dc_34 10

A novényi genexpresszid RNS-szititminéségbiztositasi
rendszereinek molekularis biologiaja

Silhavy Daniel

Doktori Ertekezés

Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont

Godollé, 2011



dc_34 10

TARTALOMJEGYZEK
TARTALOMJEGYZEK 1
BEVEZETES 3
IRODALMI ATTEKINTES 5
A mRNS degradécio jeletgege 5
A mRNS degradéacié altalanos menete névényekben 6
A citoplazmés RNS mifségbiztositasi rendszerek 10
Az RNS silencing rendszer 10
A novényi RNS silencing rendszer 13
A noveényi silencing, mint hatékony antiviralis reszer 15
A virus indukalta géncsendesités 17
Az eukariota NMD rendszer jeldigege 17
Az NMD miikodése 18
Az éleszé, gerinctelen és et NMD transz faktorai és cisz elemei 19
Az NMD korai szakasza 21
Az NMD kései szakasza, a PTC tartalmi mRNS-ek diggiéja 24
Az NMD altal szabalyozott vad gének, illetve az NMBerllés 26
A névényi NMD rendszer 27
CELKITUZESEK 28
ANYAGOK ESMODSZEREK 28
EREDMENYEK ES MEGVITATASUK 30
I. Hogyan szupresszaljak a névényi virusok a g&Ads8 silencing
antiviralis védekezési rendszerét? 30
I.1. Az agroinfiltracion alapulé silencing tesztdszer
és a CymRSV P19 szupresszor azonositasa 35
[.2. P19 hidnyaban a szisztemikus silencing hatgdon
védi a névényt a CymRSV féuésbl 35
[.3. A P19 egy méretszelektiv dsSRNS-k&ehérje 38

I.4. A hosszu dsRNS-kéffehérjek is képesek szupresszalni a silencinget 41
I.5. Az Aureusvirus P14 egy altalanos dsRNSskgitencing szupresszor 44
[.6. A P14 hatasan planta 47

[.7. A Tombus-és Aureusvirus szupresszorok evojacio 50

1.8. A dsRNS kotés egy gyakori silencing szupressgiratégia lehet 55

I. 9. Az RNS silencing szupresszorokikidése 61
[.10. A névényi RNS silencing utvonalak jeléstrésze émeérsekletfiigf 66



dc_34 10

Il. Hogyan ebzik meg a névények, hogy dominans-negativ hatasu,

csonka fehérjék expresszalédjanak? 74
II. 1. Egy tranziens ndvényi NMD rendszer kidolgsaa 74
II. 2. A névényi NMD cisz elemei 78
[I. 2. 1. A hosszu 3'UTR ndvényekben NMD-t indukal 78
II. 2. 2. A 3'UTR-ban talalhaté névényi intronok
poziciofiigg NMD cisz elemek 83
II. 2. 3. Novényekben az uUORF-ok méretfad¢MD cisz elemek 87
[I. 3. A nbvényi gének mekkora része allhat NMDulégio alatt? 90
II. 4. A névényi NMD transz faktorai 91
II. 4. 1. Egy hatékony NMD transz faktor azonoséndszer,
aVIGS-NMD rendszer 91
II. 4. 2. A UPF2 mindkét NMD utvonalhoz sziikséges 6 9
. 4. 3. A UPF3 nélklldzhetetlen a hosszu 3'UTRpal NMD-hez 96
II. 4. 4. Az SMGY7 szikséges mindkét névenyi NMDairtslhoz 100
II. 4. 5. Az Y14, Mago, 4A3 és Barentsz csak amimalapu
NMD-hez sziikséges 102
II. 5. A névényi NMD korai Iépéseinek molekularigomanizmusa 106
II. 5. 1. A névényi UPF komplex felépitése 106
II. 5. 2. A hosszu 3'UTR-alapu NMD a stop és poly®zotti
tavolsagot meéri 107
II. 5. 3. A3'UTR intronok valosziileg névényekben is az
EJC kozvetitésével okoznak NMD-t 110
II. 6. A ndévényi NMD regulacioja 113
Il. 6. 1. Az Arabidopsis SMG7 3'UTR-ja hatékony NMiksz
elemeket hordoz 113

Il. 6. 2. Az Arabidopsis SMG7 expresszidjat az NMEgativan regulalja 113
Il. 6. 3. A SMG7 negativ NMD regulacioja a zarvatékben

altalanos lehet 114

II. 6. 4. A ndvényi intron-alapi NMD regulaciéja a1l

[I. 7. A nbvényi NMD rendszer mikoddése 119

Il. 8. Az eukariota NMD rendszer evolucioja 124
AZ EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA 130
KOSZONETNYILVANITAS 133
IRODALOMJIEGYZEK 134

Kdzlemények listaja 145



dc_34 10

BEVEZETES

Az eukariota sejtekben a génexpresszio szigoruababpozott, egy adott sejtben,
egy adott egyedfdjiési allapotban, meghatarozott kdrnyezeti téblyanellett a gének
csak egy meghatarozott része aktiv. A normal d@édaeshez azonban az altalanosan
ismert génszabalyozasi rendszerek, igy a transzéskontroll mechanizmusok, illetve a
valtozatos posz-transzkripcios és poszt-transaacgzabalyozd rendszerek mellett
nélkilozhetetlenek a génexpresszid ,6ségbiztositasi rendszerei” is. Ezek a
mindségbiztositasi (quality control) rendszerek felklrezért, hogy a sejtekben csak
hibatlan fehérjék akkumulalédhassanak. Bar a oOsegbiztositasi rendszerek a
génexpresszidé minden szintjén jelen vannak (pl.&dbetek a kiulonbdd DNS javitd
mechanizmusok vagy a chaperon rendszerek is), @iltegatosabb quality control
rendszerek mégis a mMRNS-ek szintjéfikddnek. Az eukariota mRNS szintézis és érés
ugyanis nagyon komplex folyamat, ezért igen sokfélgis, aberrans mRNS keletkezhet.
Az eltés mRNS hibakat kilonb@z minéségbiztositasi rendszerek ismerik fel. Az RNS
szinfi minéségbizositasi rendszerekben kdzés, hogy a hibas Srékit nem javitjak,
helyette az aberransként azonositott transzkriptugyors degradaciojat idézikelilletve
az, hogy a hibds mRNS-eket végll a normal, vadkstipunRNS-ek lebontasaért is fékel
MRNS degradacidés rendszerek segitségével tavolighk Bar az RNS-szifit
minéségbiztositasi rendszerek eredeti feladata feliehed hibds mRNS-ek eltavolitasa
volt, ezek a rendszerek ma mar igen gyakran a Vadsd gének egy részének
szabalyozasaban is részt vesznek.

A dolgozatban bemutatott munkank soran két novérNS szinti
minéségbiztositasi rendszerrel foglalkoztunk, az RN&nsing (vagy RNS interferencia,
esetleg RNAI), illetve a Nonsense-mediated mRNAagie@NMD) rendszerrel. Az RNS
silencing rendszer esetén annak egy specidlis asdtk a novényi virusok elleni
védekezésben betdltott szerepét vizsgaltuk, ezdil ke elsorban azt, hogy hogyan
képesek a virusok elnyomni, szupresszalni a gaxgaytRNS silencing alapu antiviralis
védelmi rendszerét. Az NMD esetén atfogo leirashitilaa névényi NMD rendszer
elemeinek, rkodésének, illetve szabalyozasanak. Megitélésenrinszenunkank
érdemben hozzajarult a névényi RNS driszabalyoz6 rendszerek megismeréséhez, a
noveny-virus kolcsdnhatas é€s a novényi NMD rendsaelekularis alapjainak, illetve

evoluciojanak jobb megértésehez.
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Dolgozatom ,irodalmi attekintés” részében rovideamutatom a terllsil a
program megkezdésekor rendelkezésre all6 ismetetskeeredmények és megvitatasuk”
részben részletesen bemutatom a sajat, mar pubdikgdményeinket, illetve ezek révid
megvitatasat. Az eredményeink egyes részeit azaamtdgismert adatok fényében
értékelem, és itt mutatom be néhany kisérletedealjéamasztott, de még nem publikalt
eredménylnket is. Az ,anyag €és moddszer’ fejezetk cgezés érték. A sajat
erdeményeinket bemutatd abrakat ,Eredmények Abéaitkmig a masok eredményeit
bemutatd, vagy mas cikkelbszarmazd 6sszefoglalo abrakat ,Rajz’-ként jelglods

ezeket egymastol fuggetlentl szamozom.
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IRODALMI ATTEKINTES

Az eukariota génexpresszid szigortan szabalydalgimat, egy adott sejtben, adott
kortlmények kdzott a potencidlisan expresszalhetiériéknek csak egy jellegzetes készlete
van jelen. A normal génexpressziohoz a mennyiségimiéisegi kontroll rendszerek
optimalis niikddése szikséges. Mennyisége kontroll alatt azakatgénregulacios
rendszereket értjuk, amelyek szabalyozzak, hogy apit pillanatban, mely gének és
milyen meértékig expresszalddjanak. Génregulacidt athagyomanyosan- csak ezeket a
kontroll mehcanizmusokat értjik. Azonban, a norsgjtmikédéshez elengedhetetlenek a
génexpresszio méségbiztositasi rendszerei, quality control mechangai, amelyek
biztositjdk, hogy csak hibatlan fehérjek szintéGdgnak. A quality control
mechanizmusok a génexpresszio minden szintjgkddnek, de mivel az eukariéta mRNS
érés nagyon komplex sok hibas terméket is eredraérigbyamat, a legtdbb quality control
rendszer az mMRNS-ek szintjén hat. Munkdnk soran kévényi RNS szirt
minéségbiztositasi rendszert tanulmanyoztunk, az RM8ang és az NMD rendszereket.
Mindkét rendszer eredetileg feltebeh csak mifiségbiztositasi feladatokat latott el, ma
mar azonban mennyisége kontroll rendszerkéntiikoainek, azaz a hibaelhérité feladatuk
mellett szamos vad gén expresszibjat is szabalkoMind a silencing, mind az NMD
rendszer alapvéén negativ regulator, az altala hibaskeént, illatlegenként azonositott
MRNS-ek gyors degradaciojat idéezik.el

Mivel a hibas mMRNS-ek eltavolitdsat a normal mRMSiegradacidjaban is szerepet
jatsz6 enzimrendszerek végzik, az irodalmi attéldntrészben &ébzor roviden
osszefoglalom a novényi mRNS degradaciorol rendéle allé informaciokat, majd
bemutatom a névényi RNS silencing és NMD rendszérek program megkezdésekor

rendelkezésre all6 adatokat.

A mRNS degradécio jelenésége

Egy adott mRNS mennyiségét a sejtbedakitasanak és lebomlasanak egyensulya
hatdrozza meg. A transzkripcid szabdalyozdsa réggen intenziven tanulmanyozott

folyamat, ugyanakkor a mRNS degradaciordl jovaldsmbbet tudunk. Az eukariéta, igy a
novenyi, mMRNS-ek féléletideje igen hosszu, igy BiRNS-61 altalaban nagyszamu fehérje

molekula szintetizalodhat. Ennek az az oka, hogynRNS-ek mindig RNS-fehérje

(ribonukleoprotein, RNP) komplex formajaban vanrjalen a sejtben. Az mRNS-hez
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kapcsoldédd fehérjék amellett, hogy védik a mRN&-tRiNaz-oktol, biztositjiak a mRNS
érés, az export, a citoplazmas lokalizacio ésrsnlacié normal menetét is (72).

Az mMRNS érése soran a RNS polimeraz Il (Pollipl&tirt mRNS-ek 5’ végére egy
sapka (cap) struktura rakodik, az mRNS intronjaagibdnak (splicing), végul az mRNS a
poliadenilaciés szignél kdzelében hasitddik, majeraszkriptum 3’ végére egy poly(A)
farok szintetizalodik. Az mRNS exporthoz szikséfmsériék egy része szintén mar a
transzkripcié soran rarakodik az mRNS-re. Termé&sest a transzkripcio, az érés, az
export, a transzlacié, mind szigoruan szabalydabtamat (108).

A sejt a kul$ vagy bel§ szigndlokra a mRNS készlet adaptiv megvaltoztatdsa
reagal. Bar elvben az mRNS készlet cserélheinne a transzkripcié szabalyozott
valtozasaval és egy valtozatlan UtetTmRNS degradéacioval is, ugyinik, az mRNS-ek
regulalt lebomlasa elengedhetetlen a normal géeegpidbhoz. Az egyes MRNS-ek
lebomlasanak idejét és sebességét sok kulénbfaktor befolyasolja, az egyes
transzkriptumok fél-életideje kdzt akar tdbb nagysadnyi kilonbség is lehet. Raadasul
egy adott mRNS stabilitasa a tejksi stadium szerint, vagy stresszhatasokra akégvet
modosulhat. Azaz az mMRNS-lebomlas szigortuan szebatlyfolyamat. Talan meglépde
a mMRNS degradacio legaldbb annyira fontos szabaésygzont, mint a mRNS szintézis.
EmI6s sejtekben igazoltak, hogy a stresszhatdsra azSydkNkb. 25%-anak szintje valtozik
szignifikansan, amelyek felénél a transzkripciGivditasanak valtozasa, masik felénél a
MRNS-degradacié sebességének modosulasa allt aalwapit MRNS-szint hatterében
(49). Nyilvanvaléan, a gyors, regulalt degradadidwelitjia az adott kdrtilmények kozott
felesleges, esetleg karos fehérjéket kddoldé mRNS-ekzaltal lehéség nyilik az
alkalmazkodast segituj fehérjekészlet gyors szintézisére. Azt, hogy egott mRNS
mennyire stabil, a mMRNS-en k&wisz elemek, illetve az azokat felisiigransz faktorok

sejten belili koncentraciéja hatarozza meg.

A mRNS degradéacio altalanos menete névényekben

Az eukaridta mRNS-ek stabilitasanak kulcsa a zgiitig szerkezet. Az mRNS 5’
végén talalhaté cap sturktirdhoz a Cap Binding ditek kapcsolédnak, mig a 3'végi
poly(A) farokhoz a Poly(A) Binding Protein (PABP)O6tédik. A mRNS zart giri
struktarajat a PABP és a cap-&dehérjek kozotti fizikai kapcsolat biztositja. Bzgyira
struktira szikséges a hatékony transzlacibhoz, égvédi a mRNS-eket az

exonukledzoktél. A mRNS degradécidhoz a zart sinakinegbontdsara van szikség (Rajz
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1). Ezt alapvdten a poly(A) farok bontasért fetsl deadenildzok végzik, ha a poly(A)
hossza egy kritikus szint -kb. 20 adenin- ala esilRABP disszocial a mRNSH A zart
gyira sturktira megbonthaté a cap eltavolitasa révémzsh’ végi cap eltavolitasaért a
decapping rendszer a fdélsl Az mMRNS-ek lebontasat vegul az 3'-5'-, illetve3siranyu
exonukledzok végzik. A poly(A) polimerdzok a citapinaban is kimutathatdak, igy a
deadenilacio a citoplazméban reverzibilis, ugyaoakl capping aktivitas kizarolag
sejtmagi, azaz a decapping a citoplazmas mRNS diggdairreverzibilis leépése (56).

Emléstkben kétféle cap k&tfehérje komplex mutathato ki. A sejtmagban a CBP20
és 80 fehérjékdd allo komplex kéti a cap-et, mig a citoplazmabanaaszlacié els korét (a
pioneer transzlaciot) kouetn ez a komplex lecseéélik az elFAF komplexre, amely a cap
koté elF4E, illetve az elF4G és elF4A fehérjékhll (33). A mRNS transzlaciojanak dént
tébbsége (bulk transzlacid) idején mar ez utobbnpdex koti a cap-et. Novényekben
mindkét komplex elemei azonosithatoakt gbb alternativ cap kétcomplex is létezik
(124). Ugyanakkor valésziinhogy az endistkre jellem# sejtmagi-citoplazmas elkilonilés
nem olyan &js, hiszen a CBP20-80 fehérjék hianyaban a novétkéges (115).

A citoplazmaban torténmRNS-lebomlas az esetek nagy részében deademdhcio
kezdidik, ez a lebomlas sebességmeghatarozo lépésebazdra az mRNS-t valamilyen
oknal fogva gyorsan kell lebontani (pl. ha a quyalkiiontrol rendszerek egy mRNS-t
hibasként azonositanak és annak gyors degradauibikaljak), akkor a deadenilacio
felgyorsithatd vagy megkertlitet118). Ez torténik példaul az RNS silencing soeanikor
a transzkriptum elhasitodik, és ezzel rogton hazh&bve valik mind az 5’-3’, mind a 3'-
5’ exonukleazok szamara. Természetesen nemcsak hBANS-ek gyors degradaciojara
lehet sziikség, a vad mRNS-ek lebontasa is felghatsi pl. ha a mRNS-en talalhato cisz-
elemeket a deadenilacioét felgyorsitd, vagy deadeiditdl fliggetlen decapping-et indukalo,
ezaltal az adott mMRNS-t destabilizal6 fehérjék ko).
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CCR4-NOT vagy PARN
deadenilazok

decapping 3'-5" iranyua bomlas -
| AUG AUG
e \!Q ehi@ /
i iHedINariccse 1 n\a\iﬁgzéma
Dcp1:Dcp2 1 mTG@
@ AUG Dcp$S

XRN1
§’-3" iranyu bomlas Garneau és mtsai. myoman

Rajz 1, A transzlacio terminacidja és a névényi rSRidgradacioja

Eukariétdkban 3 deadenilaciéos komplex ismert, a2HRan3, a CCR4-CAF1l
(CCR4-NOT) és a PARN. A PARN valésilag specifikus mRNS készletek
deadenilaciojaért felel, igy a Pan és a CCR4-CAmMexek felebsek a mMRNS-ek dofit
tobbségének deadenilaciojaért. Bsflen a Pan komplex roviditi a poly(A) farkat kb010
A-ig, utana a CCR4-CAF komplex veszi at a deadeidita(31, 118). Novényekben
azonban a Pan komplex ortoldgjai nem azonosithaakivényi PARN és a CCR4-CAF1
deadenilacios utvonalak nem redundansak. A PARMNnuot&cio Arabidopsis embriokban
letalis, ami azt is mutatja, hogy az mRNS-lebontasionalak megfelél mikoédése
esszencidlis az embrionalis fejéshez. Masrésztarn mutdnsokban a névényi mRNS-ek
csak egy részének szintje emelkedik meg, ami aah bogy a deadenilaciés Gtvonalak
targetspecifikusak (123). Mig a PARN gén a vizsghdttokban és ndvényekben is csak egy
példanyban van jelen, addig a CAF1-nek allatoklmnd@ényekben (Arabidopsisiban 11)
is tobb kopidja van,& novényekben a CCR4-nek is tdbb homoldgjat azooibdk, igy
feltételezheien tébbféle, részben vagy teljesen redundans fajikCBiICR4-CAF1 komplex
van jelen a sejtben (162). Feltebet ezek egyike vette at a Pan komplex szerepét (Baj

Eleszt és embs kisérletek azt mutatjak, hogy a deadenilacio ésaaszlacio

kapcsolt folyamatok. A transzlacié terminacidjakdgltasd késbb) a teminalédé
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riboszémahoz kapcsolodik az eRF3 (eukaryotic Rel&astor 3), amely koti a PABP-t. Az
eRF3-PABP kapcsolat azon kivil, hogy a terminactékonysagat jeletsen noveli, ma
még nem teljesen értett okbdl, a PABP-deadeniladdést is facilitalia (55). Ennek
feltételezett kbvetkezménye, hogy minden termirétépésnél a deadenilazok ,harapnak”
egyet a poly(A)-bdl, igy a transzlaciés-degradaapparatus ,szamolja”’, hogy egy mRNS
hany transzlaciés cikluson esett at. Azt, hogy ekapcsolat névényben is megvan-e,
egyebre nem tudjuk (Rajz 1).

A deadenildlt mRNS-eket a 3-5-iranyld exonukleazadsisorban a szamos
alegységbl all6 exoszéma bontjdk. A ndvényi exoszéma modsilfeiépitéd, kilonbosd
alegységei kulonb@mRNS-készlet lebontdsahoz sziikségesek (13).

A deadenilalt mMRNS-ekhez efisben és élesiben is tobb fehérjekomplex, igy a Pat
és az LSM komplexet kapcsolodnak, amelyek decapgtigatorokként mikodnek, azaz a
deadenilaciot gyors decapping koveti (148). MivelL&M komplex (és esetleg a PAT is)
lényegében azonos formaban megtalalhaté névényakbégitehe, hogy hasonlé médon
kapcsolddik a deadenilacio és a decapping novémyekiint éleséiben és allatokban. A
decapping komplex katalitikus alegysége névényekb®CP2, tovabbi alegységei pedig a
DCP1 és a VCS (decapping 1, varicose)d@pl, dcp2 ésvcs mutans novények mind
hasonld pleiotrop fenotipust mutatnak (62, 167)oan érdekes mddon ez a fenotipus
fligg a noévény genotipusatol:dap2 és avcs mutacio a L. er Arabidopsis genotipusban
részlegesen szuppresszalt. ##s kiderilt, hogy a szuppressziot egy, a L. er gpnsban
megléw, de a Col-0 genotipusban pontmutacié miatikdaésképtelen RRP44-homoldg
fehérje, a SOV quppressor of varico3aokozza, amely képes lebontani a decapping
komplex egyes szubsztratjait (173).

Novenyekben harom 5’-3' exonukleaz ismert, az XRN2es 4. Az XRN2 és 3
sejtmagi, mig az XRN4 citoplazmas (141), igy ezléal a citoplazmas 5-3' mMRNS
degradacidért (Rajz 1). Azrn4 fenotipus Col-0 genotipusu Arabidopsis-ban a deogp
muténsok fenotipusaval ellentétben enyhe, de ez inemegleg, hiszen a decapping-en
atesett mMRNS-ek mar nem transzlalodnak, azok, d&aldan is, de lebomolhatnak a 3’-5’
degradacios utvonalakon (141).

Novényekben, hasonlban méas eukariotakhoz, szanumnakleaz azonosithatd, de
ezek szerepe a novényi mRNS degradaciéban (a isitghen részvay endonukledzok

kivételével) egydire nem ismert.
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A citoplazméas RNS mirbségbiztositasi rendszerek

Eukariétakban eddig négyféle citoplazmas RNSaswgbiztositasi rendszert irtak le.

1, A felteheben a hibas nukleotidokat tartalmazé mRNS-ek felig@sért és degradaciojaért
felelés No-GO Decay (NGD) rendszert,

2, A stop kodon nélkili mMRNS-ek azonositasat ésrtdsat végz Non-Stop Decay (NSD)
rendszert,

3, A kétszalu RNS-ek és esetleg a cap-nélkultvdéigoly(A)-nélkili mMRNS-eket felismér

es azokat, illetve a veliik szekvenciahasonldsagwatd mMRNS-eket lebontdé RNS silencing
rendszert,

4, A korai in-frame stop kodont (Premature TermoratCodon, PTC) tartalmazd mRNS-ek
azonositasaeért és eliminalasaért taéllonsense-mediated mRNA Decay (NMD) rendszert.
Mivel névényekben sem az NGD, sem az NSD rendsghiig nem azonositottak, ezeért
elakadasat érzékeli. Ennek legfontosabb oka algymaa hibas nukleotidok beépilése, de
kivételesen dis masodlagos szerkezetek, ritka codon-ok sorozdta, is vezethet a
transzlacio elakadasara. A tovabbhaladni nem teldéado (stalled) riboszéma a Dom34 és
Hbs1 fehérjék segitségével egy eddig ismeretlerandeazt aktival, ami az elakadashoz
kozel elhasitia a mMRNS-t, ezaltal eliminalja a Biliéanszkriptumot, és kiszabaditja az
elakadt riboszoméakat (41, 144). Az NGD rendszernigsi, valoszifileg minden
eukaridtdban aktiv, igy feltelidég novényekben is tikodik. Ezt tamasztja ala, hogy a
Dom34 és Hbs1 ndvényi ortoldgjai konnyen azonotitia(s).

Az NSD rendszer azokat a mRNS-eket bontja le, aphefglteheten a transzkripcid
szokatlanul korai terminaciéja miatt nem tartalnazistop kodont. llyenkor a riboszoma
végigfut a mRNS-en és transzlalja a poly(A)farokztés. Azaz eltavolitja a PABP-t, igy a
MRNS zart-gyiric struktdrajat megbontja, ezaltal a mRNS-t a trawgabdl kivonja és
destabilizélja (52). Gombékban a rendszer kilordegehatékony, mert a mRNS-végéig
kifutd riboszoma szabad A helyére kapcsoldédd Skitéfje megkoti az exosomat, igy a
MRNS degradaci6 azonnal megkédiék, a MRNS fél-életideje nagyon rovid lesz.
Novéenyekben az alaptipus feltebet mikodik, de Ski7 ortolog nem azonosithato, ezért az

NSD target mMRNS-ek eliminalasa val6ség nem nagyon gyors (5).

Az RNS silencing rendszer
Az RNS silencing egysi eukaridta mitiségbiztositasi rendszer, amely a kétszalu

(double-stranded, ds) RNS-ek hatasara indukaldédik, a dsRNS-sel szekvencia
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hasonldsdgot mutaté nukleinsavak inaktivaciojddegradacidjahoz vezet (9). A silencing
egy specialis quality control rendszer, hiszenhlbit@itoplazmas RNS miiségbiztositasi
rendszer csak cisz ttkddik, felismeri és lebontja a hibasnak itélt mRakt, mig a
silencing egy cisz-transz rendszer, amely nemcsazanositott hibas RNS-t bontja le, de

degradalja-inaktivalja a veled@r homologiat mutatdé mRNS-eket is (Rajz 2).

A siRNS alapi RNS silencing alaprendszer

(o aatnys
BRNA  VAAAAAAY
\

DCL

dsHMNA amplification
"-
_,_,..-"'"'HH

sIRNAS w

RISC TN
| ¢ aco1” G

Translational inhibition ! 27get RNA degradation

Rajz 2. A siRNS alapu névényi RNS silencing alajazasr

A silencing indukdlé dsRNS-eketéskzor egy RNaselll tipust endonukledz, a DICER
(DCL) hasitja rovid 21-26 nt ds sRNS-ekre (small RNRNS). A silencing rendszer
kulcsmolekulai, a DICER generalta SRNS-ek ezt kieetbeépilnek a silencing effektor
komplexeibe. A végrehajtdo komplexekben az sSRNS-ék egyszallu (single-stranded, ss)
RNS formaban vannak jelen. A végrehajté komplexe&kgencia-specifitasat ezek az
egyszall, sRNS-ek biztositjak, ezeldszlor ,odavezetik” az effektor komplexeket az
SRNS-sel komplementaritast mutato mRNS-ekhez @zp&NS-hez), majd part képeznek
azok komplementer régioival. A legfontosabb silagorégrehajté komplex a RISC (RNA
induced silencing complex) komplex, amely a beép®NS-sel komplementer mRNS-
eket az SRNS-mRNS kétszalu régido kb. kbzepén d¢jhasizaltal a silencing indukalo
dsRNS-sel érs hasonlosagot mutatd mRNS-ek expresszidjat kikdjpcsaz ezeket a

MRNS-eket expresszald géneket ,elcsendesiti”. Alyiben az SRNS és a mRNS kozott a
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komplementaritas részleges, a RISC nem képes et tal@NS-t elhasitani, helyette annak
A silencing rendszer harom kulcsfehérjéje a DICERISRNS prekurzorokbdl a ds
SRNS-et processzalé endonukleaz, az AGO, a RIS@litkais fehérjéje, illetve mas
végrehajtdé komplexek kulcsfehérjéje, és az RNSJRNS polimerdz (RDR vagy RARP),
amely a silencing amplifikaciéjaban vesz részt @8,158, 163).
A silencing rendszer ket fjellegzetessége, a gén inaktivaciéseszekvencia-specifitasa,
€s a gatlas hatékonysaga. A szekvencia-specifitasRNS-ek biztositjak. A hatékonysag
tobb okra vezethétvissza. Egyetlen hosszi dsRNS prekurzorrél a DIGE&MoOS révid
SRNS-t érlel, azaz egy inducer molekulabdl sokvakggrehajté komplex johet létre.
Raadasul az mRNS hasitas, a mRNS inaktivalas leggyb, legdrasztikusabb formaja. A
hatékonysagot noveli az is, hogy egyetlen RISC ti#lsthet mMRNS-t is el tud hasitani.
Végil a silencing gatlas hatékonysaganak egyikdaubtz RDR rendszer, amely felismeri
az aberrdns RNS-eket (pl. cap nélkuli vagy nemapeliladlt mRNS-eket, amelyek
keletkezhetnek a normal mRNS RISC hasitasabol,zdesmzhatnak a mRNS szintézis
hibaibdl is), majd ezekt masodik szalat szintetizal. Ezt az RDR generdBRNS-t a
DICER felsmeri, és eze#lr masodlagos sRNS-eket képez (158). A silencingiszer
hatékonysdgahoz ez a pozitiv visszacsatolasi kitheld hozzajarul (Rajz 2).
A silencing rendszer eukariotakban alakult ki, gaiéiileg mar a ma éleukariotak utolso
ko6zos 6sében, a LECA-ban (Last Eukaryote Common Ances®nnikodott, hiszen
DICER, AGO és RDR fehérjéket hasznal6 silencingdszert tébb fliggetlen eukariéta
leszarmazési vonalban is azonositottdk (pl. &ldény stb). A silencing rendszer eredeti
funkcioja a molekularis parazitak, igy a virusokt@mszpozonok elleni védelem lehetett
(132). Az eukaridtak egyes vonalaiban a silencieigdszer teljesen eltint (pl. élegzt
masokban egyes elemei (pl. gerincesekben az RDHRszer) elvesztek, mig mas
komponensei tobbszorosen duplikalédtak, ami 0] éigkhoz vezetett. Ma a silencing
rendszer a tobbséjteukariotak, igy a ndvények, egyik alafgveénregulacios rendszere,
amely az eredeti quality control funkciék melleétfbntossagu mennyisége kontroll
rendszerré evolvalodott. A tobbdegkre jellem# komplex silencing rendszer
legfontosabb génregulaciés rendszere a mikro (mHRMNdszer, amely jelenlegi
ismereteink szerint a szamos hasonlésag ellenéyendgol fluggetlendl evolvalodott

noveényekben és az allatokban (26, 132).
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A novényi RNS silencing rendszer

Novényekben a silencing rendszer génjei sok k@palvannak jelen, pl.
Arabidopsisban, a kétsZikk modell szervezetében, 4 DICER-homolég (DICER;lik
DCL1,2,3 és 4), 10 AGO és 6 RDR gén azonosithataek féenyében nem megtehogy
a novenyi silencing egy rendkivkomplex rendszer, szamos eltéde kapcsolatban allé
regulacios utvonallal (Rajz 3) (156, 157). A novémylencing rendszer specifitdsat
meghataroz6 sRNS-eket két tipusba sorolhatjuk, onikmi)RNS-ek, illetve small
interfering (si)RNS-ek. Az siRNS-ek hossziu dsRN®kprzorokrol a DCL2, 3 és 4
segitségével érnek. Ezek a silencing végrehajtépkarribe beéplilve a prekurzor dsRNS-
sel hosszl szekvencia szakaszon homoldgiat mutakkgt inaktivalnak. Ezzel szemben a
MiRNS-ek eés masodlagos szerkezettel rendetkdrairpin transzkriptumokrol a DCL1
révén keletkeznek. A miRNS-ek csak az AGOL1 tartaRisIC komplexbe épillnek be, és a
mi RNS-ekkel komplementer mRNS-ek hasitasat vamystzlaciojanak gatlasat idézil6 el
(157). Fontos hangsulyozni, hogy a miRNS prekurésr a miRNS regulalta gén
szekvenciaja teljesen eléércsak a 21 nt hosszd miRNS régidban hasonlitaNakni
leegyszeiisitéssel kijelenthét hogy a siRNS rendszerben a prekurzor azonos hagza
nagyon hasonlé géneket inaktival, mig a miRNS reedien a miRNS-t expresszald gén
teljesen mas gének gatlasat idési el
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Rajz 3, A ndvényi RNS silencing Utvonalak
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Arabidopsisban négysfsilencing Utvonalat azonositottak, 1, a miRNSa 2rans-
acting siRNS (tasiRNS), 3 a natural-antisense $iRINS) és 4, a repeat-associated
(rasiRNS) utvonalat (Rajz 3).

A mMiRNS-ek prekurzorait (pri-miRNS) a Polll szirixtlja, ezek cap-et és poly(A)-t is
tartalmazod, jellegzetes masodlagos szerkezettél tbdinszkriptumok. A pri-miRNS-t a
DCI1 (ko-faktorok segitségével) hasitj@sdor rovidebb pre-miRNS-sé, majd ébbrleli

a ds miRNS-eket (MIRNA/mMIRNA* duplexek). Ezt kéeh a miRNS-eket a HEN1
metilaz a 3’ végén metilalja, ami a miRNS stabsdl#tbiztositja (19). A miRNS duplexeket
egy exportin 5 homolég (HASTY) transzportalja aoplazmaba, ahol a miRNS* szal
degradalédik, mig a miRNS szal beépil az AGO1 ItataRISC komplexbe(116). A
MIRNS aktivalt RISC ezt kovéen hasitja vagy valosZileg joval ritkabban,
transzlacidésan gatolja a miRNS-sel komplementer @Rket (6, 10, 21). Novényekben
ugyanis, szemben az allati miRNS rendszerrel, a NBH#k nagyon és
komplementaritast mutatnak a target mRNS-ekkel. ARM$ atvonal a ndvényi
egyedfejbdés egyik alapvétregulatora, de doéitszerepet jatszik a stresszvalaszokban is.

A tasiRNS pathway valészileg ritka, de igen érdekes. Néhany miRNS (pl.
miR173 és miR390) target MRNS-e nem egy kddoléstlaiptum, hanem egy TAS gén
MRNS-e. A miRNS-ek a Tas transzkript vagasat idékik Azonban a hasitott termékek
nem bomlanak le, helyette az RDR6 egy ko-fakto(&GS3) a hasitasi termékekhez
masodik szalat szintetizal, majd a DCL4 a keletikkedsRNS-I6l tasiRNS-eket general.
Ezek beéplilnek a RISC-be és (mMiRNS-ekhez hasonitarget mMRNS-eik degradacidjat
okozzak (6).

A nat-siRNS utvonal esetén a dsRNS prekurzorokat wegukon atfed sense-
antisense transzkript parok képezik. Ezgkdz atfed regiokbol a DCL2 érlel siRNS-eket,
amelyek a sense-antisense transzkriptumok egyikasitjak. Ezek8l a hasitasi
termékekBl az RDR6 general dsRNS-eket, amelyeket ezuttaCalDerlel. Ezek a RISC-
nagyon valtozatos szerepet jatszhatnak, eddigf mint abiotikus stressz valasz elemeket
azonositottak.

A rasiRNS uatvonal silencing rendszer transzkripéis aga. A rendszer a genomi
repeat régiok inaktivalasat célozza. A metilalt DN8lleve K9 metilélt hiszton3-at)
tartalmaz6 DNS szakaszokrél a noéveny specifikud\WPéks PolV (esetleg a Polll is)
aberrans RNS-eket szintetizal, amelyeket az RDR¥émal dsRNS-ekké. Ezeket a DCL3
hasitja 24 nt ds siRNS-ekké, majd ezek beépllnek@24-et, illetve a DNS és hiszton
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metilacioért felabs DNS és hiszton H3K9 metiltranszferdzokat tartatimeomplexbe. Az
AGO4 kotott siRNS biztositja a szekvencia-specHikuetilaciot. A folyamat a pozitiv
visszacsatolas miatt gyorsan, hatékony transzkmgadis silencinget eredményezhet. Ez az
atvonal kulcsfontossagu szerepet jatszik a genonegiitds mefrzésében, a
transzpozonok inaktivaciojaban (101).

Novényekben valbdszikeg joval tébb silencing atvonal is létezik, hiszen 10
Arabidopsis AGO-bdl csak 3-4, a hat RDBI-bsak 2-3 esetén vilagos a funkcio.

A novényi RNS silencing jellegzetes vonasa, hogpds szisztemizalodni
(szemben pl. a Drosophila silencinggel, amely agjbndm rendszer), azaz a silencing
valasz nem csak azokban a sejtekben jelentkezid, aldsRNS prekurzor indukalja a
silencinget. A sejt-autonom silencing soran Kézszignalok 15-20 sejtsoron keresztl
képesek a plazmodezmakon keresztul terjedni, ékbemea sejtekben is silencing-et
kivaltani, azaz az eredeti dsRNS-sel szekvenciaridsagot mutaté géneket inaktivalni
(161). St a vaszkularis rendszeren keresztul a szignalpltriek a fel$ levelekbe és ott
is silencinget eredményeznek (Eredmények 1 Abra)pragram megkezdésekor a
silencing szisztemikus jellege mar ismert volt, deszignalokat még nem sikerilt
azonositani. Ma mar tudjuk, hogy a rovid tavu saigk a 21 nt ds siRNS-ek, mig a hosszu
tavu szignélok valosziteg a 21-24 nt ds siRNS-ek (42, 106, 107).

A silencing utvonalak ndvényekben nemcsak az egwlolgibaelharitasban és
génregulacidban jatszanak dérdézerepet, de jelenlegi ismereteink szerint a citen

rendszer a névények legfontosabb antiviralis resgsz

A ndveényi silencing, mint hatékony antiviralis rendszer

Az RNS silencing egy dsRNS-ek hatasara indukal&l@z azokkal homoldgiat
mutatd mMRNS-eket bontd rendszer (40). Mivel a n§iveirusok dond tobbsége egyszalu
RNS virus, melyek dsRNS intermediereken keresggilikdlodnak, koran felmerilt, hogy
az RNS silencing ndvényekben egy hatékony antisir@ndszerként tikodhet (Rajz 4).
Ma mar vilagos, hogy a silencing hatékonyan gatediamcsak az egyszald RNS virusosok,
de az egy vagy keétszalu DNS virusokdeését is (96). Mai ismereteink szerint a silencing
rendszer a ndévények leghatékonyabb altalanos alistivendszere, amely dénszerepet
jatszik abban, hogy a legtébb noévény rezisztensghdbb virus ellen, a kompatibilis
noveny-virus interakcio ritka. A virus-indukaltavéiyi silencing szintén szisztemikus
valasz (66). A silencing rendszerikddésén alapulnak a transzgénikus virusellenalld
novények is (140, 165).
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Rajz 4, A virus-indukalta sejt-autoném névényinsiieg

Azt, hogy az RNS silencing egy hatékony novényivandlis rendszer két alapuet
megfigyelés tdmasztja ala. 1, a silencing valarkel@@pésében mutans novények
fogékonysaga & hiperszenzitivek lesznek virusokkal szemben. Wdglkor egy adott
mutacio altalaban csak bizonyos virusokkal szemfogigkonysagot noveli, azaz az egyes
silencing utvonalak antiviralis hatasa virusonkeéhé (38, 96). 2, Ha a silencing egy
hatékony antiviralis rendszer, a sikeres viruérshez ennek elkerllése vagy gatlasa
szikséges. Kiderult, hogy a legtébb névényi vihedeértve az RNS és DNS virusokat is,
expresszal a silencing rendszert elnyomi, szupaéssképes fehérjéket (23). A program
megkezdésekor szamos szupresszort ismertek, d&a g@ekularis alapjairdl semmit sem
lehetett tudni. Ami viszont ismert volt, hogy a peesszorok egyik csoportja kis méret
fehérjéket kodoldé patogenicitasi faktor, amelygkkorabban mar igazoltdk, hogy
jelenlétik a fekizés hatékonysagat, a tineteksseégét dowen meghatérozza (ilyen volt
pl. TBSV P19 szupresszora) (160). Az azonositatpsersszorok masik csoportjaba azok a
gének tartoztak, amelyakrkorabban mar bizonyitottdk, hogy multifunkciosak, az
adott virus feldizése soran szamos lépéshez nélkilézhetetlene& Badtyvirusok Hc-Pro
génje, amely kell a névényen bellli terjedésheazé§j gazdara tortérvektoratvitelhez is)
(80).

Hogyan indukalhatjak a silencing valaszt a novériyusok? Az ssRNS virusok

esetén a valasz egysieek tint, a virusok replikaciés intermedier mol@kudsRNS-ek,
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ezeket a DICER felismerheti, és ez&k&RNS-eket érlelhet. A DICER azonban az ssRNS
virusok efs masodlagos szerkezeteit is képes azonositamjyéazi sSRNS genomrél
magardl is képidik ds sRNS. Ere utal, hogy a virusrol kégk (viralis) sRNS-ek
asszimetrikusak, a pozitiv szali ssRNS virusokéesatpozitiv szalrél szarmazé sRNS-ek
aranya joéval nagyobb a negativ szalr6l szarmazéSsBimél (105, 145). A DNS virusok
esetén az atféd ellentétes iranyu transzkriptumok lehetnek ansileg aktivalo dsRNS-ek
f6 forrasai (Rajz 4).
A virus indukalta géncsendesités

A virusfertizés indukalja az RNS silencinget, ami végul a VRIS lebontasahoz
vezet. Ennek alapjan feltételezték, hogy ha a bauseépitenek egy ndévényi géndarabot,
akkor a virus indukalta silencing nem csak a vjrdsta beépitett géndarabbal homolég
endogén gell képzdé mMRNS-eket is degradalja, ezaltal a célgént inakty csendesiti
(virus indukalta géncsendesités, VIGS). A VIGS ggors és hatékony maddszer névényi
gének, vagy akar géncsaladok kiutésére (25). A VEe§itségével olyan géneket is
kitthetlink, amelyek hianya letalis, ezért mas médst nehezen vizsgalhatd. Jelenleg a
leghatékonyabbb VIGS rendszerTabacco rattle viruslohany (TRV-dohany) rendszer
(121). A TRV képes szisztemikusan elterjedni dolamy ugyanakkor feszése csak
enyhe tlneteket okoz. A TRV féres ebs silencing valaszt indukal, ezért a beépitett
géndarabbal homolog gén(ek) inaktivacioja igen kaig (lasd még, Eredmények 17.
Abra). A kiutés azonban sosem teljes, igy esetan&évizsgalt fehérje mennyiségének
csokkenése nem okozza azt a hatast, amit egy mténsban tapasztalndnk. A VIGS
rendszert az NMD vizsgalataink soran sikerrel alieatuk, illetve fejlesztettiik tovabb egy

hatékony deplécidés-komplementacios rendszerré (81).

