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BEVEZETES
Az eukariota sejtekben a génexpresszio szigoruababpozott, egy adott sejtben,

egy adott egyedfdjiési allapotban, meghatarozott kornyezeti téblyanellett a gének
csak egy meghatarozott része aktiv. A normal d@édaeshez azonban az altalanosan
ismert génszabalyozasi rendszerek, igy a transzésgkontroll mechanizmusok, illetve a
valtozatos posz-transzkripcios és poszt-transaacgzabalyozd rendszerek mellett
nélkulozhetetlenek a génexpresszio ,6s@gbiztositasi rendszerei” is. Ezek a
mindségbiztositasi (quality control) rendszerek felklrezért, hogy a sejtekben csak
hibatlan fehérjek akkumuldlodhassanak. Bar a oésegbiztositasi rendszerek a
génexpresszido minden szintjén jelen vannak, a lezpatosabb quality control rendszerek
mégis a MRNS-ek szintjén tkddnek. Az eukaridta mMRNS szintézis és érés ugyanis
nagyon komplex folyamat, ezért igen sokféle hiladgrrans mRNS keletkezhet. Az ejtér
MRNS hibakat kilonbdz minéségbiztositasi rendszerek ismerik fel. Az RNS-$zint
minéségbiztositasi rendszerekben kdzos, hogy a hibdéSvdket nem javitjak, helyette az
szinfi minéségbiztositasi rendszerek eredeti feladata felieheta hibas mMRNS-ek
eltavolitdsa volt, ezek a rendszerek ma mar igerkrgyn a vad tipusu gének egy részének
szabalyozasaban is részt vesznek.

A dolgozatban bemutatott munkank soran két novengNS-szint
minéségbiztositasi rendszerrel foglalkoztunk, az RN&nsing (vagy RNS interferencia,
RNAI), illetve a Nonsense-mediated mRNA decay (NMEndszerrel. A silencing
rendszer esetén annak egy specialis aspektusdiyényi virusok elleni védekezésben
betdltott szerepét vizsgaltuk, ezen belil i$sdsban azt, hogy hogyan képesek a virusok
elnyomni a gazda silencing alapu antivirdlis reedéz Az NMD esetén atfogo leirdséat
adtuk a novényi NMD rendszer elemeinekjikidésének, illetve szabalyozasanak.
Megitélésem szerint munkank érdemben hozzajaruib\eenyi RNS-sziri szabalyozo
rendszerek megismeréséhez, a noveny-virus kolcsimtis a novényi NMD rendszer

molekularis alapjainak, illetve evolucidjanak joimtegértéséhez.
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TUDOMANYOS HATTER
A novényi RNS-szinfi mingségbiztositasi rendszerek

Novenyekben eddig csak két RNS-siziguality control rendszert irtak le, az RNS
silencing és az NMD rendszert. A silencing a kdtsfds) RNS-eket, illetve a cap vagy
poly(A)-nélkili hibas mMRNS-eket ismeri fel, és banel. Az NMD rendszer a korai in-
frame stop kodont (Premature Termination Codon, )PTi@rtalmaz6 mMRNS-ek
azonositasaért es eliminalasaert telel
A novényi RNS silencing rendszer és antiviralis seepe

Az RNS silencing egysi eukariota mifiségbiztositasi rendszer, amely dsRNS-ek

hatasara indukalodik, és a dsRNS-sel szekvencianlimsgot mutatd nukleinsavak
mechanizmus, hiszen a tobbi RNS #ségbiztositasi rendszer csak cisikadik,
felismeri és lebontja a hibas mMRNS-t, mig a silegcegy cisz-transz rendszer, amely
nemcsak az azonositott hibas RNS-t bontja le, dgadélja-inaktivalja a vele &s
homoldgiat mutatd mRNS-eket is.
A silencing indukalé dsRNS-eket a DICER hasitjaidt21-26 nukleotid ds sRNS-ekre
(small RNS, sRNS). Az sRNS-ek, a silencing kulcskolai, beépilnek a silencing
effektor komplexeibe, ahol egyszali RNS formabamnek jelen. Az sRNS-ek
,odavezetik” az effektor komplexeket az sRNS-semptementaritast mutatd mRNS-
ekhez (esetleg DNS-hez), majd part képeznek azokplamenter régidival. A
legfontosabb végrehajté komplex a RISC (RNA indusédncing complex), amely az
MRNS-t kodolo gént ,csendesiti”.

