Vélasz Dr. Orosz Ferenc opponensi véleményére

Kdszonom Dr. Orosz Ferencnek az ertekezésem ggqusezitiv elbiradlasat. Az idegen
€s a magyarositott kifejezések szélegkimsznalataért, illetve az elirasokért elnézéstkér
Az angol szakkifejezések tobbségének nincs ,hivataimagyar megfeléle. Az angol
valtozat hasznélata ugyan nehézkes, de igy leghliabisan megkeresheti az olvasé az adott
kifejezés ertelmét egy szakszotarban vagy az ietem Ugyanakkor elismerem, hogy szamos
esetben lehetett volna a magyar megbtlebhsznalni. Azt hiszem, mindenki mashol huzza
meg a hatart, meddig alkalmazhatoak az idegenzsitik. Ugy tinik, hogy én tul sok idegen
kifejezést hasznaltam -ezt sajndlom. Bizom benogy ez az érthéséget alapvéen nem
befolyasolja.

Véalasz a biralé kérdéseire, megjegyzeéseire
(dolt betiivel szerepelnek a biralati pontok, kérdések)

A 7. abrdn, amely az Aureusvirus és a Tombusviris féhérjéinek 6sszehasonlitasat
mutatja, miért vannak egy masik fehérje, a P19 milagms szerkezeti elemei feltiintetve?

A P19 struktarajara utalé abrarészlet valoban sfhatp lett volna. Azért illesztettik mégis
be, hogy mutassuk, a mozgasért feddehérjék nem csak a szupresszor altal lefedletya a
szupresszor funkciohoz fontos régiokban hasonléak.

Ide kapcsolédik az a kérdés, hogy az MP fehérjékddathatdéak-e szerkezeti elemek. Az ilyen
esetekben, amikor egy génszakaszrol két fehék@dslodik, az egyik, nem megiemodon
altaldban eredendékn rendezetlen fehérje.

Az atfed’, de nem azonos leolvasasi keretben kédolt géh&lanszlalodé fehérjék esetén a
késsbb evolvalodo fehérje szamara a korabban kialalahiérje szerkezetfliggése komoly
evolucios korlatot jelent. Karlin, illetve Kalmar umkacsoportjanak kozleményei
(Overlapping genes produce proteins with unusugllesece properties and offer insight into
de novo protein creation. Rancurel C, Khosravi Mnker A, Romero PR, Karlin 0J. Virol.
2009 Oct, Dual coding in alternative reading frarceselates with intrinsic protein disorder.
Kovacs E, Tompa P, Liliom K, Kalmar IProc Natl Acad Sci U S.A2010 Mar) alapjan
tudjuk, hogy a masodik fehérje altaldban ,renderefehérjeként” alakul ki, és marad fenn.
Itt azonban az a kivételes eset all fenn, amikondkét fehérje, az ORF4 altal kodolt
»,mozgast segft, movement”, illetve az ORF4-be ékdb ORF5 altal kddolt szupresszor
fehérje is hatarozott struktaraval rendelkezik. &lwmgkkor valdszifn hogy a P19 és a P14
szupresszorok feltételezett kozédse eredetileg jéval rendezetlenebb volt. A virugesio
azonban igen gyors, igy a korlatok ellenére istled@m nyilt egy hatarozott szerkegzea
dsRNS-t jobban két és igy hatékonyabb silencing gatlasra képes ezspor fehérje
kialakulasara.

A TCV CP fehérjék dsRNS kotésénelssget eddig masok még nem tanulmanyoztak. Nem
gondolt-e arra, hogy maga végezzen ilyen kisé¢bek

Természetesen felmerilt, de az MBK-batikid6tt-mikddik egy a mi csoportunknal sokkal
gyakorlottabb szupresszor biokémiaval foglalkozdpest (Noveényi virologia), igy mi 2006-
ban befejeztik a szupresszorokkal kapcsolatos gmuakat.

A 15. abran a 3'UTR-be beépitett intron milyen za8sMennyivel néveli meg a hatast a
hossz alapjan varhato ,hosszu 3'UTR alapd” NMD-képest?

Az Ls intron 189 nt hosszu, igy 3' UTR-ba épitatron a kivagodas kudarca esetén is csak
kis mértékben (~2X) néveli az NMD hatékonysagatyaigakkor 3' UTR-ba épitett Ls intron



sikeres splicing esetén tobbszérosére emeli az Ndgékonysagat (~4-5X). Szamos olyan
teszt konstrukciénk van, ahol az intront forditotientaciéba épitettiik be, igy nem tud
kivagodni. Ezeket a mRNS-eket az NMD joval kevéshtekonyan tamadta, mint azokat a
teszt konstrukciokat, ahol ugyanaz az intron, ag@uziciéba, de normal orientaciéba kertilt
beépitésre. Azaz az intron kivagddasa, felteretaz EJC réveén, jelésien felebsiti az
NMD-t.