Az eukariota NMD rendszer jelentisége

Az NMD egy szinténdsi eukaridta mifiségbiztositasi rendszer, amely a korai in-
frame stop kodonokat tartalmazé mRNS-eket ismégddontja le, ezaltal megakadalyozza
a C-terminalis végukon csonka fehérjék kersét (1, 12). A csonka fehérjék gyakran
dominans-negativ hatastak, pl. mert a katalitikusnéh expresszalédik, mig a C-
termindlison kédolt regulator nem, vagy esetlegrtaz@ert a csonka fehérje beépil a
megfeleb komplexbe, de a sajat katalitikus funkciojat nardja ellatni, ezaltal bénitja a

teljes komplexet. A PTC-t tartalmazé mRNS-ek szatmtnak mutans génékr amelyek

V4
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kodon kerUlt, vagy vad tipusu génékhibas transzkripcié vagy a mRNS érés hibdja révén
(pl. intron-retencio). A PTC-t tartalmaz6 mRNS-ekyik f6 forrasa az alternativ splicing,
ennek hibai gyakran eredményeznek PTC-t hordon§zkaiptumokat (93).
Az NMD hibaelharitdé szerepét mutatja, hogy a monegé orokélhét human
rendellenességek kb. egyharmadanal a mutans gért Rarimazo mRNS-eket kddol.
Ezeket azonban az NMD rendszer felismeri és detjpadgy ezek a mutaciok ddht
tobbségukben recesszivek. Néhany dominans mutaetéreigazoltadk, hogy bar az PTC-t
tartalmazo aberrans RNS-t kédol, de a PTC-t az N#ltiszer nem képes felismerni (88).
Az NMD rendszer fontossagat igazolja az is, hodpuméan alternativ splicing termékek kb.
1/3-a PTC-t hordoz (69, 175). Ezek egy része rdtgalé@rnativ splicing termék, de dént
része valosziileg az alternativ splicing hibainak az eredményekiet a PTC-t tartalmazo
alternativ splicing variansokat az NMD eliminalfg7b). Feltehét, hogy hatékony NMD
rendszer hianyaban ilyen komplex alternativ spiiciendszerek nem evolvalodhattak
volna.

A kovetkedkben oOsszefoglalom az NMD rendszerrel kapcsolatopragram
indulasakor rendelkezeésre allo informaciokat, veebemutatom az élegzés allati NMD

rendszerekkel kapcsolatban azoéta elért legfontosedabményeket.

Az NMD miikodeése

Mukodes szempontjabdl az NMD-t két szakaszra osmthizdg NMD korai szakasza
a PTC-azonositast és az NMD komplex megszervetégktja magaban, mig az NMD
kései szakaszaban a mRNS-lebontas zajlik. Az NMiikszakaszaban az mRNS-en jelen
lévé NMD cisz elemek alapjan az NMD UPF1ltransz fakké@pesek elkuloniteni a normal
stop kodonokat és a PTC-ket, majd ezt kéepeta UPF 2 és 3 fehérjek kapcsolédnak a
UPF1-hez (illetve ezen keresztll a UPF1-kotott R&@almu transzkriptumhoz), ezaltal
kialakul a funkcionalis NMD komplex. Ez az NMD iwerzibilis |épése, a funkcionalis
NMD komplex ugyanis aktivdlja a mMRNS degradaciosndszereket, amelyek a
sebességmegszab6 deadenilacios lépést felgyorsdtyp megkerilve a PTC tartalmu
MRNS gyors lebomlasat okozzak (76, 109).

A korai stop kodon azonositdsa a transzlacid texoidja soran torténik.
Eukariétakban a transzlacié terminacidja konzervddt a riboszéma A helyén egy stop
kodon van, a megfel@ltRNS hianyaban a stop kodonhoz a tRNS-anal6g €BKaryotic
Release Factor 1) fehérje kapcsolodik. Az eRF1Kieddik az eRF3 GTPase. Az eRF1-
eRF3-riboszdma komplex kialakulasa GTP bontastdnaajt koveden a P helyen Iév
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terminalédé riboszoOma komplex szétszédésében az eRF faktorok mellett az elF3
komplex is fontos szerepet jatszik. transzlacio terminaciéjanak hatékonysagat szamos
faktor hatarozza meg, a terminacio kofaktorainalketvie az eRF fehérjéknek a
koncentricidja, a stop kodon szekvencia kontextikdye a stop kodontdl a 3’ veég
irAnyaban talalhat6 3' nem-transzlal6dé (3'UTR,ranslated region) régioé szignaljai (8).
Nyilvanvaléan az RF fehérjék, illetve a kofaktork&ncentracidja minden mRNS esetén
léenyegében azonos, ezért ezek nem szolgalhatjiagk@ é5 a normal stop kodonok
elkllonitését. A stop kodon szekvencia kontextumatén alkalmatlan az elkulonitésre,
hiszen ez minden vad és PTC tartalmi mRNS esetgadegMindezek alapjan nem

megle®, hogy a PTC azonositas alapjat a 3’ UTR szignkégezik.

Az éleszb, gerinctelen és endls NMD transz faktorai és cisz elemei

Az NMD rendszert élesdben, gerinctelen modell organizmusokban és
természetesen eédtkben is igen intenziven vizsgaljak. Kiderult, W@z eukariéta NMD
kozponti fehérjéi, transz faktorai, konzervaltak. Aegfontosabb és egyben
legkonzervativabb elem a UPF1 helikaz, amely mineegkariotdban nélkilozhetetlen az
NMD-hez. Az NMD rendszer masik két kbzponti elemeRF2 és 3 fehérjék, ezek szintén
szikségesek mind az élggzimind az allati NMD rendszer thodéséhez. A UPF2
kapcsolja 6ssze a UPF1 és UPF3 fehérjéeket, batdmbiuidsben igazoltak, hogy mind
éleszében, mind allatokban a UPF1-3 kotés eseténként Uiki®yaban is kialakuhat (2,
134, 147).

Az allati NMD joval bonyolultabb, mind az éleé§ztendszer, allatokban a UPF1 egy
foszforegulaciés szabalyozas alatt all, az ebbesrepet jatsz6 SMG1 PIKK kinaz
foszforilalja a UPF1-et, mig 3 rokon, 14-3-3-domtartalmazo6 fehérje, az SMG5, 6 és 7 a
UPF1 defoszforilaciéjat szabdlyozza (169). Az examction complex (EJC) 4 kdzponti
génje, az Y14, a Mago, a elF4Alll (4A3) és a Basenfehérjéi szintén szikségesek az
emlss NMD-hez, de nem kellenek sem az él@sgem a gerinctelen NMD-hez (92, 97). A
program megkezdésekor a névenyi NMD egyetlen tréaddnra sem volt ismert.

Az NMD cisz elemei alatt azokat a szekvenciakatiksirakat értjik, amelyek
alapjan az NMD transz faktorai elkilonithetik a PH& és a normal stop kodonokat.
Meglep modon a cisz elemek tekintetében az étesz a gerinctelen NMDihik
hasonlonak, az ewd NMD pedig specidlisnak. Kiderilt, hogy élédmn és
gerinctelenekben az NMD rendszer azokat a stop riadi azonositja PTC-ként (és igy
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azon mRNS-ek gyors degradacidjat okozza), amely@k a 3'UTR szokatlanul hosszu (3,
97). Ezt pl. Drosophilaban agy igazoltak, hogy e@d tipusu stop mogé egy toltelék
szekvenciat épitettek be, ezaltal a 3'UTR régidtgmosszabbitottak. Ezt a modositott
MRNS-t az NMD rendszer hatékonyan degradalta, arati@kére, hogy a stop kodon
tulajdonképpen ,normal” volt (11, 57).

EmlIésdkben az NMD rendszer azokat a mRNS-eket tAmadtjalyek 3'UTR-jaban,
a stop kodontdl legalabb 50 nukleotidra egy inttaldlhaté (28, 111). Ugyanis az intron
kivagodas, a splicing, edgokben egy 4 kdzponti feherf@dhalld komplex, az EJC mRNS-
hez kobtdéseével jar. Az EJC az (j exon-exon hatartdl azéy iranyadba 20-25 nukleotidra
kotodik a mRNS-hez. Az EJC kdtfelszinként szolgal a UPF3 NMD faktor szaméra. Az
EJC-UPF3 komplex a mRNS-hez szorosan kapcsolodikal aegytitt exportalodik a
citoplazmaba. A transzport soran a perinuklearidbete a UPF2 is csatlakozik a
komplexhez. A transzlacié soradn a riboszéma lebiki5’'UTR-ban és a kddolo régidban
talalhaté EJC-UPF3-UPF2 komplexeket, de (mivel Miegatop kodonnal) nem tavolitja el
a 3'UTR-hoz kapcsoloddé EJC-UPF3-UPF2 komplexeked).(Xivéve, ha a 3'UTR
lokalizalt EJC-UPF3-UPF2 nagyon kozel van a stopiorziboszoma ugyanis kb. 25 nt-t
tulnydlik a termincié soran, igy a 3'UTR-ban lakalt EJC-UPF3-UPF2 komplexet is
leloki, ha az nagyon stop kozeli (Rajz 6). Osszielog, emésokben az intronok
poziciofiugd NMD cisz elemek, csak a 3'UTR-ban okoznak NMD4t, is csak akkor, ha
legaldbb 50 nt-re vannak a stoptdl. Az intron Kietih NMD-ben az EJC kulcsszerepet
jatszik.
Erdekes modon élesitien is leirtak az EJC-hez hasonld specidlis NMx @kemet.
Kimutattdak, hogy élesében azonosithatd egy rovid, viszonylag laza koraren
szekvenciaval rendelkézszekvencia-motivum, a DSE (Downstream Sequencendtif),
amely a 3'UTR-ban lokalizalva NMD-t okoz. Igazoltakogy szamos éleszgén kddolo
PTC, az NMD a hibés transzkriptumot a 3'UTR hosSiz&iggetlentl, a DSE-elemen
keresztil, igen gyorsan degradalddik (63, 127)zagak, hogy a DSE elemhez a Hrplp
fehérje kobdik, amely koti az UPF1-t (63). Ugyanakkor nyilvaih¥, hogy a DSE-hez
hasonl6 NMD cisz elem &ltalanos hasznalata komdigokasi korlatot jelentene. Ennek
megfeleben nem meglefy hogy ez éles#ben is csak kivételes elem.

A program indulasakor a névényi NMD cisz elemeatmazonositottak, de az mar

ismert volt, hogy intron-mentes ndévényi gertdlgszarmazd PTC-t tartalmazdé mRNS-eket
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az NMD hatékonyan bontja, azaz az tudott volt, hagyvényi NMD-hez nem kell intron
(77, 153).

Az NMD korai szakasza

Bar a PTC azonositas szamos élt@odelljét dolgoztak ki, a jelen dolgozatban csaka
altalanosan elfogadott ,faux terminaciés vagy wafimodellt mutatom be (3, 109). A faux
terminaciés modell szerint a PTC-normal stop kodkilonités kulcsa a transzlacio
terminaciéjanak hatékonysaga. Normal stop kodoters&z eRF3 inetraktal a terminaciot
stimulalé PABP-vel, igy a terminacio gyors leszm&NS stabil marad. Azaz a PABP a
terminacio legfontosabb pozitiv 3'UTR szignalja. &gonban a 3'UTR szokatlanul hosszu,
a PABP nem tud kapcsolodni az eRF3-mal, igy a teaom lassu lesz (Rajz 5). Ebben az
esetben az eRF3 a PABP helyett a UPF1 NMD faktdémlkapcsolatba, azaz a UPF1
.megjeldli”, azonositja a stop kodont, mint PTCatgrking). Egyszéibb formdban azt is
mondhatjuk, hogy a PABP és a UPF1 verseng az eRte3drt. Ezt a modell alatamasztja,
hogy élesziben és Drosophilabandisemlbsben is) a PTC tartalmd, hosszu 3-UTR-o0s
MRNS-ek az NMD-BI kimenthebk, ha a PABP-t mesterséges a 3'UTR-ba, a stop &beel
kotjuk (tethering) (3, 11, 139). A PABP valdsilieg nem az egyetlen pozitiv 3'UTR
szignal, hiszen élesitien a nem poliadenildlt mMRNS-eken is el tudja kii@m az NMD a
normal stop-okat és a PTC-ket, azaz —legalabbisbg&ban- mas 3'UTR pozitiv szignalok
is mikodhetnek (102).
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Rajz 5, Az éleszNMD modellje.

A modell masik eleme, hogy nemcsak pozitiv, haneegativ 3'UTR szignalok is
lehetségesek, ilyen lenne a DSE-hez kapcsolodo gHirietve embsok esetéen az EJC.
Ezek vagy a marking esélyét novelik (DSE), azaltalgy a UPF1 koncentrcidjat a
terminalodo riboszéma kozelében jetesen novelik, vagy az NMD kdvetk&zépésének,
az NMD komplex kialakulasanak sebesseégét gyorditaeJC) (Rajz 6) (109).

A UPF1 kotdés még nem feltétlenil eredményezi a mRNS deg@édacAz NMD
irreverzibilis lépése a funkciondlis NMD komplexakikulasa (gyakran licensing-ként
utalnak rd) (110, 142). Ele$ben a UPF1-2-3 fehérjék alkotjak a funckionalis NMD
komplexet. Az eRF3 kotott UPF1 kotné a URK2majd az rekrutalnd a UPF3-at (Rajz 5).
Allatokban a UPF1, 2 és 3 komplex kialakulasa a URFterminalis régidjanak SMG1

altali specifikus szerineken tori@roszforilaciojat eredmeényezi. A jelenlegi elképamak
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szerint a UPF1 foszforilacidja lenne a funkcionah8VID komplex kialakulasanak
kulcslépése (Rajz 6) (110).

Emlos NMD korail szakasza

b Mammals

Cyrapiam

= IS, BT
« PF7 binding 10 EXC @
» Pioneor roond of translation e

SLEF functicn
GurnE Transtto
terminationiat a PTC

Phosphordstionof BC-hound
IPF by SMGT

Rajz 6, Az eni NMD korai szakasza.
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Elesztben és gerinctelenkben az elképzelések szerintFd @Rpveten szabad formaban
koti az eRF3-et, mig eddokben a UPF1 a SURF komplex része, mely a UPFazet,
SMG1-et, az eRF1-et és eRF3-at tartalmazna (Ragzmbpsokben a feltételezések szerint a
SURF komplex kénnyen kapcsolddik a stop kodonheaz att a marking gyors, az efsl
NMD hatékonysagat alapvwetn nem ez hatarozza meg (79). Bsokben az NMD
sebességmegszabo 1épése a UPF1-2-3 kapcsolatulkéslaklehet. Ezt gyorsitana fel a
3'UTR-ban lokalizalt EJC-UPF3-UPF2 komplex, feltélemn azaltal, hogy néveli a UPF3 és
2 koncentraciét a terminalédo ribszéma kornyezetébta kialakul a UPF1-UPF2-UPF3
kapcsolat, az SMG1 foszforilalja a UPF1-et (Raj{7®).

Az embs NMD kulonleges, bar vitatott vonasa, hogy a pawnganszlaciohoz
kapcsolodik. Elképzelések szerint, a CBP80 fatilida SURF komplex kédését a
terminal6doé riboszomahoz és jelésen felgyorsitand a UPF1-UPF2 kotés kialakulasat is
(Rajz 6). Ha a CBC20-80 cap kokomplex lecserédik az elF4F komplexre, a PTC
tartaimd mMRNS-ek védettek lesznek az NMD-vel szamp&l). Bar a CBC komplex

éleszében is megtalalhato, ott ez a fajta NMD specifitaen mutathato Ki.

Az NMD kései szakasza, a PTC tartalmi mRNS-ek degdacioja

Az NMD kései szakasza a PTC tartalmi mRNS-ek dégiép. Elesziben az NMD
komplex kialakulasa a PTC-t tartalmazé transzkigddenilaciétél fliggetlen decapping-jét
idézi eb. A cap nélkili transzkriptumokat az XRN1 (a novér¥RN4 ortologja)
citoplazmas 5’-3’ exonukleaz gyorsan lebontja. 8amla decapping-XRN udtvonal az élészt
fé6 NMD degradacios rendszere, ennek hianyaban az Niget mRNS-ek felgyorsitott
deadenilaciot koveét 3'-5’ exonukleolitikus Gton (az exosoma réven)léomolhatnak
(Rajz 5) (24).

Emlésokben a foszfo-UPF1 legalabb harom alternativatkgios utvonalat aktivalhat. A
foszfo-UPF1-hez kapcsoldédhat az SMG5-7 heterodiaeEMG6, illetve a PNRC2 fehérje
is. Az NMD kései lépéseit mesterséges kotési, tethpekisérletekben vizsgaltak. Mivel az
SMG7 az egyetlen olyan eésl NMD faktor, amelynek 5'UTR-hoz kétése is a target
transzkript gyors degradacidéjat idézté, ezt gondoljak, hogy az SMG-7 kdés az NMD
kései, irreverzibilis 1épése (151). Az SMG7 N-temalis 14-3-3 doménje képes foszfoszerin
kotésre, mig a C-terminalis régidja a target trenpzdegradaciojaért felel (151). Mindezek

alapjan feltételezik, hogy a C-termindlis szerinekeszforildlt UPF1-et az SMG7 14-3-3
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doménje révén koti, majd az SMG7 C-termindlis riggeiz NMD komplexhez kapcsolodo
PTC tartalmu transzkript gyors degradaciojat idgé&i Az SMG7 kivaltotta degradaciéhoz
kell a decapping rendszer és az XRN1 is (Rajz F))1

Emlos NMD kesei szakasza
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Rajz 7 ,Az enib NMD kései szakaszZ&. PNRC2 utvonal nincs feltlintetve.

25



dc_34 10

Az SMG7 P-bodiekban -ezekben az elvalaszt6 membradkili citoplazmas
kompartmentekben, amelyekben a transzlaciésan tgadtNS-ek, illetve a mMRNS
degradacio enzimrendszerei koncentralodnak- |okdldik, £t képes az egyebként
citopazmas UPF1 és SMG5 fehérjéket is a P-bodylbaalizalni (54). Az vitatott, hogy a
P-body a lebomlas helye vagy csak a transzlacigsdolt, illetve degradaciéra kijelolt
MRNS-ek tarhelye (48). Lehetséges, hogy az SMGukigth lebomlashoz a decapping-
XRN1 degradéaciés at ugyan nélkilozhetetlen, de gratkicid els |lepése mégis a gyors
deadenilaci6. Ezt alatamasztja, hogy mind a Pandrmi CCR deadenilaciés komplexek
kellenek az NMD-hez, illetve az, hogy a P-bodybayesgvélemények szerint csak
deadenialt mRNS-ek juthatnak be (134, 176).

Amennyiben a foszfo-UPF1l-et az SMG7-tel és az SNEbSokon SMG6 fehérje koti, a
degradacio a target transzkript PTC kozeli endaalkikus hasitdsaval keddik (Rajz 7).

A 3’ hasitasi terméket az XRN1, mig az 5’ hasitésnéket az exosoma bontja el (46, 114).
Feltételezések szerint, az SMG6 14-3-3 domén sriak#pved szerepet jatszik a foszfo-
UPF1 kotésében. Végul a foszfo-UPF1-et kotheti &ER fehérje, amely kapcsolodik a
decapping komplexhez (nem mutatva). Elképzeléseliriza PNRC2 kdtés a mRNS gyors
deadenilaciotdl fuggetlen decappingjét és XRN1-m@iéali degradaciojat eredményezheti
(34). Drosophilaban az SMG7 hianyzik, ottéadegradacios utvonal az SMG6. Az SMG5
es 6 kot egy PP2A foszfatazt, amely a UPF1 defosxéadjaért felebs, ezaltal bizositja a
UPF1 reciklizalasat (168). Azt nem tudjuk, hogy &RZ2 utvonal esetén hogyan
defoszforilalodik a UPF1.

Az NMD altal szabalyozott vad gének, illetve az NMLlkerilés

Az NMD hibaelharito feladata mellett alapf§etzerepet jatszik szamos vad gén
szabalyozasaban is. Ezek a gének két csoportrdhabdkt direkt és indirekt NMD
targetekre. A direkt NMD targetek mRNS-ei NMD cilemeket hordoznak, ezek mRNS-
eit az NMD kozvtelenll tamadja, mig az indirekigetek az NMD direkt targetek altak
szabalyozott gének. Az NMD szabalyozast az teswideé, hogy az NMD sohasem vezet
null-fenotipushoz, a mMRNS-nek legalabb egyszerspiatodnia kell a PTC azonositashoz.
Raadasul, ha az NMD cisz elem nem nagy@s,epl. a 3'UTR nem nagyon hosszu, akkor
az NMD csak viszonylag gyengén tamadja a transzkript, a target mRNS szint elég
magas lehet. Erre szamos tovabbi szabalyozasi tépésilhet, pl alternativ poliadenilacios

helyek hasznalataval egy géhreltéls NMD érzékenyséfy igy eltéb stabilitasu
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transzkriptumok keletkezhetnek (59). Az NMD vad géntrolljanak egy érdekes formdja,
amikor egy fehérje sajat alternativ splicing-jaguidlja, a fehérje koti a sajat mRNS-ét és
annak olyan alternativ splicing-jat indukalja, ajm@&TC tartalmid NMD target mRNS-t
eredményez (90, 130). Ezt természetesen az NMDszenczonositja és degradalja. Ez az
autoregulacios ciklus eggoknél és ndvenyeknél is megfigyelhet

Hasonlbéan érdekes kérdés, hogyan képesek egyesziriptumok elkerilni az
NMD-t. Ugyanis pl. annak ellenére, hogy a Drosagitein a PTC azonositas alapja a hosszu
3'UTR, szamos Drosophila mRNS 3'UTR-ja nagyon hassie ezek mégsem célpontjai az
NMD-nek. Az NMD elkeriilésnek tobb oka lehet. Ameilmeyn egy mRNS fél-életideje
nagyon rovid, ezt nem befolyasolja az, hogy NMDpoét-e. Elképzelhétaz is, hogy a
3'UTR ugyan hosszu, de a masodlagos szerkezeta,digagy a PABP kozel kertl a stop-
hoz (47). Feltehéen ez a helyzet akkor is, ha a PTC nagyon kdzebvstarthoz, ilyenkor
az NMD rendszer nem képes felismerni a PTC-t (T&lan azért, mert az iniciacios
komplexhez kapcsol6do PABP fizikailag kézel vanT&CPhez (lasd kébb). Lehetséges az
is, hogy a 3'UTR tartalmaz egy szekvenciaelemeglget egy a transzlacio terminacidjat
(a PABP helyett) stimulalo fehérjét kot, igy a teratio a hosszu 3'UTR ellenére is
hatékony lesz. Végul NMD antagonistandinik a transzlacios read-through is. Read-
through akkor kovetkezik be, ha a stop szekvenoiatdktusa kedvéilen, igy az eRF1
nem tud kdéédni a stop kodonhoz, helyette viszonylag gyakrahQ%) egy a stop kodonnal
részlegesen komplementer tRNS ddik be, ami a transzlacio kovetkezstop kodonig
tortéry folytatasat eredmeényezi. Amennyiben egy PTC ikedvestlen kontextusban van,
a read-through viszonylag gyakori lesz, ami kimetitaz NMD targetet (70).

A ndvényi NMD rendszer

A program megkezdésekor csak annyit lehetett tudogy az NMD rendszer
novényekben is kodik, hiszen a sz6ja Kunitz tripszin inhibitor és bab
phytohemaglutinin (PHA) gének esetében is bizotigko hogy a PTC-t hordoz6 mRNS-
ek degradacioja gyorsabb, mint a vad tipusi mRNS{&K, 153). Mivel ezek a gének
intron-mentesek, tudni lehetett, hogy a novényi NMéndszer intronok nélkil is
miikoddhet. A ndvényi NMD molekularis mechanizmusaridzent semmit sem tudtunk,
sem a cisz, sem a transz elemeket nem azonosjtégdlermészetesen a névényi NMD

mukodéséil, szabalyozasarol sem rendelkeztiink ismeretekkel.
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CELKIT UZES

1, Mivel a program indulasakor mar szamos novéiysvaltal kddolt silencing szupreszort
ismertek, ugyanakkor a silencing szupreszido mobekulalapjai ismeretlenek voltak, célul
taztik ki egy silencing szupresszor azonositasatekoutdris hatasmechanizmuséanak és
evoluciojanak tisztazasat.

2, Mivel az NMD az egyikssi eukaridta quality control rendszer, melynek nuégiéél
névényekben szinte semmit sem lehetett tudni, ¢é&ttilik ki a ndvényi NMD cisz és transz
faktorainak azonositaséat, illetve a noévényi NMD ekoillaris mechanizmusanak és

szabalyozasanak a feltarasat.

ANYAGOK ES MODSZEREK

ANYAGOK
1. Baktériumtorzsek
A klonozashoz aZ. coli DH5a torzsét hasznaltuk. A binaris plazmidokat coli-bol
kunjogacidval juttattuk &t agrobaktériumba. Az agfitirAciés kisérletekhez az
Agrobacterium tumefacien€58C1 torzsének egy olyan valtozatat hasznéltoleha a
pCH32-es plazmidon extra VIR géneket tartalmazott.
2. Novények
Az agroinfiltraciés kisérletekdtlicotiana benthamian&ad dohany ndévényeken végeztuk.
A mutans vizsgalatoknal arabidopsis thalianaColumbia’ 6kotipusat hasznaltuk.
3. Konstrukciok
A felhasznalt konstrukciok leirdsa az adott cikleskimegtalalhato.
FELHASZNALT MODSZEREK

Agroinfiltralas és vizudlis értékelés

Az agroinfiltralashoz azA.tumefacienstelepeket folyékony, szelektiv taptalajon
neveltik, Ulepitettik, majd a fémbképességet novelacetosziringont tartalmazé oldatba
vettik vissza. A kilonbdzAgrobacteriumokainfiltralas ebtt egy szuszpenzidba kevertik

0ssze, majd a keverékeket a gazcserenyilasokorszkéreinjektaltuk. Az infiltralt
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novényeket 21°C-on fitotronban 3 napig neveltuk. iAfitralt levelet kézi UV lampaval
ertékeltik.
A novények fedizése virusokkal

A virusferbzésekhez in vitro transzkriptumokat, vagy virus extraktokat
hasznaltunk. Az egyes virusfézési rendszerek az adott cikkben megtalélhatoak.
Virus-indukalta géncsendesités (VIGS)

Kb. 3 hetesN. benthamianandvényeket infiltraltunk egy haromkomponéns
Agrobacteriumeleggyel. Az elegy etskomponense a pBin P14 silencing szupresszort
hordozOAgrobacteriummig a masik két komponense a TRV virus 1-es-&sRNS-ének
megfeleb cDNS-t tartalmaz@\grobacteriumvolt. A TRV 2 szarmazékai tartalmazzak a
PDS és kittni kivant névényi gén egy-egy regidgdt) (

Northern blot analizis

Az RNS kivonatokat denaturdlé gélben futtattuk mdaottoltuk, majd UV
keresztkotéssel rogzitettik. A radiokativ probaRP€rmekél készitettik. A radioaktiv
jeleket Amersham Biosciences gyartdo Storm 840 srkeivel detektaltuk, és ImageQuant
szoftverrel értékelttik. A kvantitativ northern \gasatokhoz befs kontrollt hasznaltunk. A
kilonbod kisérletekben hasznalt kvantitativ és szemi-ktaiiti RT-PCR-ek leirasai az
adott cikkben talalhatoak.
Fehérje-RNS koétési reakciok (EMSA: gel mobilitytstgsay)

A hosszl kétszali RNS préba készitéséhez T7 &N polimerazzafP-UTP
beépiilésével komplemeniervitro transzkriptumot készitettiink. A sSRNS probafiezy-
ATP izotoppal jeldlt mesterséges RNS oligonuklemitat hasznaltunk. A koteési
reakcidban kb hosszU dsRNS-t vagy sRNS-t adturdl fehérjekivonathoz, inkubaltuk,
majd nativ gélen véalasztottuk el (103).
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
Az értekezésben a novényi RNS metabolizmussal kégdos munkaink koézdl keét
egymashoz csak kozvetetten kapcsolddo részt mubetohz eredmények élsészében a
névényi RNS silencing szupresszidjaval kapcsolatoskainkat foglalom 6ssze (1.), mig a
masodik részben a novényi NMD rendszer molekuldrislogiajaval kapcsolatos
erdményeinket ismertetem (I1.).
|. Hogyan szupresszaljak a ndvényi virusok a gazdaNS silencing antiviviralis
védekezési rendszerét?

Amikor csatlakoztam az MBK-ban Dr. Burgyan Jézsefzetésével dkods
Noveényi Viroldgia kutatocsoporthoz, a csoport masdel ideje foglakozott a ndvény-
virus kapcsolat molekularis biologiajaval. A csdpoelsisorban a CymRSV-
N.benthamianavirus-gazda rendszer kapcsolatat vizsgalta alapoga Cymbidium
ringspot virus (CymRSV) -a pozitiv szald RNS virusok egyik modejanizmusa-
hatékonyan feéizi a N. benthamianagazdandvényt, a virus mar a éadst kovet elsh
napon (1dpi) kénnyen detektalhaté az inokulalt lekieen. Két nap mulva a virus az egész
inokuldlt levélben elterjed, majd az 5. napon auvimér kimutathaté a szisztemikus,
kezeletlen levelekben is. Két hét utan a viruéys eds nekrozisokat okoz, a
gazdandveny elpusztul. A 90-es évek végeén valgodaa, hogy az RNS silencing rendszer
a novények leghatékonyabb altalanos antivirdlisdseare, ezért a névényviroldgusok
jelents része, igy a Novényi Viroldgia csoport is, argilag rendszer vizsgalatat allitotta
kutatdsai kozéppontjaba. Mivel ismert volt, hogyNa benthamiandan a silencing
rendszer igen aktiv, feltételeztik, hogy a gyorshégkony CymRSV fefzéshez a
silencing antiviralis rendszer szupresszidja (vagy silencing rendszer elkerilése)
szikséges. A program megkezdésekor mar ismeragalt, hogy szamos virus expresszal
silencing szupresszor fehérjéket, de a gatlas mi@dek mechanizmusarél semmit sem
lehetett tudni. Mindezek alapjan programunk fcélla a CymRSV silencing
szupresszoranak azonositasa, a szupresszié moiskalapjainak tisztazasa, illetve a
I.1. Az agroinfiltrdcion alapul6 silencing tesztremdszer és a CymRSV P19 szupresszor
azonositasa

A program kezdetekor mar ismert volt, hogy a sfiedszésen kivil mas médon is,
pl. agroinfiltracioval (lasd lent) is kivalthaturdilencing valaszt (159). Raadasul azt is

igazoltédk, hogy az agroinfiltracion alapulé silamgirendszerek alkalmasak mind a sejt-
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autondm (a silencing abban a sejtben hat ahol altGivmolekula jelen volt), mind a
szisztemikus silencing vizsgalatara (a silencingakd molekuldja eredetileg mas
sejtekben volt jelen, de a szisztemikus silencinigrelok hatasara a silencing tovabbi
sejtekben is kialakul), és fel lehet hasznalni ldrésilencing szupresszorok gyors
azonositaséra is.

Az agroinfiltracios silencing rendszerek (Eredményle Abra A) legegyszébb
valtozata, amikor vad (vagy GFP transzgénikdk) benthamianandvények leveleit
infiltrdljuk egy olyan agrobaktériummal, amelynek BDNS régiojaba egy és
promoéterrel regulalt zold fluoreszcens proteint®édgén van beépitve (GFP konstrukcid)
(20). Az agroinfiltraciéo soran a GFP a regulalé ksemciakkal egyitt bejut a néveényi
sejtek sejtmagjaiba és ott aktivan transzkript&lodyy az infiltralt foltban 2-3 nap utan
nagyon efs GFP tranziens expressziot észlelink. Azonbanrég &FP expresszid
intenziv silencing valaszt valt ki, ezaltal a 3pnadn a GFP mRNS szint gyorsan csokken
és megjelennek a silencingre jelleimziRNS-ek. Ez természetesen a z6ld fluoreszcencia
gyors gyengiilését eredményezi (Eredmények 1. Abréel& panel és B). A jelenség
hatterében feltehén az all, hogy a GFP transzkriptumok egy kis reédrarans (talan a
transzkriptumok polyadenilacidja vagy a cap stredgal hibas), és ezek az aberrans RNS-
ek indukdljak a silencing valaszt. Feltételezikgh@z aberrdns mRNS-ek templatjai a
gazda RNS-fugg RNS polimeraz (RDR vagy RARP) rendszerének, ambazrans RNS-
ekhez komplementer szalakat szintetizal, igy dskRk&-készit. Ezeket a DICER hasitja
rovid, 21-26 nt ds siRNS-ekké (& benthamianasilencing Gtvonalai nem ismertek, azt
sem tudjuk pontosan hanyféle DICER-t, RDR-t vagyQAGtartalmaz a genomja, ezért
altalanosan DICERSéI, RARP-6I, AGO-rol irok). A siRNS-ek szétvalnak, és vegul
egyszalu formaban beépiilnek a silencing végrelkajidplexeibe, igy a RISC komplexbe
is. A RISC-be beépilt egyszali siRNS felismeri devkomplementer mRNS-eket
(silencing célpont, target mMRNS-ek), azokkal RN®lexet képez. A RISC a mRNS-eket
a siRNS-mRNS duplexek kb. kdzepénél hasitja, dzaltsilencing ebben az esetben a
kivalté aberrans RNS-ekkel szekvencia hasonlosagoatdo vad mRNS-eket inaktivalja. A
rendszer rendkivil hatékony t6bbek kozott azémet az RARP az elvagott mRNS-@kr
Ujabb dsRNS-eket szintetizal. Lehetséges az isy rogiRNS-ek képesek kdzvetlendl
kapcsolodni és szekvencia-specifitast biztositani RiIRP-nek, igy az nem csak az
aberrans, illetve elhasitott mMRNS-&khanem a vad tipusi mMRNS-8kis képes dsRNS-t
szintetizalni (43). Az agroinfiltracion alapul6 esiicing rendszer esetén tehat tobbféle

pozitiv visszacsatolasi mechanizmus isikidhet, igy a GFP mRNS degradacio igen
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hatékony lehet. Ezt a rendszert lehet felhaszrsdlieimcing szupresszorok azonositasara is
(Eredmények 1. Abra A, falspanel és B). Ugyanis, ha a GFP-vel egyiitt infilin&k egy
masik agrobaktériumot, amely egy silencing szup@sgént hordoz, az infiltralt foltban a
szupresszor megakadalyozza a sejt-autondm GFRisdehkialakulasat (20), igy a GFP
MRNS szint magas, a z0ld fluoreszcencia pedig ararad, és nem jelennek meg a GFP-
eredeli SIRNS-ek (Eredmények 1. Abra B).

Novéenyekben a silencing nem sejt-autondm rendgzeagroinfiltraciés silencing
rendszer alkalmas a szisztemikus silencing tanuwo#asara is (Eredmények 1. Abra A,
alsé panel). Ha GFP transzgénikus novényeket didndlunk GFP-vel, az infiltralt
foltban itt is eés GFP expressziot tapasztalunk. llyenkor a sefirairh silencing
kialakulasa gyorsabb, mint amikor vad névényekéttialunk. A f6 kilonbség azonban
az, hogy a GFP transzgénikus noévények infiltracegatén a szisztemikus silencing is
nyomon kovethét Az infiltralt foltban kialakulé sejt-autoném sileing soran mobil
silencing szignalok is keletkeznek, amelyek a kégeltavoli nem-infiltralt szovetekben is
GFP silencing kialakulasat eredményezik (helyi ésskhutava szisztemikus silencing). A
helyi szisztemikus silencing jellezinete az infiltralt folt kéruli 10-20 sejtsoro$rken
kialakulé vorés giirii, ami az infiltralt sejtekben képdé mobil silencing szignal
terjedését mutatja. A mobil szignél a kornyesejtekben a GFP inaktivacidjat, igy a zold
fluoreszcencia eltiinését okozza. Ennek kbévetkezenanydros autofluoreszcenciat mutato
gytri megjelenése (Eredmények 1. Abra A, alsé panel)é# Gilencing szignal hosszu
tavon is képes mozgasra, egy-két hét elteltévels $zisztemikus leveleken is kialakul a
GFP silencing. Ez a zdld fluoreszcencia eltiinéséiletve a vorés autofluoreszcencia
terjedésével konnyen nyomon kdvethes GFP silencing kezdetben csak a levélereknél és
kornyekiukon lathato, kébb azonban a teljes levéllemezenimk a GFP expresszio
(Eredmények 1. Abra A, als6 panel és C). Ha egy @&BRszgénikus novényt egyiitt
infiltralunk egy olyan szupresszorral, ami a tragesz indukalta szisztemikus silencinget is
befolyasolja, a vords dgyi és/vagy a felslevelek silencingje elmarad (20). Ezt a GFP ko-
infiltracion alapulo silencing szupresszor azonbskndszert probaltuk felhasznalni a
CymRSYV szupresszoranak azonositasahoz (137).

A CymRSV valamennyi ORF-jét agrobaktérium bindekterba klénoztuk, majd a
CymRSV géneket egyenként ko-infiltraltuk GFP-velkidénb6d ORF-ek ko-infiltracidja
elté hatasokkal jart (pl. az ORF1&eljesen nekrotizalt stb.), de csak az ORF5 ko-
infiltraciéja modositotta a GFP indukalta silencimglaszt. Az ORF5 egy 19 kDa-os
fehérjét kédol (P19). Vad tipudd. benthamianandvényeket ko-inifltrdltunk GFP-vel és
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P19-cel (GFP+P19), illetve kontrollként, csak GFR®-infiltraltuk. Varakozasainknak
megfeleben a csak GFP-vel infiltralt foltban 3 nappal afilticiot kovetben mar efs
sejt-autonom silencing alakult ki, azaz a GFP mR3g#t alacsony volt, mig a GFP-
eredeli siRNS-ek nagy mennyiségben akkumulalodtak. Ennedgfeteben a zold
fluoreszcencia a 3. nap utan gyorsan halvanyukteEzzemben a GFP+P19 ko-infiltralt
foltokban GFP-eredétsiRNS-ek kimutathaté mennyiségben nem akkumulalgdtnnek
megfeleben a GFP mRNS szint magas, a zo0ld fluoreszcencdig peibs maradt
(Eredmények 1. Abra B). Megallapithattuk tehat, \nag P19 hatékonyan gatolta a
transzgén indukalta sejt-autoném silencinget.

A P19 szisztemikus silencingre gyakorolt hatasaP Ganszgénikus névények ko-
GFP-vel, illetve ko-infiltraltunk GFP+P19 konstruékkal. Kimutattuk, hogy a P19 ko-
infiltralt levélrészekben a zold fluoreszcenciadaan efs maradt, és sem a vorosigy,
sem a fel§ levelek vorosodése nem kovetkezett be (Eredméhydiora C). Azaz, a P19
hatékonyan gatolta transzgén-indukalta helyi éshidava szisztemikus silencinget is
(137).

