
két, egymastdl tavol 1évo alternativ poliadenildcios hellyel rendelkezik, az egyik esetben 121, a
masikban 400 nukleotid hosszi 3 UTR keletkezik, amely nem tartalmaz intront (7. A 4bra). Az
SMG7-1 és az SMG7-2 gének terminator régidja tulajdonsagai alapjan nagy valoszintiséggel
NMD-t idéz eld, mig az SMG7L gén stop kodontodl tavolabbi poliadenilacios helyérdl keletkezd
400 nukleotid hosszu 3’ UTR-ral rendelkezd mRNS szintén lehetséges, hogy NMD-t indukal.

Ezért a haromféle SMG7 terminator régiot a GFP gén mogeé klonoztuk és a konstrukciokat
onmagukban, vagy UPF1DN (U1DN) konstrukcioval egylitt N. benthamiana levelekbe infiltraltuk
(a UPF1DN a UPF1 NMD faktor dominans-negativ mutans valtozata, amely gatolja az NMD-t).
Azt talaltuk, hogy az SMG7-1 és SMG7-2 gének terminator régidja valoban NMD-t indukalt: mig
onmagaban infiltralva mind a G-VvS71-T, mind a G-VvS72-T konstrukcidé gyengén vilagitott és
mRNS-szintje is alacsony volt, addig UIDN-nel egyiitt infiltralva vilagitasuk is erdsodott €s
mRNS szintjiik is 2,3-szorosara (G-VvS71-T), illetve 2,55-szordsére (G-VvS72-T) emelkedett (7.
B é4bra). Ez azt jelenti, hogy mind az SMG7-1, mind az SMG7-2 paralég kézvetlen NMD-
szabdlyozas alatt allhat. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy az SMG7L gén terminatoraval
rendelkez6 G-VvS7L-T konstrukcid6 onmagaban infiltralva erds zdld fluoreszcencidt mutatott. A
konstrukciorol az EST adatokkal osszhangban két kiilonb6zd hosszusagt mRNS keletkezett,
mindketté magas szinten expresszalt. Ha a G-VvS7L-T-t UIDN-nel egyiitt infiltraltuk, nem
valtozott a konstrukcio vilagitasanak erdssége, és a két kiilonbozdé hosszusdgih mRNS koziil

egyiknek a szintje sem emelkedett meg (7. B abra). Ebbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az

22



SMG7L gén termindtora nem indukal NMD-t, vagyis ez a paralog NMD-funkcidjaval egytitt
NMD-szabalyozottsagat is elveszitette.

A -« STOP
G-WS71-T [FGFPpd i} =81 Jrolia
« STOP

GMvST2 T | =GFP Pt el 33—s—t0sim6e0§polia

« STOP
GWWSTL T[EGFP pnnA

RBE;C STOR
U1DN

B
GAWYSTLT | GWwSF2.T] GMwSIL-T

GAWEA1-T GAVST2-T GAWS7L-T
- LMDN - LMDM - 1Dn

1 23 1 2.55 1 1M
047 +0.07 0,32 +0.61 001 0.2
1 123

0,26  +0.09

7. abra. Az SMG7-1 és SMG7-2 homologok megorizték, az SMGTL elvesztette az NMD-
szabalyozottsagot. A A G-VvS71-T, G-VvS72-T, G-VvS7L-T ¢és UPFIDN (UIDN)
konstrukciok sematikus abrazolasa. A téglalapok exonokat, a koztiikk 1évé vonalak intronokat
kodold szakaszokat jeldlnek. Az egyes szakaszok hosszat a téglalapokra, illetve a vonalak ala irt
szdmok jelzik. A VvS72 és a VvS7L terminatorok esetében alternativ poliadenilacios helyeket
talaltunk. A UIDN konstrukciéo az Arabidopsis UPF1 génjének dominans-negativ pontmutans
valtozata, amely N. benthamiana levelekbe infiltralva gatolja az NMD miukodését. B Baloldali
panelek: A G-VvS71-T konstrukcid vilagitdsa (fent) és mRNS-szintje (lent) UIDN hatasara
jelentésen megemelkedik. Kézépso panelek: A G-VvS72-T konstrukcio vildgitasa (fent) és
mRNS-szintje (lent) UIDN hataséra szintén jelentésen megemelkedik. Jobboldali panelek: A G-
VvS7L-T konstrukcid vilagitasa (fent) és mRNS-szintje (lent) UIDN nélkiil is magas szintii,
U1DN nem befolyasolja.
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IV. 5. NMD-targetgének sz6loben