A silencing két & jellegzetessége, a gén inaktivacié szekvenciaHi#psa, €s a
gatlas hatékonysaga. A szekvencia-specifitAst adNSs&k biztositjak. A gatlas
hatékonysaganak kulcsa az RDR (RNA-Dependent RNinmrase) rendszer, amely
felismeri a mMRNS RISC hasitasabol szarmazo cap pafA nélkili mRNS-eket, majd
ezekBl masodik szalat szintetizal. Ezéka DICER masodlagos sRNS-eket képez, igy a
rendszer pozitiv-visszacsatolassdikddhet. Novényekben a silencing rendszer génjei so
kopiaban vannak jelen, igy nem medlegbogy a ndévényi silencing egy rendkivil komplex
rendszer.

Az sRNS-eket két tipusba sorolhatjuk, mikro (mifREk, illetve small interfering
(si)RNS-ek. Az siRNS-ek hosszl dsRNS prekurzorokraek és a prekurzor dsRNS-sel
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hossz( szekvencia szakaszon homoldgiat mutaté géinekktivalnak. Ezzel szemben a
MiRNS-ek efs masodlagos szerkezettel rendefkezhairpin transzkriptumokrol
keletkeznek és az AGOL tartalmi RISC komplexberggkiibe. A miRNS prekurzor és a
MIRNS regulalta gén szekvenciaja teljesen @ltésak a 21 nt hosszu miRNS régidban
hasonlitanak.

A novényi RNS silencing képes szisztemizaldodngzaa silencing valasz nem csak
azokban a sejtekben jelentkezik, ahol a dsRNS pzekundukalja a silencinget. A sejt-
autonom silencing soran ké&6 szignalok képesek a plazmodezmakon keresztlitterje
s6t a vaszkularis rendszeren keresztil a szignalbutriak a fel§ levelekbe és ott is
silencinget eredményeznek.

A novényi virusok replikacidjuk soran dsRNS-ekepéznek, igy silencing valaszt valtanak
ki. Ez a virus-indukalta silencing valasz a novénigghatékonyabb antiviralis rendszere,
amely dond szerepet jatszik abban, hogy a legtébb névényztxis a legtobb virussal
szemben. A silencing #kodésén alapulnak a transzgénikus virusellenaldémgek is.
Mivel a silencing egy hatékony antiviralis rendszarsikeres feéizéshez annak gatlasa
szikséges. Kiderilt, hogy a legtébb ndvényi virupresszal a silencing rendszert
szupresszalni képes fehérjéket. A program megkekdészamos szupresszort ismertek, de
a gatlas molekuléris alapjairél semmit sem lehétethi.

Az eukariota NMD rendszer
Az NMD egy szintérési eukariéta mifiségbiztositasi rendszer, amely a korai in-framp sto
kodonokat (PTC) tartalmaz6 mRNS-eket ismeri febéstja le, ezaltal megakadalyozza a
csonka, gyakran dominans-negativ hatasu fehérjgleoését. Az NMD esszencialis
gerincesekben, Drosophilaban és ndvényekben is.

Mukodes szempontjabdl az NMD-t két szakaszra osmthiadg NMD korai szakasza
a PTC-azonositast és az NMD komplex megszervefogiétja magaban, mig az NMD
kései szakaszaban a mRNS-lebontéas zajlik. Az NMiailszakaszaban az mRNS-en jelen
lévé NMD cisz elemek alapjan az NMD UPF1ltransz fakfefsmeri a PTC-ket, majd ezt
kovetben a UPF 2 és 3 fehérjék kapcsolodnak a UPF1ihetzd ezen keresztil a UPF1-
kotott PTC tartalmu transzkriptumhoz), ezaltal &all az NMD komplex. Ez aktivélja a
MRNS degradacioés rendszereket, amelyek a PTCnartalRNS gyors lebomlaséat
okozzak.

A korai stop kodon azonositasa a transzlacio t&noidja soran torténik. A vad

MRNS-ek terminaciéja soran az eRF3 terminaciésofaikiteraktal a mRNS polyA végét
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kot6 PABP-vel, ami hatékony terminéciot eredményez. Anyében egy az eRF3-PABP
interakciot akadalyozé NMD cisz elem van jelen @pskodon és a polyA kozti 3' nem—
transzlalodo (3’'UTR) régidban, az eRF3 nem tudjgkiei a PABP-t, helyette a UPF1
NMD faktorral interaktal. Eles#ében és gerinctelenekben a szokatlanul hosszi 3'0K R-
az NMD cisz elemei, mig edokben a 3'UTR-ban lokalizalt intronok. A splicisgran a
MRNS-re rakddd exon junction komplex (EJC)dkfilszinként szolgal a UPF3 és 2 NMD
faktoroknak. Emistkben a 3'UTR régidba rakddo hatékony NMD cismédént ntikodik.

