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BEVEZETES

A génexpresszio szabalyozasa egy komplex, tobb szinten zajléo folyamat, amely
biztositja, hogy a sejtben az adott génrdl, egy adott idében megfeleld mennyiségi és
mindségli fehérje keletkezzen. Az eukariota sejtekben a transzkripcié utan tobbféle
mindségbiztositasi rendszer felel azért, hogy csak tokéletes fehérjék transzlalodhassanak.
Ilyen evolucidsan konzervalt mindségbiztositasi rendszer példaul az RNS silencing és a
nonsense-mediated mRNS decay (NMD) rendszer. Bar mindkét mechanizmus a hibas
RNS-eket ismeri fel és bontja le, a két rendszer mas szempontok alapjan kiiloniti el a
normal ¢és a hibas RNS-cket. A hibafelismeré funkcié mellett mindkét mechanizmus
Iétfontossagu szerepet tolt be az endogén génszabalyozasban is.

Az RNS silencing egy fontos védekezd mechanizmus virusok, transzgének és mas
molekuldris parazitdk ellen. Az RNS silencinget a kétszala RNS-ek indukaljak és végso
tobbféle modon keletkezhetnek, példaul a ndvényi egyszali RNS virusok esetében ez a
virus replikacios intermediere, mig transzgének esetében a kriptikus promoteraktivitas és a
novényi RNS fliggd RNS polimeraz (RARP) aktivitidsanak kévetkezménye lehet.

Az NMD felismeri és lebontja a korai stop kodon tartalmii mRNS-eket, melyekrél
potencialisan veszélyes, gyakran dominans negativ hatast csonka fehérjék képzddhetnek.
Az NMD esszencialis szabalyzo szerepét mutatja, hogy az NMD null mutansok letalis
vagy nagyon sulyos fenotipust mutatnak minden ¢l6lényben. Bar az NMD-t mar
kimeriten vizsgaltak eml6sokben, élesztdben, Drosophilaban és nematodakban, a ndvényi
NMD-rél nagyon keveset tudunk. Legalabb kétféle mechanizmus Iétezik a normalis és a
korai stop kodon elkiilonitésére. Elesztékben és gerinctelenekben az NMD abban az
esetben ismeri fel a stop kodont korainak, ha a mRNS 3’ nem-transzlalodo régioja (UTR)
tal hossza, igy a terminalédd riboszoma nem tud kapcsolatba 1épni a polyA kotd
fehérjével, ezaltal a transzlacio termindcidja lasst lesz, ezért a mRNS-en kialakul az NMD
kulcs komplexe, mely a UPF1, UPF2 és a UPF3 fehérjékbdl all. Az NMD komplex
kialakulasa utan a mRNS gyorsan deadenilalodik, elveszti a cap struktarajat, igy a mRNS
gyorsan lebomlik. Elesztdkben tehdt az NMD cisz eleme a hosszii 3’ UTR, transz elemei a
UPF fehérjék. Emlésokben NMD cisz elemként miikodik a 3° UTR-ban talalhato intron. A
mRNS érése soran az intronkivagodas helyén egy 4 fehérjébol (Y14, Mago, elF4AlIl,
Barentz) all6 komplex (exon junction complex, EJC) épiil fel. Normalis esetben a

transzlacio elsé korénél az EJC-t a riboszoma leloki a mRNS-r6l. Ha azonban az intron a



stophoz képest downstream helyezkedik el, az EJC az RNS-hez kotve marad, és kotési
felsziniil szolgal az NMD kulcs komplexének, ezaltal az mRNS gyors lebomlasat okozza.
A novényi NMD-r6l a munkank kezdetekor igen keveset tudtak, nem ismertiik a ndvényi
NMD cisz és transz elemeit sem.

A kutatds f6 célja a novényi NMD cisz és transz elemeinek, milkodési
mechanizmusanak és biologiai szerepének vizsgalata volt. Az NMD vizsgalatahoz
munkatarsainkkal kidolgoztunk egy agroinfiltracion alapuldé gyors tranziens NMD
tesztrendszert. Mivel az agroinfiltracié soran az NMD riportergének erésen indukaljak az
RNS silencinget is, a két RNS degradacios rendszer kiilonvalasztasahoz sziikség volt az
RNS silencing szelektiv gatlasara. A legtobb novényi virus a hatékony fertézés érdekében
RNS silencing szuppresszort termel, ezért az én feladatom volt egy viralis szuppresszor
azonositasa, amely hatékonyan gatolja az RNS silencinget, de nem hat az NMD-re, igy
felhasznalhatjuk a két rendszer szétvalasztasdra. A szuppresszor segitségével sikeriilt
azonositanunk a ndvényi NMD cisz elemeit, és az NMD-ben résztvevo fehérjék egy részét.
A novényi NMD megismerésével Ujragondolhatjuk az NMD evolicidjarél korabban

felallitott modellt.



IRODALMI ATTEKINTES

AZ EUKARIOTA MESSENGER RNS-EK ELETE

A génexpresszié soran a DNS-en kodolt informacié a transzkripcio és a
transzlacié folyamata soran, a messenger RNS (mRNS) kozvetitésével forditodik at
fehérjévé. A hossza folyamat elsé lépése a transzkripcid, mely soran a gén
promoéterének cisz elemeihez kapcsolodva kialakul az RNS Polimeraz II komplex, ami a
transzkripcios startponttol elinditja a pre-mRNS szintézisét. A transzkripcid
inicidlasanak térbeli és idobeli szabalyozasat lehet6vé teszi a promoter proximalis
clemeihez ¢és upstream aktivacios szekvenciaclemeihez kotédé enhancerek és
transzkripcios faktorok egyiittes, kombinatorikus regulacidja. Az RNS Polimeraz II
enzim C-termindlis doménje (CTD) kozponti szerepet tolt be végig az mRNS
kialakulasanak és érésének folyamataban (0sszefoglalva Belostotsky és Rose, 2005). A
CTD egyedi strukturaja révén tobbféle konformaciojaban és foszforilacids allapotaban
tobbféle fehérjével interaktalhat, kialakitva egy dinamikusan valtozé RNS-fehérje
komplexet. A transzkripcio iniciacidjakor a TFIIH foszforilalja a CTD-t, igy
kotédhetnek hozza az mRNS éréshez sziikséges capping faktorok. Kb. 20 nukleotid
RNS szintetizalasa utan a pre-mRNS 5’ végén 1évé trifoszfat csoporthoz egy GTP
kapcsolodik majd metilalodik az N7-es pozicidjan, igy elkésziil a metilalt guanozin
sapka, vagyis cap. A sejtmagban a sapkat a CBP20:CBP80 heterodimer sapka-kotd
foszforilacios mintazatanak megvaltozasa sziikséges, ezt a transzkripcio-elongacios
faktor P-TEFDb kinaz alegysége és a FCP foszfataz végzi. A megvaltozott foszforilacios
mintazattal lecserélédnek a CTD interaktorai, a capping enzimek helyét atveszik az
intron kivagdédashoz sziitkséges splicing faktorok, valamint a pre-mRNS 3’ végét
kialakité poliadenilacids faktorok. Egyes fehérjék, mint a poliadenilacios faktorok, a
pre-mRNS szintézise folyaman végig a CTD-hez kotve szallitodnak, mig a splicing
faktorok a pre-mRNS minden intronja koré ujraszervezddnek. A magasabbrendii
eukariotak pre-mRNS-ei intronokat tartalmazhatnak, melyek az mRNS érése soran
kivagddnak (splicing). Az élesztékben a gének kb. 5 %-a, novényekben a gének 80-
85%-a, az emlds gének kozel 100%-a tartalmaz intront. Az intronok kivagodasa az allat
és novényvilagban konzervalt mechanizmus, azonban az intronok meghatarozasa mas

modell szerint zajlik (6sszefoglalva Lorkovic és mtsai., 2000). Az allatoknal az exonok



altalaban kisebb mérettiek (~300 nt) mig az intronok akar tobb tizezer nt hosszusaguak
is lehetnek. A névényeknél az intronok mérete atlagosan 150 nt, esetenként néhany ezer
nt hosszusaguak lehetnek. Az allatvilagban az exonok tartalmaznak olyan cisz elemeket,
melyekhez a spliceoszoma Osszeszerelodését kozvetitd splicing faktor SR fehérjék
kotddnek. A novényeknél kisebb részben az exonok, nagyobb részben az intronok
tartalmazzak azokat a cisz elemeket, melyek kotési felszinill szolgalnak a splicing-
apparatus kiilonbozé fehérjéinek, az SR és hnRNP fehérjéknek. Az intron hatarold
szekvenciaihoz egyarant az U2AF splicing faktorok és a kis sejtmagi RNS-ek (snRNS)
kotddnek, melyek a tobbi splicing faktorral elinditjak az intron kivagodasat és az exon
hatarok ligalasat.  Gerincesekben az intron kivagodast kovetden, az exon-exon
hataroktol 20-24 nukleotiddal upstream az mRNS-re az exon-junction komplex (EJC)
kotédik (Lejeune és Maquat, 2005; Le Hir és mtsai., 2000; Le Hir és Andersen, 2008).
Az EJC egy heterotetramer, mely két heterodimer, az Y14-Mago ¢és elF4AIll-
MLNS51/Barentz interakcidjaval jon létre. Az EJC kozponti komplexéhez id6legesen
mas fehérjék is csatlakozhatnak, ezaltal az EJC tobbféle funkciot lat el a mRNS
¢letében. A REF1 fehérje kozvetleniil kotédik az EJC Y14-Mago heterodimer
oldalahoz, valamint a mRNS sejtmagi export fehérjékhez, igy elosegitheti a mRNS
exportjat. Az SRm160 és az RNPS1, mint az EJC id6leges interaktorai, segitik a mRNS
ellenérzépont az mRNS mindségbiztositasi folyamataban (Isd. késobb).

A pre-mRNS transzkripcidja soran az RNS Polimeraz II elérkezik a gén
szekvenciaclemeket tartalmazza. Ezek a cisz elemek Osszegyiijtik a vagast és
poliadenilaciot stimulalo faktorokat (CPSF, cleavage and polyadenilation specificity
factor; CstF: cleavage stimulating factor; CF: cleavage factor), melyek a poly(A)
szignal kozelében a mRNS-t elvagjak (Rothnie, 1996). A vagaskor a poly(A) polimeraz
(PAP) szintetizdlja az adeninekbdl allo poly(A) farkat. A szintézis soran a PAP
folyamatos versenyben van a deadenildzokkal, ezért a szintézis kezdetben lassan halad,
egészen addig, amig elegendd hosszisagu farok nem keletkezik (12 nt), amit egy
sejtmagi poly(A) koté fehérje (PABP) megkot. A PABP megvédi a mRNS 37 végét az
exonukleazoktdl és deadenilazoktol, valamint interaktal a PAP-vel, igy elOsegiti a
poliadenilacio folytonossagat és gyorsasagat (dsszefoglalva Mangus és mtsai., 2003). A
mRNS-ek poly(A) farkanak hosszusaga viszonylag homogén -kb. 80 nt élesztékben és
200-250 nt allatokban,- aminek valosziniileg az interaktalo PAP és CPSF fehérjék



térbeli elrendezédése szab hatart. A poly(A) farok mentén egymas utan tébb PABP
monomer kotédik.

Az érett mRNS a sejtmagbol egy nagy mRNP komplexként exportalodik. Az
exporthoz sziikséges fehérjék egy része mar a transzkripci6é soran a pre-mRNS koré
szervezOdik, mas faktorok a transzkripcié befejezésekor, a 3’ vég kialakitasaval
keriilnek a komplexre, igy ha az adott mRNS 3’ vége hibas, a mRNS még a sejtmagban
lebomlik. Az érett mRNS-t allatokban a NXF1-p15 sejtmagi export receptor megkati,
majd export adaptor fehérjék kozvetitésével az mRNP komplex egyes nukleoporin
fehérjékhez kotédik (Stutz és Izzauralde, 2003). A nukleoporinok alkotjak a sejtmagi
pérus komplexet, ami a sejtmagot csatornaként dsszekoti a citoplazmaval. A sejtmagi
export receptor ismert allatokban és gombakban, azonban Arabidopsisban nem talaltak
ortologot, igy a novényi export folyamatat nem ismerik.

A mRNS stabilitdsat biztositdé 5 ¢és 3 kotd fehérjek a citoplazméban
lecserélédnek. Emlésokben a CBP20:CBP80 sejtmagi sapka kotd komplex helyett a
citoplazmaban az eIF4E fehérje koti a sapkat, mig a poly(A) farok kotd sejtmagi PABP
helyét citoplazmas PABP-k veszik at (Osszefoglalva Mangus és mtsai., 2003). Az
mRNS védelmét és a transzlacid iniciacidjat a mRNS 5° és 3 végei kozelségével
kialakuld zart hurok struktira biztositja (1. rajz, A). A hurkot az eIF4G fehérje alakitja
ki, ami interaktal a PABP-vel és az eIF4E-vel. Az elF4G az elF3 fehérjén keresztiil koti
a 40S riboszoma alegységet, ami megkezdi az elso start kodon keresését az mRNS-en.
Az elsé start kodonnal megszervez6do riboszoma megkezdi a transzlaciot, ami az elso,
azonos leolvasasi keretben 1év6 stop kodonig tart. A transzlacié terminacidjakor a
riboszoma interaktal az eRF1:eRF3 (eukariota release faktor) heterodimerrel (1. rajz,
B). A dimer eRF1 tagja koti a riboszomat, az eRF3 pedig a PABP fehérjét, majd a
terminacios komplex létrejottekor a riboszoma levalik a mRNS-rl.

Chiu ¢és mtsai. (2004) bemutattak, hogy emlds sejtekben a mRNS elsd
transzlacios kore elkiiloniil az azt kdvetd, mennyiségi transzlaciotol. A transzlacio elsé
korénél még a sejtmagra jellemzé CBP20:CBP80 sapka-koté fehérje koti az mRNS 5°
végét, és ez interaktdl az elF4G-vel a kialakuld inicidciés komplexben (Lejeune és
mtsai., 2004, Shang-Yi és mtsai., 2004). Valoszintileg a sejtmagi sapka-koté fehérje a
transzlacié elsé korét kovetéen cserélodik le a citoplazmas sapka-koté fehérjére
(elF4E). Az mRNS-hez kototten egylitt exportalodik a sejtmagbol tobbféle egyéb
fehérje, példaul az intronok kivagodasa helyén létrejové EJC. Kimutattak, hogy ezek a

fehérjék csak a CBP20:CBP80 kotott mRNS-en fordulnak eld, mig az elF4E kotott
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mRNS-en mar nem (Lejeune és mtsai., 2002 és 2004; Chiu és mtsai., 2004), tehat
feltételezhetéen az elsé transzlacios kornél az EJC levalik az mRNS-rél. Mindezek
alapjan azt feltételezik, hogy a transzlacié elsé korének megkiilonboztetése az mRNS
ellendrzésére szolgal. Ha az els6 transzlacios kor soran az mRNS ,,épnek” bizonyul, és

nem marad rajta hibara utal6 sejtmagi faktor, akkor elindulhat a mennyiségi transzlacio.

1. rajz: az eukariota mRNS szerkezete a citoplazmaban.
Az mRNS stabilitasat a kompakt, gyirivé zarodott forma
biztositja. Az abra részletes magyardazata megtalalhato a
szovegben. A, a transzldcid inicidcidja. B, a transzldcio
termindcigja. A fekete vonal az mRNS-t jeloli, a sziirke
ovdlis a riboszoma alegységeit.

Mangus é mrsai. nyomdn

AZ EUKARIOTA MESSENGER RNS-EK HALALA

Az mRNS stabilitasait a kompakt hurok strukturat kialakitdé kooperativ
interakciok biztositjak. A stabilitast kialakito fehérjék az mRNS 5 végén 1évo sapka-
koto fehérjékhez és a 3° végén 1évo poly(A) farkat koté fehérjékhez kapcsolodnak. A
kompakt struktira akkor bomlik meg, ha az mRNS-nek szabad 5’ vagy 3’ vége
keletkezik, ekkor a sejtek citoplazmajaban 1évé exonukleazok az RNS-t gyorsan
elemésztik. Az mRNS-eknek tobbféle modon keletkezhet szabad 5° vagy 3° vége:
endonukleotikus hasitassal, vagy a sapka-, és poly(A) kot fehérjék valamelyikének
eltavolitasaval. Az mRNS-ek dont6 tobbsége a deadenilacio fiiggd Gtvonalon bomlik le
(0sszefoglalva Garneau és mtsai., 2007). A sorozatos transzlacio alatt az mRNS poly(A)

farka fokozatosan rovidiil. Egy kritikus hossz alatt a PABP mar nem tudja tovabb
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megkotni a poly(A) farkat, és a komplex szétesik, szabad 5° és 3° véget hagyva, amit az
exonukleazok megtamadnak. A poly(A) rovidilés alapesetben lassu és reverzibilis
folyamat, vagyis ez a mRNS degradacié sebesség-megszabd Iépése. Az mRNS
deadenilacioja utan a degradacio visszafordithatatlanul és gyorsan bekovetkezik. Az
eukariotakban tobbféle, kiilonboz6 funkcidji deadenilaz miikodik. A PAN2-PAN3
emlésokben a poly(A) elsddleges rovidiléséhez sziikséges, az atlagosan 200 nt
hosszusagrol ~80 nt hosszisagig, élesztokben szintén kb. 80 nt hosszusagura emészti a
poly(A)-t, azok érésekor. Elesztében a CCR4-NOT a f6 deadenilaz, valésziniileg
emlésokben is ez az enzim deadenilalja a mRNS-ek legnagyobb részét. A PARN
gerincesekben az anyai hatast mRNS-ek lebontasahoz sziikséges, novényekben
esszencialis az embriogenezishez, élesztkben nem talaltdk meg az ortologjat. A
deadenilalt mRNS egyforma eséllyel degradalodhat a decapping-et koveten 5°-3°

iranyban, vagy az exoszoma aktivitasa folytan 3°-5” iranyban (2. rajz).

2. rajz, az eukariota mRNS-ek
lebomldasa. A részletes leirds
megtaldlhato a szovegben. A
transzldcick sordn a poly-A farok
‘hosszusaga a deadenildazok
aktivitasa folytan lecsokken. Egy
kritikus hossz alatt a kompakt
struktura felbomlik, és az mRNS
53" vagy 3-6" irdnyban lebomlik.
A 3 irdnyu emésztést az exoszoma
komplex végzi, majd az 5’ sapkat a
DcpS enzim elemészti. Az mRNS-t
5 irdnyban a  decappinget
) L ) kovetden az XRN1 enzim bontja le.
decapping 3-5'irdny(1 bomlas A fekete vonal az mRNS-t jeloli.

G—e G

Hedl/Varicose l exoszéma

Dcpl:Dep2 l m,G®
@ AUG Dcps
XRN1
5'-3’ irdnyu bomlas Garneau és misai. nyamdn

CCR4-NOT vagy PARN
deadenilazok

A két utvonal redundans; amikor élesztében kiiitotték az egyik vagy masik
utvonal elemei, az nem okozott kiilondsebb valtozast a transzkriptomban (He és mtsai.,
2003). A m’-GDP sapka eltavolitasat a decapping komplex végzi. A decapping komplex
¢élesztokben a DCP1 és DCP2 fehérjékbdl all, ez utobbi rendelkezik katalitikus
aktivitissal. Allatokban a HEDL, novényekben a VARICOSE a komplex harmadik
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tagjaként stimulalja a decapping aktivitast. A decappinget kovetéen a mRNS szabad 5’
végét az XRN1 exonukledz degradalja. A 3’ véget a 10-12 alegységbdl allo exoszoma
degradalja. A 3°-5° irany emésztést kovetden a maradék 5’ sapkat a DepS (scavenger)
enzim bontja le. Mivel a deadenilacié a lebomlas sebességmegszabd 1épése, az mRNS
lebomlasa felgyorsithatd a deadenilacio felgyorsitasaval vagy kikeriilésével
(0sszefoglalva Garneau és mtsai. 2007). Az mRNS ilyen modokon torténd gyors
citoplazmas mRNS mindségbiztositasi rendszerek is. A deadenilaciot felgyorsithatjak az
mRNS specialis szekvenciaelemei, példaul az ARE elemek. Az ARE elemek altalaban
az mRNS 3” UTR-jaban talalhatd AU gazdag szekvencidk (AU-rich elements), a
szekvenciatol fiiggben tobb csoportba sorolhatok. Az AUF1 tipusi ARE elemek
képesek az mRNS-hez gytijteni az exoszomat, a KSRP és RHAU tipusu ARE elemek
Osszegylijtik a PARN deadenilazt, igy az mRNS gyors 3’ irdnyu lebomlasat okozzak.
Elesztdben a RPS28B fehérje autoregulicioja soran a fehérje kéti a sajat mRNS-e 3°
UTR-jaban 1év6é masodlagos RNS strukturat, majd indukalja a mRNS decapping-jét,
vagyis a deadenilacio kikeriilésével az mRNS az 5’ iranybol gyorsan lebomlik. Ha az
mRNS-t endonukleazok hasitjak, akkor azt a deadenilacié nélkiil kozvetleniil lebontja
az exoszoma ¢és az XRN1. Ilyen endonukleaz pl. Drosophila-ban az IRE1, élesztdben az
RNaz MRP, gerincesekben a PMRI1; ezek mindegyike specialisan regulalt, altalaban
stresszvalaszok részei. Az RNS silencing szintén az mRNS endonukleotikus hasitasan
keresztiil okozza az mRNS gyors, deadenilacio-fiiggetlen lebomlasat (Isd. az RNS

silencing részletes leirasat).

A jelenlegi modell szerint az mRNS-ek lebomlasa részben a P-testekben torténik
(0sszefoglalva Parker és Sheth, 2007). Megfigyelték, hogy az mRNS lebontasaban,
decappingben és deadenilacidban szerepet jatszo fehérjekomplexek a citoplazmaban
kozos pontokban csoportosulnak. Ezeket a fokuszpontokat P-testeknek nevezték el,
annak ellenére, hogy ezek nem igazi sejtorganellumok, hanem a citoplazmaban valtozo
szamban ¢és méretben tomorilé fehérje-RNS csoportok. A P-testek 1étezését
bizonyitottak élesztokben, allati és ndvényi sejtekben is (Sheth és Parker, 2006; Liu és
mtsai., 2005; Xu és mtsai., 2006). A P-testek fontossagat bizonyitja az a megfigyelés,
hogy éleszt6ben a lebontasra itélt, de lebomlasukban gatolt mRNS-ek a P-testbe keriilve
nem transzlalédnak tovabb, igy nem jelent veszélyt a sejtnek, ha a sziikségtelen mRNS-t

nem tudja azonnal degradalni. A P-testben tarolodhatnak atmenetileg is az mRNS-ek,
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igy késébb ujra transzlalodhatnak, ha sziikség van ra. A miRNS-ek altal transzlaciosan

gatolt mRNS-ek szintén a P-testben lokalizalodnak (Liu és mtsai., 2005)

AZ EUKARIOTA MESSENGER RNS-EK MINOSEGBIZTOSITASA

A sejtben rengeteg szabalyozasi folyamat biztositja, hogy lehetdleg hibatlan
fehérjék transzlalodhassanak. Mig a hibas DNS-t és fehérjéket a felismerés utan
kiilonb6z6 hibajavitdé mechanizmusok probaljak megjavitani, az mRNS hibainak
felismerése utan nincs lehetéség az mRNS kijavitasara, a sejt szamara biztonsagosabb a
hibas mRNS gyors lebontasa. A hibas mRNS-ek felismerését és lebontasat kiilonféle
mRNS mindségbiztositasi rendszerek (mas néven RNA quality control, vagy RNA
surveillance pathways) végzik.

Az mRNS szintézise, érése, exportja, transzlacidja, majd degradacidja rengeteg
Iépésbél allo folyamat, ezen lépések mindegyike lehetéséget ad a folyamat
szabalyozasara. Kiilonbozo ellendrzési pontok biztositjak, hogy csak az érett mRNS
jusson ki a sejtmagbdl a citoplazmaba (Fasken és Corbett, 2005). Az mRNS érése soran
kiilonbo6z6 fehérjék kapesolodnak az RNS-hez, példaul a mar emlitett EJC faktorok, az
¢lesztében azonositott NAB2, illetve hasado élesztében a spliceoszoma komponens SF1
(Fasken és Corbett, 2005). Felteheten ezek, és ezeken kiviil mas interaktalod fehérjék is
kozrejatszanak az érett és éretlen mRNS-ek elkiilonitésében. A sejtmagi porus csatorna
belsé felére kotédnek élesztoben az MLP fehérjék, gerincesekben a TPR fehérje, amik
kozvetett modon képesek megkdtni az mRNP komplexet. Eleszt6kben bizonyitottak,
hogy a NAB2 kozvetiti a kapcsolatot az mRNS ¢és a csatorna kozott, allatokban még
nem talaltak ilyen kozvetitét (Apponi és mitsai., 2007). A ,visszatarto-modell”
(retention-model) alapjan, az mRNS-ek a csatorna sejtmagi oldalan, az MLP
fehérjékhez kétve maradnak mindaddig, amig az intronok kivagodasa és mas érési
folyamatok tokéletesen végbemennek. Ekkor az érett mRNS-ek kiszabadulnak és
exportalodhatnak a citoplazméaba, mig a hibas mRNS-eket a sejtmagban az exoszoéma
bontja le (Stutz és Izaurralde, 2003).

A citoplazmaba jutd6 mRNS-ek twjabb mindségbiztositasi ellendrzéseken
esnek at. A kiilonb6zé6 mRNS mindségbiztositasi rendszerek mas-mas tipusi mRNS-t
ismernek fel, amelyeket kiilonb6z6 mechanizmusok alapjan elkiilonitenek és eldidézik a
degradaciojukat. Altalanos tulajdonsagaik azonban, hogy (i) a felismert és elkiilonitett

mRNS-t az altalanos mRNS degradacios enzimek bontjak le, (ii) eukariotakban
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konzervalt mechanizmusok, (iii) valamint nemcsak a hibas mRNS-ek felismerésében és
elkiilonitésében jatszanak szerepet, hanem lehet6séget biztositanak bizonyos tipusu
mRNS-ek endogén szabalyozasara. Ilyen citoplazmas mRNS mindségbiztositasi
rendszer a Nonsense-mediated decay, az RNS silencing, a Non-stop-decay és a No-go
decay (6sszefoglalva Garneau és mtsai., 2007; Behm-Ansmant és mtsai., 2007; Isken és
Maquat, 2007) .

A legalaposabban tanulmanyozott mRNS mindségbiztositasi rendszerek a
Nonsense-mediated decay (NMD) ¢és az RNS silencing (mas néven poszt-
transzkripcionalis géncsendesités (PTGS) vagy RNS interferencia (RNAi)). Az NMD
felismeri és degradalja a korai stop kodon tartalmi mRNS-eket, igy megakadalyozza a
potencialisan veszélyes, gyakran dominans-negativ hatasu fehérjék képzodését. Az RNS
silencing szerepe szerteagazd, részt vesz a molekularis parazitdk (virusok,
transzpozonok, transzgének) felismerésében ¢és lebontasdban, a transzpozonok
transzkripci6 szintli gatldsdban, ¢és az endogén gének transzkripcid utdni
szabalyozasaban. Az NMD ¢és az RNS silencing mechanizmusat a kovetkezd
fejezetekben bdvebben ismertetem.

