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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABA — abscisic acid (abszcizinsav)

ABCEL - ATP-binding cassette subunit family Emember 1
AGO - argonaute

as — aminosav

ATHB1 — Arabidopsis thaliana HomeoBox 1

ATP — adenosine 5'-triphosphate (adenozin-5’-trifoszfat)

CBP — cap-binding protein (sapka-koté fehérje)

CCR4-NOT - C-C motif chemokine receptor 4 — negative regulator of transcription complex
cDNS — complementer DNA strand (komplementer DNS szal)
CPUORF — conserved peptide sequence UORF

DCL - dicer-like

DCP — decapping protein (sapka eltavolitd fehérje)

DDX — DEA(D/H)-box

DIS3L2 — DIS3-like 3'-5" exoribonuclease 2

dsRNS — double stranded RNA (dupla szali RNS)

elF — eucaryote initiation factor (eukaridta iniciacios faktor)
EJC — exon-junction complex

eRF — eukaryotic Release Factor (eukaridta terminacios faktor)
GFP — green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens fehérje)
GTP — guanosine-5'-triphosphate (guanozin-5’-trifoszfat)
HsfB1 — Heat Stress Transcription Factor B-1

LSM1-7-PAT1 — like-Sm- DNA topoisomerase 2-associated protein
mIiNUORF — minimum uORF

MIRNS — mikro RNS

MRNP — messenger ribonucleoprotein particle

MRNS — messenger RNS (hirvivé RNS)

NGD — No-go decay

NIP5;1 — Nod26-Like Intrinsic Protein 5;1

NMD — Nonsense-mediated mRNA decay

NSD — Non-stop decay

nt — nukleotid

ORF — Open reading frame (nyilt leolvasasi keret)

PABP — Poly(A) binding protein (Poly(A)-koté fehérje)
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PAN — poly(A) nuclease

PARN — poly(A)-specific ribonuclease

PDS — phytoene desaturase (fitoén deszaturaz)

PHA — phytohemagglutinin (fitohemagglutinin)

PNRC2 — proline-rich nuclear receptor 2

PTC — premature termination codon (korai stop kodon)

PTGS — post-transcriptional gene silencing (poszt-transzkripcionalis géncsendesités)

gRT-PCR — quantitative real-time polymerase chain reaction (kvantitativ valos idejii polimeraz
lancreakcio)

RDR — RNA-dependent RNA polymerase (RNS-fiiggd RNS polimeraz)

RIPR — resurrectionl interacting protein

RISC — RNA induced silencing complex

rpm — revolution per minute (percenkénti fordulatszdm)

RQC - Ribosome Quality Control Complex

rRNS — riboszomalis RNS

RST1 — resurrectionl

RT — readthrough (atolvasas)

SAUR30 — Small Auxin Up RNA 30

SIRNS — small interfering RNA (kis interferalo RNS)

SKI — superkiller

SMG - suppressor with morphogenetic effect on genitalia

SOV - suppressor of varicose

SRNS — small RNA (kis RNS)

SURF — SMG1C/UPF1/eRF1/eRF3 komplex

TGS — Transcriptional gene silencing (transzkripcionalis géncsendesités)

TRAMP — Trfdp/Air2p/Mtrdp polyadenylation complex

tRNS — transfer RNA (transzfer RNS)

TRV — Tobacco rattle virus (dohdny zorgéleveliiség virus)

U1DN — UPF1 dominant-negative (UPF1 dominans-negativ valtozat)

UORF — upstream Open Reading Frame (nyilt leolvasasi keret az 5> UTR-ban)

UPF — up-frameshift

UTR — untranslated region (nem-transzlalédoé régio)

VIGS — Virus induced gene silencing (virus indukélta géncsendesités)

VSIRNS — viral small interfering RNA (viralis kis interferalo RNS)

XRN - 5'-3' exoribonuclease



3. BEVEZETES

Az eukariota génexpresszid szigortian regulalt folyamat, melynek fontos eleme a sejt
MRNS 0Osszetételének szabalyozasa. Ezt az mMRNS szintézis és lebomlas egyensulya hatarozza
meg. A normal mRNS haztartas fenntartdsdhoz sziikséges azonban a kiilonb6z6 mRNS bontasi
rendszerek, igy az altalanos mRNS degradacios folyamatok, az RNS mindségbiztositasi
rendszerek és az RNS silencing (RNS interferencia, RNS csendesités) rendszer miikodésének
egyensulya is. Amennyiben ez az egyensuly megbomlik, novényekben komoly ndvekedési €s
egyedfejlodési rendellenességek jelentkeznek, ezért fontos a kiilonb6z6 RNS lebontasi rendszerek
miikodésének, szabalyozdsdnak megismerése, illetve az eltér6 RNS bontasi rendszerek kozti
kapcsolatok feltérképezése is. Munkdm sordn a kiilonb6z6 ndovényi RNS mindségbiztositasi
rendszerek miikodését vagy bioldgiai szabalyozé hatasat vizsgaltam.
mindségbiztositasi rendszerek végzik. A transzkripcid és az mRNS-ek érése folyaman szdmos
hibas mRNS képzddhet, melyekrdl hibas fehérjék irodhatnak. Az ilyen fehérjék felhalmozodésa
karos a sejt szamara, ezért a hibas mRNS-ek ¢és fehérjetermékeik gyors €s hatékony elbontésa,
valamint a riboszomak szétszerelése és Ujra hasznositasa (reciklizalasa) kulcsfontossaga. A No-
Go decay (NGD) azokat az mRNS-eket ismeri fel és bontja le, melyeken a transzlalo riboszomak
valamilyen okbol tartésan elakadtak. A Non-Stop decay (NSD) az adott leolvasasi kereten beliili
(in frame) stop kodonnal nem rendelkez6 mRNS-ek Kisziirését végzi. A Nonsense-mediated
MRNA decay (NMD) rendszer pedig a korai stop kodonnal rendelkezé hibas mRNS-eket
azonositja és bontja le.

Az NMD rendszernek a mindségbiztositason til, fontos szerepe van szamos endogén gén
expressziojanak szabalyozasaban is. Az NMD rendszer miikodése a transzlacidhoz, ezen beliil is
a transzlacio befejezd, terminacios 1épéséhez kapcsolt. A lasst, kevéssé hatékony terminacio
okozhat transzlacidés stop kodon atolvasast (readthrough, RT) vagy NMD altali mRNS
degradaciot. Az RT és az NMD is fiziologiailag fontos folyamatok, mig a transzlacidé normal
terminacioja eukariotakban természetes modon l1étfontossagti. Mivel az eRF1 (eukaryotic Release
Factor 1) fehérje a transzlacido terminacio kulcsfaktora, mennyiségének szigorti szabalyozasa
elengedhetetlen a hatékony génexpresszidhoz. Ugyanakkor az eRF1 szabdlyozédsar6l szinte
semmit sem tudunk. Munkatarsaim korabbi eredményeik alapjan feltételezték, hogy névényekben
a transzlaci6 terminédcié kulcsfaktoranak, az eRF1 fehérjének a szintjét egy komplex
autoregulacios folyamat szabalyozza, melyben az NMD-nek kulcsszerepe van. Felvetették, hogy
ez az Onszabalyozas az eRF1-1 mRNS specialis szerkezetének eRF1 érzékenységén alapszik.

Felallitottak egy autoregulaciés modellt melynek egyes elemeit mRNS szinten igazoltak.
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Ugyanakkor megfelel6 endogén eRF1-1 antitest hidnydban a modell érvényességét fehérje szinten
mindeddig nem tudtuk kozvetleniil vizsgélni.

A transzlacio terminacioja azonban akkor sem tud megfeleléen végbemenni, ha az mRNS-
en nincs in frame stop kodon, vagy ha a riboszoma elakad a transzlacié soran. Ezeket a hibas
MRNS-eket az NSD és az NGD transzlaciohoz kapcsolt mRNS mindségbiztositasi rendszerek
ismerik fel és bontjak le, valamint biztositjak a rajtuk 1év6 riboszomak reciklizalasat. Az NSD és
az NGD rendszer, valamint annak kulcsfaktorai eukariotakban konzervaltak, cisz-elemei azonban
eltérhetnek a kiilonb6z6 organizmusokban. Munkatarsaim Kimutattak, hogy az ismert NGD cisz-
elemek koziil novényekben csak a poli-adenin szekvencia okoz hatékony riboszéma elakadast és
NGD altali degradéciot. Az is ismert, hogy élesztOben az elakadast kivalté szekvencia mindsége
mellett, annak pozicidja is meghatarozé az NGD aktivaciojaban.

A riboszoma elakadasa nem csak a f6 ORF-en (open reading frame), hanem az 5° UTR-
ban (untranslated region) talalhato UORF-eken (upstream ORF) is bekdvetkezhet. Habar degradom
vizsgalatok kimutattdk, hogy az uORF-et tartalmazo transzkriptek korében feldasulnak olyan
degradalt mRNS-ek, melyeken elakadt riboszomak talalhatok, eddig az esetek tobbségében nem
tisztazott, hogy az RNS mindségbiztositasi rendszereknek milyen szerepe van ezeknek az mRNS-
eknek a lebontasaban. Az uORF-et tartalmazé mRNS-ek egy részét az NMD bontja le, azonban
felvetddott, hogy a transzlacidjuk soran a riboszoma elakadésat kivaltdé uORF-ek NGD célpontok
is lehetnek.

A SKI (Superkiller) -exoszoma egy igen konzervalt 3°-5’ exonukleaz rendszer, mely
elengedhetetlen az altalinos mRNS degradacidos folyamatok, valamint a kiilonbdzo
mindségbiztositasi rendszerek — mint az NSD ¢és az NGD — megfeleld miikkodéséhez. A ndvényi
SKl-exoszéma rendszer hianyanak egyik kovetkezménye, hogy egy masik RNS degradacios
folyamat, az RNS silencing tdmadni tudja a normal mRNS-ek egy részét. Egy nemrég megjelent
tanulmany szerint novényekben az RST1 (Resurrectionl) és a RIPR (RST1 interacting protein)
fehérjék komplexet alkotnak és kotddnek a SKI komplexhez €s az exoszomahoz is. Kimutattak,
hogy ez a novény-specifikus (RST1-RIPR) komplex sziikséges egyes silencing érzékeny mRNS-
ek SKl-exoszoma altali elbontasahoz. Ez alapjan felvet6dott, hogy a RIPR és RST1 fehérjék mas

SKl-exoszoma folyamatokban is részt vehetnek.
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4. CELKITUZESEK

Munkam f6 célja az eRF1 autoregulacios modell egyes elemeinek fehérje szintii igazolasa
volt. Ebben a programban tehat egy RNS mindségbiztositasi rendszer, az NMD rendszer

génszabalyozasban betdltott szerepét vizsgaltam.

Munkam célja volt megvizsgélni, hogy a ndvényekben riboszoma elakadast kivaltd poli-
adenin szekvencia ORF-en beliili pozicidja hatassal van-e az NGD altali degradacio

hatékonysagara.

Tisztazni szerettem volna, hogy a riboszoma elakadast kivaltdé uORF-ek képezhetik-e az

NGD cisz-elemek egy csoportjat.

Szerettem volna megvizsgalni, hogy a Nicotiana benthamiana RIPR ¢s RST1 fehérjék

sziikségesek-e a kiilonb6zé RNS mindségbiztositasi rendszerek megfeleld mitkodéséhez.



5. IRODALMI ATTEKINTES

5.1. Az RNS degradacio szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

Az eukaridta génexpresszid tobb szinten szabalyozott folyamat, amely lehetové teszi, hogy
egy adott sejtben, egy meghatarozott idopillanatban, csak az adott koriilményeknek megfeleld
mennyiségll és mindségli fehérje képzddjon. Az RNS degradacios folyamatoknak elengedhetetlen
szerepiik van a génexpresszio poszt-transzkripcionalis szabalyozasaban, hiszen egy adott mRNS
hatarozza meg (Dendooven et al. 2020). Bar a transzkripcido és az mRNS degradacié térben
elkiiloniil, hiszen a transzkripcid sejtmagi folyamat, mig a mRNS bomlas a citoplazmaban torténik,
a két folyamat kdzott szoros kapcsolat van. Az RNS degradacid és a transzkripcid dsszehangolt
szabalyozasa teszi lehetévé az RNS forgalom egyensulyanak fenntartasat, valamint a
génexpressziod gyors valtoztatasat kiillonbozo kornyezeti stresszek vagy patogén fertdzés hatasara.
A transzkripcid intenzitasanak valtozasa kihatassal van az mRNS-ek mennyiségére, azonban az
mRNS degradacié mértéke is képes befolyasolni a transzkripci6 intenzitasat (Sun et al. 2013,
Abernathy et al. 2015). Példaul élesztdben az 5°-3° degradacids utvonal zavara, az altalanos
transzkripcido mértékének csokkenését okozza (Haimovich et al. 2013). Az eukariota mRNS-ek
fél-¢letideje fajonként és mRNS-enként valtozo, de altalaban igen hossza (Narsai et al. 2007). A
haztartasi génekrol irodd6 mRNS-ek fél-életideje jelentdsen hosszabb, mint a szabalyoz6 gének
altal kodolt mRNS-eké (Yang et al. 2003). Azoknak az mRNS-eknek, amelyek optimalis kodon
Osszetétellel rendelkeznek - ezaltal hatékonyabban és gyorsabban transzlalédnak - altalaban
hosszabb a fél-¢letidejiik, mint a kevésbé optimalis kodonokkal rendelkezd, lassabban transzlalodo
MRNS-cké (Presnyak et al. 2015).