A 16. B és C abran jol lathato, és erre a jeldltfdghivja a figyelmet, hogy az ULDN ko-
lehet ennek az oka?

A pontos okot nem ismerjuk, de valésgey arrél van sz0, hogy asdén intenziv
Elképzelhed, hogy a U1DN ko-infiltracio kimenti ugyan az uORMordoz6 mRNS-t az
NMD-bél, de a transzlacié terminacidja@tmég lassu marad. A lassu terminacio feltébpt
csokkenti a reiniciacié hatékonysagat, igy a mediegdett mRNS szint nem jar agén altal
kodolt fehérje expresszidjanak aranyos emelkedéséve

A 22. dbran a 4A3 novényekben a G-L konstrukciGessgioja nem a negativ, hanem a
pozitiv kontrollhoz hasonlé. Mivel az RNS blottcsimutatva, igy el kell hinndink, hogy a 4A3
a hosszl 3'UTR-alapt NMD-hez is sziikséges.

Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy a 4A3sdmdan a Mago-hoz, az Y14-hez és a
Barentsz-hez- feltétlen kell az intron-alapu n6véNWID-hez. Ugyanakkor nem teljesen
vildgos, hogy részt vesz-e a hosszu 3'UTR-alapu NdéD. Mig a tobbi feltételezett EJC
faktor inaktivalasa semmilyen médon nem befoly@salhosszi 3'UTR-alapu NMD-t, a 4A3
csendesitett levelekben a GFP-alapu hosszu 3'UTR Mpbrter génél szarmazé mRNS-ek
szintje ugyan nem valtozott, de a z6ld fluoreszimenéhany kisérletben fetexddott. Ennek
okat egyebre nem ismerjuk.

A 26.A abra alairasa félrevezet

Valoban, a 26.A 4bra az alairas szerint csak anBarel és 2 gének 3'UTR szerkezetét
mutatna, de az abra valojaban mutatja a teljesnBardranszkriptumot, és kiemeli az NMD
szempontjabol fontos 3'UTR elemeket.

A jelolt az NMD evolucié uj, megdgs modelljét allitotta fel. Az irodalmi adatok kozott
hivatkozik a Giardia lamblia, az egyik legegygidr eukariota NMD rendszerére, azonban a
modellbe ezt nem épitette be. Mennyire illenek deftime a protozoara vonatkozo irodalmi
adatok?

Néhany modell organizmus kivételével az NMD-re uw&pnadan csak &iardia lamblig
illetve a Trypanosoma brucegdsetén van adatunk. A jelenleg elfogadott eukamsdollcidos
elmélet szerint az utols6 kdzos eukarigsadl, a LECA-bAI, kb egy iélben tobb leszarmazasi
vonal valt ki, ezek egyike a novények felé (Plaptamig egy masik a gombak-allatok
irAnyaba vezetett (Unikonts). A Giardiak és a Tngsmomak egy harmadik aghoz, az
Excavata-hoz tartoznak (The origin and early evwotutof eukaryotes in the light of
phylogenomics. Koonin EV.Genome Biol 2010). Azaz ugyanolyan tavoli rokonai a
novényeknek, mint az éllatoknak. Modelliink szeringlyet a modell organizmusok NMD
rendszere alapjan allitottunk fel, a LECA-ban ig@mplex NMD rendszer tikodott, amely
szamos leszarmazasi vonalban leegystlott. A Giardia €s a Trypanosoma is parazita, igy
ezekben szamaossi gén, jelpalya, génregulacios rendszer elves2ettNMD kulcsfaktorai
kozil Giardia-ban csak a UPF1, mig Trypanosomaelak a UPF1 és a UPF2 talalhaté meg.
Ennek ellenére az NMD Giardia-ban iqikadik, igaz a PTC tartalmi mRNS-ek szintje



majdnem fele a normal transzkriptumoknak. Azaz alkIDN Giardia-ban igen rossz
hatékonysaggal tkodik (Incomplete nonsense-mediated mMRNA decay isrdi lamblia.
Chen YH, Su LH, Sun CHnt J Parasitol 2008 Sep;). Megitélésem szerint a Giardia adatok
beleillenek a modellbe, az NMD rendszer gyakoriszgyisodésének egy extrém végallapotat
jelentik, ahol csak a legfontosabb NMD faktor, aRdRnaradt meg. Trypanosoma-ban a UPF
faktorok kikapcsolasa nem eredményezi a PTC ta@tanikRNS-ek stabilizalodasat, azaz
Trypanosoma-ban az NMD vagy nentikiidik, vagy a modell eukariotaktol teljesen eitér
modon niikodik (Is there a classical nonsense-mediated deedlyway in trypanosomes?
Delhi P, Queiroz R, Inchaustegui D, Carrington Nayfon C.PL0S One2011). Azonban ki
kell emelni, hogy a Trypanosoma-ban policisztrontBNS-ek vannak, igy itt a PTC és a
normal stop kodon megkulénboztetése -ha egyaltadénilyen- csak specialis, de egye
nem ismert médon térténhet.
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