A UPF1, 2 és 3 gének mind éledztn, mind allatokban nélkilozhetetlenek az NMD-hez.
Az éllati NMD azonban joval bonyolultabb, &llatokba UPF1 foszforegulalt, az SMG1
foszforilalja a UPF1-et, mig 3 rokon, 14-3-3-domt&artalmazé fehérje, az SMG5, 6 és 7 a
defoszforilaciéjat szabalyozza. Az EJC 4 kodzpordnjg, az Y14, a Mago, a 4A3 és a
Barentsz szintén szukségesek azéenNMD-hez, de nem kellenek sem az élgsgem a
gerinctelen NMD-hez.

A program megkezdésekor csak annyit lehetett tudogy az NMD rendszer
novényekben is dkodik, hiszen a szOja Kunitz tripszin inhibitor éa bab
phytohemaglutinin (PHA) gének esetében is bizotigko hogy a PTC-t hordozé mRNS-
ek degradacioja gyorsabb, mint a vad tipusi mRNS-8kivel ezek a gének intron-
mentesek, tudni lehetett, hogy a névényi NMD readsatronok nélkil is rikbdhet. A

noéveényi NMD molekularis mechanizmusardl viszont setrsem tudtunk.
CELKIT UZES

1, Mivel a program indulasakor mar szamos noéveéniyusv altal kodolt silencing
szupresszort ismertek, ugyanakkor a silencing szmsgié molekularis alapjairdl semmit
sem tudtunk, célul ikztik ki egy silencing szupresszor azonositasat, ekubdris
hatdsmechanizmusanak feltarasat, evoluciéjanalaziggat.

2, Mivel az NMD az egyikisi eukariéta quality control rendszer, melynekkigdésédl
noveényekben szinte semmit sem lehetett tudni, dékilik ki a névényi NMD rendszer
vizsgalatara alkalmas tranziens kisérleti rendgzkidolgozasat, majd ezek segitségével a
novényi NMD cisz és transz faktorainak azonositaatve a novényi NMD molekuléris

mechanizmusanak és szabalyozasanak a feltarasat.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1, Azonositottuk a CymRSV P19 szupresszorat és igazokt, hogy a P19 gatolja a
transzgén-indukalta sejt-autondm és szisztemikus lehncinget, és szupresszdalja a
virus-indukalta szisztemikus silencinget. Kimutattkk, hogy a CymRSV-dohany
rendszerben a szisztemikus silencing a hatékony awitalis lépés. Agroinfiltracios
silencing szupresszor kisérletekkel igazoltuk, ha@ymbidium ringspot virus (CymRSV)
fehérjéi kozul csak a P19 rendelkezik szupresskévitissal, ez azonban hatékonyan
gatolta a transzgén-indukalta és szisztemikusaiget is. Vad és P19 deficiens virusok
(Cym19stop) Osszehasonlito tea€si kisérleteivel bizonyitottuk, hogy a virus-ikdlia
sejt-autondm silencing nem képes megakadalyozni zapresszor-hianyos virus
szaporodasat, de a szisztemikus silencing hatékovg@i a ndvényt a szupresszor nélkali
virus fertzése ellen. Ezzel igazoltuk, hogy a CymRSV-dohamydszerben a virus-

indukalta szisztemikus silencing a d@antiviralis mechanizmus.

2, lgazoltuk, hogy a P19 egy méretszelektiv dsRNS-kifehérje, amely nem kéti a
hosszu dsRNS-eket, de hatékonyan interaktal a sileimg kulcsmolekulaival, a 21 nt
ds siRNS-ekkelMivel a P19 szamos silencing Utvonalat gatolt feleztik, hogy a P19 a
silencing rendszerek egyik alap§etktzdos elemét tdmadja. Band-shift kisérletekkel
igazoltuk, hogy a P19 egy méretszelektiv dsRNS$-kéghérje, amely rendkivili
specifitassal kéti a silencing kulcsmolekulait,Jarz ds siRNS-eket. A P19 méretszelektiv
dsRNS-kod képessége magyarazatot kindlt a P19 silencing rezsgojanak
mechanizmusara. Valostisitettik, hogy a P19 megkéti a virus-indukaltarsiieg soran
keletked ds siRNS-eket, igy megakadalyozza azok beépBéREC (és a tobbi silencing
effektor) komplexbe, ezaltal hatékonyan képes gat@lamennyi silencing Gtvonalat, igy
a szisztemikus virus-indukalta silencing utvonaatnnek kévetkezményeképpen a virus
a silencing-szupresszalt névényben elterjed, végghzda nekrozisat idéziéelEzzel a

csoportnak elsként sikerilt egy viralis silencing szupresszodkatechanizmuséat feltarni.