Az in-frame stop kodon nélkiili mRNS-ek felismerését a Non-stop decay (NSD)
mechanizmus biztositja, melyet eddig élesztékben és emlds sejtekben vizsgaltak.
(6sszefoglalva Garneau ¢és mtsai. 2007) A stop kodon hianyaban a riboszoéma folytatja a
transzlaciot a poly-A farok mentén is, ami egyiitt jar a PABP fehérjék eltavolitasaval. A
transzlaci6é terminaciojahoz sziikséges PABP nélkiil a riboszoma nem tud levalni a
mRNS 3’ végérdl. A riboszomahoz kotddd elongacios faktor-1A helyét atveszi a Ski7
fehérje, ami képes Osszegyiijteni az exoszomat alkoto tobbi Ski fehérjét. A Ski7 és az
eRF3 segitségével a riboszoma levalik az mRNS-r6l, ami ezaltal szabadda valik a
deadenilazoknak és az exoszomanak, végill az mRNS gyorsan lebomlik. Elesztdben
bemutattak, hogy a stop kodon nélkiili mRNS a Ski7 fehérje hianyaban is lebomlik. A
PABP nélkiil szabadda valé 3’ vég miatt a kompakt mRNP struktira megbomlik, ami
indukalja a decappinget, majd az mRNS-t 5°-3 irdnyban az Xrnl elemészti.
Novényekben az NSD-t eddig nem vizsgaltdk, azonban feltételezhetd, hogy a
mechanizmus konzervéltsiga miatt hasonld6 moédon zajlik, mint élesztében és
allatokban.

A No-go decay (NGD) a legkevésbé ismert mechanizmus, eddig csak
¢élesztokben és egy esetben Arabidopsisban vizsgaltak (Doma és Parker, 2006; Onouchi

¢és mtsai., 2004). Ha az mRNS til er6s masodlagos strukturat vesz fel, esetleg egy hibas
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nukleotid vagy egy ritka kodonhasznalat miatt el6fordulhat, hogy a riboszéma nem
képes athaladni az mRNS bizonyos szakaszain és megall. Bar az NGD emlékeztet a
NSD mechanizmusara, itt a csapdaba esett riboszoma kozelében az mRNS-t a Dom34
endoribonukleaz hasitja, majd a kettévagott RNS darabok ezt kovetéen bomlanak le az
exoszoma ¢és az Xrnl altal. Onouchi és mtsai. (2004) bemutattak, hogy Arabidopsisban
hasonlé mechanizmus biztositja a metionin szintézis elsé kulcsenzimének (CGS1)
transzlacioja elakadhat, a riboszoma megallitasaban az mRNS egy régidja és az éppen
transzlalodo peptidlanc egy szakasza is részt vesz. Az elakasztott transzlacio az mRNS
endonukleotikus hasitasat és gyors lebomlasat okozza, az élesztokhoz hasonloan. A
novényi NGD jol példazza, hogy az mRNS mindségbiztositasi mechanizmusok
konzervaltak az eukariotakban és fontos szerepet toltenek be az endogén génexpresszid
reguldcidjaban. Feltételezik, hogy a génexpresszid regulacidja mellett, a
transzlaciojukban elakadt mRNS-ek lebontdsanak fontossaga altalanosan a csapdaba

esett transzlacios apparatus felszabaditasa a sejt mas mRNS-ei szamara.

AZ RNS SILENCING A NOVENYEKBEN

Az RNS silencinget a novényekben fedezték fel eldszor, mint a virusok és
transzgének elleni endogén védekezési mechanizmust, majd a felfedezést kovetden az
egyik legaktivabban kutatott teriiletté valt gombakban, névényekben és allatokban
egyarant. Az RNS silencing biologiai funkcidja és molekularis mitkddése szerteagazo
(0sszefoglalva Brodersen és Voinnet 2006, Mlotshwa és mtsai. 2008), azonban a
kiilonféle utvonalak altalanos tulajdonsaga, hogy a mechanizmust egy kétszala RNS
(dsRNS) indukalja, amit kiilonb6z6 Dicer-szerii enzimek (DCL) rovid, 21-24 nt
hosszusagu kétszala RNS-re vagnak (short RNAs; sRNS). A sRNS-ck végs6 soron a
részleges vagy teljes homologiat mutaté RNS-ek és DNS-ek gatlasat okozzdk, a
transzkripcio, transzlacié szintjén, vagy az mRNS destabilizalasaval. Az RNS silencing
felfedezése adott valaszt olyan régi megfigyelésekre, mint a virusokkal fertézott
novények kigyogyulasa és a keresztvédettség, ezért a jelenség felismerésével uj
lendiiletet kaptak a gazdasagilag értékes, virusellenallo novények kifejlesztését célzo
kisérletek.

A ndvényi virusok legnagyobb része pozitiv egyszali RNS virus, de

gazdasagilag jelentdsek az egyszalu DNS-sel rendelkezé Geminivirusok is. Az RNS
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virusok RNS-eirél a sejt citoplazméjaba kozvetleniil indulhat a transzlacio, illetve a
virus RNS-ek replikalodnak a virus RNS fiiggd RNS Polimeraz (RdRP) enzimje
segitségével. A DNS-sel rendelkez6 virusok bejutnak a sejtmagba, ahol a kétszalu DNS
kialakulasa utan legtobbszor egy hisztonokkal védett minikromoszéma-szerii formaban
transzkriptalodnak, majd a transzkriptumok a novényi mRNS-ekhez hasonléan a
citoplazmaba exportalodnak és transzlalodnak. Az RNS silencinget indukaloé dsRNS-ek
tobbféle modon keletkezhetnek, RNS virusok esetében az RNS replikaciojakor illetve
az egyszali RNS masodlagos struktiraibol; Geminivirusok esetében a kétiranyu
transzkripci6 soran keletkeznek komplementer dsRNS szakaszok (3. rajz; Mlotshwa ¢és
mtsai., 2008). A kiilonféle eredetii dsSRNS-eket a DCL enzimek egyike hasitja SRNS-¢.
A Dicer fehérjecsalad tagjai RNaz III és RNS helikaz aktivitassal rendelkeznek,
Arabidopsisban a csalad 4 tagja ismert. Feltehetéen a DCL4 felelds a 21 nt hosszusaga
sRNS-ek kialakulasaért, a DCL2 22nt hosszusagii sRNS-ekké, a DCL3 24 nt
hosszisaga sSRNS-ekké vagja a dsSRNS-t. A DCL1 szintén 21 nt hosszisaga sSRNS-eket
készit, melyek f6ként az RNS silencing egy masik funkcidjadhoz, a mikroRNS
kozvetitett génszabalyozashoz kapcsolodnak (Mlotshwa és mtsai.,, 2008). Az RNS
virusoktol szarmazé dsRNS molekulakrol a DCL4 és a DCL2 képez sRNS-t, mig a
Geminivirus eredetii SRNS-ek képzésében mind a 4 DCL enzim részt vesz, kozvetett
vagy kozvetlen modon. Az sRNS-ek kiilonbozé végrehajtd6 RNP komplexekbe
éptilhetnek be. A kétszali sRNS egyik szala beépiil a RISC komplexbe, mely
tartalmazza az AGO fehérjék egyikét. Az AGO PAZ-doménje koti a SRNS-t, mig a
PIWI-doménje felelds a sRNS-el komplementaritast mutatd egyszali RNS-ek
endonukleotikus hasitasaért (3. rajz, A; Brodersen és Voinnet, 2006). A ndvényekben az
AGOl-nek tulajdonitjak a legfontosabb antiviralis szerepet, mivel az agol mutans
Arabidopsis barmely virusfert6zésre hiperszenzitiv, de feltételezhetéen mas AGO-k is
részt vesznek a mechanizmusban. Miutan a RISC felismerte és elhasitotta az egyszalu
virus RNS-eket, az RNS darabokat a szabad 5° és 3° végek feldl az altalanos mRNS
bonto exonukleazok elemésztik. A sSRNS-ek hozzakotddhetnek az RAR6 fehérjéhez, ami
a novény altal kodolt RARP (3. rajz, B; Dalmay, 2000). Az RdR6 igy a sRNS-el
homoldg, tehat az eredeti virus RNS, vagy a Geminivirusok mRNS-ei egy részéhez
szintetizal masodik szalat. A masodik szal szintézis¢hez az RNS helikaz SDE3 ¢és az
ismeretlen funkcidji SGS3 fehérjék is hozzajarulnak (Brodersen és Voinnet, 2006). Az
igy képzodott részlegesen kétszala RNS-t a virus nem tudja felhasznalni a replikaciohoz

vagy a transzkripciohoz, a novényi DCL azonban felismeri és elvagja, igy a sSRNS-ek
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rovid idon beliil felhalmozddnak (3. rajz, B). Ez a sSRNS amplifikacio biztositja az RNS
silencing robosztussagat, mivel az egyre tobb sRNS ujabb és ujabb komplexekbe épiil
be.

A szisztemikus virusfertézés soran a virus elsddleges fertézésének helyén
felszaporodo 1) virionok el6szor sejtrdl sejtre jutnak a plazmodezmatidkon keresztiil,
majd a floémben eljutnak a ngvény tavolabbi részeibe is. Az RNS silencing lefontosabb
antiviralis szerepe a virusok szisztemikus fertézésének megel6zése az adott novényben
(3. rajz, C). Az elsddleges virusfertézés helyén keletkezé sSRNS-ek egy eddig ismeretlen
fehérjével egy mozgd RNS silencing szignalt alkotnak, ami a virussal versenyezve
szintén eljut a ndvény tavolabbi sejtjeibe, hogy az oda érkezé virusokat a sejt
felkésziilve varja, és a kész RISC komplexek segitségével azonnal degradalja. A
szisztemikus RNS silencing szignalt eddig nem sikeriilt azonositani, valdsziniileg a 21

nt hossziisagli SRNS-ek vesznek részt a folyamatban (Mlotshwa ¢és mtsai., 2008).

3. rajz, a virus indukalta
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A virusok mellett mas molekularis parazitak, transzpozonok és transzgének is

indukaljak az RNS silencinget (6sszefoglalva Brodersen és Voinnet, 2006; Mlotshwa és
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mtsai., 2008). A transzgének kétféle modon indukalhatjdk az RNS silencinget. A
transzgén eredetli mRNS-ek szerkezete, érése nem olyan tokéletesen szabalyzott, mint
az endogén géneké, ezért eléfordul, hogy a transzgén mRNS nem rendelkezik az 5’
véget stabilizalo sapkaval, vagy a 3’ véget védd poly(A) strukturaval (4. rajz, A). A
transzgének hibas mRNS-ét egy novényi RARP enzim, az RDR6 felismeri, ¢és
komplementer RNS szalat szintetizal, igy kialakul az RNS silencinget indukalé dsRNS
struktura. A dsRNS képzést eldsegiti az RNS helikaz SDE3 ¢és az ismeretlen funkcidji

SGS3. Mivel a transzgének és transzpozonok kromoszémaba integralodasa
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4. rajz, a tra in indukalta 5s. A folyamat leirdsat a szoveg tartalmazza. (A) A
transzgénekrol keletkezd aberrdns transzkriptumokat a névényi RARG6 felismeri, és az SGS3 és
SDES3 fehérjék segitségével masodik szalat szintetizal, amit a DCL felismer, és sRNS-ekké vag.
(B) A transzgén inszercio helyétdl fiigeden, tobbféle ztteds” RNS termék keletkezhet. (C) A
sRNS-ek beépiilnek a RISC komplexbe és a komplementer, ép mRNS-eket hasitjik. (D) A
sRENS-ek beépiilhetnek az RdR6-ba, és primerként vezetik azt. (E) A sRNS-ek egy metilicios
komplex részeként a komplementer DNS szakaszokat metilalhatjak, ami transzkripcios
Inaktivacichoz és a kromatin szerkezet modositasahoz vezet.



véletlenszer(i, gyakran eléfordul, hogy a beépiilés elrontja a kozeli géneket, vagy azok
méretben és orientacioban eltérd transzkriptum keletkezik, amik egy része
komplementer, igy dsRNS-t formaz (4. rajz, B). A dsRNS-bél a DCL4 21nt hosszusagu
sRNS-eket képez, amiket a HEN1 metilal, majd a virus indukalta RNS silencinghez
hasonléoan az AGO1 fehérjébe ¢épililve okozzak az aberrans transzgén mRNS
biztositja. A tranzitiv silencing soran az aberrans transzgén RNS-r6l szarmazo
elsédleges sSRNS-ek primerként szolgalnak az RDR6-nak, ami egy sokkal hatékonyabb
dsRNS szintézist tesz lehetévé (4. rajz, D). Mig a sRNS primer nélkiil az RDR6 csak a
hibas mRNS-eket ismeri fel, a sSRNS primer minden komplementer RNS szalhoz
elvezeti az enzimet, ezaltal a citoplazmaban talalhat6 Gsszes komplementer transzgén
RNS lebomlik (4. rajz, C). A tranzitiv RNS silencing kiterjedhet a transzgént koriilvevo
szomszédos génekre is. A virus indukalta RNS silencinghez hasonléan, a transzgén
indukalta silencing soran is keletkezik egy szisztemikus silencing szignal, igy nem csak
az adott sejtben, hanem a névény minden részében degradalodhatnak az ép transzgén
eredetli mRNS-ek.

A transzgének, transzpozonok, és feltételezhetden a DNS virusok elleni
védekezés fontos momentuma a transzkripcid szintll silencing (Klenov és Gvozdev,
2005). A DCL3 altal keletkezett 24nt hosszusagu sRNS-ek a sejtmagban el6idézik a
komplementer DNS metilaciojat és a kromatinszerkezet modositasat (4. rajz, E), vagyis
a transzkripcios silencing biztositja a sejt szamara potencidlisan veszélyes DNS-ek

0roklodo epigenetikai modositasat (Klenov és Gvozdev, 2005).

AZ RNS SILENCING VIZSGALATA A NOVENYEKBEN

A noévényekben a transzgének indukdlhatjdk RNS silencinget. A transzgén
indukalta silencing kiilonboz6 mértékben léphet fel azonos génnel transzformalt stabil
transzformansok fliggetlen vonalai esetében. Feltételezhetéen a transzgén beépiilésének
helyétél fiigg, hogy az adott vonalban a transzgén mennyire indukalja a silencinget.
Elofordul, hogy a transzgén stabilan kifejezédik, de az is el6fordul, hogy a transzgén és
az azzal homolog endogén gén transzkripcidja teljes mértékben gatolt.

Az RNS silencing vizsgalatara konnyebb és gyorsabb lehetdséget kinalnak a

tranziens kisérleti rendszerek. Voinnet és Baulcombe (1997) az Agrobacterium
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infiltralason alapulé tranziens génkifejez6dés RNS silencing indukald hatasat
vizsgaltak. Nicotiana benthamiana leveleit fertdzték (infiltraltak) egy binaris vektort
tartalmazo Agrobacterium tumefaciens toérzzsel. A binaris vektor egy novényi genomba
integralodé T-DNS régiot tartalmaz, mely egy expresszios kazettaban hordozza a
beépiteni kivant transzgént. A konnyil vizsgalhatosag érdekében altalanosan a zold
fluoreszcens proteint (GFP) hasznaljak, mely UV fényben a nvény piros szinétol eltérd
z6ld szint mutat, ami tobbnyire korrelal a GFP kifejez6dés mértékével. Az agroinfiltalas
kovetkeztében sejtenként tobb szaz kopiaban van jelen a T-DNS szakasz, ami nagyon
erds GFP expressziot biztosit, azonban ez minden esetben erésen indukalja az RNS
silencinget, igy a kezdetben z6ld folt néhany nap alatt elhalvanyul. A GFP mRNS szint
lecsokken, ezzel egyiitt felhalmozodnak az RNS silencing kulcsmolekuldi, a GFP
eredetii 21-26 nt hosszsagh sSRNS-ek.

A szisztemikus RNS silencing vizsgalatakor stabil GFP transzgénikus Nicotiana
benthamiana ndvényt fertéztek (Brigneti és mtsai., 1998). A GFP-vel infiltralt foltbol
kilépd silencing szignal az infiltralas helyétél tavol is kivaltja a silencinget, igy az
endogén GFP mRNS lebomlasat okozza. A szisztemikus RNS silencing kovetkeztében
UV fény alatt a GFP transzgénikus novény zold szine a nem transzgénikushoz

hasonléan pirossa valtozik.

A VIRUSOK RNS SILENCING SZUPPRESSZOROKAT KODOLNAK

Mivel az RNS silencing egy nagyon hatékony antiviralis mechanizmus, az
evolucid soran csak azok a virusok tudtak fennmaradni és elterjedni, amelyek képesek
voltak gatolni a novény védekezé rendszerét. Tobb virus esetében is sikeriilt
azonositani, a RNS silencing gatlasaért (szupresszalasaért) felelos gént (6sszefoglalva
Silhavy ¢és Burgyan, 2004; Zamore, 2004). RNS silencing szuppresszorokat kodold
virusokat szdmos, egymastol rendszertanilag tdvol esé viruscsaladban is taldlunk,
példaul a pozitiv szala RNS genommal rendelkezd Tombusvirus P19 fehérje, a
Carmovirus P38 fehérje, a Potyvirus HC-Pro fehérje; a negativ szala RNS genommal
rendelkezé Tospovirus NS fehérje; vagy a DNS genommal rendelkezd Begomovirus
AC2 fehérje. Az RNS silencing szuppresszorok hatdsmechanizmusarol és evoluciojarol
igen kevés adat allt a rendelkezésiinkre. Az egyik elsé ismert hatasii szuppresszor a
Tombusvirusok P19 fehérjéje volt, melyet eredetileg ugy irtak le, mint a tiinetek

erdsségét meghatarozo virusfehérje (Russo és mtsai., 1994; Scholthof és mtsai., 1995).
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Bizonyitottak, hogy a P19 hatékonyan gatolja a transzgén indukalta helyi és
szisztemikus RNS silencinget, valamint a virus indukalta szisztemikus silencinget
(Silhavy és mtsai., 2002). Elsoként bizonyitottak, hogy a P19 kozvetlenil képes
megkoti az RNS silencing soran képzodé sRNS-eket, ezzel gatolva beépiilésiiket a
kiilonb6z6 végrehajto komplexekbe. Nem sokkal késébb Vargason és munkatarsai
(2003) sikerrel kristalyositottak a P19 fehérjét SRNS-el kotésben, és feltartak a komplex
haromdimenziés strukturajat. Kimutattak, hogy a P19 méretspecifikusan koti a 21nt
hosszusagu kétszalu sRNS-eket, azonban nem képes kotni az annal rovidebb, hosszabb,
vagy egyszali RNS-eket. Két P19 monomer kot egy sRNS molekulat, a fehérjék C
terminalisa felelés a dimerizacioért, mig az N terminalisa az ,olvasé fej”, az N
terminalis a-hélixei kotik a SRNS nem talnyuld 5° végeit, ezaltal meghatarozzak a
dimer altal megkothet6 RNS méretét (Vargason és mtsai., 2003). Virusfertézéskor a
P19 nem tudja megakadélyozni az elsédleges sSRNS-ek kialakulasat (Silhavy és mtsai.,
2002), azonban a sSRNS-ek megkdtésével gatolja a beépiilésiiket a RISC komplexbe ¢és a
feltételezett RNS silencing szignalba, igy gatolja a szisztemikus RNS silencing
kialakulasat és elgsegiti a virus szisztemikus fertézését (Silhavy és mtsai., 2002;
Lakatos és mtsai., 2004).

A kiilonbozo csaladokba ¢és nemzetségekbe tartozo virusok altal kodolt RNS
silencing szuppresszorok nem homolog fehérjék, kialakulasuk feltételezhetéen
egymassal parhuzamosan zajlott az evolucio soran. Egyes szuppresszorok feladata csak
a RNS silencing gatlasa, mig mas szuppresszorok tobb funkcioval is rendelkeznek;
strukturfehérjék (Carmovirus kopenyfehérje), a virusfehérjék érésében szerepet jatszod
fehérjék (Potyvirus HC-Pro), vagy a virusgenom replikaciojat biztositdo fehérjék
(Dianthovirus replikacios komplex) is lehetnek (Kasschau és Carrington, 2001; Thomas
és mtsai.,, 2003; Takeda ¢és mtsai., 2005). Munkank kezdetekor egyediil a P19
molekularis mitkodése volt ismert, ezért szerte a vilagban kisérletek folytak mas
szuppresszorok megismerésére, karakterizalasara. A kiilonb6zd szuppresszorok

valtozatos jelenléte és szerepe érdekes kérdéseket vet fel az RNS silencing és az RNS

A TOMBUSVIRIDAE VIRUSCSALAD

A Tombusviridae csalad a pozitiv egyszalut RNS-el rendelkezé novényvirusok

kozé tartozik. A csaladnév a csalad egyik képviseldjének angol nevébdl szarmazik:
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Tomato bushy stunt virus (Tombusvirus, TBSV). A Tombusviridae csaladba 8
nemzetség tartozik (1. tablazat). A virus RNS-ek a ndvényi sejt citoplazmajaban
talalhatok meg, ott replikalodnak egy kétszalit RNS intermedier segitségével. A pozitiv
szalt virus RNS-rél a citoplazmaba keriilés utan azonnal indulhat a transzlacio. Mivel a
virus RNS policisztronos, a belsé ORF-ekr6l szubgenomi RNS-ek képzédnek, majd a
fehérjék ezekrol transzlalodnak. Az RNS 5” végét védo sapkat a Carmovirusokndl és az
Aureusvirusoknal talaltak. Az RNS 3’ végén a poly-A farok helyett egy bonyolult

masodlagos strukturaval rendelkez6 szakasz talalhato (Dalmay és mtsai., 1993b).

Nemzetség Tipikus képviseld faj 1. tablazat, a Tombusviridae csalad
Tombusvirus Tomato bushy stunt virus nemz’etseg el és képviseld ,fa] ok.

. . - Forrdas: ICTVdB- The Universal
Carmovirus Carnation mottle virus Virus Database version 4
Necrovirus Tobacco necrosis virus A http//www.nebi.nlm.nih.gov/ICTVd
Dianthovirus Carnation ringspot virus bICTVdB/index.htm
Machlomovirus | Maize chlorotic mottle virus
Avenavirus Oat chlorotic stunt virus
Panicovirus Panicum mosaic virus
Aureusvirus Pothos latent virus

Rep
Tombusvirus ORF1 ORF3 ORF5 5. rajz, a Tombusviridae csalad
[ ORF2 I ORF4 néhdny nemzetségének
Re Rep cP mP genomorganizicidia. Az  egyes
Aureusvirus —-OREL [orrs ] [orr] ORFek alatt és felett a kodolt
ORF2 ORF4 fehérje funkcidgjanak jele: Rep,
o Rep MP replikdaz' CP, kopenyfehérje: MP:
I—P—|e ﬁ cp mozgdsért  felelss  fehérje. A
Carmovirus ORF1 oRF2 R ORFS Tombusvirus ORF5 altal kodolt
IR—epI %‘4 pl9 egy RNS silencing
Dianthovi Rep e szuppresszor, az Aureusvirus
ianthovirus ORF1 ORF3 ORF5 altal kodolt pi4 pontos
RNS1 [ ORF2 T funkcidjdt nem  ismerik. A

Rep Dianthovirus osztott genomu.

MP

RNS2

Takeda és mtsai. nyoman

A csaladon beliil egyes nemzetségek osztott genommal rendelkeznek, pl. a
Dianthovirusok (5. rajz). A Tombusvirus nemzetség RNS-e kb. 4700 nt hosszt, 5 ORF-
et kodol, amiket rovid nem-kodolo régiok valasztanak el. Az ORF1 egy 33 kDa fehérjét
kodol, ami a replikdciohoz sziikséges. Az ORF2 az ORF1 végén talalhato atolvashato
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stop kodon atolvasasaval jon létre, igy egy 92 kDa replikaz alegység keletkezik
(Dalmay és mtsai., 1993a). A kb. 2000 nt hossztisagl elsé szubgenomi RNS-r6l a 41
kDa-os kopenyfehérje transzlalodik. A 900 nt hosszusagli masodik szubgenomi RNS-
ol két fehérje képzadik, a 22 kDa-os mozgasért felelds fehérje, és egy eltolt leolvasasi
keretben a 19 kDa-os fehérje. (Dalmay és mtsai., 1992 és 1993a).

A Pothos latent virus-t (PoLV) tiinetmentes Scindapsus aureus (Araceae)
novényrdl izolaltak (Rubino és mtsai., 1995). A virus képes megfertézni a Nicotiana
benthamiana-t, azon sulyos tiineteket okoz. A PoLV genomorganizacioja megegyezik a
Tombusvirus nemzetség genomjaval. A PoLV ¢és kiilonb6zé Tombusvirus szekvenciak
Osszehasonlitasakor azt tapasztaltak, hogy a ORF2 és ORF3 altal kodolt fehérjék
hasonloak, az aminosavak 60-74%-a megegyezik az ORF2 esetében, ¢és 37-52%-a az
ORF3 esetében. A Tombusvirus nemzetségbe tartozo kiilonbozé virusfajok ORF1,
ORF4 ¢és ORFS5 altal kodolt fehérjék szekvencidja egymashoz nagyon hasonlit, azonban
a PoLV és a Tombusvirusok kozott csak kicsi a hasonlosag, 8-17% az ORF1 esetében,
7-8% az ORF4 esetében és nem szignifikans, csupan 3% az ORFS5 esetében (Rubino €s
mtsai., 1995). Ezek alapjan soroltdk be a PoLV-ot egy 1j, atipusos Tombusviridae
nemzetségbe, az Aureusvirus nemzetségbe (Rubino és mtsai., 1995). A korlatozott
szekvenciahasonlosag ellenére az egyes fehérjék funkcidja megegyezik, a PoLV ORF1
és ORF2 kodolja a replikaz alegységeket, az ORF3 a mozgasért felelos fehérjét, az
ORF4 a kopenyfehérjét (Rubino és Russo, 1997). Az ORFS5 altal kodolt pl4 fehérje a
tiinetek erdsségéért felelds, hianyaban a virusfert6zott novény kigyogyul a fert6zésbol,
mig fokozott expresszidja nagyon erds tiineteket, és a ndvény gyors pusztulasat okozza

vizsgaltak.

A VIRUS INDUKALTA GENCSENDESITES

Az RNS silencing elényeit gyorsan felismerték és kihasznaltdk a kutatasban. A
virus indukalja az RNS silencinget ami végiil a virus RNS lebontasdhoz vezet.
Felismerték, hogy ha a virusba egy novényi gén egy darabjat is beépitik, akkor a virus
szisztemikus elterjedését kovetden, a szisztemikus RNS silencing soran a névény
tavolabbi részeiben a beépitett darabbal homolog endogén génrdl képz6dé mRNS-ek is
lebomlanak (Kumagai és mtsai., 1995; Baulcombe, 1999). A virus indukalta

géncsendesités (VIGS) egy gyors és hatékony modszer a novényi gének, vagy akar
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géncsaladok kiiitésére, amivel olyan géneket is kilithetlink, amelyek hianya letalis, ezért
mas modszerrel nehezen vizsgalhato. Elséként dohany mozaik virusba (TMV; Kumagai
és mtsai., 1995) és burgonya X virusba (PVX; Ruiz és mtsai., 1998) épitették be a
novényi fitoén deszaturdz (PDS) gén egy darabjat, majd a rekombinans virusokkal
Nicotiana benthamiana novényeket fertdztek. A  szisztemikus RNS silencing
kovetkeztében lecsokkent az endogén PDS mRNS szintje. A PDS a karotinoid
bioszintézisben résztvevé enzim, ezért az Ujonnan fejlodd levelek PDS hianyaban
kifehérednek. Az els6 generacios VIGS vektorok azonban szamos hatrannyal
rendelkeztek; a virusok tul erés tiineteket mutattak és az RNS silencing mozaikos volt,
ezért nehéz volt a virusfert6zés és az endogén génkitités okozta fenotipus elkiilonitése.
Ratcliff és munkatarsai (2001) kidolgoztak a dohany zorgéleveliiség viruson (Tobacco
rattle virus, TRV) alapulé virus indukalta géncsendesitést. A TRV enyhe tiineteket okoz
a dohanyon, viszont homogén génkiiitést eredményez az egész ndvényben. A
rendszeriik tovabbi elénye, hogy a TRV virus RNS ¢DNS-¢t agroinfiltralasra alkalmas
binaris vektorba épitették, igy a novények fertézése konnyebb €s egyontetiibb. A TRV
nemcsak a dohanyt fertézi jol, hanem tobb mint 60 fajt, koztik az Arabidopsist,
paradicsomot, burgonyat és az egyszikii zabot, ezaltal a TRV-n alapulé VIGS rendszer
széles korben alkalmas a novényi gének kiiitésének vizsgalataira. Osszefoglalva, a
VIGS egy hasznos genetikai eszkdz, amelynek segitségével kiiithetiink géneket,
géncsaladokat, illetve olyan géneket is, amelyek hianya letalis, ezért mas modszerekkel
nehezen vizsgalhatok. Hatranyaként azonban meg kell emliteni, hogy a kiiités sosem
teljes, igy esetenként a vizsgalt fehérje mennyiségének csokkenése nem okozza azt a

hatast, amit egy null-mutansban tapasztalnank.