A normal génexpresszidhoz a mennyiségi szabalyozason kiviil nélkiilozhetetlen a mindségi
szabalyozas is. A normal miikodéshez tehat nem elég, hogy az adott koriilményeknek megfeleld
mennyiségli miikodOképes fehérje képzddjon, elengedhetetlen a hibas fehérjék keletkezésének
megakadalyozasa is. Erre a feladatra kiillonbozé mindségbiztositasi rendszerek alakultak Ki,
melyek felismerik és lebontjdk a hibAs mRNS-eket és azok fehérjetermékeit. A mindségbiztositasi
rendszerek miikodése szigortian szabalyozott. Az RNS mindségbiztositasi folyamatokban szerepet
jatszo fehérjék (a rendszer transz-faktorai), az mRNS-en talalhato szekvenciak, struktarak (a
rendszer cisz-elemei) alapjan ismerik fel és bontjak el a hibas mRNS-eket. A hibas transzkriptek

crer

poszt-transzkripcids szabalyozasaban is.
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5.2. Az eukariota mRNS szerkezete

A genomban kodolt informéciét az mRNS molekuldk kozvetitik a sejtmagbol a
fehérjeszintézis helyére, a riboszomakhoz. Az mRNS az atirddast kdvetden egy jellegzetes érési
folyamaton megy at. Az mRNS sejtmagi érése folyaman az 5° végre 5’ 7-methylguanosine sapka
(cap) szerkezet rakodik, az intronok kivagodnak (splicing) és a 3’ végre egy poly(A) farok
szintetizalodik. A sapka szerkezethez a CBP (Cap-binding protein) fehérjék, a poly(A) farokhoz
pedig a PABP (poly(A) binding protein) kapcsolodik, mely fehérjék megvédik az mRNS-t az
exonukleazoktol. Ezen kiviil szdmos RNS koto fehérje kapcsolodik a transzkripciod soran és azt
kovetden az mRNS-hez és kialakul az mRNS fehérjékkel képzett komplexe (messenger
ribonucleoprotein particle, mRNP). Az RNS koté fehérjék védik az mRNS molekulat az
endonukledzok €s exonukledzok altali degradaciotol, valamint fontos szerepet jatszanak az mRNS
2019). Azaz a mRNS késbbbi sorsat, igy stabilitasat is, nem csak a szekvenciaja hatarozza meg,
hanem az érési 1épések, a splicing alakulasa, illetve a hozza kotddo fehérjék (Gehring et al. 2017,
Moore and Proudfoot 2009). A citoplazmaban a sapkat koté eIF4F (eukaryotic Initiation Faktor 4
F) komplex egyik komponense, az elF4G (eukaryotic Initiation Faktor 4 G) fehérje koti a PABP-
t, melynek révén létrejon az mRNS jellegzetes, gyliri alaku struktiraja. Ez a zart gylrt alaka
struktira fontos szerepet jatszik az mRNS stabilizalasdban és a transzlacié szabalyozasaban

(Fakim et al. 2019).

5.3. Az eukariota mRNS altalanos lebonté utvonalai

Az euakridta mRNS-ek tobb, egymassal kapcsolatban all6 Gtvonalon bomolhatnak le. A
kiilonbozo lebontasi ttvonalak teszik lehetdvé a hibas mRNS-ek ’eltakaritasat’ a sejtbol, valamint,
hogy az adott koriilményeknek megfeleld mennyiségii RNS legyen jelen a sejtben, és ha sziikséges
— példaul stressz hatéas esetén — az RNS garnitira gyors cserélodését is biztositjak. Bar a legtobb
mRNS bomlasi Gtvonal igen konzervalt, az egyes utvonalak jelentéségében, miikodésében komoly
eltérések lehetnek a kiilonb6z6 eukaridtak kozott.

A citoplazméban az altalanos mRNS lebontasi folyamat elsd 1épéseként a zart gyiiri
struktura felbontasara, valamint az 5° és 3° végeket fedo fehérjék eltavolitasara van sziikség. Ez
lehetdvé teszi, hogy az exonukleazok hozza tudjanak férni az mRNS-hez ¢és le tudjak bontani azt.
Az mMRNS-ek tobbségénél a lebontas elsd €és egyben legfobb sebesség meghatarozo 1épése a
poly(A) farok rovidiilése, melyet deadenildz enzimek végeznek. Eukaridtdkban 3 deadenilacioért
felelés enzimkomplex ismert: a PAN2-PAN3 (poly(A) nuclease) komplex, a CCR4-NOT (C-C
motif chemokine receptor 4 — negative regulator of transcription complex), és a PARN (poly(A)-

specific ribonuclease) komplex (Yan 2014). A PAN2-PAN3 komplex végzi a poly(A) farok lassu,
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de alland6 roviditését, mig a CCR4-NOT enzim komplex sziikséges a poly(A) vég megmaradt
részének gyors lebontasahoz (Chen et al. 2011). Novényekben a PARN és a CCR4-NOT fehérje
komplexek megtaldlhatok, azonban a PAN2-PAN3 komplexet eddig nem sikeriilt azonositani
(Chou et al. 2014, Liang et al. 2009). A poly(A) vég lebontasaval PABP mar nem lesz képes kotni
az mRNS-t, igy a transzkript 3” vége szabadda valik.

A deadenilaciot kdvetéen az mRNS degradacidja két lehetséges ttvonalon folytatodhat:
vagy a sapka szerkezet eltavolitasat (decapping) kovetd, 5°-3” irdnyu exoribonukleazok (XRN)
altali lebontas vagy 3’-5 iranyud, exoszoéma 4altali degradacid mehet végbe. Az exoszoma egy
a sejtmagban és a citoplazmaban. A lebontasra kijelolt RNS-eket kiilonb6z6 komplexek vezetik
az exoszomahoz. A sejtmagban ilyen példaul a TRAMP komplex (Trf4p/Air2p/Mtrdp
polyadenylation complex), amely a rRNS-ek ¢és a kis magi RNS-ek exoszoma altali
degradaciojaban vesz részt (Tollervey 2015). A citoplazmaban a deadenilalt és az
endonukleotikusan hasitott mRNS-eket pedig a SKI (Superkiller) komplex vezeti az exoszéma
katalitikus egységéhez (Schmidt et al. 2016). Az exoszoman kiviil egy masik konzervalt
citoplazmas 3’-5’exonukleaz is ismert, ez a SUPPRESSOR OF VARICOSE (SOV), vagy mas
néven DIS3-like 3'-5" exoribonuclease 2 (DIS3L2). A SOV/DIS3L2 szubsztratjai a nem-kodold
RNS-ek, hosszi nem-kodold RNS-ek, microRNS-ek (miRNS) és prekurzoraik, valamint mRNS-
ek is. Novényekben az exoszoma létfontossagl, a SOV azonban nem. A 3'-5" degradaciot kdvetden
a megmaradt rovid RNS fragment és a rajta talalhatd sapka szerkezet lebontasat élesztdben és
emlésokben Dcslp/DCPS enzimek végzik, melyek evoluciésan konzervaltak, igy nagy
valosziniiséggel novényekben is aktivak (Tuck et al. 2020).

A legtobb esetben a deadenilaciot decapping koveti. Az 5° sapka szerkezet eltavolitasat
DCP2-DCP1 (DECAPPING2-1) enzimkomplex végzi, valamint novényekben a VARICOSE
fehérje is részt vesz a decapping folyamataban (Siwaszek et al. 2014). A decapping
szabalyozasaban szdmos aktivator €és inhibitor molekula vesz részt. Az egyik ilyen konzervalt
aktivator molekula a deadeniléciot és a decappinget 6sszekapcsoldo LSM1-7-PAT1 (like-Sm- DNA
topoisomerase 2-associated protein) komplex, mely az mRNS-ek deadenilalt 3° végéhez kotédve
segiti a decapping aktivacidjat és gatolja az exoszoma bekotddését (Sharif and Conti 2013,
Chowdhury et al. 2007). Ezen kiviil fontos szerepet jatszik az abiotikus és patogén stressz hatasara
bekdvetkezd génexpresszios valtozasokban is (Sieburth and Vincent 2018). Novényekben ilyen
szabalyoz6é molekula a DCP5 fehérje is, mely a DCP2-DCP1 komplexhez kapcsolodva
folyaman (Xu and Chua 2009). A lebontasra kijelolt mRNS-ek és a lebontast végzé enzimek

komplexei a citoplazmaban jol koriilhatarolhato fokuszpontokat alkotnak, ezeket nevezik P-body-
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nak. A decappingben résztvevd fehérjék foszforilacioja is befolydsolja a decapping hatékonysagat,
ezaltal az mRNS degradacié intenzitasat, melynek fontos szerepe van a stressz valaszokban
(Sieburth and Vincent 2018). A decappinget kovetden, a sapka szerkezet hianyaban az 5°-3’
exonukleazok mar képesek lebontani az mRNS-t. A novényi citoplazmaban az XRN4 végzi a
transzkriptek 5°-3” irdnyu lebontdsat, mig a sejtmagban az XRN2 és XRN3 (1. abra).

A decapping deadenilaciotol fliggetleniil is megvalosulhat. Deadenilacio fliggetlen
decappinget képes kivaltani az mRNS-¢k 3’ végének uridilacidja, melyet TERMINAL
URIDYLYLTRANSFERASE-ok (TUTaz) katalizalnak. Arabidopsis-ban az UTP:RNA
URIDYLYLTRANSERASE (URTI1) ¢s a HEN1 SUPPRESSOR 1 (HESO1) akét f6 TUTaz
enzim. Metazoak és gombak esetében a miRNS-ek mellett az mMRNS-ek uridilacidja is az RNS
destabilizacidjadhoz és SOV/DIS3L2 éltali lebontasdhoz vezet. Novényekben egyelére nem
tisztdzott, hogy miikodik-e ez a fajta mRNS degradacios rendszer, mivel az uridilacioval
foglalkozo kutatasokat Arabidopsis thaliana Col-0 o6kotipusban végezték, ahol a sov gén
mikodésképtelen (Sieburth and Vincent, 2018). Deadenilaciotol fliggetlen decappinget
okozhatnak még kiilonboz6 fehérjék, amelyek az mRNS-ek cisz-elemeihez kotédve indukalnak
decappinget, egyuttal gatolhatjak is az adott mRNS deadenilaciojat (Garneau et al. 2007).

A citoplazmaban a decapping - ellentétben a deadenilacioval - irreverzibilis folyamat,
poly(A) polimerizacié ugyanis a citoplazmaban is zajlik, mig capping feltehetéen csak a
sejtmagban torténik (Garneau et al. 2007). Az mRNS-ek degradacidja azonban végbemehet
deadenilacio és decapping fliggetlen Gitvonalon is, endonukleaz hasitas révén. Az endonukleotikus
hasitas kdvetkezményeképp az mRNS-bol 1étrejon egy 5° és egy 3’ vagastermék, melynek szabad
végeit az exonukledzok akadaly nélkiil tudjdk tdmadni. Ily moédon az 5° vagasterméket a 3’
iranybol az exoszoma, mig a 3’ vagasterméket az 5’ szabad vég fel6l az XRN4 bontja le. Az
endonukleotikus hasitas a leghatékonyabb és leggyorsabb modja az mRNS degradacionak. Fontos
szerepe van a siRNS (short interfering RNAs) és miRNS (micro RNS) utvonal éltali mRNS

degradacioban és a kiilonb6z6 mRNS mindségbiztositasi rendszerek miikodésében.
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1. abra. Az mRNS altalanos lebonté utvonalai névényekben. A zart gylrQ struktara felbomlasanak
els6 1épése altaldban a deadenilacid, melyet decapping és XRN4 altali 5°-3” degradacio kovet. A
deadenilaciot kovetheti 3°-5° SKI-exoszoma (vagy SOV) altali lebontas is. A decapping deadenilacio
fliggetlen uton is megvalosulhat az mRNS 3’ végének uridilacidjaval, melyet 3°-5” iranyu degradacio
kovet. Novényekben ennek a lebontasi utvonalnak a megléte egyelére nem tisztazott. A 3'-5' degradaciot
kdvetéen a megmaradt rovid RNS fragment és a rajta talalhato sapka szerkezet Des1p/DCPS enzimek
altali lebontasa valdszinlileg névényekben is mikodik. Az abrat L.abno és munkatarsai 6sszefoglald

munkaja alapjan, modositasokkal k6z16m (Eabno et al. 2016).

5.4. A transzlacio terminacios 1épése és kapcsolata az mRNS minéségbiztositasi
rendszerekkel

A transzlacié harom 6 1épésbdl 4ll, az iniciaciobol, az elongaciobdl és a terminaciobol. A
transzlacid termindcid fontos szerepet tolt be az mRNS ¢élettartamanak meghatarozasaban, ugyanis
a terminacié hatékonysaga dontéen befolyasolja az mRNS stabilitasat (Fatscher et al. 2015).
Eukarioték esetében a transzlacié normal terminécioja folyaman, amikor a riboszéma eléri a stop
kodont (UAA, UAG, UGA), az eRF1 (eukaryotic Release Factorl) tRNS analdg a riboszoma A-
helyéhez kot. Az eRF3 (eukaryotic Release Factor3d) az eRF1 fehérjével heterodimert alkot és ez
GTP hidrolizis soran konforméaci6é valtozast idéz el6 az eRF1 fehérjében, ami indukalja a
szintetizalt polipeptid hidrolizisét. Ezt kovetden az eRF3 fehérje helyére az ABCEL (ATP-binding
cassette subunit family Emember 1) ATP-az kotédik, amely a 80S riboszoma 40S és 60S

------
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egyeéb faktorok is részt vesznek. A hatékony terminaciohoz példaul elengedhetetlen az eRF3 és a
PABP fehérje kapcsolata (Celik et al. 2015).