3, Bizonyitottuk, hogy a méretszelektiv dsSRNS-kd@t fehérjek mellett a hosszi dsRNS-
koté fehérjek is hatékonyan szupresszalhatnak egyes réwi silencing Utvonalakat.
A ds siRNS-eket a DICER hasitja hossz( dsRNS prekokbdl. Feltételeztik, hogy egy
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hosszl dsRNS-kétfehérje is gatolhatja a silencinget azaltal, hagggkoti a hosszu
dsRNS silencing prekurzorokat, igy megakadalyoiwayy ezek kapcsolédhassanak a
DICER-rel. Ezt a feltételezést sikerult igazolnuibkzonyitottuk, hogy heterolog hosszu
dsRNS k&b fehériek expressziojaval gatolhatd a noévényi silegm A késbbi
eredményeink igazoltak, hogy a viralis szupresdeiizott is vannak hosszi dsRNS<kot
fehérjék, azaz ez is hatékony szupresszios stealélget. Kimutattuk tehét, hogy a hosszu
és a méretszelektiv dsRNS-&dehérjék is képesek hatékonyan szupresszalni anybv
silencing rendszert, az ¢&biek a DICER-rel versenyezhetnek a dsRNS prekurzor
molekuldkért, mig a méretszelektiv dsRNSékéehérjék a silencing rendszer effektor
komplexeivel versenyeznek a ds siRNS-ekért.

4, Azonositottuk és jellemeztik az Aureusvirusok tipusvirusanak a P14
szupresszorat. Kimutattuk, hogy a P14 egy altalanodsRNS-ko6 szupresszor, amely
késlelteti a viralis sSiRNS-ek akkumulacidjat, és h@konyan gatolja a virus-indukalta
szisztemikus silencingetKorabban P19-hez hasonlo méretszelektiv dsRN&fiedierjét
nem irtak le, ezért elemezni kivantuk, hogyan eddldhatott egy ilyen specialis
szupresszor fehérje. Azonositottuk és jellemeztik T@mbusvirusok legkézelebbi
rokonainak, az Aureusvirusoknak -pontosabban aeuswirusok tipus virusanakPathos
latent virus-nak (PoLV)- a szupresszorat. Kimutattuk, hogy &\P®14, akarcsak a P19,
dsRNS-kod szupresszor, amely hatékonyan gatolja a transzggnvirus indukalta
silencing-et. Ugyanakkor nem mutatja a P19 legjektesebb vonasat, a méretszelektiv
dsRNS-kotést, a P14 méretszelekcio nélkul koti atxds siRNS-eket és a hosszu dsRNS-
eket is. Azt egyére nem tudjuk, hogy a fézott ndvényekben a P14 silencing gatlo
hatasa a ds siRNS-ek eltavolitasan vagy a hos&NIDICER szubsztratok megkotésen

alapul.

5, Igazoltuk, hogy a P19 és P14 szupresszorok rokorhfarjék, és kimutattuk, hogy a
Korabbi szekvencia elemzések soran a P14 és a®2tit lszignifikans hasonlosagot nem
taldltak. Az elérhét Osszes Tombus- és Aureusvirus szekvencia 0sszeit@so
elemzésével kimutattuk, hogy a P19 és a P14 fdhérjéonok, a dsRNS-kotésért feisl
régioban gyenge, de azonosithatdé hasonlosagottutéddal Ugyanakkor a P19

méretszelektiv dsRNS-kotésért fékel szegmens az Aureusvirusok szupresszoraibol



dc_34 10

hianyzik, vilhgos magyardzatot adva arra, miérti kbtP14 méretfliiggetlen médon a
dsRNS-eket.