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a CymRSV eéhéfjéje koziul a P19 az
egyetlen, amely képes a transzgén-indukalta siigeti szupresszalni. A P19 viszont
hatékonyan gatolta mind a transzgén-indukaltaadjgnom, mind a transzgén-indukalta
szisztemikus silencinget is. Korabban kimutatta&igyn a kdzeli rokon TBSV Tomato
bushy stunt tombusviru®©RF5-je altal kdédolt P19 fehérjéje agroinfiltrdsikisérletekben
szintén silencing szupresszorként viselkedett, azakombusvirusok esetén az ORF5
(altalanosan) silencing szupresszor fehérjét koHal.6sszhangban volt azzal a korabbi
eredménnyel, hogy az ORF5 koédolt Tombusvirus fékémpatogenicitasi faktorok,
jelenlétik a fetizéshez ugyan nem nélkil6zhetetlen, de a tinetéksé&gét doen

meghatarozzak.
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Eredmények 1. Abra A CymRSV P19 hatékony gatolja transzgén indulsilémcinget. &) A GFP ko-
infiltracion alapulé silencing szupresszor tesziszer. UV fényben a val. benthamianas6rosen, mig a
GFP transzgénikus novény zolde(se)n fluoreszkal. agroinfiltrdlt GFP efs zdld fluoreszcenciat
eredményez. Az infiltralt folt halvanyulasat, majirts fluoreszcencigjat a sejt-autondém silencingzak. A
GFP transzgénikus novényeken az infiltralt folt (kor,vorés” gyiri kialakulasa a helyi szisztemikus
silencing, mig a fets nem-infiltralt levelek terjed vords fluoreszcencidja a hosszutava szisztemikus
silencing megnyilvanulasgB) A P19 ko-infiltracié gatolja a sejt-autonom silemg kialakulasat. Vad\.
benthamiananévények leveleit GFP konstrukciéval (-) infiltngk, illetve GFP és P19 konstrukciokkal (P19)
ko-infiltraltuk. A fotokat UV fényben 4 nappal anfiltracié utan (4 dpi) készitettiik. 3 és 6 nappal
infiltraciot kovetten RNS mintékat szedtink és normdl, illetve kis RNSthern hibridizaciok soran
elemeztik a GFP mRNS-ek, illetve a GFP-ered8RNS-ek (siRNS) akkumulaciéja(C) A P19 ko-
infiltracié gatolja a helyi és a hosszutava szisileis silencing kialakulasat. GFP transzgénikiis
benthamiananévények leveleit infiltraltuk GFP, illetve ko-iitfaltuk GFP és P19 konstrukcidkkal. A
fotdkat 9 nappal az infiltracid utan készitettiketelend, hogy mig a 9. napra a GFP infiltralt ndvényeken
mar kialakult a sejt-autondm silencing (infiltrédit voros fluoreszcenciaja) mellett a helyi (vOi@diri) és a
hosszltava szisztemikus silencing is, addig a Pd®nfiltralt novényeken sem helyi, sem szisztemikus

silencing nem figyelhétmeg.
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[.2. P19 hidnyaban a szisztemikus silencing hatékgan védi a névényt a CymRSV
fert6zéstl

A P19 agroinfiltracids kisérletekben igen hatékosgupresszornak bizonyult.
Természetesen meg akartuk vizsgalni, hogy milyemeget jatszik a P19 a gazda-virus
kapcsolatban, vajon virusféres soran is hatékonyan gatolja-e a silencing kiddaat.
Ezt a vad tipusi CymRSV és egy a P19-et nem exg@iésmutans virus (Cyml19stop)
osszehasonlito feéizési kisérleteivel probaltuk tisztazni (EredményekAbra A). El$
lépéskeént azt vizsgaltuk, hogyan hat a P19 a wimiskalta sejt-autonom silencingrd.
benthamiangprotoplasztokat fesztink CymRSYV, illetve Cym19stop virusokkal, majd a
fert6zés hatékonysagat normdal northern hibridizaciosgy mivirus-indukalta silencing
intenzitasat kis RNS northern hibridizaciés kisé#éen 3 napig kovettik nyomon
(Eredmények 2. Abra B). Meglepetésre a P19 hiarsm mbefolyasolta a protoplaszt
fertozéseket, a CymRSV és a Cym19stop virus szinteknleso alakultak. Az etsnapon
(1 dpi) még viszonylag kevés virus akkumulalodattmasodik napon azonban mar
mindkét virus szintje igen magas volt, ami adeést koved 3. napon is megmaradt. A
virus-indukalta silencing protoplasztokban hatéladnpizonyult, a viralis sSIRNS-ek mar
az el$ napon kimutathatoak voltak, szintjik a kovetké2t napban ésen emelkedett.
Figyelemre mélté modon, a viralis SIRNS-ek menmyéd¥en sem volt mérkiekulonbség
a CymRSV és a Cyml9stop &ttt protoplasztok kozott (Eredmények 2. Abra B).
Kijelenthetjuk tehat, hogy a P19 a sejt-autonOmussAndukalta silencingre nincs
nyilvanvalé hatassal. Mivel viralis siRNS-ek a villusu virusrdl is nagy mennyiségben
keletkeztek, azt is megallapithattuk, hogy a CymR®xh tudja elkertilni a gazda silencing
rendszerét.

Kovetked lépésként a P19 hatasat teljes-novényiédi kisérletekben vizsgaltuk.
N. benthamianandvényeket fetiztink CymRSV és Cym19stop virusokkal, majd a
tineteket tanulméanyoztuk, illetve az inokulalt esztemikus levelekben a virus RNS-ek
és viralis siRNS-ek felhalmozddasat elemeztik. B&YmMRSV és a Cym19stop f&xbtt
noveények inokulalt és dlsszisztemikus leveleinek tiinetei hasonldéak voltfedézés
tovabbi menete a két virus esetén jeisah eltért. A vad virussal fémbtt névenyek fels
levelei is eés tineteket mutattak és a novény két hét utan aipltsEzzel szemben a
Cym19stop ferizott névények fels levelei egyre gyengébb tiineteket mutattak, végul a
gazdanévény kigyogyult (recovery) a faréstdl (Eredmények 2. Abra C). A tiinetek

csokkenésével 6sszhangban, asfédselekben a Cym19stop virus szint egyre alacdamya
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volt, az 5. és 6. szisztemikus levelek mér tinetesrek bizonyultak. Ezekben a
levelekben a virus mar alig volt detektalhato (Brédyek 2. Abra D). Megallapithatjuk
tehat, hogy P19 hianyaban a gazda antiviralis mards megvédik a ndvényt a virustol.
Mivel a P19 agroinfiltracios kisérletben hatékomymresszornak bizonyult, feltételeztik,
hogy a szisztemikus silencing fontos szerepet hjatsa Cym19stop feizott ndvenyek
kigyogyulasdban. Ezt ellérizendd, CymRSV és Cym19stop férott ndvenyek inokulalt
és el$ szisztemikus leveleiben tanulmanyoztuk a virustk@dta silencing intenzitasat oly
modon, hogy 6sszehasonlitottuk a viralis siRNS#/irgenomi RNS-ek aranyait.
Feltételeztilk, hogy ha a P19 szerepet jatszik asiyirdukalta szisztemikus silencing
szupresszidjaban, a Cym19stop dedtt novényekben a szisztemikus silencingsebb
lesz, ami magasabb siRNS/genomi RNS aranyt eredzaenyarakozasainknak
megfeleben a Cyml9stop fefzott novények els szisztemikus leveleiben a
siRNS/genomi RNS arany magasabb volt, mint a CymR&W%zo6tt ndvények azonos
leveleiben (Eredmények 2. Abra E). Ezek az eredeiéayt sugalljak, hogy a szupresszor
nélkali virussal fekiz6tt névéenyekben a virus-indukalta szisztemikusnsihg rendszer
képes megvédeni a novényt. Ezzel szemben a vadutipirusferdzés soran a P19
hatékonyan szupresszalta a szisztemikus silencinggy az nem volt képes
megakadalyozni, hogy a virus az egész novénybenegljen és nekrotizalja a gazdat.
Azaz N. benthamian&CymRSV gazda-virus rendszer esetén csak a szikzeisilencing
képes hatékonyan gatolni a virusdesdst, a sejt-autondém silencing protoplasztokban nem
bizonyult elég hatékony antiviralis mechanizmusr{dB7). Ez azonban nem minden
gazda-virus rendszerre igaz, pl. amikor dohanyoptatsztokat fetiztek TEV potyvirussal,

a HcPro szupresszor mutans virus adftt protoplasztokban nagyon alacsony szinten
expresszalodott, mig a vad virus replikacidja igetékony volt, a vad virus titere a
protoplasztokban igen magas volt. Azaz, a kllédbgazda-virus rendszerekben a

silencing rendszer mas-mas elemei jatszhatnak régliza antiviralis szerepet.
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Eredmények 2. AbraA P19 hianyaban a szisztemikus silencing hatékongali a névényt a CymRSSI-t

(A) A CymRSYV, illetve az inaktiv P19-et hordozé Cymb@smuténs virus genomszergdese.(B) A P19
hianya nem befolyasolja a virus-indukdlta sejt-aatn silencinget.N. benthamianaprotoplasztokat
fertéztiink CymRSV és Cymlgstop virusokkal, majd nortiebmidizaciokkal vizsgéltuk a virus RNS-ek és
jeléltik. (C-E) P19 hianyaban a névény kigyogyul (recovery) a véézéstdl. N. benthamianadvényeket
fert6ztink CymRSV és Cym19stop virusokk@l) A foték 14, illetve 20 dpi-nél készultek. A Cym18pt
fert6zott ndvények szisztemikus leveleit kiilon is fotdzta szamozas az inokulalt levél felettiéeteem-
fertgzott, szisztemikus level@tindul felfelé. (D) A Cym19stop szint a szisztemikus levelekben (1gfye
csokken. 30 nappal a fémés utdn a kigyogyult novények szisztemikus lebélemeghatéaroztuk a
Cym19stop RNS-ek mennyiséget. Az 5. és 6. levékagatilag tiinetmentedE) A Cym19stop fedzés
esetén a silencing vélasz hatékonyalib.benthamiananévényeket fefiztiink CymRSV és Cym19stop
virusokkal, majd 7 nappal a fézes utan az inokulalt (i) és az &kzisztemikus (s) levelekbnormal és kis
RNS northern hibridizaciokat végeztiink. A silencimgenzitadst a siRNS/genomiRNS hanyados alapjan
becsulhetjik. Két-két ndvény mintait mutatjuk, gdk csatorna hanyadosat 1-nek véve adjuk meg a tébbi
értéket. Kiemelent] hogy az egyeitl virus genomi RNS szintek eléréséhez élt@ennyiség total RNS
felvitelére volt sziikség, hiszen -kulondsen a s$emikus levelek esetén- a Cyml9stop szint joval

alacsonyabb, mint a CymRSV szint.
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[.3. A P19 egy méretszelektiv dsSRNS-kétfehérje

Kimutattuk, hogy a P19 egyds silencing szupresszor, amely latvanyosan gaolja
transzgén indukalta sejt-autonOm és szisztemikusncsnget, illetve hatékonyan
szupresszalja a virus-indukalta szisztemikus sitget is, ezaltal segiti a virus terjedését
és felebsiti a tineteket. Mivel a P19 szamos silencing i@t gatolt feltételeztik, hogy a
P19 a silencing rendszerek egyik alapyéizos elemét tamadja. Ebben agswhkban a
novenyi silencingben résztvégénekél meg szinte semmit sem lehetett tudni, ezért a P19
silencing génekre gyakorolt esetleges hatasat resggom lehetett vizsgalni. A silencing
egy RNS-alapu génszabalyozasi rendszer, ezértddivit, hogy a P19 esetleg a silencing
rendszer egyik kdzponti RNS-komponensére hat. Msgaltuk tehat, hogy a P19 képes-e
RNS kotésre, és ha igen, milyen RNS-eket kot (1&7)coliban GST fazios fehérje
form4jaban termeltettink P19-et, majd a fuzids flehBNS ko6 képességét vizsgaltuk
EMSA (electrophoretic mobility shift assay) kiséele soran. A P19 nem kotott sem
hosszl egyszall (ss), sem hosszu kétszall (ds)R&tEredmények 3. Abra A), és nem
formalt komplexet a révid, 21 nt ssRNS-ekkel sere@@ények 3. Abra B, csatorna 2).
Ezzel szemben a P19 hatékonyan kotdtte a silenlegggllegzetesebb molekuléit, a
3'végén két nt tulnyuld szekvenciat horddzo6 21 siRS-eket (ds siRNS) (Eredmények
3. Abra B, csatorna 5). Ennek alapjan levonhattrtkaakovetkeztetést, hogy a P19 egy
méretszelektiv dsSRNS-kifehérje, amely specifikusan koti a silencing komogekulait, a
21 nt ds siRNS-eket. Kordbban hasonl6 méretszelestRNS-kdd fehérjét nem irtak le,
az addig ismert valamennyi dsRNS-kotehérje szekvencia vagy tovabbi struktira
specifitas nelkil kotétt barmilyen dsRNS-t, ha Brteegy kritikus hosszt (hosszu dsRNS-
kot fehérjék. pl. a Reovirus3 dsRNS-kad fehérjéje hatekonyan két minden legalabb 40
nt hosszu dsRNS-t, lasd kKéb). Ezzel szemben a P19 csak a rovid dsRNS-ekétt&o
hatékonyan, azaz a dsRNS-kotehérjék egy jellegzetesen Uj tipusat képvisehle (
értekezés tovabbi részeiben a ,méretszelektiv dsikKiB kifejezést a P19-hez hasonlf,
csak rovid dsRNS-eket kidtfehérjekre hasznalom). Joval fontosabb azonbamagy a
P19 specidlis, méretszelektiv dsSRNSékkepessege nyilvanvald és egyszeragyarazatot
kinalt a P19 silencing szupreszidjdnak mechanizrauisa Valészifisitettik, hogy a P19
megkoti a silencing valasz soran keletkeds siRNS-eket, igy megakadalyozza azok
beépilését a RISC (és a tobbi silencing effektommpdexbe, ezéltal hatékonyan képes
gatolni valamennyi silencing Gtvonalat, amelynekegfitasat ds siRNS molekulak

biztositjak (137). Ezt a feltételezést &b Lakatos L. igazolta, aki bizonyitotta, hogy
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virusferzott ndvényekl P19 ellenanyaggal nem csak a virusfehérje, deraisvds
siRNS-ek is kicsaphatéak voltak. Azaz planta a P19 koti a ds siRNS-eket, ami
alatamasztja, hogy a P19 szupresszor hatasa vatodarsiRNS-ek megkotésén alapszik
(89). Ezzel a csoportnak élent sikertlt egy virdlis silencing szupresszor
hatasmechanizmusat feltarni.

Ma mar ismert, hogy a virus (és feltel@t a transzgén) indukalta révid tavu
szisztemikus silencingben a séiftsejtre haladd szignal a ds siRNS (45, 106). Mav&l19
hatékonyan koti a ds siRNS-eket, és mivel a P18sggjes a szisztemikus virus indukalta
silencing gatlasahoz, valoséinhogy a P19 koti a ds siRNS szignalokat, ezaltal
megakadalyozza a szisztemikus silencing kialaktlasa

39



dc_34 10

ds RNA
ssRNA; ssRNA, dsRNA ME

—196— 13 6— 1896—1906

free i B 1005 000K
N , .

ds RNA ss SIRNA ds siRMNAS

free — 49 6 — 19 6 19 19
55 RNA—»

free —p
55 RNA, -4 bound

® B e -
+ free

1 2 3 4 &5 & 7T @8

y 7 10 11 12 : A
234 5678910 Eredmények 3. Abra

Eredmények 3. AbraA P19 egy méretspesifikus dsRNSrKéhérje. A) A P19in vitro nem kot
sem egyszalu (ss), sem kétszalu (ds) hossziu RR&dioaktivan jelolt 116 és 132 nt hosszusagu
egyszaluin vitro transzkriptumokat (SSRNA1 és ssRNA2), illetve ké&h§ vagy kétszalu tompa
végi (ds RNA és ds RNA MB) RNS-eket hasznéltunk az EM8g#érletekhez. Az RNS-eket
onmagukban (-), GST-vel (G), illetve GST-P19 (10ziés fehérjével inkubaltuKB) A P19in
vitro hatékonyan koti a ds siRNS-eket. Radioaktivaritj@tb nt hosszisagu egyszali RNS-eket (ss
SiRNA) és a 3’ végen két nt tdlnyudlast tartalmazb it dsRNS-eket (ds siRNA) inkubaltuk
onmagukban (-), GST-vel (G), illetve GST-P19 fuziésérjével (19). A nem-kotott RNS-ek (free)
mobilitasu joval nagyobb, mint az RNS-fehérje koexeké (bound). A 7-8 mintak kompeticios
kisérletek, azonos, de nem-jeldlt ds siRNS szer&petpetitorként.
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I.4. A hosszu dsRNS-kdit fehérjék is képesek szupresszalni a silencinget

A P19 feltételezéseink szerint azaltal gatoljalensinget, hogy megakadalyozza a
ds siRNS-ek beépilését a silencing effektor konghex A ds siRNS-eket a DICER
hasitja hosszi dsRNS prekurzorokbdl. Feltételetidlgy egy hosszi dsRNS-kdehérje
gatolhatja a silencinget azaltal, hogy megkéti asza dsRNS silencing prekurzorokat, igy
megakadalyozza, hogy ezek kapcsolédhassanak a Di€IERHa ez igaz, barmely
hatékony dsRNS-kétfehérje niikddhet silencing szupresszorként (94). Ezt élizend,
egy bakteridlis (aE. coli RNase Il génjének, rnc), és egy allati virustadrsmazé hosszu
dsRNS-kod fehérje (Reovirus3) silencing szupresszids kapacitdsat viszgéltul &é-
infiltracios kisérletekben (Eredmények 4. Abra A)indkét gén tartalmaz egy a hosszu
dsRNS kotésért felés domént (dsRNA Binding Domain, dsRBD). A kiséréthazért
vélasztottunk baktérium, illetve allati virus erdgdgéneket, mert ezek esetén igen kicsi az
esély, hogy kapcsolddjanak a silencing rendszetrféinez, igy a hatasukat csak az RNS
kotésen keresztul fejthetik ki. Kontrollként az mgyik mutansat hasznaltuk, amely képes
dsRNS kotésre, de nincs RN-az aktivitasa (r70¢tvid negativ kontrollként a3 egy
dsRNS kotésben hibas mutansatcy) haszndltuk (Eredmények 4. Abra AN.
benthamianaeveleket infiltraltunk GFP-vel, illetve ko-infiéltunk GFP+rnc, GFP+r70,
GFP1463 és GFPAc3 konstrukcidkkal, majd a GFP silencinget 3 és f ntan a zold
fluoreszcencia, a GFP mRNS és a GFP siRNS szitéghkaa elemeztik. Az rnc &en
nekrotizalt, igy az rnc ko-infiltralt leveleket ¢s@ napnal lehetett értékelni.

Varakozasainknak megfeteln aAc3 ko-infiltracié nem befolyasolta transzgén-
indukélta silencing kialakulasat (Eredmények 4. d\By, illetve C, bal oldali panel 9-10,
jobb oldali panel 7-8). Ezzel szemben a dsRNS-Kéhéerjek jelenlétében az infiltraciot
kovet 3. napon a GFP fluoreszcencigésabb, a GFP mRNS szint magasabb volt, mint a
csak GFP-vel infiltralt kontroll levelekben (Erednyék 4. Abra B és C, bal oldali panel).
Ez egyiitt jart a GFP siRNS-ek alacsonyabb szintj@zer70 ko-infiltracio viszonylag kis
meértékben, mig az rnc éss8 ko-infiltracio dramaian csokkentette a siRNS ttinBar a
6. napon az r70 hatadsa mar nem volt kimutathaté3am-infiltralt levélrészekben a GFP
aktivitas és a GFP mRNS szint még mindig magas, WRNS-ek pedig csak alig
kimutathatd mennyiségben akkumulalodtak (Eredméngeldbra B és C, jobb oldali
panel). Azaz a heterolog dsRNS-kotehérjek képesek gatolni a transzgén-indukalta
silencinget. Természetesen ezek a kisérletek naroligk, hogy a heterolég dsRNS-&ot

fehérjék valéban a hosszi dsRNS-ek megkotése r@étaljdk a silencinget. Ezt

41



dc_34 10

bizonyitandd, Iétrehoztunk egy GFP inverted refgt konstrukciot, amelybe a GFP egy
csonka darabja mdgé forditott orientacioban betplita teljes GFP szekvenciat. Ezaltal a
képxdo IR transzkriptum hairpin struktarat vesz fel, amiDICER dsRNS-ként ismer fel,
és ds siRNS-ekre hasit. Az igy kéd& siRNS-ek hatékonyan beéptilnek a RISC-be és a
normal GFP mRNS-ek rendkivil gyors degradécidjétikleb. Az IR konstrukciot egyutt
infiltraltuk GFP-vel, illetve ezt az elegyet ko-ltfaltuk a kilonb63 teszt konstrukciokkal
(pl. IR+GFP+rnc stb). Az IR nagyon hatékonyan ir@tiksilencinget, az IR hairpin
transzkriptumok a 3. napon egyaltalan nem voltaeldélhatéak, a GFP mRNS szint is
alacsony volt, viszont a ddn IR-ereddi SiRNS-ek nagyon nagy mennyiségben
akkumulalodtak (Eredmények 4. Abra D, csatorna.li®rmészetesen Ac3 dsRNS
kotésre képtelen kontroll ko-infiltraciéja a GFHescinget ezuttal sem befolyasolta.
Ugyanakkor az rnc, az r70 és3a is hatékonyan gatolta az IR-indukalta silencingeto-
infiltralt mintdkban a siRNS mennyiség jéval alacgabb volt, mint a kontrollban
(Eredmények 4. Abra D, csatorna 3-8). Az r70s8sdsRNS-kdd fehérjék jelenléte nem
csak a GFP mRNS-eket stabilizalta, de az IR hatmainszkriptumokat is (Eredmények 4.
Abra D, csatorna 3-4 és 7-8). Azaz, ezek a fehérgdéban a hosszi dsRNS prekurzor
megkotése révén szupresszaljak a silencinget. Akaornfiltracio nem vezetett a hairpin
transzkriptumok felhalmozédasahoz, de ez nem méghepzen ez egy dsRNS-eket hasitd
RN-azt kodol. Az rnc valészinileg koti és degraalédjaz IR transzkriptumokat.

Kimutattuk tehat, hogy a hosszi és a méretszeladsRNS-kod fehérjek is
képesek hatékonyan szupresszalni a ndvényi silgnendszert. A hosszi dsRNS-kot
fehérjek a DICER-rel versenyezhetnek a silencingkgrzor molekuldiért, mig a
méretszelektiv dsRNS-kit fehérjek a silencing rendszer effektor komplexkeive
versenyeznek a ds siRNS-ekért, ezek a szupresszonsk sSiRNS-ek eltavolitasa révén
gatolhatjak a silencinget (94, 103). Bar ezekbekisgérletekben csak heteroldog hosszu
dsRNS-kod fehérjék transzgén-indukalta silencingre gyakorodttdsat vizsgaltuk, a
késibbi eredmények igazoltak, hogy a viralis silencemupresszorok kdzoétt is vannak
hosszu dsRNS-kbtfehérjék, azaz ez is hatékony szupresszids siadtgdet (103).
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Eredmények 4. AbraA hossz( dsRNS-Kofehérjék is hatékony silencing szupresszorok metket
(A) A GFP ko-infiltracios kisérletekben hasznalt konktiok nem méretaranyos vazlata. Az BR-r
képzdo transzkriptum hairpin struktaraju dsRNS. Az rnE.acoli RNAse Il klénja, amely RN-az
aktivitdssal és egy dsRNS-kadoménnel (dsRBD) rendelkezik. Az r70 RN-4z akéisgal nem bir,
de kot dsRNS-t3, a Reovirus egyik dsRNS-kogénje.Ac3 egy a dsRNS kotésre alkalmatke®
mutans.(B-C) A dsRNS-kdb heteroldg fehérjék ko-expresszidjdnak hatasa a sdERcingre N.
benthamiana leveleket infiltrdltunk GFP-vel (-), illetve kodiftraltuk az A panelen bemutatott
teszt konstrukciokkal(D) A dsRNS-kdbd heterolog fehérjék ko-expressziojanak hatasa a&N8sR
indukélta silencingreN. benthamiana leveleket infiltraltunk IR+GFP-vel konstrukciokk#t),
illetve ezt az elegyet ko-infiltraltuk az A panelbamutatott teszt konstrukcidkkal. A siRNS-ek a
hairpin IR transzkriptumrdl szarmaznak, ezek beggkila RISC-be és hatékonyan degradaljdk a
GFP mRNS-eket. A blott jobb oldalan az IR felirabairpin transzkriptumot mutatja, mig a GFP
felirat a GFP mRNS-ekre mutat. A hibridizaciéhoz & és GFP transzkriptumot egyarant
kimutaté GFP prébat hasznaltuk.
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I.5. Az Aureusvirus P14 egy altalanos dsRNS-kétsilencing szupresszor

A P19 egy méretszelektiv dsRNS-kosilencing szupresszor. Mivel kordbban
hasonldo meéretszelektiv dsRNS-&otehérjét nem irtak le, elemezni kivantuk, hogyan
evolvalodhatott egy ilyen speciadlis dsRNSkotfehérje. Kimutattuk, hogy a
Tombusvirusok tobbi tagjanak ORF5-je is egy-egyohls méretszelektiv. dsRNS-Kot
szupresszort expresszal (nem mutatott kisérledy, nagy valosziiséggel az ORF5 mar a
Tombusvirusok kdzogsében is egy méretszelektiv szupresszort kodol. ddmdoltuk,
hogy a Tombusvirus szupresszorok evoluciojanak negghez szikséges, hogy
azonositsuk és jellemezzik a Tombusvirusok legkbbel rokonainak, az
Aureusvirusoknak -pontosabban az Aureusvirusolstiprusanak @othos latent virus
nak (PoLV)- a szupresszorat (104). Az Aureus- ésnfusvirus genomorganizacio
hasonlo, mindkét viruscsalad genomja egyszalutipoaiientaciojd RNS genom mely 6t
ORF-et tartalmaz (Eredmények 5. Abra A). Ezek szalése és expresszios stratégiaja is
hasonld, bar az egyes fehérjék mérete és szekvelmgegesen eltérhetnek. A
Tombusvirusok és az Aureusvirusok ORF5-je is azBd-agyazodik és eltgteolvasasi
keretben transzlalédik (Eredmények 5. Abra A). Mige€Tombusvirusok esetén az ORF5
altal kodolt P19 a szupresszor, feltételeztik, hmddoLV ORF5-je altal kodolt 14 kDa-o0s
fehérje (P14) szintén szupresszalja a silencirtget.alatimasztotta az a megfigyelés is,
hogy a P14-et nem expresszald mutans PolLV-val (RAYY ferzott N. benthamiana
novenyek, hasonloan a Cym19stop-palé&sitt névenyekhez, kigydogyulnak (Eredmények
5. Abra B). Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a P49 a P14 kozott nyilvanvalo
szekvencia hasonl6sagot a korabbi dsszehasonlitésokalaltak.

A PoLV P14 silencingre gyakorolt hatasaésalor agroinfiltracidos kisérletekben
elemeztik. GFP ko-infiltracios kisérletekkel igamkl| hogy a P14, hasonléan a P19-hez,
hatékonyan gétolja a transzgén-indukalta sejt-autosilencinget. A P14 ko-expresszio
gatolta a GFP-eredet siRNS felhalmozodasat és megvédte a GFP mRNS-eket
(Eredmények 5. Abra C). Kimutattuk azt is, hogy B4 Fhatékonyan szupresszalta a
transzgeén-indukalta helyi, illetve a hosszutaviszaeimikus silencinget is (nem mutatott
Kisérlet).

Mivel a P14 és a P19 az agroinfiltracios szupmssesztekben hasonléan
viselkedett, feltételeztik, hogy a P14 is hatékonyedt ds siRNS-eket. EMSA
kisérletekkel igazoltuk, hogy a GST-P14 fuziés fghérasonléan a GST-P19 fehérjéhez,
koti a 21 nt ds siRNS-eket, de nem formal komplex2i nt sSRNS-ekkel (Eredmények 5.
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Abra D, bal oldali panel). Meglepetésre azonban #18, szemben a G-P19-cel,
hatékonyan kototte a hosszU dsRNS-eket is, azadlda dgy altalanos dsRNS-Kot
fehérjének int (Eredmények 5. Abra D, jobb oldali panel). Mivelviralis fehérjék
gyakran egydttrikodnek mas virusfehérjékkel, illetve gazdafaktomikkovabba mivel
szamos poszt-transzlacios modositas is rész vehefruafehérjék szabdalyozasaban,
felvetodott, hogy a virus expresszalta szupresszorok ikiwégdonsagai eltérhetnek a
baktériumban expresszéalt fehérjéet Ezért megprobaltunk egy a természetes
korilményeket jobban reprezentald kisérleti rendsize felallitani. PoLV, PolL\14,
illetve CymRSV és Cyml9stop virusokkal featiink ndvényeket, majd az inokulalt
leveleki®l készilt fehérjekivonatok dsRNS-Koaktivitasat vizsgaltuk EMSA kisérletek
soran. Kimutattuk, hogy a P14 és a P19 az egyatbRNS-kod fehérje ezekben a
virusokban. Ugyanis, amig a PoLV és CymRSV dtaitt levelekldl készilt fehérje
kivonatok (réviden PoLV és CymRSV extraktok) hatéfan kototték a 21 nt ds siRNS-
eket, a szupresszor nélklli virusokkal deditt levelekldl nyert extraktok nem formaltak
komplexet a ds siRNS-ekkel (Eredmények 5. Abradt,didali panel). A PoLV extrakt
kototte, mig a CymRSV extrakt nem kototte a hosiRINS-eket (Eredmények 5. Abra E,
kozép$ panel), azaz a virus-expresszalta P14 és P19 esmzrok dsRNS kotési
tulajdonsagai és a baktériumban termelt fehérjélediotulajdonsagai megegyeznek.
Igazoltuk azt is, hogy az agroinfiltraciobdl szambaxtraktumok szintén felhasznalhatoak
EMSA kisérletekben. Mind a P14, mind a P19 infittrieveleki®l készitett fehérje
kivonatok (roviden P14 és P19 extraktok) hatékonyaiotték a ds siRNS-eket
(Eredmények 5. Abra F).

A kisérletek ezen pontjan mar ismert volt, hogy &9 Pméretszelektivitasa
rendkivili ebs, a P19 hatékonyan kétotte a 21 nt ds siRNS-ketp#tkal gyengebben a 26
nt ds siRNS-eket. Kivancsiak voltunk, vajon a Pd#&épes-e szelektiven elkiloniteni a 21
nt és a 26 nt ds siRNS-eket. &l¥pésként felallitottunk egy kompeticiés rendszert
amelyben radioaktivan jeldlt 21 nt ds siRNS-ekétulmaltunk P19 extrakttal, illetve az
inkubéacios elegyekhez ndovekwnolaris mennyiségben adtunk jeldletlen 21, illeRént
ds siRNS-eket. Az éretes eredményeknek megfékr azt tapasztaltuk, hogy a P19
hatékonyabban kototte a 21, mint a 26 nt ds siRk&S-diszen a 21 nt ds siRNS-ek jéval
hatékonyabb kompetitornak bizonyultak (Eredményeltira F). Ezzel szemben a P14
extrakt esetén a 21 és 26 nt ds siRNS-ek egyfornadékony kompetitoroknak tlintek
(Eredmények 5. Abra F), megsitve, hogy a P14 valdban egy olyan altalanos dsRNS
kots fehérje, amely méréit fliggetlentl koti a dsSRNS-eket.
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Eredmények 5. AbraA P14 egy altalanos dsRNS-&&tzupresszorA) A CymRSV (Tombusvirus), Rothos
latent virus (PoLV, Aureusvirus) és a P14 mutans PallM genomszervédése.(B) P14 hianyaban a
ndvény kigyégyul (recovery) a féaéslbl. A fotokat 14 dpi-nél készitettikC) A P14 ko-infiltracié gatolja

a sejt-autondm transzgén-indukalta silencing kialiadat. Vad\. benthamiandeveleket infiltraltunk GFP (-

), illetve ko-infiltraltuk GFP és P14 konstrukci@k(P14).(D) A P14 egy méretfliggetlen dsRNS-&ot
fehérje. Jeldlt 21 nt egyszali RNS-eket (ss siRNA3; végen két nt tlinydlast tartalmazé 21 nt dSRMet
(ds siRNA), illetve hosszi dsRNS-eket (144 dsRN@§ubaltunk énmagukban (-), GST-vel (G), illetve
GST-P19 (G-P19) és GST-P14 (G-P14) fuzios fehégkkk nem-kotétt RNS-ek (F) mobilitAsa nagyobb,
mint az RNS-fehérje komplexeké (GE) A P14 a PoLV egyetlen dsRNS-kdtehérjéje. Jeldlt ds siRNS-
eket és hosszl dsRNS-eket inkubaltunk dnmagukbaiillé¢tve egyitt inkubaltuléket PoLV, PoL\A14,
CymRSV és Cymi19stop férdtt ndvények, illetve GFP, P19 és P14 agroinftltrédvények leveleitl
készitett fehérje kivonatokkdF) A P14 egy altalanos, mig a P19 egy méretszelekRNS-kod fehérje. A
P19 a 21 nt ds siRNS-eket hatékonyabban koti, mi#6 nt ds siRNS-eket, mig a P14 nem mutat méret
preferenciat. Jel6lt 21 nt ds siRNS-eket inkub&tii9 és P14 extraktokkal, illetve egytt inkubiéldket
nem-jeldlt 21 nt és 26 nt ds siRNS kompetitorokkaémelend, hogy a P14 esetén a kétféle kompetitor
egyforman hatékony volt, mig a P19 esetén a 2% stRNS kompetitor jéval hatékonyabbnak bizonyult.
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[.6. A P14 hatasan planta

Mivel a P14 méretfliggetlentl kotdtte a dsRNS-efadtmerilt, hogy ez a fehérje
képes lehet a silencing gatlaséra a hosszu dsRN&/ekgy a ds siRNS-ek megkotése
révén is (104). Azt, hogy a P14 melyik ponton gatalsilencinget IR+GFP ko-infiltracids
kisérletekkel akartuk elddnteniN. benthamiana leveleket infiltraltunk IR+GFP
konstrukciokkal, illetve ko-infiltraltuk ezt az ejget P19 é%3 kontroll, illetve P14 teszt
konstrukciokkal. Mint mar bemutattuk, ebben a K&térelrendezésben a siRNS-ek
donten az IR eredét hairpin transzkriptumokrdl szarmaznak, és nagyatékonyan
tamadjak a GFP mRNS-eket (Eredmények 6. Abra AheEmmegfelglen a szupresszor
nélkdli infiltratumban az IR transzkriptum nem ddtdhatd, a GFP mRNS szint nagyon
alacsony, mig a siRNS-ek nagy mennyiségben akkuéamak. Mindharom szupresszor
ko-infiltracioja megveédte a GFP-t, azaz a ko-indilt levelekben a z6ld fluoreszcencigéser
maradt és a GFP mRNS-ek magas szinten expresszdal{Etedmények 6. Abra A).
Azonban a P19, a3 és a P14 eltéen géatolta az IR-indukélta silencinget. A P19 ko-
infiltralt mintdban az IR transzkriptumokat nem déit detektalni, viszont a siRNS szint
igen magas volt. Ez azt mutatja, hogy a P19 nerdé@yazta az IR4l a SIRNS-képzést. A
GFP mRNS expresszio a magas SiRNS szint ellenéeéssmaradhatott, hiszen a P19
megkothette az IR eredetsiRNS-eket, ezaltal megakadalyozta beépullésikBISC
komplexbe. Ac3 ko-infiltralt levelekben az IR transzkriptumokirsfe magas volt, viszont
SsiRNS-eket nem lehetett detektalni. Azaz, a hosssRNS-kdb fehérje megkototte a
hairpin transzkriptumokat, igy azokrol siRNS-ek negpzdhettek, ezaltal a GFP mRNS-
ek is stabilak maradhattak. A P14 ko-infiltracié giegd eredményt adott. Bar P14
jelenlétében IR-eredetsiRNS-ek nem akkumulalédtak, az IR hairpin tranggkmokat,
szemben &3 ko-infiltralt levelekkel, a P14 ko-infiltralt lelekben nem lehetett kimutatni
(Eredmények 6. Abra A). Mindezek alapjan arra kkeetettiink, hogy a P14 kéti a hairpin
transzkriptumokat, ezaltal megakadalyozza a DICERSIRNS képzésben, de ez a kétés
nem elég €rs a hairpin transzkriptumok stabilizaladsahoz, ar@®ICER helyett egy
masik, a silencingben felteldieh nem szerepl nukledz degradalja. Altenativaként
felvetodott, hogy a P14 RN-az aktivitassal is rendelkedgg, az rnc-hez hasonléan a
hosszu dsRNS-eket megkdtné és lebontana. Azonbianvéro kisérletek ezt a hipotézist
nem tamasztottdk ala, sem a P14 fazioés fehérje, &dPld extrakt nem rendelkezett
dsRNS-t bonté RN-az aktivitassal (nem mutatottrésg
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Mivel az IR infiltracios teszt soran a P14 képelt meggatolni a siRNS képdést,
felvetsdott, hogy a P14, szemben a P19-cel, a virdgféstsoran is képes megakadalyozni
a viralis siRNS-ek keletkezését. Azonban a PoLWékVA14 Gsszehasonlitd fédesi
tesztek ezt a feltevést nem tamasztottak ala, réindkrus ferdzése soran nagy
mennyisé§ virdlis siRNS képé&dott. Az Osszehasonlité fémési kisérletek azonban
igazoltdk, hogy a P14 képes késleltetni a viralRNS-ek felhalmozodasat. Protoplaszt
fertzési kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy a PoLYP@sVA14 virusok kozel hasonld
hatékonysaggal feéittek és a siRNS akkumulacié is hasonlé volt. Ugkliog szemben a
hasonld CymRSV és Cym19stop protoplasztofersi tesztekkel, itt a PolAL4 fertzott
protoplasztokban valamivel korabban jelentek megralis siRNS-ek (Eredmények 6.
Abra B). A teljes-névény fefizési kisérletek soran kideriilt, hogy a PoLV és PoL¥
fertézéképességeben jelést kilonbség van, mar az &lszisztemikus levelekben is joval
magasabb volt a PoLV, mint a PoA¥4 szint (nem mutatott kisérlet). Ezért a P14 virus
indukalta szisztemikus silencingre gyakorolt hatagdPolLV és PolL¥14 inokulalt
leveleken hasonlitottuk 6ssze. lgazoltuk, hogy a.\Mul4 inokulalt levelekben a
siRNS/genomi RNS arany joval magasabb volt, minPalLV ferivzétt levelekben
(Eredmények 6. Abra C). Mindezek alapjan ugpik, hogy a P14 késlelteti a viralis
SiRNS-ek képédését, ezaltal segiti a virus terjedését. Szupressuanyaban a
szisztemikus silencing hatékonyan véd.abenthamianadvényt a PoL\14 ellen (104).
Ugyanakkor azt egyéte nem tudtuk eldénteni, hogy a P14 virus-induk&ltancinget
gatlé hatdsa a P19-hez hasonléan a ds siRNS-ekolgigsan vagy a hosszi dsRNS
DICER szubsztratok megkotésén alapul. Az is lelgetséhogy mindkedtfontos szerepet

jatszik a P14 silencing szupressziéjaban.
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Eredmények 6. AbraA P14 hatasa in plantaAj A P14 gatolja a siRNS kéfdést a hairpin
dsRNS transzkriptumr6IN. benthamiandeveleket infiltrdltunk IR +GFP konstrukciokkal (-)
illetve ezt az elegyet ko-infiltrdltuk P14, P19 & konstrukcidkkal. Az IR felirat a hairpin RNS-
eket, a GFP a GFP mRNS-eket jeldli. A siRNS-ek &phma transzkriptumrél szarmaznak,
beépililnek a RISC-be és hatékonyan degradaljak a raGiRRS-eket. Alsé jobb oldali panel: a
h&rom szupresszor lehetséges tAmadasp@dif@) A P14 nem gatolja, de késlelteti a virus-erédet
SiRNS-ek kép&dését(B) A P14 a virus indukélta sejt-autondm silencingrakckis mértékben hat.
N. benthamianaprotoplasztokat festink PoLV és PolL¥14 virusokkal, majd a silencing
aktivitast a virdlis sSiRNS-ek és a virus RNS-ekuaklalacidja alapjan értékeltifC) A P14 gatolja
a virus-indukalta silencinget az inokulalt leveleRbN. benthamiandeveleket feréztiink PoLV és
PoLVA14 virusokkal, majd 1, 2 és 3 napnal mintat szddaminokulalt levelek#l. A silencing
intenzitast a siRNS/genomiRNS hanyados alapjaniitfestpik. Két-két ndvény mintait mutatjuk,

az el$ csatorna hanyadosat 1-nek véve adjuk meg a totdties.
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[.7. A Tombus-és Aureusvirus szupresszorok evoluga

Szamos adat tAmasztotta ala azt a feltevést, hofgn@bus- és Auresusvirusok
szupresszorai rokon fehérjek (104). A Tombus- ésedAsvirusok genomszendaese
hasonld, a szupresszort kédold6 ORF5 mindkét esethen ORF4-be &gyazodik
(Eredmények 5. Abra A). Raadasul mindkét szupreg$¥bt és P19) dsRNS-Kotehérje,
bar a kotési sajatossagaik ebek. Korabban azt is igazoltak, hogy a Tombus- és
Aureusvirusok fehérjéi kozul az ORF1, 2, 3 és 4ldtbdolt fehérjék rokonok. Ezzel
szemben a P19 és P14 esetén szignifikdns hasooldsgg sikerult kimutatni (126). Bar a
kordbbi csak két virusra korlatoz6do dsszehasoslitkvenciavizsgalatok sikertelennek
bizonyultak, feltételeztik, hogy valamennyi Tombws Aureusvirus szupresszoranak
0sszehasonlitdsaval (multiple sequence alignmegitptééges lenne a Tombus- és
Aureusvirus szupresszorok kozotti esetleges gybagenldésagok azonositasa. A P14 és
P19 hasonldsag vizsgalatandl figyelembe kell venogy az ORF5-6k az ORF4 kodolo
régiojaba agyazodnak be, azaz a szupresszorokztdtEnél csak olyan gap-ek
fogadhatdak el, amelyek nemcsak, hogy javitjak @#ele szupresszor illesztését, de az
ORF4 &ltal kodolt movement proteinek (MP) illeszé&sét sem teszik tonkre. Ezérdsdor
az 0sszes elérltefTombus- és Aureusvirus ORF4 nukleotid szekvencidg&onlitottuk
0ssze. Az ,alignment’-eket kézzel modositani kellee csak olyan gap-eket fogadtunk el,
amelyek a fehérje szekvenciat nem rontjak el, azak 3, illetve ennek tobbszoroseét
jelent ,codon gap’-eket engedélyeztiink (nem mutatottriégg Az igy azonositott codon
gap-eket figyelembe véve 06sszehasonlitottuk az G#kF4altal kdédolt fehérjéket
(Eredmények 7. Abra). A Tombus- és az AureusviruddR fehérjéi az egyes
virusnemzetségen belll nagyon hasonloak. Megaikagkt azt is, hogy a két nemzetség
MP fehérjéi a proteinek teljes hosszaban, ha cskmiértékben is, de hasonlitanak. A
kivételt csak a C-terminalis rész képez, hiszeA@zusvirusok MP-k C-termindlisa jéval
hosszabb. Kijelenthetjik tehat, hogy a Tombus- é®ésvirus MP-k rokon fehérjék.