Egyes esetekben eléfordul, hogy nem megy végbe hatékony terminacio a stop kodonnal.
Ilyen esetekben a terminacio helyett torténhet kereteltolodas, stop kodon atolvasas (readthrough,
RT) vagy NMD (Jackson et al. 2012). Kereteltolodaskor a transzlalé riboszoéma ,,megcstszik” az
mRNS szekvencian és 1 vagy 2 nukleotiddal (nt) 5’ vagy 3’ iranyban folytatja a leolvasast.
Kereteltolodast okozhatnak az mRNS-en specialis szekvenciak, masodlagos szerkezetek, illetve
bizonyos transz-faktorok is. Readthrough akkor torténik, ha a stop kodon szekvencia kdrnyezete
akadalyozza az eRF1-eRF3 komplex stop kodonhoz kotését és az eRF1 terminacios faktor helyett
egy, a stop kodonhoz majdnem tokéletesen kapcsolodo, tigynevezett near cognate tRNS kot be. A
transzlacid ilyenkor tovabb folytatodik a kovetkez6 in frame stop kodonig. A readthrough
gyakorisdga nagyon alacsony a normal stop kodonoknal, viszont magas azokndl a stop
kodonoknal, amelyek specidlis, a readthrough-t eldsegitd szekvencia kdrnyezetben helyezkednek
el (readthrough kontextus). A stop kodont kovetd 6 nukleotid Osszetétele meghatarozd a
readthrough szempontjabol. Kimutattak, hogy a readthrough-t leghatékonyabban indukal6 elem a
stop-CARY YA szekvencia, amelyben a stop kodont kdvetd elsé citozin megléte a legfontosabb a
hatékony readthrough-hoz (Skuzeski et al. 1991). Azonban a stop kodontdl 5’ iranyban
elhelyezkedd szekvencidk és a 3 UTR-ban taldlhatdo masodlagos szerkezetek is befolydsolhatjak
a readthrough hatékonysagat (Dunn et al. 2013, Firth et al. 2011, von der Haar and Tuite 2007). A
readthrough elengedhetetlen szamos virus génexpresszidjahoz (Firth and Brierley 2012). Ezen
kiviil fontos szerepet jatszik az eukariota génexpreszid szabalyozasaban azaltal, hogy hatasara C-
terminalisan meghosszabbitott fehérjék keletkeznek, melyek ellentétes hatassal rendelkezhetnek,
vagy mas sejtszervekben tolthetik be funkcidjukat (Eswarappa et al. 2014, Stiebler et al. 2014).
Amennyiben a terminéacié nem hatékony a stop kodonnal és nem kovetkezik be frameshift vagy
readthrough, az NMD mindségbiztositasi rendszer azonositja az elégtelen terminaciot és lebontja
a hibas transzkriptet. A terminacié azonban akkor sem tud végbemenni, ha az mRNS-en nincs in
frame stop kodon, vagy ha a riboszoma elakad a transzlacio soran. Ilyenkor az NSD és az NGD
transzlacidhoz kapcsolt mRNS mindségbiztositasi rendszerek ismerik fel és bontjak le a hibas

transzkripteket és biztositjak a riboszémak reciklizalasat.

9.5. A citoplazmas mRNS minéségbiztositasi rendszerek

Az mRNS forgalom mennyiségi szabalyozasan til elengedhetetlen az mRNS-ek mindségi
kontrollja is. Hibas mRNS-ek képzddhetnek mutans génekr6l vagy vad tipust génekrdl a
transzkripcid vagy az mRNS-ek érési hibai révén. A hibas mRNS-ekr6l hibas fehérjék irodnak at.
Ezek gyakran miikodésképtelen vagy csonka fehérjék, melyek aktivitdsa eltérhet a normal
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fehérjékétdl, valamint gatolhatjdk a vad tipusu fehérjék miikodését is. Az ilyen fehérjék
felhalmozodasa karos a sejt szamara, ezért a hibas mRNS-ek és fehérjetermékeik gyors és
hatékony elbontasa kulcsfontossdgi. Az mRNS-ek mindségi kontrollja mar a sejtmagban
megkezdddik és a transzlacido sordn is folyamatosan tart. Eukaridtdkban négy konzervalt
citoplazmas mRNS mindségbiztositasi rendszer ismert, melyek kiilonboz6 tipusu hibas mRNS-ek
felismerését és lebontasat végzik. Ezek koziil az NMD, az NGD és az NSD transzlaciohoz kapcsolt
mRNS mindségbiztositasi rendszerek, mig az RNS silencing miikddése transzlaciotol fiiggetleniil
zajlik. Az RNS silencing rendszer a kétszalt RNS-eket, valamint a cap vagy poly(A) nélkiili
MRNS-¢eket azonositja (Baulcombe 2005). Az RNS mindségbiztositasi rendszerek a hibas mRNS-
ek eltavolitasa mellett a normal gének szabalyozasidban és a molekuldris parazitdk elleni
védekezésben is fontos szerepet jatszanak. Kiilondsen igaz ez az RNS silencing rendszerre, mely
részt vesz ugyan a mindségbiztositasban, azonban sokkal jelentdsebb szerepe van a génexpresszid
szabalyozasaban ¢s az antiviralis védekezésben (Llave 2010).

Az NMD rendszer a korai stop kodonnal rendelkezé6 mRNS-eket ismeri fel és bontja le. Az
NGD azokat az MRNS-eket ismeri fel és bontja le, melyeken a transzlalo riboszomak elakadtak,
példaul valamilyen erds masodlagos szerkezet vagy szokatlan nukleotid kompozicid miatt
(Frischmeyer et al. 2002). Az NSD pedig az in-frame stop kodonnal nem rendelkez6 mRNS-ek
kisziirését végzi (Doma and Parker 2006). A megfelelé mindségbiztositas mikodéséhez nem elég
az aberrans mRNS-ek degradacidja, a roluk képzodott hibas fehérjék gyors lebontdsa is
kulcsfontossagli. Ennek elvégzésére kiilonboz0 fehérje mindségbiztositasi rendszerek alakultak ki.
Ezek koziil a legismertebb a Ribosome associated Quality Control (RQC) rendszer, mely az NSD
¢s az NGD mRNS mindségbiztositasi rendszerekkel szorosan egyiittmiikddve bontja le a hibas
MRNS-ekrél képz6do, igy feltehetden hibas fehérjetermékeket (Brandman and Hegde 2016).

5.5.1. Az RNS silencing rendszer miikodése

Az RNS silencing egy evoliciosan konzervalt mechanizmus, mely a kétszala RNS-ek
(double stranded, dsRNS) hatasara aktivalodik, lebontja a dsRNS-eket €s elcsendesiti, inaktivalja
a veliik erds szekvenciahasonlosagot mutatd RNS-eket (€s adott esetben DNS-eket). Az RNS
silencing rendszer szintén felismeri és lebontja a cap, illetve a poly(A) nélkiili aberrans mRNS-
eket (Parent et al. 2015). A rendszer szekvencia specifitasat rovid RNS-ek (small, SRNS)
biztositjadk. Az RNS silencing rendszernek a mindségbiztositasi funkcion kiviil elengedhetetlen
szerepe van az antiviralis védekezésben, valamint szdmos endogén gén expresszidjanak
szabalyozéasaban.

Az RNS silencing végbe mehet transzkripcionalis (transcriptional gene silencing, TGS), illetve
poszt transzkripcionalis (posttranscriptional gene silencing, PTGS) szinten. TGS esetén DNS
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metilacio vagy hiszton modifikéaciok gatoljak a génexpressziot, mig PTGS esetén az mRNS vagésa
Jacobsen 2010, Matzke and Mosher, 2014). Novényekben a TGS féként az endogén mobilis
genetikai elemek ¢és a repetitiv DNS szekvenciak transzkripcigjat gatolja. A PTGS funkcioja elsd
sorban az idegen eredetli, patogén mRNS-ek degradacidja, stressz valasz gének, illetve a
fejlodésben szerepet jatszo gének expressziojanak szabalyozasa (Ruiz-Ferrer and Voinnet 2009,
Incarbone and Dunoyer 2013, Pumplin and Voinnet 2013).

A silencing rendszert indukaldé dsRNS-eket novényekben DICER-LIKE (DCL) enzimek
ismerik fel és hasitjak rovid, 21-24 nt hosszusagu kis RNS-ekre (Gasciolli et al. 2005, Bernstein
etal. 2001). Novényekben a leggyakoribb sSRNS-ek a miRNSek (microRNS) és a siRNS-ek (small
interfering RNS). A miRNS-ek egyszala, hajtli hurok struktaraju endogén transzkriptekrol,
ugynevezett miRNS prekurzorokrol képzddnek endonukleotikus hasitassal, melyet a DCL1 enzim
végez. Elengedhetetlen szerepiik van az endogén génszabalyozasban, a transzkripcids faktorokon
alapul6 szabalyozasban, a fejlédésszabalyozasban és az abiotikus stresszvalaszokban (Sunkar et
al., 2005). A siRNS-ek hossza dsSRNS-ekr6l képzédnek, melyek lehetnek virus, transzpozon vagy
transzgén eredetiick (Ding and Voinnet, 2007). Ezeket a dsSRNS-eket féleg a DCL2, DCL3 és
DCL4 enzimek hasitjak (Bologna and VVoinnet 2014). Ezt kdvetéen az sSRNS duplexek egyik szala
a RISC komplex (RNA-Induced Silencing Complex) f6 komponensébe, a kiilonb6zé6 AGO
(ARGONAUTE) fehérjék valamelyikébe toltédik (Fang and Qi 2016). A RISC a silencing
rendszer {6 végrehajtdo komplexe, mely az altala megkotott SRNS-el komplementer mRNS-eket
hasitja, vagy az mRNS transzlacios gatlasat idézi eld, igy csokkentve a komplementer mRNS
expressziojat. Novényekben foként az mRNS vagasa megy végbe, a transzlacios gatlas kevésbeé
jellemz6 (Brodersen et al. 2008, Bartel 2004). A RISC altali hasitas tobbnyire a kodolé régidban
kovetkezik be és eredményeképp az mRNS-rdl keletkezik egy 5° és egy 3’ vagastermék, melyet
az exonukleazok hatékonyan bontanak (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B). Eltér6 esetben ezekrol
az mRNS vagéastermékekrél elindulhat az ugynevezett silencing amplifikacié. A
vagastermékekhez az RDR6 (RNA-dependent RNA polymerase 6) képes komplementer RNS
szalat szintetizalni, igy ismét 1étrejon egy duplaszali RNS, amely ujbol célpontjava valik a DCL
enzimeknek. Az igy 1étrejové masodlagos siRNS-ek aktivak. Beépiilnek a RISC-be és kivaltjak a
cél mRNS inaktivaciojat, igy novelve az RNS csendesités hatékonysagat (2. abra). Ez az RDR-

fliggd silencing amplifikacio nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az antiviralis védekezésben.
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2. abra. Az RNS silencing rendszer miikodése. A kettsszali RNS-eket a DCL enzimek hasitjak 21-24
nt hosszt SRNS-ekre. A duplexek egyik szala degradalodik, masik szala beépiil a RISC komplex AGO
fehérje egységébe. Az sSRNS-el komplementer RNS-eket a RISC elvagja, vagy transzlacios gatlas ala
kertilnek. A keletkez6 RNS vagastermékekhez az RDR6 enzim komplementer szalat szintetizalhat, az igy
keletkezett dupla szali RNS-ek visszakeriilnek a silencig rendszerbe. Az abrat Rishishwar és Dasgupta

munkaja alapjan, modositasokkal kozlom (Rishishwar and Dasgupta 2019).

Az RNS interferencia antiviralis védekezési mechanizmusanak mikodését hasznalja ki a
virus indukalta géncsendesités moddszere is (virus induced gene siliencing, VIGS). A VIGS
lehetdséget nyujt endogén gének csendesitésére, ezaltal azok funkcidjanak vizsgalatara. VIGS
soran a csendesiteni kivant endogén gén egy szakaszat beépitik egy a virus genomjat hordozo
virdlis vektorba, majd az igy létrehozott rekombinins virus vektorral (Agrobaktérium
kozvetitéssel) fertézik a novényt. A virus replikacidja soran dsRNS-ek keletkeznek, melyek
virus vektorba beépitett szekvencidkkal homolog endogén génekrél képz6dé mRNS-ek
lebomlasahoz vezet. A VIGS 4altali géncsendesités nem okoz teljes funkcidvesztést, csak a gén
expressziojanak csokkenését eredményezi. A VIGS gyors €s hatékony modszer a novényi gének
funkcidjanak vizsgalatara, nincs sziikség stabil transzformansok Iétrehozésara, valamint

lehetéséget nytjt olyan gének vizsgalatara, melyek teljes funkciovesztése letalis (Burch-Smith et
al. 2004).
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Ha az mRNS degradaciés rendszerek nem miikodnek megfelelden, egyes vad tipusu
MRNS-ek, illetve bomlasi kdztestermékek is beindithatjak a sejt silencing rendszerét. Arabidopsis-
ban és N. benthamiana-ban a RISC hasitas révén keletkezett 3’ vagastermékeket az XRN4 bontja
le, mig az 5° vagastermékek a SKI-exoszoma miikodésének hianyaban felhalmozodnak (Souret et
al. 2004, Zhang et al. 2015B, Ren et al. 2014, Szadeczky-Kardoss et al. 2018B). Az endogén
MIiRNS targetek esetében is rendkiviil fontos az mRNS vagastermékek gyors és hatékony
lebontasa, hogy azok ne keriilhessenek be a silencing amplifikacios ciklusba (Branscheid et al.
2015, Martinez de Alba et al. 2015). Megfigyelték ugyanis, hogy az endogén miRNS targetekrol
ugyanugy képzddnek masodlagos siRNS-ek, ha az 5’-3° XRN4 vagy a 3’-5’ SKI-exoszéma
degradacios tutvonalak gatoltak. Ha mindkét utvonal gatolt, a masodlagos siRNS képzddés
kiilonosen erds (Zhang et al. 2015A, Zhang et al. 2015B). Ezekben a mutansokban a masodlagos
SIRNS-ek altal hasitott RNS-ek vagastermékeinek felhalmozodasa rendkiviil karos lehet. Ezt
bizonyitja az is, hogy az xrn4ski2 dupla mutans vonalak erds fenotipusos valtozast mutatnak.
Azonban rdr6 mutans hattérben (xrn4ski2rdr6), ahol a silencing amplifikacié nem miikodik, ezek
a fenotipusos hatasok elttinnek (Moreno et al. 2013, Martinez de Alba et al. 2015, Zhang et al.
2015B). Erdekes modon az NMD rendszer inaktivacioja szintén a silencing amplifikacios rendszer
aktivaciojat valtja ki, az NMD muténsokban szintén megnd a masodlagos siRNS-ek mennyisége.
Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az RNS silencing, az NMD RNS
mindségbiztositasi rendszer €s a kiilonb6zé RNS degradacios rendszerek miitkodése kapcesolt, a

normal génexpresszidhoz ezek kiegyensulyozott mitkddése sziikséges.