AZNMD AZ ELESZTOGOMBABAN

Az RNS silencing mellett a masik legaktivabban kutatott RNS
mindségbiztositdsi mechanizmus a Nonsense-mediated decay (NMD). Az NMD
felismeri €s lebontja a korai stop kodon tartalmi mRNS-eket, melyekrél potencidlisan
veszélyes, gyakran dominans negativ hatast fehérjék transzlalodnak. Az NMD-t eddig
¢élesztében (Saccharomyces cerevisiae), fonalférgekben (Caenorhabditis elegans)
muslicaban (Drosophila melanogaster) és emldsokben (Mus musculus, Homo sapiens)
vizsgaltak (Osszefoglalva Behm-Ansmant és mtsai., 2007; Isken és Maquat, 2007).
Ezekben az él6lényekben a korai stop kodon (PTC) tartalmi mRNS-ek a transzlacio
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soran gyorsan lebomlottak (Ruiz-Echevarria és mtsai., 1998). Az NMD minden eddig
vizsgalt ¢lélényben transzlacio-figgé folyamatnak bizonyult. Amennyiben a
transzlaciot példaul cikloheximid kezeléssel gatoltak, a PTC tartalmi mRNS-ek
felhalmozodtak, vagyis az NMD a transzlacio soran képes felismerni és elkiiloniteni a
hibas mRNS-eket (Zhang és mtsai., 1997). Ez érthetd, hiszen az RNS-en 1év6 kodonok,
¢és a leolvasasi keret a transzlacio els6 korénél nyer értelmet. A PTC tartalmi mRNS-ek
elkiilonitését mas-mas cisz elemek biztositjak a gerinctelenekben és a gerincesekben,
azonban az NMD transz faktorai konzervaltak a vizsgalt eukariotakban. Az NMD {6
komplexét a Upfl, Upf2 és Upf3 (up frameshift) fehérje alkotja, mindharom Upf
esszencialis NMD faktor. Ha egy mRNS-en az NMD komplex kialakul, az mRNS
gyorsan lebomlik. Az élesztokben tobb modellt allitottak fel, mellyel a PTC és a
normalis stop kodon elkiilonitését magyarazzak. Az elsé modell szerint az mRNS
kodold régidja olyan downstream szekvenciaelemeket tartalmaz (DSE), amikhez
fehérjefaktorok kotddhetnek, példaul a Hrpl (Ruiz-Echevarria és mtsai., 1996 ¢és 1998).
Ezeket a fehérjéket a transzlald riboszoma a transzlacio elsé korénél eltavolitja. Ha egy
PTC miatt a DSE elemek a 3 UTR-ba keriilnek, a DSE kot6 fehérjék az mRNS-en
maradnak a transzlacio utan is. A DSE elemet koté Hrpl kozvetleniil interaktal a Upfl
fehérjével, igy kialakulhat az NMD komplex, ami az mRNS gyors decappingjét,
deadenilaciojat és lebomlasat okozza (Gonzalez és mtsai., 2000).

A késobbi eredmények alapjan azt gondoljak, hogy a DSE elemen alapuld
felismerés egy specidlis eset, aminél joval altalanosabb a masodik, ,,faux” terminacios
modell (Amrani és mtsai., 2004). Normalis esetben a transzlacié terminacidja gyors; a
stop kodonnal megalld riboszoma a poly(A) farkat koté PABP-vel, és az eRF (eukariota
release” faktor) fehérjékkel interaktalva levalik a mRNS-rél (6. rajz, A). Az élesztd
mRNS-ek 3” UTR régidja viszonylag egyforma, kb. 100 nt hosszisagu. A transzlacio
terminacidja lassan, vagy hibasan megy végbe, ha a 3> UTR ennél hosszabb. Muhlrad és
Parker (1999) bizonyitottak, hogy élesztékben akkor szamit korainak a stop kodon, ha
az utdna 1évé 3’ UTR tul hosszua (6. rajz, B). Ekkor a transzlaci6 terminacidja hibas, a
riboszoma nem képes interaktdlni a PABP fehérjékkel, ami az NMD komplex
felépiilését és a mRNS gyors lebomlasat okozza (Muhlrad és Parker, 1999; Amrani és
mtsai.,, 2004; 6. rajz, B). A PTC tartalmi mRNS lebomlasa ugyanakkor
megakadalyozhatd, ha a PTC utan mesterségesen odakototték a PABP-t. A PABP
kozelsége elegendd volt az eRF3 megkotéséhez és a transzlacié helyes terminacidjahoz

(Amrani és mtsai., 2004). A jelenlegi modell szerint az NMD komplex a terminal6do
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riboszomahoz kotddé eRF fehérjéken keresztiil 1étesit kapcsolatot a mRNS-el, a Upfl
interaktal a eRF1 és eRF3 fehérjékkel (Czaplinski és mtsai., 1998), mig a eRF3
interaktal a Upf2 és Upf3 fehérjékkel is (Wang és mtsai., 2001). A feltételezések szerint
a transzlacié terminacidjakor az eRF fehérjékhez kompetitiv modon kotddhetnek a
PABP ¢és a Upf fehérjék, valoszinileg a PABP jelenléte megakadalyozza az NMD

komplex kialakulasat (Amrani és mtsai., 20006).
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6. rajz: Az éleszté NMD modellje. (A) Az ép, PTC-t nem tartalmazé mRNS transzlicidjanak
a termindcidja gyors, a riboszoma interaktdl az eRF fehérjéken keresztiil a PABP-vel. (B) A
stop kodon akkor szdmit korainak, ha az utdna 1évd 3’ UTR til hosszu, igy a transzldcio
termindcidja hibds. A riboszomahoz kotédd eRF fehérjékhez kotodnek a UPF fehérjék, igy
kialakul az NMD komplex, ami az mRNS gyors lebomldsat idézi el a P-testben.

Dcp1:Dcp2  XRN1

27



Az NMD komplex kialakulasa utan a Upfl fehérje mas ismeretlen faktorok segitségével
a P-testbe juttatja az mRNS-t (Sheth és Parker 2006), ahol a Upfl kozvetiti az mRNS
decappingjét, és az RNS 5°-3” iranyt lebomlasat.

Allatokban a Upf fehérjéken kiviil az Smg fehérjék (Smgl, Smg5, Smg6, Smg7)
is részt vesznek az NMD-ben. Az Smg ortologjai élesztdben is megtalalhatok (Ebsl és
Estl) azonban funkcidjukat a telomerazzal és a telomer struktira fenntartasaval hoztak
kapcsolatba (Reichenbach és mtsai., 2003), az NMD-ben betoltott szerepiiket korabban
nem vizsgaltak.

Bar az NMD az ¢leszté génjeinek 10-12%-at befolyasolja (He ¢s mtsai., 2003),
ez az egyetlen eukariota, amelyben az NMD hianya nem okoz stlyos problémat. Az
NMD altal szabalyozott mRNS-ek kozott talalunk pszeudogének és transzpozonok
transzkriptumait, illetve fehérje kodold transzkriptumokat. Ez utobbiak a leggyakrabban
nem hibéasak, hanem az 5° UTR-ban egy kisebb ORF-et (upstream, uORF), vagy az 5’
UTR-ban transzlacié inicidcidjara alkalmas szekvencidt tartalmaznak, igy a
transzkriptum f6génje a 3> UTR-ba keriil. Az NMD feltehetéen egyarant fontos szerepet
jatszik a kodold gének poszttranszkripcios szabalyozasaban és a molekularis parazitak

Osszefoglalva, az ¢lesztkben az NMD akkor ismeri fel korainak a stop kodont,
ha az utana 1évé 3° UTR tal hosszi, igy a transzlacié terminacidja hibas. Az élesztdben
eddig ismert transz faktorok a UPF fehérjék, melyek az NMD kulcs komplexét alkotjak,

és az mRNS gyors lebomlasat idézik eld.

Az NMD Az EMLOSOKBEN

A magasabbrendii eukariotakban az NMD esszencialis szerepét mutatja az NMD
deficiens egyedek sulyos fenotipusa. Az NMD hianyaban a nematddak genitaliai
abnormadlisan alakulnak ki, muslicikban a UPF fehérjék esszencidlisak a
larvafejlédéshez, mig emlésokben a UPF1 hidnyaban mar embriokorban elpusztulnak
az allatok (Page és mtsai., 1999; Rehwinkel és mtsai., 2005; tovabba Osszefoglalva
Behm-Ansmant ¢és mtsai., 2007). Az emberi genetikai betegségek harmada olyan
mutans allélok kovetkezménye, amelyek transzkriptumjai PTC-t tartalmaznak. A
betegségek nagyobb része az NMD kovetkeztében recessziv, azonban ha valamilyen
modon az NMD nem ismeri fel a mutans allél transzkriptumat, a képz6dd csonka

fehérje dominans betegség forrasa lehet. Tobb betegség esetében a PTC-t hordozd
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allélok az NMD hatékonysaganak egyéni szintje miatt dominans és recessziv betegséget
is okozhatnak, példaul a B-thalassemia vagy a retinitis pigmentosa esetében (Holbrook
és mtsai., 2004).

Az eml6sokben a PTC tartalmtit mRNS elkiilonitése szintén a transzlaciokor
torténik, azonban mas cisz elemek hatarozzak meg, hogy a stop kodon korai-e vagy sem
(0sszefoglalva Behm-Ansmant és mtsai., 2007; Isken és Maquat, 2007). Az emlésok
génjeinek dontd tobbsége intronokat tartalmaz. A pre-mRNS érésekor a sejtmagban
kivagodo intronok utani exon-exon hatar kozelébe egy tobb fehérjébdl allo exon-
junction komplex (EJC) kotédik az mRNS-hez és azzal egyiitt exportalodik a
citoplazmaba (Le Hir és mtsai., 2000). A citoplazmaban tobb fehérje is kotédhet az
EJC-hez, példaul a UPF2 és a UPF3, illetve a UPF3X, a UPF3 egy izoformaja (Chang
és mtsai., 2007). A transzlacio elsé korénél a riboszéma eltavolitja az mRNS-rél az
EJC-t a hozza kotdd6 fehérjékkel egyiitt (7. rajz, A). Amennyiben az elsé stop kodontol
downstream 50 nt-on tul talalhaté EJC, azt nem képes a riboszoma eltavolitani, ezért az
mRNS-hez kotve marad (7. rajz, B). Az 50 nt-os szabaly a fehérjék térszerkezetébdl
adodik. Az EJC az exon-exon hatartol koriilbeliil 25 nt-ra upstream kotédik a mRNS-re
¢és a riboszoma is ugyanennyi RNS-t fed le, igy ha a stop kodont kovetéen 50 nt-on
beliil van az EJC, a riboszoma még eltavolitja (Nagy és Maquat, 1998). A PTC-hez
érkez6 riboszoma kotési felsziniil szolgal a SURF komplexnek, mely az SMG1, UPF1
¢és eRF fehérjékbol all (Kashima és mtsai., 2006; 7. rajz, B). Az SMGI foszforilalja a
UPFl-et, ami ezutan képes interaktalni a UPF2 és UPF3 fehérjékkel, kialakitva a
funkcioképes NMD komplexet. Onmagaban a SURF komplex kialakuldsa nem okoz
NMD-t. Az NMD komplex kialakulasahoz sziikséges, hogy a PTC-t6] downstream 1évo
EJC-hez kot6d6 UPF2 és UPF3 interaktaljon a UPFl-el. A foszforilalt UPF1-et az
SMGS5, SMG6 és SMG7 kozvetitésével a foszfataz 2A defoszforilalja (Yamashita és
mtsai., 2005). Emlésokben az SMG7 kozvetiti a kapcsolatot az NMD ¢és az mRNS
degradalé enzimek kozott (Unterholzner és Izzauralde, 2004). Az SMG7 N terminalisa
interaktdl a UPF1 fehérjével, mig C termindlisa transzportalja a UPF1-mRNS
komplexet a P-testbe, ahol az mRNS bont6 enzimek, decapping és exoszoéma faktorok
gyorsan elemésztik.

Az emlés NMD modellben tobb kérdéses pont is talalhato, amiket széles korben
vizsgalnak. Nem tisztazott pontosan, hogy a UPF1 foszforilacioja az NMD komplex
felépiilése elott vagy utan kovetkezik be. Szintén nem tisztazott a UPF2 és

UPF3/UPF3X pontos szerepe; egyes PTC tartalmi mRNS-ek stabilak maradnak Upf2
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7. rajz: az emlés NMD folyamata vdzlatosan. (A) Normdlis esetben az intron a stop kodontdl
riboszoma leléki, a transzlicid termindcidja gyors. (B) Ha egy intron a stop kodon utin van
minimum 50nt-al, akkor a riboszoma nem tudja lelokni az EJC-t, igy a riboszoman kialakulo SURF
komplex UPF1 tagja interaktal az EJC-hez kotods UPF2 és UPF3 fehérjékkel, kialakitva az NMD
komplexet. A UPFI-el az SMGI1 foszforildlja, az SMG5, SMG6 és SMG7 pedig a UPFI
defoszforilacidjat kézvetitik, a PP2A foszfatdz odavonzdsdval Az SMG7 transzportdlja az mRNP
komplexet a P-testbe, ahol az mRNS gyorsan lebomlik.
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vagy Upf3 hianyaban is, igy feltételezik, hogy az NMD modell néhany ponton
elagazhat és kiilonb6z6 szabalyozasi funkciokat lathat el. Szintén nem ismert az SMGS
és SMGO6 szerepe, ahogy keveset tudnak a PTC felismerését kovetd 1épésekrol is.
Akarcsak élesztokben, az NMD emldsokben is hozzajarul a génexpresszio
UPF1 hianyaban (Mendell és mtsai., 2004). Az NMD hianyaban a gének 9-10%-anak
szignifikansan valtozott az expresszidja. Az ¢éleszt6khoz hasonldéan, az NMD
altalregulalt mRNS-ek kozt talalunk transzpozonokat, fehérjekodold transzkriptumokat
és uORF-os transzkriptumokat. Az ¢élesztoktol eltérden, emldsokben kiemelkedd
vessziik, hogy az emlds gének pre-mRNS-eir6l nagy aranyban képzddnek alternativ
splicing izoformak, és ezek kb. 35%-a PTC-t tartalmaz, kétségtelen, hogy milyen nagy
C)sszefoglalva, az emlésokben az NMD cisz eleme az elsé stop kodont
koveto, vagyis a 3 UTR-ban 1évo EJC, feltéve, ha az a stop kodontdél minimum 50 nt
tavolsagra helyezkedik el (Nagy és Maquat, 1998). Az NMD legfontosabb transz
faktorai a UPF fehérjék, valamint a UPFl-et foszforilalo SMGI, és a UPF1
defoszforilalasat kozvetité SMGS, SMG6 és SMG7 fehérjék. Az emlésdkben az NMD
altal felismert mRNP komplexet az SMG7 fehérje transzportalja a P-testbe, az mRNS

lebontas helyszinére.

AZNMD A NOVENYEKBEN

Mig az NMD-t behatéan vizsgaltak élesztdgombaban, alacsonyabb ¢és
magasabbrendi allatokban, érdekes modon a novényi NMD-rél szinte semmit se tudtak.
Az els6, novényi NMD-re utalo kisérletet Jofuku és munkatarsai (1989) végezték, akik
szdja Kunitz tripszin inhibitor (KTi) gén kiilonbozd alléljait vizsgaltak. Az egyik allél
(KTi) mutacioi miatt a leolvasasi keret elcstiszott és PTC keletkezett (Jofuku 1989). A
mutacié nem okozott valtozast a transzkripcio6 szintjében, azonban a transzkripcid utan a
PTC tartalmi mRNS instabil volt, a KTi’ mRNS szintje a KTi" vad allél mRNS
szintjének alig 1%-a volt. A késobbi kutatasok soran néhany esetben felismerték, hogy a
frameshift mutaciok PTC-t generalnak, ami az adott mRNS destabilizalasahoz vezet,
példaul a bab fitohemagglutinin (PHA) gén egy allélja esetében (Voelker és mtsai.,
1990), és a dohany ferredoxin-1 alléljai esetében (Petracek és mtsai., 2000). Van Hoof
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és Green (1996) vizsgalta elészor szisztematikusabban a korai stop kodon hatasat a
mRNS stabilitasra, kisérleteikhez a PHA gént hasznaltak, ami nem tartalmaz intront.
Megfigyelték, hogy a PTC csokkenti az mRNS-ek félélet-idejét, de a kiilonbozd
pozicidkban 1évé PTC eltéréen befolyasolja az mRNS sorsat. Az eredeti kodolo régio
20, 40 és 60%-anal 1évé PTC az mRNS fél¢let-idejét negyedére csokkentette, mig a
kodolo régio 80%-anal 1évo, tehat az eredeti stop kodonhoz kozelebbi PTC nem
csokkentette szignifikansan az mRNS félélet-idejét. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a novényekben is létezik a PTC tartalmid mRNS-eket felismerd és lebontd
mechanizmus, azt azonban egyik esetben sem bizonyitottak kozvetleniil, hogy ezt az
NMD végzi.

A novényi gének jo része intronokat tartalmaz. Azt, hogy a 3” UTR-ban 1évd
intronok az eml6s6khoz hasonldan okozhatnak-e NMD-t, nem vizsgaltak novényekben.
Isshiki és munkatarsai (2001) a rizs waxy gén mutans alléljainak vizsgalatakor
megfigyelték, hogy az intronokat tartalmazé PTC-s allélok mRNS-ei kevésbé stabilak,
azonban ezt a PTC-t6] upstream 1év6 intronokkal hoztak osszefiiggésbe, ami meglepd
lenne, hisz az intronok altalaban a kodold régioban, a stop kodontdl upstream
talalhatoak.

Osszefoglalva, a novényekben tobb esetben megfigyelték, hogy a PTC tartalmu
mRNS-ek kevésbé stabilak. Arr6l azonban semmit se tudtak, hogy ez a novényekben
milyen mechanizmus szerint zajlik, milyen cisz és transz elemek vesznek részt a PTC

hasonlosagokat mutat az élesztdkben és emlésokben leirt NMD-vel.
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CELKITUZESEK

Csoportunk {6 célkitlizése a korai stop kodonok felismeréséért és lebontasaért
felelds novényi mechanizmus vizsgalata. Mivel az NMD-t ndvényekben alig vizsgaltak
korabban, uj kisérleti modszereket kellett felallitanunk, amelyek alkalmasak a novényi
NMD cisz és transz elemeinek vizsgalatara. Munkatarsaim felallitottak egy Agrobacterium
infiltracion alapuld gyors, tranziens génexpresszids rendszert. Mivel az agroinfiltracio
soran az NMD riportergének erésen indukaljak az RNS silencinget is, a két RNS
degradacios rendszer kiilonvalasztasahoz sziikség volt az RNS silencing szelektiv
gatlasara. A legtobb noévényi virus a hatékony fertézés érdekében RNS silencing
szuppresszort termel, ezért a feladatom volt egy viralis szuppresszor azonositisa, amely
hatékonyan gatolja az RNS silencinget, de nem hat az NMD-re, igy felhasznalhatjuk a két

rendszer szétvalasztasara.

(1) Elsoként célul tuztiik ki a Pothos latent virus (PoLV) silencing szuppresszoranak
azonositasat. A PoOLV ORFS5 egy 14 KDa-os fehérjét kodol, melyrdl korabban leirtak, hogy
a pl9-hez hasonldan, a tiinetek erdsségéért felelds, azonban a pl4 és a pl19 kozott nincs
szignifikans szekvenciahasonlosag (Rubino ¢és Russo, 1997). Munkam soran
megvizsgaltam, hogy a p14 képes-e gatolni az RNS silencinget, és milyen hatassal van az
NMD-re.

(2) Csoportunk egyik f6 feladata a korai stop kodon tartalmi mRNS-ek felismerésében
szerepet jatszO cisz elemek azonositasa volt. Munkatarsaim bizonyitottak, hogy a
novényekben az éleszt6hoz hasonléan a 3 UTR hossza NMD cisz elem, vagyis minél
hosszabb a 3° UTR, annal hatékonyabban ismeri fel az NMD korai stop kodon tartalmi
mRNS-ként. Mivel az eml6sékben a 3° UTR-ban 1év6 intron poziciotol fiiggden NMD cisz
elem, megvizsgaltam, hogy novényekben okozhatja-e a 3° UTR-ban 1év6 intron az adott
mRNS instabilitasat.

(3) A novényi NMD cisz elemek utan szerettiik volna az NMD fransz elemeit
azonositani. Ehhez a reverz genetikai megkdzelitést valasztottuk, ezért kidolgoztunk egy
virus indukalta géncsendesitésen (VIGS) ¢és agroinfiltracion alapuld tesztrendszert.
Munkatarsainkkal k6zosen megvizsgaltuk a UPF1, UPF2 és UPF3 névényi ortologjainak
szerepét az NMD-ben. Tovabbi feladatom volt az EJC tagjainak, az Y14 és MAGO
fehérjéknek, valamint az SMG7 fehérje novényi ortologjainak keresése, és szerepiik

tisztazasa.
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FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletek nagy részét Sambrook és Russell (2001) altal részletesen leirt
altalanos RNS és DNS kezelési technikak alapjan végeztiik. Az emlitett konyvben nem
szerepld, vagy modositott eljarasokat részletesen ismertetem. A felhasznalt
oligonukleotidok szekvenciajat a 2. tablazat tartalmazza. A laboratoriumban hasznalt
alapvetd puffereket (TBE, MAE, SSC, NaPi, SSPE), oldatokat (Denhardts, telitett
fenol), taptalajokat (LB) is a Sambrook és Russell (2001) altal leirt modon készitettiik,
igy azokat kiilon nem emlitem. A klonozashoz hasznalt restrikcios enzimeket és DNS,
RNS modifikacios enzimeket, valamint a kiilonb6z6 polimeraz enzimeket a Fermentas®

gyartotol rendeltiik, és a gyarto leirasa alapjan hasznaltuk fel.

FELHASZNALT ANYAGOK

1. Baktériumtérzsek

A klonozashoz E. coli DHS5a torzsét hasznaltuk.
Az agroinfiltralashoz az E. coliban 1év6 plazmidokat haromsziilés mating-el juttatuk at
infiltralasra alkalmas Agrobacterium tumefaciens C58C1 torzsébe, mely rifampicin és
tetraciklin rezisztens. A harmadik sziilé E. coli pRK helper plazmidot hordozé torzse

volt.

2. Novények

Az agroinfiltracios  kisérleteket iiveghazban, magrol nevelt Nicotiana
benthamiana és Nicotiana tabacum ’Xanti’ novényeken végeztik. Egyes gének
klonozasahoz Arabidopsis thaliana *Columbia’ okotipusanak DNS és RNS kivonatat

hasznaltuk. A PHA gén klénozasahoz babbol készitett cDNS-t hasznaltunk.

3. Konstrukciok

A 35S-GFP konstrukciot David Baulcombe bocsajtotta rendelkezésiinkre, a pBin
pl9, pBin61S és a pBin Reo szigma3 konstrukciot munkatarsaink korabban kozolték
(Brigneti és mtsai. 1998; Silhavy és mtsai, 2002; Lichner és mtsai. 2003). A
klénozashoz pKS és pBin61S vektorokat hasznaltunk. A pBin61S vektor 35S promotert
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és 35S termindtort tartalmaz, kozte tobb restrikcios enzim felismeréhelyét hordozo
klonozo régiot (Silhavy és mtsai., 2002).

A pl4 konstrukcio eldallitaisahoz PoLV c¢DNS templatrol PCR fragmentet
készitettink pl4 forward és pl4 reverse primerekkel, amelyek BamHI és Smal
restrikcios helyeket tartalmaztak. A fragmentet BamHI és Smal restrikcios emésztés
utan klonoztunk pBin BamHI-el és Smal-el hasitott vektorba. A PHA konstrukciohoz
(génazonositd: AJ439616) bab cDNS-r6l PHAL-F és PHA2-R foszforilalt primerekkel
készitett PCR fragmentet eldszor pKS/Smal vektorba klonoztuk, majd onnan a
Xbal/Kpnl fragmentet pBin61S Xbal/Kpnl vektorba klonoztuk at. A PHA 828 bp
hosszu, azaz 275 aminosavat kodol. A PHA-m mutans verziét PCR mutagenezissel
allitottuk el6 a PHA1-mut, PHA2-mut primerekkel, majd a PHA-val azonos modon
klonoztuk. A PHA-m hosszasaga a PHA-val megegyezik, az egyetlen kiilonbség a 79.
aminosav helyén talalhat6 stop kodon. A PHAs konstrukcio a PHA1-F és PHA2-mut
primerekkel késziilt, igy a PHA-m korai stop kodonja utdn nem a PHA szekvencidja,
hanem a binaris vektor terminator régidja talalhato. A UPF1 A. thaliana cDNS-r6l két
darabban késziilt. Az elsd darabot At upfl_B_for és At upflcs2 rev primerekkel
felamplifikalva, majd BamHI és Pstl enzimekkel hasitva pKS BamHI/Pstl vektorba
ligaltuk. A masodik darabot At upflesl for és At upfl S rev primerekkel
amplifikaltuk, majd az elsd darabot tartalmazé pKS vektorba Pstl/Sall helyekre ligaltuk.
A teljes hosszusagu kodolo régié BamHI/Sall-el kivaghato, és igy pBin61S BamHI/Sall
vektorba ligaltuk. A UPF1 dominans negativ mutans valtozata (UPF1DN) Stratagene
QuickChange mutagenezis kittel késziilt, R863C for és R863C rev primerekkel, a
gyartd utasitasai szerint. A UPFIDN a 863. aminosavnal az arginin helyett ciszteint
kodol. A PHA-28LS klonhoz az LS intront egy GUS plazmidrdl (Vancanneyt és mtsai.,
1990) LS for és LS rev primerekkel amplifikaltuk, majd pKS/EcoRV vektorba
klonoztuk (pKS LS). A pKS PHA-s klonbol BamHI-el vagott és Klenow Polimerazzal
feltoltott, majd Kpnl-el vagott fragmentet klonoztunk HinDIII-al vagott, Klenow-al
feltoltott, majd Kpnl-el emésztett pKS LS vektorba (pKS P-28LS). A PHAs stop
kodonja és az LS intron kozt 28 bp szekvencia van. A pKS P-28LS Kpnl/Xbal
fragmentet klonoztuk pBin61S Kpnl/Xbal vektorba. A P-28 konstrukciohoz a P-28LS-t
agroinfiltraltuk, és RT-PCR-el izolaltuk az intronmentes, maskiilonben teljesen azonos
P-28 klont, amit pBin61S Kpnl/Xbal vektorba ligaltunk. A P-99LS konstrukciéhoz a
PHA-m-rol amplifikaltunk egy 310 bp hosszisagu darabot a PHA1-F és PHA-mut+50
rev primerekkel, ami megfelel a PHAs darabnak, 50 bp-al kiegészitve. A fragmentet
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pKS/EcoRV vektorba, majd onnan pBin61S Kpnl/Xbal hasitott vektorba klonoztuk.
Ebbe épitettiik bele a pKS LS-bdl HinDIII vagott és Klenow-val felt6ltétt, majd Xbal-el
vagott fragmentet, Smal/Xbal helyekre. igy a PHA-s stopja és az intron kozott 99 bp
adodott. A P-99 konstrukciot a P-99LS-t agroinfiltralva, majd az intronmentes
konstrukciot visszaklonozva kaptuk. A GFP konstrukciot mGFP4 for és mGFP4BI rev
primerekkel amplifikaltuk a 35S-GFP-r6l, majd BamHI hasitassal pBin61S
Smal/BamHI vektorba épitettiik. A G-abc konstrukcidohoz az ,,abc” szakaszt a PHA
klonunkrol amplifikaltuk PHAcisBI for és PHAcisXI rev primerekkel, amit
BamHI/Xbal emésztéssel a GFP utan épitettiink. Igy a GFP sajat stop kodonja utan egy
600 bp szekvenciadarab kovetkezik. A GFPc klon épitésekor a GFP utan BamHI/Xbal
helyekre épitettiink egy 200 bp hosszusagu szekvenciadarabot, amit a PHA klonrdl a
PHAcisB3 for és PHAcisX1 rev primerekkel készitettink. A GFPcLS konstrukcio
¢épitésehez a GFPc klon utan BamHI/Sall helyre klonoztuk az LS intront. A VIGS-hez a
TRV 2. RNS-ének cDNS-¢ét tartalmazé vektorba (TRV-2b; Liu és mtsai. 2002) épitettiik
a jelolt génjeink egy-egy darabjat. A TRV-2b vektorba beépitették a N. benthamiana
PDS génjének egy 319 bp darabjat, Hpal/EcoRI helyekre. Mi minden esetben a TRV-2b
vektorba a PDS utani EcoRI helyre klonoztuk a fragmenteket, barmely orientacio
egyforman jo génkititést eredményezett. A PCR fragmentek N. benthamiana cDNS-16]
késziiltek, a jelolt gén nevének megfelelé VIGS for és VIGS rev primerekkel, amiket
EcoRI hasitas utan a TRV-2b vektorba épitettiink.