IV. 5. 1. Arabidopsis NMD-target gének sz016 ortologjai

Az NMD utvonal az eddigi adatok alapjan kiilonb6zo €l6lényekben altalaban kiillonb6zo
mRNS-eket ismer fol. Azonban lehetséges, hogy kozelebbi rokon organizmusokban, példaul két
kétsziki, rosid kladba tartoz6 ndvényfajban nagyobb atfedés van az endogén NMD-szabalyozott
gének kozott.

Kurihara és munkatéarsai kozolnek egy Arabidopsis génlistat, amely gének expresszidja
mind upf1, mind upf3 mutans novényekben legalabb 1,8-szorosara emelkedik. Ezek a gének vagy
direkt NMD-targetek, vagy egy NMD-target gén, példaul transzkripcids faktor szabalyozésa alatt
allnak (Kurihara et al., 2009).

Végignéztiikk ezeknek az Arabidopsis géneknek az 5°-¢s 3> UTR régioit, hogy kivalasszuk
kozilik azokat, amelyek potencidlis NMD-indukdloé tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy
valdszintileg 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 es¢llyel NMD-t indukal (,,NMD-gyanus uORF”).

Ezutan kivélasztottuk azokat a géneket, amelyeknek a Phytozome adatbazisban
megtalalhatd egyértelmii sz016 ortologja. Azokat vettiik egyértelmii ortolognak, amelyek az adott
Arabidopsis gén leghasonlobb sz6l6 homoldgjai voltak és amelyeknek ugyanez az Arabidopsis
gén volt a leghasonlobb Arabidopsis homologjuk. Igy a lista 18 Arabidopsis génre sziikiilt. Ezutan
megnéztiik, hogy a gének sz616 ortologjai szintén NMD-indukal6 tulajdonsagokkal rendelkeznek-
e. A 18-bdl 12 sz616 ortologhoz volt elérhetd UTR-adat. Ebbdl 10 ortolég mutatott valamilyen
potencialis NMD-indukal6 tulajdonségot (2. tablazat). Ezek a szO6l6 gének nagy eséllyel direkt
NMD-szabalyozas alatt allnak.