Hasonlo mddon vetettik 6ssze az eléliBimbus- és Aureusvirus ORF5-6k altal
kodolt fehérjéket (Eredmények 8. Abra A). A kétusimemzetségen belll itt is igen nagy
volt a hasonlésag, ugyanakkor fontos kiemelni, hagyTombus- és Aureusvirus
szupresszorok kozott is kimutathatd gyenge, de agsitiraté hasonlésag. Azonban, amig
az MP-k esetén az azonos, illetve hasonl6 amin&savehérjék teljes hosszaban elszértan
talalhatdéak, a szupresszorok esetén a hasonlésssgdka C-termindlis egy szakaszara

korlatozédnak (Eredmények 8. Abra A). A programregentjanal mar ismert volt, hogy a
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P19 dimerként koéti a ds siRNS-eket, a fehérje Gidlis része a dimerizaciéban és a
dsRNS kotésben jatszik szerepet, mig az N-ternsimébz egy ,reading head”-ként a ds
SiRNS-ek végeit koti, ezaltal biztositva a mérdedaevitast (Eredmények 8. Abra B).
Ezeket az informacidkat felhasznalva, megkisértlkeatrtelmezni a hasonlésagokat. Igen
fontos kiemelni, hogy a Tombus- és Aureusvirus szmgrorok konzervalt szakasza
egybeesik azokkal a masodlagos szerkezeti elemdRdel 32, 33, R4¢95) amelyek
kulcsszerepet jatszanak a P19 ds siRNS kompleakitababan (Eredmények 8. Abra A-
B). A R4 és az utols@-hélix (@5) a homodimer formalashoz nélkilézhetetlen, migla
redd a ds siRNS-ek cukor-foszfat gerincével 1ép szamoston koélcsonhatasba. A
Tombus- és Aureusvirus szupresszorok N-terminaligdientétben a C-terminalis
régiokkal, nem hasonlitanak. Az Aureusvirus sziga@®k N-teminalisa eleve joval
révidebb, de még az atfiédégiok kozott sem sikerllt hasonlosagot kimutakontos
kiemelni, hogy a P19 ds siRNS-végeivel interaki#ohélix szegmensben sem talaltunk
hasonlésagot a Tombusvirusok és az Aureusvirusoiitk(Eredmények 8. Abra A-B). A
két fehérje dsszehasonlitasa alapjan azéekéresi jellegzetességek értteek tlinnek. A
dsRNS gerinc kétéséhez szikséges C-terminalisjéetészletek mind az Aureus-, mind a
Tombusvirus szupresszorokban megvannak, igy mindizépresszor képes dsRNS
kotésre. Azonban P19 N-termindlisa, amely a P14hidyzik, képes kapcsoldédni a ds
SiRNS végekkel is, ami leh@até teszi a hatékony méretszelektiv dSRNS kotést.

Mivel a Tombus- és Aureusvirus szupresszorok rokehériek, és mivel
mindketten az ORF4 MP régiéba agyazdédnak, meg Wikarizsgalni, mikor alakulhatott
ki ez a ,ketbs szerkezet”, vajon a rokon MP-k kozott talalhatébgan, ami hasonlo
beagyazodott szupresszort hordoz. A Tombus- ésuluiris movement proteinek a
novenyvirusok szamos genuszaban megtalalhatd 30K9dRRdba tartoznak, legkdzelebbi
rokonaik az Umbro-, Tobra- és Trichovirus MP-k. reéztiik ezeknek a MP-nek a
szekvenciait és megallapitottuk, hogy egyik sendborolyan beékététt ORF-et, amely
szupresszor fehérjét kddolhatna. Mindezek alaméatélezhetjik, hogy az Aureusvirusok
€s a Tombusvirusok kozdsse kezdetben csak 4 ORF-el rendelkezett (ORF1-4) és
szupresszor fehérjét valositieg nem kodolt, igy a feizoképessége igen gyenge lehetett
(Eredmények 9. Abra). Azonban még a koggisen evolvalodhatott az ORF4-en beliil egy
0j ORF, amely egy silencing szupresszort kodolt-fElteheten- egy a P14-hez hasonlé
altalanos dsRNS-két fehérje lehetett (Eredmények 9. Abra). A két vimmmzetség
elvalasa utan adsi szupresszor evollcioja eltért, a Tombusvirusmtén az N-terminalis

reading-head kialakuldsaval egy méretszelektiv &RO6 szupresszorra evolvalddott,
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mig az Aureusvirusoknadl megmaradt méretfiggetlemiRN&GkOt) szupresszornak
(Eredmények 9. Abra). Feltételezésiink szerint, eetselektiv dsRNS kotés egypmyos
szupresszor tulajdonsag, hiszen specialisan cslerecing kulcsmolekulait tamadja, de
nem koti a masodlagos szerkezettel rendélkegyszali RNS-eket, igy a gazda
génexpreszidjat csak a szikséges minimalis méméki@dositja, kevés ,mellékhatasa”
van (lasd még 1.8.). Ennek megféleh a P19 a virusféizés teljes ifiszakaban igen nagy
mennyiségben expresszalodik. Azt gondoljuk, hogynéetfiiggetlen dsRNS kotés egy
kockazatosabb szupresszor stratégia, hiszen efetkégék a strukturalt mRNS-ekkel is
interaktalhatnak, ami szamos nemkivanatos ,melléidsal” jarhat. Talan ennek feloldasa
lehet, hogy az Aureusvirusoknal a P14-et tebnsabgenomikus 2 RNS (sg2) expresszidja
a fertbzés folyaman viszonylag gyorsan lecsokken, igy 4 éXpresszio regulaltnaklrtik.
Ezzel szemben a Tombusvirus P19-et expresszal@ dg@zés teljes ideje alatt nagy
mennyiségben van jelen, igy a P19 konstitutivamé#dethed.

Osszefoglalva, a Tombus- és Aureusvirus szupresiszokon fehérjék, amelyek
k6zos6se egy az ORF5 altal kodolt altalanos dsRNS-kéhérje lehetett, amely még a két
virusnemzetség kozoéseben alakulhatott ki. A két nemzetség elvalasan @Hén
evoluciés megoldasok szilettek a ,mellékhatasokikksntésére, a P19 egy konstitutivan
expresszalodo méretszelektiv dsRNSski@hérjévé evolvalodott, mig a P14 megmaradt

altalanos dsRNS-kétfehérjének, de az expresszidja szabalyozottg 1/adt).
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Tombusvirusok- Aureusvirusok movement fehérjéinelk Gsszehasonlitasa

PHEV-GTONA MDY -

BLY-QETMTZ WD
Cad-piIELES Modl
CRIV-pEERTY
Crv-R66103
TEAV-Q7E8T4
RECW-QBE03 S

TEEV-1E8T4

Eredmények 7. Abra

Eredmények 7. AbraAz Aureusvirus és Tombusvirus movement proteMe§ konzervaltakAz
elérhet Aureusvirus (piros vonallal jeldlve) és Tombussir®@RF4-ek altal kodolt MP-ek
0sszehasonlitasa. A csillagok jelzik a teljeserzkovalt aminosavakat, mig a : és a . a konzervativ
€s szemikonzervativ aminosav cseréket mutatjakl A\ fBhérje azonositott masodlagos szerkezeti
elemeit a szekvenciék feltuntettik. A PoLV PLV-kémCymRSV CRSV-ként szerepel.
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Tombusvirusok- Aureusvirusok szupresszor fehérjéinek tsszehasonlitasa
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Eredmények 8. Abra
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Eredmények 8. AbraAz Aureusvirus és Tombusvirus szupresszor fehégdben konzervéltak.
(A) Az elérhet Aureusvirus (piros vonallal jelélve) és Tombussir®RF5-ek altal kédolt
szupresszor fehérjék 6sszehasonlitasa. A csillpdmk a teljesen konzervalt aminosavakat, mig a
: 6s a . a konzervetiv és szemikonzervativ aminosakéket mutatjak. A P19 fehérje azonositott
masodlagos szerkezeti elemeit a szekvenciak feltiikt A PoLV PLV-ként, a CymRSV CRSV-
ként szerepelB) A P19 dimerként kéti a ds siRNS-eket. A C-termisdlimerizaciéért és dsRNS
kotésért feldls C-termindlis régio részben konzervalt, de a PA8rhinalis méretszelektivitasért

felelos régidja az altalanos dsRNS-&&14-ben hidnyzik.
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A Tombus és Aureusvirusok silencing szupresszidéjanak
feltételezett evoliicioja
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Eredmények 9. Abra

Eredmények 9. AbraAz Aureusvirus és Tombusvirus szupresszor fetféljékelezett evollcioja.

1.8. A dsRNS kotés egy gyakori silencing szupresssi stratégia lehet

Kimutattuk, hogy akar a méretfliggetlen, akar a msesdektiv dsRNS-két
fehérjék hatékony silencing szupresszorok lehetiiakel sikertlt beallitanunk egy viralis
dsRNS-kobd fehérjék azonositasara alkalmas gyors kisérlewilszert, megvizsgalhattuk
mennyire elterjedt szupresszidés stratégia a dsRNS-kehérjék expresszidja (103).
Szamos eltérrokonsagi korbe tartozo, kiulonkbgenomszervéaédi és gazdaspecifitasu
pozitiv szall névenyi RNS virussal f&tlink (Turnip crinkle virusTCV, Peanut clump
virus-PCV, Barley stripe mosaic virusBSMV, Tobacco etch viruSEV, Beet Yellows
virus- BYV, Potato virus xPVX, Tobacco mosaic viru§MV, Cucumber mosaic virds
CMV), majd a ferdzott levelekldl készitett extraktumok hosszi dsRNSékaktivitasat
vizsgaltuk EMSA tesztekkel. A virusok kivalasztésafontos szempont volt, hogy a
legtbbbnek addigra ismert volt a szupresszora, &yviralis extraktok mellett
agroinfiltraciébdl nyert kivonatokkal is dolgozhatk, azaz azonosithattuk, hogy adkot
aktivitds a szupresszorhoz kapcsolodik-e. A BVYpseaszorarél, a P25BIr az is ismert
volt, hogy képes ds siRNS-eket kétni (44).
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Eredmények 10. Abra

Eredmények 10. AbraA dsRNS kotés egy altalanos silencing szupresstzitggia.(A) Radiokativan jelolt
hosszu dsRNS-t inkubdltunk 6nmagéaban (-), illezéntos elté virusfertizéstl (részletek az eredmények
résznél) szarmazoé fehérje kivonattal. A dsRNS kOEMSA vizsgalatokkal kdvettiik nyomon. A hosszU
dsRNS futiséat csak a PoLV és a TCV extraktok béguitak.(B) A TCV kdpenyfehérjéje (CP) egy hosszu
ds RNS-kéé szupresszor. Jeldlt hosszd dsRNS-t inkubdaltunkaldmen azonositott szupresszorok
agorinifltraciéjabol szarmazo6 extraktokkal. Kiem&dé, hogy mig a P14 ésa8 a dsRNS-sel egy komplexet
képez, a CP szamos eliédnéreti komplexet formal(C-D) Szamos virus expresszal ds siRNSsKehérjét.
Jelolt 21 nt ds siRNS-eket inkubaltunk kilonbozrus, illetve szupresszor extraktokkal. A * eggmm
specifikus komplexet jel6l(E) A CP in planta koti a hairpin dsRNS-eket. Bal oldali panel: IR#SF
konstrukciokat infiltrAltunk 6nmagukban (-), illehko-infiltraltunk CP és P21 szupresszorokkal. Jololali
panel: IR konstrukciét infiltraltunk 6dnmagaban (H#letve ko-infiltraltunk CP és P21 szupresszordkka
Kiemelend, hogy amig a CP gétolta a dsRNba siRNS képédést, addig a P21 ezt nem befolyasolta, de
mindkét szupresszor megvédte a GFP mRNS-t.
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Kimutattuk, hogy a kisérletben pozitiv kontrolkézterepd PoLV mellett csak a
Turnip crinkle virus(TCV) altal fertzott novenyekdl nyert fehérjekivonat (TCV extrakt)
kototte a hosszi dsRNS-eket (Eredmények 10. Abracs@torna 7). Ennek alapjan
valoszirinek tinik, hogy viszonylag kevés névényi RNS virus exgzashosszi dsRNS-t
koto fehérjét. Ezt kdvéen a mar azonositott szupresszorokat klonoztukyesrdiltraltuk,
majd a kotési kisérleteket a szupresszor extraktolskmegismételtik. A P21, P15, Hc-
TEV és ayB szupresszorok kivonatai, a kordbban jellemze®-Rdz hasonl6an, nem
kototték a hosszu dsRNS-eket. Természetesen dpkaiitroll PoLV P14 és a Reovirus
03 extraktok hatékonyan kototték a hosszi dsRNS{&etdmények 10. Abra B, csatorna
2 és 8). Korabban azonositottak, hogy a TCV esetémilencing szupresszor a
kopenyfehérje, a CP (120, 149). Kimutattuk, hogyRaextrakt is hatékonyan koti a hosszu
dsRNS-eket, a CP szamos diténéreti komplexet formalt a hosszt dsRNS molekulakkal
(Eredmények 10. Abra B, csatorna 3). IR co-infiiés kisérletekben igazoltuk azt is,
hogy a TCV CHn plantais hatékonyan koti a hosszi dsRNS-eket (Eredmén@eldbra
E).

Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt virusodzil csak a TCV és a PoLV
expresszalt hosszu dsRNS-t &kdiehérjét. Ezt kovéen azt akartuk vizsgalni, vajon
expresszalnak-e ezek a virusok ds siRNS-kehérjéket. Kimutattuk, hogy a PoLV-hoz és
a CymRSV-hez hasonléan a BYV, PCV, TCV, TMV, TEVEBSMV extraktok is kototték
a ds siRNS-eket (Eredmények 10. Abra C). Ezzel beena negativ kontroll PolAL4-
hez hasonloéan, a PVY, PVX, CMV, TAV kivonat nem &i¢ a ds siRNS-eket (a
kivonatok valészitileg rendben voltak, hiszen ha olyan PVX virussebiink, amelybe
beépitettik a P19-et,dr ds siRNS kotést kaptunk). Igazoltuk tehét, hagyreos noveényi
virus termel ds siRNS-kétfehérjét. Figyelemre mélté mdédon a ds siRNS kateslig a
szupresszorhoz k&dott, hiszen minden ds siRNS-kdtirusnal azt talaltuk, hogy a virus
extrakthoz hasonldéan az adott szupresszor extrakijs SiRNS-kda@t aktivitdst mutatott
(Eredmények 10. Abra D). Levonhatjuk tehat a koeetitést, hogy szamos, igen dtér

névenyi virus expresszal ds siRNS<k8kzupresszort.
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26 ds siRNS*- TCV CP extrakt 21 ds siRNS*P15 extrakt 21 ds siRMNS*-vH extrakt

Fredménvek 11. Abra

Eredmények 11. AbraA dsRNS-két szupresszorok eliérspecifitastak lehetnekd) A CP egy
altalanos, mig a P15 és a P21 méretszelektiv dd®Stehérjék. Radioaktivan jel6lt 26 nt ds
SiRNS-eket (26 ds siRNS) inkubaltunk CP, P15 és (Rldbra, fel§, kozéps, illetve alsé panel)
extraktokkal (-csatornak), illetve egyutt inkub&ltéket ndveké mennyiséf nem-jel6lt 21 nt és
26 nt ds siRNS kompetitorral (25, 50, 100, 200,, 4810, 1600-szoros tulsuly a jeldlthdz képest).
A CP esetén a kétféle kompetitor egyforman hatékanty mig a P15 és a P21 esetén a 21 ds
SiRNS joval hatékonyabb kompetitornak bizonyu{B-G) A kulénbdz ds siRNS-kat
szupresszorok elt@rstruktirakat azonositanak. A kilonBd21 nt ds siRNS-két szupresszorok
infiltrciojabdl szarmazo extraktokkal inkubaltupgtolt 19 dsRNS-t, illetve egyitt inkubaltket
(B-E) nem —jeldlt 21 ds siRNS és 19 dsRNS kompetitorokkalG) Mivel a P15 és a P21 a 19
dsRNS-t alig kototte, ott a kompeticids kisérletfedidlt RNS-ként 21 ds siRNS-t, kompetitorként
nem-jelolt 19 dsRNS-t és 21 ds siRNS-t hasznaltunk.
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A P19 legérdekesebb vonasa a rendkivili méretstrétasa volt, a 21 ds siRNS-
eket joval hatékonyabban koététte, mint a 26 ds SRKet (155). Kivancsiak voltunk,
hogy a tobbi hosszi dsRNS-t nem&dde ds siRNS-t kétszupresszor is képes-e ilyen
finom megkulonboztetésre. 21 és 26 nt ds siRNS letitips kisérletek soran vizsgaltuk
harom szupresszor a P21, a P15 és a TCV CP dsRidSékék méretszelektivitasat. A
P21 és a P15 korabbi tesztekben nem kototte alnossaNS-eket, de hatékonyan formalt
komplexet a ds siRNS-ekel, mig a CP a hosszu éssiRiNS-eket is kototte (Eredmeények
10. Abra A-D). A szupresszor extraktokat jelolt @6ds siRNS-ekkel inkubaltuk, illetve
ezeket az elegyeket noveékwmolaris koncentracioju jeldletlen 21 és 26 ds sk
kompetitorok jelenlétében inkubaltuk (Eredmények Afira A). Kimutattuk, hogy a CP
esetén a 21 és 26 ds siRNS-ek egyforman hatékanpdditorok, azaz a CP, hasonléan a
P14-hez, valbban méretfliggetlen dsRNSk@hérje. Figyelemre méltd mdédon, mind a
P21, mind a P15, hasonl6an a P19-hez, j6val hay@kdran formalt komplexet a 21 ds
SiRNS-ekkel, mint a 26 ds siRNS-ekkel, azaz ezelszapresszorok is igen dsr
méretszelektivitassal rendelkeznek (Eredményeldbia A).

A P19-21 ds siRNS komplex struktUraja ravilagitothéretszelektivitas alapjaira, a
P19 nem csak a dsRNS gerincet koéti, hanem intdraldé siRNS végeivel is (155). A vég
interakciok kozll az 5'vég kapcsolat a diéinf P19 érdekes médon még a 3’ végen két
talnyulast hordozo 21 nt ds siRNS-eknél is hatélabiman koti a talnydlast nem tartalmazo
19 nt dsRNS-eket. Lakatos szObeli kdzlése alap@nisatudtuk, hogy a TEV Hc-Pro
szupresszora (Hc-TEV), szemben a P19-cel, jovakioatyabban kéti a 21 ds siRNS-eket,
mint a 19 nt dsRNS-eket, azaz a P19 és a Hc-TE\étse=lektivitasa eltérstrukturalis
alapokon nyugszik. Vizsgalni kivantuk, hogy az lait& hasznalt gyors tesztrendszer
alkalmas-e hasonl6 strukturdlis kilonbségtételednagitasara. Ei&ent a P19 és a Hc-
TEV extraktokat jelolt 19 nt dsRNS-ekkel inkubaltmkvekw molaris koncentracidju
jeléletlen 21 nt ds siRNS-ek, illetve 19 dsRNS-ekeplétében. Mivel eredményeink
megegyeztek a korabbi adatokkal, azaz a P19 eael®dsRNS, mig a Hc-TEV esetén a
21 ds SiRNS bizonyult hatékonyabb kompetitornakedBrények 11. Abra B és C),
megallapitottuk, hogy a gyors tesztrendszer alkalraads SiRNS kotés strukturdlis
alapjainak tisztazdsara. Ezt kdsen hasonld kompeticids kisérletek soradn vizsgadtuk
P14, CP, P15 ésB szupresszorok kotesi preferenciait. A P14 és CRetfiiggetlen
dsRNS-kdbd szupresszorok esetén nem talaltunk eltérést,ds 8IRNS-ek és a 19 dsRNS-
ek egyforman hatékony kompetitornak bizonyultake(@Enények 11. Abra D és E). Ezzel
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szemben a P15 ésyB joval hatékonyabban interaktalt a 21 ds siRNSegkinint a 19
dsRNS-ekkel (Eredmények 11. Abra F és G). MegdHhafjik tehat, hogy amig a P19
hatékony ds siRNS koétéséhez csak a 19 nt dsRN®&xugplikséges, addig a Hc-TEV, a
P15 és ayB méretszelektiv ds siRNS koétéséhez a 3’ vég tldnyuukleotidjai is
nélkulozhetetlenek.

Megallapithatjuk, hogy szamos novényi virus exggésdsRNS-k&t szupresszort,
azaz a dsRNS kotés egy altalanos silencing szupbesstratégia lehet. Ugyinik ritkak az
altalanos dsRNS-két szupresszorok, a viralis silencing szupresszoroktodtobbsége
méretszelektiven koéti a ds siRNS-eket. A méretktieleas strukturalis alapjai azonban
szupresszoronként elé&k lehetnek.

Az altalanos dsRNS-kotés legalabb két okbdl is &beé hatékony szupresszids
stratégianak iinik, mint a méretszelektiv ds RNS kotés. Ha a ssgmor nagyon
hatékonyan kot hosszi dsRNS-eket, konnyen megkdhgazda strukturalt mRNS-eit.
Altalanossagban kijelentiigthogy a sikeres virdlis féizési stratégia kulcsa a kartétel
minimalizalasa, a virus csak annyiban avatkozik lpazda életébe, amennyire a névényen
bellli terjedéséhez, illetve az U] gazdara tdrtatjutashoz sziikséges. Ha a szupresszor
nagyszamu gazda mRNS-t kot, az a gazdagének exi@jéssnagy valosziiséggel
erésen, de a virus szdméra nem feltétledngdsen modosithatja, azaz egy ilyen
szupresszios stratégia szamos ,mellékhatassall g@galabb ennyire fontos lehet, hogy az
RNS virusok replikaciéja soran a replikacios intedmerek hosszi dsRNS-ek. Ha a virus
egy hosszU dsRNS-eket ésen kob szupresszort expresszal, az feltébpt a
virusreplikaciot is negativan befolyasolhatja. Mimdk alapjan valoszin hogy az
altalanos dsRNS-kétszupresszorok vagy viszonylag gyengén kotik aziodsRNS-eket
vagy az expressziojuk szabalyozott. Figyelemrednélbdon mind a P14, mind a TCV CP
esetén szabalyozottnak latszik az expresszid. A/HRil4-et expresszalo sg2-es RNS-ének
expresszidja a faftés korai stddiumaban magas, deskésgyorsan csdkken (szemben a
CymRSV P19-et termélsg2 expresszidjaval), mig a TCV CP esetén igdzoliagy
szabad formaban szupresszorként hat, de a virtussmielkedésével polimerizalodik,
burokfehérjeként ritkodik, azaz bar a CP szint magas, dsRNS kotésrenkigherjeként
nem képes (104, 149, 171). Sajnos sem a P14, S&dVaP dsRNS kodtésénekisségét
nem tanulmanyoztak, de az a medgfigyelésink, hogyl4, szemben az & hosszu
dsRNS-kod o3 fehérjével, nem tudta stabilizalni a hairpin szkriptumokat, azt
valOszirisiti, hogy a P14 a3-nal lényegesen gyengébben koéti a hosszu dsRNSAke
méretszelektiv dsRNS-kitszupresszorok esetén sem a virus replikacio gatksm a
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strukturalt mMRNS-ek megkétése nem all fenn, ez&k e ferbzés valamennyi fazisdban
magas szinten expresszalddhatnak. Ugyanakkor &RiiSskotésen alapuléd szupresszids
stratégia is jarhat ,mellékhatasokkal’, a viraligupresszor megkotheti a gazda
génexpresszidjanak szabalyozasadban szerepet jatdg0 SiRNS-eket, illetve
MIRNS/miRNS*duplexeket.

I. 9. Az RNS silencing szupresszorok ttkodése

A novény-parazita ko-evollcié leirhato egyfajtagyfeerkezési versenyként, a
gazdanoveény esetleges rezisztenciat eredményewollciés véaltozasa szelekcios
nyomasként jelentkezik a parazita oldalan, és éabelitébb a rezisztenciat letorni képes
parazita szelekci6jahoz vezet. Ez igaz a gazda\Kapcsolatokra is. Mivel a névenyek
silencing rendszere igen hatasos antiviralis maehars, nem meglép hogy a virusok
tobbsége, vagy esetleg valamennyi ndvényi virusdkrolyan fehérjéket, amelyek
szupresszalni képesek a silencing rendszert. Kitoltahogy szadmos névényi virus
expresszal dsRNS-kbtsilencing szupresszort. Mivel ezek a virusok nekonok, és a
szupresszor fehérjek egyaltalan nem hasonlitangiekthetjik, hogy ez a szupreszios
stratégia szamos viruscsaladban egymastél flggételevolvalodott. Raadasul, a
szupresszorok szerkezetiikben is jellegzetesemeléegyes virusokban, pl. Tombus- és
Aureusvirusok, kis méreét felteheten csak a silencing szupresszioban részb fetvérjék
evolvalodtak, mig mas virusokban nagyobb, multiiokalis fehérjék evolvalhattak
Gjabb funckiot, és valhattak hatékony, dsRNSskéitencing szupresszorra (pl. TCV CP,
Potyvirus HcPro stb). A dsRNS-K&szupresszorok tdbbsége méretszelektiv fehérjdyame
erds preferenciaval kéti a 21 nt ds siRNS-eket, ansileg kulcsmolekulait. A
méretszelektivitas feltételezésink szerint a ,nkbléasokat” csokkenti, igy a virus képes
hatékonyan gatolni a silencing rendszert, de viglagnkevéssé zavarja a gazda sajat
génexpressziis rendszerét.
Bar ma mar szadmos eléémodon géatlé silencing szupresszort is ismerinkd(lent),
meégis feltind, a dSRNS-kd@t szupresszorok nagy szama. Miért lehet a dsRN kiyeEn
gyakori szupresszios stratégia? Megitélésink dzeriramellett, hogy ezek
hatasmechanizmuséanak azonositasa a legegpbzeigy kisérlettechnikai okok miatt a
jellemzett szupresszorok kozoétt felllreprezentaltaknek az lehet az oka, hogy a dsRNS-
koté szupresszorok a gazda silencing rendszerénekesgymodosithaté elemét tamadjak.
Amennyiben a viralis szupresszor fehérje a gazten@ng rendszerének egy fehérje

komponensét tdmadja, viszonylag kénnyen evolvalbdimak a viralis fehérjével nem
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interaktalé gazdafehérjék. Ezzel szemben a dsRN8kmék a silencing rendszer kulcsai,
ezek nem kicserélhgtk. A dsRNS-kotés, mint szupresszioés stratégiakmedsinye, hogy a
viralis szupresszor mutécidja révén, szamosdéehatekonysagu és esetleg specifitasu (pl.
mennyire méretszelektiv) szupresszor valtozat Ighen a viruspopulaciéban, igy az adott
gazda fekhizéséhez, az adott kornyezeti korilmények kozottirasvszempontjabdl
optimalis hatékonysagu szupresszort kédol6o virusaklektalédhatnak (136). Ennek
megfeleben igazoltak, hogy az eltepatogenicitasu PVY tdrzsek silencing szupreszara,
HcPro fehérje, eltéraffinitassal kot ds siRNS-t (150).

A silencing szupresszorokkal kapcsolatos progr&mierardsa oOta a terllet
természetesen nagyon sokat degitt. Az aldbbiakban vazlatsten oOsszefoglalom a
silencing szupressziéval kapcsolatos legfontosabdeneényeket. A két altalam
legjelentsebbnek itélt eredmény az, hogy szamos a silemeimgszert mas-mas ponton
tamadd szupresszort azonositottak és jellemeztédtyvei az, hogy igazoltak, egy
szupresszor tobbféle modon is géatolhatja a silgetinAz is kiderult, hogy egy virusnak
akar tobbféle silencing szupresszora is lehet. Dgkieor, az adatok ddhttobbsége
agroinfiltracios vagy transzgénikus kisérletékdzarmazik, a technikai nehézségek miatt a
tényleges gazda-virus kapcsolatban a szupresszofdOdését, hatadsat csak ritkan
elemezték.

A szupresszorokat hatasuk szerint csoportosithatjua siRNS-képméseét, 2, a ds
siRNS-ek silencing effektor komplexekbe todéheépilését, 3, Az AGO aktivitasat,
illetve a 4, silencing amplifikaciojat gatldo szugseorokra. Mivel egyes szupresszorok
tobb ponton is gatolhatidk a rendszert, ezek hktéslapjan tébb csoportba is

besorolhatoak.

1, A siRNS képédeést gatlo szupreszorok kozé tartoznak az altaladsi®NS-kod
fehérjék, a P14, TCV CP, illetve a nemrégiben faiett NS3 Rice stripe virup
szupresszor (103, 104, 133). Mas altalanos dsRNS<ipresszort névényi virusokbol
nem ismerunk. Ezek -a korabban leirtaknak megfetela DICER-rel versenyezhetnek a
SiRNS-ek hosszt dsRNS-prekurzoraiért. Erdekes méadna kimutattak, hogy a TCV
CP, azon kivil, hogy versenyez a hosszi dsRNS-ek&iRNS érés kulcsfaktoraval, a
DCL4-gyel, annak akkumulaciéjat mas aton is gatdliasd lent). A dsDNS virus
Cauliflower mosaic virugCaMV) P6 szupresszora valosiizg szintén a siRNS-érést
akadalyozza azaltal, hogy a DCL4 egyik ko-faktoedatDRB4-et koti, igy inaktivalja a
SiRNS-érés kulcsenzimét, a DCL4-et (64, 98).
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2, A silencing végrehajto, effektor komplexeinelelezencia-specifitasat a ds siRNS-<kr
szarmaz0, é€s a végrehajto komplexekbe béépsil sSIRNS-ek adjak. A korabban mar
részletesen bemutatott méretszelektiv (és esette@ltalanos) ds RNS-kétfehérjek
megkotik, és a rendszéib kivonjak a DICER generalta ds siRNS-eket, igy
megakadalyozzdk az aktiv silencing effektor komekexdsszeszer@liését. Az eddig
jellemzett szupresszorok tébbsége ebbe a tipudbaita

Az aktiv végrehajté komplexek felépulését gatlopseaszorok egy kulonleges ,példanya”
a Potato chlorotic stunt crinivirugSPCSV), amely egy RNaselll endonukledz. Ez kéti,
majd hasitja a ds siRNS-eket. Az elvagott ds siRKM$ermészetesen nem tudnak beépulni
a végrehajto komplexekbe (35).

A ds siRNS-ek silencing effektor komplexekbe toétémeépilését gatlé szupreszorok
akadalyozzék az aktiv RISc komplex felépuléségmellett gatol(hat)jdk a tébbi silencing
effektor komplex nikddését is, igy megakadalyozhatjék a transzkrigdisrsilencingben,

a szisztemikus silencingben, esetleg a silencingjifikdcidjaban szerepet jatszo, egye

alig ismert komplexek dsszeszéasét is.

3, Az antivirdlis silencing valasz legfontosabbektbra a RISC komplex. Az AGO1 (és
esetleg az AGO7) a RISC komplex endonukleadz akBuit a target vagasaért fékel
kulcsfehérjéje. Az AGOn planta aktivitasahoz valészitkeg tovabbi fehérjék jelenlétét is
igényli. Természetesen az AGO szamos szupressoadtispontja. Ugyanakkor az AGO
MIRNS alapu szabalyozas kulcsmolekudja is, ezéétédezhed, hogy az AGO—gatlason
alapuloé szupresszionak szigorian szabalyozottnhldmie. Az AGO niikbdését gatlo
szupresszorok kozé tartozhatnak a cucumovirusakz@presszorai, amelyak vitro kotik

az AGO fehérjét (174). A 2b azonban kot ds siRN&t&k a kétféle szupresszids stratégia
kapcsolata, jelefisége egyére nem ismert (32).

Erdekes modon, két, egymastdl telijesen élszupresszor is hasonléan ponton tamadja az
AGO-t. A TCV CP és &weet potato mild mottle ipomovir(SPMMV) P1 szupresszora
szintén AGO kdi fehérjék. Kiemelengl hogy mindkét fehérje tartalmaz GW repeat-eket
(7, 60). Mivel a GW-repeat tartalmu fehérjék altmla AGO interaktorok, és mivel
mindkét szupresszor hatasahoz nélkilozhetetlei@Waepeatek, felvették, hogy ez a két
szupresszor az AGO egyik esszencialis endogéenktorfeval, egy eddig nem azonositott
GW repeatek-et tartalmaz6 fehérjével versenyeznf @@ kotésért. Meglefy de a két

GW-repeat tartalmi szupresszor masként hat, a € s#tRNS-t nem tartalmazé AGO-t
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koti, igy vegeredményebn az aktiv RISC kialakuldgatolija, mig a P1 a sSiRNS-t
tartalmazé mar aktiv RISC-et képes -feltélbataz AGO kotés révén- inaktivalni (7, 60).
A kétféle gatlas kozott domtkilonbséeg van, a CP a fébtt sejt mar dsszeszerelt, aktiv
RISC komplexeit nem bantja, csak a tovabbi akti@8@&Ek kialakulasat gatolja. Azaz a
sejt miRNS-szabalyozasa alig valtozik, viszontras/ellen hatékony RISC-ek nem tudnak
0sszeszerdtini. A TCV CP ezek szerint az aktiv RISC Osszesédét sokféleképpen
gatolhatja, pl. a hosszi dsRNS prekurzorok és/\aaglg SiRNS-ek megkotesével (103),
illetve az AGO kotéssel is.6§ azt is igazoltak, hogy a CP AGO kotése a DICER
autoregulacioés ciklust is felfiiggeszti, ami a DCkdint cstkkenésével, igy a SiRNS
képadés lassulasaval jar (7). A CP-vel szemben a Plerizdtt sejtek mar
O0sszeszerdtdott miRNS tartalmd RISC komplxeit is gatolja, dzémagyon efs
.mellékhatasokkal” jar60 szupresszor. Nem meglepodon a Pl expresszid szigoruan
szabdlyozott (60).

A Polerovirusok PO szupresszora szintén az AGRoaesét gatolja. A PO egy F-box-ot
tartalmazo fehérje, amely egyet ismeretlen médon az AGO gyors degradaciojati idéez
el6 (37, 119). A PO hatasa drasztikus, az AGO szimrgycsOkkenése a fémdit
ndévényekben szintén a génszabalyozas tulzott magrsat eredményezné, igy érthet
hogy a PO -bar a fétéshez nélkilozhetelen- csak a deéls korai szakaszéaban
expresszalodik, akkor is igen alacsony szinten.

Eddig is lathattuk, hogy egyes szupresszorok toblyen is tamadhatjak a silencing
antiviralis rendszert. Ennek talan legérdekeselddagg hogy a P19, a méretszelektiv
dsRNS-kob szupresszorok modellfehérjéje, a ds siRNS kotéHetnenas mabdon is
befolyasolja az aktiv AGO szintet. Novényekben @&2CAa miR168 negativ regulacidja
alatt all. Virusferdzott noévényekben mind az AGO mRNS, mind a miR16&pst
megré, amil®l arra kdvetkeztettek, hogy az AGO szint stabil adarKidertlt azonban,
hogy a P19 specifikusan megemeli a miR168 sziatat,az AGO mRNS-ek transzlacios
gatlasat eredményezi. igy a virusbeiitt sejtekben az AGO mRNS szint ugyan magas
marad, de az AGO transzlacié sebessége csokkeAG&r fehérje szint leesik (154).
Erdekes kérdés lehet, hogy Osszefiigg-e a P19 d$Ssk®®6 és a miR168 indukcids
hatasa.

4, Az antiviralis valaszban a silencing szignal &fik@cios lépések is fontos, az adott
gazda-virus kapcsolattol fuggszerepet jatszhatnak. Ezt tAmaszja ala az RDRanmsut

vonalak fokozott virusérzékenysége, és az, hogiberea vonalakban a viralis SIRNS
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szint alacsonyabb, mint a férbtt vad ndévényekben. Az RDR fehérjék az aberrdns s
virdlis RNS-ekél (pl. AGO hasitott RNS-ekit, illetve metilalt virdlis DNS-6I keletke
RNS-ekbl) masodik szalat szintetizalnak, majd az RDR gé&lteerdsRNS-t a DICER
hasitja masodlagos siRNS-ekre. Ezek a masodlaBd&Ssek mind a sejt-autonom, mind a
szisztemikus silencing valaszban alapvetzerepet jatszhatnak (96). Természetesen
kOzvetetten gatolja ezt az utat az 6sszes RIS® gatlpresszor, hiszen az aktiv RISC
hianyaban a hasitott, aberrans RNS-ek aranya cstoRdaadasul a siRNS-ek primerként
szolgalhatnak az RDR szamara, igy a ds siRNS-#kebtd szupreszorok automatikusan
gatoljak ezt az atvonalat is.

Ismertek azonban a silencing amplifikaciojat spkeffan gatldé szupresszorok is. Ebbe a
csoportba sorolhaté Bomato yellow leaf cur(TYLV) virus V2 szupresszora, amely az
RDR aktivitas egyik komponensével, a SGS3 fehéljéeesenyezne a ds RNS-ek 5’
SSRNS talnyul6é végeiért (61). Az SGS3 nélkilozhetetbar molekularisan nem ismert
szerepet jatszik az RDR szignal amplifikalasban.

Az eddig targyalt szupresszios stratégiak mind RM#d DNS virusok esetén
hatékonyak lehetnek. A DNS virusok szupresszomnmlaan hatékonyan szupresszalhatjak
a silencing-et nemcsak a citoplazmas, hanem azikapsionalis silencing valasz gatlasa
révén is, hiszen DNS virusok esetén az is részr \azs antivirdlis védekezésben.
Amennyiben a DNS virus genomja vagy a hozza kapdsohisztonok metilalédnak, a
virus transzkripciéja csokken, az aberrans vilRNS-ek aranya pediginlgazoltak, hogy
a Tomato golden mosaic virlGMV) AL2 szupresszora gatolja a gazda adenommiazxk
(ADK) fehérjéjét (15, 22). Ennek hidnyaban a DN8isi transzkripciondlis silencing-
jéhez sziikséges DNS-hiszton metilacio elakad, @s\ianszkripcidja zavartalan lehet, a
virus hatékonyan fefthet.

Osszefoglalva, ma mar vilagos, hogy az egyes ssgspoeok tobb ponton is
tamadhatjak a silencing rendszert, egy adott garganeghatarozott korilmények kozott
mas-mas szupresszids stratégia lehet hatékony.ébeatesen ennek hatterében az All,
hogy a kulonbé&d gazdakban az egyes antivirdlis silencing uUtvonaleke
hatékonysaguak lehetnek. Ezt a gazda-virus kapcewddett a kornyezeti tényék is
alapveten befolydsolhatjdk (lasd kovetkealfejezet).

Munkank soran etiként tartuk fel a silencing szupreszié egyik alaysénak, a
dsRNS-kotésen alapuld szupresszidonak a molekakpgait, igazoltuk, hogy ez a

stratégia tdbbszor egymastadl figgetlentl evolvébal, €s elsként mutattuk be ket
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rokon virusnemzetség szupreszorainak 6sszehaselditizésével, hogyan alakulhatott ki

a méretszelektiv dsRNS-kdtésen alapulé gatlas.
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Rajz 8. A ndvényi RNS silencing szupresszidja

1.10. A névényi RNS silencing utvonalak jelerits része kmérsékletfigg

A gazda-novényvirus kdlcsbnhatasokat a genetikaie®k mellett a kdrnyezeti
faktorok is eésen befolyasolhatjdk. Ennek a legrégebben megfigdeligen sok virus
esetén leirt formaja a ,heat-masking”, azaz a tiinetek magasdmeérsékleten megfigyelt
gyengilése, maszkirozédasa. Kimutattak, hogy atdyargllés gyakran alacsony virus
szinttel jar egydtt. Harrison mar fél évszazadadudtte, hogy az alacsony virusszint oka
egy a magas dmérsékleten aktivaléodd, a novényi virusokat hatgkan tamadé
degradacios rendszer lehet. llyan specialis degmdsldendszert azonban nem sikerult
azonositani. A csoport egyik munkatarsa, Szittyadr@y vetette fel, hogy az RNS
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silencing egy hatékony névényi virus degradaciosiseer, ezért amennyiben a silencing
rendszer aktivitasadmérsékletflig§, az megmagyardzhatna a heat-masking Harrison éltal
javasolt modelljét. A kdvetkékben a ndvényi silencing rendszerekrtersekletfliggéset
vizsgalo kisérleteinket mutatom be (146).