A Tombus- és Aureusvirus szupresszorok az ORF4 meneprotein régidba agyazodnak
be. Mivel a rokon viralis movement proteinek egyd@m hordoz hasonlé beagyazédott
szupresszort, kijelenthetjuk, hogy a P19 és Pl4presgzorokése a Tombus- és
Aureusvirusok k6zossében alakult ki. Javasoltunk egy modellt a kéir@lszupresszids

stratégia, a P19-re jelledizméretszelektiv, illetve a Pl4-re jellebnanéretfiiggetien

Ve

6, Bizonyitottuk, hogy szamos ndvényvirus expresszabBRNS-ko®H szupresszort, ezek
tobbsége méretszelektiv dsRNS-kétfehérje. Valdszinisitettik, hogy a dsRNS-kétés a
novenyi RNS virusok gyakori, és az evolucio sorarblbbszor is kialakult silencing
szupressziés stratégidja leheMegvizsgaltuk mennyire elterjedt szupresszios &iiata
dsRNS-kob fehérjék expresszidja. Szamos dltédokonsagi korbe tartoz6, kilonkibz
genomszerveéédi €s gazdaspecifitasu pozitiv szald névényi RNSsegal feréztink,
majd a ferdzott levelekldl készitett extraktumok dsRNS-Kotaktivitasat vizsgaltuk.
Igazoltuk, hogy szamos ndvényi virus expresszaN&RO® szupresszort, azaz a dsRNS
kotés egy altalanos silencing szupresszios steatiéiet. Ugy inik ritkak az altalanos
dsRNS-kod szupresszorok, a virdlis silencing szupresszoroéntod tobbsége
méretszelektiven koti a ds siRNS-eket. Kimutattubgy a méretszelektivitas strukturalis
alapjai szupresszoronként elték lehetnek. Mivel a dsRNS-kbtszupresszorok nem
rokon fehérjék, kijelenthetjik, hogy a dsRNS-koté@snt silencing szupressziés stratégia

szamos alkalommal, egymastadl figgetlentl evolvatodo

7, Kimutattuk, hogy a molekularis parazitakkal szemben védekezésben résztvév
silencing utvonalak aktivitasa Fsmeérsékletfiiggs, alacsony EBmérsékleten alig
miikddnek, mig magas Kmérsékleten igen hatékonyak. Ennek koévetkeztében
alacsony témérseékleten a szupresszor nélkili vagy csak gyengszupresszort
expresszaldo virusok is hatékonyan feézhetnek, mig magas &mérsékleten a
hatékony silencing megvédi a gazdandvényt még az éer szupresszort kddolo
virusoktol is. A gazda-novényvirus kolcsonhatasokat a genetikaye®k mellett a
kornyezeti faktorok is ésen befolyasolhatjak. Ennek a legrégebben megfifgehaja a
.heat-masking”, a tiinetek magaénmérsékleten megfigyelt gyengtilése. A tlinetgyengulés

alacsony virus szinttel jar egyitt. Bar mar fél zazada felvédott, hogy az alacsony



dc_34 10

virusszint oka egy a magas$rhérsékleten aktivdlodo, a ndvényi virusokat hatgkan
degradalé rendszer lehet, korabban ilyen speciéliglszert nem sikerllt azonositani.
Kimutattuk, hogy az RNS silencing virus degradacrendszer &meérsékletfligd,
alacsony Bmeérsekleten inaktiv, mig magaénmérsékleten igen hatékony. Bizonyitottuk,
hogy ez dorit hatassal van a virus-gazda interakcié kimenetelze is bizonyitottuk,
hogy a silencing-en alapul6 transzgénikus novéaypofipusok alacsonyémérsékleten
letorhetnek, viszont a féjtlésszabalyozasban kulcsszerepet jatszé6 miRNS-etgpilacio

aktivitasa fuggetlen admeérsekletil.

8, Kidolgoztunk szamos, a noévényi NMD rendszer molekdkis biologiajanak
elemzésére alkalmas tranziens vizsgalati modszers ézek segitségével feltartuk a
novenyi NMD rendszer alapjait. A program megkezdésekor a névényi NMD rendsterr
alig rendelkeztiink informacioval. Ennek bka a megfelél novényi NMD vizsgalati
modszerek hidnya volt. Munkank soran valtozatosziems NMD tesztrendszereket
dolgoztunk ki, amelyek segitségével a névényi NMdhdszer molekularis biolégidja

tanulmanyozhatéva valt.