Az AtY14 és az SMG7 géneket A. thaliana cDNS-16l klonoztuk, az AtY 14-F/AtY 14-
R, valamint az AtSmg7-F/AtSmg7-R primerekkel, az At Y14 fragmentet pBin61S
BamHI/Xbal vektorba, az SMG7-et pBin61S Smal/Xbal vektorba klénoztuk. Az Nb
Yl14-et és a MAGO-t N. benthamiana cDNS-rdl klonoztuk, NbY14-F/NbY14-R
valamint NbMago-F/NbMago-R primerekkel. Az NbY 14-et pBin61S/Smal vektorba, a
MAGO-t pBin61S/BamHI vektorba épitettiik. Az Y14DN a NbY 14 dominans negativ
valtozata, amit Y 14DN-F/Y 14DN-R primerekkel, PCR mutagenezissel hoztunk 1étre, és
az eredetivel azonos mdédon klonoztunk. Az Y14DN kett6, L125E és R127E aminosav
mutaciokat hordozza. A MAGODN a MAGO dominans negativ valtozata, ami dsszesen
négy, két-két szomszédos aminosav (KF21-22EA ¢és KN46-47DA) mutaciokat
tartalmaz, ezért kétlépéses PCR mutagenezissel allitottuk eld, NbMagoDNI-F/
NbMagoDNI-R valamint NbMagoDN2-F/NbMagoDN2-R primerparokkal, majd az
eredetivel azonos modon klonoztuk. A klonozasokhoz hasznalt primerek pontos

szekvenciajat a 2. tablazat tartalmazza.
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P14 forward

CGGGGATCCATGGAAAATTCCCAAACAGG

P14 reverse AGCCCCGGGTTAAAATTTGGTTGTAATTT
PHAI-F ATGGCTTCCTCCAACTTACTCTCC

PHA2-R TCTAGAGGATTTGGTTGAGGGCGA
PHAI-mut CATCCAAATCTAGGACAACACCACC
PHA2-mut GGTGGTGTTGTCCTAGATTTGGATG
Atupfl_B_for TTGGATCCATGGATTCTCAACAGAGCGATCT

At upflcs2 rev

AAACATGGGCCGGTTAGGAA

Atupflesl for

CAGTTATTGGGACATGAAGTTGAG

Atupfl_S_rev CAACCCGGGTCTTTCTCACCCTCAGCCATT
R863C_2 for CATATTGTCCTGTGTGTGTAGTAATGAGCATC
R863C_2 rev GATGCTCATTACTACACACACAGGACAATATG
LS for TACGTAAGTTTCTGCTTCTACCTT

LS rev CCTGCACATCACCATGTTTTG

PHA-mut+50 rev

CTGAATTGTTGGGAACGTCGAT

mGFP4 for

ATAACAATGAGTAAAGGAGAAGAACTT

mGFP4BI rev

GCCGGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGC

PHACisBI for

CGGGATCCGCCAGCTTCGCCACCTCC

PHACcisXI rev

GACTCTAGAGGATTTGGTTGAGGGC

PHACcisB3 for

CGGGATCCAAGCTTCATCGTCTCTGAC

Upf1VIGS-F AATGAATTCGTTAACAAGGTCCACCTGGTACG
Upf1VIGS-R ATAGAATTCGAGCAGCTTTCTTGCACATAAT
Upf2VIGS-F CACGAATTCGTCCACCWTTGCATCAGTA
Upf2VIGS-R CACGAATTCGATCAAAGTAGTGCCCACAGG
Upf3VIGS-R CACGAATTCGAAGAACATACATGGTTGTAGA
Smg7VIGS-F ATGAATTCCCTCATCAGCTTGCAATA
Smg7VIGS-R TTGAATTCTACGAAAACCAAAACACCAGGCAA
Y14VIGS-F CTCGAATTCGAGCCAGAGGATGATGATC
Y14VIGS-R ACAGAATTCCTCCTCTTGAAAGGACCTC

NbMagoVIGS-F

TACGAATTCGAGTTCTACCTGAGRTATTA

NbMagoVIGS-R

CGTGAATTCTTGAAATGGAGAGAGATG

AtY14-F CACGGATCCATGGCGAACATAGAATCAGAAG
AtY14-R CACTCTAGATCAGTAACGTCTTCTCGGACTT
NbY14-F TATTCCCGGGATGGCGAATGCGGAGGTAG
NbY14-R CATACTAGTGAATCTCCGCCTGGGACTTC
NbMago-F ACGGATCCAATGGCGGAGTTGGAAGACAA
NbMago-R ACGGATCCTTAAATGGGTTTGATCTTGAA

Y14DN-F TTAAATGAGGATGAGCGGACTGGATTTGTCAAG
Y14DN-R AGTCCGCTCATCCTCATTTAAATGCACATTCTTGAT
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NbMagoDNI1-F GGTCACAAAGGGGAAGCAGGTCATGAGTTCTTAGAA
NbMagoDNI-R TTCTAAGAACTCATGACCTGCTTCCCCTTTGTGACC
NbMagoDN2-F AACTCCAATTACGACGCCGATACCATGATTCGTAAA
NbMagoDN2-R TTTACGAATCATGGTATCGGCGTCGATATTGGAGTT
AtSmg7-F TATACCCGGGATGATGACTTTACAGATGGATAAAAC
AtSmg7-R ATATTCTAGACACAAAGTGACGACTCGACCA

2. tablazat, a DNS oligonukleotidok pontos szekvencidja. R’ guanin és arginin, Y- timin és citozin,
W: adenin és timin. A vastag betd a start és stop kodonokat jelzi, a dolt betii a restrikcios enzimek
felismerd helyeit.

FELHASZNALT MODSZEREK

1. Agroinfiltralas és vizualis értékelés

Az infiltralashoz hasznalt Agrobacterium tumefaciens baktériumtelepeket leoltjuk
5 ml folyékony LB taptalajra, ami 25 pg/ml kanamicint, 5 pg/ml tetraciklint, 10 mM
MES-t ¢és 20 puM acetosziringont tartalmaz. Egy napig 28 °C-on razatjuk. A
baktériumszuszpenziot 4000 rpm-en 15 percig centrifugaljuk, baktériumpelletet
Agrobacterium visszaoldé oldatban (10 mM MgCl,, 10 mM MES és 150 uM
acetosziringon) felszuszpendaljuk, majd allni hagyjuk 3 oran keresztiil
szobahémérsékleten. Az egyes Agrobacteriumok koncentraciojat ODgoy 0,4-re
higitottuk. Ha tobb  konstrukciét egylittesen  vizsgaltunk, a  kilonb6zo
Agrobacteriumokat infiltralas el6tt egy szuszpenzioba kevertiik Ossze. 4-6 leveles
Nicotiana benthamiana levelek fonakan a gazcserenyilasokon keresztiil fecskendovel
juttatjuk be az Agrobacterium szuszpenziot. Az infiltralt novényeket fitotronban
neveltik 21°C-on, majd a 3. napon RNS mintat vettiink. Amennyiben az infiltralt
konstrukci6 GFP riportergént tartalmazott, az infiltralt levelet kézi UV lampaval
értékeltiik, és lefotoztuk. A fotézashoz Nikon D-200 digitalis fényképezdgépet

hasznaltunk, sarga szlirével.

2. A novények fert6zése virusokkal

A PoLV ¢és PoLVAI4 cDNS-eit tartalmazé plazmidokat Marcello Russo
bocsijtotta rendelkezésiinkre (Rubino €és mtsai. 1995, Rubino és Russo, 1997). A
novények fertézéséhez Xbal restrikcids enzimmel linearizalt plazmidrél T7 RNS

polimerazzal készitettiink transzkriptumot. A transzkriptumot 2x inokulal6é pufferrel
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(1% cellit, 1% bentonit, 30 mM dikalium-hidrogén-foszfat, 50 mM glicin; pH9.2)
kiegészitettiik, majd N. benthamiana novények leveleibe dorzsoltiik.

A CymRSV ¢és Cym19stop tisztitott virionjait Burgyan Jozseftél kaptuk (Dalmay
és mtsai. 1993a, Szittya és mtsai. 2002). A novények fertézéséhez a virionokat 2x
inokulalé pufferrel higitva N. benthamiana leveleibe dorzsoltiik.

A protoplasztokat a Kollar és Burgyan altal leirt (1994) médon, N. benthamiana

leveleibdl készitettiik és virustranszkriptumokkal fertdztiik.

3. Virus-indukalta géncsendesités (VIGS)

Kb. 3 hetes N. benthamiana novényeket infiltraltunk egy haromkomponensii
Agrobacterium eleggyel. Az elegy els6 komponense a pBin pl4 plazmidot tartalmazd
Agrobacterium, mig a masik két komponense a TRV virus 1-es (Ratcliff és mtsai.,
2001) és 2-es RNS-ének megfeleld cDNS-t tartalmaz6d Agrobacterium. A TRV 2
szarmazékai tartalmazzak a PDS és mas novényi gén egy szekvenciadarabjat, ezért ez a
harmadik komponens kisérletenként valtozott. Az infiltralt novényeket fitotronban
neveltikk 25°C-on 8-10 napon keresztiil, az elsd fehér levelek megjelenéséig. A
riportergéneket szintén agroinfiltracioval juttattuk be a vilagosabb, de még ép levelekbe.
A feliilinfiltralast koveté 3. napon a leveleket vizualisan értékeltiik és RNS mintat

vettiink.

4. RNS kivonas novényi szovetbol

Az RNS kivonashoz kétféle modszert alkalmaztunk. Ha a kis molekulasulya
RNS-ek vizsgalata a kisérlet részét képezte, White és Kaper (1989) modszerét
alkalmaztuk, néhany modositassal. A nagyobb tisztasagu, kevesebb DNS-t tartalmazo
RNS kivonathoz Stickema ¢és mtsai. (1988) modszerét hasznaltuk, szintén

modositasokkal.

4.1. White ¢s Kaper modositott modszere

Azonos mennyiségili levélszovetet homogenizaltunk folyékony nitrogénben. 700
ul kivonopuffer (0,1 M glicin, 10 mM EDTA, 0,1 M NaCl), majd 600 ul fenol
hozzaadasaval elkevertiik. 15000 rpm-el 5 percig centrifugaltuk, majd a vizes fazishoz
250 pl fenolt és 250 pl kloroformot mértiink, dsszekevertiik, majd az elézéekben leirt
modon centrifugaltuk. A vizes fazishoz 250 ul  kloroformot kevertiink, centrifugaltuk,

majd a vizes fazist etanollal és Na-acetattal kicsaptuk. 10 perc jégen tarolas utan 15
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percig 4 °C-on centrifugaltuk, ezutan a pelletet Iml 70%-os etanollal mostuk. Beszaritas
utan 50ul steril desztillalt vizben oldottuk vissza. Ezzel a modszerrel a szovet Gsszes

nukleinsav tartalmat kinyerjiik.

4.2. Stiekema modositott modszere

700 pl kivonopufferben (0,2 M Na-acetat pH 5.2, 10 mM EDTA pH 8.0, 1%
SDS) tartuk fel a sejteket, majd 600 ul fenollal elkevertik. A fent leirt mdodon
centrifugaltuk, és fenol-kloroformos majd kloroformos extrakcio utan 2.5 M LiCl-al
kicsaptuk az RNS-eket. 60 perc jégen tarolds utan 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk,
ezutan a pelletet Iml 2.5 M-os LiCl-al, majd kétszer Iml 70%-os etanollal mostuk.
Beszaritas utan 50ul steril desztillalt vizben oldottuk vissza.
A nukleinsavakat 1,2 %-os agar6z gélen etidium-bromiddal megfestve elektroforézissel

valasztottuk el TBE pufferben, majd UV fényen lefényképeztiik.

5. Northern blot analizis

Az RNS kivonatokat denaturaldé gélben futtattuk (IxXMAE, 0,008% formaldehid,
1,5 % agaroz gél), Nytran-N nylon membranra (GE Healthcare, Amersham Hybond-N)
blottoltuk 20x SSC oldattal 12-16 6ran keresztiil, majd UV keresztkotéssel rogzitettiik.
A probat PCR termékrél Hexalabel kittel (Fermentas) készitettiik a-p izotoppal, a
gyartd utasitasa szerint. A membrant Church pufferben (0,5 M NaPi, 7% SDS, 1 mM
EDTA pH 8,0, 1% BSA, 0,02 mg/ml ssDNS) hibridizaltuk egy éjszakan keresztiil 65
°C-on. A proba ledntése utan a membranokat 2xSSC, 0,1% SDS oldatban mostuk. A
radioaktiv jeleket minden modszer esetében az Amersham Biosciences gyarté Storm

840 szkennerével detektaltuk, és ImageQuant szoftverrel értékeltiik.

6. Kis molekulastlyn RNS-ek kimutatasa

A modositott White és Kaper modszerrel kivont RNS-t 15%-o0s denaturalod
poliakrilamid-gélben (50 ml tartalmaz 25 g karbamidot, 5 ml 10x TBE-t, 10 ml 40%
akrilamid mixet, 20 ml steril desztillalt vizet, 300 pl ammoénium perszulfatot és 30 pl
TEMED-et) TBE pufferben elvalasztottuk és 20*SSC oldatban két napig blottoltuk. A
radioaktiv probat in vitro RNS transzkripcidval készitettiik linearizalt GFP-t hordozo
pSK plazmidrol. A 10 pl-es in vitro transzkripcios reakcioelegy tartalmaz 10mM
dithiothreitolt, 10 egység RNAsin-t (Fermentas), 1x transzkripcios puffert, 10 egység
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T7 polimerézt és nukleotidokat: 0,5 mM rATP-t, rCTP-t, rGTP-t és 0,8 MBq o->2P-
UTP-t. A reakcioelegyet 37 °C-on egy oran keresztiil inkubaltuk, majd 90pul 0,5%-os
SDS-el egészitettiik ki. A kis RNS-eket hordozé membranokat 50% deionizalt
formamidot (deionizdlva Amberlite deionizal6 gyantdval), Sx Denhardt’s-ot, 0,5% SDS-
t, 5x SSPE-t, 0,02 mg/ml denaturdlt heringspermat tartalmazd pufferben
prehibridizaltuk 40 °C-on egy oran at, majd a probat tartalmazo pufferben egy éjszakan
at hibridizaltattuk. A membranokat a proba ledntése utan 2x SSC, 0,1 SDS oldatban

mostuk szintén 40 °C-on.

7. Ossz-fehérje kivonas

0.25g infiltralt vagy vad N. benthamiana levéldarabokat 1 ml 1*BS pufferben (83
mM Tris-HCI pH7.5, 0,83 mM MgCl,, 66,6 mM KCI, 100 mM NaCl, 10 mM DTT,
0,02% Tween-20) tartunk fel, majd 2*5 percig centrifugaltuk 13000 rpm-el. A
centrifugalasok kozott és utan tiszta reakciocsébe tettilk a feliiliszot. A feltaras soran
végig jégen dolgoztunk. A tisztitott mintakat felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az igy
kapott fehérje kivonat kb. 2pg/ pl toménységi.

8. Fehérje-RNS kotési reakciok (EMSA: gel mobility shift assay)

A hosszu kétszalt RNS proba készités¢hez pKS plazmidrol T7 RNS
polimerazzal készitettiink in vitro transzkriptumot, a 6. pontban leirt modon, o-**P-UTP
beépiilésével. A pKS plazmidrol késziilt antisense irdnyu transzkriptumokat T3 RNS
polimerazzal készitettiik, nem radioaktiv nukleotidokkal. A kétszala RNS
létrehozasahoz 1:5 ardnyban kevertiik a radioaktiv sense és nem radioaktiv antisense
transzkriptumot, majd 90 °C-ra melegitettiik, és hagytuk kihtilni. Kb. 3 6ra mulva az
elegyet 0,3 M Na-acetattal és etanollal kicsaptuk.

A sRNS probahoz mesterséges RNS oligonukleotidokat hasznaltunk. A sense
irAnyt egyszali RNS-t ?P-y-ATP izotoppal és T4 Polinukleotid kindz enzimmel
(Fermentas) végjeloltiik, a gyarto utasitasa szerint. Az antisense iranyu RNS szalat
hasonloan végjeloltikk, nem radioaktivan. A sRNS képzéséhez 1:2 aranyban kevertiik a
sense ¢és antisense szalakat, majd 90°C-ra hevitettilk és lassu kihiilés utan 0,3 M Na-
acetattal és etanollal kicsaptuk.

A kotési reakcioban kb. 1 nM hosszii dsRNS-t vagy sRNS-t adtunk kb. 2ug
fehérjekivonathoz. A reakcié 1xBS pufferben zajlott (83 mM Tris-HCI pH7.5, 0,83 mM
MgCly, 66,6 mM KCI, 100 mM NaCl, 10 mM DTT, 0,02% Tween-20) 20 percig
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szobahomérsékleten. A reakciohoz mintafelvive festéket mértink (0.25%
bromfenolkék, 0,25% xylene cianol, 30% glicerol) és azonnal nativ gélre vittiik
(0,25xTBE, 5% glicerol, 5% akrilamid, 0,15% APS, 0,15% TEMED. A gélfuttatas 4
°C-on végeztiik. A gélt vakumszaritas utan az 5. pontban leirt Storm 840 szkenerrel

olvastuk le, majd értékeltiik.

9. RT-PCR (reverz-transzkripciés PCR)

A levélszovetbl RNS-t izolaltunk a Stieckama RNS kivonas modszerrel. Az
RNS-t DNaz kezeltiik (Fermentas) a gyartd utasitasai szerint. A DNaz kezelés utan
fenol, fenol-kloroform és kloroformos extrakcioval tisztitottuk tovabb az RNS-t, 0,3M
Na-acetattal és etanollal -20°C-on egy ¢jszakan at kicsaptuk, majd 15 percig 4 °C-on
centrifugéltuk, ezutan a pelletet 1ml 70%-os etanollal mostuk. Beszaritas utan 30pl
steril desztillalt vizben oldottuk vissza. Az RNS minta DNS mentességér6l minden
esetben reverz transzkripcios ciklus nélkiili PCR-el bizonyosodtunk meg. A ¢cDNS szal
készités¢hez Stratagene elsé szal szintézis-kittet hasznaltunk, oligo dT primerrel, a
gyartd utasitasa szerint. Az elkésziilt cDNS reakciot kozvetleniil, tovabbi tisztitas és

higitas nélkiil hasznaltuk a PCR reakciokba templatként.

10. PCR mutagenezis (/inker scanning mutagenesis)

A dominans negativ mutans fehérjéket kodolé cDNS klonokat a ,,linker scanning
mutagenezis” technikaval készitettiik (Sambrook és Russell, 2001). A tervezett mutacio
szekvenciakornyezetére a mutaciot hordozo, teljesen komplementer forward és reverse
primereket terveztiink. Az eredeti (nem mutans) DNS szekvenciarol két részleges PCR
fragmentet készitettiink, a mutaciotél upstream és downstream, mindkét fragment
hordozta a mutaciot, és kb. 15 bp atfed6 régiot tartalmaztak. A két fragmentet primerek
nélkiili, ,,primer extenzios” modszerrel 15 ciklusos PCR reakcioban egyesitettiik, majd a
sz¢ls6, forward és reverse primerekkel egy teljes PCR reakcioban felamplifikaltuk a

teljes hosszisagl, mutans gént.

42



EREDMENYEK
A POTHOS LATENT VIRUS RNS SILENCING SZUPPRESSZORANAK AZONOSITASA

Az RNS silencing egy fontos védekezé mechanizmus virusok, transzgének és

mas molekularis parazitak ellen. Az RNS silencinget a kétszali RNS-ek indukaljak és

RNS-ek tobbféle modon keletkezhetnek, a novényi virusok esetében ez az egyszalu
RNS virusok replikacios intermediere, mig transzgének esetében az aberrans
transzkriptumok ¢és a kriptikus promoteraktivitas kovetkezménye. A virusok a hatékony
fert6zés érdekében RNS silencing szuppresszorokat kodolnak. Néhany virusnak ismert
az RNS silencing szuppresszora, azonban munkank kezdetekor egyediil a Cymbidium
ringspot tombusvirus (CymRSV) p19 szuppresszor miikddési mechanizmusat ismerték.
A pl9 egy kétszali RNS koté fehérje, mely méretspecifikusan megkdti a 21 nt
hosszusagu sRNS-eket, az RNS silencing kulcsmolekulait, igy gatolja beépiilésiiket a
kiilonb6zé végrehajté enzimkomplexekbe (Silhavy és mtsai., 2002, Lakatos és mitsai.,
2004).

Célunk a Pothos latent virus RNS silencing szuppresszoranak azonositasa és
hatasmechanizmusanak vizsgalata volt.

A Pothos latent virus (PoLV) a Tombusviridae viruscsaladba és az Aureusvirus
nemzetségbe tartozik. A PoLV genomorganizacidja megegyezik a Tombusvirusokéval,

szintén 6t ORF-et tartalmaz, az 6t6dik ORF egy 14 KDa-os fehérjét kodol (p14) (1.

A B

CymRSV
4733nt %E

4K
ORF1 ORF2 ORF3 ORF4

PoLV 5 ~

ORFI ORF2 ORF3 ORF4
PoLV

PoLVAI4

1. dbra: (A) A Cymbidium ringspot virus, Tombusvirus (CymRSV) és a Pothos latent virus,
Aureusvirus (PoLV) genomorganizécidja. K- Kilodalton. Az 5. ORF a 4. ORF szekvencidjin beliil,
egy eltolt leolvasasi keretben kodolt. (B) A p14 a tiinetek erdsségéért felelds. PolVA14: a p14-et nem
kodolo mutdns virus. 14 nappal a fertozés utan 21 °C-on a PoLVAl4-el fertézott Nicotiana
benthamiana névény kigyogyul a virusfertézésbdl, a PoLV-al fertozitt silyos tiineteket, majd
nekrozist mutat.
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abra, A). A Tombusvirusok 6todik ORF-je altal kodolt p19 RNS silencing szuppresszor
hianyaban a novény kigyogyul a virusfertézésbol. A p14-rél korabban leirtak, hogy - a
p19-hez hasonldan - a tiinetek erésségéért felelds (1. abra, B), azonban a pl4 és a pl9
kozott nincs szignifikans szekvenciahasonlosag (Rubino és Russo 1997). Munkam
soran megvizsgaltam, hogy a pl4 miikodhet-e RNS silencing szupresszorként. Az
agroinfiltracié soran dohany novények leveleibe a gazcserenyilasokon keresztiil olyan
Agrobacteriumot juttatunk, mely egy binaris vektort tartalmaz. A binaris vektor
expresszios kazettaja sejtenként sok, akar tobb szaz kopiaba beépiil a névényi genomba,
ezaltal az expresszios kazettaban 1évé gén (pl. GFP) erbsen kifejezédik. A GFP
riportergénnel infiltralt folt UV fényen z6ld szinii, mig a levél tobbi része a klorofill
autofluoreszcencidja miatt piros. Az erés expresszio azonban indukalja az RNS
silencinget, igy a transzgén mRNS szintje 1-2 nap alatt lecsokken, és felhalmozodnak a
transzgén eredetli siRNS-ek. A PoLV cDNS-érél klénoztuk a pl4 gént és
agroinfiltralasra alkalmas bindris vektorba épitettilk. Nicotiana benthamiana leveleit
infiltraltuk a GFP-t hordozé Agrobacteriummal, valamint GFP-t és pl4-et hordozd
Agrobacteriumok keverékével. A leveleket 3 nap utan UV fényen és Northern
hibridizacioval ellendriztiik. Az 6nmagaban GFP-vel infiltralt folt a 3. napon kozepesen
erds fluoreszcenciat mutatott, mig a GFP-vel és pl4-el ko-infiltralt folt nagyon erds
fluoreszcenciat mutatott. 6. napra a kiilonbség még szembetiindbbé valt, a GFP
elhalvanyodott, mig a GFP-vel és pl4-el ko-infiltralt folt tovabbra is megérizte erds
fluoreszcenciajat (2. abra, A). A csak GFP-vel infiltralt mintadban a GFP mRNS-e 3.
napra mar nem volt detektalhatd, viszont nagy mennyiségii GFP sSRNS halmozddott fel.
Ezzel szemben, p14 jelenlétében a GFP mRNS szint magas volt, és nem képzédtek GFP
eredetii SRNS-ek (2. abra, B).

Osszefoglalva, megallapitottuk, hogy a pl4 hatékonyan gatolja az RNS
silencinget agroinfiltracios rendszerben. A pl14 megakadalyozza a transzgén mRNS-ek

lebomlasat és a SRNS-ek felhalmozodasat.

GFP 2. dbra: A pld4 gdtolja a transzgén
— indukdlta RNS silencinget. (A) N.
P14 benthamiana  leveleit — infiltrdltuk
GFP mRNS GFP-t hordozo Agrobacterium torzzsel
() illetve GFPt és Pl4-et hordozo
Agrobacteriumok keverékével (p14). A
fotd a 6. napon késziilt.
(B) Az infiltrdlt levélfoltokbol 3. napon
szedtiink mintat. Az RNS-ekbol
GFPsRNS  yscnit  Northern blot  és  kis
molekulasulyu RNS blot.

rRNS
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A P14 SZUPPRESSZOR MUKODESI MECHANIZMUSANAK VIZSGALATA IN VITRO

A pl4 fehérje agroinfiltracios rendszerben ugyanugy viselkedik, mint a pl9
fehérje, mindkettd megakadalyozza a transzgén mRNS lebomlasat és a transzgén
eredeti sSRNS-ek képzodését. A pl9 fehérje méretspecifikusan megkoti az RNS
silencing soran képz6do elsddleges sRNS-eket, igy azok nem tudnak beépiilni a
silencing végrehajto komplexeibe.

Feltételeztiik, hogy a p14, hasonléan p19-hez, képes megkotni a sSRNS-eket.