5.5.2. Az NMD rendszer miikodése

Az NMD {6 feladata a korai stop kodonnal (premature termination codon, PTC) rendelkez6
hibas mRNS-ek felismerése és degradacidja. Emellett szamos endogén gén poszt-transzkripcios
szabalyozasaban is részt vesz. Korai stop kodon tobbféleképpen is kialakulhat, példaul az atir6do
génen létrejovo pont mutacid, inszercid vagy delécid révén, valamint a transzkripcid hibdja vagy
alternativ splicing kovetkezményeképp. A korai stop kodont tartalmazé mRNS-ekrdl gyakran
csonka, domindns-negativ hatasu fehérjék keletkeznek, ezért kulcsfontossagu a PTC-t hordozé
MRNS-ek felismerése és lebontasa.

Az NMD evoluciosan konzervalt mechanizmus, melynek f6 faktorai a UPF1, UPF2 ¢és
UPF3 (UP-FRAMESHIFT 1, 2, 3) fehérjék minden eddig vizsgalt eukariota organizmusban
megtalalhatéak. Koziilik a UPF1 fehérje a legkonzervaltabb, mely nélkiilozhetetlen az NMD
miukodéséhez. Ezt tdmasztja ala az a tény is, hogy null mutacioja novényekben letalis. A UPF1
ATP-az-fliggd RNS helikdz aktivitdsa teszi lehetové UPF1 transzlokaciojat az mRNS-en,
interakciojat az NMD cisz-elemekkel, az mRNS maésodlagos szerkezeteinek felbontdsat, és
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szerepe van a ribonukleoprotein egység atrendezddésében, lehetévé téve az mRNS késdbbi
degradaciojat (Fiorini et al. 2015). A UPF2 és UPF3 fehérjék UPF1-hez kapcsolodva stimulaljak
annak helikaz aktivitasat (Chakrabarti et al. 2011). A human UPF3-UPF1 kapcsolat UPF2-t6l
fliggetlen is kialakulhat, igy egyes NMD célpontok bomlasahoz nem sziikséges a UPF2 (Takahashi
et al. 2008). Ezzel szemben novényekben valosziniileg nem 1étezik UPF2-fiiggetlen titvonal, a
UPF3 csak a UPF2-n keresztiil tud csak kapcsolodni a UPF1-hez. Ezt a feltételezést erdsiti az a
tény is, hogy névényekben eddig nem talaltak életképes UPF2 null mutanst (Shi et al. 2012). A
tobbsejtes eukariotakban a UPF fehérjéken kiviil mas faktorok is részt vesznek az NMD-ben.
Emldsokben ilyenek az SMG (suppressors with morphological effects on genitalia) fehérjék:
SMG1, SMG5, SMG6, SMG7, SMG8, SMG9; valamint az EJC (exon-junction complex) komplex
fehérjéi. Az SMG1 kinaz foszforilalja UPF1-et, az SMG5, SMG7 és PNRC2 (proline-rich nuclear
receptor 2) fehérjék pedig részt vesznek az mRNS degradacié indukcidjaban, és UPF1
defoszforildlasdban. Az SMG6 a transzkript endonukleotikus hasitasaért feleldés. Novényekben a
UPF1, UPF2, UPF3, az SMG1, SMG7, és az EJC komplex fehérjéi ugyanugy részt vesznek az
NMD-ben, de az SMG5, SMG6 ¢és a PNRC2 fehérjék novényi ortoldogjait eddig nem sikertilt
azonositani (Kerényi et al. 2008). Habar a legtobb novényben jelen van az SMG1 (és az azt
allatokban szabalyoz6 SMG8 ¢és SMG9 is), Arabidopsis-ban azonban hianyzik, igy UPFI
foszforilacidjat valosziniileg egy masik vagy tobb redundans kinaz végzi (Lloyd and Davies 2013).

A mar részletesen leirt NMD faktorokon kiviil szamos tovabbi NMD komponenst
azonositottak az elmult években. Ezen faktorok tobbsége az RNS helikazok csaladjaba tartozik. A
DDX (DEA(D/H)-box) fehérjecsaladba tartozo RNS helikazok human, Caenorhabditis elegans és
Danio rerio sejtekben szerepet jatszanak az NMD kiilonb6z6 fazisaiban (Longman et al. 2007,
Anastasaki et al. 2011, GeiBler et al. 2013, Gregersen et al. 2014). Az A. thaliana DDX3
homologok NMD aktivatorként miikodnek, mig a DDX6 homoldgok gatoljak az NMD mitkodését
(Sulkowska et al. 2020). A tobbi eukariotaval ellentétben eddig csak novényekben azonositottak a
FIERY?2 (FRY2) fehérjét, amely a UPF3-mal és elF4Alll-mal 1ép kolcsonhatasba, ezen keresztiil
befolyasolja az NMD célpont mRNS-ek felhalmozodasat (Cui et al. 2016).

Az NMD rendszer miikdése transzlaciohoz kapcsolt (Ishigaki et al. 2001, Durand and
Lykke-Andersen 2013), ezen beliil is a transzlacié terminacios 1épésénél jatszik fontos szerepet.
Ha korai stop kodon alakul ki az mRNS-en a transzlacié terminacié nem tud gyorsan €s hatékonyan
végbe menni, ezaltal az NMD rendszer timadni tudja a transzkriptet. Az NMD rendszer kiilonb6z6
cisz-elemeket ismer fel a transzkripten, amik alapjan a korai stop kodont meg tudja kiilonboztetni
a normal, vad tipust stop kodontél. Elesztében és gerinctelenekben az NMD rendszer azokat az
MRNS-eket azonositja hibasként, melyek stop kodonja a poly(A) végtdl szokatlanul nagy

tavolsagban helyezkedik el. Ezt nevezziik hosszi 3> UTR-alapt NMD-nek (Amrani et al. 2004,
21



Longman et al. 2007). Ezzel szemben az intron-alapt NMD (a mechanizmusok leirasat lasd
kés6bb) foként azokat a mRNS-eket tdmadja, amelyek 3’UTR-jaban, a stop kodontol legalabb 50
nt-ra egy intron talalhat6 (Nagy and Maquat, 1998). Az NMD-nek ez a tipusa a gerincesekre
jellemzd, mivel genomjuk intronban rendkiviil gazdag. Novényekben mind a két tipusa NMD
rendszer miikodését kimutattak (Kertész et al. 2006). NMD altali degradaciot valthatnak ki ezen
reading frame, UORF) is. Abban az esetben, ha egy uORF transzlalodik, az mRNS poly(A) farka
az uORF stop kodonjatdl til tavol esik a hatékony terminacid végbemeneteléhez, valamint a téle
3’ iranyban elhelyezkedé f6 ORF-en intronok is lehetnek, melyek NMD érzékennyé tehetik a
transzkriptet. Az NMD korai fazisa, vagyis a korai stop kodon felismerése és az NMD komplex
Osszeszerelddése konzervalt az eukariotak kozt, mig az NMD kései szakasza, az mRNS degradécio

menete eltéro.

5.5.2.1. Az intron-alapi NMD mechanizmusa

A sejtmagban az mRNS érése soran az intronok kivagodnak ¢€s a legtobb esetben az exon-
exon hataroktol 5° irdnyban 20-24 nt tavolsagra egy EJC (exon-junction complex) fehérje komplex
rakodik a transzkriptre. Az EJC-hez még a sejtmagban kapcsolodik a UPF3 fehérje, mely
kotofelszint biztosit a UPF2 NMD faktornak (Le Hir et al. 2000, Le Hir et al. 2001). A
citoplazmaban a transzlal6 riboszoéma leloki az EJC komplexeket az mRNS 5° UTR és kodold
régidjabol, azonban a riboszoma a stop kodonnal megall, igy a 3’ UTR régidban ott maradhatnak
az mRNS-sel asszocialt fehérjék. Abban az esetben, ha egy intron a stop kodontdl 3’ iranyban 50-
55 nt-ra talalhato, a kivagodasakor képz6dé EJC komplex a 3’UTR-ban a stop kodontol kb. 30 nt
tavolsagban kotddik az mRNS-hez, igy a terminald riboszoma nem képes lelokni azt (Nagy and
Maquat, 1998). A 3°’UTR-ban marad6 EJC két okbdl is eldsegiti az NMD valaszt, egyrészt gatolja
az eRF3 és PABP kapcsolat kialakulasat, masrészt — és ez valdsziniileg joval fontosabb — koti a
megkonnyiti a UPF1-2-3 NMD komplex kialakulasat. Az intron-alapt NMD mechanizmusat
elsésorban human sejtekben vizsgaltak. Itt a terminacios 1épésben az eRF1-eRF3 komplexhez
kotodik a UPF1 és az SMG1, igy kialakitva az ugynevezett SURF (UPF1-SMG1-eRF) komplexet
(Kashima et al. 2006). Ezaltal a UPF1 fehérje kolcsonhatasba tud 1épni az EJC-hez ko6tott UPF2
¢s UPF3 fehérjékkel, igy kialakitva az NMD komplexet, vagy mas néven a DECID (decay-
inducing complex) komplexet. A UPF1-UPF2-UPF3 kapcsolat stimulalja a UPF1 helikaz
aktivitasat, SMG1 kinaz pedig foszforilalja UPF1-et, aktivalva az NMD-t (Kashima et al. 2006).
A foszforilalt UPF1 kolcsonhatasba 1€p az elF3 transzlacioé iniciacios faktorral, akadalyozva a
hatékony transzlacidt, valamint odavonzza SMG6 fehérjét, amely a stop kodon kdozelében
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endonukleotikusan hasitja a cél mRNS-t. Az mMRNS-rdl keletkezett 5° vagasterméket az exoszoma
bontja le. A UPF1 eltavolitja a 3” vagastermékhez kapcsolodo fehérjéket (EJC €s NMD faktorok),
igy a 3’ vagastermék szabadda valik az XRN1 (a novényi XRN4 allati megfeleldje) exonukledz

szamara, mely 5’-3” iranyban lebontja azt (Franks et al. 2010). Az endonukleotikus hasitason kiviil

crer

crer

lebontasat indukaljak (3A abra) (Cho et al. 2013).

Mig a human NMD foként az SMG6 ttvonalon megy végbe, addig novényekben — SMG6
hianyaban — az SMG7 indukalta decappinget/deadenilacidét kovetd exonukleotikus lebontas
elengedhetetlen az SMG6 és SMGS fehérjék bekotddése UPF1 foszforilalt N- és C-terminalis
régioihoz. Ezzel szemben novényekben a UPF1 N- és C-terminalis régidinak foszforilacidja
redundans, azonban esszencialis szerepet tolt be, ugyanis ide kot be az SMG7 fehérje, mely a target
lebontasdban, mig ndvényi homologja, az XRN4 nem feltétleniil sziikséges a ndvényi NMD
mikodéséhez (Mérai et al. 2013). Az EJC komplex novényekben is nélkiilzhetetlen szerepet
jatszik az intron-alapt NMD-ben, azonban, emldsokkel ellentétben, az EJC komplex fehérjéinek

in vivo 3’UTR-hoz kotése nem idézte el6 az mRNS degradaciojat (Kertész et al. 2006).