Els5 1épéskeént azt kivantuk tisztazni, hogy a virusik@lta sejt-autoném silencing
aktivitdsa vajon flgg-e aodmérsékletil. N. benthamianaprotoplasztokat fedtztiink
CymRSV és Cymi9stop virusokkal, majd a protopldsttaalacsony (1%), magas
(27°C), illetve normal (21 és 24C) hsmérsékleteken neveltiik (kiemelénchogy ezek
nem extrém émérsékletek, az ambient, normal tartomanyba edggKkegfeljebb gyenge
stressz valaszokat valtanak ki). 1 nap mulva meégbztuk a feizétt protoplasztokban a
virusszinteket, illetve a viralis siRNS-ek szintj@redmények 12. Abra A). Korabbi
eredményeinknek megfeten azt talaltuk, hogy a CymRSV és a Cym19stop ptasat
fert6zések kozott nincs kilénbség, a vad és a szupreséfaili virus is hasonld szinten
expresszalodott (137). Azonban a deds hatékonysaga a kiulonBobhémérsékleteken
eltés volt, a virus genomi RNS szint 15%24ko6z6tt, feltehéten a gyorsabb feizés miatt
nétt. Ezzel egyitt a virdlis siRNS-ek mennyiségerieledett, mig 1% viralis SiRNS-
eket nem lehetett kimutatni, addig °24 a virus-eredét siRNS-ek maéar kénnyen
detektalhatoak voltak (Eredmények 12. Abra A). Atpplaszt fezési kisérletekben a
legfontosabb killonbségeket a 24 é9@2@n nevelt sejtek dsszehasonlitasanal lattuk.
Kiemelend, hogy 24 és 2T kozoétt a virdlis SiRNS szint jeléisien megemelkedett,
annak ellenére, hogy a virus genomi RNS szinfCah joval alacsonyabb volt
(Eredmények 12. Abra A). Ebb arra kovetkeztettiink, hogy a silencing aktivitas
novekedése 2C—on hatasosabb antivirdlis valaszt eredményeigit.tinik tehat, hogy a
sejt-autonom  antiviralis  silencing o6mérsékletfiig§, magasabb dmeérsekleten
hatékonyabb. GFP agroinfiltracios kisérletekbersgdtuk, hogy a transzgén indukalta
sejt-autondm silencing is émérsékletfiggd-e. GFP infiltrdlt nodvényeket eli@r
hémérsékleten tartottunk, majd a 3. napon elemezt@ B mMRNS-ek és a GFP-erddet
SsiRNS-ek akkumulalédasat. Kimutattuk, hogy a trgeszindukalta sejt-autondém
silencing is Bmeérseékletfiigg, a Hmérséklet emelésével a GFP-erédaRNS-ek szintje
gyorsan 6itt (Eredmények 12. Abra B). Kiléndsen fontos, hdgyC-on GFP siRNS-t
nem lehetett detektalni, ugyanakkor a GFP mRNS égém magas volt (Eredmények 12.
Abra B). Kontrollként GFP+P19 infiltralt ndvényekisthasonld Bmérsékleten neveltink,
és igazoltuk, hogy szupresszor jelenlétében mintémeérsekleten kozel azonos

mennyisé§§ GFP mRNS akkumulalédik, viszont siRNS egyikntérsékleten sem
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detektalhaté (Eredmények 12. Abra B). Ezek a kisgkl igazoltak, hogy a sejt-autoném
virus- és transzgén-indukalta silencing rendszézghklabb egy elemedmeérsékletflig§
aktivitast mutat. Az egyik lehetséges ilyen faktoDICER, amely hosszi dsRNS-ékb
hasitia a ds siRNS-eket. IR konstrukcidkat infittrak, majd a novényeket elter
hémérsekleteken neveltik. Kimutattuk, hogy a siRNSletkezés a hairpin
transzkriptumkrél is émérsékletfiigd, alacsony Bmérsékleten joval kevésbé aktiv. Azaz
a hairpin transzkriptumokat hasitd DICER aktivitasaagy valdszitiséggel
hémérsékletfiig§. Azonban, ha csak kis mennyiségben is, de a hatrpnszkriptumokrol
még 18C-on is érik siRNS (Eredmények 12. Abra C, jobbatlganel), mig a GFP
infiltracié soran az aberrans mRNS-&ksiRNS-ek detektalhaté mennyiségberfd®n
nem akkumulalodik (Eredmények 12. Abra B, illetve l@al oldali panel). Ek arra
kovetkeztethetlink, hogy a DICER-en kivil a transzigélukalta silencing rendszer mas
elemeinek aktivitasa issmérsékletfligd lehet.

Bar a virus-indukalta sejt-autondm silencingmiérsékletfiggnek bizonyult,
korabbi kisérleteink alapjan uagyint, hogy a CymRSW. benthamianavirus-gazda
kapcsolat kimenetelét alapgen a szisztemikus silencing hatarozza meg. Korabban
igazoltuk, hogy normal dmérsékleten a CymRSV férésN. benthamianayazdandvény
gyors pusztulasahoz vezet, mig a szupresszor nélkith19stop fekizése a kezdeti
hasonlo tinetek ellenére kigyogyulast eredménydZ)(IMeg kivantuk vizsgalni, hogyan
befolyasolja a bmérséklet a feéizések lefolyasaiN. benthamianandvényeket fefiztiink
CymRSV és Cym19stop virusokkal, majd a ndvényeket?l, 24 és 2T -on neveltiik.
Varakozéasainknak megfeten 21 és 26-on a CymRSV febizés a ndvény nekrozisahoz,
a Cym19stop febizés pedig a névény kigyogyulasahoz vezetett (Eragieéé12. Abra D,
kozép$ panelek). 18C-on azonban mar a Cym19stop deds is nagyon és tiineteket
okozott, a névény alacsonyinérsékleten a fefzéstdl nem gyogyult ki (Eredmények 12.
Abra D, bal széls panel). Tehat a szisztemikus silencing alacsofipdrsékleten nem
tudta megvédeni a névényt még a szupresszor nalkillsoktol sem. Természetesen a
CymRSV fertzés alacsony dmeérsékleten, hasonléan a normadmersékletekhez, a
noveény gyors pusztulasat eredményezte. Magamsélsékleten a Cym19stop f&xés
szinte alig eredményezett tiineteket. Meglepddon, 27C-on a CymRSV fefizés sem
pusztitotta el a novényt, a kezdetbertiineteket kovéen a fel§ leveleken a tilinetek
gyenguiltek, a virus szint cstkkent, a szisztemsilesncing megvédte a ndvényt, a nbvény
a fertzésldl kigyogyult (Eredmények 12. Abra D, jobb szélsanel). Megallapithatjuk
tehat, hogy az antiviralis ndévényi silencing reradsk tbmérsékletfiiggek, alacsony
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hémérsékleten alig aktivak, mig @rhérséklet emelkedésével a silencing intenzitdsa n
Ennek kovetkeztében alacsonyontérsékleten a szupresszor nélkili vagy gyenge
szupresszorral rendelkiézvirusok is képesek hatékonyan, szisztemikusartzieirta
potencialis gazdandvényeket, mig magémérsekleten az intenziv antiviralis silencing
képes megvédeni a novényt még az egyébként nagpbdékdmyan fefiz6, er6s
szupresszorral rendelkizirusokkal szemben is (146).

A virusrezisztens névények nemesitésének leggyoréa leghatékonyabb maédja a
transzgénikus nemesités. llyenkor egy viralis seekiat expresszalnak a névényben, ami
védetté teheti a névényt az adott virussal szerfi®t). Mivel a transzgén és az antiviralis
silencing utvonalak aktivitasa isésen figg a émersékletdl, és mivel transzgén alapu
virusrezisztencia is a silencingen alapszik, féldétt, hogy alacsonydmeérsékleten a
transzgenikus novények virusellendllésaga elveszKetrabban igazoltak, hogy a
CymRSV kopenyfehérje génjének egy darabjat expéssAl transzgénikusN.
benthamiana vonal rezisztens a CymRSV-vel szemben (65, 125xértA hogy
megvizsgaljuk a transzgén alapu virusellenalloségénsékletfliggését, vad és Al
transzgéenikusN. bethamianandvényeket fefiztink CymRSV-vel, majd a ndvényeket
eltérs hsmérsékleten, 15 és %2-on neveltik (Eredmények 12. Abra E). A virugfedtt
vad ndveény -varakozasainknak megfédel- mindkét imérsékleten elpusztult, mig az Al
transzgénikus novény -az irodalmi adatokkal megegge 24C-on CymRSV
ellenallénak bizonyult (Eredmények 12. Abra E)°Q®n azonban az Al transzgénikus
vonal is fogékonnya valt, a CymRSV virus az Al Jbaa a vad névényhez hasonld
szinten akkumulalédott és nekrotizalta a novénytrediények 12. Abra E).
Megallapithatjuk tehat, hogy a silencing rendszedapuld transzgénikus virusrezisztencia
alacsony Bmérsékleten a silencing rendszer csokkent aktevitdsitt letorhet.

Kimutattuk, hogy alacsonyoémeérsékleten mind a transzgén-indukalta, mind az
antivirdlis silencing rendszerek aktivitasa gyende.transzgén-indukalta, illetve az
antivirdlis silencing utvonalak nem létfontossdgudle mas silencing Gtvonalak, igy
Utvonalak nélkilozhetetlenek. Ugyanakkor megfiggéiik, hogy bar 1%-on a
transzgén, illetve virdlis eredetsiRNS-ek alig detektalhatéak, a ndévények lassan, d
normalisan fefidtek. Megvizsgaltuk tehat, hogyan hat é&miérséklet néhany miRNS
akkumulécidjara. Arabidopsis névényeket 15,68127C-on neveltiink, majd harom hét
mulva meghataroztuk a miRNS szinteket. Kimutattubgy a lmérséklet nem hatott az

altalunk vizsgéalt miRNS-ek mennyiségére, azok mandm Bmérsékleten korilbelll
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azonos mennyiségben voltak jelen a ndévényekben diieyek 12. Abra F).
Kijelenthetjik tehat, hogy a névényi silencing renereknek a molekularis parazitak elleni
védekezésben szerepet jatszé utvonaldamédrsekletfigf§ek, mig az egyedféjtiés
regulaciojaban meghatarozé szerepet jatszo6 miRM&altak aktivitasa admeérsékletl
fuggetlen.

Az egyes silencing utvonalak eléér hdmérsékletérzékenységének fontos
alapkutatasi és alkalmazott kutatasi jelegge is lehet. Biolégia szempontbdl fontos, hogy
a virus-indukalta silencingdmérsékletfliggése megmagyaraz tobb korabban edyaltal
nem értett jelenséget, igy a heat-masking-ot, \aagyhogy magaséimérsékleten nevelve
a novények virusmentesitiek (heat-therapy). Mivel a silencing transzkripcgilast is
eredményezhet, lehetséges, hogy az alacsobipetsekleten megfigyelt novényi
transzpozon aktivacié részben a gyefigsllencing eredménye (65). Az aktivalédo
transzpozon allomany a genetikai valtozatossage¢lndgy a kovetkd generaciéban az
adaptivebb valtozatok megjelenésének esélyét ii.eme
Gyakorlati szempontbdl fontos, hogy igen sok trgesikus novény fenotipusa a
silencing-en alapul. Ezek alacsonyniersekleten letdérhetnek. Azonban a miRNS utvonal
alapveten romérséklet-fliggetlen, ezért a mIRNS alapu transkgéni ndvéenyek
fenotipusa alacsony 6mérsékleten is stabil lehet. Ezt sikerllt is igazolhiszen
mesterséges mMIRNS alapu virusellenalld névéenyelkgdhien is rezisztensek maradtak,
szemben a hagyomanyos transzgénikus vonalakkally@knesak normal és magas
hémérsekleten bizonyultak elleallénak (112). Hasonjoaivel az IR transzgébir még
alacsony HBmeérsékleten is keletkezett siRNS (igaz joval kekbsemint normal
hémérsékleten) (137), feltételezhetjik, hogy az IRapal transzgénikus novények
fenotipusa hidegben is stabil maradhat. Kimutattbk, IR transzgén konstrukciot
epitettiink be, a CymRSV még alacsoriynérsékleten sem volt képes temi (Mérai,
nem publikélt adat, nem mutatott kisérlet).

A silencing alapu géninaktivacio az egyik leghatéjabb reverz genetikai eszkoz,
ezért igen fontos, hogy a silencingnmérsékletfiiggése a silencing alapu technikak
felhasznalhatésagat dsen befolyasolhatja, pl. a silencing alapd génimalds
hatékonyabb lehet magasabintérsékleten. Mivel a névényi géninaktivacids reedsk
legtobbje virusokat hasznal (VIGS rendszerek), mringazda-virus rendszerben meg kell
hatarozni azt az optimaliséimérsékletet, ahol a virus még hatékonyandterde a

silencing mar képes a géninaktivaciora (53).
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Erdekes modon a silencingrnérsékletfiiggése nem novényspecifikus, a silencing
Drosophila-banC. eleganshan is joval intenzivebb magaérhérsékleten (50, 135).686
az embs RNAI aktivitas is rendkivil ésen flgg a émérsékleidl (78). Ez azt
val@szirisiti, hogy a silencing rendszer kilénlegésnirséklet-érzékenyséege nagyisi
tulajdonsag, a silencing rendszer feltéeet mar a kdzos eukaridtssben (LECA) is
hémeérseéklet-szenzitiv lehetett. A jelenlegi elképgeleé szerint a silencing rendszer a
molekularis parazitdk, transzpozonok, virusok ellemolvalédhatott a LECA-ban.
Hipotézistuink szerint, mar akkor kialakult egyfagigyensuly, normal kérilmények kdzott
a molekularis parazitak elleni védekezés nagyonto®nlehetett, mig alacsony
hémérsékleten (és talan mas viszonylag &zé€gesebb viszonyok kozo6tt) ennek

jelentsége csokkent, a housekeeping funkciok ellatadatledétérbe.
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Eredmények 12. Abra

Eredmények 12: Abrah novényi virus- és transzgén-indukélta silenciigonalak aktivitasa
ergsen dmérsékletfiigy (A) A virus-indukalta sejt-autondm silencing hatékomggs&lgg a
hémérsékletil. N. benthamiangrotoplasztokat febiztink CymRSV és Cym19stop virusokkal. A
fert6zott protoplasztokat eltérhémérsékleten neveltilk. A mintdkat 1 nappal adéfa¥s utan
szedtilk. Kiemelend hogy 21 és 2T kozétt a virus szint nem véltozik, mig a siRN$isz
dramaian 8. (B) A transzgén-indukalta silencing aktivitagnmérsékletfiigd. N. benthamiana
leveleket infiltraltunk GFP-vel, illetve kontrollké ko-infiltraltuk GFP és P19 konstrukciokkal. Az
infiltralt novényeket eltér homérsékleten neveltik, majd 3 dpi-nél elemeztik & GMRNS és
GFP siRNS szinteke{C) A hairpin dsRNS indukdlta silencing aktivitds &nférsékletfiigd. N.
benthamiandeveleket infiltraltunk GFP, illetve IR konstruldtikal. Az infiltralt névényeket eltér
hémérsékleten neveltiik, a GFP mRNS és GFP siRNSeg2n8 nappal a fdéizés utan elemeztik.
(D) A novények virusok elleni védekezésének hatékgaysébsen figg a émérsékletdl.
CymRSV és Cyml9stop virusokkal f&zbtt N. benthamianandvényeket eltér hémérsékleten
neveltik. A képeket két héttel a f&xés utan készitettUk(E) A transzgénikus ndvények
virusellendlliésaga alacsonyérhérsékleten letérhet. Fogékony vad és CymRSV regisz
transzgénikus (ALN. benthamianandvényeket fefiztink CymRSV és Cym19stop virusokkal,
majd a ferdzott ndvényeket eltérhomérsekleten neveltiik. A képeket 10 nappal a#ég utan
készitettuk(E) A miRNS-ek kodzvetitette silencing Utvonalak aktgia nem flgg adimérsékletl.
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II. Hogyan elézik meg a névények, hogy dominans-negativ hatdsisanka fehérjék
expresszalodjanak ?

A korai stop kodont (PTC-t) tartalmazé mRNS-ek saAacioja rendkivil
veszélyes, hiszen ezékr csonka, gyakran dominans-negativ hatasu fehérjék
képddhetnek. Ezért az eukariétabanikiidik egy olyan mifiségbiztositasi rendszer, a
nonsense-mediated mMRNS decay (NMD) rendszer, afek$yneri és degradalja a PTC-
tartaimd mMRNS-eket, ezaltal megal a csonka fehérjék keletkezését. Az NMD rendszert
intenziven vizsgaltak élesiten, gerinctelen modell organizmusokban és ternesze
human sejtekben, de a ndévényi NMOikiidésébl szinte semmit sem lehetett tudni. A
novényi NMD megismerését két ok miatt tartottuktémmak, 1, Ugy véltiik, hogy az NMD
rendszer megismerése hozzasegithet a névényi dgpégazas jobb megértéséhez, 2, ugy
gondoltuk, hogy a ndévényi NMD rendszer megismeresgithet tisztazni az eukariéta
NMD rendszerek evollciéjaval kapcsolatos vitakaterE célul tiztik ki egy a ndvényi

NMD vizsgalatokra alkalmas tesztrendszer kidolgazasnajd ennek segitségével

“ sz

II. 1. Egy tranziens ndvényi NMD rendszer kidolgozaa

A novényi NMD rendszer megismerésetlzd programunk megkezdésekor csak
annyit lehetett tudni, hogy az NMD névényekben igkadik, de sem az NMD cisz, sem a
transz elemei nem voltak ismertek, és semmilyert selia allt rendelkezésre a ndvényi
NMD mechanizmusaval, szabalyozasaval vagy biologmerepével kapcsolatban. Az
emlbs NMD kutatasok soran a tranziens vizsgalati reswddz nagyon eredmeényesnek
bizonyultak, ezért a novényi NMD rendszer feltatasglzo kutatasaink elslépésekent
egy hatékony tranziens novényi NMD tesztrendszkartank kidolgozni. Ezt az NMD
vizsgélati rendszert hasznaltuk fel a névényi NM8r elemeinek azonositasahoz, illetve
(mas kisérleti médszerekkel kombinalva) az NMD s$mifaktorainak meghatarozasahoz,
eés az NMD mechanizmusanak megismerésehez is.

Az NMD vizsgéalatokhoz gyakran tobb gén egyuttesresgridjara van sziukség,
ezért egy agroinfiltracion alapuld tranziens NMBzieendszert akartunk felallitani, hiszen
ez az egyetlen olyan ndvényi génexpresszios rendameellyel egyszerre szamos geén
termeltethet magas szinten. Korabbi munkakbdl ismert volt, hogy bab

phytohemagglutinin (PHA) génjének korai stop-ot,(PfTtartalmazé véaltozatait az NMD

73



dc_34 10

hatékonyan bontja (153). Ezért &lepésként egy a PHA génen alapulé tranziens NMD
tesztrendszert épitettlink ki oly médon, hogy agktdraum binaris vektorba klonoztuk a
bab PHA génjét, illetve a gén egy olyan mutansovaltat (PHAm), amely a PHA gén
egyharmadanal egy PTC-t tartalmazott (82). KlénkztlPHAmM gén egy csonka valtozatat
(Eredmények 13. Abra A). Fontos kiemelni, hogy aABHkonstrukcié -a PHAm
konstrukcioval ellentétben- normal stop kodont (needig PTC-t) tartalmaz, hiszen itt a
stop utan rogton a terminator régié kédik. A PHAs konstrukciot az NMD kisérletek
soran bels kontrollként hasznaltuk (lasd lent).

Az NMD vizsgalatokhoz tehat 3 tesztgénink volt, kéd tipusi gén (PHA, illetve a
PHAs) és egy PTC-t tartalmazé mutans, a PHAm. Manoiim konstrukciot
agrobaktériumba konjugaltuk, majd az expresszidjwdgroinfiltraciot kdvet northern
hibridiz&cids vizsgalatok sorén teszteltik.

N. benthamianandvények leveleinek bal és jobb oldalat éltérgrobaktérium
keverékekkel infiltraltuk. A levél bal oldalat edyHA-t, PHAs-t és P14-et tartalmazo
keverékkel (PHA+PHAs+P14), mig a jobb felét egy Phtat, PHAs-t és Pl4-et
tartalmaz6 agrobaktérium keverékkel (PHA+PHAs+Pifiltraltuk. A P14 silencing
szupresszor ko-infiltracidjara azért volt szukségrt az agroinfiltracié nagyon hatékony
silencing valaszt indukal, ami szupresszor hiangaparsan lebontana mind a vad, mind
a PTC-tartalmi mRNS-eket. A PHAs konstrukci6 Betiltracios kontrollként szolgalt.
Az agroinfiltraciét kovet 3. napon az infiltrélt levelekdb total RNS-t izolaltunk, majd a
kUlonb6d teszt konstrukciok mRNS szintjeit northern hitr@tiés kisérletekben
vizsgaltuk. Prébakent jel6lt PHAs fragment szergpainely természetesen kimutatja a
PHAs, a PHA és a PHAmM mRNS-eket is. Varakozasainknagfeleben a PHA mRNS
magas szinten expresszalodott, mig a PHAm tramdmkniok szintje jéval alacsonyabb
volt (Eredmények 13. Abra B panel, vesd dssze 2az24-3-4 csatornak féldibridizacios
csikjainak intenzitasat). Ha a PHA és PHAmM mRNS&ktjét a PHAs betskontrollhoz
normalizaltuk, a PHA és PHAmM mMRNS-ek expressziojankitativ formaban is
0sszevethétvolt. Eredményeink szerint a PHA mRNS-ek szinf®-szer magasabb volt,
mint a PTC-tartaimi PHAm transzkriptumok szintjeek az eredmények azt sugalltak,
hogy sikerllt egy tranziens NMD tesztrendszertlligddi. A kovetked kisérletek célja
annak igazolasa volt, hogy a P14 silencing szupoessem befolyasoljla az NMD
tesztrendszert, illetve annak bizonyitasa volt,yhag°PHAmM alacsony szintje valéban az

NMD negativ reguléciéjanak eredmeénye.
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Mivel az NMD és silencing rendszerek kozott kapaswhn, felmerdlt, hogy a P14
silencing szupresszor ko-expresszioja befolyds@lhaz NMD valaszt. Kordbban
igazoltuk, hogy az agroinfiltracié indukalta silémg alacsony émérsékleten (158 nem
vagy csak alig rikodik (146), igy lehéiség nyilt tisztazni, hogyan hat a P14 jelenléte az
NMD-re. PHA+PHAs, illetve PHAM+PHASs keverékekkeffilmaltunk N. benthamiana
leveleket, majd a névényeket 156@n, illetve norméal Bmérsékleten tartottuk. Harom nap
mulva mintakat szedtink és meghataroztuk a PHA HAnf mRNS-ek expressziojat.
Kimutattuk, hogy normal &mérsékleten ahol a silencing aktiv, mind a PHA BRAR
teszt mMRNS-ek, mind a PHAs kontroll transzkriptunszkntje nagyon alacsony volt, azaz
a silencing rendszer hatékonyan tamadja az NMDooélps a vad tipusi mRNS-eket is
(nem mutatott adat). Ugyanakkor alacsorymBrsékleten ahol a silencing inaktiv, a
PHAmM transzkiptumok szintje kb. 1/10-e a PHA mRNSseintjének (Eredmények 13.
Abra C panel, vesd Ossze az 1-2 és 3-4 csatorriak Mfébridizacios csikjait). Azaz
alacsony Bmérsékleten az NMD hasonléaniikddik silencing szupresszor hianyaban,
mint normal kmérsékleten szupresszor jelenlétében. Megallapithaehat, hogy az
agroinfiltraciés NMD teszrendszeriinkben a P14 jélennem maodositja az NMD valaszt,
ezeért a tovabbi kisérleteinket mindig norméhtérsékleten, szupresszor ko-infiltracioval
végeztik (a P14-t a tovabbi kisérletek soran mikdinfiltraltuk, de csak akkor tiintetem
fel, ha kiemelt szerepet jatszott).

A kovetked kisérleteink soran bizonyitani szerettiik volnagyha PHAm valéban
NMD célpont. Ezt igazolandd, megkiséreltik kikapssoaz NMD rendszert és
megvizsgaltuk, hogy az NMD aktivitdas hidanydban ramgwaltozik a PHAmM mRNS
expresszio. Kordbban mar bizonyitottak, hogy az NM@vényekben (akarcsak mas
eukaridtdkban) transzlacié fuggfolyamat (153). Ezért feltételeztik, ha a PHAmM
transzkriptum valodi NMD célpont, a transzlacio &pksolasa, kévetkezésképp az NMD
inaktivalasa a PHAM mRNS szint emelkedését idézi Bt a feltevést ellémizend,
levéldarabokat ko-infiltraltunk PHA+PHAs, illetveHAmM+PHAS konstrukciokkal (és P14
silencing szupresszorral), majd az infiltralt leladabokat a transzlacié elongaciojat gatlo
szerrel (cikloheximid, cyc.), illetve puffer oldattkezeltik. A cikloheximid kezelt és a
kontroll kezelt levéldarabokban meghataroztuk a Pliletve PHAmM transzkriptumok
PHAs bel$ kontroll mRNS-ekhez viszonyitott szintjét és méagditottuk, hogy a
cikloheximid kezelés szignifikAnsan megemelte a RHARNS-ek expresszidjat, de nem

hatott a PHA transzkriptumok szintjére (Eredmény@kAbra D panel, vesd dssze az 1. és
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2., illetve a 3. és 4. csatorna feldibridizacios csikjait). Ezek az eredmények
alatdmasztjak, hogy a PHAm valodi NMD célpont.

Azt, hogy a PHAmM mRNS-eket az NMD hatékonyan tgmadas maodon is
igazoltuk. Az UPF1 fehérje az NMD kulcseleme éléslaén és allatokban is. Korabban
igazolték, hogy a helikdz domén egyik teljesen leowalt argininjének ciszteinre cserélése
mind gombéakban, mind allatokban dominans-negatitéaoidt eredményez (143). Ezek a
mutans fehérjék felteh@&tn képesek beépilni az NMD komplexekbe, de a hebkévitas
hianyadban az NMD nem ithodik, igy a UPF2 és 3 fehérjék inaktiv NMD kompa&x
részei lesznek. Arabidopsisban egy feltételezeU&rtholdg talalhaté (At5G47010) , ez
erdsen hasonlit az allati UPFl-ekre (pl. a human ésAeabidopsis UPF1 65 %
hasonlosagot mutat aminosav szinten). Mivel a keliidoménben ndvényekben is
megtalalhaté a konzervalt arginin, feltételeztiggy amennyiben a feltételezett névényi
UPF1 funkcionalisan is részt vesz az NMD-ben, eggohld arginin-cisztein (R863C)
csere a novényekben is domindns-negativ mutacidhexet. Klonoztuk tehat az
Arabidopsis feltételezett UPF1 génjét (UPF1), majchelikaz doménben az arginint
ciszteinre (U1DN) cseréltik (Eredmények 13. Abrpakel). A PHA, illetve PHAmM NMD
teszt konstrukciékat 6nmagukban (pontosabban PH#sS kontroll konstrukciéval és P14
szupresszorral) infiltraltuk, illetve egyutt inféltuk  oket U1DN-nel
(PHA+PHAs+U1DN+P14, PHAM+PHAs+U1DN+P14), illetve ElRgyel (nem mutatott
kisérlet). Varakozasainknak megféleh a ULDN ko-infiltracié dramaian megemelte a
PHAM mRNS-ek szintjét, de nem befolydsolta a PHAI \gpusi transzkriptumok
akkumuléaciojat (Eredmények 13. Abra C panel, vessré az 1-2 és 5-6, illetve a 3-4 és 7-
8 csatornak fets hibridizacios csikjait). A vad tipust UPF1 ko-ltricidja sem a PHAm,
sem a PHA mRNS szintet nem modositotta (nem mutattdat). Ezek az eredmények
igazoltak, hogy a U1DN infiltracié az NMD inaktiviégat okozza, €és megasitették azt is,
hogy a PHAm valodi NMD célpont. Azt, hogy az At5@4D valéban a UPF1-et kodolja,
a T- DNS vonalak elemzésévéliink figgetlenal tobb csoport is igazolta (4, 170).

Osszegezve kijelenthetjilk, hogy sikeriilt felaflitagy agroinfiltracion alapulo,
kvantitativ vizsgalatokra is alkalmas tranziens érgy NMD tesztrendszert. A rendszer
elonye, hogy U1DN ko-infiltracioval (vagy cikloheximillezeléssel) az NMD rendszer
konnyen kikapcsolhatd, igy a teszt konstrukcioksakgrolt NMD hatas egyszign
azonosithatd és mérlbetA kovetkedkben a teszt konstrukciok NMD érzékenységét a
U1DN-nel ko-infiltralt, illetve a ULDN nélkdl inftralt mintak mRNS szintjeinek

dsszehasonlitdsaval hataroztuk meg (U1DN ko-iafiltrs teszt).
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Eredmények 13. AbraAgroinfiltracion alapuld tranziens névényi NMD dszer. A) A PHA,
PHAmM, PHAs, UPF1, U1LDN és P14 konstrukciok (nem etghnyos) rajza(B) Az NMD
negativan reguldlia a PHAmM mRNS szintéd. benthamianaleveleket PHA+PHAs+P14;
PHAM+PHAs+P14; PHA+PHAs+P14+U1DN, illetve PHAM+PH&R14+U1DN elegyekkel ko-
infiltraltunk, a 3. napon az mMRNS szinteket nonthaibridizacidval vizsgéltuk. A PHA, illetve
PHAmM mRNS szinteket az adott minta PHAs mRNS sz viszonyitottuk, majd a PHA mintak
atlagintenzitdsat 100%-nak (1) véve adtuk meg a mHiintak expresszioja(C) A P14 jelenléte
nem befolyasolja az NMD valas#tl. benthamiandeveleket PHA+PHAs, illetve PHAM+PHAS
keverékekkel infiltraltunk, majd a ndvényeket 155@+artottuk, ahol az RNS silencing nem aktiv.
A mRNS szinteket a B panelhez hasonléan szamitofkA ndvényi NMD transzlaciofugy
folyamat. N. benthamianaleveleket infiltraltunk PHA+PHAs+P14, illetve PHARHAs+P14
elegyekkel, majd az infiltralt leveleket transztaaatldé cikloheximiddel (Cyc), illetve kontroll
oldattal (-) kezeltik. A PHA és PHAmM mRNS szintekainden esetben az adott minta PHAs
MRNS szintjéhez viszonyitottuk. Az 4bra alatti saina kezeletlen (-) és a cikloheximid kezelt

(Cyc) mintak teszt mMRNS-einek aranyat mutatjakgzeketlen mintak intenzitasat 1-nek vettik).
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II. 2. A névényi NMD cisz elemei

II. 2. 1. A hosszu 3'UTR ndvényekben NMD-t indukal

A novényi NMD cisz elemeit az altalunk felallitottanziens novényi NMD
rendszer segitségével kivantuk meghatarozni. ERggzaz eredmények gyorséeétes
becslését lehéte téwbw GFP alapu NMD tesztrendszert dolgoztunk ki.oz&l
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PHAmM mRNS valktMD célpont. Mivel sem a PHA,
sem a PHAs mRNS-eket nem tdmadta az NMD, azt dé&t#iik, hogy a PHAm NMD
erzékenységét a PTC és a PHA geén eredeti stop jodanrdotti kb. 600 nukleotid
hosszusagu szekvencia okozza (ezt a 600 nt sze&vealm régidnak neveztik el,
Eredmények 14. Abra A). Aabc régié tehat hordozza az NMD kivaltasahoz szilkséges
dsszes informacioét, de ezek csak akkor eredménkdthtD-t ha a stop kodontdl a 3’ vég
irAnyaban, a 3'UTR régidban talalhatdéak (hiszenabe regiot kodold szekvenciaként
hordoz6 PHA mRNS nem NMD célpont).

Els6 lépésként azt kivantuk megvizsgélni, hogy ax régidé més szekvencia
kontextusban is képes-e NMD-t kivaltani. Asbc régiét egy GFP-t hordozd binaris
vektorba, kozvetlen a GFP stop kodonja mogé épkdbe, ezaltal a képdé mRNS
3'UTR-janak a hosszat ac szakasszal megndveltik (a konstrukcidt G-L-nekentik,
utalva a GFP-re, illetve a transzkriptumok hossliTR-jara. 14. Abra, A panel). Ezt
koveten agroinfiltraciés kisérletekben vizsgéaltuk hogyaat az abc szakasz a GFP
expresszioraN. benthamiandeveleket infiltraltunk G-L+P14, illetve G-L+U1DN+R2
agrobaktérium elegyekkel. Negativ kontrollként ¥igisi GFP-t infiltraltunk dnmagaban,
illetve ko-infiltraltuk U1DN-nel (GFP+P14, illetvé&sFP+U1DN+P14). A P14 ebben a
kisérleti rendszerben ké#t célt szolgal, egyrészt szupresszalta az agroadid kivaltotta
silencing valaszt, masrészt a P14 mRNS-ek az dasaglitdé northern hibridizaciok soran
normalizacios, betskontrollként szolgaltak (hasonldéan a korabban hals2HAs mMRNS-
ekhez). Az infiltraciokat kovét 3.-napon megvizsgaltuk az infiltrdlt levelek zdld
fluoreszcencigjat, illetve northern hibridizacidséeletekben elemeztiik a teszt mRNS-ek
akkumuléacidjat. Varakozasainknak megféésl a GFP-vel infiltralt levélrészben a GFP
aktivitas magas volt, és ezt a UIDN ko-infiltraclényegében nem befolyasolta

(Eredmények 14. Abra, B panel, vesd 6ssze az 1-2zé5-6 csatornak GFP mRNS

78



dc_34 10

szintjeit, illetve a hozzatartoz6 zo6ld fluoreszdétjc Ezzel szemben a G-L+P14 infiltralt
levélrész csak gyengén fluoreszkalt és a G-L mRINi&t gendkivil alacsony volt.
Ugyanakkor a U1DN ko-infiltralt mintakban a G-L mBNszint efsen megemelkedett,
ami zo6ld fluoreszcencia dramaiéeddésével jart (Eredmények 14. Abra, B panel, vesd
0ssze a 3-4 és a 7-8 csatorndk G-L mRNS szintjgitve a hozzatartoz6 zoéld
fluoreszcenciat). Ha a GFP és G-L mRNS szintekefl4 mRNS-ekhez normalizaltuk a
MRNS expressziok 0sszehasonlithatoak voltak. Meagjédittuk, hogy a G-L mRNS-ek
szintje alig 5%-a a GFP transzkriptumok szintjéregtaz az NMD rendkiviul hatékonyan
tamadta a G-L mRNS-eket. Ezzel dsszhangban azsztgiak, hogy az U1LDN ko-
infiltradcidé a G-L mRNS szint kb. 6.5-sz6r6s emel&sét eredményezte. A G-L mRNS
szint cikloheximid kezelés hataséara szintén jésen emelkedett (Eredmények 14. Abra,
C panel, vesd 6ssze a 1 és 2 csatornak G-L mRM8es)i ami tovabbi bizonyiték arra
nézve, hogy a G-L mRNS valédi NMD célpont. Ezekeazdményeik igazoltak, hogy az
abc szakasz idegen szekvencia kontextusban is képeld-Nkivaltani, azaz NMD cisz
elemeket tartalmaz.

Mivel a G-L mRNS-ben a GFP stop kodonjat az NMDdszer PTC-ként azonositotta
annak ellenére, hogy a stop kodon itt a GFP erestigi kodonja volt, megallapithatjuk,
hogy a novényi NMD korai stopként, PTC-ként ismer rhinden stop kodont (és lebont
minden olyan mRNS-t), amely utan a 3'UTR NMD ciseneeket tartalmaz.

Az abc régio elvben kétféele NMD cisz elemet hordozhat.at. éleszt DSE
elemekhez hasonl6 olyan destabilizaléo szekvendekés tartalmazhat, amelyek ha jelen
vannak a 3'UTR-ban a mRNS gyors degradacidjat kdél. 2, Elesztkben és
gerinctelenekben a hosszu 3'UTR NMD cisz elemkeolgal. Ezért lehetségesnéint,
hogy azabcréegiéo a PHAmM és a G-L mRNS-ek esetében is egismeazaltal okoz NMD-

t, hogy a 3'UTR régié hosszat megnéveli. Feltétigliezhogy amennyiben aabc régio
DSE jelledi destabilizalé szekvencidkat tartalmaz, azok e&sszinem egyenletes, azok
térképezhdiek. Ezért a ~600 nt hosszusaghc régiot harom 200 nt hosszu darabra
vagtuk, majd ezeket a GFP stop kodon mdgé épitbrifGa, G-b és Ge konstrukciok.
Eredmények 14. Abra, A panel). A konstrukciok NMBrzékenységét” U1DN ko-
infiltraciés kisérletek soran vizsgaltuk. Feltémilk, hogy ha DSE elem van jelen
valamelyik darabon, az a mRNS jovabsgbb NMD célpont lesz, azaz annak expressziojat
a U1DN ko-infiltracio jobban megemeli, mint a tobbhRNS szintjét. Ezzel szemben azt
talaltuk, hogy mindharom mRNS kb. azonos NMD érmgkéget mutatott, ULDN ko-
infiltracié hatdsara a @; G-b és Ge mMRNS-ek szintje egyarant 2-3 szorosara emelkedett
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(Eredmények 14. Abra, D panel, vesd ssze a 2B 4-5 és 11-12, illetve 6-7 és 13-
14 csatorndk mRNS szintjeit). Megéllapitottuk teh@gy azabc régi® nem hordoz
specifikus DSE elemeket, ezért valosiriek {int, hogy a hosszd 3'UTR ndvényekben is
hatékony cisz elem.

A hosszu 3'UTR elvben kétféleképpen idézhdt BMD-t, 1, van egy kritikus
3'UTR méret, azaz az ennél rovidebb 3'UTR régidkriedukalnak NMD vélaszt, mig az
ennél hosszabb 3'UTR-ok hatékony NMD valaszt vakaki, 2, az NMD indukcié
fokozatos és a 3'UTR-ok méretfuggn indukalnak NMD-t. Ebben az esetben a ndvényi
NMD ,kvantitativ’, minél hosszabb a 3'UTR, annaltéleonyabb az NMD. Bar az &6
kisérlet az utdbbi modellt valGstisitette, tisztazni kivantuk, hogy a két modell Kozl
melyik a helyes. Ezért a GFP stop kodonja ,utar) 69 illetve 200 nt hosszu szekvenciat
hordoz6 G-L és G konstrukciok mellé épitettiink egy harmadik ripoitenstrukciot is,
amelybe a GFP stop kodonja utanatz régié egy 400 nt hosszusagu szakaszat épitettik
be (Gbc konstrukcio, Eredmények 14. Abra A panel). Eztd®en a G-L, Ge és Gbc
konstrukciokat 6nmagukban infiltraltuk, illetve UNCkonstrukcioval ko-infiltraltuk, majd
a GFP aktivitasokat és a GFP mRNS szinteket vétaigsze. Megallapitottuk, hogy
amikor a U1DN nem volt jelen, azaz amikor az NMQOiaksolt, a 3'UTR hosszanak
novelésével a teszt konstrukcio zold fluoreszcgaadengult, a teszt mMRNS szint egyre
alacsonyabb lett (Eredmények 14. Abra, E paneld visssze a 2-3, 4-5 és 6-7 mRNS
szinteket, illetve a fels panelt a levél fotékon). A névényi NMD tehat kvidetiv
rendszernek bizonyult, minél hosszabb volt a 3'UBRpal hatékonyabban tamadta az
adott mRNS-t, igy annak szintje annal alacsonyaith Fontos azonban kiemelni, hogy
meég a legrévidebb, alig 200 nt 3'UTR ,toltelek” &xenciat hordozo konstrukcid is NMD
célpontnak bizonyult, ezen mMRNS-ek szintje is kiB-&or alacsonyabb volt, mint a
kontrollé. Természetesen az U1DN ko-infiltracié @nimatékonyabban emelte a zold
fluoreszcenciat és a teszt mRNS szintet, mingedyb NMD célponttal infiltraltuk egyutt.
Ebben a kisérletsorozatban az ULDN ko-expressf@8LamRNS szintet 5.6-szorosan, a
G-bc és a Ge transzkriptumok szintjét pedig 3,9, illetve 2-sm@n emelte meg
(Eredmények 14. Abra, E panel, vesd dssze a 293165 4-5 és 11-12, illetve 6-7és 13-14
csatornak mRNS szintjeit, illetve az als6 panédd#vel fotokon).