24



szl gén
e | satinamoty | soonomiy | Nabieps | et | s
Ehytozome descrption NMD-indulcalo P;‘g::;g%e angé hasonlosd | Arabidopsi |  NMD.indulald
tulajdonsaga [i] s tulajdonsaga
homald igja
LHY {LATE ELONGATED MMDogyans
Aflg01060 | HYPOCOTYL), DA hinding f 300 nt= 3 UTR GEVIVTOO026185001 | WM_002267654.1 59,10% Atlg01060 u(;_gF
transchiption factor
i 2 i 300nt= 3 UTR;
transchption factor transcription 300 nt= 3" UTR; Hh_002275329.1 i)
Atlg29950 requistor NMD-gyanis LORF GEVIVTOO0034160M M 002275357 1 a7 80% Atlg29950 NME_Og;inUS
. — 300t = 3 UTR;
eukaryatic translation initiation 400 nt = 3 UTR,; 4
A g3ET30 factar 5, putative / eIF-5. putative NMD-gyanis LORF GEVIVTO0015309001 | XM_0022857891 69,20% A g3ET30 NMEgginus
ATPADY (ARABIDORSIS
THALIANA POLY AMINE y , MMD-gyanis
At1gE5340 OXIDASE 4); aming oxidasef MMD-gyands UORF | GEVIVTOODZEREE0M Hh_002264856 .1 T7.50% At1gE5340 UORF
palyarine oxidase
mitachondrial substrate carrier 300 nt=3'UTR; MD-gyaniis
At2g47480 family pratain NMD-gyanis LORF GEVIVTOO028055000 | XM_0022735358.1 90,10% At2g47480 LORF
500nt =3 UTR,
Atdg19110 | protein kinase, putative MMO-gyvands UORF | GSYIVTO0003204001 | XM_D02265323.1 79,30% Atdg19110 MMD-gyanls
UORF
Atdg30960 gg‘gég&%lﬂgﬁfﬁg? MMO-gyands UORF | GSYIVTO0013357001 | XM_002262631.1 85,30% Atdg30960 4?&%_« 3;#&?;
u kinasel protein kinasel protein ay = i g u u(;_:gF
sefinethreaning kinase
500 nt = 3'UTR; GEVIVTOO0022273000 | WM_0022761531 T4,0% 50 nt = intran;
AOOTIIO0 | SHe 50 nt = intran GEVIVTOO000654001 | ®M_002272651.1 65,7% A0l 700 nt = 3 UTR
farkhead-associated domain-
ASg4T790 | containing protein/ FHA domain- 800 nt= 3 UTR GEVIVTOO0004 31800 HM_002265233 49 90% AtagdT790 300 nt = 3'UTR
containing protein
ERF1-1 (EUKARYOTIC RELEASE 300= FUTR: GEVIVTOO0001 852001 | #M_002271620.1 94,3% nincs adat
At5g4TR80 | FACTOR 1-1); translation release S0 nt = intron GEVIVTOO014642000 | WM_002282391 1 54 3% At5g4Ta80 400 nt = 3'UTR
factar GEVIVTOO0031808000 | WM_0022714211 93,1% nincs adat

2. tablazat. Feltételezett direkt NMD-target Arabidopsis gének sz6lé ortolégjai. Az elsé

oszlopban az Arabidopsis gén TAIR azonositojat, a masodik oszlopban a Phytozome adatbédzisban

elérhetd leirdsat tiintettiik f6l. A magyarazatot lasd a szovegben.

25




V. Az eredmények megvitatasa

Bedllitottunk egy N. benthamiana géndepléciés-komplementacios rendszert, amelynek
segitségével megmutattuk, hogy a novényekben rendkiviil fontos szerepet betdltd6 NMD-utvonal
egyik esszencialis faktoranak, az SMG7-nek sz6l6ben harom paralogja van jelen, amelyek koziil
kettd megdrizte az eredeti NMD-funkciot és NMD-szabalyozottsagot, egy pedig mindkettot
elveszitette ¢és feltételezhetéen 0j funkciot vett fol, amelyben azonban N-terminalis doménje

hasonlo6 funkciot tolthet be, mint az SMG7T fehérje N-terminélis doménje az NMD-utvonalban.

V. 1. A N. benthamiana VIGS-alapt tranziens

gendeplécidos-komplementacids rendszer

Az altalunk hasznalt kisérleti rendszer abban egyediilallo, hogy a N. benthamiana-ban
csendesitett gén hidnyat annak maés fajbol klonozott ortoldogjaval komplementaljuk, igy
kombinaljuk a VIGS-re nagyon jol hasznalhatdé N. benthamiana rendszer eldnyeit azzal, hogy
tetszOleges, a szamunkra fontos faj génjeinek funkcigjat teszteljiik ebben a rendszerben,
amennyiben konzervalt molekularis Ttvonalat vizsgalunk. Megfelel6 riporterrendszer
kidolgozasaval sz6ldgének széles korének funkcidjat tesztelhetjiik igy, akar a ndvekedésben vagy
fejlodésben esszencidlis génekét is. Igy jelentdsen felgyorsulhat a sz6lé génexpresszidjanak
szabalyozasaban résztvevd utvonalak szerepldinek feltérképezése, amivel kozelebb juthatunk a
sz0l6 stresszhatdsokkal szembeni ellenalloképességének megértéséhez és a jobb stressz-
rezisztenciaval rendelkez0 fajtak konnyebb szelekciojahoz vagy eldallitdsahoz.