5.5.2.2. A hossza 3’°UTR-alapu NMD

A hosszu 3’UTR-alapt NMD féként azokban az organizmusokban jatszik nagyobb
szerepet, melyek genomja kevés intront tartalmaz (példaul az éleszté). Elesztdben az atlagosnal
hosszabb 3’UTR-ral rendelkez6 mRNS-ek tobb mint 90%-a NMD célpont (Kebaara and Atkin
2009). Ezzel szemben emldsok esetében sokkal kisebb szerepe van, és altalaban csak azok a
transzkriptek allnak ilyen tipusu szabalyozas alatt, melyek 3’UTR-ja 1 kilobazisnal is hosszabb
(Singh at al. 2008). A hossza 3’UTR-alapia NMD azokat a transzkripteket ismeri fel és bontja le,
melyek stop kodonja szokatlanul tavol helyezkedik el az mRNS poly(A) végétdl. Ebben az esetben
a PTC-nél terminal6 riboszomahoz bekotédé eRF1-eRF3 heterodimer eRF3 komponense nem tud
kapcsolatot 1étesiteni a fizikailag tavol elhelyezkedd6 PABP fehérjével és a terminacio lassuva,
nehézkessé valik. Ennek kovetkeztében a UPF1 fehérje be tud kotddni eRF3-hoz, PABP helyére.
A UPF1 kotofeliiletet biztosit a UPF2-UPF3 fehérjéknek, ily modon EJC hidnyaban is 6ssze tud
Osszeszerelddése és az mRNS degradacié menete az intron-alapat NMD-vel megegyez6 mdodon
zajlik (3B abra). Tehat a hosszi 3’UTR-alapit NMD esetében PABP és UPF1 fehérjék
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versenyeznek az eRF3 kotésért. Ennek megfeleléen, ha PABP-t mesterségesen kotottek a PTC és
apoly(A) vég kozé, az NMD target transzkript stabil maradt (Amrani et al. 2004, Singh et al. 2008,
Kerényi et al. 2008). Hasonlo eredményeket kaptak, ha olyan PABP-vel interaktald fehérjéket
kotottek a PTC és a poly(A) vég kozé, mint az eRF3 vagy az eIF4G (Joncourt et al. 2014). Ha
viszont UPF1-et kototték az mRNS 5° vagy 3” végére, a riporter mRNS mennyisége drasztikusan
lecsokkent (Kertész et al. 2006). Emldsok esetében azok a transzkriptek, melyeken a PTC az 5’
sapka szerkezethez kozel helyezkedik el képesek kimenekiilni az NMD éltali degradécio alol
(Neu-Yilik et al. 2011). Ugyanis az mRNS zart gytir(i struktardjanak koszonhetéen, a PABP
fehérje az elF4E (eukariota Inicidcios Faktor 4 E) és elF4G fehérjéken keresztiil kapcsolodik a
sapka szerkezetet boritd6 CBP fehérjével, igy, ha a cap kozelében elhelyezkedd PTC-nél terminal
a riboszoma, a PABP konnyen kapcsolatot tud 1étesiteni az eRF3-mal. Ezzel szemben ¢€lesztoben,
minél kozelebb esik a PTC a cap-hez, annal hatékonyabb az NMD (Baker and Parker 2004). A
hossza 3’UTR valodsziniileg nem csak az eRF3 és PABP kozti kapcsolat gyengitése révén
stimulalja az NMD-t. Mivel a PABP és UPF1 fehérjék versenyeznek az eRF3 kotésért, a 3’UTR-
alapi NMD hatékonysagat nem csupan a PABP és a terminalé riboszoma kozti fizikai tavolsag
hatarozza meg, hanem a UPF1 koncentracio is. Novényekben is igazoltdk, hogy minél hosszabb
az mRNS 3’UTR-ja, annal hatékonyabban tamadja az NMD (Kertész et al. 2006). A UPF1 fehérje
ugyanis egy szekvencia specifitast nem (vagy alig) mutato RNS-kot6 fehérje, amely az mRNS-ek
teljes hosszaban kotédik. A riboszoma a transzlacié soran leloki a UPF1 fehérjéket — az EJC-hez
hasonldéan — az MRNS kddolo régidjabol, azonban a 3’UTR-ro6l nem. Tehat minél hosszabb egy
mRNS 3’UTR-ja, annal tobb UPF1 tud felhalmozoddni rajta, ami ndveli UPF1 foszforilacid és az
NMD komplex kialakulasanak esélyét. Ezen kiviil kimutattdk, hogy UPF1 fehérjék a nem NMD
target MRNS-eken is jelen vannak, de ezek ATP-az aktivitasuknak koszonhetéen a transzlaciod

soran ledisszocialnak az mRNS-r6l (Kurosaki et al. 2014, Imamachi et al. 2017).
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Exonukleotikus RNS degradaci6 Endonukleotikus hasitas és RNS degradacié
3.abra. Az NMD rendszer miikodése. (A) Az intron-alapit NMD modellje. A korai stop kodontol 3’
iranyban az intron kivagodas helyére rakodott EJC komplex akadalyozza a hatékony terminaciot, az eRF3
fehérje és PABP interakcigjat. Az EJC komplexhez kapcsolodd UPF3 és UPF2 fehérjék kotofelszint
biztositanak tovabbi NMD faktoroknak (UPF1, SMG1, SMGS8, SMG9). SMG1 foszforilalja UPF1-et, ami
az mRNS transzlacids gatlasat, majd degradacidjat indukalja. (B) A hosszi 3’UTR-alapa NMD modellje.
Ha a stop kodon tl messze van az mMRNS poly(A) végétél, az eRF3 nem tud interaktalni a PABP-vel, igy
a terminaci6 nem lesz hatékony. A 3’UTR-on elhelyezkedé UPF1 fehérjék kotofelszint biztositanak a
UPF2 és UPF3 fehérjéknek, 6sszeall az NMD komplex, majd a UPF1 foszforilaciot kovetden
bekovetkezik az mRNS transzlacios gatlasa, majd degradaciodja. (C) A normal terminacié modellje. A
riboszoma a transzlacid folyaman leloki az mRNS-r6l az EJC komplexeket és a UPF1 fehérjéket. Normal
stop kodon esetén a 3’UTR rovid és nem talalhatok rajta EJC komplexek. Az eRF3 konnyen interaktalni
tud a PABP-vel, igy a terminécid hatékony lesz. Az abrat Kurosaki és munkatarsai 6sszefoglalé munkaja

alapjan, modositasokkal k6zlom (Kurosaki et al. 2019).
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5.5.3. Az NSD és az NGD rendszer miikodése

Az NGD ¢és az NSD, az NMD-hez hasonléan, transzlacidhoz kapcsolt, eukariotakban
erdsen konzervalt, citoplazmas mindségbiztositasi rendszer. Az NSD rendszer a stop kodon nélkiili
MRNS-eket ismeri fel, mig az NGD azokat az mRNS-eket ismeri fel és bontja le, melyeken a
riboszoma a transzlacié elongacidja sordn valamilyen okbol tartésan elakad. A transzlacid
elakadasa, illetve a stop kodon hidnydban bekovetkezd abnormalis terminédcié csonka, toxikus
fehérjék keletkezéséhez vezethet. Ezen kiviil a riboszoméak nem tudnak normal médon leszerelddni
a transzkriptrél, igy a funkcionalis riboszomak kiesése zavart okozhat a transzlacioban (Wolf and
Grayhack 2015). A két mindségbiztositasi rendszernek ezért elengedhetetlen szerepe van a hibas
transzkriptek azonositisaban, a riboszomak leszerelésében, valamint a hibas mRNS ¢és
gylimolcslégy, human és novényi sejtekben is mitkodik (Doma and Parker 2006, Passos et al. 2009,
Pisareva et al. 2011, Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). Az NSD rendszert is élesztben, illetve
emldsokben irtdk le eldszor, de azonositottak a miikodését gylimoleslégy és ndvényi sejtekben is
(van Hoof et al. 2002, Frischmeyer et al.2002, Hashimoto et al. 2017, Szadeczky-Kardoss et al.
2018B). Bar az NSD ¢s az NGD rendszer eltérd hibas mRNS-eken aktivalodik, a két rendszer erds
atfedést mutat. Az NSD és az NGD rendszer f6 komponensei azonosak, a HBS1 (HSP70
Subfamily B Suppressor 1) és Pelota fehérjék eukariotakban erdsen konzervaltak.

A sejtben két tipusu stop kodon nélkiili mRNS képzddhet. Az igynevezett nonstop mRNS-
ek azok, amelyek rendszerint a kodold régidban bekovetkezé Kkorai poliadenilacio
kovetkezményeképp jonnek létre, igy végiikon poly(A) farok talalhat6. A stop kodon nélkiili
MRNS-ek masik csoportjat pedig azok az transzkriptek képezik, melyek endonukleotikus hasitas
soran keletkeznek, igy poly(A) végiik hianyzik. A normal transzl4cid terminacio soran a riboszoéma
eléri a stop kodont, az eRF1-eRF3 fehérjekomplex a riboszéma A-helyére kot, a szintetizalt
pepdidlanc levalik és a riboszoéma alegységeire esik szét, az mRNS stabil marad. Ezzel ellentétben,
stop kodon hianyéaban a riboszoma kifut az mRNS 3’ végéig, ahol a riboszéma A-helye lires marad.
Az tires A-helyet az eRF1-eRF3 komplex nagyon kis hatékonysaggal képes kotni, igy ebben az
esetben az eRF1-eRF3 paralog, Pelota-HBS1 komplex koti az A-helyet. A Pelota/Dom34
(gerincesekben/ ¢élesztOben) egy tRNS analdg, mig a HBS1 az eRF3 GTP-4z szerepét tolti be. Bar
a Pelota és az eRF1 szerkeszete hasonld, fontos kiilonbség, hogy a stop kodon azonositasban
szerepet jatszo NIKS és a peptid kibocsatdshoz sziikséges GGQ motivumok a Pelotabol
hianyoznak. igy a Pelota-HBS1 komplex — az eRF1-eRF3 fehérjékkel szemben — stop kodontél

fiiggetleniil képes kotni az A-helyet és terminaciot eldidézni, azonban a szintetizalt peptidlanc
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konformaci6 valtozasat idézi eld, valamint odavonzza ABCE1 fehérjét (Inada 2013). Elesztd
esetében a Dom34-HBS1 heterodimer kapcsolodasa idézi elé az elongacidés komplex
szétszerelddését €s a peptidil tRNS levalasat, mig emldsok esetében a riboszoéma szétszereléséhez
sziikség van az ABCEI fehérjére is (Shoemaker et al. 2010, Shoemaker and Green 2011, Pisareva
et al. 2011). A riboszoma alegységeire esik, azonban mivel nincs peptid kibocsatas, a peptidil
tRNS a 60S alegységhez kotve marad. Ezt a komplexet az RQC rendszer ismeri fel, majd
ubiquitinilalja a fehérjelancot, ami végiil proteoszoma altali lebontasra keriil (Brandman and
Hegde 2016). A Pelota és HBS1 fehérjék tehat felszabaditjdk a mRNS 3’ végérdl a riboszomat,
ezaltal lehet6vé teszik az mRNS gyors €s hatékony SKl-exoszoma altali 3°-5” iranyu lebontasat
(4A ébra).

Az NSD és az NGD rendszerek miikddése szorosan kapcsolodik egymashoz. (Tsuboi et al.
2012). Az NGD target mRNS-ek transzlacidja soran az elongald riboszoma elakadasa
endonukleotikus vagast idéz el6. A keletkezett 3° vagasterméket az XRN 5°-3” exoribonukleaz
bontja le, mig az 5’ vagastermék gyakorlatilag egy stop kodon nélkiili mRNS-nek tekinthetd,
aminek lebontasa az NSD rendszerrel azonos Utvonalon, a Pelota-HBS1 és a SKI-exoszéma
komplexek segitségével megy végbe (Shoemaker and Green 2012). Az 5’ vagasterméken az utolsé
riboszoma kifut a vagastermék 3’ végére, a 3’ végi riboszoma A-helye lires marad, igy a Pelota-
SKl-exoszéma komplex végzi (4B 4abra). Az endonukleotikus hasitason kiviil, az NGD
transzkriptek lebontédsa torténhet exonukleotikus iton is. Azt, hogy a lebontas melyik utvonalon
megy végbe, befolyasolhatja az elakadast kivaltd szekvencia. Elesztében kimutattdk a CGA
szekvencia altal kivaltott riboszoma elakadést kovetden a transzkript foként XRN1 degradacios
utvonalon bomlik, az endonukleotikus hasitds ¢és az exoszéma altali degradacio csak kisebb
szerepet jatszik az mRNS lebontasaban (D'Orazio et al. 2019). Az endonukleotikus hasitas pontos
folyamata mindeddig nem tisztazott. Elesztében és allatokban kimutattak, hogy az mRNS
vagasahoz a riboszomak feltorlodasara, osszeiitkozésére van sziikség (Simms et al. 2017). Ezt
kovetden a Hel2 ubiquitin ligdz enzim ubiquitinal néhany riboszomalis fehérjét a kis alegységen,
amit a Cue2 endonukledz ubiquitin-k6td doménje ismer fel és a feltorlddott riboszoma A-helyénél

elhasitja az mRNS-t (D'Orazio et al. 2019) (4C abra).
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4. abra. Az NSD és az NGD minéségbiztositasi rendszerek miikddése. (A) Az NSD miikddési

modellje. A riboszoma kifut a nonstop mRNS 3’ végére, az iires A-helyet a Pelota-HBS1 komplex koti.

HBSI1 fehérje levalik, majd ABCE1 bekotddik, ami idukélja a riboszoma alegységek szétszerelddését. Az

RQC rendszer megkezdi a peptidlanc lebontasat, az mRNS-t pedig a SKI-exoszéma bontja le. (B-C) Az

NGD miikddési modellje. A riboszoma elakadasat kovetéen endonukleotikus vagas kovetkezik be az

MRNS-en. Az mRNS 3’ vagastermékét az XRN4 bontja le, mig az 5° vagastermék lebontasa és a protein

degradaci6 az NSD utvonallal megegyez6 moédon megy végbe. (C) Az mRNS vagasat a riboszémak

Osszelitkozése és a riboszomalis fehérjék ubiquitinacidja valtja ki. Az abrat Inada (2017) és Simms (2017)

munkéja alapjan, moédositasokkal kézlom.
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A két rendszer szoros egyiittmiitkodésére utal az is, hogy az NSD target mRNS-ek poly(A)
NGD-hez hasonldé endonukleotikus hasitast idézhet el (Guydosh and Green 2017). Novényi
sejtekben a Pelota, HBS1 és SKI2 hianyaban a nonstop mRNS-ek deadenilalt formai halmozdodnak
fel. llyenkor a poly(A) farok levagddik, azonban, ha nincs aktiv Pelota-HBS1 a nonstop
transzkriptek stabilizalodnak, mert a 3° végi riboszomak megakadalyozzdk az mRNS exoszoma
képes lebontani a transzkriptet (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B).