9, Igazoltuk, hogy a novényekben a hosszu 3'UTR-ok é 3'UTR-ban lokalizalt
intronok is NMD cisz elemként mikddhetnek. Kimutattuk, hogy a hosszu 3'UTR-
alapu novényi NMD kvantitativ modon mikédik, minél hosszabb a 3'UTR, annal
hatékonyabb az NMD. Igazoltuk, hogy az intronok noenyekben is pozicio-flgd
NMD cisz elemek, csak a 3'UTR-ban lokalizalt intromk indukalnak NMD-ét, és ezek

is csak akkor, ha nincsenek nagyon kodzel a stop kodhoz. Tranziens NMD tesztek
sorozataval igazoltuk, hogy a névényi NMD rendshagonloan az élegzés a gerinctelen
NMD rendszerekhez, korai stop-ként azonosit mingtep kodont, amely utana a 3’'UTR
szokatlanul hosszu. lgazoltuk azt is, hogy novébgek akarcsak eigdkben, az intronok
pozicié-fugd NMD cisz elemek, csak a 3'UTR-ban talalhaté intimdukalnak NMD-t,
és azok is csak akkor, ha nincsenek nagyon kozstbm kodonhoz. Novényekben ezek
szerint legalabb kétféle NMD rendszetikiidik, egy a hosszu 3'UTR-ok altal aktivalhato,
illetve egy a 3'UTR-ban lokalizalt intronok altahdukalhaté rendszer (hosszu 3'UTR-
alapu, illetve intron-alapt NMD rendszer).

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

indukalni, csak a 30-35 aminosavnal hosszabb uORHaoaktivalnak NMD véalaszt.
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Eukariotdkban a transzlacio iniciacidéja az mRNS start kodonjanél kezdik. Azonban

a novényi mRNS-ek 20-40%-anal az 5’'UTR régiébaalhaltd egy rovid ORF (UORF),
azaz adgen csak akkor transzlalodhat ha a riboszéma ézstdst kodonnal nem fejezi be
a scanning-et (leaky-scanning), vagy ha az uORRszttalédik ugyan, de a transzlacio
Ujrakezddhet (reiniciacid). Az UORF transzlacidja elvbengyan es NMD vélaszt
valthat ki, hiszen aéfjién a 3'UTR része lesz. Bar a névényekben a ho384TR
hatékony NMD cisz elem, az NMD mutans Arabidopsisalakban a vad gének alig 1-
3%-anak emelkedik meg az expresszidja. Ezt a l@gas ellentmondast feloldando,
tisztazni kivantuk, hogy a névényi uUORF-ok induleditak-e NMD-t. Kimutattuk, hogy a
novényi UORF-ok képesek NMD-t indukalni, azonbanaezatas méretfligg az UORF-
nak tébb mint 30-35 aminosav hosszusagunak kehidéemhhoz, hogy NMD valaszt
valtson ki. Igazoltuk, hogy nem a reiniciacio véukg a rovid uORF-et tartalmazé mRNS-
eket az NMD-bl. Valoszini, hogy a transzlacio inicidciés komplexének ledsset az
elongéaciés komplexre fokozatos, az elFAG cap kélhérje csak fokozatosan valik le az
elongéaciés komplext. Mivel az elF4G koti a PABP-t, és mivel a PABRegfontosabb

Ve

hiszen az elF4G kotott PABP segitheti a terminéciét

11, Kidolgoztunk egy NMD transz faktorok azonositasaraalkalmas tranziens kisérleti
rendszert (VIGS-NMD), majd ennek segitségével azositottunk szamos novényi
NMD transz faktort. Mivel az NMD egy részben konzervalt eukaridta RNS
minéségbiztositasi rendszer, a névényi NMD transz falktqcandidate gene approach”
alapjan kiséreltik meg azonositani, feltételezhidigy az allatokban szerepet jatsz6 NMD
faktorok ortolégjai részt vesznek a névényi NMD-ben A leghatékonyabb ndvényi
géninaktivacios rendszer_ands indukalta_@ne_3encing (VIGS) rendszer és az altalunk
azonositaséara alkalmas kisérleti rendszert kidoigq¥1GS-NMD rendszer). lgazoltuk,
hogy a VIGS-NMD egy hatékony depléciés/komplemen&c rendszer, amely
felhasznalhaté annak tisztazasara, hogy a vizbijdld faktor a hosszu 3'UTR- vagy/és az
intron-alapt NMD uUtvonalhoz szikséges-e, illetv&alhas a novényi NMD transz
faktorainak funkcionalis térképezésére is. Novébgek kordbban hatékony deplécids-
komplementacios rendszereket nem irtak le, ezétt gmndoljuk, hogy a VIGS-
agroinfiltraciés rendszer a néveényi funkcionalisngmika egyik hatékony eszkdzéve

valhat.
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12, Kimutattuk, hogy a hosszu 3'UTR- és az intron-alapindévenyi NMD rendszerek
atfedé génkeészletet igényelnek, a UPF1, a UPF2 , a UPFRBaz SMG7 mindkét NMD
rendszerhez nélkilozhetetlen, mig az Y14, a Mago, 4A3 és a Barentsz csak az
intron-alapy NMD-hez sziikséges.A VIGS-NMD rendszer felhasznalasaval sikerult
tisztazni, hogy az azonositott névényi NMD faktoroltyen szerepet jatszanak a két NMD
atvonalban. Kiderult, hogy a névényi NMD ,core” takok, a UPF1, 2 és 3, illetve az
SMG7 valészitlleg mindkét NMD utvonalban részt vesznek, mig a€ Bdtoldégok, az

Y14, a Mago, a 4A3 és a Barentsz csak az intropgaMD-hez sziikségesek.