Megismételtiik ezeket a kisérleteket Ugy is, hogiparter gén stop kodonja utan
egy bakterialis gén (GUS) egy 700, egy 500 és &§yr2 hosszusagu darabjat klonoztuk.
Mivel a prokariotakban jelenlegi ismereteink szemimncs NMD rendszer, ezért a GUS

szekvenciak DSE elemeket nem tartalmazhatnak. Mirmth konstrukcié jéval ésebben
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expresszalt ULDN jelenlétében (NMD hianyaban), miminagaban, igy megallapithattuk,
hogy bakterialis szekvencidk beépitése a 3'UTROkEiszintén NMD-t okoz. R4adasul,
akarcsak a korabbi kisérletekben, itt is azt tapétsk, hogy minél hosszabb volt a 3'UTR,
annal ebsebb volt az NMD (nem mutatott kisérlet).

lgazoltuk tehat, hogy a névényi NMD-hez nincs sEGiKBSE elemekre, a ndvényi
NMD rendszer korai stop-ként ismeri fel azokat@stodonokat, amelyek utan a 3'UTR
szokatlanul hosszu. Az NMD rendszer ezen transakripk gyors degradaciojat idézbel
ezaltal megakadalyozza a potencialisan veszélyakadeheérjek képaméesét. Kisérleteink
soran igazoltuk azt is, hogy ez a hosszu 3'UTR katta novényi NMD méretfligg minél
hosszabb a 3'UTR, anndl hatékonyabb az NMD. Ezradneényink dsszhangban van
azokkal a korabbi megfigyelésekkel, hogy a kulogbBHA mutans névényekben a PTC
pozicidja jelenisen befolyasolta a mRNS-szintet, minél tavolabli aoPTC a stop-tdl,
annal alacsonyabb volt a PHA mMRNS szint. AzoOta tatdoport, mas Kkisérleti
rendszerekben is medeitette a kovetkeztetéseinkdlk is igazoltak, hogy a hosszu
3'UTR novényekben méretfigggn indukdl NMD-t. A hosszu 3'UTR-alapu NMD
kvantitativ jellege azonban nem novény-specifikuderilt, hogy a hosszu 3'UTR-alapu
NMD éleszében és allatokban is méretfibgon mikoddik, a hosszabb 3'UTR &ebb
NMD-t indukal (3, 47, 57). Ez alatamasztja azt k&gzelést, hogy a hosszu 3'UTR-alapu
NMD soran a PTC felismerés a kulénBéarganizmusokban hasonloan térténik, a PTC
azonositas alapu&n konzervalt. Jelenlegi ismereteink szerint @énta stop kodon-
PABP tavolsag hatdrozza meg a hosszi 3'UTR-alapiDNMenzitasat (lasd kébb,
11.5.2.).
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Eredmények 14. AbraGFP alapl tranziens névényi NMD rendszek) A konstrukciok (nem
méretaranyos) rajza. A P14 nincs feltintet{). Az abc szakasz a GFP stop utan is hatékony
NMD-t valt ki. N. benthamianaleveleket GFP kontroll és G-L NMD teszt konstrukal
infiltraltuk, illetve ugyanezeket a konstrukciokat-infiltraltuk ULDN-nel. A P14 minden elegyben
jelen volt. Az RNS mintékat és a fotokat a 3. nagészitettiik. Minden mintabdl kéttmutatunk
be. A blottokat GFP és P14 prébakkal hibridizaltAkGFP és G-L mRNS-ek szintjét az adott
minta P14 mRNS-ének szintjével normalizaltuk, meaf@FP szintet 100%-nak (1) véve adtuk meg.
A zardjelben leé szam mutatja, hogy a ULDN ko-infiltracid hanysz@a valtoztatta a kontroll
vagy teszt mRNS szintjét. A blott melle@FP felirat jelzi, hogy a préba a GFBHkészllt, azaz a
kilonb6d GFP-szarmazékok mRNS-eit egyforman mutatja ki ¢k betis feliratok a blottok
mellett mindenhol hasonlo6 érteliek). (C) A cikloheximid (Cyc) emeli a G-L expresszio szimtjé
A GFP konstrukci6 itt betskontrollként szolgalt. A proba GFP fragment v@) Az abc szakasz
nem tartalmaz DSE elemeket. Agbc harom azonos méketrésze, aza, b és c, azonos
hatékonysaggal valtanak ki NMD4E) A ndvényi NMD kvantitativ. A GFP riporter gén stop
kodonja utan egy 600albc), egy 400 c) és egy 200d) nukleotid hosszusagu darab kerdlt
beépitésre aabc régidbol, majd ezen konstrukciok NMD érzékenységeésgaltuk U1DN ko-

infiltracios kisérletekben.
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II. 2. 2. Novényekben a 3'UTR-ban talalhato intrond poziciéfiggs NMD cisz elemek
lehetnek

Emiésokben az intronok poziciéfugdNMD cisz elemek, mig az 5’UTR-ban vagy
a kodold régidban taldlhato intronok nem okoznak DNM addig a 3'UTR-ban a stop
kodontdl legalabb 50 nt-ra a 3’ vég iranyaban gkmted intronok dramaian megnévelik
az NMD hatékonysagat. Az etsibkkel szemben a pékéledz¢én és a gerinctelenekben a
hosszt 3'UTR-ok az NMD alapuettisz faktorai. Mindezek alapjan feltétlentl tegzte
kivantuk, hogy a 3'UTR-ban lokalizalt intronok nawekben is képesek-e az ésitkhoz
hasonloan NMD-t indukalni (82). A Gkonstrukcié a GFP stop kodonja utan egy 200 nt
hosszusagu toltelék szekvenciat tartalmaz, igyan@RNS-ek gyenge célpontjai a hosszu
3'UTR-alapii NMD-nek (Eredmények 14. Abra D és 1%ra A). Az intron-hatast
vizsgalo konstrukcié épitéséhez acGeonstrukcidét hasznaltuk fel. & szakasz utan
beépitettik a minden szbdvetben és pozicidban igeékbnyan kivagdédd burgonya Ls
intront (Gc-l konstrukcio, Eredmények 15. Abra, Apajd azt vizsgéaltuk, hogy ez a
3'UTR-ba beékelt intron milyen hatdssal van a gztexpresszidjara. A Gkontroll és a
Gc-l teszt konstrukciét dnmagéban, illetve U1DN-egydtt infiltraltuk, majd a GFP
aktivitast és a teszt mMRNS-ek szintjeit hasonlitotbssze. Fontos kiemelni, hogy acG-
MRNS nukleotidra megegyezik az érett, splicing-teséit Gc-1 transzkriptummal. Bar a
két érett mMRNS azonos, a két gén expresszibja ettzgv kilonbdzik, a 3'UTR-ba
beépitett intron dramaian csokkentette a riporéar gxpressziojat. Amig a GmRNS-ek
magas szinten expresszalddtak és &FP aktivitast eredményeztek U1DN hianyaban is,
addig a Gc-I transzkriptumok csak kis mennyiséghikumulalodtak, és a Ge-l infiltralt
levelek z6ld fluoreszcencia is nagyon gyenge vBtedmények 15. Abra, B, vesd ¢ssze a
1-2 és 3-4, csatorndk mRNS szintjeit, illetve a faledp levelek zold fluoreszcenciajat).
Azonban amikor a két konstrukciot U1DN-nel egyudpresszaltattuk, a két mRNS
expresszioja (és igy a zold fluoreszcencia) k6zehas efsséd volt (Eredmeények 15.
Abra, B panel, vesd ¢ssze az 5-6 és 7-8 csatorri@NSnszintjeit, illetve a megfelgl
levelek zdld fluoreszcencigjat). Mindezek alapjamaakdvetkeztettiink, hogy a Gc-l
MRNS-ek alacsony szintjet az NMD okozza, azaz aTRiban talalhatd intronok

noveényekben is hatékony NMD cisz elemkénikigdhetnek. Ezt alatamasztja az is, hogy

83



dc_34 10

cikloheximid kezelés hatasara a Ge-1 mMRNS szibtiedesen megemelkedett (Eredmények
15. Abra, C, vesd dssze az 5-6 és 7-8, csatornakSrezintjeit).

Emléstkben csak a stop-tdl legaldbb 50 nt-re ,downstfetalalhatd intronok
indukaltak NMD-t (111). Mivel a 3'UTR-ban talalhaidronok névényekben is NMD cisz
elemnek bizonyultak, meg kivantuk vizsgélni, va@r8’'UTR intronok ndvényekben is
pozicio-figd NMD cisz elemek-e. Etslépésként az Ls intront a GFP riporter konstrukcié
kodolo régiojaba épitettik be, majd ULDN ko-inéiltios tesztekkel vizsgaltuk, hogyan hat
a kodolo régioba beékelt intron a riporter mRNShgere. Szamos hasonlé vizsgalattal
egyeden mi is azt talaltuk, hogy a kodolé régidba épitetron a mRNS szintet nem
csokkentette, a transzkriptum nem lett NMD célpgném mutatott kisérlet). Azaz
novényekben csak a 3'UTR-ban lokalizalt intronokkddnek NMD cisz elemként. Ezt
koveten azt kivantuk vizsgalni, hogy névényekben a 3'UiRonok az entisokhoz
hasonl6an pozicio-fuggn okoznak-e NMD-t, vagy a 3'UTR-ban barhol képelsidkD-t
kivaltani. Ezuttal a PHAs konstrukciot hasznaltek &z intron hatas tesztelésére. Az Ls
intron a PHAs konstruckcié 3'UTR-jaba épitettik B8, illetve 99 nukleotidra a stop
kodontdl (P-28Ls, P-99Ls konstrukciok), majd ezesndtrukciok NMD szentitivitasat
teszteltik U1DN ko-infiltracidés kisérletekben. Kmitként ugyanezen konstrukcidkat
hasznaltuk, de intron nélkiil (P-28, P-99, Eredmk&r8ébra A panel). Ebben a kisérlet
sorozatban a beiskontroll a PHA konstrukcio volt. Varakozasainknakgfeleben a P-28
és P-99 mRNS-ek szintje a ULDN ko-infiltracié harasnem vagy csak kis meértékben
emelkedett (Eredmények 3.Abra C, vesd Ossze azé8-41-12, illetve 7-8 és 15-16
csatornak also hibridizacios csikjainak intenzifadgar az Ls intron mind a P-28Ls, mind
a P-99Ls mRNS-ekih hatékonyan kivagodott (nem mutatott kisérlet), katféle
transzkriptum NMD érzékenysége ettérolt. A P-28Ls mRNS-eket az NMD nem (vagy
csak nagyon gyengén) tamadta, hiszen a U1DN khr&tio csak igen kis méertékmRNS
szint névekedést eredményezett (Eredmények 15., Abravesd Ossze az 1-2 és 9-10
csatornak also hibridizacidés csikjainak intenziadazzel szemben a P-99Ls konstrukcio
erds NMD célpontnak bizonyult, hiszen a U1DN ko-infitio jelentsen megemelte a P-
99Ls transzkriptumok szintjét (Eredmények 15. Abfa,vesd odssze az 5-6 és 13-14
csatornak alsé hibridizaciés csikjainak intenzitadazzel 6sszhangban a P-99Ls mRNS
szint cikloheximid kezelés hatasara i$teljesen emelkedett (Eredmények 15. Abra D
panel).

Megallapithatd tehat, hogy noévényekben, akarcsaésdkben, az intronok
pozicié-fugd NMD cisz elemek, csak a 3'UTR-ban talalhaté intlimdukalnak NMD-t,
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és azok is csak akkor, ha nincsenek nagyon kozetop kodonhoz (82). Ezt a
megfigyelésiinket, hogy a 3'UTR-ban lokalizalt imo& noévényekben poziciofiiggn
okozhatnak NMD-t, azdta két, fluggetlen csoport isgebsitette. Az egyik csoport
transzgénikus névényeken tanulmanyozta az intrasmatepét, mig a masik az NMD
mutans Arabidopsis vonalak transzkiptom analiziapjan jutott hasonld kdvetkeztetésre
(87, 128).

Novenyekben ezek szerint legalabb kétféle NMD reedsiikddik, egy a hosszu
3'UTR-ok altal aktivalhato, illetve egy a 3'UTR-baokalizalt intronok altal indukalhato
rendszer. A kétféle rendszert hosszu 3'UTR-alaligtye intron-alapd NMD rendszernek

neveztik el.
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Eredmények 15. Abra

Eredmények 15. Abraovényekben az intronok pozicio-fadg¢MD cisz elemekA) A kisérletben
hasznélt konstrukciék (nem méretaranyos) rajza. 14 Rincs feltintetve. A @&-konstrukcié
gyenge célpont a hosszi 3'UTR-alapl NMD szamarag, aniGe-l gyenge célpontja a hosszu
3'UTR-alapt NMD-nek, de @és célpontja az intron-alapd NMD-nek. A P-28 és P-99
konstrukcidkat egyik NMD sem tamadja. A P-99Ls atrdn-alapud NMD célpontja, mig az P-
28Ls-t az NMD rendszer nem tamadjB) A 3'UTR-ba ékelt intron hatékony NMD cisz ele#.
Gce-l intron-alapt NMD teszt konstrukciot az NMD &ak hatékonyabban tdmadja, mint az azonos
érett MRNS-t expresszalo &konstrukciot. Az infiltracid, a fotézas, a mintawkés az mRNS
expresszio méresek a 14. abrandl leirtak szerniténtd(C) A cikloheximid (Cyc) kezelés emeli a
Gc-l expresszié szintjé(D) A 3'UTR-ban lokalizalt intron csak akkor okoz NMDHa nincs tul
kdzel a stop kodonhoz. P-28 és P-99 kontroll, ileP-28Ls és P-99Ls teszt konstrukcidkat
infiltrdltunk PHA bel$ kontrollal és P14 szupresszorral, illetve ko-indiltuk U1DN-nel. A blott
melletti PHAs felirat jelzi, hogy a P-28, P-99, P-28Ls, P-99ls BHA mRNS-ekhez egyarant
hibridizal6 PHAs szegmentet hasznaltuk prébakéntgal jelolt felss hibridizacios csik mutatja a
PHA bel$ kontroll MRNS-t.(E) A cikloheximid (Cyc) kezelés jelefgen emeli a P-99Ls szintet,

de nem befolyasolja a P-28Ls expressziot.
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[I. 2. 3. Novényekben az uORF-ok méretfiggNMD cisz elemek
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Eredmények 16. AbraAz uORF méretfliggNMD cisz elem ndvényekbem) (A kisérletben
hasznalt konstrukciok (nem méretaranyos) rajza. WON és a P14 nincs feltintetv@-D) Az
5'UTR tesztrégiot klonoztuk GFP riporter gén eléUGG), majd az uORF start kodon
kiiktatasanak (NoATG-U2-G), illetve az uORF rovihének (31-U2-G, 15-U2-G) az NMD-re
gyakorolt hatasét vizsgaltuk U1DN ko-infiltraciosérletekben(B) A NoATG-U2-Gkonstrukcio
esetén a GFRsfien hatékonyan expresszalddik, mig az 5’'UReBstrukcional az uORF @&dén
expresszidjanak dramai csokkenését eredményeziUB2N ko-infiltracio az 5’'U2-G mRNS
szintet emeli (C), de a§én transzlacidjat csak kevéssé modos{Ga.Az 5'U2-G mRNS efs
NMD célpont.(D) Az uORF méretfigéen indukal NMD-t, az 5’'U2-G ételjes NMD valaszt valt
ki, mig a 31, illetve 15 aminosav hosszlUsagu uORMordozé (31-U2-G és 15-U2-G)

transzkriptumokat az NMD nem tdmadja.
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Eukariétdkban a transzlacié iniciacioja soran #&@oszOma kis alegysége
kapcsolodik a mRNS 5'végehez és vegigfut a mRN&zrel$ AUG kodonig. A start
kodonnal a nagy alegység csatlakozik a kis aledyesggbeépil az élsaminosav és
megkezddhet a transzlacié elongécids szakasza (scannimglipnoA modell alapjan az
eukariéta mRNS-ek transzlaciéja azéedart kodonnal kefdlik. Azonban a mMRNS-ek
20-40%-anal az 5’UTR régioban talalhato egy roviRFKJUORF), azaz ezeknél a mRNS-
eknél a 8gén csak akkor transzlalédhat ha a riboszoma @zsedst kodonnal nem fejezi
be a scanning-et (leaky-scanning), vagy ha az u@®&#szlalodik ugyan, de az uORF
transzlacié utén a kis alegység a mRNS-hez kotwadnés Gjrakezdi a scanning-et. Ebben
az esetben aéfién start kodonjanal a transzlacié Ujrakdeiteet (reiniciacid) (86). Az
csokkentheti a mRNS stabilitasét is. Az UORF trEw$gja elvben ugyanis nagyonosr
NMD valaszt valthat ki, hiszen az uORF stop-jahépdst a teljessfién is a 3'UTR része
lesz. Mivel ndvényekben a hosszu 3'UTR hatékony NM&» elem, és mivel a néveényi
gének legalabb 20-30%-a tartalmaz uORF-ot (67)vaiatnank, hogy NMD hianyaban
ezen geének jeleés részének megnaz expresszidja (113). Ezzel szemben az NMD
mutédns Arabidopsis vonalakban a vad gének alig 1388k emelkedik meg az
expresszioja (87). Ez a latszélagos ellentmondgstdando, tisztazni kivantuk, hogy a
novenyi UORF-ok indukalhatnak-e, és ha igen milkérilmények k6zott NMD-t (113).
Kivalasztottunk 5 olyan az NMD deficiens vonalakhalexpresszald gént amely uORF-ot
tartalmazott az 5’'UTR régidéban, majd ezen géneKIT'RUégidit a GFP riporter gén start
kodon-ja elé klonoztuk. Ezeket a konstrukcidkat WILBRo-infiltracios kisérletekben
vizsgaltuk és kimutattuk, hogy harom esetben a @EPklonozott 5’UTR régié NMD
valaszt valtott ki (nem mutatott kisérletek). A &bbi kisérletekhez azt a konstrukciot
(5'U2-G, Eredmények 16. Abra A) valasztottuk ki, elyna legesebb NMD valaszt
indukélta (Eredmények 16. Abra C, bal oldali pan&jadasul ez az 5’'UTR a lebet
legegyszedibb szerkezét volt, hiszen egyetlen 50 aminosav hosszusagu u@RF-
tartalmazott (UORF2), mas start kodon az 5’UTRaBgn nem volt és nem tartalmazott
intront sem. EI§ 1épésként igazoltuk, hogy valéban az uUORF2 indakaét NMD valaszt.
Ugyanis, amikor az UORF2 start kodonjat elrontgttakiogén expresszidja dramaian
megrétt és a mMRNS szint a U1DN ko-infiltracié hatasaensvaltozott (Eredmények 16.
Abra B és C, jobb oldali panel). Ezt kéen azt vizsgaltuk, hogy miért okoz az UORF2
hatékonyabban NMD-t, mint a tobbi &ltalunk vizsg#@RF. Mivel az uORF2 hosszabb

88



dc_34 10

volt, mint a masik négy vizsgélt uORF, feltételéztthogy az UORF2 hossza
befolyasolhatja az NMD indukald képességet. Ezpathzisiinket ugy teszteltiik, hogy az
UORF2 hosszat 30, illetve 15 aminosavra rovidiketgl oly modon, hogy az uORF2
k6zép$ részét eltavolitottuk (31-U2-G, 15-U2-G, Eredmédngé. Abra A). igy az uORF
elétti szekvencidk, az uORF2 start és stop kontextilisdye az intergénikus régié (az
UORF2 stop-ja és @dén start kodonja kozti szakasz) a harom konstéué&setén azonos
volt. Ezt kéveben a harom teszt konstrukcio NMD indukalé hatékéggs vizsgaltuk
U1DN Kko-infiltraciés kisérletekben. Kimutattuk, hogaz 15-U2-G és a 31-U2-G
konstrukciok nem indukaltak NMD-t, mig az 50 amiass UORF konstrukcié nagyon
hatékony NMD aktivatornak bizonyult (Eredmények Abra D).

Osszefoglaldan megallapithatjuk, hogy a novényiRE@k képesek NMD-t
indukalni, azonban ez a hatas méretfiyggz uORF-nak tobb mint 30 aminosav
hosszusagunak kell lennie ahhoz, hogy hatékony NilBszt valtson ki.

Annak, hogy a rovid uORF-ek névényekben nem inchtddINMD-t kétféle oka is lehet.
EmIésokben igazoltak, hogy a hatékony reiniciacié eggestekben kimentheti a PTC-
tartalmd mMRNS-t az NMD-# (172), illetve azt is leirtdk, hogy eésokben a start
kodonhoz nagyon kozeli PTC-ek nem valtanak ki NMDpt, ha egy globin riporter
konstrukcioba a 10. aminosavnal beépitett PTC neéwzait NMD-t, mig a 39.
aminosavnal beépitett PTC nagyonsserNMD-t indukalt (138). Szamos kisérlettel
igazoltuk, hogy a 31-U2-G és a 15-U2-G esetén neeiniciacio védi meg a mRNS-eket
az NMD-©6l (nem mutatott kisérlet) (113). Ez azt igazoljagh névényekben, hasonléan
az embsokhoz, a nagyon korai stop kodonokat (ebben abeasa révid uUORF-ok stop-
jat) az NMD nem ismeri fel PTC-ként. Ennek magyatazaz lehet, hogy a transzlacio
iniciaciés komplexének lecserélése az elongaciaspkexre fokozatos lehet, az elF4G cap
koté fehérje, amely az iniciacios komplex része, csdozatosan valik le az elongacios
komplex6l. NMD akkor kdvetkezik be, ha a transzlacié teradidja pl. a PABP hianya
miatt lassu. Mivel az elF4G koti a PABP-t, és migePABP a legfontosabb terminaciot
segib szignal, a nagyon korai PTC-k esetén a terminhaiékony lehet, mert az elF4G
meég kapcsolddik az elongaciés komplexhez, igy wdaakotott PABP segiti a terminaciot
(138). Azt gondoljuk, hogy ez a spekulativ émmodell feltehéten novények esetén is
helyes lehet, hiszen az elF4G itt is fizikailag ¢sqt a PABP-vel, és ugyirik, a PABP
kapcsolata a transzlacié terminaciés komplexeivaibaényekben is fontos az NMD
megebzésében (lasd kélsb, 11.5.2.).
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II. 3. A nbvényi gének mekkora része allhat NMD reglacio alatt?

Az NMD cisz elemeinek azonositasa léiséiget ad arra, hogy megbecsiiljik, a vad
tipusi novényi gének mekkora része allhat NMD dyakds alatt. NMD hatas
szempontjabol a gének két csoportba sorolhatokrss, NMD célpontok: azok a gének,
amelyek mRNS szintjének szabalyozasdban az NMDvetagzerepet jatszhat. 2, gyenge
NMD célpontok: azok a gének, amelyek mRNS szing@tNMD csak kis mértékben
befolyasolja, azaz az NMD csak a gén finomszabaly@aan vehet részt. Eredményeink
alapjan azok a mRNS-ek amelyek 3'UTR-jdban (stogokioz nem nagyon kozel) intron
taldlhatd efs NMD célpontok. Az Arabidopsis genom szekvenciflkive az annotalt
3'UTR régiok felhasznalasaval kimutattuk, hogy angjé kb. 2%-a tartalmaz intront a
3'UTR-ban legalabb harminc nukleotidra a stop kddbmA hosszu 3'UTR-alapu NMD
azokat a mRNS-eket tAmadja, amelyek 3'UTR-ja hd#sZ200-400 nukleotidndl. Ez a
gének kb. 18%-ara igaz. Ugyanakkor ezek jéemésze csak gyenge NMD target lehet,
hiszen a hosszu 3'UTR-alapu NMD kvantitativ és B0@leotidnal hosszabb 3'UTR-ja a
gének alig 2%-anak van. Az 5’'UTR-ban taladlhatd u@RFis indukalhatnak NMD-t.
Mivel a névényi gének 20-30%-a tartalmaz uORF-pekeigen fontos NMD cisz elemek
lehetnek. Azonban kimutattuk, hogy csak a 30 an@mo&dl hosszabb uORF-ok indukélnak
NMD-t. Ezek aranya mar joval kisebb, nem haladjayraegének 2-3%-at. Raadasul ezek
jelents része valoszitheg nem vagy csak igen gyengén transzlalodik, azddszir,
hogy a nagyszamu uORF-ot tartalmazé gén csak igerékze allhat NMD szabdlyozéas
alatt (81, 82, 113).

Mindezek alapjan kijelenth&t hogy a noévényi gének viszonylag kis része lehet
erds NMD célpont (a 3'UTR intront tartalmazok, az 5@enél hosszabb 3'UTR-t hordoz6
gének, illetve a jol transzlalhato viszonylag hase®RF tartalmu gének). Ezzel szemben
a novényi gének jelebs részének a 3'UTR régidja hosszabb 300 nt-nétpdidebb 500
nt-nél, ami azt sugallja, hogy ezek a mRNS-ek ggemMdMD célpontok lehetnek.
Valoszirii tehat, hogy a névényi NMD nagyszamu gén szababalvan vesz részt, de az
esetek dorittobbségében csak ezek finomszabalyozasaban jaiié&pet.

Természetesen a novényi NMD alagveszerepet jatszhat olyan gének
szabdlyozdsaban is, amelyek annotalt valtozata N&HD célpont, de egyes mRNS
izoformait az NMD regulalja pl. az alternativ spiig termékek egy részének stabilitasat
szelektiven szabalyozhatja az NMD (lasd a beveZejgzetet). Bar ezeket a lebs¢geket

a mi csoportunk kisérletesen nem vizsgalta, azvetapovetkeztetéseinket, mely szerint a
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ndévényi NMD sok gén finomszabéalyozasaban (gyengeDNéédlpontok) és viszonylag
kevés gén alapregulaciojaband&INMD célpontok) jatszhat szerepet, valésldg nem

érintik.

II. 4. A nbvényi NMD transz faktorai
II. 4. 1. Egy hatékony NMD transz faktor azonositGendszer, a VIGS-NMD rendszer

AVIGS (Virus induced gene silencing) mechanizmusa

- TRV-PDS —-—

PDS, karotinoid bioszintézis, PDS nélkiil fehér novény

Virus-pds r\;
dsRT{S A\ VAVAVAWY 10 napos TRV-PDS fertdzés

D

Virus degradiacid PDS mBRNS degradacio

Eredmények 17. Abra

Eredmények 17. AbraA VIGS egy hatékony tranziens novényi géninkatisaeszkozHa N.
benthamianandvényeket fefiziink egy olyanTobacco rattle viru§TRV) vektorral, amelybe a
PDS gén egy darabjat épitettik be, a viru&fég indukalta silencing valasz a szisztemikus
levelekben a PDS mRNS szintjének cstkkenését, a gdbSinaktivalddasat eredményezi, ami

kifehéredéshez vezet.

A novényi NMD cisz elemeinek azonositasat kégat megkiséreltiik a noveényi
NMD transz faktorainak azonositasat, jellemzéséteMaz NMD egy részben konzervalt
eukariota RNS migségbiztositasi rendszer, a névényi NMD transz falittgcandidate
gene approach” alapjan kiséreltik meg azonosiaai feltételeztik, hogy az allatokban,

gombakban szerepet jatsz6 NMD faktorok ortologgazt vesznek a névényi NMD-ben is.
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Az NMD komplex kulcs elemei a UPF1, 2 és 3 fedlérjEzeket élesében és
gerinctelenekben is egy-egy gén kddolja. Raadasbidopsisban mindegyiknek csak egy
nyilvanvalé ortologja talalhatdé meg (36), ezértngealdszitinek fint, hogy ezek részt
vesznek a névényi NMD-ben. Az NMD transz faktoraimaonositasat célzo kisérleteink
megkezdésekor mar ismert volt a ndévényi UPF3, igakzohogy a UPF3 Arabidopsis
muténs s fenotipust mutat, és azt is bizonyitottak, hoggnsos PTC-tartalmi mRNS
felllexpresszalddik ezekben a vonalakban (71). Istiként a névenyi UPF1 azonositasat
céloztuk meg. Mivel UPF1édb ismert volt olyan mutans, amely mind élédwn, mind
allatokban dominédns-negativ hatastu volt, a névébf®F1 azonositdsat hasonlo
rendszerben végeztik. Ahogy kordbban bemutattdkoztuk az Arabidopsis feltételezett
UPF1 génjét, majd kicseréltik a helikaz domén eggikzervalt argininjét egy ciszteinre.
Az igy eballitott U1DN valdban dominans-negativ hatasunakoiyult NMD
kisérletekben (pl. Eredmények 13. Abra), mégitve, hogy ez a gén kodolja a névényi
UPF1 fehérjét. Sajnos hasonld dominans-negativit jedd UPF2 esetén nem allt
rendelkezésre (és Arabidopsis T-DNS mutans vorsaat talaltunk), ezért elhataroztuk,
hogy kidolgoztunk egy hatékony tranziens NMD trarfigktor azonositd rendszert. A
felallitand6 kisérleti rendszert depléciés/komplatéeidés rendszerként terveztik meg,
amely leheiséget ad a vizsgalni kivant gén inaktivalaséraléejp, hatékony tranziens
NMD tesztre, illetve a depletalt gén komplementgesd is. Korabban hasonlé tranziens
novenyi deplécios/komplementaciés rendszert neak iet

A leghatékonyabb névényi géninaktivacios rendsaeNirus Indukélta _@&ne
Silencing (VIGS) rendszer. A VIGS azon alapszik, yiog novényi RNS virusok
mindegyike hatékonyan indukal RNS silencing valasmjyanakkor nem mindegyik
expresszal és silencing szupresszort. igy az olyan virusoks#se (pl.Tobacco rattle
virus, TRV) soran, amelyek csak gyenge szupresszoro@dolkak, a fefizés korai
szakaszdban a virus gyorsan, szisztemikusan tededban par nap mulva a félsdd
silencing valasz a felslevelekben a virus szintet dramaian csokkentiltaza névény a
fertézésldl kigydgyul (recovery). Amennyiben egy noévényi gégy darabjat a TRV
virusba klonozzuk, majd a névényt ezzel a rekomisndrussal feizzik, a silencing
valasz nem csak a virust tamadja, de lebontja ashdr beépitett gazdagénnebser
szekvencia-hasonlosagot mutatdé noévényi mRNS-eketansi ezeknek a géneknek a
kikapcsolasaval, inaktivacidjaval jar (121). Pl. Na benthamianandvényeket olyan
rekombinans TRV-virussal féaiink, amely a karotinoid szintézishez szikségeerii
deszaturdz (PDS) gén egy darabjat hordozza, ézéstt kdvei 8-12. napra a fels
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szisztemikus levelekben a novényi PDS mRNS szint jel@ntsen lecsokken, ami az
adott levelek kifehéredéséhez (photobleaching) tvegEredmények 17. Abra).
Természetesen a VIGS sohasem eredményezhet téjgsigst, de a geéninaktivacio
gyakran igen hatékony, a VIGS fenotipus sokszoreggezik a null-mutans fenotipusaval.
Mi ennek a VIGS alaplt géninaktivacidos rendszernek az A&ltalunk felallitott
agroinfiltraci6s NMD tesztrendszernek a kombinalasa (VIGS-NMD rendszer)
szerettink volna létrehozni egy NMD transz faktogjors azonositasra és jellemzésre
alkalmas tranziens kisérleti rendszert (81).

A VIGS-NMD rendszer tesztjeként a UPF1 inaktivadiétéreltik meg. Egy PDS
darabot is hordoz6d TRV vektorba (152) klénoztul.abenthamiandeltételezett UPF1
génjének egy darabjat (P-UPF1), majdbenthamiananbvényeket feéiztink TRV-PDS
kontroll virussal (P), illetve P-UPF1 teszt virus@&redmények 18. Abra A). A feizést
kove® 8-12. napon, amikor a féldeveleken a PDS silencing okozta kifehéredés mar
felting volt, és igy valosziimek tint, hogy a UPF1 silencing is hatékony lehetett, a
leveleket agroinfiltraltuk GFP kontroll, illetve G-hosszd 3'UTR-alapd NMD teszt
konstrukcioval, illetve Gz kontroll és Ge-I intron-alapt NMD teszt konstrukeal. A P14
silencing szupresszort természetesen itt is minaerstrukciéval egydtt infiltraltuk. Azt
gondoltuk, ha a UPF1-VIGS levelekben a UPF1 indki& hatékony volt, az NMD
rendszer nem fog @kddni, igy az NMD teszt konstrukciok ésen expresszaldédhatnak
(Eredmények 18. Abra B). Az infiltraciot kowetharmadik napon -varakozasainknak
megfeleben- a kontroll PDS-VIGS novények esetén a GFP és &ontroll
konstrukciokkal infiltralt foltok efis z6ld fluoreszcenciat mutattak, mig a G-L és Gc-I
NMD teszt konstrukciokkal infiltralt levélrészekenfluoreszcencia gyengének bizonyult
(Eredmények 18. Abra B). Ez igazolta, hogy az NMDiausfertzott novényekben is
hatékonyan riikodik. Ugyanakkor a UPF1-VIGS ndvények esetén neak a kontroll
konstrukciokkal infiltralt levéldarabok, hanem alLGés Gc-1 NMD teszt konstrukcioval
infiltralt levelrészek zold fluoreszcencidja iséervolt (Eredmények 18. Abra B). A
northern hibridizaciok eredményei is meggtettek, hogy a UPF1-VIGS ndvények
leveleiben az NMD nem vagy csak aligikddott, hiszen ezekben a levelekben a G-L és a
Ge-l teszt mMRNS-ek is igen magas szinten expressizd (Eredmények 18. Abra C és F,
vesd 0ssze 2 és 4 csatornadeigoridizacios csikjait). Ha az egyes mintak teaRNS-eit
a P14-hez normalizaljuk, az egyes mRNS expressagskzehasonlithatdéak. Kimutattuk,
hogy a UPF1-VIGS levekben a G-L mRNS-ek kb. 10-A&-tsebben expresszalodnak

mint a PDS-VIGS levelekben. Hasonl6éan, a Gc-l mRKSis kdzel 6-szor ésebb
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expressziot mutatnak a UPF1-VIGS levelekben, miRDS-VIGS kontroll levelekben
(Eredmények 18. Abra E és H). Megallapithatjuk tehagy a UPF1-VIGS levelekben
sem a hosszu 3'UTR-alapu, sem az intron-alapt NMID mikddik. Ezek az eredmények
-6sszhangban a UPF1DN Kko-infiltracidés kisérletekderényeivel- azt mutatjak, hogy
novényekben a UPF1 nélkil6zhetetlen mindkét tipdBdD-hez. Ezek a kisérletek
bizonyitottédk azt is, hogy a VIGS-NMD rendszer &ikas ndvényi NMD transz faktorok
azonositasara.

Teszteltik, hogy ez a kisérleti rendszer tovabidejhet-e egy
deplécidés/komplementacié rendszerré. UPF1-VIGS lédet infiltraltunk Gc-l intron-
alapi NMD teszt konstrukcioval, illetve ko-infiltthk Gc-I és Arabidopsis UPF1
konstrukciokkal. Negativ kontrollként ugyanannaleeelnek egy masik foltjat a Ge-1 és
az Arabidopsis feltételezett UPF2 génjét expresésad@nstrukciokkal ko-infiltraltuk
(Eredmények 18. Abra |, fdlspanel). Varakozasainknak megféeh a csak Gc-l -vel
infiltralt levélrészben az UPF1 hianya miatt a G&#&presszié magas volt, mig a Gc-
I+UPF1 ko-infiltralt foltban a GFP aktivitas és &-GmRNS szint (Eredmények 18. Abra
I, felsé panel, illetve nem mutatott kisérlet) is nagyascabny volt. Azaz, az Arabidopsis
UPF1 ko-infiltracioja komplementalni tudta a UPFIG& levelekben a UPF1 hianyt. A
komplementalas specifikus volt, hiszen a UPF2 HKitti&acio nem komplementélta a
UPF1-VIGS novényeket (Eredmények 18. Abra |,dgdanel).

Ezek az eredmények igazoltak, hogy a VIGS-NMD késérendszer egy hatékony
deplécios/komplementéacios rendszer, amely alkalheh®t a noévényi NMD transz
faktorainak gyors azonositaséra. Ez a rendszeadettélhato annak tisztazaséra is, hogy a
vizsgalt NMD faktor a hosszd 3'UTR- vagy/és az ontalapi NMD utvonalhoz
szikseéges, illetve alkalmas lehet a ndvényi NMDndra faktorainak funkcionalis
térképezésére is.

Ismereteink szerint ndvényekben korabban hatékaplédids-komplementacios
rendszereket nem irtak le, ezért azt gondoljuk,yh@g/IGS-agroinfiltracids rendszer a

novenyi funkcionalis genomika egyik hatékony es&@zvalhat.
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Eredmények 18. Abrad UPF1, 2 és 3 NMD transz faktorok azonositasaS/NBVD rendszer segitségével.
(A) A konstrukciok (nem méretaranyos) rajza. A P14 sifetintetve.(B) A VIGS-NMD rendszer.N.
benthamianandvényeket fefiziink TRV-PDS (TRV-P) kontroll, illetve TRV-PDS-UPFTIRV-PDS-UPF2
és TRV-PDS-UPF3 (TRV-P-U1, TRV-P-U2, TRV-P-U3) tesrusokkal, majd kb. 10 nap mulva a fels
leveleket infiltraltuk GFP és @-kontroll, illetve G-L és Gc-I NMD teszt konstrukéikal. A 3. napon a
PDS-VIGS levelekben (VIGS:P) a kontroll konstrukdial infiltrdlt részek efs, az NMD teszt
konstrukcidkkal infiltralt részek gyenge GFP expmét mutattak, azaz az NMDiikddik. A UPF1-VIGS
levelekben (VIGS:U1) a UPF1 inaktivaciéja miattiID nem niikddik, ezért az NMD teszt konstrukciok
infiltracidja is eds expressziot eredményéZ-E) A UPF1, a UPF2 és a UPF3 is részt vesz a hosszZli3'U
alapi NMD-ben. PDS-VIGS, illetve UPF1-VIGS, UPF2a&8 illetve UPF3-VIGS (P, Ul, U2 és U3)
leveleket infiltraltunk GFP kontroll, illetve G-LdsszU 3'UTR-alapud NMD teszt konstrukcioval. A biddht
P14 és GFP prébaval hibridizaltuk. A mRNS szinteket4. abran leirtak szerint kvantifikaltuk. A tesz
konstrukciok nevét és azok csatornait vastagontéke@®-E és G-H Az eredmények grafikus abrazolasa.
(F-H) A UPF1 és a UPF2 is részt vesz az intron-alapu NMD- P, Ul, U2 és U3 VIGS leveleket
infiltraltunk G-c kontroll, illetve Gc-I intron-alapti NMD teszt kdnskcioval. C-H) Kiemelend, hogy a G-

¢ mRNS szintek a U1, U2 és U3 levelekben (a P kiihtip képest) hasonléan emelkedtek meg, mig a G-L
és a Gc-l szintek a Ul és U2 levelekben joval melgaak, mint a U3 levelekberfl) A VIGS-NMD
hatékony és specifikus deplécidos/komplementacigslszer. Ul és U2 VIGS leveleket infiltraltunk G-
kontroll és Ge-1 NMD teszt konstrukciéval, illeteeGe-1 konstrukcidval ko-infiltraltuk az ArabidogsUuPF1
vagy a UPF2 géneket. Ha a gén komplementél, az NBtidszer helyreall, ezaltal a Gc-I mMRNS szint

alacsony, a z0ld fluoreszcencia pedig gyenge lesz.
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. 4. 2. A UPF2 mindkét NMD utvonalhoz sziikséges

A UPF1, 2 és 3 fehérjék kulcsszerepet jatszanaldraz éles#t mind az allati
NMD-ben. VIGS-NMD kisérleti rendszerben sikerultazglni, hogy a novényi UPF1
szikséges mind hosszu 3'UTR-alapu, mind az inttapéanévéenyi NMD-hez. Hasonlé
kisérletekben vizsgaltuk, hogy a feltételezett myvdJPF2 ortoldg szintén szikséges-e
mindkét névényi NMD utvonalhoz (81). Al. benthamiandeltételezett UPF2 génjének
egy darabjat TRV-PDS VIGS vektorba klonoztuk, magkel a rekombinans virussal
fertéztiink noévényeket (UPF2-VIGS novenyek). 8-12 nap valield leveleket G-L,
illetve Gc-1 NMD teszt konstrukciokkal, illetve GFBs Ge kontroll konstrukcidkkal
infiltraltuk. Kontrollként ezuttal is PDS-VIGS nomgeket hasznaltunk. Mivel mind a
hosszi 3'UTR-, mind az intron-alapi NMD teszt komstio joval magasabb szinten
expresszalt a UPF2-VIGS levelekben, mint a konfP@IS-VIGS levelekben (Eredmények
18. Abra C-H és Eredmények 19. Abra A), levonhatazk a kovetkeztetést, hogy a
feltételezett UPF2 gén valéban egy esszencidlis Nfglldort kédol, amely sziikséges
mindkét tipust novényi NMD-hez. lgazoltuk azt ispgii a UPF2-VIGS levelek
komplementalhatbak az Arabidopsis UPF2 ko-infillbgval. Ugyanakkor azt
tapasztaltuk, hogy a UPF1 tultermelés nem allitoetlyre a UPF2 hianyt a UPF2-VIGS
levelekben (Eredmények 18. Abra |, alsé panel).

II. 4. 3. A UPF3 nélkiulozhetetlen a hosszu 3'UTR-apu NMD-hez

Korabban igazoltak, hogy a UPF3 null-mutans Arap&i® egyedekben szamos
PTC-t tartalmazdé mRNS fellulexpresszalodott, azalP&3 novényekben is sziikséges az
NMD-hez (71). Az azonban nem volt ismert, mely NM®onalakhoz van sziikség UPF3-
ra. Ezt teszteledd UPF3-VIGS novéenyeket hoztunk létre és ezekben NiéBzt
miikodését (81).