A pl4 RNS kot6 tulajdonsagat in vitro band-shift kisérletben vizsgaltam. A pl4-et és
p19-et tartalmazd Agrobacteriummal kiilon-kilon infiltralt levelekb6l fehérjekivonatot
készitettem nativ koriilmények kozott. A pl4 infiltralt levélbdl készilt kivonat,
hasonldan a p19 infiltralt levél kivonatahoz, kototte a 21 nt hossza sSRNS-eket (3. abra,
A), melyek a sRNS-ekre jellemzden, 19 bp komplementer régiot és a 3 végen 2
nukleotid tulnyulast tartalmaztak. A pl19 méretszelektiven koti a 21nt hossza kétszalu
RNS-eket, viszont az ennél hosszabbakat, rovidebbeket, illetve az egyszali RNS-eket
nem képes megkotni. Megvizsgaltuk, hogy a pl4 is rendelkezik-e hasonlo
méretszelektiv tulajdonsaggal. Egy 144 bp hosszlisagl kétszali RNS-el végeztem kotési
kisérletet. A pl4-el infiltralt levélbol késziilt fehérjekivonat hatékonyan kototte a hossza
dsRNS-t (3. abra, C). Mivel a fehérjekivonat a ndvényi fehérjéket is tartalmazza, ezért
kontrollként egy GFP-vel infiltralt levélbdl késziilt kivonattal is elvégeztem a hosszu
dsRNS kotési kisérletet. Valoban, csak a pl4-et tartalmazo kivonat kototte a hosszu
dsRNS-t (3. abra, C). Megvizsgaltuk, hogy a pl4 és pl9 kiilonb6z6 RNS kotési
tulajdonsagai a virusaik fertézésekor is jellemzdek-e. Dohanynévényeket fertéztiink
PoLV és CymRSV virusizolatumokkal, valamint ezen virusok olyan szarmazékaival,
melyek nem kodoljak a szuppresszor fehérjét (PoLVAI4 és Cl9stop). A fertézott
levelekbdl fehérjekivonatot készitettem, és kotési reakcidkban —vizsgaltam a
virusfehérjék RNS kotd tulajdonsagait. Az eredmények megerdsitették, hogy a PoLV és
CymRSV szuppresszorai megkotik a SRNS-eket, mig a hossza kétszala RNS-t csak a
PoLV virus pl14 fehérjéje koti (3. abra B, D).

A kotési kisérletek eredményeit Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a pl4
fehérje a p19-hez hasonléan kéti a kétszalu sRNS-eket, azonban a p19-tél eltéréen nem
rendelkezik méretszelektiv  RNS kotd tulajdonsaggal, egyarant koti a 21 nt és a

hosszabb kétszali RNS-eket is.
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3. dbra: A p14 egy dltaldnos dsRNS kot fehérje. (A) Radioaktiv ATP(P%2)-vel jelolt szintetikus
21nt dsRNS-el végeztiink kitési kisérletet. Az RNS-t 6nmagdban (-) vagy p19-el illetve pl4-el
infiltrdlt levelekbdl késziilt dssz-fehérjekivonattal inkubaltuk. (B) 21nt dsRNS-t énmagaban (-
) vagy virusfertézott névények inokuldlt leveleibdl készitett dssz-fehérjekivonattal inkubaltuk.
(C) 144 bézisparnyi dsRNS-t inkubdltunk énmagdban (*) illetve p14-el vagy GFP-vel infiltralt
levelekbol késziilt ossz-fehérje kivonattal. (D) 144 bazisparnyi dsRNS-t inkubdltunk
énmagdban () vagy virusfertézétt novények inokuldlt leveleibdl készitett Gssz-
fehérjekivonattal. A gélek legalso részén a nem kotitt RNS Ildthato, a felsébb részeken a
fehérje-RNS komplex. A *-gal jelolt kités nem specifikus, ami esetenként az egészséges
novénybdl késziilt kivonattal is megjelent.

A P14 SZUPPRESSZOR MUKODESI MECHANIZMUSANAK VIZSGALATA IN VIVO

Az RNS silencing soran a kétszali RNS-ek indukaljak a mechanizmust. A
kétszali RNS-eket a DCL enzimkomplex sRNS-ekre bontja, amik beépiilnek a
végrehajtd komplexekbe és kiilonbozé funkciokat latnak el. Az egyik legfontosabb
funkcio az RNS silencing robosztussaganak fenntartasa, amit a novényi RNS-fiiggd
RNS polimeraz (RdR6) biztosit (Dalmay és mtsai., 2000). A sSRNS-ek kezdészekvenciat
biztositanak az RdR6-nak, igy az a sSRNS-ekkel homolog egyszali RNS-ekrdl kétszala
RNS-eket szintetizal, amiket a DCL azonnal sSRNS-ekké vag. {gy kevés kétszala RNS is
elég a reakcid beinditdsahoz, ami kés6bb 6nmagat fenntartva hatékonyan miikodik az
indukalo kétszali RNS hidnyaban is. A pl9 fehérjérdl kimutattdk, hogy a bioldgiai
szerepe az elsddlegesen képz6dé sRNS-ek megkdtése, igy, tobbek kozott, az RNS
silencing 6nfenntarté ciklusat gatolja (Silhavy és mtsai., 2002; Lakatos és mtsai., 2004).
Mivel az RNS silencing robosztussagat a masodlagosan képzddé sRNS-ek biztositjak,
az agroinfiltraciés rendszerben GFP ¢és pl9 ko-infiltralasakor nem keletkezik
detektalhaté mennyiségili elsédleges SRNS. A pl9 azonban nem képes megakadalyozni
az elsddleges sSRNS-ek képzddését, igy ha nagy mennyiségben van jelen kétszalu RNS,
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példaul egy forditottan ismétlddé (inverted repeat, IR) szekvencia transzkriptumaként,
arrol nagy mennyiségii SRNS halmozodik fel (Silhavy és mtsai., 2002). A pl4 in vitro
reakciokban jol kototte a hosszu kétszali RNS-eket, ami felveti annak lehetéségét, hogy
a pl4 az RNS silencinget az indukaléo molekula megkotésével, vagyis a p19-nél elébb
gatolja. A hipotézis ellendrzését a GFP inverted repeat valtozatanak (GFP IR) ko-
infiltralasaval ellenériztik. A GFP IR infiltralasakor a transzkriptumok azonnal képesek
hajtiihurok format felvenni, igy onmagukban kétszala RNS-t formaznak. A kétszalu
RNS-ek nagyon gyorsan indukaljak az RNS silencinget, ennek kovetkeztében a GFP IR
mRNS nem mutathaté ki, viszont réluk nagy mennyiségii sRNS képzédik. Pozitiv
kontrollnak a Reovirus sigma3 fehérjét kodold konstrukciot ko-infiltraltuk a GFP IR-el.
A sigma3 fehérje megkoti a hossz kétszala RNS-eket, igy a GFP IR mRNS szint
magas marad, ¢és nem képzédnek sRNS-ek (Lichner ¢és mtsai., 2003).
Osszehasonlitottuk a pl9 és pl4 fehérje hatisat a GFP IR RNS-re. A pl9 az
irodalombdl ismert médon nem volt képes megkdtni a hossza kétszala RNS-t, a GFP IR
mRNS nem mutathaté ki, viszont a sRNS-ek felhalmozodtak (4. abra). A pl4-el
meglepd eredményt kaptunk. A pl4 nem volt képes megvédeni a kétszala RNS-t a
lebomlastol, a GFP IR mRNS nem mutathaté ki (4. abra, fels panel). Ezzel szemben
sRNS-ek se képzddtek, vagyis a pl4 in vivo megakadalyozta a SRNS-ek képzodését (4.
abra, also panel). A kisérlet tehat azt mutatja, hogy a pl4 valoban eltéréen miikodik,
mint a pl9 fehérje. Mig a pl9 nem képes megakadalyozni az elsddleges sRNS-ek
képz6dését az agroinfiltracios rendszerben, a p14 hatékonyan gatolja a SRNS képzddést,
azonban nem tudja megakadalyozni a kétszalu RNS lebomlasat, ami feltételezhetéen

mas RNS degradacios utvonalakon torténik.

GFP IR

— P19 P14 Siema3 4. abra’ a p14 megakaddlyozza a sRNS-ek képzodését

a kétszali RNS-rol. GFP IR konstrukciot tartalmazo

Agrobacterium térzset infiltrdltunk énmagaban (),
GFP-ir pl9-el, pild-el illetve Sigma3-al. Az infiltralt
levelekbél 3 nap utdn o&ssz-RNS kivonatot, majd
Northern blotot és kis molekulasilyi RNS blotot
készitettiink. (GFP-ir): a dsRNS-nek megteleld, diftiiz
transzkriptum.
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Megvizsgaltuk, hogy virusfertdzéskor a pl4 megérzi-e sRNS képzodést gatlo
képességét. N. benthamiana névényeket fertdztiink POLV és PoOLVA14 virusokkal, majd
vizsgaltuk a virus RNS-ek és a virus eredeti sSRNS-ek felhalmozodasat 1, 2 és 3 nap
utan az inokulalt levelekben. 1 nap utdn mindkét virus kimutathatoé volt, 2. naptdl a
levelek nagy mennyiségben tartalmaztak virus RNS-eket (5. abra, A, felsd panel). A
virus eredetii SRNS-ek szintén kimutathatéoak voltak mindkét virus esetében, vagyis a
pl4 nem gatolta meg a SRNS-ek képzodését (5. abra, A, als6 panel). Kvantifikaltuk a
sRNS-ek mennyiségét a virus RNS-ek aranyaban. A virusfertézés vizsgalt szakaszaban
(1-3 nap) a sRNS-ek mennyisége atlagosan fele annyi volt, ha a virus kodolta a pl4

fehérjét (5. abra, A).

>
=]
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5. dbra’ a p14 nem akaddlyozza meg, de késlelteti a virus eredetii sRNS-ek felhalmozdddsat. (A)
PoLV és PoLVA14 virussal fertézétt N. benthamiana névények inokuldlt leveleibdl készitettiink
0ssz-RNS kivonast 1,2 és 3 nap utdn, majd Northern blotot és kis molekulasilyi RNS blotot
készitettiink. A (G) jeloli a virus genomi RNS-6t, az (Sgl) és (Sg2) a virus elsé és mdsodik
szubgenomi RNS-ét. A szamok a virus genomi/sRNS-ek ardanydt mutatjak, az elsé mintdhoz
normalizdlva. (B) N. benthamiana protoplasztokat transzfektdltunk PoLV és PoLVA14 virusok
azonos mennyiségu transzkriptumjaival. A transzfektalaskor, illetve azt kovetden 24 és 48 ordval
vettiink 6ssz-RNS mintat, majd etidium bromidos gélen valasztottuk el, és kis molekulasilyi
RNS blotot készitettiink. A protoplaszt sejtek egy része a 2. napon mdr elpusztult, ezért
értékelhetd Northern blotot és pontos kvantitikaldast nem tudtunk késziteni.

Megvizsgaltuk a virusokrol felhalmozodd sRNS-ek mennyiségét protoplasztok
fertézésekor is. Ha protoplasztokat fert6ziink, az egyes sejtek szintjén vizsgalhatjuk a
virus és a sejt kdlcsonhatésait, mivel szisztemikus fertézés nem torténik a sejtek kozott.

A protoplasztokat PoLV ¢és PoLVAIl4 virussal fertéztik. Mindkét esetben nagy
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mennyiségli virus halmozodott fel a fertdzést kovetd elsé napon (5. abra, B). Bar
mindkét virusrol képzédtek sRNS-ek, a PoLV-al fertézott protoplasztokban joval
kevesebb sRNS halmozddott fel, vagyis a pl4 késleltette a sSRNS-ek felhalmozodasat
sejtszinten is (5. abra, B).

Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy in vivo a pl14 fehérje, ha nem is akadalyozza
meg, de késlelteti a virus eredetii sSRNS-ek felhalmozodasat, ezzel elonyt biztositva a
virus felszaporodasanak a novényi RNS silencinggel szemben. Mivel a PoLV virus
nekrotizalja a novényt, a PoLVAI4 virussal fert6zott novény pedig kigyogyul a
fert6zésbol, ugy tlinik a pl4 sRNS felhalmozodast késlelteté képessége elegendd a

hatékony virusfert6zéshez.

Az eddigi eredményeket Osszefoglalva, azonositottuk a PoLV virus RNS
silencing szuppresszorat. A pl4 fehérje agroinfiltracioban hatékonyan gatolja a
transzgén indukalta RNS silencinget, a transzgén mRNS magas szintli expresszidjat
biztositva. A pl14 egy RNS kot6 fehérje, ami in vitro mérettdl fiiggetlentil kéti a kétszalu
RNS-eket. In vivo megakadalyozza a transzgén eredetli sRNS-ek képzddését
agroinfiltracios rendszerben. Bar virusfertdzéskor nem akadalyozta meg a virus eredetii
sRNS-ek képzddését, a hatékony virusfertdzéshez elegendé mértékben késleltette a
sRNS-ek felhalmozodasat.

Az RNS silencing egy nagyon hatékony RNS degradaciés mechanizmus, ami a
transzgének mRNS szintjét rovid idén beliil lebontja. A pl4 egy jo eszkdz lehet mas
RNS degradacios rendszerek, példaul az NMD vizsgalatahoz, mivel segitségével az
RNS silencing szelektiven gatolhatd. Ez sziikséges volt csoportunk kovetkezd kutatasi
programjahoz, az NMD célpontjaul szolgalo mRNS-ek cisz elemeinek térképezéséhez,
mivel az mRNS-ek cisz elemeinek kiilonbségeit csak riportergénekkel tudjuk
Osszehasonlithatoan vizsgalni, az endogén génekre jellemz6 egyéb szabalyozasi

mechanizmusoktdl fiiggetleniil.

A NOVENYI NMD VIZSGALATARA ALKALMAS TESZTRENDSZER FELALLITASA

Csoportunk fo programja a névényi NMD vizsgalata. A kezdeti kisérletek nagy részét Kertész
Sandor ¢és Kerényi Zoltan kollégaink végezték, azonban a tovabbi kisérletek gondolatmenetének
felépitéséhez sziikséges az elézmények egy részének bemutatasa. Ezekben a kisérletekben kisebb-
nagyobb részben részt vettem, de az egyértelmiiség kedvéért a kisérletet végzé személyt minden esetben

megnevezem.
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Elsé 1épésként a korai stop kodon felismerésében szerepet jatszo cisz elemeket
szerettiik volna azonositani. A névényi NMD rendszer létezésére korabban csak kevés
bizonyiték volt, ezek egyike a bab phytohemagglutinin (PHA) mRNS PTC nélkiili és
PTC-t tartalmazé valtozatat hasonlitotta 6ssze (Voelker és mtsai., 1990). A PTC a PHA
mRNS félélet-idejét harmadara csokkentette, ami azt sugallja, hogy a PTC a mRNS
instabilitasahoz vezet.

A novényi NMD cisz elemeinek vizsgalatahoz fel kellett allitanunk egy gyors,
tranziens tesztrendszert. Riportergénnek a mar leirt PHA-t valasztottuk, melynek vad
tipusi (PHA) és PTC tartalmi (PHA-m) pontmutans valtozatat egy agroinfiltralasra
alkalmas binaris vektorba klonoztuk. A PHA-m a 79. aminosav helyén, mintegy 580 bp-
al a vad PHA stop kodonja el6tt egy PTC-t kodolt, (6. abra, A). Eléallitottuk a PHA
rovid valtozatat is (PHAs) mely a 79. kodonja stop kodon, amit a vektoron talalhatod
terminator régio kovet (6. abra, A). Nicotiana tabacum leveleit infiltraltuk a PHA,
illetve PHA-m konstrukciokat tartalmazé Agrobacterium torzsekkel. Az agroinfiltracio
erdsen indukalja az RNS silencinget, igy a kisérletet nem végezhettiik az RNS silencing
gatlasa nélkiil, hiszen ahogy a GFP mRNS-t (2. abra, B), ugy a PHA ¢s PHA-m mRNS-
eket is nagyon gyorsan lebontand az RNS silencing. Alternativ megoldasként, a
kisérletet kétféle modon végeztiik. Elséként, a PHA és PHA-m agroinfiltralasakor p14-
et tartalmazo Agrobacterium torzset is ko-infiltraltunk, igy biztositva az RNS silencing
gatlasat. Masrészt, a PHA és PHA-m agroinfiltralasat p14 nélkil is elvégeztiik, ekkor a
novényeket 15 °C-on tartottuk. Az RNS silencing hdmérsékletfiiggéen mitkodik, 15 °C-
on nem aktiv, azonban ez a hémérséklet nem optimalis a dohanynovényeknek (Szittya
¢és mtsai., 2003). A PHA és PHA-m mRNS szint pontos kvantifikalasa végett mindkét
esetben ko-infiltraltuk a PHAs konstrukciot tartalmazoé Agrobacteriumot is, ezzel
kiszlirve az egyes levelek infiltralasabol adodo kiilonbséget. Az infiltralast kovetd 3.
napon RNS mintat gyiijtéttiink, és Northern hibridizacioval ellenériztik a mRNS-ek
felhalmozodasat. A PHA-m+PHAs+pl14 eleggyel infiltralt mintdkban a PHA-m mRNS
szintje tizede volt a PHA+PHAs+p14 eleggyel infiltralt mintdk PHA mRNS szintjének,
ami azt bizonyitja, hogy a PTC tartalmii mRNS-ek alacsonyabb szinten halmozédnak
fel (6. abra, C; Kertész Sandor kisérlete). A pl4 nélkiil, 15 °C-on végzett kisérletben
hasonlé eredményt kaptunk, a PHA-m+PHAs eleggyel infiltralt mintdkban a PHA-m
mRNS szintje szintén tizede volt a PHA+PHAs eleggyel infiltralt mintdkban PHA
mRNS szintjének (6. abra, D). Mivel a PHA-m mRNS szintje ugyanannyira alacsony
volt p14 nélkiil és p14 jelenlétében, bizonyitottuk, hogy a pl4 nem befolyasolja a PTC
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tartalm mRNS-ek felhalmozodasat, igy felhasznalhato az RNS silencing gatlasara az
agroinfiltracios tesztekben.

Mivel a PHA-m konstrukcié a PTC-ig pontosan ugyanaz, mint a PHA-s
konstrukci6é, a PHA-m instabilitasat a PTC utani szekvenciadarab, vagyis a 3> UTR
okozza. Munkatarsaink tovabbi munkak soran bizonyitottak, hogy a PTC utani 3 UTR
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6. dbra: A novényi NMD vizsgdlata agroinfiltracioval. (4) A PHA, PHA-m, PHAs konstrukciok
rajza. (B) A UPF1 és a UPFIDN konstrukcick szerkezete. A UPF konstrukciot nem hasznaltuk
ebben a kisérletben. (C) Nicotiana tabacum leveleit infiltrdltuk kiilonbozé Agrobacteriumokat
tartalmazo elegyekkel, sorrendben’ PHA+PHA-s+p14: PHA-m+PHAs+pl4. A novényeket az
optimalis, 21 °C-on tartottuk. (D) N. tabacum leveleit infiltrdltuk kiilonbézé Agrobacteriumokat
tartalmazo elegyekkel, sorrendben’ PHA+PHA-s; PHA-m+PHAs A novényeket 15°C-on
tartottuk, ahol az RNS silencing nem aktiv. (B) A transzlicié gitlisdnak hatdsa. N. tabacum
leveleit  infiltrdltuk  PHA+PHAs+pi14: illetve ~PHA-m+PHAs+pl4 elegyekkel, — majd
cikloheximiddel kezeltiik. A szimok a cikloheximid kezelés eltt (-) és utdn (Cyc) mért RNS szint
ardnydt mutatjik, PHA-s-hez viszonyitva. (F) N. tabacum leveleit infiltrdltuk, sorrendben
PHA+PHAs+p14; PHA-m+PHAs+pl4: PHA+PHAs+p14+UPF1DN: és PHA-
m+PHAs+p14+UPFI1DN Agrobacterium elegyekkel. A zarojelben 1évo szamok az azonos
konstrukcick UPFIDN nélkiil és azzal egyiitt mért ardanyt mutatjdk. (C-F) A PHAs erds
expresszidja miatt a PHAs konstrukciot tizszeres higitasban infiltraltunk. Az mRNS szinteket a
PHAs mRNS szinthez viszonyitottuk és a PHA mintdara normalizaltuk.

51



a szekvenciatol fiiggetleniil az mRNS instabilitasat okozza (Kertész és mtsai., 2006).
Mivel a 3° UTR-ba épitett bakterialis eredetii szekvenciak azonos mértékben okoztak az
mRNS instabilitasat, nem valészinil, hogy egyedi szekvenciamotivumok, példaul DSE
elemek indukalndk az adott mRNS lebomlasat. Bizonyitottak, hogy nem a 3” UTR
szekvenciaja, hanem a mérete hatdrozza meg, hogy milyen stabil legyen egy mRNS.
Minél hosszabb darabokat épitettek a 3° UTR-ba, annal alacsonyabb szinten
halmozaddott fel az mRNS (Kertész és mtsai., 2006).

Az NMD transzlaciofiggd folyamat. Az eddig vizsgalt szervezetekben (D.
melanogaster, emlds sejtkultara) transzlaciogatld cikloheximid kezelés utan a PTC
tartalmi. mRNS-ek a PTC nélkiilli mRNS-ekkel 0Osszevethetd mennyiségben
halmozodtak fel.  Csoportunk megvizsgalta a PHA ¢és PHA-m mRNS szintjét
cikloheximid kezelés utan. Mig a PHA mRNS szintje a kezelés el6tt és utan kozel
azonos volt, a PHA-m mRNS szintje 3.75-sz0rose volt a kezelés utan (6. abra, E;
Kertész Sandor és Silhavy Daniel kisérlete). A PHA-m mRNS transzlaciofiiggd
instabilitasa azt sugallja, hogy a PTC tartalmi mRNS-ek egy degradacios folyamat,
vélhetéen az NMD célpontjai.

Az élesztokben ¢és az allatokban az NMD egyik kulcs transz faktora a UPF1
fehérje. Az élesztd és human UPF1 szekvencia ismeretében csoportunk azonositotta a
UPF1 feltételezett névényi ortologjat, és kloénoztuk A. thaliana névénybdl. Ismeretes,
hogy mind az ¢élesztd, mind a human UPFI-ben az egyik konzervalt arginin cseréje
ciszteinre a fehérje dominans-negativ mutaciojat okozza. Megépitettiik az 4.
thalianabol izolalt UPF1 fehérje R863C mutans valtozatat (UPFIDN, 6. abra, B).
Feltételeztiik, hogy a UPF1DN fehérje novényekben is dominans-negativ hatasu, igy ha
a névényi NMD-ben részt vesz a UPF1, akkor a UPF1DN gatolja az NMD miikodését.
Amennyiben a PHA-m mRNS-t az NMD destabilizalja, a UPFIDN konstrukcid ko-
infiltralasaval az NMD-t inaktivaljuk, és a PHA-m mRNS szintje nem fog lecsokkenni.
Mig a PHA mRNS szintje UPFIDN ko-infiltralassal és UPF1DN nélkiil kdzel azonos
volt, a PHA-m mRNS szintje 3.7-szeresre emelkedett UPFIDN ko-infiltralasaval (6.
abra, F; Kerényi Zoltan és Kertész Sandor kisérlete).

Osszefoglalva, csoportunk felallitott egy tranziens NMD tesztrendszert. A PHA-
m (PTC tartalmi) mRNS alacsony szinten halmozodik fel, ami egy degradacios
folyamatnak a kovetkezménye. Mivel bemutattuk, hogy ezt a degradacios
mechanizmust a UPFIDN fehérje gatolja, valamint bizonyitottuk, hogy a degradacio

transzlaciofiiggd, kijelenthetjilk, hogy a PTC tartalmit mRNS-eket a névényi NMD
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felismeri és lebontja. Bemutattuk, hogy a p14 nincs hatassal az NMD-re, igy eszkozként
felhasznalhato az RNS silencing gatlasara az agroinfiltracios tesztekben. A UPFIDN
fehérje szelektiven gatolja az NMD-t, ezaltal j6 eszkoz arra, hogy az egyes mRNS-ek
akkumulaci6jat 6sszehasonlitsuk az NMD hatasa alatt és az NMD miikodése nélkiil. fgy
egyértelmiien bizonyitani tudjuk a kisérleteinkben, hogy a vizsgalt mRNS alacsony
szintje valoban az NMD aktivitasanak koszonheto.

Csoportunk bizonyitotta, hogy névényekben a hosszi 3° UTR, az éleszt6khoz
hasonléan NMD cisz elem. A 3’ UTR hossza méretaranyosan indukalja az NMD-t;
minél hosszabb az adott mRNS 3° UTR-ja, annal erdsebb célpontja az NMD-nek, ezért

annal alacsonyabb szinten halmozddik fel (Kertész és mtsai., 2006).

AZ INTRON POZICIOJANAK SZEREPE A KORAI STOP KODON FELISMERESEBEN

A PTC tartalmit mRNS-ek felismerése az eddig vizsgalt szervezetekben kétféle
moédon zajlik. Elesztokben és gerinctelenckben az NMD felismeri és lebontja a til
hosszii 3° UTR-al rendelkez6 mRNS-et, vagyis ¢lesztOkben az NMD cisz eleme a
hosszu 3’ UTR. Emldsokben azok a mRNS-ek célpontjai az NMD-nek, ahol a stop
kodont6l downstream minimum 50-55 bazissal egy intron talalhat6 (Nagy és Maquat,
1998).

Kovetkezo lépésként feladatom annak vizsgalata volt, hogy az emldsokhoz
hasonl¢ intron alapua NMD Iétezik-e a ndvényekben is. A kisérlethez négy konstrukciot
épitettem (7. abra). A burgonya ST-LS-1 génjének elsé intronjat épitettem a PHASs stop
kodonja utan 28 bp-al (P-28LS) és 99 bp-al (P-99LS). Ezt a két konstrukciot kiilon-
kiilon N. tabacum novények levelébe infiltraltam, majd 3 nap multan a levelekb6l RNS
kivonast készitettem. A kivonatokbol RT-PCR-el ellenériztem, hogy a burgonya eredetii
intron a dohanyban is 100%-ban kivagodott. Az intron nélkiili fragmenteket klonozva
az eredeti konstrukciok intron nélkiili szarmazékat kaptam, amit kontrollnak hasznaltam
az intron hatasanak vizsgalatdhoz (P-28 és P-99). A P-28LS ¢és a P-28; valamint a P-
99LS ¢s a P-99 a splicing utan tokéletesen megegyeznek, igy az egyetlen kiilonbség az
intron kivagodasanak helye. Ebben a kisérletben belsé kontrollnak a PHA konstrukciot
hasznaltam az mRNS méretek jobb elkiiloniilése érdekében. N. fabacum leveleit
infiltraltam  P-28LS, P-28, P-99LS ¢és P-99  konstrukciokat tartalmazo
Agrobacteriummal. Mindegyik konstrukcio mellé p14 és PHA Agrobacterium torzseket

is ko-infiltraltam. Mintavétel utan Northern blottal vizsgaltam az mRNS szintet,
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valamint RT-PCR-el igazoltam az intronok kivagodasat (7. abra, A). A P-28LS és a P-
28 mRNS szintje kozott nem volt szignifikans kiilonbség (7. abra, B; 1,2. mintak
Osszehasonlitva a 3,4. mintakkal). A A P-99 mRNS szintje hasonlé volt a P-28 és P-
28LS mRNS szintekkel (7. abra, 7,8. minta). Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a
novényekben, hasonldéan az emldsokhoz, a stop kodonhoz kozelebbi, 28 bp-ra
downstream 1évé intron nem okozza az mRNS instabilitasat. Ezzel szemben a P-99LS
mRNS szint dramaian lecsokkent (7. abra B, 1,2. mintak Osszehasonlitva az 5,6
mintakkal). A P-99LS és P-99 konstrukcio egy intronban kiilonbozik, érett mRNS-iik
azonban megegyezik. A P-99LS mRNS szintje kb. harmada a P-99 mRNS-nek, tehat az
intron kivagédasanak helye a 3” UTR-ban dontéen befolyasolja az adott mRNS

felhalmozodasat (7. abra, B, 5,6. mintak 6sszehasonlitva a 7,8. mintakkal).