Az altalunk kidolgozott rendszer felhasznalhaté novényi gének funkcionalis térképezésére
is: felhasznalasaval tesztelhetiink kiilonb6z6 csonka vagy pontmutans fehérjéket, igy
meghatarozva a fehérje egyes funkcidihoz esszencidlis doméneket, aminosavakat. Ehhez hasonlo,

novényi gének funkcionalis térképezésére alkalmas tranziens rendszer kordbban nem volt ismert.
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V. 3. Az SMG7 duplikaciok szerepe az NMD-utvonalban

Novényben a kétszikliek kozos 6sében torténhetett egy SMG7-duplikécid, amely az dsi
SMGT7T ¢és SMG7L géneket eredményezte, amelyek mindketten stabilizdlodtak a genomban, talan
azért, mert funkciojuk gyorsan divergéalodott és az SMG7L altal folvett 0j, NMD-fiiggetlen
funkci6 fontossa valt a névény szdmara.

Milyen szelekcids nyomas vezethetett a széloben megtalalhato, eddigi eredményeink
alapjan azonos funkcidju SMG7-1 és SMG7-2 paralogok megdérzéséhez? A ndvényekre jellemzo a
ploidiaszam gyakori valtozdsa, emiatt az egyes gének kopiaszama is gyakran valtozik,
genomduplikécio utdn egy darabig tobb példanyban vannak jelen, majd a legtobb esetben a
genomsokszorozodast kovetd diploidizacios folyamat soran a felesleges vagy karos masolatok
rovid 1d6 alatt elvesznek a genombol. Azonban egyes esetekben egy gén duplikacioja szelektiv
elényhoz 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 valoszinlileg nem ez a helyzet, hiszen tobb fajban is kimutattdk ¢és publikalatlan
kisérleteinkben mi is ugy taldltuk, hogy az SMG7 tulexpresszidja gatolja az NMD-utvonal
mikodését, valoszinlileg azért, mert megvaltoztatja az endogén UPF1 sejtbeli lokalizacigjat, a
citoplazmabol a P-testekbe €s a sejtmagba szallitja (Luke ef al., 2007, Unterholzner and Izaurralde
2004). Valdban, sok esetben karos az olyan fehérjék duplikacioja, amelyek nem egyediil, hanem
mas fehérjékkel fizikai kolcsonhatasba Iépve miikddnek a sejtben, mert az egyik partner
egyensulyat (Papp et al., 2003).

Ennek fényében mi jelenthette azt a szelekcios eldnyt, aminek hatasara az SMG7-1 ¢és
SMG7-2 paralogok hosszutavon fennmaradtak a sz616 genomjaban? Raser és O’Shea 6sszefoglald
cikkiikben arra hivjak fel a figyelmet, hogy szelekcidos nyomésnak 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 folyd génexpresszid ,kilengései’
atlagolodnak. Masrészt, mind elméleti modellek, mind Bacillus subtilis-ben végzett kisérletek
tantisaga szerint gyakori transzkripcio kis hatékonysagu transzlacioval parosulva kisebb zajt okoz
a fehérjetermék szintjében, mint a ritka transzkripcidé és hatékony transzlacié (Ozbudak et al.,
2002). Az SMG7T gének transzlacioja az NMD miatt nem hatékony: egy adott SMG7T mRNS-

0l csak kevés fehérje transzlalodik, utana az NMD felismeri €s lebontja a transzkriptumot. Ezért

27



adott mennyiségli SMG7T fehérje eldallitasahoz tobb transzkripcids korre van sziikség, mint egy
nem NMD-szabalyozott gén esetében.