Novényekben a természetes NGD targetek valosziniileg ritkak, viszont az mRNS-ek
tobbsége hosszu poly(A) véggel rendelkezik (Subtelny et al. 2014), ami potencialis NGD célpontta
teheti a nonstop MRNS-eket. Arabidopsis-ban az mMRNS-ek 11%-an alternativ poliadenilacid
kovetkezik be a kodolo régidban, ami azt jelenti, hogy ezek az mMRNS-ek is potencidlis célpontjai
lesznek az NSD, illetve az NGD rendszereknek. Az NSD nem csak az NGD rendszerrel, hanem
az RNS silencing rendszerrel is szoros kapcsolatban all. A. thaliana és N. benthamiana
novényekben kimutattak, hogy az NSD részt vesz a miRNS ¢€s siRNS hasitas utjan keletkezé 5°
vagastermékek lebontasaban is (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B).

5.5.3.1. Az NGD rendszer cisz-elemei

crer

stabil mésodlagos mRNS szerkezet, mint a hajtli hurok, ritka kodonok, korai stop kodonok,
bazikus aminosavakat kodolo szekvenciak (poli-lizin vagy poli-arginin szekvenciak), poli-adenin
szekvenciak, illetve kémiailag modositott nukleotidok is (Doma and Parker 2006, Letzring et al.
2013, Kuroha et al. 2013, Ito-Harashima et al. 2007). Eleszt6 esetében a fent emlitett cisz-elemek
mindegyike NGD-t valt ki, mig gerincesek esetében az eddigi eredmények alapjan csak a hajti
hurok, a poli-lizint és poli-arginint kodolo szekvenciak, valamint a poli-adenin szekvenciak
okozhatnak NGD altali degradaciot (Arthur et al. 2015, Graham et al. 2014). Csoportunk korabban
részletesen vizsgalta az NGD aktivaciohoz sziikséges novényi cisz-elemeket. Kimutattak, hogy
ndvényekben a leirt NGD cisz-elemek koziil szintén csak a poli-adenin szekvencia okoz hatékony
riboszéma elakadast és NGD altali degradaciot (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). Korabbi
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a poli-arginin és poli-lizin szekvencidkon torténd
riboszéma elakadast az okozza, hogy a pozitiv toltésii peptidlanc elakad a riboszéma negativ
toltésii kivezetd nyilasaban (Lu and Deutsch 2008). Azonban mar par lizin kodon is a riboszéma
elakadasat okozhatja még azeldtt, hogy a lizin aminosavak mélyen belenytlnanak a riboszéma
kivezeté nyilasaba (Guydosh and Green 2017). Ezt a megfigyelést tamasztja ala az is, hogy
novényekben mar a rovidebb, lizint (AAAx3) kodold szakaszok is képesek megakasztani a
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riboszoémat, azonban csak a hosszabb A-szekvencidk képesek hatékony NGD-t indukalni (Hsu et
al. 2016, Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). Munkatarsaim igazoltak, hogy novényekben minél
hosszabb az elakadast kivaltd A-szekvencia, annal hatékonyabb az NGD éltali degradacio.
Kimutattak, hogy az RNS szekvencia a fontos nem pedig a kodolt aminosav sorrend, ugyanis csak
az egymast kovetd AAA lizin kodonok valtanak ki hatékonyan riboszoma elakadast, mig az AAG
lizin kodonok nem (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). Elesztdben a hossza A-szekvencidk
transzlacigja a riboszoma ,,megcstszadsahoz”, ezaltal kereteltolodashoz vezethet. Mivel az mRNS-
ek tobbségének kodold régidja hordoz stop kodonokat a masik két leolvasési keretben, a
kereteltolodas kovetkeztében gyakran korai stop kodonnal torténik a terminacid és az mRNS-t az
NMD rendszer lebontja. NMD mutans élesztében a hosszu A-szekvenciakat hordoz6 mRNS-ek
mennyisége megemelkedik (Koutmou et al. 2015). Ezzel szemben ndvényekben az A-szekvenciak
nem okoznak kereteltolodast a transzlacio soran (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). Az élesztdvel
szemben Ugy tlinik, hogy novényekben az elongal6 riboszomak a bonyolultabb szekvencidkat is
képesek hatékonyan transzlalni és az NGD csak akkor 1ép miikodésbe, ha a riboszoma elég hosszan
all egyhelyben.

Elesztd sejtekben kimutattak, hogy az NGD célpont mRNS-ek és fehérjetermékeik
feltorlodasara van sziikség. Legalabb két, masok szerint harom riboszoma Gsszelitkdzésére van
sziikség, hogy kivaltsa a megfelelo kis alegység fehérjék ubiquitinaciojat, ami az NGD altali vagas
elofeltétele (Juszkiewicz et al. 2018, Navickas et al. 2020). Ezért a riboszoma elakadast okozo
szekvenciak pozicié-fiiggen valtanak ki NGD-t. A riboszoma elakadésat kivaltd szekvencidnak
ugyanis elég tavol, legalabb 105 nt-ra kell lennie a transzlacios starttol 3” iranyban ahhoz, hogy az
elsé elakado riboszoma mogott egy vagy két tovabbi riboszoma is 0sszeszerelddhessen, és késobb
itkozhessen az elakadt riboszoméval. Minél tavolabb van az elakadést kivaltdo szekvencia a
starttdl, annal tobb riboszoma torlodik fel az ORF-en az els6 elakadt riboszoma mogott s annal
hatékonyabb az NGD altali mRNS degradacio (Simms et al. 2017). A riboszoma denzitast az ORF-
en befolyasolja a transzlacio iniciaci6 hatékonysaga is. Hosszii 5> UTR esetén az iniciacio lassu,
ezért az NGD altali endonukleotikus hasitas hatékonysaga csokkent. A Hel2/ZNF598
(¢leszté/emlds) E3 ubiquitin ligdz fehérje az elongdld riboszoma 40S alegységéhez kotédve
érzékeli a riboszomak Osszeiitkdzését €s ubiquitindlja a riboszéma kis alegységének bizonyos
fehérjéit. Nagy valosziniiséggel ez az ubiquitinacio jeldli ki az endonukleaz szamara a hasitas
helyét (D'Orazio et al. 2019). A névényi NGD aktivacié molekularis hatterérdl egyelére semmit

sem tudunk.
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5.5.4. A SKI komplex

crer

citoplazmas segédkomplexe, ennek hianyadban az exoszoma a citoplazméban inaktiv. A SKI-
exoszoma rendszer, mint lathattuk fontos szerepet jatszik a normal mRNS lebontasban, az NSD ¢és
NGD mindségbiztositasi rendszerek miikodésében és sziikséges az RNS silencing vagastermékek
Ezek a transzkriptek, mint pl. a viasz szintézis egyik kulcsfehérjéjét kodolo cer3, olyan mRNS-ek,
amelyek vad novényekben stabilak, a SKI-exoszoma mutansokban viszont a réluk keletkezett
SRNS-ekrdl beindul silencing amplifikacio, aminek kovetkeztében a cer3 mRNS szintje csokken,
valamint sok masodlagos siRNS képzodik (Lange et al. 2019).

A SKI komplex a SKI2, SKI3, ¢és SKI8 fehérjekbol all. A SKI komplex a 80S
riboszoméhoz kot, a riboszoma bemeneti nyilasanak kozelében. Ilyenkor a SKI2 nyitott
konformacioba keriil, melynek kovetkeztében az mRNS be tud fiizodni SKI2 fehérjébe (Schmidt
et al. 2016). A SKI2 egy helikaz, amely az mRNS 3°-5” iranyu kitekerését végzi és tovabbitja az
exoszoémahoz. SKI2 hianydban az endonukleotikusan hasitott mRNS-ek 5’ vagastermékei és a
deadenilalt mRNS-ek felhalmozodnak. A SKI komplexhez kapcsolodik a SKI7 fehérje is, amely
nevével ellentétben nem része a SKI magkomplexnek. Szerepe azonban jelentds, élesztOben és
allatokban a SKI7 koti 6ssze a SKI komplexet az exoszoOmaval. A gerincesekben, a legtobb
gombaban és novényekben a SKI7 nem 6nalldé 16kuszon helyezkedik el, hanem HBS1 lokusz
kodolja, melyrdl alternativ splicing révén érik a SKI7 mRNS (Kalisiak et al. 2017, Marshall et al.
2013, Brunkard and Baker 2018). Kiemelendd, hogy a HBS1/SKI7 alternativ splicing mintazat
igen valtozatos, mig a HBS1 fehérjék erdsen konzervaltak, a SKI7 fehérjék kozott jelentds
kiilonbségek lehetnek. Szamos eukaridtdban a SKI7 kiilon génrél képzodik. Novényekben
mindkét esetre van példa, van ahol a SKI7 alternativ splicing termék (Arabidopsis), mashol
valészintileg kiilon gén kddolja (dohany). A SKI7 evolucio tehat igen gyors. Feltehetden a HBS1
16kuszrol alternativ splicing Utjan torténd képzddés az 6si mechanizmus, de egy génduplikaciot
kovetden konnyen elkiiloniilhet a HBS1 és a SKI7 funkcié. Elesztében a SK17 fehérje az altalanos
MRNS degradacio mellett részt vesz a nonstop transzkriptek lebontasaban is, mig gerincesekben
nem sziikséges az NSD-hez, csak az altalanos mRNS degradacioban vesz részt (van Hoof et al.
2002, Kowalinski et al. 2015, Kalisiak et al. 2017). A novényi SKI7 szintén koti a SKI komplexet
€s az exoszOmat is, igy feltételezhetben szerepet jatszik a SKl-exoszoéma altali RNS
degradacioban.

Egy nemrég megjelent tanulmany szerint novényekben két tovabbi faktornak, a

RESURRECTIONI (RST1) és az RST1 INTERACTING PROTEIN-nek (RIPR) is szerepe lehet
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a SKl-exoszoma degradécios utvonal mitkddésében. Immunoprecipiticios-tomegspektrometrias
vizsgalatokban kimutattak, hogy az RST1 és RIPR fehérjék komplexet alkotnak és kotédnek a SKI
komplexhez és az exoszomahoz. Az RST1 —a RIPR mellett — koti az exoszomat és SKI7 fehérjét,
mig a RIPR aSKI7-hez és a SKI komplexhez kapcsolodik (5. dbra). Tovabba kimutattak, hogy A.
thaliana ripr és rstl mutans novényekben — a SKl-exoszoma mutdnsokhoz hasonloan —
feldasulnak a silencing érzékeny mRNS-ekrél, igy a cer3-rol keletkez6 siRNS-ek (Lange et al.
2019). Azaz az RST1 ¢és RIPR fehérjék a SKI-exoszéma rendszer egyik feladatdhoz, a silencing
érzékeny transzkriptek elbontdsdhoz, a nem kivanatos silencing amplifikdcié megel6zéséhez
nélkiilozhetetlenek. A SKI-exoszoma szamos tovabbi szerepet is betdlt a ndvényekben, igy
szlikséges példaul az RNS mindségbiztositasi rendszerek koziil az NSD, az NGD és a silencing

rendszer normalis mukodéséhez is.

mRNS Ski-kopmlex

ExoszOma VS —

5. abra. A RIPR és RST1 fehérjék kapcsolédasa a SKI-exoszoma komplexhez.

5.6. A transzlaciohoz kapcsolt mindségbiztositasi rendszerek jelentésége és szerepe a
génexpresszios szabalyozasban

A transzlaciohoz kapcsolt mindségbiztositasi rendszerek a hibas mRNS-ek felismerésén és
be. Mig az NMD szamos endogén gén szabalyozasdban vesz részt, addig az NGD és NSD
rendszerek génregulacioban betoltott szerepérdl mindeddig keveset tudni. Azonban szdmos
¢lettani folyamat megfelelé miikodésében elengedhetetlen szerepet jatszanak.

A NGD ¢és NSD kulcsfaktora, a Pelota/Dom34 fehérje hianya egér embrioban letalis, mig
a gytimolcslégy, az €lesztd és az Arabidopsis nullmutansok életképesek (Adham et al. 2003, Qin
et al. 2018). A Dom34 hianya ¢€lesztdben zavart okoz a sejtciklus és a meidzis folyamataban, ami
lassu novekedéshez vezet. Tovabba a Dom34-HBS1 komplex hidnya a transzlaci6 iniciaciojara is
negativ hatassal van (Davis and Engebrecht 1998). Gytimoélcslégyben a Pelota részt vesz a meidzis,

az ivarsejt érés €s az Osszetett szem fejlodésének folyamataban (Eberhart and Wasserman 1995).
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Elesztében és emlésoknél a transzlaciobol kikeriilé riboszomak stressz soran iires S80S
monoszomaként raktarozodnak a citoplazmaban (van den Elzen et al. 2014, Krokowski et al.
2011). A Pelota szerepet jatszik az abiotikus stresszhatasokat kdvetd regeneracioban azaltal, hogy
lehetévé teszi a transzlaciobol kivont riboszomak tjrahasznositasat (Pisareva et al. 2011, van den
Elzen et al. 2014). Az NGD és NSD rendszer részt vesz az oxidativ stressz elleni védekezésben is.
Oxidativ stressz hatasara az mRNS-t felépitd nukleotidok karosodhatnak. A leggyakoribb ilyen
karosodas a guanin bazisok oxidacidja, melynek soran 8-oxoguanosine (8-oxoG) képzdodik,
aminek kovetkeztében a transzlacié elakadhat, és ez aktivalhatja az NGD rendszert. Tovabba a
Pelota muticioja vagy hianya szamos esetben rezisztencidt biztosit kiilonbdz6 virusokkal és
baktériumokkal szemben (Wu et al. 2014, Shi et al. 2018, Lapidot et al. 2015).