ATG  Stop 1§

P-28LS (IXIX
28nt

ATG  Stop Ls

P-99LS [ PHAs |_[*%%%]

99nt
ATG Stoy)
R e
280t
ATG Stoy
P-99
99nt
B
PHA PHA + UPF1DN
P-28LS _P-28 P-99LS _P-99 P-28LS P-2§ P-99LS _P-99
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
PHA
P-28, P-28LS
P-99, P-99LS

1 126 0.19 0.64 166 1.71 081 0.82
(1.66%) (1.36%) (4.31%) (1.28)

7. dbra‘ az intron pozicidjanak szerepe az NMD-ben. A konstrukcick rajza (DNS-en dbrazolva). A
P-28 és P-28LS, illetve a P-99 és P-99LS érett mRNS szekvencidja pontosan megegyezik. (A) Az
Intronkivagodas ellendrzése RT-PCR-el. Az 1. zseb a P-28LS plazmidrdl, a 6. zseb a P-99LS
plazmidrél késziilt DNS PCR méretét mutatja. (B) N. tabacumot infiltrdltuk P-28LS+PHA+p14
(1,2. zseb), P-28+PHA+p14 (3,4. zseb), P-99LS+PHA+p14 (5,6. zseb), P-99+PHA+p14 (7,8. zseb)
konstrukcickkal, illetve ugyanezeket UPFIDN hozzdaddsdval (9-16. zseb). Ebben a kisérletben a
PHA-t hasznaltuk kontrollnak. A felsé szdmsor a vizsgalt mRNS és a PHA mRNS ardnyédt
mutatja, a P-28LS-hez normalizdlva. A zdrdjelben 1évi szamok az adott konstrukcick UPF1DN
nélkiili és UPF1DN-al koinfiltralt mRNS szint vdltozdsat mutatjdk.
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Megvizsgaltuk, hogy a P-99LS mRNS szintjének csokkenése vajon az NMD
aktivitasanak koszonheté-e. A P-28LS, P-28, P-99LS és P-99 konstrukcidkat egyiitt
infiltraltam PHA, p14 és UPFIDN konstrukciokkal. A UPFIDN hatasara a P-28LS, P-
28 és P-99 mRNS szintje bar novekedett, de nem jelentés mértékben, ami azt jelzi, hogy
ezek a mRNS-ek nem, vagy csak kissé célpontjai az NMD-nek (7. abra, B, 1,2 mintak
Osszevetve a 9,10. mintakkal; 3,4 mintak Osszevetve a 11,12. mintakkal; 7,8. mintak
Osszevetve a 15,16. mintakkal). A P-99LS mRNS szintje azonban tobb mint
négyszeresére emelkedett a UPFIDN hatasara (7. abra, B, 5,6 mintak Osszevetve a
13,14. mintakkal), a megnovekedett mRNS szint elérte az intronmentes konstrukciok
mRNS szintjét (7. abra, B, 13,14. mintak dsszevetve a 15,16. mintakkal). Ezek alapjan
azt mondhatjuk, hogy a P-99LS mRNS-t az NMD felismeri, tehat a novényekben is
létezik az intron alapit NMD. Mivel a stoptdl 28 nt-ra 1évé intron-kivagodas nem
befolyasolta az mRNS stabilitasat, azonban a 99 nt-ra 1évd intron-kivagodas viszont
dramaian lecsokkentette az mRNS szintjét, bizonyitottuk, hogy a névényekben, az
emlésokhoz hasonloéan, a 3° UTR-ban 1év6 intron pozicidtdl fiiggden okozza az mRNS

destabilitasat.

Csoportunk megépitett egy GFP riportergént tartalmazé NMD tesztkonstrukcio
készletet is. Ezen konstrukciok kettds céllal késziiltek; egyrészt a GFP expresszid
vizudlisan nyomon kovethetd, ezzel megkonnyiti a kisérletek értékelését ¢€s
tovabbgondolasat. Masrészt egy nem novényi génnel is vizsgalni szerettiik volna, hogy
cisz elemként mitkodik. A hossz 3’ UTR hatasat a GFP és G-abe konstrukciok mRNS
szintjének Osszehasonlitasaval vizsgaltuk. A G-abc konstrukcional a GFP sajat stop
kodonja utan épitettiink egy 650 bp hosszi szekvenciadarabot (8. abra, A).
Agroinfiltraltuk a GFP-t, a G-abc-t, a GFP+UPF1DN-at, valamint a G-abc+UPF1DN-at.
P14-et minden esetben ko-infiltraltunk. A GFP-vel infiltralt folt UV fényen erds
fluoreszcenciat mutatott, mely UPF1DN-al nem er6s6dott tovabb (8. abra, B). A G-abc-
vel infiltralt folt gyenge fluoreszcencidja ezzel szemben a UPFIDN-al a GFP-hez
hasonlo erdsséglire novekedett (8. dbra, B). A GFP floureszcencidja jol reprezentalta az
egyes konstrukciok mRNS szintjét. A G-abc mRNS szintje a GFP mRNS-hez képest
csupan 5%-ra halmozodott fel, mely UPFIDN ko-infiltralaskor 5.39-szeresére
emelkedett (8. abra, C). A hossza 3’ UTR tehat a géntdl fiiggetlentil NMD cisz elemként
miikodik.
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8. dbra: a hosszii 3 UTR-0s GPF mRNS is NMD célpont. (A) a konstrukcick rajza. 35sT
a termindtor régiot jeloli, az (abc) szakasz egy 650 bp hosszi szekvencia. (B) N.
benthamiana leveleit infiltraltuk GFP+pl4 és GFP+pl14+UPF1DN-al, illetve G-
abctpld és G-abc+pl4+UPFI1DN-al. A foté a 3. napon késziilt. (C) Az infiltrdlt
levélfoltok RNS-eibdl késziilt Northern blot. DN: UPF1DN, a mRENS szintet a p14
mRNS szintjéhez viszonyitottuk. A szamok a UPF1DN nélkiili és a UPF1DN-al ko-
infiltralt mRNS szintek aranyat mutatjak az egyes riportergének esetében.

A 3’ UTR-ban [évé intron vizsgalatdhoz a GFPc és GFPcLS konstrukciopart
hasznaltuk. A GFPc konstrukcio a GFP stop kodonja utan 200 bp hosszusaga
szekvenciat tartalmaz, a GFPcLS a GFP stop kodonja utan ugyanazt a 200 bp
hosszusagu szekvenciat, valamint a korabban hasznalt burgonya LS intront tartalmazza
(9. abra, A). A két konstrukciorol képz6dé mRNS azonos, az intronkivagoédast RT-
PCR-el ellendriztiik. A GFPc-vel infiltralt folt UV fényen erds fluoreszcenciat mutatott,
mely UPFIDN ko-infiltralasaval enyhén emelkedett (9. abra, B). Ezzel szemben a
GFPcLS-el infiltralt folt gyenge fluoreszcenciajat a UPF1DN jelentdsen felerdsitette (9.
abra, B). A GFPc mRNS szintje UPFIDN hatasara 2,7-szeresére emelkedett, ami jol
magyarazhato a csoport korabbi megfigyelésével, miszerint a 3° UTR hossza mérettdl
fiiggden indukaljak az NMD-t és a 200 bp hosszusagl c szakasz gyenge NMD
célpontnak bizonyult (9. abra, C és D). A GFPcLS mRNS szintje a GFPc mRNS
szintjének 16%-at érte el, UPF1DN hatasara tizszeresére emelkedett (9. abra, C és D). A
GFPcLS kétféle modon is NMD célpont; a ,,c” szakasz miatt gyenge célpontja a hosszu
3’ UTR alaptt NMD-nek, mig az intron miatt er6s célpontja az intron alapt NMD-nek.
Az intron hatasat a GFPcLS és a GFPc mRNS szintek ndvekedésének aranyaval
mérhetjilk. A UPF1DN 2,7-szeresére noveli a GFPc mRNS-t és 7,7-szeresére a GFPcLS
mRNS-t, igy az intron alapt NMD célpont Onmagaban 2,85-szorosére (7,7/2,7)
novekedne (9. abra, C és D). Nem zarhatjuk ki azonban, hogy az mRNS-ek az NMD
kikapcsolasaval 1ényegében a promoterre jellemzd transzkripcié maximalis szintjét

mutatjak.
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9. dbra: a 3 UTR-ban intront hordozo GFP NMD célpont. (A) a konstrukcick rajza. A 35sT a
termindtor régiot jeloli a (c) szakasz egy 200 bp hosszi szekvencia. LS: intron (B) N.
benthamiana leveleit ko-infiltraltuk GFPe+pld4, GFPc+p14+UPFIDN, GFPcLS+pl4 és
GFPcLS+p14+UPF1DN konstrukcickkal. A foté a 3. napon késziilt. (C) Az infiltralt levélfoltok
RNS-eibol késziilt Northern blot. DN: UPFIDN, a mRNS szintet a pl4 mRNS szintjéhez
viszonyitottuk. A szdmok a UPF1DN nélkiili és a UPF1DN-al ko-infiltralt mRNS szintek ardnyat
mutatjdk az egyes riportergének esetében. (D) Az ardnyok grafikus dbrdzoldsa.

Osszefoglalva, csoportunk korabban bizonyitotta, hogy a ndvényekben a
hossza 3> UTR NMD cisz elem lehet (Kertész és mtsai., 2006). Munkam soran
bemutattam, hogy hasonléan az eml6sokhoz, a novényi gének 3’ UTR-jaban 1év6 intron
poziciotol fiiggden aktivalja az NMD-t. A stop kodontol downstream 28 bp-ra 1évo
intron nem okozott valtozast a mRNS stabilitasaban. Ezzel szemben ha a stop kodontol
downstream 99 bp-ra van az intron, a stopot az NMD koraiként ismeri fel, és a mRNS
lebomlasat idézi elb. Osszefoglalva, a novényekben mind a hossza 3” UTR, mind a 3’

UTR-ban 1év6 intron cisz elem lehet.
Az NMD TRANSZ ELEMEINEK AZONOSITASARA ALKALMAS MODSZER KIDOLGOZASA
Az NMD egy konzervalt eukariota mRNS mindségbiztositasi rendszer, melyet
eddig élesztdben, C. elegansban, D. melanogasterben és emldsokben vizsgaltak. Bar a

korai stop kodon elkiilonitésére szolgalo cisz elemek mas elven miikddnek élesztdkben

és emlésokben, az NMD kules fehérjekomponensei, vagyis fransz faktorai részben
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azonosak. Az NMD komplexet alkoto UPF1, UPF2 és UPF3 fehérjék konzervaltak az
eukariotaknal. Az emlésdkben az intron kivagodas helyén felépiilé EJC szolgal kotési
felsziniil az NMD komplexnek (Le Hir és mtsai., 2000; Chang és mtsai., 2007). Az EJC
fehérjéi sziikségesek a funkcionalis NMD komplex létrejottéhez és a mRNS
fehérjét az SMG1 foszforilalja, a UPF1 defoszforilaciojat az SMGS, SMG6 és SMG7
fehérjék regulaljak (Osszefoglalva Behm-Ansmant és mtsai., 2007). Egyes SMG
fehérjéket megtalalhatunk alacsonyabb rendii allatokban, pl. C. elegansban és D.
melanogasterben. Korabban gy gondoltak, hogy az élesztdkben a két feltételezett
SMG ortolog nem vesz részt az NMD-ben, funkcidjukat kizarolag a telomér struktira
fenntartasaval hoztak kapcsolatba (Zhou és mtsai., 2000; Lundblad és mtsai., 1989).

Az NMD cisz elemeinek azonositasa utan célul tiztik ki a n6vényi NMD-ben
szerepet jatszo fehérjék azonositasat, melyekrol munkank kezdetekor még szinte
semmit se tudtak. Kisérleteinkkel egyiddben mas-mas kutatocsoportok bemutattak,
hogy A. thaliana upfl, illetve upf3 T-DNS mutans novényekben egyes endogén PTC
tartalmu alternativ splicing transzkriptumok szintje megnd (Hori és Watanabe, 2005;
Yoine ¢és mtsai., 2006). A T-DNS mutansok tobb generacion at tartd szlirése €s
vizsgalata iddigényes folyamat, ezen kiviil a létfontossagu génekben mutans névényeket
nem tudjuk homozigéta formaban fenntartani. Az agroinfiltralason alapulé NMD
tesztrendszeriink elényeinek kihasznalasaval szerettiink volna egy hasonléan gyors,
tranziens vizsgalati modszert kidolgozni az NMD fransz faktorainak azonositasara. A
virus indukalta géncsendesités (VIGS) modszere alkalmas endogén ndvényi gének
transzkripci6é utani inaktivalasara (RNS silencing). Virusfertdzéskor a virus kétszala
RNS struktarai indukaljak az RNS silencing-et, ami végsé soron a virus RNS és azzal
homoloégiat mutatd RNS-ek degradaciojahoz vezet. A virus cDNS-ét egy
agroinfiltralasra alkalmas vektor tartalmazza, igy a virusvektorba koénnyen épithetiink
novényi szekvencidkat is. Ha a virusba pl. a fitoén deszaturdz (PDS) ndvényi gén egy
darabjat épitjiik, az RNS silencing a virus RNS-e mellett a PDS darabot, illetve az azzal
homolég endogén PDS gén transzkriptumait is degradalja. Az ilyen kiméravirussal
fertdzott novény tjonnan fejlédd levelei a szisztemikus RNS silencing kovetkeztében
fehérek lesznek.

A UPF fehérjék szerepének bizonyitasara a UPF1, UPF2 és UPF3-at VIGS-el
inaktivaltuk. Az Arabidopsis UPF szekvenciak ismeretében munkatarsaim azonositottak

a UPF gének feltételezett N. benthamiana ortologjait, melyek egy-egy darabjat
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klonoztuk TRV-PDS vektorba. Az igy keletkezett klonok tartalmazzak a TRV virus
cDNS-t, a PDS egy darabjat, valamint az adott UPF gén egy darabjat (TRV-P-Ul;
TRV-P-U2; TRV-P-U3). A TRV-P-Ul, TRV-P-U2 ¢és TRV-P-U3 konstrukciokat
tartalmazo Agrobacteriumokat infiltraltuk fiatal N. bentamiana leveleibe. A kisérlethez
a csak PDS darabot tartalmazé TRV klont hasznaltuk kontrollnak (TRV-P). A TRV
osztott genomu virus, ezért az 1. RNS-nek megfelelé cDNS-t tartalmazé vektort minden

esetben ko-infiltraltuk. Szintén minden kisérlethez ko-infiltraltuk a P14 szuppresszort,

GFPc +pl4
7“ JGFPCLS + pl4 APDS

VIGS,
TRV-PDS ;-abe + pl4
+ TRV RNSI GEP +p14
pl4
0. nap 8-10. nap
13. nap
B
TRV UPF1 GFPc + pl4 APDS.upfl
/~ GFPeLS + p14 P
VIGS

TRV-PDS-UPF1
+ TRV RNSI
pl4

0. nap 8-10. nap

10. dbra: a VIGS-NMD tesztrendszer. (A) Kontrollként a TRV-PDS virussal fertéztiink N.
benthamiana névényeket. A fertézéshez a virus osztott genomjinak megtelelé elsé” ¢cDNS
darabjat, masodik cDNS darabjdt és p14-et ko-infiltraltunk. A masodik ¢cDNS hordozza a PDS
szekvencidt. A szisztemikus RNS silencing kifejlddése utin a még zold szint, de fehéredd
leveleket feliilinfiltrdltunk az NMD tesztkonstrukcickkal, pl4 ko-infiltrdldasdval. A PDS
csendesitett levelekben az NMD aktiv, igy az NMD célpontok nem fejezédnek ki erésen. (B) A
kisérletek sordn a jelolt transz faktorokat teszteltiik. TRV-PDS-UPF1 virussal fertozott
novényeket feliilintiltraltunk, hasonlo modon. Mivel a szisztemikus RNS silencing nem
egyenletes a novényben, az dsszes tesztkonstrukciot egy levélbe infiltrdltuk az
dsszehasonlithatosdg érdekében. A szisztemikus RNS silencing miatt a PDS és a UPF1 gént is
csendesityiik, igy az NMD nem aktiv, igy az NMD célpont mRNS-ei magas szinten kifejezédnek.
A fotokat a tesztkonstrukciok infiltralasa utdni 3. napon, azaz a virus infiltrdalasat kovetd kb.
13. napon készitettiik. A kisérletek folyaman ezen a napon szedtiink RNS mintakat is.
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ami a virus kezdeti felszaporitasat segitette az infiltralt levélben. A novényeket 25 °C-
on neveltiik, ezen a homérsékleten kb. a 7. napon tapasztaltuk az ujonnan fejlédo
levelek kifehéredését, valamint az idosebb levelek vilagosodasat, sargulasat. A 8. napon
az idésebb leveleket feliilinfiltraltuk az NMD tesztkonstrukciokkal. (A kisérlet menete
Osszefoglalva a 10. abran lathato.)

A korabbi eredményeknek megfeleléen a TRV-P csendesitett levelekben a GFP,
valamint a GFPc erés fluoreszcenciat mutatott, mig az NMD célpont G-abc (hosszu 3’
UTR-o0s) és GFPcLS (3” UTR intronos) gyengén fluoreszkalt (11. abra, B). Ezzel
bizonyitottuk, hogy az NMD a TRV-P csendesitett levelekben is normalisan miikodik,
¢és a rendszer alkalmas az NMD aktivitasanak vizsgalatara. A TRV-P-U1 és TRV-P-U2
csendesitett levelekben a GFP ¢és a GFPc er6s fluoreszcenciat mutatott, csaktigy, mint a
kontroll TRV-P csendesitett levelekben. Ezzel szemben a G-abc ¢és GFPcLS
fluoreszcencidja drimaian megemelkedett (11. abra, B). A G-abc mRNS szintje a TRV-
P csendesitett levelekhez képest 12-szeresére novekedett TRV-P-Ul csendesitett
levelekben, és 9-szeresére novekedett a TRV-P-U2 csendesitett levelekben, vagyis a
UPF1 és UPF2 fehérjék hianyaban a hosszi 3’ UTR tartalmi NMD célpont mRNS-ek
szintje dramaian megndvekszik (11. abra, C). A GFPc mRNS szintje TRV-P
csendesitett levelekhez képest 3-szorosara novekedett a TRV-P-Ul és TRV-P-U2
csendesitett levelekben, ami jol tikkr6zi korabbi megfigyelésiinket, hogy a rovidebb 3’
UTR-al rendelkez6 mRNS-ek gyengébb célpontjai az NMD-nek, mint a hosszabb 3’
UTR-al rendelkezék (11. abra, D). A GFPcLS mRNS szintje tobb mint 5-szordsére
novekedett a TRV-P-U1 és TRV-P-U2 csendesitett levelekben (11. abra, D). A GFPcLS
mRNS szintjének viszonyitasakor két dolgot kell figyelembe venniink. A GFPcLS
mRNS-ek gyenge célpontjai a hossza 3° UTR alapt NMD-nek és erds célpontjai az
intron alapt NMD-nek. Mivel a UPF1 és UPF2 fehérjék hianya 2,8-szorosara emelte a
GFPc mRNS szintjét (11.abra, D), az intron alapt NMD-re gyakorolt hatast az ezen
felilli mRNS felhalmozddas jelenti. Mivel a TRV-P-Ul és TRV-P-U2 csendesitett
levelekben a GFPcLS ¢s GFPc mRNS szintek novekedésének ardnya kb. 1.7, arra
kovetkeztetiink, hogy a UPF1 és UPF2 fehérjék szerepet jatszanak mind a hossza 3’
UTR alapti, mind az intron alaptit NMD-ben.

A TRV-P-U3 csendesitett levelekben némileg mas eredményt kaptunk, mint a
UPF1 és UPF2 hianya esetében. A TRV-P csendesitett levelekhez képest a GFP és
GFPc fluoreszcenciaja nem valtozott, mig a GFP-abc és GFPcLS kozepesen erds

fluoreszcenciat mutatott (11. abra, B). A GFP-abc mRNS szintje 3-szorosara emelkedett
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a TRV-P-U3 csendesitett levelekben, tehat arra kovetkeztethetiink, hogy a UPE3 fehérje
részt vesz a hosszti 3° UTR alapi NMD-ben (11. abra, C). A GFPc mRNS szintje
szintén 3-szorosara emelkedett a TRV-P-U3 csendesitett levelekben a TRV-P
levelekben mért GFPc mRNS szinthez képest (11. abra, D). Korabban a TRV-P-U1 és
TRV-P-U2 csendesitett levelekben az NMD hianya kiilonb6z6 modon hatott a
kiilonb6z6 hosszisagi 3 UTR-0s mRNS-ekre. Ezzel szemben a TRV-P-U3 csendesitett
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11. dbra: A UPF fehérjék részt vesznek az NMD-ben. (A) A kisérlethez felhasznalt konstrukciock
rajza. A GeLS a GFPcLS roviditése. (B) A tesstkonstrukcickkal feliilinfiltrdlt levelek fotdja. (C) A
leveleket GFP+pl4-el vagy G-abc+pld4-el infiltraltuk, a pl4 mRNS szintjét hasznaltuk
kontrollnak. Az also, vékony betiis szamsor a GFP/pl4 ardnydt mutatja, a felso, vastagbeti:
szamsor a G-abc/pl4d ardnydat mutatja a kontroll PDS novény GFP illetve G-abc mintdhoz
normalizdlva. A relativ ardnyokat grafikonon is dbrdzoltuk. (D) A leveleket GFPc+pl4-el vagy
GFPcLS+pl4-el infiltraltuk (GeLS), a p14 mRNS szintjét haszndltuk kontrollnak. Az alsé, vékony
betiis szamsor a GFPc/p14 ardnydt mutatja, a felso, vastagbetis szamsor a GelS/pl4 aranyat
mutatja a kontroll PDS novény GFPc illetve GeLS mintahoz normalizdlva. A relativ ardnyokat
grafikonon is dbrdzoltuk.
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levelekben azonos aranyban novekedett a kiilonb6zo erésségii NMD célpontok mRNS
szintje. Erre a megfigyelésre eddig nem talaltunk magyarazatot, de az aranyok a kisérlet
tobbszori ismétlésekor is megbizhatdan megmaradtak. A GFPcLS mRNS szintje a
TRV-P-U3 csendesitett levelekben kétszeresére emelkedett (11. ébra, D). Mivel a
GFPcLS mRNS szint emelkedést a GFPc mRNS szint emelkedéséhez kell viszonyitani,
ugy tiinik, a UPF3 fehérje hianya nem befolyasolja az intron alapi NMD-t.
Osszefoglalva, csoportunknak sikeriilt az NMD tesztrendszert a VIGS-el
kombinalni, melynek segitségével NMD fransz faktorokat azonosithatunk.
Bizonyitottuk, hogy a UPF1 és UPF2 fehérjék sziikségesek a hosszi 3 UTR alapu
NMD-hez ¢és az intron alapt NMD-hez is. A UPF3 fehérje részt vesz a hosszii 3 UTR
alapi NMD-ben, azonban ugy talaltuk, hogy nem sziikséges az intron alapt NMD-hez.

Az Y14 ES MAGO FEHERJE SZEREPE AZ NMD-BEN

Az emldsokhoz hasonléan novényekben a 3> UTR-ban 1évd intron poziciotol
fliggden NMD cisz elemként mitkddik (Nagy és Maquat, 1998). Eml6sokben az intron
kivagodasakor az exon-exon hatartol upstream 20-24 nukleotidra kétédik az exon-
junction komplex (EJC; Le Hir és mtsai., 2000). Az EJC egy heterotetramer, mely 4 {6
fehérjébdl all (Y14, MAGO, MLNS51/Barentz, eIF4AIll), de idészakosan mas fehérjék
is kotoédhetnek hozza, pl. a UPF2 és UPF3 (Stroupe és mtsai., 2006; Le Hir és mtsai.,
2008; Chang és mtsai., 2007). Normalis esetben a stop kodontol upstream, vagy annak
kozelében 1évo EJC-t a riboszoma a transzlacio elsé korénél leloki. Ha az intron a stop
kodontol downstream van, a riboszoma nem loki le az EJC-t, igy az kotési felsziniil
szolgal mas fehérjéknek, koztik a UPF fehérjéknek. A UPF fehérjékbol allo6 NMD
egyarant mikodik emlésokben és novényekben, feltételezzik, hogy egy hasonlod
mechanizmus biztositja az intron tartalmtit mRNS-ek elkiilonitését. A novényi EJC
létezésére és funkcidjara korabban nem volt bizonyiték, bar tobb EJC fehérje névényi
ortologjat azonositottak Arabidopsisban (Pendle és mtsai., 2005).

Feltételeztiik, hogy a névényekben az intron alapit NMD az emlésokhoz hasonlo
mechanizmus alapjan, az EJC-n keresztiil valosulhat meg.

Munkatarsainkkal azonositottuk az Y14 és a MAGO feltételezett ortologjait N.
benthamianaban. Az egyes gének szekvenciadarabjait TRV-P vektorba klonoztuk

(TRV-P-Y14 és TRV-P-MAGO), majd a VIGS és NMD tesztrendszer alkalmazasaval
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vizsgaltuk az Y14 illetve MAGO csendesités hatdsat az NMD-re. A G-abc
fluoreszcenciaja a kontrollhoz hasonléan gyenge volt a TRV-P-Y14 és a TRV-P-
MAGO csendesitett levelekben is (12. abra, A, a TRV-MAGO levélrél nem késziilt
fotd). Ezzel Osszhangban, se a TRV-P-Y14, se a TRV-P-MAGO levelekben nem
emelkedett a G-abc mRNS szintje (12. abra, C). A G-abc-hez hasonléan, nem valtozott
a GFPc fluoreszcenciaja (12. abra, A) és mRNS szintje, sem a TRV-P-Y 14 sem a TRV-
P-MAGO levelekben (12. abra, D és E, 1. és 4. mintak dsszehasonlitva). Ezzel szemben
a GFPcLS fluoreszcencigja feler6sodott mind a TRV-P-Y14, mind a TRV-P-MAGO
csendesitett levelekben (12. abra, A). A GFPcLS mRNS szintje kétszeresére novekedett
a TRV-P-MAGO; és 1.7.-szeresére novekedett a TRV-P-Y 14 csendesitett levelekben
(12. abra, D és E, 2. és 5. mintdk Osszehasonlitva). Ezen adatok alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy az Y14 és MAGO fehérjék nem sziikségesek a hosszi 3° UTR
alapt NMD-hez, viszont részt vesznek az intron alapa NMD-ben.