Ezek alapjan lehetséges, hogy az SMG7T fehérje sejtbeli szintjének nagyon finom
szabalyozasa és expresszidjanak nagyfokl egyenletessége sziikséges az NMD-ttvonal megfeleld
mukodéséhez, ¢és talan az SMG7T valamely egyéb, példaul a meidzisban ellatott feladatanak
optimalis ellatasahoz is. Ez 6sszhangban lenne azzal a megfigyeléssel, hogy az SMG7T-nek mind
kiiitése, mind talexpresszidja elrontja az NMD-t élesztében, humanban és novényekben (Kerenyi
et al., 2008, Luke et al., 2007). Vagyis lehetséges, hogy az SMG7T homolégok NMD-
szabalyozottsaga azért nagyon fontos és konzervalt, hogy a sejt minél egyenletesebben tarthassa a
fehérjeszintet (Kerenyi et al., 2008), és a sz616 SMG7T duplikacio utan is a zaj csokkentése
jelentette azt a szelekcids elonyt, ami hosszutavon fenntartotta a duplikatumokat.

Egy masik lehet6ség, ami miatt az SMG7T gének NMD-szabalyozottsaga fontos lehet,
hogy ha az NMD dllatokhoz hasonléan ndvényekben sem 4llandd, hanem szabalyozott
hatékonysagu folyamat, és ha az SMG7 faktor mennyisége limitalo, vagy bizonyos koriilmények
kozott limitalova valhat az NMD miikddése szempontjabol, akkor az SMG7 NMD-szabalyozasa
meggatolhatja az NMD aktivitdsanak ,tullendiilését”. Ha az NMD valamilyen koriilmény hatasara
nagyon hatékonnya valik, akkor az SMGT7T szintje lecsokken és egy id6 utan limitalo faktorra
vélik az NMD szamara, meggatolva annak tilzott aktivitasat (Kerenyi ef al., 2008). igy az NMD
az SMG7 faktoron keresztiil autoregulalt Iehet.

Azonban az is lehet, hogy a sz6l6 SMG7-1 és SMG7-2 paralogok azért maradtak fenn
mindketten hosszitdvon a sz6l6 genomban, mert promoteriik szubfunkcionalizdcion ment
keresztiil: a két faktor térben vagy idében megosztotta egymas kdzott az expressziot, igy mindkét
gén jelenléte esszencialis a ndvény tualéléséhez. Ezt a késObbiekben érdemes lenne qRT-PCR
vizsgalatokkal tesztelni kiillonbozd szdovetek ¢és kiilonbozdé fejlodési stadiumok SMG7T-
expresszidjanak Osszehasonlitasaval, illetve meg lehetne vizsgalni a két paraldég expresszidjat

kiillonbo6zo biotikus és abiotikus stresszek hatasara.
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VI. Uj tudomanyos eredmények

. Bioinformatikai uton azonositottuk az Arabidopsis mRNS-lebontasi rendszerek,
elsdsorban a korai stop kodon altal okozott mRNS lebomlas (NMD) faktorainak

feltételezett szO16 ortologjait.

. Bedllitottunk egy N. benthamiana tranziens géndeplécios-komplementacioés rendszert,

amely alkalmas sz6l6gének gyors ¢és egyszerli funkciondlis azonositasara.

. A beallitott rendszer segitségével kisérletesen azonositottuk a névényi NMD utvonal egyik

kozponti faktora, az SMG7T sz616 homolégjait.

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

hanem 1j funkciot vett {ol.

. Funkcionalisan feltérképeztiik az SMG7T és SMG7L fehérjéket és megmutattuk, hogy az
SMGT7T ¢és SMG7L paralégok N-terminalis doménjének funkcidja konzervalt, mig C-
terminalis doménjiik funkcidja kiilonb6zdé: az SMG7T fehérje esetében az NMD-target

mRNS lebomlasanak indukalasa, az SMG7L esetében azonban elveszitette ezt a funkciot.

. Igazoltuk, hogy a két sz6l6 SMG7T homolog gén NMD-szabalyozas alatt all, mig az
SMGT7L elveszitette az NMD-szabalyozottsagot.
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