13, lgazoltuk, hogy a névényi NMD szigoruan szabalyozbt Kimutattuk, hogy a
mindkét tipusi NMD-ben szerepet jatsz0 SMG7 exprezmjat az NMD regulalja, és
valbszinisitettilk, hogy az SMG7 expressziot mind a hosszUlBTR-alapud, mind az
intron-alapi NMD negativan szabalyozza. lgazoltuk zt is, hogy az intron-alapu
NMD egy flggetlen autoregulaciés szabalyozas alathll. A ndvényi NMD cisz
elemeinek meghatarozasa nyoman megbecsilhettibviar &tal szabalyozott vad gének
aranyat. Novényekben kevés asNMD target, de igen sok a gyenge NMD célpont,
azaz az NMD sok gén finomszabalyozdsaban vesz, rapztaz NMD aktivitasnak
szabalyozottnak kell lennie. Feltételeztiik, hogy Nl¥ID transz faktorainak egyike-
némelyike NMD szabalyozas alatt all. Igazoltuk, Wwaynoévenyi NMD stabilizalasaban
legalabb kétféle autoregulécids ciklus vesz rékinutattuk, hogy Arabidopsis SMG7
terminatorrol képéds 3'UTR szokatlanul hosszu és NMD relevans intromndketalmaz,
azaz az SMG7 3'UTR hatéekony NMD cisz elemeket hprdBizonyitottuk, hogy
Arabidopsisban az SMG7 mRNS szintet az NMD negatinegulalja. lgazoltuk azt is,
hogy a néveényi intron-alapt NMD intenzitasat egysé2G7 regulacios ciklustél fuggetlen
autoregulacidos mechanizmus biztosithatja. A Baregémek részt vesznek az intron-alapu
NMD-ben, viszont a Barentsz mRNS-ek szintjét azomialapl NMD hatarozza meg.
Mindkét autoregulacios ciklugsi, hiszen mind az egys#igkben, mind a kétsziekben
kimutathatd. Az SMG7-NMD autoregulacios ciklus \sdolileg mar a mai eukariétak
utolsé kozésssében, a LECA-ban (Last Eukaryote Common Ancesgamegvolt, mig az
intron-alapt NMD autoregulacios ciklus névény-sfikasnak finik.

14, Kimutattuk, hogy a novényi NMD komplex felépitésébe a UPF2 kulcsszerepet
jatszik, a UPF2 kapcsolja 6ssze a UPF1 és UPF3 NMBktorokat. Agorinfiltraciot
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kove® ko-immunoprecipitacios kisérletekkel igazoltuk,giioa névényi NMD komplex
felépitése hasonlit az allatoknal és az ébesttleirt szerkezetre, a UPF2 hidként kapcsolja

0ssze a UPF1 és 3 fehérjéket.

15, Valoszinisitettiik, hogy a ndvényi hosszi 3'UTR-alapl NMD eg&tn a PTC
felismerés alapja a stop kodon és a PABP kozti talsag. Elesztben és
gerinctelenekben a hosszu 3'UTR-alapu NMD eset&@top kodon és a PABP kozotti
tavolsag a dodt ha ez tal nagy, a terminaloédd riboszéma eRF3ofakinem tud
kapcsolodni a PABP-hez, igy transzlacio terminaclégsu lesz, a RF3 a PABP helyett a
UPF1-gyel 1ép kapcsolatba. A hosszi 3'UTR novéngekis hatékony NMD cisz elem.
Feltételeztik, hogy ha a PTC felismerés rendszévenyben is hasonld, a PABP fehérje
mesterséges kozelitésével a PTC-tartalmi mRNS-ekegvédhetjlk az NMDét.
Kimutattuk, hogy a PABP mesterséges kotése ey BMD target mMRNS 3'UTR-jaba,
kozel a stop-hoz, képes kimenteni az NMD targetsiz&riptumot. Valdsziintehéat, hogy a
PABP és a terminalédd riboszoma fizikai kozelségsrényekben is szikséges a

transzlacié hatékony terminaciojahoz. Azaz a PTiSrfeerés alapja a stop-PABP tavolsag.