A VIGS-NMD tesztrendszeriinket kiegészitettik egy komplementacios
kisérlettel. A N. benthamiana Y14 és MAGO teljes hossziisagi ¢cDNS-eket tartalmazo
Agrobacteriumokat ko-infiltraltuk a GFPcLS konstrukcioval, TRV-P-Y14 és TRV-P-
MAGO csendesitett levelekbe. A TRV-P csendesitett levelekben az N. benthamiana
Y14 és MAGO ko-infiltralas hatasara a GFPcLS mRNS szintje valtozé mértékben, egy
kissé megnovekedett. Ezzel szemben a TRV-P-Y14 és a TRV-P-MAGO levelekben
GFPcLS mRNS szintje az Y14 illetve a MAGO ko-infiltralasaval a kontroll TRV-P
csendesitett levelek GFPcLS mRNS szintnél is alacsonyabbra csokkent, vagyis az Y14
és MAGO fehérjék képesek voltak komplementalni a TRV-P-Y 14 és TRV-P-MAGO
csendesitést (12. abra, D és E, az 5. és 6. mintak osszehasonlitva). Erdekes modon az 4.
thaliana Y14 fehérje nem volt képes komplementalni a N. benthamiana TRV-P-Y 14
csendesitést (12. dbra, B). Osszefoglalva, azonositottuk az Y14 és MAGO fehérjék N.
benthamiana ortologjat, melyekr6l bizonyitottuk, hogy részt vesznek az intron alapu
NMD-ben, azonban nem vesznek részt a hosszi 3° UTR indukalta NMD-ben. Mivel
feltételezésiink szerint novényekben az Y14 és a MAGO fehérje az emlésdkhoz
hasonloéan, szintén az EJC tagjaként vesz részt az NMD-ben. A ndvényi EJC

létezésének bizonyitasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.
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12. dbra: Az Y14 és a MAGO részt vesz az intron alapi NMD-ben. (A) A tesztkonstrukcickkal
feliilinfiltralt levelek fotdja. (B) Komplementdcios kisérlet. GeLS: GFPeLS roviditve. TRV-P-Y14
levelet feliilinfiltrdltunk GeLS-el, GeLS+Nb. Y14-el illetve GeLS+At.Yi4-el. (C) TRV-P, TRV-P-Y14
és TRV-P-MAGO leveleket infiltraltunk GFP+pl4-el valamint G-abc+pl4-el. A p14 mRNS szintjét
‘hasznaltuk kontrollnak, a TRV-P levelek GFP/pi4 illetve G-abc/p14 ardnydhoz normalizdltunk.
(D) TRV-P és TRV-P-Yi4 leveleket feliilinfiltrdltuk GFPc+pld-el, GcLS+pld-el illetve
GcLS+p14+Nb.Y14-el. (B) TRV-P és TRV-P-MAGO leveleket feliilinfiltrdltuk GFPc+pild-el,
GeLS+pl4-el illetve GeLS+pl4+Nb.MAGO-val. (D és E) A pl4 mRNS szintjét haszndltuk
kontrollnak, a TRV-P levelek GFPc/pi4 illetve GecLS/pl4 ardnyahoz normalizaltunk. GeLS:
GFPcLS rovititve. A kapott aranyokat gratikonon szemléltettiik. A mintdk nem azonos
sorrendben vannak a Northern-bloton és a grafikonon: a grafikon oszlopai felett lithato szam a
mintdk sorszamat jelol.
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A NOVENYI EXON-JUNCTION KOMPLEX (EJC) LETEZESENEK KOZVETETT

BIZONYITEKA

Eml6sokben az EJC egy heterotetramer. Az Y14 és MAGO fehérjék, illetve az
MLNS51 és elF4AIll fehérjék heterodimereket alkotnak, majd két kiilonbozo
heterodimer alkot egy tetramert (Stroupe és mtsai., 2006). A human Y 14 vizsgalatakor
két konzervalt aminosav cseréjével (L106E/R108E) eléallitottak egy olyan mutanst,
mely a MAGO fehérjével heterodimert alkot, azonban nem képest az EJC-be beépiilni
(Fribourg és mtsai., 2003; Bono és mtsai., 2006). Feltételezhetéen ez a két konzervalt
aminosav  sziikséges a tetramer kialakulasakor az Y14-elF4AIIl fehérjék
interakciojahoz. A mutans Y14 tlexpresszaltatisa dominans negativ hatast volt, az
NMD elrontasat okozta az endogén Y14 fehérje jelenlétében is. Négy konzervalt
fehérje heterodimert alkot az Y 14-¢el, azonban nem épiil be az EJC-be, feltételezhetden a
MAGO-MNLS51/Barentz interakciok hidnya miatt (Fribourg és mtsai., 2003). A
dominans negativ mutans MAGO gatolta az NMD-t, ezaltal a PTC tartalmi mRNS-ek
magas szinten felhalmozodtak. Irodalmi adatokbol ismert volt, hogy a ndvényi Y14 és
MAGO fehérjék interaktalnak, de nincs arra vonatkozé adat, hogy barmelyikiik
interaktalna az eIF4AIIl fehérjével, vagy mas faktorokkal EJC-et alkotnanak (Park és
Muench, 2007). Az MNL51/Barentz ndvényi ortologjat eddig nem sikeriilt azonositani.

Célkitiizéstink volt annak vizsgalata, hogy az Y14 és MAGO fehérjék az EJC-be
éplilve okozzak az intronos NMD célpont mRNS-ek lebomlasat. Amennyiben az Y14 és
a MAGO fehérjék hasonldo mutacidi szintén dominans negativ hatasuak, viszont a
fehérjék képesek heterodimert alkotni, feltételezhetjiik, hogy a heterodimer nem épiil be
az EJC-be.

PCR mutagenezissel elballitottam a N. benthamiana Y14 L125E/R127E
aminosav cseréket tartalmazd mutans valtozatat (Y 14DN), valamint a N. benthaminana
MAGO KF21-22EA/KN46-47DA aminosav cseré¢ket tartalmazd mutans valtozatat
(MAGODN). Kollégaink immunoprecipitacioval ellendrizték, hogy az Y14-MAGODN
fehérjék, illetve az Y14DN-MAGO fehérjék képesek heterodimert alkotni (Kerényi és
mtsai., 2008). Az Y14DN és MAGODN klonokat tartalmazé Agrobacteriumokat egyiitt
infiltraltam a kiilonb6z6é GFP tesztkonstrukciokkal, valamint pl4-el, vad tipusi M.
benthamiana levelekbe. Kontrollként az Y14 és MAGO vad tipusu valtozatat és a

UPF1DN konstrukciot infiltraltam. A UPF1DN fehérjérdl korabban bizonyitottuk, hogy
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gatolja mind a hosszt 3 UTR, mind az intron alapt NMD-t. Se az Y14DN, se a
MAGODN nem okozta a GFP-abc mRNS szint novekedését, vagyis az Y14DN és
MAGODN fehérjék nem befolyasoltak a hossza 3 UTR alaptt NMD-t (13. abra, A). A
vad tipusu MAGO nem befolyasolta a GFPcLS mRNS szintjét, az Y14
tulexpresszaltatasa valtoz6 mértékben, enyhe dominans negativ hatassal birt. Ezzel
szemben, mind az Y14DN, mind a MAGODN szignifikansan megemelték a GFPcLS
mRNS szintjét, vagyis gatoltak az intron alapi NMD-t (13. abra, B). A vizsgalt
dominans negativ mutansok nem kozelitették meg a UPF1DN okozta GFPcLS mRNS
szint novekedést. Ennek az az oka, hogy a GFPcLS mRNS-ét mindkét tipusi NMD
felismeri és tamadja. A UPF1DN mindkét tipust NMD-t gatolja, mig az EJC tagjainak
dominans negativ mutacioi csak az intron alapt NMD-t gatoljak, de az mRNS tovabbra
is a hossza 3° UTR alapi NMD célpontja marad. gy az Y14DN és a MAGODN elvben
sem okozhatja a GFPcLS olyan mértékti mRNS szint ndvekedését, mint a UPF1DN.
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13. dbra: Az Y14 és MAGO domindns negativ mutdnsai gdtoljik az intron alapii NMD-t. (A) Vad
tipusu N. benthamiana novények leveleit infiltraltuk G-abc+pl4, G-abe+UPF1DN, G-abe+MAGO,
G-abc+MAGODN, G-abc+Y14 és G-abe+YI14DN konstrukcickkal Kontrollnak a pl4 mRNS
szintjét hasznaltuk. A G-abc/pl4 ardnyait grafikonon abrazoltuk. (B) GeLS: GFPcLS roviditése.
Vad tipusui N. benthamiana névények leveleit infiltraltuk GeLS+pi4, GeLS+UPFIDN, G-
cLS+MAGO, GeLS+MAGODN, GelLS+Y14 és GeLS+Y14DN konstrukcickkal. Kontrollnak a p14
mPRNS szintjét haszndltuk. A GeLS/p14 ardnyait grafikonon dbrazoltuk.

Osszefoglalva, elééllitottam az Y14 és MAGO fehérjék dominans negativ hatdsa
mutans valtozatait, melyek gatoltak az intron alapii NMD-t, azonban a hosszi 3° UTR

alapt NMD-re nem voltak hatassal. Az egyes dominans negativ mutans fehérjék
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képesek heterodimert alkotni a dimer vad parjaval (Kerényi és mtsai., 2008). Mivel
hasonlé mutaciok emlésokben gy okoztak dominans negativ hatast, hogy meggatoltak
a heterodimer beépiilését az EJC-be, azt feltételezziik, hogy noévényekben is létezik az
EJC és ez kozvetiti a 3 UTR-ban 1év6 intron tartalma mRNS-ek lebontasat. Ez azonban
csak kozvetett bizonyiték az EJC létezésére, igy az EJC tobbi tagjanak azonositasa

mindenképpen tovabbi vizsgalatokat kivan.

Az SMG7 SZEREPE AZ NMD-BEN

Eml6sokben a UPF1 fehérje egy foszforilacios cikluson megy keresztiil. Az

SMG1 fehérje foszforilalja a UPFl-et, mig az SMG5, SMG6 és SMG7 fehérjék
kozvetitik a UPF1 defoszforilaciojat a foszfataz 2A interakcidjan keresztiil. Mivel az
SMG fehérjék ortologjait kordbban csak emldsokben, D. melanogasterben és C.
elegansban azonositottak, az volt a feltételezés, hogy a UPF1 foszforilacios ciklusa nem
konzervalt, specialisan az allatokban fontos eleme az NMD-nek (Gatfield és mtsai.
2003). Az SMG7 a foszforilacios cikluson kiviil részt vesz az NMD késobbi 1épéseiben
is. A PTC tartalmi mRNS felismerése utan emldsokben az SMG7 interaktal az NMD
mRNS lebontas helyszinére. Arrél eddig nagyon kevés ismeretiink van, hogy hogyan
kapcsolodik az SMG7 defoszforilacioban ¢€s a transzportban betdltott szerepe,
egyaltalan beszélhetiink-e két kiilon funkciorol.
Szerettiikk volna megvizsgalni, hogy novényekben vannak-e SMG fehérjék, és szerepet
jatszanak-e az NMD-ben. Az SMG1 fehérje egy PIK kinaz, emlésokben a SURF
komplex tagjaként interaktal a UPF1, eukariota Release Factor (eRF) 1 és eRF3-al.
Templeton és Moorhead probalta azonositani a ndvényi SMGl-et, de egyediil rizsben
talaltak egy kis homolégiat mutatd (15%, rizs-human) feltételezett SMG1 ortologot,
melyet kétszikiiekben nem sikeriilt azonositaniuk. Az SMGS5, SMG6 és SMG7 részben
hasonlé fehérj¢k, mindegyik tartalmaz egy 14-3-3 domént, mely mas fehérjék
foszfoszerinjeit koéti. Az SMGS5 ¢és SMG6 fehérje ezen kiviil PIN doménnel is
rendelkezik.

Csoportunk azonositott egy feltételezett SMG ortologot A. thalianaban. Mivel a
fehérje nem tartalmaz PIN domént, és a human SMG7 fehérjére hasonlit a legjobban,
ugy gondoljuk, hogy ez az 4. thaliana SMGT7 fehérjéje. Az Arabidopsis feltételezett

SMG7 szekvencia ismeretében azonositottuk az SMG7 feltételezett ortologjat

67



GFPc  GcLS GFPc TRV-P_ TRV-P-SMG7 3 GFP G-abe

GFP G-abc GFP G-abe 235 N

2
15

1
0,5

P PSMG7 P P-SMG7

TRV-P TRV-P-SMG7
D

Ge GeLs
TRV-P_ TRV-P-SMG7 © 6
GEFPe GeLS GFPe GeLS 5 5
4 4
3 3
2 2
1 1

TRV- P P-SMG7 P P-SMG7

E
TRV-SMGT GFPc GeLS
+SMG7: - - + + 12— SMG-7,, — SMG-7
GFPc GeLS GFPe GeLS 1 T 1

oI 1o
0.6 0.6
0.4 0.4
0.2 4‘{7» 02 S

0 [

0
TRV-P-SMG7 TRV-P-SMG7

14. dbra: az SMG7 szerepe az NMD-ben. (A) A tesztkonstrukcickkal feliilinfiltralt levelek fotdja.
(B) Komplementacios kisérlet. GeLS: GFPcLS roviditve, At: Arabidopsis thaliana. TRV-P-SMG7
levelet feliilinfiltrdltunk GeLS-el, illetve GeL.S+At.SMG 7-el. (C) TRV-P és TRV-P-SMG7 leveleket
infiltraltunk GFP+pl4-el valamint G-abc+pl4-el. A p14 mRNS szintjét hasznaltuk kontrollnak, a
TRV-P levelek GFP/p14 illetve G-abc/pl4 ardnydhoz normaliziltunk. (D) TRV-P és TRV-P-SMG7
leveleket feliilinfiltraltuk GFPc+pl4-el és GeLS+pl4-el A pl4 mRNS szintjét hasznaltuk
kontrollnak, a TRV-P levelek GFPc/pl4 illetve GcLS/pl4 ardnydhoz normalizaltunk. GeLS:
GFPcLS rovititve. A kapott ardnyokat grafikonon szemléltettiik. (E) Komplementdcios kisérlet.
TRV-P-SMG7 leveleket felilinfiltraltuk GFPc+pl4-el és GFPc+pl14+At.SMG7-el, valamint
GeLS+pid-el illetve GeLS+p14+ At.SMG7-el. A p14 mRNS szintjét hasznaltuk kontrollnak, a
TRV-P-SMG7 levelek GFPc/pi4 illetve GeLS/p14 ardanydahoz normalizaltuk. A kapott ardnyokat
grafikonon szemléltettiik.

N. benthamianaban is, melynek egy szekvenciadarabjat TRV vektorba klonoztam
(TRV-P-SMG7). A VIGS-NMD tesztrendszeriinkkel vizsgaltam az SMG7 szerepét az
NMD-ben. A TRV-SMG7 csendesitett levelekben a GFP-abc és a GFPcLS is erds
fluoreszcenciat mutatott (14. abra, A). A GFP-abc és GFPc mRNS szintje egyarant 2-
2,5-sz0rosére novekedett, tehat az SMG7 fehérje hianya gatolja a hosszit 3° UTR
indukalta NMD-t (14. abra, C és D). A GFPcLS mRNS szintje tobb mint 4-szeresére
novekedett, nagyobb aranyban, mint a GFPc mRNS szintje, vagyis az SMG7 hianya
gatolja az intron alapa NMD-t (14. abra, D). Az Arabidopsis teljes hossziisagh SMG7
fehérje képes volt komplementalni az NMD gatlasat, a GFPcLS mRNS szintje
lecsokkent a TRV-P levelekben mért szintre (14. abra, E).
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Osszefoglalva, azonositottuk az SMG7 fehérjét a novényekben. Igazoltuk, hogy
az SMG7 mind a hosszi 3> UTR alaptt NMD-ben, mind az intron alapa NMD-ben részt

VESsZ.

AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A POTHOS LATENT VIRUS RNS SILENCING SZUPPRESSZORANAK VIZSGALATA

Csoportunk elsddleges célkitlizése a novényi NMD rendszer vizsgalata volt.
Szerettik volna a korai stop kodon felismerésében szerepet jatszo cisz elemeket
feltérképezni, és a felismerésikkben ¢és lebontasukban részt vevd transz faktorokat
azonositani. Mivel az NMD és az RNS silencing egyarant eukaridta citoplazmads
mindségbiztositdsi rendszerek, az NMD rendszer vizsgalatakor sziikség volt az RNS
silencing szelektiv gatlasara. A novényi virusok a hatékony fertdzés érdekében RNS
silencing szuppresszorokat termelnek, igy célul tiztiik ki egy olyan viralis szuppresszor
azonositasat, amely hatékonyan gatolja a transzgén indukalta RNS silencinget, de nincs
hatassal az NMD-re, igy eszkozként felhasznalhato az NMD ¢és az RNS silencing
szétvalasztasahoz. Szamos virus szuppresszora ismert, azonban sokaig a Tombusvirus
p19 fehérjéje volt az egyetlen, aminek ismerték a hatdasmechanizmusat, igy nem utolsod
sorban szerettik volna egy ujabb szuppresszor mikodését megismerni, hogy
bévithessiik ismereteinket a szuppresszorok miikodésérol, és evoluciojukrol.

Munkam soran megvizsgaltam, hogy a Tombusvirus viruscsaladba ¢és
Aureusvirus nemzetségbe tartoz6 Pothos latent virus (PoLV) pl4 fehérjéje RNS
silencing szuppresszorként miikodik-e. Igazoltuk, hogy a pl4, a p19-hez hasonldan,
agroinfiltracidos rendszerben gatolja a transzgén indukalta RNS silencinget,
megakadalyozza a transzgén mRNS lebomldsat és a transzgén eredetli sRNS-ek
felhalmozodasat. In vitro bizonyitottuk, hogy a pl14 egy dsRNS koto fehérje, azonban
mig a pl9 méretszelektiven csak a 21 nt hosszusagi sSRNS-eket koti, a p14 egyarant jol
koti a sSRNS-eket és a hosszti dsRNS-eket. A kotési tulajdonsagok alapjan a pl4 elvileg
két helyen is gatolhatja az RNS silencinget; az indukalé dsRNS-ek megkotésével, vagy
a sRNS-ek kotésével. A pl4 mikodésének megismeréséhez szerettiik volna eldonteni,
hogy in vivo melyik RNS kotd tulajdonsagnak van biologiai jelentésége. In vivo, a pl4

nem tudta megakadalyozni egy forditottan ismétlédd DNS szekvenciarol képz6do
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dsRNS-ek lebomlasat agroinfiltracids rendszerben, viszont a p19-tdl eltérden, gatolta a
sRNS-ek felhalmozodasat. Ez azt mutatja, hogy pl4 szuppresszor aktivitasanak
mindenképp fontos eleme a hossza dsRNS kotés, hiszen gatolta a DCL hatasat. Bar
virusfertézéskor a p14 nem tudta megakadalyozni a virus eredetli SRNS-ek képzodését,
jelentdsen késleltette felhalmozodasukat protoplasztokban és inokulalt levelekben
egyarant. A sRNS-ek aranya atlagosan fele annyi volt pl4 jelenlétében, mint pl4
hianyaban. Bar elsé ranézésre ez nem tiinik soknak, de ha figyelembe vessziik, hogy a
21 °C-on nevelt POLVA14 virussal fertézott novények kigyogyulnak a fert6zésbol, mig
a PoLV sulyos tineteket, majd nekrozist okoz, a SRNS csokkenés éppen elegendd a
hatékony fert6zéshez. A p19-r6l bemutattak, hogy protoplasztok fertézésekor nem volt
hatassal a sRNS-ek felhalmozodasara, virusfertézéskor csak a virus indukalta
szisztemikus RNS silencinget gatolta a novényekben (Silhavy és mtsai., 2002). Mivel a
pl4 ettdl eltéréen késleltette a sRNS-ek képzddését protoplaszt sejtekben is, azt
feltételezziik, hogy a p14 bioldgiai aktivitdsa egyarant koszonhetd a hosszi dsRNS ¢és a
SRNS kotésnek.

A pl9 fehérje méretszelektiv SRNS kotd tulajdonsaganak koszonhetden csak az
RNS silencing kulcsmolekulait ismeri fel (Silhavy és mtsai., 2002; Lakatos és mtsai.,
2004). A pl4 altalanos dsRNS kot tulajdonsaga miatt viszont a novényi sejt sok mas
molekuldjaval is kolcsonhatasba keriilhet. A tRNS-ek, rRNS-ek és mas strukturalis
RNS-ek masodlagos szerkezetét felismerve rovid id6n beliil nagy karokat okozhat a
sejtben, igy a névény még a virus felszaporodasat megeldzéen elpusztulna. A pl4 a 2.
szubgenomi RNS-rél transzlalodik. A virusfertézés soran a 2. szubgenomi RNS
mennyisége nagyon hamar lecsokken, a fertdzést kovetd 2. napon mar alig detektalhatod
(5. 4bra, valamint Rubino és Russo, 1997). Amikor olyan PoLV virusokat allitottak eld,
amelyek a kopenyfehérjében kiilonb6z6 mutaciokat hordoztak, azt tapasztaltak, hogy
bar nem képzddtek virionok, a virus szisztemikus fert6zésre képes volt (Rubino és
Russo 1997). A mutans virusok egy része a vad tipusunal joval erdsebb tiineteket idézett
el6, és néhany napon beliil a névények pusztulasat okoztak. Megfigyelték, hogy a joval
agresszivabb virusok mindegyike folyamatosan expresszalta a 2. szubgenomi RNS-t.
Igy valoszintinek latszik az a feltételezés, hogy a p14 folyamatos expresszidja a ngvény
tul korai nekrozisat okozna, gatolva a virus szaporodasat és elterjedését. Nem zarhatjuk
ki azonban azt sem, hogy az mutans virusok erdsebb tiineteit és a névények pusztulasat
a szintén a 2. szubgenomi RNS-rél transzlalodd mozgasért felelds fehérje folyamatos

expresszidja okozza (Rubino és Russo 1997). Osszefoglalva az eddigieket, azt
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feltételezziik, hogy a dsRNS koté tulajdonsag bar hatékonyan gatolja az RNS
silencinget, valosziniileg a ndvény alapvetd élettevékenységeit is gatolja, és talan a virus
RNS replikaciojat is befolyasolja, ezért hosszi tavon nem kedvez a virus
elszaporodasanak és elterjedésének. A Tombusvirusok p19 szuppresszora a dsRNS ko6to
tulajdonsagat a sRNS-ek méretének felismerésével korlatozza, igy a folyamatosan
expresszalodd pl9 nem gatolja a sejt fennmaradasat. A PoLV pl4 szuppresszora nem
rendelkezik méretszelektiv sSRNS kotési tulajdonsaggal, egyarant koti a hosszabb és
rovidebb sRNS-eket is. Mivel ez rovid idén beliil karositja a sejtet, a virus idoben
korlatozza a pl4 expresszidjat; a 2. szubgenomi RNS csak a fertdzés legelején
képzbdik, késdbb mar nem.

Munkatarsaink  bioinformatikai analizis soran megallapitottak, hogy a
Tombusvirusok és az Aureusvirusok szuppresszorai valdsziniileg egy kozos Ostol
szarmaznak (Mérai és mtsai., 2005). Az 6si szuppresszor feltételezhetéen egy altalanos
kétszal RNS kot fehérje volt, azonban egy ilyen fehérje nemcsak az RNS silencinget
gatolja, hanem a novény mas, alapvetd funkcioit is, igy a virus elterjedésének nem
kedvez. Ez a fehérje az evolucio soran a Tombusvirusok esetében egy méret szerinti
szelekcioval tette specifikussa az RNS silencing gatld hatast, mig a PoLV (dureusvirus)
a pl4 expresszidjanak idobeli korlatozasaval biztositja, hogy a virus elonyhoz jusson a
novényi RNS silencinggel szemben, de késébb ne gatolja a sejt életfunkcioit.

Késobbi munkaink soran megvizsgaltuk, hogy mennyire altalanos a kétszalu
RNS ko6t6 tulajdonsag a kiilonbdz6 virusnemzetségekbe tartozo virusok szuppresszorai
esetében. A kétszalu RNS kotés eredményeink szerint egy altalanos RNS silencing gatlo
stratégia, ami az evolicio folyaman tobbszor, egymastol fliggetleniil is 1étrejott (Mérai
¢és mtsai., 2006). A szuppresszorok egy része a pl9-hez hasonléan méretspecifikusan
sRNS kot6, példaul a PCV pl5, a TEV He-Pro, a BYV p21, és a BSMV gammaB. A
TCV kopenyfehérje (CP) a pl4-hez hasonloan, egyarant jol kéti a rovidebb és hosszabb
kétszalit RNS-eket, ezaltal potencialisan két 1épésben is gatolhatja az RNS silencinget
(Mérai és mtsai., 2000). Feltételezések szerint a TCV CP funkcidja a fertézés kezdetén
az RNS silencing szuppresszidja, ami fokozatosan attevodik a tényleges kdpenyfehérje
funkciora, igy egy fehérje funkcioja iddben megoszlik. Amikor olyan mutans virusokat
allitottak eld, amik nem voltak képesek becsomagolodni, igy nagy mennyiségii szabad
CP halmozodott fel, a virus tiinetei felerésodtek, ami a névény gyors pusztulasat okozta,
még a virus felszaporodasa el6tt (Zhang és Simon, 2003). Ez a jelenség nagyon hasonlo

ahhoz, amit a pl4-et konstitutivan expresszald mutans PoLV virusok esetében lattak
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(Rubino és Russo, 1997). Ezek alapjan azt feltételezziik, a Tombusviridae csaladra
jellemzé szuppresszorok evolucidja altalanosan jellemz6 mas, nem rokon
szuppresszorokra is. Feltételezésiink szerint az evolicio soran kialakult (kétszala RNS
kotd) szuppresszorok altalanos kétszala RNS kotd fehérjékbol alakulhattak ki, kétféle
stratégia szerint. A szuppresszorok egy része méretspecifikus RNS kotéssel, masik
részilk pedig iddbeli korlatozassal biztositotta, hogy a kétszali RNS kotés a lehetd
legkevesebb kart tegyen a gazdandvényben, az RNS silencing hatékony gatlasa mellett.

A NOVENYI NMD RENDSZER

Az NMD egy eukaridta mRNS mindségbiztositasi rendszer, mely felismeri és
degradalja a PTC tartalmi mRNS-eket. Az NMD-t eddig élesztékben, fonalférgekben,
muslicdkban és emldsokben vizsgaltdk. A PTC tartalmit mRNS-ek felismerése a
transzlaci6é soran torténik, eltérd mechanizmusok alapjan. Az eltérd mechanizmusok
kozos jellemzdje azonban, hogy a PTC felismerése fiiggetlen attol, hogy az adott mRNS
ténylegesen korai, vagy rendes stopja, mert mindkét esetben az elsé stop kodont kovetd
cisz elemek hatérozzék meg, hogy az adott mRNS NMD célpont-e. Elesztékben és
gerinctelenekben egy mRNS akkor szamit NMD célpontnak, ha az elsé stop kodonnal a
transzlacié terminacioja hibas, példaul tal hosszi a 3° UTR és a terminalédo riboszoma
nem tud a PABP-vel interaktalni (Gatfield és mtsai., 2003; Amrani és mtsai., 2004;
Longman és mtsai., 2007). Kevésbé altalanos esetekben az a mRNS is NMD célpont,
ami a 3’ UTR-ban olyan DSE szekvenciaelemeket hordoz, amelyek mas fehérjékkel
kolcsonhatasban Osszegytijtik az NMD komplex fehérjéit (Gonzalez és mitsai., 2000).
Eml6sokben a PTC-t az utana minimum 50 nt-al talalhato intron hatarozza meg (Nagy
és Maquat, 1998). Az NMD-ben részt vevd kulcsfehérjék a UPF1, UPF2 és UPF3,
minden eukariotaban. Allatokban a UPF fehérjék mellett az EJC komplex tagjai és az
SMG fehérjék is esszencialis NMD faktorok. A névényi NMD-rdl szinte semmit se
tudtak korabban. Csoportunknak sikeriilt felallitani egy agroinfiltracion alapulo
tranziens NMD tesztrendszert, melyet sikerrel kombinaltunk a VIGS-en alapuld
génkiiitéssel, igy megvizsgalhattuk a novényi NMD cisz és fransz elemeit.
Bizonyitottuk, hogy a pl4 nincs hatassal az NMD-re, ezért felhasznalhaté az NMD
vizsgalatahoz.

Munkank soran bizonyitottuk, hogy a novényekben is létezik a korai stop kodon

tartalmi. mRNS-eket felismer6 mechanizmus. Mivel Dbizonyitottuk, hogy ez a
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mechanizmus egy poszt-transzkripcios, transzlaciofiiggé folyamat, és bemutattuk, hogy a
folyamat esszencialis transz faktora a UPF1 fehérje, igy biztosan allithatjuk, hogy a
novényekben is létezik az NMD. Csoportunk bizonyitotta, hogy a ndvényekben az
¢élesztéhoz hasonléan a 3’ UTR hossza NMD cisz elem, vagyis minél hosszabb a 3’
UTR, annal hatékonyabban ismeri fel az NMD korai stop kodon tartalmii mRNS-ként.
Mivel az emlésokben a 3° UTR-ban 1évé intron poziciotol fiiggéen NMD cisz elem,
megvizsgaltam, hogy novényekben okozhatja-e a 3° UTR-ban 1évé intron az adott
mRNS instabilitasat. Hasonldan az emldsokhoz, novényekben a stop kodonhoz
kozelebbi, 28 bp-ra downstream 1év6 intron nem okozza az mRNS instabilitasat, a 99 bp-

ra 1évé intron NMD cisz elemként miikodik.