Az NSD ¢és NGD rendszerek génexpresszios szabalyozasban betoltott szerepe a fent
emlitett esetekben eddig nem tisztazott. Elofordulhat, hogy a Pelota NSD-ben és NGD-ben
betdltott szerepén kiviil méas - a mindségbiztositasi renszerek miitkddés¢hez kozvetleniil nem
kothetd — folyamatokban is szerepet jatszik.

Mivel az NSD ¢és az RNS silencing rendszerek miikddése novényekben és
gytimolcslégyben kapcsolt, igy az NSD-nek szerepe lehet az endogén miRNS targetek
lebontasaban (ezaltal az endogén génexpresszios szabalyozasban). N. benthamiana-ban az
endogén miRNS célpontok 40-50%-a, mig A. thalianaban 10-20%-a NSD-fiiggéen bomlik. Az
NSD ezen kiviil egyensulyban tartja a silencing amplifikaciot, ami elengedhetetlen a normal
fejlédéshez. Azonban a silencing amplifikacid megléte sziikséges a patogének elleni hatékony
védekezéshez is. Az ismert patogén rezisztens Pelota (NSD) mutdnsokban feltételezhetden a
silencing amplifikacio feler6sodése hozzdjarul a korokozok elleni rezisztencia kialakuldsdhoz
(Szadeczky-Kardoss et al. 2018B).

Mig az NGD ¢és az NSD rendszerek génexpresszios szabalyozasban betdltott kozvetlen
szerepére kevés bizonyiték van, addig az NMD szdmos vad tipust gén expresszids szabalyozasat
is lehetové teszi. Az NMD az eukaridta transzkriptom kb. 10%-4t szabalyozza, azonban nehéz
megmondani, hogy ezen transzriptek koziil hany szézalék 4ll kozvetleniil NMD szabalyozas alatt
(Smith and Baker 2015). NMD gatlas hatasara olyan NMD target mRNS-ek is stabilizalodnak,
melyek fehérjetermékei mas RNS metabolizmus utvonalakban vesznek részt, ilyen modon
kozvetve nem NMD célpont mRNS-ek stabilitasara is hatassal lehetnek (Imamachi et al. 2012,
Varsally and Brogna 2012). Az NMD-nek fontos szerepe van a splicing és az RNS silencing
folyamatdnak a szabalyozasdban azaltal, hogy az ezekben a mechanizmusokban részt vevd
faktorok egy része is NMD regulacio alatt all (Pan et al. 2008, Lewis et al. 2003). Ezaltal az NMD-
nek elengedhetetlen szerepe van a génexpresszios szabaly0zas egyensulyanak fenntartdsaban. Az

NMD részt vesz a kiilonb6z6 stressz-valasz utvonalakban, a cirkadian ritmus ¢és a fejlédés soran
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kifejez6d6 gének szabalyozasaban (Kalyna et al. 2012, Jeong et al. 2011, Riehs-Kearnan et al.
2012). Az NMD megfeleld mikodésének ezen kiviil elengedhetetlen szerepe van az embrid
fejlodés, a sejtek differencialodasa és az idegrendszer kifejodése soran is (Nguyen et al. 2012,
Nguyen et al. 2013). A monogénes, 0rokl6dd human betegségek koriilbeliil 30%-at PTC
kialakulasa okozza (Thein et al. 1990). Mivel az NMD-nek elengedhetetlen szerepe van szamos
kulcsfontossagu folyamat megfeleld miikddésében, maga az NMD miikodése is szigortian
szabalyozott kell, hogy legyen. Ennek kovetkeztében az NMD utvonal komponenseinek egy része
is NMD kontroll alatt all (Lykke-Andersen and Jensen 2015). Emlés6kben a UPF1, UPF2, UPF3B,
SMG1, SMGS5, SMG6 ¢s SMG7 (Yepiskoposyan et al. 2011), mig novényekben a UPF3, az SMG7
NMD faktorok, valamint az EJC komplex egyik komponense, a Barents is NMD szabalyozas alatt
all (Kerényi et al. 2008, Degtiar et al. 2015, Nyiko et al. 2013). Azaz, az NMD az eukariotakban
autoregulalt, bar az valtozik, hogy mely faktorai allnak NMD szabdlyozas alatt.

Csoportunk korabban felvetette, hogy ndvényekben az NMD, ez a transzlacio terminacios
1épéséhez kapcsolddd mindségbiztositasi rendszer, nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a transzlacio

terminacio kulcsfaktoranak, az eRF1 expresszidjanak szabalyozéasaban is.

5.7. A novényi eRF1

A transzlaci6 terminécio kulcsfaktora, az eRF1 fehérje. Az eRF1 stop kodonhoz kétédése
a szintetizalt fehérje felszabaduldsat, a riboszoma szétszerel6dését, azaz a transzlacio
befejez0dését, terminaciojat valtja ki. Mivel az eRF1 fehérje a terminacié kulcstaktora,
expressziojanak szigori szabalyozéasa elengedhetetlen a terminédcié hatékony miikodéséhez. Az
alacsony eRF1 szint csokkenti a terminacid hatékonysagat, ezzel ndveli a frameshift és a
readthrough bekovetkezésének gyakorisagat. Azonban az eRF1 taltermelése is karos lehet, mivel
ennek kovetkeztében a readthrough gyakorisaga kritikus szint ala eshet és eléfordulhat, hogy
terminacio kovetkezik be aminosavat kodolé kodonoknal is (Betney et al. 2010, Kobayashi et al.
2010). Elesztdben az eRF 1 fehérje szint mérsékelt csokkenése is a protein szintézis és a ndvekedés
jelentds visszaesését okozza (Firczuk et al. 2013, Torabi and Kruglyak 2011). Az eRF1 expresszio
pontos szabalyozasa novények esetében is elengedhetetlen. Arabidopsis esetében a csokkent eRF1
szint novekedési rendellenességekhez vezet, mig az eRF1 taltermelése abszcizinsav (ABA) és
cukor tulérzékenységet okoz a csirandvények fejlédése soran (Petsch et al. 2005, Zhou et al. 2010,
Zhou et al. 2011). Egy adott gén expresszidjanak stabilizalasa gyakran egy negativ autoregulcios
szabalyozason keresztiil valésul meg. Prokariotaknal mar régdta bizonyitott, hogy az RF2 f6
transzlacids terminacios faktor expresszidja autoregulacidos szabalyozas alatt all (Craigen and
Caskey 1986). Ugyanakkor az eukariota ¢eRF1 esetleges Onszabalyozasarol nem volt korabban
adat.
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A legtobb eukariota modell organizmusban az eRF1 egy kopidban van jelen, azonban
Arabidopsis-ban harom kopiaban talalhat6: eRF1-1, eRF1-2 és eRF1-3. A harom eRF1 kopia nagy
hasonloésagot mutat és mindegyik képes komplementalni eRF1 hidnyat élesztOben, azonban
mégsem teljesen redundansak (Zhou et al. 2011, Chapman and Brown 2004). Csoportunk
megvizsgaltaaz A. thaliana eRF1 transzkriptek szerkezetét. Az talaltak, hogy a harom Arabidopsis
eRF1 transzkript kodolo régidja erdsen konzervalt, azonban szerkezetiik és 3’UTR szekvencidjuk
jelentOsen eltér egymastol. Az eRF1-2 és eRF1-3 mRNS-ek kanonikus, azaz révid, intront nem
tartalmazo6 3’ UTR régioval rendelkeznek, mig eRF1-1 transzkriptnek egészen specialis, RT-NMD
3’UTR szerkezete van. Ez azt jelenti, hogy az eRF1-1 mRNS stop kodonja readthrough
kontextusban van, valamint 3’UTR-ja hosszi (378 nt) és egy potencidlisan NMD-t indukal6
intront tartalmaz, 130 nt-ra a stop kodontol 3’ iranyban. Az eRF1-1 kdvetkez6 in frame stop
kodonja viszont a 3’UTR intron el6tt alig 25 nt tavolsagra, a poliadenilacios jelhez kozel
helyezkedik el, tehat nincs NMD-t indukalo pozicidban (6A abra). Csoportunk kimutatta, hogy
Arabidopsis- ban ez az egyetlen transzkript, melynek ilyen specialis RT-NMD 3’UTR-ja van.
Tovabba megvizsgaltdk szdmos novényi eRF1 transzkript kopiaszamat, illetve szerkezetét. A
legtobb eukariota modell organizmussal ellentétben az egyszikii és kétszikli novényekben az eRF1
minden esetben legalabb két kopiaban van jelen. Ezek koziil az egyik kopia mindig az Arabidopsis
eRF1-1-hez hasonl6, RT-NMD 3°UTR szerkezet(i, mig a masik az eRF1-2 vagy eRF1-3-hoz
hasonld, kanonikus 3’UTR szerkezeti mRNS-t kodol. A névényi eRF1-1 mRNS-ek RT-stop
kontextusa erdsen konzervalt (a stop kodont kovetd 6 nukleotid: CAATCA), emellett tartalmaznak
tovabbi, readthrough-t segité szekvencia elemeket is (TAG stop kodon, A nukleotid a -2 ¢és -1
pozicidban), ezen kiviil 3’UTR-juk is hosszabb. Ezzel szemben az eRF1-2 és eRF1-3 mRNS-ek
egyik novényben sem rendelkeznek ezekkel a szekvencia elemekkel (Nyiko et al. 2017).
Feltételeztiik, hogy ez a specialis, eRF1-1 mMRNS-re jellemz6 szerkezet lehetdvé teszi az eRF1
szint pontos szabalyozasat, valamint er6s konzervaltsaga arra utal, hogy szabalyzé funkcidja

alapvetd szerepet tolt be novényekben.

5.7.1. A novényi eRF1 autoregulacio feltételezett modellje

Az RT stop kontextus és a 3’UTR-ban talalhat6 intron alapvetden befolyasolhatjak a
terminacio menetét és az eRF1-1 mRNS sorsat. Az eRF1-1 mRNS stop kodonjanal harom esemény
torténhet: normal terminacio, stop kodon readthrough vagy NMD (6. abra). Ez a harom esemény
egymassal szoros dsszefiiggésben all. A legismertebb ilyen Osszefiiggés a termindcio és az RT
kozott all fenn, az eRF1 és a near cognate tRNS-ek ugyanis versenyeznek a stop kodonért. Az
eRF1 fehérje szintjének csokkenése a terminacid hatékonysaganak csokkenésével, illetve az RT
gyakorisaganak novekedésével jar (von der Haar and Tuite 2007). Az eRF1 koncentracio
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novekedése emldsokben az RT gyakorisdganak csokkenését idézet eld. A masik Osszefiiggés az
RT és az NMD kozott all fenn. Emldsokben és élesztdben kimutattak, hogy az RT képes kimenteni
az mMRNS-t az NMD altali degradacio alél, amennyiben az mRNS stop kodonja RT kontextusban
van és a kovetkez6 in frame stop kodon nincs NMD indukal6 pozicidban (Hogg and Goff 2010,
Keeling et al. 2004).

Az irodalmi adatok ¢és az eRF1-1 mRNS specidlis szerkezete alapjan csoportunk
feltételezte, hogy az eRF1-1 RT-NMD szerkezete érzékeny az eRF1 fehérje szintjére és ez
lehetdséget ad az eRF1 fehérje expresszigjat stabilizalé Onszabalyozésra, autoregulaciora. A
csoport korabbi munkaja soran kidolgozta az autoregulacio egy lehetséges mechanikai modelljét,
¢s igazolta a modell szamos elemét. Kimutattdk, hogy: 1) az NMD tamadja az eRF1-1 mRNS-t,
2) az RT képes részlegesen megvédeni az eRF1-1 mRNS-t az NMD-tél, 3) a magasabb eRF1
fehérje szint csokkenti az RT gyakorisagot. Mindezek alapjan feltételezték, hogy a megemelkedett
eRF1 fehérje szint az eRF1-1 mMRNS-en az RT gyakorisaganak csokkenését okozza, vagyis
nagyobb aranyban kdvetkezik be terminacio az RT stop kodonnal, ami a readthrough NMD-t gatlo
hatasat gyengiti. Ennek kovetkeztében az NMD hatékonyabban timadja az eRF1-1 mRNS-t, azaz
az NMD lecsokkenti az eRF1-1 transzkript szintet (6C abra). Ez a modell szerint az eRF1 fehérje
szint csokkenését ¢€s ezaltal a teljes eRF1 szint helyreallasat eredményezi. Forditott esetben, ha
csokken az eRF1-1 fehérje szint, az RT stop kodonoknal n6 az RT gyakorisaga, igy az eRF1-1
MRNS-en is gyakoribb lesz az RT. Ez védi az eRF1-1 mMRNS-t az NMD-t6l, ami az eRF1-1
transzkript szint emelkedését, és ezaltal az eRF1 fehérje szint novekedését idézi elé. Miként
védheti meg a gyakoribb RT az eRF1-1 mRNS-t az NMD-t61? Ha a riboszéma atolvassa az RT
stop kodont, a terminacid a kovetkez6 in frame stop kodonnal kovetkezik be. Ennek kdvetkeztében
egy C-termindlisan meghosszabbitott fehérje keletkezik. Ez a stop kodon nincs NMD indukélo
pozicidban, azaz itt normal terminacid torténik és az mRNS stabil marad. Azaltal, hogy a
transzlacié az RT stop utan a 3’UTR-ban folytatddik, a riboszoma ,,leloki” a 3’UTR intron
kivagodasakor az mRNS-re rakodott EJC komplexet, valamint a hozza kapcsolodo UPF NMD
faktorokat. Az mRNS kimenekiil tehat az NMD 4ltali degradacio aldl, stabil marad, de mar nem
hordozza az NMD indukaldé EJC-UPF2-3 komplexet a 3’UTR-0n, mar nem lesz NMD célpont.
fgy ujabb transzlaciés ciklusokban tud részt venni, Gjabb funkcioképes eRF1 fehérjék irodhatnak

rola, visszadllitva a megfeleld eRF1 fehérje szintet (6D abra).
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6. abra. Transzlacio terminacios események az eRF1-1 mRNS-en. (A) Az A. thaliana eRF1-1 mRNS
RT-NMD 3°UTR szerkezete. (B) A terminacié nem hatékony ugyan az RT stop kodonnal, de nem
kovetkezik be sem NMD sem RT, a terminacio végiil sikeres lesz, az eRF1 peptid felszabadul. (C) Az RT
stop kodonnal a nem hatékony terminaci6 NMD-t indukal, igy bar a peptidlac felszabadul, az mRNS-t az
NMD rendszer lebontja. (D) A stop kodonnal RT torténik, a riboszéma igy tovabb transzlal a kdvetkezo
stop kodonig, ahol hatékony terminacid kovetkezik be, a C-terminalisan meghosszabbitott eRF1 peptid

felszabadul. Az mRNS stabil marad, arrdl tovabbi eRF1 fehérjék képzodhetnek.