16, Kimutattuk, hogy a ndéveényi intron-alapt NMD kozvetitésében egy EJC-szdir
komplex vehet részt. A 3'UTR-lokalizalt intronok emistkben és ndvényekben is
pozicio-fuigd NMD cisz elemek. Endsokben az intron kivagédas soran egy tetramer, az
EJC rakddik a mRNS-re, amely kdelszine a UPF3-nak és a UPF2-nek. Az EJC az Y14-
Mago és az 4A3-Barentsz heterodimer@ldrerebdik 6ssze. Kordbban a human Y14 és
Mago esetében tbbb olyan mutanst is leirtak, arketliener képzésre képesek, de a
tetramer EJC forméalasra nem alkalmasak, igy tuksgmio esetén dominans-negativ
modon gatoljak az NMD-t. Amennyiben a névényi int@lapd NMD kivaltasaban egy
EJC-szeit komplex vesz részt, és amennyiben ezt a kompldwetonld kotések
stabilizaljdk, mint a human EJC-t, akkor az ésikben dominans-negativnak bizonyult
Y14 és Mago mutansokhoz hasonléan megvaltoztabérjék ndvényekben is dominans-
negativ modon hathatnak az intron-alapi NMD-rebaHlitottuk ezeket a potencialis
dominans-negativ (DN) valtozatokat és kimutattukgyh a DN valtozatok nincsenek
hatassal a hosszu 3'UTR-alapi NMD-re, de gatol@kn&ron-alapi NMD-t. Valészin
tehat, hogy a ndévényi intron-alapud NMD kozvetitesers egy EJC-székomplex jatszik

szerepet, melynek felépitése az &nEJC-hez hasonlo lehet. Ezt alatamasztja, hogy az
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4A3 és a Barentsz EJC fehérjék névényi ortolégjakikapcsolasa szintén az intron-alapu

NMD specifikus inaktivaciojat eredményezi.

17, Az eukariéta NMD rendszerek evoluciojanak egy uj mdelljét dolgoztuk ki. Az
NMD prokariotakban nem tkodik, ugyanakkor eukariotakban altalanosnak télatit A
programunk megkezdésekor az NMD rendszer evoli@bjapcsolatos elméletek az
éleszé, a gerinctelen modell organizmusok, illetve az d@dk NMD rendszereivel
kapcsolatos ismereteken alapultak. Az elképzeléseiint a LECA-ban egysZgrcsak a 3
UPF faktort igényd, hosszl 3'UTR-alapu NMD #kodott. Gombakban ez a rendszer
maradt volna fenn, mig az allati evolucio sorameési rendszer valt volna bonyolultabba,
kezdetben a UPF1 foszforegulacio, dds az emisokben az alternativ splicing
terjedésével az intron-alapd NMD megjelenésévalyddakkor egy alternativ. NMD
evolucios modell is felvédott, amely szerint a LECA-ban egy az EJC-kozviptitatron-
alapu NMD niikddhetett, és ez tette volna lehat az intronok gyors elterjedését. Mivel a
gombak és allatok joval kozelebbi rokonai egymasmaint a névényeknek, a névenyi
NMD megismerése leh&té tette, egy Uj, pontosabb eukariéta NMD evoluaidsdell
kidolgozasat. Eredményeink azt valésitik, hogy a LECA-ban egy komplex NMD
rendszer rikddott, melyben mind a hosszu 3'UTR, mind a 3’ Ub&s lokalizalt intronok
hatékony NMD cisz elemkéntithodhettek. Azssi eukariéta NMD core rendszer a harom
UPF fehérjebl, illetve az SMG7-Bl allt, ezek mindkét tipusi NMD-ben részt vehettek.
Az intron-alapt NMD mar a LECA-ban isiikodott, és mar ott is az EJC kozvetitette az
intron-alapt NMD-t. A LECA NMD rendszer felteléein SMG7 alapu autoregulacié alatt
allt. Az o6si eukariota bonyolult NMD rendszere szamos lesaaési vonalon
leegyszeitsodott, igy gombakban és gerinctelenekben ahaiteani vesztés ételjes volt,
eltint az intron-alapd NMD, mig gerincesekben, aholyégében csak intront hordozo
gének vannak, az intron-alapt NMD valt domindnddévényekben, ahol a gének 20%-a
intron-mentes, mindkét tipusi NMD aktiv maradtéreza tanulmanyozott eukariotak
kozott —felteheten- a novényi NMD hasonlit legjobban a LECA NMD dererére.
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