Bizonyitottuk, hogy a UPF fehérjék a novényi NMD esszencialis transz faktorai.
A UPF1 ¢és UPF2 fehérjék sziikségesek a hosszi 3 UTR alapti NMD-hez ¢s az intron
alapt NMD-hez is. A UPF3 fehérje részt vesz a hossz 3 UTR alapi NMD-ben,
azonban a mi kisérleteinkben nem volt sziikséges az intron alapt NMD-hez. A UPF
fehérjék minden vizsgalt eukariotaban az NMD kulcs komponensét alkotjak. A emlés és
¢lesztd6 NMD komplexben a UPF2 fehérje koti 6ssze a UPF1 és a UPF3 fehérjéket.
Munkatarsaink bizonyitottak, hogy névényekben hasonlé modon épiil fel a komplex, a
UPF1 ¢s a UPF3 fehérje in vivo interaktal a UPF2-vel, mig a UPF1 a UPF3-al nem
képes kotést kialakitani (Kerényi és mtsai. 2008). Az NMD komplex tehat erdsen

konzervalt az eukariotakban.

Mivel a 3 UTR-ban 1év6 intron NMD cisz elemként mitkddik novényekben is,
feltételeztiik, hogy az eml6sokhoz hasonlé mechanizmussal, az EJC komplexen
keresztiil okozza az mRNS lebomlasat. A novényi EJC 1étezését eddig nem
bizonyitottak. Allatokban az EJC kozponti komplexe egy heterotetramer, amelyet az
Y14, MAGO, elF4AIll és MLNS51/BTZ fehérjék alkotnak. Az els¢ harom fehérje
létezését novényekben is leirtdk (Pendle és mtsai. 2005), az MLNS1/BTZ fehérje
ortologjat nem azonositottak. Azonositottuk az Y14 és a MAGO ortologjait Nicotiana
benthamianaban, és bizonyitottuk, hogy csak az intron alapi NMD-ben vesznek részt.
Allatokban ismert, hogy melyek azok a konzervalt aminosavak, amelyek a Y 14-MAGO
heterodimer ¢és eIF4AIII-MLNS1/BTZ heterodimer kialakuldsa utana tetramer
kialakitasahoz sziikségesek (Fribourg és mitsai,, 2003). A MLNSI/BTZ névényi

ortologjanak ismerete nélkiil nem tudtuk kozvetleniil bizonyitani, hogy a novényekben
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is hasonlé modon épiil fel az EJC. Alternativ megoldasként, a tetramer kialakitasahoz
3’ UTR-ban 1év6 intron alaptt NMD valoszintileg az EJC-n keresztiil valosul meg.

Az EJC az intronok kivagodasa soran kotddik a mRNS-re, majd eldsegiti a
¢életéhez, mivel egyik magbankban sem talaltunk Y14 és MAGO T-DNS mutans
Arabidopsist, valamint a VIGS-el kiiitétt Y14 és MAGO novények rovid idén beliil
elpusztultak. Feltételezésem szerint az EJC esszencialis funkcidja elsdsorban nem a
mRNS-ek intron-kivagodasaval, exportjaval, vagy az NMD-vel kapcsolatos, hiszen a
novényekben intronmentes gének mRNS-ei is megfelelden exportalodnak és
transzlalodnak, valamint az NMD deficiens upf! és wupf3 mutansok életképesek.
Novényekben az EJC fehérjéi a nukledluszban lokalizalodnak (Pendle és mtsai. 2005).
Mivel a nukledluszban torténik a riboszoma biogenezis ¢és a pre-tRNS-ek érése,
lehetséges, hogy az EJC ezen folyamatok egyikében is részt vesz, igy hianyat a sejt nem
képes tulélni.

Allatokban az NMD-ben részt vesznek az SMG fehérjék is, az SMGI
foszforilalja a UPFl-et, mig az SMG5, SMG6 és SMG7 kozvetitik a UPF1
defoszforilaciojat (Yamashita és mtsai., 2005). Az SMG7 részt vesz az NMD
downstream Iépéseiben is, az NMD komplex felépiilése utan az mRNP komplexet a P-
testhez transzportalja, ahol az mRNS degradaciohoz sziikséges enzimek csoportosulnak
(Unterholzner ¢és Izaurralde, 2004). Mindegyik SMG fehérjét megtalaltak
fonalférgekben és emlésokben, az SMG1,5,6 fehérjéket Drosophilaban. Ez utobbiban
nincs SMG7, amit a PTC tartalmi mRNS-ek lebontasanak egyedi tulajdonsagaval
magyaraznak (Gatfield és mtsai. 2003, Behm-Ansmant és mtsai. 2007). A
Drosophilaban az NMD komplex felépiilése utan a tobbi eukariotatol eltéréen, az
mRNS-t a PTC kozelében egy endonukledz elvagja, majd exonukleazok elbontjak.
Feltételezések szerint igy nincs sziikség az SMG7-re, az SMGS5 és SMG6 elég a UPF1
defoszforilaciohoz, az mRNS lebontasa pedig nem a P-testekben zajlik. Korabban tgy
gondoltak, hogy az SMG fehérjék ortologjai €lesztokben nem vesznek részt az NMD-
ben, és a UPFl foszforilaciés regulacioja az evolicido soran késébb, csak az
allatvilagban alakult ki (Gatfield és mtsai., 2003). Luke és mtsai. (2007) bizonyitottak,
hogy az éleszt6 Ebsl fehérje az SMG7 ortologja. Az élesztoben az Ebsl részt vesz az
NMD-ben, hianya és tulexpresszaltatasa egyarant a PTC tartalmi mRNS-ek

stabilizalodasahoz vezet. Az emlésokhoz hasonloan, az Ebsl a P-testben lokalizalodik,
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¢és képes odavonzani a UPF1 fehérjét (Luke és mtsai., 2007). Ezek az eredmények azt
jelezték, hogy az NMD konzervaltabb, mint azt korabban gondoltak.

Novényekben egyediil az SMG7 feltételezett ortologjat sikeriilt azonositani.
Bizonyitottuk, hogy a névényi SMG7 részt vesz mind a hossza 3’ UTR alapti, mind az
intron alapt NMD-ben. Mivel az SMG7 ortologja az NMD transz faktora élesztékben
és novényekben is, valoszinil, hogy az SMG7 az eukariota NMD egy konzervalt eleme.
Az SMGT7 két funkcidt is végez az NMD soran az emlésokben; részt vesz a UPFI
defoszforilalasiban ¢és a P-testbe transzportdlja a mRNP komplexet. Elesztében
bizonyitottak, hogy a P-test transzporthoz nélkiilozhetetlen az SMG7 (Luke és mtsai.
2007). Bar a UPF1 foszforilalasat végz6 SMG1-et vagy egyéb UPF1 kinazt eddig nem
talaltak ¢lesztOkben, azt koran felismerték, hogy a UPF1 foszforilacidja fontos az NMD
downstream lépéseihez (Page és mtsai., 1999). Az éleszté SMG7 szerepét a UPF1
defoszforilalasaban eddig nem vizsgaltak.

A novényi SMG7 NMD-ben betdltott szerepérdl semmit se tudunk. Nem
a defoszforilacidjaban. Csoportunk jelenleg zajlo kisérleteiben azt vizsgaljuk, hogy az
NMD altal felismert mRNS-ek milyen uton bomlanak le. A névényekben is leirtak a P-
testek létezését, mint az mRNS degradacido potencialis helyszinét. Elozetes
eredményeink szerint, a novényi SMG7 is a P-testbe lokalizalodik, és képes a UPF1
fehérjét is a P-testbe vinni. Arrol egyeldre nincs adatunk, hogy a novényekben is az
SMG7 kapcsolna 06ssze az NMD-t az mRNS degradacioval. Ezek alapjan azt
feltételezziik, hogy az SMG7 transzport funkcidja mindenképpen az eukaridta NMD
konzervalt eleme. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy az emlés SMG1, SMG5 és SMG6
fehérjék kevésbé konzervaltak, valoban az allat NMD rendszer elemei, és ha 1étezik is a
UPF1 foszforilaciés ciklusa, azt esetleg mas fehérjék kozvetitik. Erdekes modon az
SMGI1 ortologjat megtalaltdk a  rendszertanilag legtavolabbi — eukariotaban
(Trichomonad) de ez természetesen nem jelenti azt, hogy ott is az NMD transz faktora
(Lynch ¢és Kewalramani, 2003). Mindenképpen ¢érdemes megvizsgalni, hogy a
novényekben a UPF1 keresztilmegy-e a foszforilacios cikluson, és az SMG7
sziikséges-e ehhez a folyamathoz.

Osszefoglalva, a névényi NMD vizsgalata soran kijelenthetjiik, hogy az NMD
sokkal konzervaltabb eukariota mechanizmus, mint azt korabban gondoltak. Mind a cisz

elemek, mind a fransz faktorok hasonléak a gombaknal és az allatvilagban meglévo
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NMD elemekhez. Az eddig ismert NMD transz faktorokat a 3. tablazat 6sszefoglaléan

tartalmazza.

S cerevisine C elegans _|D.melanogaster| _emlssok nover
létezé | NMD | létezd | NMD | létezd | NMD | létezd | NMD | létezd | NMD
ortoldg | faktor | ortolég | faktor | ortolog | faktor | ortoldg | faktor |ortolég | fakter

NMD komplex tagjai | UPF1 | ¥ v v v v v v v v v
uprs | Vv v v v v v v v v v
UPF3 v v v v v v v v v v
UPF1 foszforegulaciéja| SMG1 ? ? v v v v v v 2 ?
5 v v v v v v N B

SMG5 | o0
SMG6 k) v v v v v v 5 5
ameT | ¥ v v v _ v v v v
EJC komplex Y14 _ _ v _ v v v v v
MAGO | — — v _ v _ v v v v
eIF4AIII| — - v — v _ v v v B

MLN51/

Btz - - v - v — v v 9 9

3. tablazat, az NMD transz faktorai konzervaltak az eukariotakban. Az egyes taxonokhoz tartozo bal
oszlop mutatja, hogy a fehérje ortologjat megtaldltik-e az adott taxonban, a jobb oldali oszlop
mutatja, hogy a fehérje részt vesz-e az NMD-ben. A kérddjel jelenti az eddig nem azonositott
ortologot, aminek a létezését a funkcio megléte miatt feltételezziik. Nem zdrhato ki, hogy az adott
funkciot egy masik, nem ortolog fehérje ldatja el. Az élesztd Estl egyforma mértékben hasonlit az
SMG5 és SMG6 fehérjékhez.

Az NMD EVOLUCIOS MODELLIJE

Mivel a prokariotak operonjaival szemben az eukariotak monocisztronos mRNS-
ekkel szabalyozzak a génexpressziot, az NMD nem alakulhatott ki a prokariotakban. Az
eukariota RF1 ¢és RF3 evoluciojanak vizsgalata alapjan azt feltételezik, hogy az
eukariotakhoz kozelebb allo génexpresszioval rendelkezd Archaea baktériumoknal egyes
mRNS mindségbiztositasi rendszerek mar léteztek (pl. a no-go decay), de az NMD még
nem alakult ki (Atkinson és mtsai. 2008). Az NMD az evoluci6é soran valdsziniileg az
eukariotak kozos 6sénél alakulhatott ki (Atkinson és mtsai. 2008, Lynch és Kewalramani,
2003). A korabbi NMD evolucios modell szerint (8. rajz, A) az eukariotak eredetileg egy

egyszerlibb, éleszté-szeri NMD mechanizmussal rendelkeztek. Ebbdl alakult ki az
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Emlésék

Drasophila

- UPF1.2.3
Elesztd UFPL,2.3 EJC:Y14. stb
UFP1,2.3 SMGS5.6 SMG1.5.6.7

Hosszi 3'UTR NMD. osszii 3°"UTR NMD

3"UTR intron NMD

- Emlésik Nivények
Eleszté Drosophila UPF1.2.3 U{;)‘}fln);;;
UFPL23 UFP12.3 EIC:Y14, stb EIC:Y14.MAGO
SMG7 SMG5.6 SMG1,5,6,7 SMG7

Hosszi 3'UTR NMD, 3'UTR intron NMD

osszit 3'UTR NMD.

3'UTR intron NMD

GO

Eukariétak kdzos 6
UPF1.2,3
EIC
SMGT

Hosszi 3'UTR NMD

3"UTR intron NMD,

8. rajz, az NMD evolicios modellje. (A) A kordabbi modell szerint az 6si eukariotik egy
egyszeribb, hosszu 3’ UTR felismerésén alapulo NMD rendszerrel rendelkeztek, amiben a
UPF fehérjek vettek részt. Ebbol fejlodott ki az emlosok intron alapu NMD rendszere,
amiben mar az EJC és az SMG fehérjék is részt vesznek. (B) A mdsodik modell szerint az
0si eukariotakban mindkét tipusu NMD létezett, amiben a UPF fehérjéken kiviil az EJC és
legalabb az SMG7 is részt vett. A novényi NMD dltalunk karakterizalt cisz és transz
elemer ezt a modellt tamasztjak ald. Az élesztdkben és a Drosophilaban az intronvesztéssel
egylitt az intron alapu NMD is elveszett. A piros betiivel jelolt cisz és transz elemeket a
kozelmultban fedezték fel, és jol illeszkednek a masodik modellbe.
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és mtsai. 2006). Lynch és Kewalramani (2003) felvetették, hogy az NMD evolucidja
masképp is torténhetett. Feltételezésiik szerint az eukariotak kozos 6sénél mindkét tipust
NMD jelen volt, mivel az 6si eukariota génekben gyakran eléfordultak intronok is (8. rajz,
B). Az emldsokben az intronok felhalmozodasaval parhuzamosan az intron alapu NMD
keriilt elétérbe, mig az alacsonyabb rendii eukaridtak az intronok elvesztésével egyiitt az
intron alapia NMD-t is elvesztették. A mi eredményeink ez utobbi modellt tamasztjak ala.
Az élesztégombak és az emldsok rendszertanilag kozelebb allnak egymashoz, mint a
novényekhez, igy az a tény, hogy a névényekben mind az élesztékre jellemz6 hosszi 3’
UTR alapu, mind az emlésokre jellemz6 intronos 3 UTR alapt NMD Iétezik, azt
jelentheti, hogy mindkét mechanizmus megvolt az eukariotak k6zos 6sénél (8. rajz, B).
Erdekes kérdés, hogy létezhet vagy létezhetett-¢ az élesztkben, fonalférgekben
vagy muslicaban az intron alapi NMD, vagy emlésokben a hossza 3° UTR alaptt NMD.
Az altalanosan elfogadott intron alapu emlés NMD modell alol korabban is ismertek
kivételeket (Biihler és mtsai., 2006). A kozelmultban Eberle és mtsai. (2008) bizonyitottak,
hogy a PTC tartalmi mRNS-eket az eml6sokben is képes elkiiloniteni a 3° UTR hossza
alapjan az NMD rendszer. A ndvényekhez hasonldan, minél hosszabb volt a riportergén 3’
UTR-ja, annal erésebb NMD célpont volt az adott mRNS, tehat a hossza 3” UTR alapu
NMD az emlésokben is létezik. Alacsonyabb rendii allatokban a PTC meghatarozasa
kizarélag a 3 UTR hosszusaga alapjan torténik (Gatfield és mtsai., 2003, Longman ¢és
mtsai., 2007). Bar megvannak az EJC tagjainak ortologjai, azok nem vesznek részt az
NMD-ben, hiszen azok csak az intron alapu NMD-hez sziikségesek. Eddig nem talaltam
arra vonatkoz6 magyarazatot, hogy miért nem okoz a 3’ UTR-ban 1évé intron kivagodas
helyén maradé EJC NMD-t a fonalférgekben és a muslicakban. A 3> UTR-ban 1évé EJC
elvben két modon is gatolhatja a mRNS stabilitasat. Egyrészt az EJC-hez idSlegesen
kotéd6 UPF3 és UPF2 fehérjék az mRNS-t NMD-be viszik, masrészt fizikailag
akadalyozhatja a transzlaci6 terminaciojat, a riboszoma és a PABP interakciojat. Az els6
lehetdséghez fehérjespecifikus interakciok kellenek, ezért eléfordulhat, hogy néhany fajban
megvaltoztak a kotésért felelds aminosavak. A masodik egy altalanosabb,
szekvenciafiiggetlen hatés, igy nehezebben képzelhetd el, hogy a transzlacié terminacidja
az EJC jelenlétében is tokéletesen végbemegy. A transzlacio lelassulasa vagy elakadasa
esetén élesztokben a no-go decay felismeri és endonukleotikus hasitassal lebontja az
mRNS-t. A no-go decay mechanizmust mas eukariotakban eddig nem vizsgaltak, de az
¢lesztd mechanizmusa nagyon hasonlé a muslica NMD-re, ahol a PTC tartalmi mRNS-

eket szintén egy endonukledz véagja. Erdemes lenne alaposabban, tGbb riportergén
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bevonasaval megvizsgalni, hogy a 3> UTR-ban 1év6 intron valéban nem okoz-e NMD-t
fonalférgekben és muslicakban, és milyen hatassal van az EJC a transzlaci6 terminaciojara.

A korabbi NMD modellek alél szamos kivételt ismertek élesztékben és allatokban
is; egy résziikben az mRNS NMD cisz elem jelenlétében sem volt NMD célpont, mas
részilkben az NMD (direkt vagy indirekt modon) NMD cisz elem nélkiili mRNS-eket is
felismert (Wang és mtsai., 2002). Ezek alapjan az NMD-t leglijabban egy altalanos,
egyesitett modellel irjak le (Shyu és mtsai., 2008). Eszerint az élesztd és az emlés NMD
nem kiilonill el lényeges modon. A stop kodont kdvetd pozitiv és negativ regulald cisz
elemek (3’UTR hossza) és a 3° UTR-hoz kotédd framsz faktorok (EJC, PABP)
kombinatorikusan befolyasolhatjak a transzlacid terminacidjat. Szintén hozzajarulhat a
terminacio hatékonysagahoz a sejt allapota, fejlodési fazisa, és mas, szamos kornyezeti és
fejlodési feltétel. Végeredményben, ezen hatasok Osszessége hatarozza meg, hogy a
transzlacio normalisan terminalodik, vagy elakad. A transzlacid normalis termindcidja utan
az mRNP komplex Ujraszervezddik, stabil és transzlaloddo mRNS-t biztositva. Az EJC,
hasonléan a hossza 3° UTR-hoz egy negativan regulalo cisz elem, ami gatolja a transzlacid
terminaciojat, igy az NMD komplex felépiil, és az mRNS gyorsan lebomlik.

Osszefoglalva, az éltalunk karakterizdlt novényi NMD rendszer, a megismert
novényi cisz és transz elemek a korabbi NMD evoluciés modell atgondolasat tették
lehetévé. Ez a példa is jol mutatja, hogy az élesztd és az allati molekularis biologiai
folyamatok tanulmanyozasa mellett nagy jelent6sége van a ndvényi molekularis

mechanizmusok vizsgalatanak is.
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AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK PONTOKBAN OSSZEFOGLALVA:

Azonositottuk a Pothos latent virus RNS silencing szuppresszorat, ¢&s
karakterizaltuk miikodési mechanizmusat in vitro és in vivo.

Azonositottuk a ndévényi NMD cisz elemeit, és megallapitottuk, hogy a
novényekben a 3° UTR-ban 1év6 intron poziciotol fiiggéen NMD cisz elemként
miikodhet.

Felallitottunk az NMD transz faktorainak vizsgalatara alkalmas tesztrendszert,
amelynek segitségével bizonyitottuk, hogy a UPF fehérjék, az Y14, a MAGO és
az SMG7 részt vesz a ndvényi NMD-ben.

Uj eredményeinkkel hozzajarultunk az NMD modell tjragondolaséhoz.
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(OSSZEFOGLALAS

Az eukariota sejtekben a transzkripci6 utan tobbféle mRNS mindségbiztositasi
rendszer felel azért, hogy csak tokéletes fehérjek transzlalodhassanak. Ilyen
mindségbiztositasi rendszer példaul az RNS silencing ¢és a nonsense-mediated mRNS
decay (NMD). Bar mindkét mechanizmus a hibas RNS-eket ismeri fel és degradalja, a
két rendszer mas szempontok alapjan kiiloniti el a normal és a hibas RNS-eket. Az RNS
silencing egy fontos védekezé mechanizmus virusok, transzgének és mas molekularis
parazitdk ellen. Az NMD felismeri és lebontja a korai stop kodon (PTC) tartalmu
mRNS-eket, melyekrél gyakran dominans negativ hatasi csonka fehérjék
képzddhetnek. Legalabb kétféle mechanizmus létezik a normalis és a korai stop kodon
elkiilonitésére. Emlésokben akkor szamit egy stop korainak, ha a 3> UTR-ban egy
intron talalhato, mig éleszt6kben és gerinctelenekben a PTC-t a szokatlanul hossza 3’
UTR hatarozza meg. A PTC felismerésekor a UPF1, UPF2 és UPF3 fehérjékbdl allo
emlésokben a UPF fehérjéken kiviil az exon-junction-komplex (EJC) tagjai valamint az
SMG fehérjék is részt vesznek az NMD-ben.

Bar az NMD-t mar kimeritéen vizsgaltak emlésokben, élesztSben,
Drosophilaban és nematodakban, a novényi NMD-r6l nagyon keveset tudunk.
Csoportunk f6 célkitlizése a novényi NMD vizsgalata volt. Felallitottunk egy
agroinfiltracion alapulé gyors, tranziens NMD tesztrendszert. Mivel az agroinfiltracio
soran az NMD riportergének erésen indukaljak az RNS silencinget is, a két RNS
degradacios rendszer kiilonvalasztasahoz sziikség volt az RNS silencing szelektiv
gatlasara. A legtobb novényi virus a hatékony fert6zés érdekében RNS silencing
szuppresszort termel. Az elsé feladatom a Pothos latent virus (PoLV) silencing
szuppresszoranak azonositasa volt. Bemutattam, hogy a PoLV altal kodolt p14 fehérje
hatékonyan gatolja az RNS silencinget, de nincs hatassal az NMD-re, ezért eszkozként
felhasznalhaté az NMD tanulmanyozasara. Csoportunk bemutatta, hogy a hossza 3’
UTR az NMD cisz eleme a ndvényekben, hasonléan az élesztékhéz. Munkdm soran
bemutattam, hogy az intron alapi NMD a névényekben is létezik. A 3 UTR-ban 1évd
intronok, az emldsokhoz hasonloan, poziciojuktol fiiggben NMD-t okozhatnak. A
novényi NMD transz faktorainak azonositasara kidolgoztunk egy uj tesztrendszert,
melyben a Tobacco rattle virus éltal indukalt géncsendesitést kombinaltuk a korabban is
hasznalt tranziens NMD tesztrendszeriinkkel. Az eredményeink alapjan a névényi UPF
fehérjék sziikségesek a 3 UTR alapti NMD-hez, mig az intron alapu NMD-hez a UPF1
¢és a UPF2 esszencialis. Az emldsokben az intron alapu NMD-t az EJC kozvetiti, ami
egy négy fehérjébdl (Y14, MAGO, elF4ALIIl és Barentz) allo tetramer. Azonositottuk az
Y14 és a MAGO fehérjék ortologjat Nicotiana benthamiana ndvényben. Bemutattuk,
hogy az Y14 és a MAGO sziikségesek az intron alapt NMD-hez, mig varakozasunknak
megfelelden, nem vesznek részt a hosszi 3° UTR alaptt NMD-ben. Az SMG fehérjék
koziil az SMG7 ortologjat sikeriilt azonositani N. benthamianaban. Bizonyitottuk, hogy
az SMG7 mindkét tipusii névényi NMD-ben szerepet jatszik.

Végezetiil, adatainkkal hozzajarultunk az NMD evoluciés modelljének
ujragondolasahoz. Korabban ugy gondoltak, hogy az eukariotak kozos Ose egy
egyszerlibb, élesztohoz hasonld NMD-vel rendelkezett, és ebbdl alakult ki az emlésok
bonyolultabb, intron alapi NMD rendszere. Mivel a novények rendszertanilag tavolabb
allnak, ezért az a tény, hogy a ndvényekben mindkét tipusu NMD Ilétezik, arra utal,
hogy az Osi eukaridta is rendelkezett mindkét tipusa NMD-vel. Ezzel 6sszhangban azt
talaltuk, hogy az NMD transz faktorai is konzervaltak, ami az NMD rendszer
meglepden erds konzervaltsagat mutatja.
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SUMMARY

The eukaryotic cell has evolved several post-transcriptional mRNA quality
control mechanisms to ensure the quality of translation. Such quality control
mechanisms are the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) and RNA silencing. Both
of the two mechanisms recognize and quickly degrade aberrant mRNAs although they
distinguish the aberrant RNAs in a different way. RNA silencing is an inducible defense
pathway to specifically target and inactivate invading nucleic acids like viruses,
transposons and transgenes. NMD recognizes and eliminates premature termination
codon (PTC) containing mRNAs, thereby preventing the accumulation of potentially
harmful truncated proteins. At least two different pathways exist to distinguish the
normal and premature termination codons. In mammals, a stop codon is identified as a
PTC if an intron is located in the 3' UTR, while in yeasts and in invertebrates a PTC is
defined if the 3' UTR is unusually long. NMD core proteins (UPF1, UPF2, UPF3) are
required for PTC identification and for rapid degradation of selected mRNAs. In
mammals, besides UPF proteins, exon-junction-complex (EJC) components and SMG
proteins also play essential role in NMD.

Although NMD mechanism was learned in yeast, Drosophila, C. elegans and
mammals, very little was known about plant NMD. Main aim of our group is to study
the plant NMD system. We have elaborated an agroinfiltration based transient NMD
assay system. Forasmuch agroinfiltration, and agroinfiltrated NMD reporter genes
strongly induces RNA silencing also, the two RNA quality control system had to be
separated by selective inhibition of RNA silencing. To counteract RNA silencing, most
plant viruses express RNA silencing suppressor proteins. My first object was
identification of Pothos latent virus (PoLV) silencing suppressor. We showed, that
PoLV encoded pl4 protein efficiently suppress RNA silencing but does not inhibit
NMD, so pl4 can be used as a tool for studying NMD. Our group has shown that long
3> UTR is a NMD cis-acting element in plants, similar to yeast. I found, that intron-
based NMD also exists in plants. Intron in the 3> UTR can induce NMD in a position-
dependent manner, similar as in mammals. We have developed an approach (VIGS-
NMD system) that allows rapid identification and characterization of NMD trans
factors by combining our transient NMD assay with Tobacco rattle virus (TRV)-
mediated gene silencing (VIGS). Our data suggest that all UPFs (UPF1, UPF2 and
UPF3) are required for long 3’ UTR-based NMD in plants. UPF1 and UPF2 are also
required for intron-based NMD. Intron-based mammalian NMD is mediated by the EJC.
EJC core complex exists as a tetramer of Y14, MAGO, elF4AIIl and Barentz proteins.
We have identified putative orthologues of Y14 and MAGO in Nicotiana benthamiana.
Our data suggest that both Y14 and MAGO are required for intron-based NMD but not
for long 3 UTR-based NMD, as it was expected. Among SMG frans factors, we
identified putative orthologue of SMG7 in N. benthamiana. We found, that both long 3’
UTR-based NMD and intron-based NMD require SMG7 factor in plants.

Finally, our data about plant NMD system contribute to reconsider previous
model of NMD evolution. Previously, it was proposed that long 3 UTR-based NMD
operated in stem eukaryotes (the common ancestors of extant eukaryotes) and has
evolved into a more complex intron-based NMD in vertebrates. As we found that in
plants, which are outgroup relatives to fungi and animals, both long 3° UTR- and intron-
based NMD operated, we proposed that both NMD systems functioned in stem
eukaryotes. In agreement with this prediction, our results suggest that many NMD trans
factor is also conserved within eukaryots, which reveal an unexpected conservation of
eukaryotic NMD pathways.
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