Véarakozasainknak megfeten azt talaltuk, hogy a UPF3 részt vesz a hosszu
3'UTR-alapt NMD-ben. A UPF3-VIGS levelekben ugyamind a G-L s, mind a Ge
gyenge hosszu 3'UTR-alapu NMD célgén 2-3-szor magaszinten expresszalédott mint
a PDS-VIGS kontroll levelekben (a &-konstrukcié -bar ezekben a kisérletekben
alapveten az intron-alapt NMD-hez szolgal kontrollkéntegge NMD célpont, hiszen a
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3'UTR 200 nt hosszu extra szekvenciat hordoz, |Esedmények 14. Abra). Ez az
eredmény igen megléphiszen a G-L mRNS szint a UPF1- és UPF2-VIGS ngekben

(a PDS-VIGS kontrollhoz vagy a UPF3-VIGS levelekhképest) joval diteljesebben it
(Eredmények 18. Abra E), mig aranszkriptumok szintje a UPF1-, UPF2- és UPF3-
VIGS levelekben egyarant 2-3 szorosan emelkededt ([Beedmények 18. Abra G). Etib
arra kovetkeztethetiink, hogy a UPF3 részt vesz ssziio3'UTR-alapt NMD-ben, de
szerepe az NMD célponttdl figg. A gyenge célpongsktén nélkilbzhetetlen, mig a
hosszu 3'UTR-alapu NMD altal &en tdmadott mRNS-ek esetén UPF3 hianyaban is
viszonylag hatékony marad az NMD.

hogy az intron-alapt NMD a UPF3-VIGS levelekbehasékonyan riikodik. A Gce-I teszt
konstrukcio ugyan 2-3-szor magasabb szinten expaksiik UPF3-VIGS levelekben,
mint a PDS-VIGS kontrollokban (Eredmények 18. Abth de ez a novekedés a oG-
kontroll MRNS-nél is hasonlo volt. Azaz elképzethdtogy a kilonbség abbdl szarmazik,
hogy a Gc-1 mRNS-eket a hosszu 3'UTR-alapu NMDamadja, és ez a UPF3-VIGS
novényekben nem ikodik. Ezzel szemben a UPF1- és UPF2-VIGS levaekd Gc-I
MRNS szint a PDS-VIGS kontrollhoz viszonyitva jowabteljesebben 6tt, mint a Ge
szint (Eredmények 18. Abra G-H). Mindezek alapj@y tint, hogy a UPF3 nem kell az
intron-alapt NMD-hez (81). Azonban UGjabb, publilkaiatt all6 eredményeink szerint a
UPF3 részt vesz az intron-alapi NMD-ben is. Létrtlnak egy Uj intron-alapd NMD
riporter konstrukciét, a G-95I-t, melyben a GFPpgcutan 95 nukleotidra van beépitve az
Ls intron. Ennek kontrollja, a G-95c konstrukcid,elgbsl az Ls intron hianyzik.
Természetesen a splicing utan a G-951 és a G-9583nek megegyeznek. A két
konstrukci6 NMD érzékenységét UILIDN ko-infiltraciokisérletekben teszteltik
(Eredmények 19. Abra B). Kimutattuk, hogy a G-95BMS$ szint ULDN ko-infiltracio
hatdsara nem emelkedett meg, ami azt bizonyitjgy BoG-95c¢ kontroll konstrukcié nem
targetje a hosszu 3'UTR-alapi NMD-nek. Ezzel szemib&-95I transzkriptumok szintje
5-6-szor nagyobb volt a ULDN ko-infiltralt, mintkantroll levelekben. A G-95I tehat egy
idealis intron-alapt NMD riporter konstrukcio, hisza G-951 mRNS-ek és targetjei az
intron-alapt NMD-nek, de nem célpontjai a hosszZUTR-alapu NMD-nek. Ezt az (;
riporter kosntruckiot felhasznalva probaltuk tigztia hogy a UF3 részt vesz-e az intron-
alapud NMD-ben. PDS (negativ kontroll), UPF1 (pazitkontroll) és UPF3 VIGS
novenyeket infiltraltunk G-95c¢ kontroll és G-95k# konstrukcidval. Varakozasainknak

megfeleben azt talaltuk, hogy a G-95c¢ kontroll mMRNS-ek geimindharom névényben
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azonos volt, mig a G-95I transzkriptumok szintj@JBF1 VIGS ndvényekben nagyon
er6sen, mig a UPF3 VIGS levelekben gyengén (2X), dgn#ikdnsan megemelkedett
(Eredmények 19. Abra B). Azaz, a UPF3 nagy valdsgiggel mindkét tipusti NMD-ben
részt vesz (Nyikd T, nem kodzolt eredmény). Azt égnge nem tudjuk, hogy a gyenge
expresszid novekedés a maradék UPF3 aktivitaste uwwagy a névenyi UPF3 az intron-
alapt NMD esetén csak kiegég$zizerepet jatszik. Amennyiben az utébbi felvetégaz,
akkor az intron-alapd NMD mechanizmusa é&wkben és ndovényekben elighiszen
emlosOkben az esetek déntobbségében a UPF3 kapcsolja az EJC-t a UPF2- és 1

fehérjékhez.
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1 82 306 1 098 1 7,96 228
Eredménvek 19. Abra

Eredmények 19. Abra\IMD transz faktorok azonositasa VIGS-NMD rendseelitségével A) A
PDS-VIGS, UPF1-VIGS, UPF2-VIGS, UPF3-VIGS, SMG7-\B&s az Y14-VIGS levelek (P,
Ul, U2, U3, SMG7, Y14) agroinfiltraciés NMD tesztjgéiemelend, hogy az Y14-nél csak a Gc-I
intron-alapt NMD teszt konstrukcié expressziojaseédott fel.(B)A UPF3 részt vesz az intron-
alapt NMD-ben. (bal oldali panel) A G-95cl konstridea csak az intron-alapi NMD hat. VBid
benthamianaleveleket infiltraltunk G-95c kontroll, illetve @5cl, intron-alapt NMD riporter
konstrukcioval, illetve ezeket a konstrukciokat ikGHraltuk ULDN-vel. A G-95¢c mRNS szint
nem valtozik, mig a G-95cl transzkript szintbsan emelkedik a U1DN ko-infiltralt, NMD
inaktivalt levélrészekben. (jobb oldali panel) gp&l mRNS szint megemelkedik UPF3 VIGS
levelekben. PDS, UPF1 és UPF3 VIGS leveleket infiltraltunk Gs9%ontroll, illetve G-95cl,
intron-alapt NMD riporter konstrukcidval, majd 3patan a zold fluoreszcenciat és a mRNS

szinteket elemeztiik.
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II. 4. 4. Az SMG7 szukséges mindkét névenyi NMD Gbnalhoz

Allatokban az NMD komplex (UPF1, 2 és 3) kialakalés UPF1 foszforilaciojat
eredményezi. A foszfo-UPF1-et harom rokon 14-3-8iélot tartalmazé fehérje, az SMG5,
6 és 7 is képes megkotni. Az SMG6 valosiedg a mRNS PTC kézeli vagasat végzi, mig
az SMGb5-7 heterodimer felteléen a P-bodyba juttatja a foszfo-UPF1-et, illetveNdaD
komplex &ltal kotott PTC-tartalmd mRNS-t. Novényekba hdrom SMG fehérje kozul
csak az SMG7 esetén tudtunk azonositani egy fldnétie ortoldgot (81). Ezt klonoztuk, és
az NMD-ben jatszott szerepét VIGS-NMD tesztrendseervizsgaltuk. Mivel mind a
hosszu 3'UTR-alapu NMD, mind az intron-alapi NMBzekonstrukciok joval ésebben
expresszaltak az SMG7-VIGS levelekben, mint a lihtmdvények leveleiben
(Eredmények 19. Abra A, illetve Eredmények 20. AlkeF) kijelenthetjik, hogy a
novenyi SMG7 nélkulozhetetlen mindkeét tipusu novéiyiD-hez. Igazoltuk azt is, hogy
az Arabidopsis SMG7 képes komplementalni az SMG2ZY/leveleket (Eredmények 20.
Abra G).

Kétszikiekben, igy Arabidopsisban is, azonosithaté egyM&Bhez hasonlé gén
(SMG7-Like, SMG7-L), ez azonban valosilieg nem vesz rész az NMD-ben. Kimutattuk
ugyanis, hogy az SMG7-L nem tudja komplementalni SMG7-VIGS leveleket, és
igazoltuk azt is, hogy az SMG7-L-VIGS ndvényekberNaMD normalisan rikddik (nem
mutatott kisérletek).

Sz5l6ben az SMG7-nek két paraldgja azonosithaté (meleada ezeken kivil az
SMG7-L is). Mivel allatokban az SMG 5-6-7 rokon g&neltét feladatot latnak el,
megvizsgaltuk, vajon a &8 mindkét SMG7 génje (VvS7-1 és VvS7-2) iegte-e a
telies NMD aktivitdsat. Mivel mindkét 8656 SMG7 paraldg hatékonyan komplementélta
az SMG7-VIGS leveleket, megallapitottuk, hogy a&két SMG7 kdpiaja funkciondlisan
redundans, mindkéit képes a teles SMG7 NMD funkcido hatékony ellatasar
(Eredmények 20. Abra H).
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Eredmények 20. abr&z SMG7 szikséges mindkét tipusd névényi NMOAE). Az SMG7 rész
vesz a hosszi 3'UTR-alapd NMD-ben. PDS-VIGS (P) SMG7-VIGS (SMG7) leveleket
infiltrdltunk GFP kontroll és G-L hosszu 3'UTR-alapNMD riporter konstrukciéval. A RNS
mintdkat a 14. abrandl leirtak szerint szedtikmelgiik. A teszt konstrukciok mintait vastag
betivel szedtuk(D-F) Az SMG7 részt vesz az intron-alapd NMD-ben. PDS-¥I®) és SMG7-
VIGS (SMG7) leveleket infiltraltunk &- kontroll és Gc-l intron-alapid NMD riporter
konstrukciéval (G-H) Az Arabidopsis SMG7 és mindkét@d SMG7 képes komplementalniNa
benthamianaSMG7-VIGS leveleket. SMG7-VIGS (SMG7) leveleket infiltraltun&c-I NMD
riporter konstrukcioval, illetve a Gc-lI konstrukti&o-infiltraltuk Arabidopsis (AtS7) és &b
SMG7 (VvS7-1 és VvS7-2) génekkel. Ha a gén komplegaieaz NMD rendszer helyreall, ezaltal

a Gce-I mRNS szint alacsony, a z6ld fluoreszcengenge lesz.
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II. 4. 5. Az Y14, a Mago, a 4A3 és a Barentsz csak intron-alapu névenyi NMD-hez
szikséges

Emiésokben a 3'UTR-ban taldlhaté intronok dramaian résigik az NMD-t,
feltételezheten azért, mert a splicing sordn az intron hély&b. 20-25 nukleotidra
~upstream” egy fehérje komplex, az EJC rakddik aNBBRe. A stop kodon étti EJC-ket
a transzlacié soran a riboszomak eltavolitjak, raigstop kodon-tél ,downstream”
elhelyezked EJC-k a mMRNS-hez kétve maradnak. Mivel a UPF3 f&herjék szamara az
EJC hatékony kéfelszin, egy 3'UTR intron dramaian felgyorsithasz NMD komplex
kialakulasat azaltal, hogy a UPF2 és 3 lokalis kom@cioja a stop kodon kdzelében
megrd, igy a transzlacio terminacioja soran a UPF1-2MDNkomplex kialakulasanak
valoszirisége megh Gerinctelenekben és éle$aén az intronok nem jatszanak szerepet
az NMD-ben. Meglep modon azt talaltuk, hogy névényeknél, akarcsakosdkinél, a
3'UTR-ban lokalizalt intron pozicié-fuggNMD cisz elem (82). Mivel a 3'UTR intron
emlsOkben és novényekben is pozicio-faiggMD cisz elem, és mivel eidddkben az
EJC részt vesz az intron okozta NMD-ben, feltétélezhogy az intron-alapd NMD
kozvetitésében novényekben is egy a splicing shkidakulé EJC-szér komplex vehet
részt. Kisérleti bizonyiték egyek nincs arra nézve, hogy EJC megtalalhaté novémyek
is, de az endls EJC komplex 4 ,core” fehérjéje kdzil haromnak4a8-nak, az Y14-nek
és a Mago-nak novényekben is megtalalhaté az gjmléés a Barentsz esetén is
azonosithat6 egy korlatozott hasonl6sagot mutelt&télezett ortoldg. Ismert az is, hogy a
novenyi Y14 és Mago, hasonléan az allatokhoés &eterodimert képez (117). Mindezek
alapjan feltételeztik, hogy ha a névényi introrpaldNMD egy EJC szér komplex
kozvetitéseével iikddik, abban a névényi Y14 és Mago valosidg részt vesz, azaz ezek
a fehérjék feltehéen kellenek az intron-alapi NMD-hez. Ezt a felgtébkt teszteled
Y14-, illetve Mago-VIGS novényeket allitottunkéelmajd hosszi 3'UTR- és intron-alapu
NMD teszt konstrukciok infiltraciéjaval vizsgaltu kétféle NMD rendszer ikodését
ezen novenyek leveleiben (81). Kimutattuk, hogy assau 3'UTR NMD teszt
konstrukciok azonosan expresszalédtak a PDS-VIGSréih illetve az Y14- vagy a
Mago-VIGS levelekben, azaz a hosszu 3'UTR-alapu NMEekben a névényekben
zavartalanul rikodik (Eredmények 21. Abra A- F). Tehat sem az Ydelm a Mago nem
szikséges a noévényi hosszu 3'UTR-alapu NMD-hezelEszemben az intron-alapd NMD
mindkét névényben csokkent hatékonysaggakdadott (Eredmények 21. Abra G-L). Az
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intron-alapt NMD rendszer mindkét esetben helyitbalto volt a megfelél génekN.
benthamianavaltozatainak a ko-infiltraciéjaval, mig az Arabjabis ortolégok a nagyfoku
szekvencia hasonlosag ellenére sem tudtak komptaimesem Y14- sem a Mago-VIGS
novényeket (Eredmények 21. Abra G-L, EredményekAl9a A és B, illetve a Mago
esetén nem mutatott kisérlet). Kijelenthetjik teligy mind az Y14, mind a Mago
szikségesek az intron-alapd novényi NMD-hez. Ugkkaora az NMD rendszer
hatékonysagcsokkenése az Y14- és Mago-VIGS levetekbval kisebb volt, mint a
UPF1- vagy UPF2-VIGS levelekben. Azt nem tudjukgyhez azért van-e, mert az Y14 és
a Mago inaktivacio kevésbé volt hatékony, vagy ardert az Y14 és a Mago szerepe nem
annyira alapvétaz intron-alapi NMD-ben, mind a UPF faktoroké.
Ugy tiinik, a névényi intron-alapti NMD-hez szilkségesel\d ds a Barentsz feltételezett
ortologok is. Ugyanis nem publikalt adataink sze(Myikd T, nem k6zolt eredmény), a
G-95I (] intron-alapt NMD riporter konstruckcié eegszidja az Y14 és Mago VIGS
ndvények mellett a 4A3 és a Barentsz VIGS novéngakb megemelkedik (Eredmények
22. Abra A). Ugyanakkor a G-L hosszi 3'UTR-alapi BMiporter konstruckio
expresszioja hasonlo az Y14, Mago, 4A3 és a BareWil6S ndvényekben, mint a PDS
VIGS kontroll névényben (Eredmények 22. Abra Aetile az RNS blott nem mutatva).
Mivel az intron-alapu enis NMD kozvetitésében az EJC kulcsszerepet jatésiknivel a
novenyi intron-alapd NMD-ben mind a négy EJC ompolészt vesz, valosZin hogy a
novenyi intron-alapt NMD kézvetitéseben egy azésnitJC-hez hasonldé komplex vesz
részt (lasd 11.5.3.). Azt, hogy a négy feltételezEOC komponens egy komplexben
taladlhato egyéire nem tudtuk igazolni, mint ahogy azt sem, hogkez fehérjék fizikailag
kapcsoltak a UPF3-mal.

Osszefoglalva, kidolgoztunk egy hatékony NMD teafaktor azonosité rendszert,
majd ennek segitségével azonositottunk nyolc ndveMD transz faktort (UPF1, 2, 3,
SMG7, Y14, Mago, 4A3 és Barentsz). Kimutattuk, hagyhosszi 3'UTR-alapu és az
intron-alapt NMD utvonalak részben atfegénkészletet igényelnek, mig a UPF1, 2, 3 és
az SMG7 mindkét rendszerhez nélkulozhetetlen, a ¥Mago, a 4A3 és a Barentsz csak

az intron-alapt NMD-hez kell.
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Eredmények 21. Abrad Mago és az Y14 csak az intron-alapil NMD-ben réeszt. A-F) A Mago

és az Y14 nem kell a hosszu 3'UTR-alapi NMD-hezSRDGS (P), Mago-VIGS (Mago) és Y14-
VIGS (Y14) leveleket infiltraltunk GFP kontroll é&-L hosszd 3'UTR-alapt NMD riporter
konstrukciéval. A RNS mintdkat a 14. abranal ldirtszerint szedtik, elemeztik. A teszt
konstrukciok mintait vastag biatel szedtik(G-L) A Mago és az Y14 részt vesz az intron-alapu
NMD-ben. PDS-VIGS (P) Mago-VIGS (Mago) és Y14-VIG$14) leveleket infiltraltunk Ge
kontroll és Gc-l intron-alapy NMD riporter konstaiéval, illetve a Gc-l konstrukciot ko-
infiltrédltuk N. benthamianavlago és Y14 génekkel. Ha a gén komplemental, aDNkhdszer
helyreall, ezaltal a Ge-1 mMRNS szint alacsony I@zs J 6-0s csatorna, illetve | és L D oszlop).

Egy masik Y14-VIGS komplementéacios kisérlet fotja9. Abra B paneljénél lathato.
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Eredmények 22. AbraAz intron-alapi NMD specidlis faktorai és a noviéPF komplex
felépitése.A) Az Y14, a Mago, a 4A3 és a Barentsz (B) csak anmralapt NMD-hez kell. PDS
negativ (P) és UPF1 pozitiv kontroll (U1) VIGS niyék, illetve Y14, Mago, 4A3 és Barenszt
VIGS teszt ndvények leveleit infiltraltuk G-95c¢ kowll konstrukcioval, illetve G-95cl intron-alapu
NMD riporter és G-L hosszu 3'UTR-alapti NMD riportesnstrukciokkal. Kiemelerid hogy mig

a Ul VIGS novényekben a G-L és a G-cl expresszidagas, addig az Y14, Mago, 4A3 és B
levelekben csak a G-cl expresszio emelkedik niBy.A UPF2 kapcsolja 6ssze a UPFl-et és a
UPF3-at.N. benthamiandeveleket infiltraltunk Arabidopsis UPF1, UPF2UBF3 génekkel, majd
az epitop taggel jelolt fehérjék interakcioit viattgk ko-immunoprecipitaciot (IP) kouetvestern-
blot kisérletekben. HA, Myc monoklonalis, illetvePB1 és P14 poliklondlis ellenyagokat
hasznaltunk. Az (l) a feltart extractbdl szarmazguitra, az (E) az eluatumra utal. A P14 western-
blot az IP specifitasat tamasztja ald) A HA-UPF3 kéti a Myc-UPF2-t.3) A HA-UPF3 nem
interaktal a UPF1-gyel3f A HA-UPF3 Myc-UPF2 jelenlétében kéti a UPF14) A HA-UPF1
koti a Myc-UPF2-t.
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II. 5. A nbvényi NMD korai Iépéseinek molekularis nechanizmusa

A novényi NMD cisz és transz faktorainak azonasitatan megkezdtik a névényi
NMD molekularis mechanizmuséanak vizsgélatat is.6Elépésként az NMD Kkorai
szakaszat elemeztik, ezen belll a dolgozatban a2 Kivhplex felépitését, illetve a PTC

azonositas molekularis mechanizmusaval kapcsolaegalatainkat mutatom be.

II. 5. 1. A névényi UPF komplex felépitése

Az NMD kulcsfehérjéi a UPF1, 2 és 3. Elgg®n és allatokban a UPF1 és 3
kozotti kapcsolat kialakulasdhoz a UPF2 nélkiloethen, ez utdbbi képes ugyanis kotni
mind a UPF1-et, mind a UPF3-at (68, 131). &tikben a UPF komplex hasonldéan épul
fel, annyi eltéréssel, hogy vivo a UPF1 talan UPF2 hidnyaban is kotheti a UPF3-at,
ezaltal bizonyos NMD cél mRNS-ek UPF2 hianyabagyisrsan degradalodnak (27, 134).
Azonban egyélre sem a UPF1-3 interakcié biokémiai alapjai, seamakernativ NMD
komplexek biologiai szerepe nem ismert.

A novényi NMD komplex felépitését ko-immunopreciuitds (ko-IP) vizsgalatok
soran tanulmanyoztulN. benthamiandevelekben tranziensen expresszaltuk a kilétboz
Arabidopsis UPF fehérjék epitop taggal ellatotttoZdtait, majd az egyes fehérjék
planta interakciot co-IP kisérletekben vizsgaltuk (81)mikitattuk, hogy a UPF2 koti a
UPF1-t és a UPF3-at is (Eredmények 22. Abra Bl)g¢mi#y a UPF1 a UPF3-mal UPF2
hianyaban nem ko-immunoprecipitalhaté (Eredmény2kAbra B2). Ugyanakkor UPF2
jelenlétében a UPF1 a UPF3-mal is kapcsolatban(Eeedmények 22. Abra B3), azaz a
novenyi NMD komplex az éleskés allati NMD komplexhez hasonléan épul fel, a BPF
hidként kapcsolja a UPF1l-et és a UPF3-at. Ugyamrraidgg tinik, hogy ndvényekben,
eltéen az entsokol, UPF2 nélkili UPF1-3 NMD komplex nem alakul ki.z E
dsszhangban all azzal a megfigyelésiunkkel, hogiPBANIGS ugyanolyan ésen gatolja
az NMD-t, mint a UPF1-VIGS. Ugyanakkor azok az emédyeink, hogy a UPF1 képes
interaktalni a UPF2-vel UPF3 hidnyaban is, illeaz hogy a UPF3-VIGS csak részleges
NMD inaktivaciot okoz, azt jelezhetik, hogy a UPEkomplex esetleg UPF3 hidnyéban is
képes az NMD részleges fenntartasara.

II. 5. 2. A hosszu 3'UTR-alapi NMD a stop és a pofp) kozotti tavolsagot meri
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Elesz6ben és gerinctelenekben a hosszu 3'UTR-alapii NMibéasa stop kodon és
a PABP kozotti tavolsag a d@ntha ez tal nagy, a terminalédé riboszoma eRF3ofakt
nem tud kapcsolodni a PABP-hez, igy transzlacititgdcioja lassu lesz, a RF3 a PABP
helyett a UPF1-gyel Iép kapcsolatba. A UPF1 tehégjeidli ezeket stop kodonokat, mint
PTC-ket. Ha a UPF2 és UPF3 fehérjek kapcsolédndkP&1-hez kialakul az NMD
hogy (legalabbis gombakban) a PABP-n kivil masrmitécié hatékonysagat novel
szignalok is lehetnek a 3'UTR-ban, hiszen éldszh az NMD rendszer a nem
polyadenilalt mRNS-ek esetén is el tudja kulonieeRTC-t az igazi stop kodontdl (102).

A hosszu 3'UTR novényekben is hatékony NMD cisznmeléA névényi PTC
azonositas megertéseneksdipéseként megvizsgaltuk, vajon itt is a stop pslgA régio
tavolsaga hatarozza meg, hogy az NMD rendszer @a ksidont normal stop-ként vagy
PTC-ként azonositja (81). A G-L egy6erNMD target, melyben a GFP stop kodonja utan
egy 600 nt hosszUsagu szekvencia keriilt beépigzsitial a 3'UTR rendkivil hosszu lett.
Feltételeztik, hogy ha a PTC felismerés rendszévenyben is hasonld, a PABP fehérje
mesterséges kozelitésével a PTC-tartalmi mRNSrakgvedhetjik az NMDét. Ezt a
hipotézist teszteltik oly mddon, hogy a G-L konktidba a stop kodon és a 600
nukleotidos szegmens kozé beépitettink egy 75 mideartalmazé szakaszt (75A).
Feltételeztik, hogy ez a 75A szegmens mestersé@fesekszin lesz a PABP szamara. Két
ilyen konstrukcié készult, az egyiknél a 75A szakd%, a masiknal 203 nukleotidra volt a
stoptdl (G-81A-L, G-203A-L, Eredmények 23. Abra Mzt kbveben a G-L kontroll,
illetve a G-81A-L és G-203A-L teszt konstrukciokahmagukban, illetve U1DN-nel
egyutt infiltraltukN. benthamiandevelekbe. A G-L konstrukcié 6nmagaban terméseetes
gyengén fluoreszkalt, mig a ULDN ko-infiltralt lérészben a GFP aktivitas magas volt
(Eredmények 23. Abra B). Ezzel szemben a G-81Askwkcié énmagaban isésr GFP
aktivitast eredményezett, jelezve, hogy a PABP ensdges kozelitése a stop kodonhoz
kimentette a mMRNS-t az NMD negativ regulacioja .aiIG-203A-L konstrukcié kdztes
expressziot mutatott, Gnmagaban infiltralva a ziilwreszcencia ésebb volt, mint a
kontroll G-L infiltralt mintak fluoreszcenciaja, dgval gyengébb, mint a G-81A-L
infiltralt levélrészek fluoreszcenciaja (Eredménya Abra B). A northern hibridizacios
kisérletek is igazoltak, hogy a G-81A-L mRNS joesbsebben expresszalt, mint a G-L
MRNS, annak ellenére, hogy a 3'UTR régioja még zedds is volt. A G-81A-L mRNS-t
az NMD lenyegében nem tdmadja, hiszen a U1DN kitirérdio nem emelte a teszt mMRNS

szintet (Eredmények 23. Abra C és D). Bar a G-203ARNS expresszié magasabb volt,
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mint a kontroll MRNS szint, a kilénbség nem bizdngaignifikAnsnak. Azaz a PABP
stophoz kozeli mesterséges kotése hatékonyan reersetNMD célpont mMRNS-eket,
ugyanakkor nagyobb tavolsagban mar kevéssé vakbay.

Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy anin8'UTR-alapi NMD ndvényekben
az gerinctelen és éleéztNMD-hez hasonléan tikddik, a PABP és a terminalédo
riboszéma fizikai kdzelsége szikséges a transzlfei@kony terminacidjdhoz, ennek
hianyaban a terminacio lassu lesz, igy a stop koalohNMD rendszer PTC-ként azonositja
és ezeket a mMRNS-eket gyorsan lebontja. Ugyandkkbos megjegyezni, hogy a PABP-
eRF3 fizikai kapcsolatot ndvényekben nem sikeridtukatnunk (Nyikd T, nem kozolt
eredmény), lehetséges, hogy novényekben a kétjéeiné@m direkt interaktal. Mivel
noéveényekben a PABP igen sok kopiaban (Arabidopgialabb 8) van jelen, érdekes, de
nehezen megvalaszlhatd kérdés, hogy mennyibenybstilja az NMD érzékenységet,
hogy melyik PABP kdtdik a mRNS-hez.
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Eredmények 23. Abra

Eredmények 23. AbraA hosszi 3'UTR-alapi NMD a stop kodon és a PABBIsagat méri. A)

A kisérletben hasznalt konstrukciok (nem méretavahyajza. A ULDN és a P14 nincs feltuntetve.
A G-L NMD riporter konstrukciéba, melybe a stopaégerminator régio kozé eleve be volt épitve
egy 600 nt hosszu szekvencia, a stop kodon és ant68Pekvencia kdzeé beillesztettiink egy 75
adenint tartalmazo6 szakaszt (A)75, melyet egyl&tyeé egy 203 nt hosszUsagu szekvencia valaszt
el a stop kodontdl (G-81A-L és G-203A-L konstrukqio (B-D) A PABP stop-hoz kézeli
horgonyzasa kimenti az NMD célpont mRNS-t az NMi-fgy a G-81A-L mRNS szint magas, a
z6ld fluoreszcencia pedigéer lesz, és az ULDN ko-infiltracié tovabb nem eragliexpressziét. A
PABP stop-tél tavolabbi horgonyzasa (G-203A-L) mém menekit hatékonyan.
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II. 5. 3. A 3'UTR intronok valdsziniileg novényekben is az EJC kozvetitésével
okoznak NMD-t

A 3'UTR-ban talalhatd intronok erdokben és ndvényekben is pozicio-figg
NMD cisz elemek. Endls6kben az intron kivagodas soran egy tetramer ,danmplex, az
EJC rakddik r& a mRNS-re, amely &delszinil szolgal a UPF3-nak és a UPF2-nek. Az
EJC tetramer két heterodimétbszerebdik 6ssze, az Y14-Mago és az 4A3-Barentsz
heterodimerekdi. Feltételeztik, hogy a ndvényi intron-alapi NMbBzketitésében is egy
hasonlo EJC-szérkomplex vesz részt. Ezt alatamasztotta, hogy a2 &4 a Mago is
szikséges volt az intron-alapd NMD-hez, de egyhéfg sem kellett a hosszu 3'UTR-
alapu NMD-hez (81). Raadasul a névényi Y14 és Maagonl6 a human megfeikhdz,
az EJC formalasban kulcsszerepet jatsz6 aminossziake mindegyike megtalalhato a
novenyi ortologokban is. Azaz feltételezhetjik, ZWagynoévenyi EJC hasonloan épiil fel,
mint az embs EJC. Ugyanakkor igaz, hogy novényekben az EJCpleomjelenlétét
mindeddig nem mutatték ki.

Feltételeztik, hogy amennyiben a néveényi intropaldIMD kbdzvetitésében egy
EJC-szeit komplex vesz részt, az hasonlo szerkesetz, mint az ends EJC (81). Mivel
az embs EJC struktardja jol ismert, azonosithattuk azakataminosavakat, amelyek a
komplex 6sszeszefaléséhez szilkségesek. Kordbban a human Y14 és degdben tobb
olyan mutanst is leirtak, amelyek dimer képzésmgekék, de a tetramer EJC formalasra
nem alkalmasak, igy tulexpresszio esetén dominagativ moédon gatoljak human
sejtekben az NMD-t (17, 51). Amennyiben a névéntfion-alapi NMD kivaltasdban egy
EJC-szeit komplex vesz részt, és amennyiben ezt a kompldwetonld kotések
stabilizaljak mint a human EJC-t, akkor az ésikben dominans-negativnak bizonyult
Y14 és Mago mutansokhoz hasonléan megvaltoztabérjék ndvényekben is dominans-
negativ médon hathatnak az intron-alapd NMD-re.rdlé@ztunk tehat egy Y14 pont
muténs (R108E) valtozatot (Y14DN), melyben egy A3 4apcsolathoz human sejtekben
nélkilozhetetlen aminosavat cseréltiink ki, illeegy olyan Mago valtozatot (mDN),
amelyben két a Barentsz kapcsolathoz a human aaa®gpjan szikségesnek latszé
aminosavat valtoztattunk meg (KF21-21/EA csere dEények 24. Abra A) (16, 51).
Ezek a pont mutansok human sejtekben feltelmetazért bizonyultak dominans-negativ
hatasunak, mert megkototték a dimerizacios partterakadalyoztak a tetramer képzést,
igy léenyegében depletaltak a dimerizacios partriezért el§ Iépésként igazolni akartuk,

hogy a mi mutansaink is hatékonyan kotik a dimeiis partnert. Ko-IP kisérletekben
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kimutattuk, hogy ezek a DN véltozatok az Y14-Magetenodimer képzésben nem
sériltek, a vad valtozataiknak megfélehatékonysaggal képeztek heterodimereket
(Eredmények 24. Abra B). Ezt kéven, Y14DN, illetve mDN konstrukciokat ko-
infiltraltuk hosszd 3'UTR-alapd, illetve intron-gdd@ NMD teszt konstrukciokkal, majd a
teszt konstrukciok mRNS-einek szintjeit vizsgaltknutattuk, hogy a DN valtozatok ko-
infiltracioja nincs hatassal a hosszi 3'UTR-alapd¥re (Eredmények 24. Abra C-D),
ugyanakkor mind az Y14DN, mind a mDN ko-infiltracgzigifikAnsan cstkkentette az
intron-alapl NMD hatékonysagat (Eredmények 24. AlEda). Mindezek alapjan
valoszirinek finik, hogy a ndveényi intron-alapt NMD kozvetitésébsregy EJC-szér
komplex jatszik szerepet, melynek felépitése azerllC-hez hasonl6 lehet, hiszen az
0sszeszereléséhez az ésnlEJC kialakulasahoz is nélkilozhetetlen Y14 és dvag
aminosavak kellenek. Ezt alatAmasztja, hogy az d#\a Barentsz EJC fehérjék névenyi
ortologjainak kikapcsolasa szintén az intron-al&idD rendszer specifikus inaktivaciojat
eredményezi. Sajnos a noévényi EJC |étét bizonyéigyrfehérje ko-IP kisérlet nem volt
sikeres, aminek valosileg az az oka, hogy a négy fehérje csak a mRNSeret&dik
0ssze, csak annak jelenlétében stabil. Ezért adudk alkalmazott, fehérje-fehérje
interakcidk vizsgalatara kidolgozott IP kondiciokzott a ribonukleoprotein komplexek

valGsziriileg szétesnek.
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Eredmények 24. Abra

Eredmények 24. AbraA novényi intron-alapi NMD kialakitasaban valoghéy egy EJC-szér
komplex vesz részBYHuman sejtekben dimerképzésre alkalmas, de tetrfomealasra képtelen,
igy dominans-negativ hatasu (A panel, jobb oldzz)y Mago és Y14 mutansok megfélabveényi
véltozatait allitottuk & (MmDN, 21-22KF/EA, illetve Y14DN, 108/E), majd ezehterakcioit,
illetve NMD-re gyakorolt hatdséat elemeztuk. A kisdyen hasznall. benthamianaiad és mutéans
(Mago és Y14, illetve mDN és Y14DN) klonok rajza fanel, bal oldali részfB) Az mDN és az
Y14DN muténsok a vad tipusokkal megedigr képeznek heterodimerek@t. benthamiana
leveleket a vad és mutans Mago és Y14 véltozatok&ahfiltraltuk, majd a fehérjékn planta
interakcidit co-IP kisérletekben vizsgaltk-D) A hosszu 3'UTR-alapi NMD-t nem befolyasolja
sem a vad, sem a mutans Mago és Y14 klonok karédibja. (E-F) A mutans Mago és Y14
klonok ko-infiltraciéja jelenfsen gyengiti az intron-alapd NMD-N. benthamianaleveleket
infiltréltunk Gc-l intron-alapi NMD riporter konstkcioval, illetve a Gce-l konstrukciét ko-

infiltréltuk U1DN (pozitiv kontroll) kiénnal, illete vad és mutans Mago és Y14 konstrukciokkal.
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II. 6. A névényi NMD regulacioja
II. 6. 1. Az Arabidopsis SMG7 3'UTR-ja hatékony NMD cisz elemeket hordoz

A novényi NMD cisz elemeinek meghatarozasa k&éget adott arra, hogy durvan
megbecsilhessik az NMD altal szabalyozott vad garakyat. Kbvetkeztetéseink alapjan
az NMD sok gén finomszabdalyozasaban vesz rész,azBMD aktivitas regulacioja igen
fontos lehet, hiszen a tul intenziv NMD szdmos ghkhexpresszalddasat, mig a gyenge
NMD sok gén tulexpressziojat eredményezheti. Eralegjan feltételeztik, hogy az NMD
intenzitasa stabilizalva, pufferolva van. A legezpmbb stabilizald rendszer egy negativ
visszacsatolas lenne, ezért feltételeztik, hogy NMtD transz faktorainak egyike-
némelyike NMD szabalyozés alatt all. Megvizsgalazkaltalunk azonositott NMD transz
faktorok felépitését és azt talaltuk, hogy az SMEgy valoszifisithet NMD target gén
(81). Az annotalt Arabidopsis SMG7 3'UTR régiojayagis szokatlanul hosszu (576 nt) és
két intront is tartalmaz, melyek egyike a stophgeni kdzel, mig a méasik az NMD
szempontjabdl relevans tavolsagra helyezkedik ebdi@ények 25. Abra A). Ez azt
valbszirisitette, hogy az SMG7 mRNS-t mind a hosszu 3'UTép@l mind az intron-
alapu NMD hatékonyan tamadhatja. Ezt éllerend’, az Arabidopsis SMG?7 feltételezett
terminator régiojat (a stop kodontdl a polyadendachely utan 200 bazisig terjéd
szekvencia) a GFP riporter gén mogé klonoztuk (G-8a@nstrukcio), kicserélve a GFP
kontroll konstrukcio eredeti 35S terminatorat (Erehyek 25. Abra B). Ezt kovin a G-
S7T teszt konstrukcio NMD érzékenységét ULDN kdtnacios kisérletekben vizsgaltuk.
Mivel a G-S7T konstrukci6 a UPF1DN ko-infiltralt élrészekben jéval ésebben
expresszalt, mint azokban a levélrészekben ah&l @samagaban infiltraltuk (Eredmények
25. Abra C-E), megaéllapithatjuk, hogy az SMG7 texdort hordozé konstrukcio &
NMD célpont. Azaz az Arabidopsis SMG7 terminatoképzdé 3'UTR hatékony NMD

cisz elemeket hordoz.

II. 6. 2. Az Arabidopsis SMG7 expressziéjat az NMDhegativan regulalja

Mivel a heterolog expresszios kisérletek azt maikathogy az Arabidopsis SMG7
3'UTR NMD cisz elemeket hordoz, feltételeztik, hoggz SMG7 expresszio
Arabidopsisban is NMD gatlas alatt all. Ezt tesaeb, kvantitativ RT-PCR kisérletekben
vizsgaltuk az SMG-7 mRNS szintet vad, illetve URRAtans Arabidopsis vonalakban.
Kimutattuk, hogy a UPF3 mutans Arabidopsisban azGZMmRNS szint 4-6-szor

magasabb volt, mint a kontroll névényekben. Ezradménylnk dsszhangban van azzal a
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megfigyeléssel, hogy mikroarray vizsgalatok szerar LBA1l Arabidopsis UPF1
pontmutans vonalban az SMG7 transzkriptumok szisgignifikAnsan magasabb volt,
mint a vad tipust névényekben (170). A heterologresszids kisérleti eredményeink
(Eredmények 25. Abra C-E), illetve a UPF3 és UPRltams novények analizisgib
szarmaz6 adatok igazoljdk, hogy Arabidopsisban 5§ mRNS szintet az NMD

negativan regulalja.

II. 6. 3. A SMG7 negativ NMD regulaciéja a zarvatemékben valdszinileg altalanos
lehet

Az elérhet EST adatok és a genom annotaciok alapjan felattetgik, hogy a
zarvaterndkben az SMG7 NMD géatlasa altalanos lehet (14%l&®en példaul az SMG7
két kopidban talalhaté meg, ezek mindegyike képmapkementalni a dohany SMG7-
VIGS leveleket, azaz mindkéttNMD aktivitast mutat (Eredmények 20. Abra H).
Heterolog U1DN ko-infiltrcids kisérletek soranigéuk, hogy mindkett fenntartotta az
NMD regulaciét, a si6 SMG7-1 és SMG7-2 gének 3'UTR régidja is hatékoMyNcisz
elemeket hordoz (Eredmények 25. Abra G). Kimutatiekis, hogy bar az SMG7 3'UTR
régiok szekvenciaja nem konzervalt, a 3'UTR-0k keeete alapvéen megegyezik. Pl. a
rizs és az Arabidopsis esetén az SMG7 3'UTR szeakakregyaltalan nem hasonlitanak,
szerkezetilk azonban az NMD szempontjabdl azoneglkait rendkivil hosszi 3'UTR-t
hordoz és két, hasonlé helyientront tartaimaz (Eredmények 25. Abra A). Azaz, a
SMG7 NMD regulacioja méar az egystitkétsziki elvalas eaitt bekdvetkezhetett. Ez az
NMD-SMG7 negativ szabalyozas bioldgia jetiesgigét valosziisiti (14).
Fontos kiemelni, hogy az SMG7-NMD autoregulaciddus esetleg sokkadlsibb is lehet,
hiszen az ends SMG fehérjék egyikének, az SMG5-nek az expregsapintén NMD
szabalyozas alatt all (lasd 11.7.8) (27).
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Eredmények 25. Abra
Eredmények 25. AbraA névényi NMD autoregulacidjaA] Az SMG7 3'UTR-ok szerkezete
egyszikiek és kétszikek kozott konzervalt. A rizs és Arabidopsis SMGhejé transzkripcios

terminator régidjanak szerkezete. A téglalapok amnekat (E8-10), a vékony vonalak az
intronokat jeldlik. A szamok a nukleotidokban megtdosszt jelzik (intron adatokstd betivel
vannak szedve). A C/polyA jel a transzkriptum hagdsanak-poliadenilaciojanak (cleavage-
polyadenylation) helyét mutatjg§B-E) Az Arabidopsis SMG7 terminator NMD cisz elemeket
hordoz. A GFP Kkonstrukci6 35S terminaciés szakaddéseréltik az Arabidopsis SMG7
terminaciés régiojara (G-S7T), majd U1DN ko-infitios kisérletekben vizsgaltuk a G-S7T
konstrukci6 NMD érzékenységé(F) A novényi NMD autoreguléacios ciklusa. (G) A &b
mindkét SMG7 génje NMD érzékeny 3'UTR régiot horddzGFP konstrukcio 35S terminacios
szakaszat kicseréltik as& SMG7 gének terminacios régidira (G-VvS71-T és BY2-T), majd

U1DN ko-infiltraciés kisérletekben vizsgaltuk a letrukciok NMD szenzitivitasat.
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Il. 6. 4. A nbvényi intron-alapt NMD regulacioja

Az SMG7 3 UTR-ja rendkivil hosszl, és két inrast tartalmaz, ami azt
valbszirisiti, hogy mind a hosszu 3'UTR-alapu, mind az intedapi NMD intenzitasat
érzékelheti. Mivel a feltételezett EJC komponenssiak az intron-alapd NMD-hez
szikségesek, feluedott, hogy az kilén is szabalyozédhat. Arabidomsislz Y14, a
Mago és a 4A3 egy-egy kdpiaban, mig a Barentsn&gyon hasonl6 kdépiaban van jelen
(ez a rész Nyiko, T. nem kodzolt eredményeit mutbgn Megvizsgaltuk a 4 feltételezett
EJC komponens 3'UTR szerkezetét és azt talaltugy laz Y14, a Mago és a 4A3 nem
hordoz potencialis NMD cisz elemeket, mig mindkéa#fidopsis Barentsz (B1 és B2)
3'UTR-jaban azonosithatd egy-egy NMD relevans mtfb63, illetve 117 nt-re a stoptdl,
84 és 86 nt hosszusagu intronok). Mivel a B1 és3RZTR-ok atlagos hosszusaguak,
viszont egy-egy az Arabidopsisban hatékonyan kistégézt az EST adatok és a sajat RT-
PCR kisérleteink tAmasztjdk ald) NMD relevans mitrtartalmaznak (Eredmények 26.
Abra), elképzelhének tunt, hogy ezek a mRNS-ek NMD regulaltak, dpresszidjukat
csak az intron-alapt NMD szabalyozza. Ezt élitemends, a GFP riporter gén terminatorat
kicseréltik a Bl terminatorral (G-B1T), majd U1DNo-kfiltrdcidos kisérletekben
vizsgéltuk a G-B1T NMD érzékenységét. Meglepeté&srB1T konstrukcid nemiihik
NMD targetnek, hiszen dnmagaban infiltralva i§sen expresszalddik, illetve ULDN ko-
infiltracié hatdsara a zold fluoreszcencigja neth Azonban, RT-PCR kisérletekkel
sikerdlt igazolni, hogy ennek az az oka, hogy luddgr kbrnyezetben a Bl terminator
3'UTR intronja nem érik, a splicing nagyon gyenge égyebként 3'UTR intronok esetén
novenyi heteroldg expresszids kisérkletekben igekayi). Ez a kisérlet igazolta, hogy a
B1 terminator még akkor sem targetje a hosszu 3'dERU NMD-nek, ha az intron nem
vagodik ki.
Azonban, ha dsszehasonlitiuk a U1DN ko-infiltrat & G-B1T onmagéban infiltralt
mintdk RT-PCR mintait, lathatjuk, hogy a ULDN kopessszalt mintakban a splicing-on
atesett mMRNS-ek feldusulnak, azaz a 3'UTR intromagodasa heteroldég rendszerben
ritkan kovetkezik be, de akkor NMD-t okoz (Eredméky6. Abra). Korabban igazoltuk,
hogy a UPF3 kell az intron-alapt NMD-hez. Ha a B1B2 mRNS-ek Arabidopsisban
valéban az intron-alapd NMD szabalyozasa alattaéllrm UPF3 mutans egyedekben
mindkét gén mRNS-ei tdl kell expresszalddjanak.zésasonlitottuk a B1 és B2 mRNS-ek
expressziojat vad és UPF3 null-mutans névényekégngazoltuk, hogy mindkét mRNS

kb 2-3-szor magasabb szinten expresszalddik az Mbfigiens UPF3 egyedekben, mint a
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vad kontrollban (Eredmények 26. Abra). Mindezekpgla kijelenthes, hogy a novényi
intron-alapt NMD intentzitasat egy az SMG7 regudaaiiklustdél fliggetlen autoregulaciés
mechanizmus biztosithatja. A Barentsz gének résggznek az intron-alapi NMD-ben,
viszont a Barenszet mMRNS-ek szintjét az introntaldMD hatarozza meg (Nyiké T, nem
kozo6lt eredmeény).

Amennyiben ez a Barenszt-hez kapcsolodo reguladkfiss fontos, konzervalt kell
legyen. Mivel a rizs Barentsz ortolog 3'UTR-ja néih hosszu, de szintén tartalmaz egy
NMD relevans intront, igen valésZinhogy az intron-alapt NMD Barentsz-hez ddit
autoregulécios ciklusa a zarvatétrkorében konzervalt (Nyikd T, nem k6zolt eredmény)

Erdekes médon, egy cikkben arrél szamoltak beylagY14, a Mago és a 4A3
noveényekben ko-lokalizal a sejtmagban, de a Bazeelsnlétét nem sikertlt kimutatni.
Ennek természetesen tobb oka lehet, de figyelemé#Omhogy az ends EJC-vel
kapcsolatos Ujabb kutatasok szerint lehetségey, & JC tetramer csak a citoplazmaban
szerveddik meg, a 4A3, az Y14 és a Mago még a sejtmagbaspli@ing soran
kapcsolédna az &rmRNS-hez, de a Barentsz csak a citoplazmabéddkétaz EJC-hez
(58). Embs sejtekben a Barentsz nélkili EJC is képes NMvigdsra, de csak bizonyos
targetek esetén és valodgey kevésbé hatékonyan. A ko-lokaliz&cids kisékletiapjan
lehetséges, hogy a Barentsz névényekben is csa&pdaezmaban csatlakozik az EJC-hez
(83-85). Ennek az lehet a jeléaége, hogy -legalabbis efsben- az EJC szamos egyéb
funkciot (MRNS export, lokalizacio, illetve a trait@cio serkentése) is ellat (91), igy
feltehet, hogy a Barentsz nélkili névényi EJC a tdbbi fuéktegalabb részben el tudja
latni. Igy az NMD regulalt EJC komponens szintjenmbefolyasolna alapvétn a tobbi
EJC funckiot, de megszabna az EJC NMD indukal6 s&gget, azaz az NMD regulacio
fuggetlenithet volna a tébbi EJC funkciétdl.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a zarvatdmen az NMD aktivitas
szabalyozott, a mindkét tipusi NMD-hez nélkilozthete SMG7 mindkét tipusi NMD
aktivitast érzékeli, mig a csak az intron-alapi Nié&n szerepet jatszé Barentsz mRNS-ek
szintje csak az intron-alapd NMDB} fllgg. A szabalyozas egys#erautoregulacios
ciklusokon keresztll valésulhat meg, pl. az NMDentitdsanak novekedése az SMG7
szint csokkenését eredményezi, ami végeredménybadMD aktivitas csokkenéséhez
vezet (Eredmények 25. Abra F). Hasonlo lehet afBareregulacio, annyi eltéréssel, hogy

a Barentsz expresziot csak az intron-alapu NMDva&sanak valtozasai szabalyozzak.
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Eredmények 26. Abra

Eredmények 26. AbraA noévényi intron-alapti NMD autoreguléacidjaA)( Az Arabidopsis
Barentszl és 2 3'UTR-ok szerkezete. A téglalapokxamokat, a vékony vonalak az intronokat
jeldlik. A kddold régié intronjai nincsenek feltiatve. A szdmok, nukleotidokban, a hosszt jelzik
(intron adatok dlt betivel). A B panelen bemutatott PCR-hez hasznalt primer@gétF, B1 R)
feltintettem. (B) Az Barentszl 3'UTR intronja az Arabidopsisban hat8lan kivagodik.
Arabidopsis levél RNSét készitett RT-PCR és a genomi DN@-készitett kontroll PCR. A PCR-
hez a B1 F és a B1 R primereket hasznéltuk, dzszélat a B1 R primerrel készitett{() A
Barentszl terminator 3'UTR intronja heteroldég essmds kisérletben gyengén vagédik ki, de
splicing esetén NMD-t indukal. A B1 terminator régit GFP riporter gén mogé épitettik be fels
panel, G-B1T), majd a konstrukci6 NMD érzékenysé@gtDN ko-infiltracidés kisérletben
teszteltik. A C/polyA jel a transzkriptum hasitéaldak-poliadenilacidjanak (cleavage-
polyadenylation) helyét mutatja. A PCR primerekyielfeltintettem. (kbzégspanel) A G-B1T
fluoreszcenciaja ULDN ko-infiltracié hatdsara neafttoazik, a G-B1T latsz6lag nem NMD target.
(als6 panel) G-B1T, illetve G-B1T 3U1DN ko-infilttdevelek®dl B1 R és G-F primerokkal RT-
PCR végeztink. Az glsszalat B1 R primerrel irtuk. Kiemelefidhogy a U1DN ko-infiltralt
mintakban a sikeres intron-kivagodason ateseticesp mMRNS-ek aranya jeléisen megé. (D)
Arabidopsisban mindkét Barentsz gén NMD reguléciattaéll. Vad és UPF3 mutans
Arabidopsisbdl gRT-PCR-t végeztiink, azéedzéalat oligo dT-vel készitettuk.
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[I. 7. A nbvényi NMD rendszer mikddése

Sehesség
megszaho lépés

Sehesség :
megszabd lépés =

EJC
Eredmények 27. Abra

Eredmények 27. AbraA névényi NMD modelljeAj a normal stop kodont tartalmaté, vad tipusu
MRNS-ek transzlaciéjgB) A hosszu 3'UTR-alapu (bal oldali panel) és az intedapi névenyi
NMD feltételezett mechanizmusa. Részleteket |&stbaegben (11.7.1.) .

A kovetkedkben sajat kozolt és eddig nem publikalt eredmérkydezeket a
kisérleteket nem mutatom be, csak az eredménydiket le) alapjan felvazoljuk a
névényi NMD rendszer iikédének lehetséges modelljét (Eredmények 27. Atugy
tinik, az NMD korai szakaszai, a PTC azonositas &8N komplex kialakulasa a tdbbi
eukariétdhoz hasonld, mig az NMD kései szakaszBR[T@-tartalmu transzkript gyors
degradacioja és éleg az NMD szabalyozasa szamos novény-specifikuaassal

rendelkezik.
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Adataink alapjan a névényi PTC azonositas alapehaegegyeznek a mas eukaridtakban
leirtakkal, azaz a PTC szelekcid konzervalt. A a&lez kdrben elfogadott ,faux
teminacios” modell szerint a PTC felismerés kulasatranszlacié terminaciéjanak
hatékonysagat doden befolyasolo pozitiv, a terminacié sebességételipvlletve a
negativ, a terminacio hatékonysagat csokkeBtJTR szignalok (a 3'UTR régidéhoz
kotods fehérjék). A legfontosabb pozitiv szigndl a PABR, ez interaktal a terminalodo
riboszoma eRF3 komponensével a terminacio hatékesy; a mRNS stabil marad. A
pozitiv szignalok hianyaban (vagy negativ szignalokint az EJC jelenlétében) a
terminécié lassu lesz, az eRF3 a UPF1-gyel kapddglézaltal a stop-kodont, mint PTC-t
jeléli meg az NMD rendszer.
A PTC azonositas alapja névényekben is a UPF1-eREBakcid lehet. Azonositottuk a
novenyi eRF3 ortoldgot és igazoltuk, hogy az eRB3aen koti a eRF1-et, és képes kotni a
UPF1-et is (Nyikd T, nem kdzolt eredmény). MivePABP mesterséges kotése a 3'UTR-
ba képes volt kimenteni az NMD target transzkrippeat, valdszifi, hogy névényekben
is a PABP a legfontosabb 3'UTR pozitiv terminacsagynal. Ugyanakkor annak alapjan,
hogy a PABP-eRF3 direkt interakciot nbévényben nekerglt kimutatni, illetve annak
alapjan, hogy az et PABP-eRF3 interakcidban kulcsszerepet jatszé @sawvak nem
konzervaltak a ndvényi ortolégokban, lehetségegyha PABP terminaciot stimulalo
hatadsa novényekben nem a direkt PABP-eRF3 inteyakalapul. A 3'UTR intronok
onmagukban is képesek NMD-t kivaltani, de jetsen feledsitik a hosszd 3'UTR NMD
hatdséat is. A 3'UTR intronok feltelietn a novényekben is az EJC kdzvetitésével okoznak
NMD-t. Val6szini, hogy az EJC az efidokh6z hasonléan azaltal gyorsitja fel az NMD-,
hogy kot felszinként szolgal a UPF3 és 2 NMD faktoroknajy, ha kialakul az eRF3-
UPF1 kapcsolat, a kozeli EJC-hez kotott UPF2 égyyprs kapcsolodasaval az NMD
komplex is hamar létrejohet. Nem zarhatjuk azontejipsen ki azt sem, hogy a 3'UTR-
ban jelen Ié6 EJC névényekben fizikailag gatolja a PABP-eRF3ckafat kialakulasat,
igy vég$ soron a PABP szignal hianya miatt okozna NMD-t.
Az NMD komplex szerkezete és kialakulasa is korakmak ftinik, novényekben,
hasonloan mas eukariotakhoz, a UPF2 kapcsolja @sieFl és 3 faktorokat. Azaz, az
eRF3-hoz kapcsolodd novényi UPF1 kétné a UBt-2rajd ahhoz kédhetne a UPF3,
igy alakulna ki a funkcionalis NMD komplex (Erednyék 27. Abra).

Feltételezéseink szerint, templattol fiégg, a noévényi NMD-nek két
sebességmegszabo Iépése is lehet. Az egyik, a BRF3- kapcsolat kialakulasa. Ez

elsssorban a PABP-tavolsagatol fugg, ha a 3'UTR ro@d?ABP terminaciot stimulalo
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hatdsa érvényesll, a terminécio hatékony leszZR&3-4®JPF1 kapcsolat ritkan jon létre. Ha
a 3'UTR hosszu, a PABP pozitiv szignal hianyzikeaninécio lassu lesz, igy az eRF3-
UPF1 kotés gyakran kialakul. A masik sebességmégsizpées a UPF1-2-3 komplex
kialakulasa lehet. Mivel a lokalizaciés tanulmanysaderint a névényi UPF2 és 3 déen
sejtmagi fehérje, a UPF2 és 3 citoplazmas koncadjea(szemben a citoplazmas UPF1-
gyel) alacsony, igy az NMD komplex formalédasa éensebességmeghatarozé lépés
lehet. Ezt gyorsithatna meg dramaian a 3'UTR-hoz6d& EJC, amennyiben az
novényekben is kétfelszinként szolhalhat a UPF3 és 2 szamara (EnegeR&7. Abra).

A NMD Kkorai lépéseivel szemben, a kései, targetratacioért feldls lépések
kevésbé hasonlitanak a més eukariotakban leirtakfiomitattuk, hogy a névényi UPF1
N- és C-termindlis része is foszforilalt, és ezkséges az NMD-hez, ezért valdsgihogy
a UPF1 N- és C-terminalison foszforilalt formabamyelen az NMD komplexben. Mivel
a novényi SMG7-ben konzervaltak az 6sn\EMG-7 14-3-3-foszfoszerin kbaminosavai,
illetve mivel ezek jelenléte nélkllozhetetlen a ékbyi NMD-hez, igen valészin hogy az
SMG7 a 14-3-3 domain segitségével kapcsolodhatsafiddJPF1—-et tartalmazé NMD-
komplexhez (Mérai és Benkovics, nem kdzolt eredmény
Novényekben a PTC-tartalmd transzkriptumok (az tiallaNMD-re jellema))
endonukleolitikus vagasa nem volt kimutathaté, aaazNMD target transzkriptumok
exonukleadzok révén bomlanak (ennek megbelel névényekben az SMG6, a PTC-
tartalma transzkriptumok vagasaért fékelallati NMD faktor, ortolégjat nem lehet
azonositani). A névényi SMG7 IlGitése a UPF1-hez, az NMD komplexhez kapcsolodo
MRNS gyors lebomlasat eredményezheti. Igazoltulanigy hogy az SMG7 mesterséges
kotése (tethering) egy mMRNS-hez annak gyors degi@da okozza. Azt is kimutattuk,
hogy az SMG7 P-bodyban (citoplazméas sejtkompartmahbtl a mRNS degradacio
enzimjei és a transzlaciobol kivont mRNS-ek felddak) lokalizalodik, illetve azt is
bizonyitottuk, hogy képes a citoplazmas UPF1 P-bethkalizacidjara. Mindezek alapjan
feltételezzik, hogy az SMG7 Kités eredményeként a telies NMD komplex és a hozza
kapcsolédd PTC-tartalml transzkript atkeril a Pybag ahol gyorsan lebomlik
(Eredmények 27. Abra). Erdekes modon, a P-béthgfa decapping és az XRN4 5'-3’
exonukledzok feldasulasaval jellemezhepedig adataink alapjan az SMG7 okozta
degradaciohoz XRN4-re nincs szikség. Mivel az NMitpet transzkriptumok gyorsan
degradalédnak, de sem endonukleaz vagast nem talpask, sem a decapping-XRN4
atvonal nem fontos a névényi NMD-hez, azt gyanitjpkgy az SMG7 a PTC-tartalmu

MRNS gyors deadenilaciojat okozza (Mérai és Berdsoviem kdzolt eredmény). Ezeket a
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deadenilalt mMRNS-eket az exosoma vagy egy nemnégiaenositott, egyes lebontand6
MRNS-ekért a decapping komplex-szel versémyzkleaz, a SOV bonthatja le.

Emlésdkben az NMD regulacié kulcsa a UPF1 foszforegojdacA novényi UPF1
egy foszfoprotein, és a foszforilacié szikségest@kzik az NMD-hez (Mérai és
Benkovics, nem kdzolt eredmény), ugyanakkor a foszfulaciés ciklusrol egy@&le nem
rendelkeziink adatokkal. Az SMG1 (UPF1-et é&bken foszforilaldé) kinaznak ndvényi
ortolégja nincs, és a rokon (PIKK) fehérjék inakiioja nem befolyasolta az NMD-t.
Azaz PIKK kindzok vagy redundansan foszforilaljakURF1-et, vagy azt egy eddig
ismeretlen kindz foszforildlja. A novényi NMD resmr reciklizdlasaban feltelden
fontos lehet az SMG7 UPF1 defoszforildlo szeremeednek direkt bizonyitékat eddig
szintén nem sikerult kimutatni.

A novényi NMD rendszer stabilitasat éwrban az SMG7 autoregulaciés ciklusa
szabdalyozza. Az intron alapu-NMD tovabbi finomsagbzisat a Barentsz autoregulacios
ciklusa biztosithatja. ValosZinek finik az is, hogy a névényi NMD mas regulacios
kapcsolatokkal is rendelkezik. Kimutattuk, hogy &MD, melynek aktivitasa a
transzlacié terminaciéjanak hatékonysagatdl fuggganis befolyasolja a terminacio
hatékonysagat, nem csak azaltal, hogy a UPF1 wasenPABP-vel az eRF3 -ért, hanem
azdltal is, hogy névényekben az eRF1, a terminédidsenzime, és NMD cisz elemeket
hordoz. Algadkban az eRF1 3'UTR—ja igen hosszu, mdgasztokban az eRF1 egy a
stophoz nem tul kézeli (NMD relevans) 3'UTR-intraiairtalmaz (Nyikd T., nem kodzolt
eredmeény). Zarvatershben az eRF1 mindig tdbb génes, de minden eddigverdlt
ndévényben legalabb az egyik képia tartalmaz egy NM[@vans intront a 3'UTR-ban.
Elesztben és endlsokben is igazoltak, hogy az alacsony eRF1 szint NazD
hatékonysagat csokkenti (29, 30), feltételezésizekirst azért, mert ilyenkor a terminacio
hatékonysagat mar nem a 3'UTR szignalok hataromzggy, a terminacié az alacsony RF1
szint miatt mind a normal, mind a PTC stop-ok eséégen lassu lesz. Amennyiben az
eRF1 szint csokkenése noévényekben is az NMD hayskganak csokkenésével jar, az
eRF1 NMD regulacioja biztosithatja a normal termiohoz és az NMD-hez szikséges
optimalis eRF1 koncentracio fenntartasat. Elkésielk szerint, normal kondiciok kdzott
az eRF1 szint optimalis, az eRF1 mRNS szintet aZlDNiMgativan regulélja. Az eRF1
fehérje alacsony szintie az NMD aktivitas csOkkéhésezdaltal az eRF1 mRNS
stabilitasanak novekedését, az eRF1 expresszickedssét eredményezi. Hasonléan, az
eRF1 szint emelkedése az NMD aktivitas novekedekérhatja, ami az eRF1 &s0d

down-regulacidja révén visszaallitana a normal eREihtet. Mivel sem a Barentsz

122



dc_34 10

autoregulacios ciklushoz, sem az eRF1 regulaciagbdkd hasonldét nem irtak le mas
eukariétakbdl (SMG autoregulaciot igen, lasddkdg, Ugy tinik az NMD szabalyozasa
joval bonyolultabb névényekben, mint mas eukaribtdk Ennek talan az az oka, hogy
noévényben mindkét tipusid NMD hatékony -mas eukakigdan vagy a hosszu 3'UTR-
alapu vagy az intron-alapt NMD dominans- a tobhdzdegulacio ezek kozott biztosithat
kiegyensulyozott kapcsolatot. Pl. a Barentsz exgmiégnak valtozasaval a hosszu 3'UTR-

alapu NMD megzavarasa nélkil is médosithatd anmrelapi NMD intenzitasa.
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II. 8. Az eukaridta NMD rendszer evollcidja

A Eleszto Gerinctelen Emlis

Hosszi 3'UTR || Hosszmi 3'TTR 3’ UTR-intron
UPF 1,2,3 UPF 1,23
UPF 123 || 4SMG 1, 5 6 || +SMG 1, 5, 6, ™+ EJC

Intnon- NMD

UPETRoszforequidcio
MG T 5 S F)

LECA
Hossza 3'TUTR

UPF 1,23

Eleszti Gerinctelen Emliis Niivény
Hossm 3'UTR || Hossma 3'UTR 3' UTR-intron Hosszmi 3'UTR,
3 Hlkmuon Hossza 3" UTR 3’ UTR-intron

UIPF 1,23 UPF 1,23 UPF 1,23 OPF 1,23
a7 +SMG 1, 5, 6 +EIC| |+8MG 1, 5, 6, 7+ EJC +SMG T+ EIC
aldGY auforeg ? SAMOS quiores. SRS autores, SMGT autores.

Infronth D Hogszu SYWMD IRfron-MAC
vesrias dominaioia daminancia

UPH{Foszloreguilacio
MG 1,5 8 7

LECA
Hossza 3'UTR, 3'UTR-intron
UPF 1,23 +SMGTHEFC
SMG7 autoreg, Eredmények 28. Abra

Eredmények 28. AbraAz eukariéta NMD rendszerek feltételezett evojaci(h) Az eukaridta
NMD evolucidjanak korabban elfogadott modellj¢B) Az eukariota NMD rendszerek
evolucidjanak altalunk javasolt modellje. Részletelésd a szovegben (11.7.2.) . Az NMD transz
faktorai dlt, a cisz elemei normal hetel vannak szedve. A kisebb tgpus utal az adott NMD

tipus csokkent jeletiségére.

Jelenlegi ismereteink szerint az NMD prokariotakimem niikodik, ugyanakkor
eukaridtakban altalanosnak tekintheEnnek okait nyilvan nem lehet pontosan tudni, de
azt gondoljuk, hogy ennek hétterében a prokaridleaeota genomszervédés és
génexpresszié alapveteltérései allhatnak. A PTC-tartalmii mRNS-ek szaimtak
mutans allélekil, illetve keletkezhetnek vad allélékra mRNS hibas érése soran. Az

NMD legfontosabb szerepe, hogy a PTC-t tartalmalzérrans mRNS-eket lebontsa,
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ezdaltal megakadalyozza a csonka fehérjék keletkezés csonka fehérjék lehetnek
inaktivak, részlegesen aktivak, de igen gyakranid@ns-negativ hatdstuak. Ha egy génb
csak egyetlen kopia van jelen a genomban és az ktop-ot eredményézmutaciot
hordoz, az NMD hatasa karos is lehet, hiszen a kesdehérje esetleges részleges
aktivitasa is dinydsebb, mint a PTC-tartalmd transzkriptum gyorgraeacidjaval
kialakulé null-mutans fenotipus. Ezzel szembenké&iakopia van jelen, de csak az egyik
hordozza a korai stop-ot eredményemutacidét, a vad allél biztositia a normal
génmiikodeést (bar egyetlen kopia gyakran nem elég astdljekcio ellatasara), ezeért a
PTC-tartalmii mRNS lebontdsa, az esetlegesen dommggativ hatdsi mutans fehérje
képadésének megétése anyos.
A prokariétak haploidok,& a prokaridtak korében a génduplikacio is nagytkay ezért
a prokariotdk szamara az NMD rendszer hatranyoseleizzzel szemben a mag él
sok génbl két (vagy tobb koépiat) tartalmazott, azaz a LEG#s az NMD rendszer
elényos lehetett. A mai eukariotak jeléatrészben diploidok (vagy poliploidok)stsaz
eukaridta evolucié soran a teljes genomduplikd@tdpved szerepet jatszottak, ezért a
legtobb génbl még a haploidnak tekintett eukariétak, pl. moks&idbb kdpiat hordoznak.
Ez a gondolatmenet azt is sugallja, hogy a gyakakariéta genomduplikaciok egyik
eléfeltétele a hatékony NMD rendszer lehetett.
A masik alapvet kulonbség a génexpresszids stratégidban van. Rariéta mRNS-ek
monocisztronos transzkriptumok, melyek érése sékliép bonyolult folyamat. Ezzel
szemben a prokaridta mRNS-ek érése egyiszészont a transzkriptumok jeldist része
policisztronos. Iigy a mRNS érési hibak csak az gatékban vezetnek PTC-tartalmu
MRNS-ek keletkezéséhez.
Az NMD rendszer a PTC-t és az igazi stop kodont A’ B szignalok alapjan kuloniti el.
Mivel az eukariota mRNS-ek monocisztronosak, a RHoz kotdtt fehérjék stabilan
kotodhetnek, ezért a stop kodon definiciéja egyszehA prokaridtakra jellemz
policisztronos mMRNS-ek esetén azonban nem vildgogyan lehetne egy policisztronos
transzkriptumon elkiléniteni egy PTC-t, egy koraldRF stop kodonjatél. Mindezek
alapjan érthéinek tinik, miért nincs a prokariétdkban NMD rendszer.

A prokariétédkkal ellentétben az eukaridtakban az DNMltalanosan elterjedtnek
tanik. A legelfogadottabb eukariota evolluciés modekrint, a mai eukariétak 6t vagy hat
f6 leszarmazasi vonala a mai eukariotak utolso kézékl kb. egyideji gyors radiaciéval

alakult ki (132). Fontos kiemelni, hogy a gombakhex az &llatokhoz (Opisthokont),
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illetve a mai névényekhez ve#deszarmazasi vonalak (Plantae) mar itt, a LECAaed
soran elkuloniltek. Azaz a gombék és az allatokkalokozelebbi rokonai egymasnak,
mint a novényeknek. Mivel az NMD kulcsfehérjéi kitathatoak mind az 0ot6f
leszarmazasi vonal modell organizmusanak genomjalbetae mivel kisérletes bizonyiték
tamasztja ala, hogy az NMD rendszer hatékonyaikoeik gombakban-allatokban,
novényekben é&iardia lamblia protozoaban is, valésdinhogy az NMD mar a LECA-
ban is hatékonyan ikddott (5). Ugyanakkor, az eukariota NMD rendszeredllciojarol
egyebre keveset tudunk.

A programunk megkezdésekor az NMD rendszer evgliad kapcsolatos elméletek az
éleszé, a gerinctelen modell organizmusok, illetve az é@dk NMD rendszereivel
kapcsolatos ismereteken alapultak (Eredmények dfa A). Annak alapjan, hogy az
NMD kulcsfehérjéi élesdben és az allatokban is a UPF1, 2 és 3 faktortgtyd annak
alapjan, hogy az NMD cisz faktora az éléban és gerinctelenekben is a hosszu 3'UTR,
azt feltételezték, hogy a LECA-ban egy egyézkRosszi 3'UTR-alapi NMD rendszer
mitkodott, amely csak a UPF1, 2 és 3 fehérjék aksditigényelte (122). Elesiten UPF1
foszfo-regulacios ciklust nem irtak le, viszont BR1 foszfo-regulacidja gerinctelenekben
és embsokben is hasonl6 (az SMG-1 foszforildl, mig az SMG6 és-7 fehérjék a
defoszforilciét szabalyozzak), ezért feltételeztébgy a UPF1 foszforegulacio az allat-
gomba elvalas utan alakult ki. Mivel az éstbkben az alternativ splicing nagyon gyakori
és mivel az endlsokben a 3'UTR lokalizalt intronok az NMD cisz fakdi, azt
valoszirisitették, hogy a gerincesek evollcidja soran &ltega valt alternativ splicing
mellékhatasainak a csokkentésére alakult ki annirtdapi NMD, és az efdokben ez
valt altalanossa (Eredmények 28. Abra A). Azazakkori elképzelések szerint a stem
eukariétdkban az NMD rendszer egysizeolt, a gombakban ez az egyszddMD
rendszer maradt volna fenn, mig az allati evol&oi@n ez a#si NMD rendszer valt volna
egyre bonyolultabba, kezdetben a UPF1 foszforeguld@<$bb az intron-alapd NMD
megjelenésével (122). Ugyanakkor Lynch, egy elmdalogiaval foglalkozd kutato,
felvetett egy alternativ NMD evoltciés modefft.abbdl indult ki, hogy a LECA-ban mar
nagyon sok intron volt, aminek gyors elterjedéssk akkor volt lehetséges, ha egy intron
kapcsolt mechanizmus pozitiv szelekciot biztositaiz intron-tartalmu alléleknek.
Elképzelése szerint ez az EJC-kdzvetitésévékoat intron-alapd NMD lehetett. A
modell szerint az intront hordozo allélok esetéRTEC azonositas hatékonyabb lehetett,
mint az intron nélkili allélok esetén, ami kompdte&olna az intron megjelenéséb

szarmazd héatranyokat (100). Ezt a spekulativ mbdelbnban kisérletes adatok nem
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tamasztottdk ala. Mivel a gombék és allatok kozsletokonai egymasnak, mint a
novényeknek, ugy gondoljuk, hogy a névényi NMD nsegerése utdn megvalaszolhatjuk
azt a kérdést is, hogy melyik eukariéta NMD modetielyes.

Munkank soran kimutattuk, hogy névényekben, akésaiben vagy gerinctelenekben, a
szokatlanul hosszu 3' UTR hatékony NMD cisz eldfatvie igazoltuk, hogy a 3'UTR-ban
lokalizalt névényi intronok, hasonléan az émlintronokhoz, poziciéflidgcisz elemek.
Igazoltuk azt is, hogy a UPF1, 2 és 3 fehérjék n§gkben is mindkét tipusi NMD-hez
szukségesek. Bizonyitottuk, hogy az SMG7 szinténdket tipusi névenyi NMD-ben
részt vesz, mig az EJC komponensek, az Y14, a Mad#3 és a Barentsz, akar csak
emiésokben, ndvényekben is csak az intron-alapt NMDkedlznek.

Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy a LECA-ban dgymplex NMD rendszer
miikodott, melyben mind a hosszu 3'UTR, mind a 3 Ub&s lokalizalt intronok
hatékony NMD cisz elemként iikddhettek (Eredmények 28. Abra B). Mivel a UPF
fehérjék és az SMG7 is részt vesz a novényi édlatt MMD-ben, azt feltételezhetjik,
hogy azési eukariota NMD core rendszer a harom UPF fehérjéletve az SMG7-BI
allt, ezek mindkeét tipust NMD-ben részt vehettek, (82). Mivel az EJC komponensek
kellenek mind az eris, mind a névényi intron-alapt NMD-hez, a legvalashb feltevés,
hogy az intron-alapd NMD mar a LECA-ban igkndott, és mar ott is az EJC kdzvetitette
az intron-alapd NMD-t. Azaz eredményeink Lynch nipée tamaszjak ala, annyi
kulonbséggel, hogy a LECA-ban mindkét tipusu NMEhakolt. Feltetelezésiink szerint, a
LECA komplex NMD rendszere szamos eukariota lesaaéasi vonalban
leegyszelsodott, illetve egyik vagy masik tipusa valt uralked. Valoszifi, hogy
azokban a leszarmazasi vonalakban, amelyek ev{daeik egyes szakaszaiban az intron
vesztés diteljes volt, igy az éles&tvagy Drosophila felé vezgéevolucios utvonalakon, a
splicing és az NMD ,szétkapcsolodhatott”, azaz amdron-alapd NMD rendszer
elveszhetett (ma mar egyre elfogadottabb, hogy @A Enas tekintetekben is rendkivil
komplex organizmus lehetett, az egyes szabdlyomasiszerek, Utvonalak redukcidja
pedig —pl. silencing az élegben- nagyon gyakori az eukariétak korében). Ezzeiden

a gerincesekben, ahol szinte minden gén tartalmizant, illetve az alternativ splicing
nagyon gyakori, az intron-alapt NMD valhatott umalkva. Novényekben a gének 20 %
intronmentes, és mai ismereteink szerint a névémgilcio soran jelefs intron vesztés
sem volt (39), ezért a ndvényi evolucidé soran vegrgs szelekcid rmikodhetett, hogy
mindkét NMD rendszer hatékony maradjon (EredmérdgkAbra B).
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Ezt az elképzelésinket az elmult néhany év tbébb néményes NMD eredménye is
alatdmasztja. lgazoltak, hogy a hosszu 3'UTR-okéeiikben is NMD cisz elemek
lehetnek, igaz, joval kevésbé hatékonyan indukaMBID-t, mint gerinctelenkben vagy
noéveényekben, vagy mint az intronok az ésdlkben (47). Az elmult év soran az is kiderdilt,
hogy az intron-alapi NMD kivételes esetekben Drbgapan is nikodik, a splicing ott is
EJC kialakulaséaval jar, de csak meghatarozott sredim kontextusban kidik a 3'UTR-
ban lokalizalt EJC olyan &en a mRNS-hez, hogy NMD-t indukéaljon (129). Azaz,
mindkét organizmusban ttkddik a kétési NMD rendszer, de mindkét esetben az egyik
dominanssa valt. Végul ugyirtik, egy SMG7 ortoldg élesiben is részt vesz az NMD-
ben, bar hianyaban az NMD hatékonysaga alig cso@d@n

Természetesen nemcsak az NMD cisz és transz elkorgervaltak, de az NMD
mechanizmusanak szamos eleme is az. A PTC azamoégdaa NMD komplex
kialakulasanak lépései alighanembsm konzervaltak (bar egy nemrégiben megjelent
tanulméany szerint a hasad6 élében az NMD cisz elemei a stop kozeli intronok, de
megle® mddon, az nem szamitott, hogy a kodoldé régiobagyva 3'UTR-ban
helyezkednek el a stop kozeli intronok és EJC seletk az NMD-hez) (166). Ugyinik
azonban, hogy az NMD kései, a UPF1-2-3 komplexakidhsat koveét |épései mar
kevésbé konzervaltak, éleSaen az SMG7 alig jatszik szerepet, a UPF1 az SMG7-t
fuggetlendl valthat ki decapping-en és XRN1 degramakeresztil mRNS bomlast. Ezzel
szemben az allatoknal egy szigoruan regulalt URSzidoegulacios ciklus alakult ki,
szamos azt kovétlebomlasi utvonallal, amelyek k6z6tt vannak enddedzon (SMG6),
és exonukleazokon alapuléak (SMG5-7) (110). Ugykomkazt gondoljuk, hogy
eredményeink alapjan azonosithaté az NMD késeskipék alaptipusa.

Mivel a UPF1 foszforilacio novényben (Mérai és Bavics, nem kdzolt eredmény)
és allatokban is nélklulozhetetlen az NMD-hez vdhiszhogy a UPF1 mar a LECA is
foszforilalt lehetett. Az ends SMG7 N-termindlis 14-3-3 doménje kéti a foszfosreds
kell az NMD-hez, mig a C-termindlis régioja a P-pddkalizicidért és a target mMRNS
degradacioért felel. Novényben is hasonl6 az SM@&tkezete, a 14-3-3 N-terminalis
domeén kell az NMD-hez, mig a target degradaciolsak @ C-terminalis régio szukséges,
raadasul az SMG7 novényekben is P-body lokalizdiéréi és Benkovics, nem kozolt
eredmény). Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogyECA lebomlasi Gtvonal a foszfo-
UPF1 SMG7 kotésén alapult. Az SMG7 valogi#g a mRNS deadenilaciojat idézté,el
végil a deadenilalt mMRNS-ek vagy a P-bodyban vagg/€itoplazmaban bomlottak le.

Fontos kiemelni, hogy az NMD alighanem mér a LEG#lis SMG7 autoregulacio réven
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szabalyozédott. Ugyanis, mind Drosophildban, mimiteben az (SMG7 rokon) SMG5 az
NMD negativ regulacidja alatt all, hasonléan a myvé&MG7-hez. 8t, az éleszt SMG7
szintet is negativan regulalja az NMD, bar nemkdineddon (Eredmények 28. Abra B).

Az eukaridta NMD rendszerek evoluciojara tehat sskempontbol a
leegyszelistdés lehetett jelleniz Erdekes modon a UPF1, 2 és 3 core fehérjék alinode
organizmusokban —az e#sl UPF3 kivételével- egy génesek, mig az SMG7 tébsz
duplikéalodott. Az allatokban az SMG7 duplikaciobstarmazdé SMG5 és SMG6 Uj
funkciokat nyertek az NMD kései Iépéseiben, miglaszé duplikdtum ma mar nem része
az NMD rendszernek. Az SMG7 egysaikben egy génes, mig kétdatkben az SMG7
tobbszor duplikalodott, és tébb ,fiatal” duplikaaidellett legalabb kéisi kétsziki SMG7
duplikacio is kimutathat6. Az egyiksi duplikacidobdl szarmazé SMG7-L gén ma mar nem
szikséges az NMD-hez és nem all NMD regulaci6 ,ataiyy a masikisi duplikaciobol
szarmaz6 (SMG7-1, -2) paralogok magték az NMD aktivitast és NMD regulaltak is
maradtak (Eredmények 25. Abra G) (14).

Osszefoglaldéan, agsi eukaridta bonyolult és autoregulalt NMD rendsz&gamos
leszarmazasi vonalon leegysr&idott. Novenyekben azonban mindkét tipusi NMDvakti
maradt, a tanulmanyozott eukaridtak kozoétt —feliéde a névényi NMD hasonlit
legjobban a LECA NMD rendszerére.
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AZ EREDMENYEK ROVID OSSZEFOGLALASA

1, Azonositottuk a CymRSV P19 silencing szupresgzgs igazoltuk, hogy a P19 gatolja a
transzgén-indukalta sejt-autoném és szisztemikaaanget, és hatékonyan szupresszalja
a virus-indukdlta szisztemikus silencinget. Kimutiat hogy a CymRSV-dohany

rendszerben a szisztemikus silencing lehet a hayéotiviralis [épés.

2, lgazoltuk, hogy a P19 egy méretszelektiv dsRut8-tehérje, amely nem kéti a hosszu
dsRNS-eket, de hatékonyan interaktal a silencingskeolekuldival, a 21 nt ds SiRNS-
ekkel.

3, Bizonyitottuk, hogy a méretszelektiv dsRNSéki@hérjék mellett a hosszi dsRNS<kot
fehérjék is hatékonyan szupresszéalhatnak egyeswibsiencing Utvonalakat.

4, Azonositottuk és jellemeztik az Aureusvirusqiugi virusanak, a PoLV-nak a P14
szupresszorat. Kimutattuk, hogy a P14 egy altala&RNS-kdb szupresszor, amely
késlelteti a viralis siRNS-ek akkumulacidjat, éstékanyan gatolja a virus-indukalta

szisztemikus silencinget.

5, lgazoltuk, hogy a P19 és P14 szupresszorok rédoérjék, és kimutattuk, hogy a két
szupresszor kozdse az Aureus- és Tombosvirusok koéssben alakult ki.

6, Bizonyitottuk, hogy szamos névényvirus exprdssis®RNS-kod szupresszort, ezek
tobbsége méretszelektiv dsRNS«kdehérje. Valdszitsitettilk, hogy a dsRNS-kétés a
ndévényi RNS virusok gyakori, €s az evollcid soréhbszor is kialakult silencing

szupresszios stratégiaja lehet.

7, Kimutattuk, hogy a miRNS regulalta silencing analak aktivitasa fluggetlen a
hémérsekletdl, viszont a molekuléris parazitdkkal szembeni kédésben résztvév
silencing utvonalak aktivitAsadmérsékletfligd, alacsony Bimérsékleten alig fkodnek,

mig magas émersékleten igen hatékonyak. Ennek kdvetkeztélmsahy Bmérsékleten

a szupreszor nélkili vagy csak gyenge szupressxmtesszalé virusok is hatékonyan
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fertézhetnek, mig magaimérsékleten a hatékony silencing megvédi a gazdanybwneég

az ebs szupresszort kddolo virusoktdl is.

yaye

alkalmas tranziens vizsgalati médszert és ezekissggivel feltartuk a noévényi NMD

rendszer alapjait.

9, Igazoltuk, hogy a névényekben a hosszu 3'UTRsla 3’'UTR-ban lokalizalt intronok
is NMD cisz elemkeént fikddhetnek. Kimutattuk, hogy a hosszu 3'UTR-alapirémyi
NMD kvantitativ médon rilkddik, minél hosszabb a 3'UTR, annal hatékonyabblstD.
Igazoltuk, hogy az intronok ndvényekben is poziciggo NMD cisz elemek, csak a
3'UTR-ban lokalizalt intronok indukalnak NMD-ét, @zek is csak akkor, ha nincsenek

nagyon kozel a stop kodonhoz.

10, Bizonyitottuk, hogy novényekben az uORF-ok rfiéggoen képesek NMD-t

indukalni, csak a 30-35 aminosavnal hosszabb uOR&ktvalnak NMD valaszt.

11, Kidolgoztunk egy NMD transz faktorok azonositasalkalmas tranziens kisérleti
rendszert (VIGS-NMD), majd ennek segitségével agibattunk szamos ndévényi NMD

transz faktort.

12, Kimutattuk, hogy a hosszu 3'UTR-alapu és amimialapi névényi NMD rendszerek
részben atfeil génkészletet igényelnek, a UPF1, a UPF2 és az SWBadkét NMD
rendszerhez nélkilézhetetlen, mig az Y14, a MagbA& és a Barentsz csak az intron-
alapu NMD-hez sziikséges. Bizonyitottuk, hogy a URISZt vesz a hosszu 3'UTR-alapu
ndévényi NMD-ben, és valds4isitettiik, hogy a UPF3 sziikséges az intron-alapu NiD

is.

13, Igazoltuk, hogy a névényi NMD szigordan szababit. Kimutattuk, hogy a mindkét
tipusit NMD-ben szerepet jatsz6 SMG7 expresszidjat MMD regulalja, és
valbszirisitettik, hogy az SMG7 expressziot mind a hosskXTR-alapu, mind az intron-
alapid NMD negativan szabalyozza. Igazoltuk azthizgy az intron-alapi NMD egy
fuggetlen autoregulacios szabalyozas alatt alzemisa csak az intron-alapi NMD-ben

szerepet jatsz6 Barentsz NMD faktor expresszidgtirdron-alapd NMD negativan
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regulalja. Valoszitisitettiik, hogy mindkét autoregulaciés mechaniznégg mar az
egysziKiek-kétszikiek kozosisében is rilkddhetett.

14, Kimutattuk, hogy a névényi NMD komplex felegié®en a UPF2 kulcsszerepet jatszik,
a UPF2 kapcsolja 6ssze a UPF1 és UPF3 NMD faktaroka

15, Valoszifisitetttik, hogy a ndvényi hosszu 3'UTR-alapu NMDté&se PTC felismerés

alapja a stop kodon és a PABP kozti tavolsag.

16, Kimutattuk, hogy a ndvényi intron-alapi NMD keétitésében egy EJC-siiddomplex

vehet részt.

V4
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szempontbdl messzentikig tAmogatta.
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lennék a kutatoi palyan. Szeretném megkoszonni rfaBa és Maliga laborok minden
kutatojanak és technikusanak a segitségét, tireknéitelesen hélas vagyok Dr. Burgyan
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szorosan egyitt dolgoztunk, &srban Dr. Molnar Attilanak, Dr. Szittya Gyorgynelx;,
Hornyik Csabanak, illetve a munkankat ségechnikusoknak, Csakany Hajnalkanak és
Késéané Erzsébetnek.

Kdszdnetet szeretnék mondani a Novényi RNS BiolGggaport minden régi és (j
tagjanak, igy Dorané Kapuszta Edinanak, aki tealski&nt segitette munkankat, Mérai
Zsuzsanna, Nyiké Tunde, Benkovics Anna, Sonkoly l&b@, Magna Melinda, Kerényi
Farkas, Kertész Sandor, Major Péter és Szabadkainke volt és jelenlegi hallgatoknak,
illetve Dr. Kerényi Zoltan post-doktornak. A2 lelkesedésiik és szorgalmuk nélkill ez a
dolgozat nem sziilethetett volna meg, a dolgozat N¥t2e alapvéen azO kisérleteiket
mutatja be.
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