A csoport a feltételezett eRF1 autoregulacios modell legfontosabb predikcioit RNS szinten
mar igazolta. Bizonyitottak, hogy ha taltermeljiik az eRF1 fehérjét az RT-NMD 3’UTR-ral
rendelkez6 eRF1-1 mRNS szintje lecsokken, mig a normal 3’UTR-ral rendelkez6 eRF1-2 mRNS
szintje nem valtozik (Nyiko et al. 2017). Ugyanakkor megfeleld endogén eRF1-1 antitest

hianyaban a modell érvényességét fehérje szinten mindeddig nem tudtuk kdzvetleniil vizsgalni.

5.8. Az UORF-ek szerepe a génexpresszios szabalyozasban és hatasuk az mRNS
stabilitasara
Eukaridtdkban a transzlacid iniciacidja soran a 43S pre-iniciaciés komplex (40S
riboszomalis alegység, metionin-tRNS, inicidciés faktorok) az mRNS 5’ sapka végéhez
kapcsolodik ¢és elkezdi pasztdzni az mRNS-t, amig az els6 AUG (start) kodonhoz ér. Ekkor a
riboszéma nagy alegysége hozzakapcsolodik, ¢s megkezdddik a transzlacié (scanning model)
(Kozak 2002). Azonban az e¢ls6 AUG nem mindig a f6gén start kodonja, ugyanis az 5’UTR-ban
is lehetnek nyilt leolvasasi keretek (upstream Open Reading Frame, uORF). Az ecukariota
transzkriptek kozel 20-50%-aban talalhaté egy (vagy tobb) uORF, melyeknek fontos szerepiik
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lehet a poszttranszkripcids szabalyozasban (Lawless et al. 2009, Calvo et al. 2009, Lee et al. 2012).
A ndvényi transzkriptek 20-30%-a tartalmaz uORF-et (Hayden and Jorgensen 2007).

Az UORF-et tartalmaz6 mRNS esetén a f6 ORF transzlacioja csak akkor valosulhat meg,
ha ’leaky scanning’ vagy ’reiniciacié’ kovetkezik be. A leaky scanning sordn a pre-iniciacids
komplex nem ismeri fel az uORF start kodonjat és tovabb pasztaz a kovetkezd start kodonig.
Reiniciacio esetén az uORF transzlacidja megtorténik, azonban a terminacidt kovetden a
riboszoma kis alegysége nem valik le az mRNS-r6l, hanem folytatja az mRNS pasztazasat a
kovetkez6 start kodonig, ahol a transzlacié ujra elindulhat (Hellens et al. 2016). Az uORF tehat
A transzkripten talalhato uORF-ek szama, elhelyezkedése, hossza, valamint az 6ket kortilvevd

masodlagos szerkezetek és szekvenciamotivumok befolyasoljdk a reiniciacio €s a leaky scanning

crer

al. 2004, Sachs and Geballe 2006, Abastado et al. 1991, Kozak 1987, Suzuki et al. 2000, Grant
and Hinnebusch 1994, Miller and Hinnebusch 1989).

A legtobb uORF esetében maga az uORF transzlacidja gatolja a fogén kifejezOdését,
azonban léteznek olyan uORF-ek, melyekrdl funkcidképes fehérjék irddnak at. Ezek a fehérjék
eukariota uORF-ek tobbsége transzlalodik, csak kevés olyan uORF van, amely konzervalt peptidet
kodol (conserved peptide uORF, CPUORF) (Zhang et al. 2019). Ezek koziil csak néhany olyan
uORF ismert, melyek fehérjeterméke képes elakasztani a transzlalo riboszomat. Az elakadt
destabilizaciojat okozhatja (Hayashi et al. 2017). Az eddig azonositott CPuORF-ek tobbségének
gatlo hatasat, valamilyen metabolit jelenléte vagy kornyezeti tényezé befolyasolja (Morris and
Geballe 2000, Hinnebusch 2005, Hood et al. 2009, Ebina et al. 2015). Ilyen példaul az A. thaliana
bZIP11 uORF, amelynek transzlacidja sordn a riboszoma szachar6z jelenlétében elakad

(Yamashita et al. 2017). Egy masik példa az Arabidopsis AtHB1 (Arabidopsis thaliana HomeoBox

crer

(Ribone et al. 2017).

Hayashi és munkatarsai (2017) in vitro transzlacios kisérletekben tovabbi harom CPuORF-
et tartalmazo Arabidopsis transzkriptet azonositottak, melyek szekvencia specifikus riboszoma
a HsfB1 (Heat Stress Transcription Factor B-1) egy h6 sokk transzkripcios faktort kodol, melynek

expresszioja ho stressz és baktériumfertdzésre megnd. Stressz mentes koriilmények kozott talzott
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expresszidja viszont Arabidopsisndl torpiilést okoz, mig N. benthamiana esetében sejt elhalashoz
vezet. A Saur30 (Small Auxin Up RNA 30) a SAUR fehérjék csaladjaba tartozik és expresszidja
abszcizinsav hatdsara emelkedik. Az AT1G70780 (At780) gén funkcidja mindeddig ismeretlen. A
harom CPuORF koziil At780 esetében a riboszoma elakadas a stop kodonnal, mig Hsfb és Saur30
esetében még a stop kodon el6tt, elongacio kdzben kovetkezik be (Hayashi et al. 2017).

Az UORF-ek egy kiilonleges csoportjat alkotjak az ugynevezett minimum uORF-ek
(minuORF). Ezek minddssze egy start és egy stop kodonbol allnak. Az Arabidopsis genomban
talalhato uORF-ek mintegy 14%-at teszik ki a minuORF-ek (ez az Arabidopsis transzkriptek 4%-
a), azonban a génszabalyozasban betdltott szerepiikrdl eddig nem sokat tudni. Tanaka és
munkatarsai (2016) A. thaliana-ban azonositottak egy a bor felvételében jelentés szerepet jatszo
NIP5;1 (Nod26-Like Intrinsic Protein 5;1) gént, melynek mRNS-e két minuORF-et is tartalmaz.
A két minuORF bor-fiiggd riboszoma elakadast és mRNS degradaciot okoz, igy tartva fenn a
megfeleld bor mennyiséget, mely esszencialis a novény szamara (Tanaka et al. 2016).

Az UORF-ek az mRNS stabilitasara is hatassal lehetnek. Ha az uORF transzlacidja soran
ariboszoma elakad, vagy a terminacié nem tud hatékonyan végbemenni, az aktivalhatja az mRNS
genom szintli kutatds is kimutatta, hogy az uORF-et tartalmazo transzkriptek egy része NMD
célpont lehet (Mendell et al. 2004, Ramani et al. 2009, He et al. 2003). Ugyanis a transzlalodo
uORF stop kodonjat az NMD rendszer korai stopként azonosithatja, mivel az azt kovetd 3’
régioban (ami a {6 ORF-et is magéaban foglalja) gyakran talalhatok intronok és elég hossza ahhoz,
hogy NMD-t indukaljon. Munkatarsaim kimutattak, hogy novényekben csak azok az uORF-ek
indukalnak NMD-t, melyek 35 aminosavnal hosszabbak (Nyiké et al. 2009). Ennek valoszinti
magyardzata, hogy a rovid UORF-ek termindcidjakor az eIF4E-elF4G altal kotott PABP
kapcsolatot 1étesit a terminalo riboszomaval, igy akadalyozva az NMD komplex 6sszeallasat.

Egyes CPUORF-¢ek esetében a riboszoma a transzlacié elongacios szakaszaban akad el az
UORF-en, ami elvben aktivalhatja az NGD rendszert. Az NGD soran az mRNS-en vagas
kovetkezik be, majd a riboszomdak leszerelddését kovetden az exonukledzok elbontjdk a
transzkriptet. Alternativ esetben az uORF-et tartalmazé transzkriptek degradéacidja torténhet
endonukleotikus hasitas nélkiil, exonukleotikus tton is. Degradom vizsgalatok kimutattak, hogy
az UORF-et tartalmaz6 transzkriptek korében feldusulnak a sapka szerkezet nélkiili, 5° vég feldl
degradalt mRNS-ek, melyeken elakadt riboszomak taldlhatok. Tovabba szdmos vagasterméket
azonositottak, melyeknél a hasitasi hely az uORF stop kodonjatol 5’ iranyban helyezkedik el
(Bertoni 2016, Hou et al. 2016). A NIP5;1 mRNS esetében a minuORF-ektdl 5 iranyban, 13-14
nt tavolsagban azonositottak degradacids termékeket, valamint az Xrn4 mutans Arabidopsis

vonalakban a NIP5 3’ vagastermékek feldusultak. Degradom analizis soran hasonl6 eredményeket
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kaptak a NIP5 kukorica és rizs ortologok esetében is (Tanaka et al. 2016). Hou és munkatarsai a
CPUORF-eket tartalmazd6 mRNS-ek tobbségénél riboszéma elakadast talaltak az uORF kodolo
bZIP gének, illetve MYB transzkripcios faktorok esetében (Hou et al. 2016).

Az irodalmi adatok alapjan tehat ugy tlinik, hogy az uORF-eken bekovetkezd riboszoma
elakadas és mRNS degradacio fontos szerepet jatszik a génexpresszids szabalyozasban, azonban

eddig kevés adat all rendelkezésre arrél, hogy ezek a transzkriptek milyen titvonalon bomlanak le.

crer
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6. ANYAG ES MODSZER

6.1. A kisérletekhez hasznalt névények

A kisérletekhez N. benthamiana és A. thaliana Columbia vad tipusi ndvényeket
hasznaltunk. Az N. benthamiana noévényeket tiveghazi koriilmények kozt neveltiik, majd
agroinfiltralast kovetéen a mintaszedésig novényneveld szekrényben, hosszu nappalos
koriilmények kozott (16 ora fény / 8 ora sotét), 23 °C-on neveltiik. Agrobaktériumos
transzformaciohoz a N. benthamiana magokat sterilizalas utan (70% alkohol 2 perc, majd 5%
natrium-hipoklorit oldatban 0,01% Tween 20 hozzaadasaval 10 perc) MS (Murashige and Skoog
1962) taptalajra vetettiik. A ndvényeket hosszi nappalos fényszobaban, steril koriilmények kozott
neveltiik ~23 °C-on. A tranziens génexpresszios vizsgalatokhoz 4-5 hetes, a VIGS kisérletekhez
€s az agrobaktériumos transzformaciohoz 3-4 hetes ndvényeket hasznaltunk. A tranziens
génexpresszios vizsgalatokhoz hasznalt N. benthamiana novényeket altalanos viragfoldben
neveltiik, melynek bor tartalma kozepesnek tekinthetd. Az A. thaliana novényeket hosszu nappalos
fényszobaban 18/23 °C-on (¢&jjel/nappal) neveltik. Az agrobaktériumos transzformacidohoz

viragz6 novényeket hasznaltunk.

6.2. A kisérletekhez hasznalt génkonstrukciok és klonozasuk menete

A Kkisérletekhez hasznalt konstrukciokat pBin61S (Silhavy et al. 2002) binaris vektorba,
illetve ennek moddositott valtozataiba klonoztuk. A plazmid izolalashoz Nucleospin plasmid kit-et
(Macherey-Nagel) hasznaltunk. A klonozasokhoz a PCR fragmenteket Phusion High-Fidelity
polymerase (Thermo scientific) enzimmel amplifikaltuk és Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit-tel (GE Healthcare) tisztitottuk. A restrikciés emésztésekhez Fast Digest
enzimeket (Thermo scientific), a ligalashoz T4 DNA Ligase-t (Thermo scientific) hasznaltunk. Az
elkésziilt konstrukcidkat E. coli DH5a kompetens sejtjeibe transzformaltuk. A klénozasok alapjat
képezd szekvencia adatokat az NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) adatbazisabol toltottiik le,

a primereket és konstrukciokat a Snapgene programban terveztiik. Az altalam Iétrehozott
konstrukciok a kovetkezok: S-P27-36A-G, S-P50-36A-G, S-P100-36A-G, S-P150-36A-G, S-
P200-36A-G, S-P280-36A-G, 780 5°U-G, S-780 5’U-G, HB1 5°U-G, S-HB1 5’U-G, SAUR30
5°U-G, S-SAUR30 5°U-G, Hsfbl 5’U-G, S-Hsfbl 5’U-G, NIP5 5°U-G ¢és S-NIP5 5°U-G, TRV-
PDS-Rstl (P-Rrstl), TRV-PDS-Ripr (P-Ripr) (7A ébra). A konstrukciok részletes leirasa és a
klonozashoz hasznalt primerek listdja megtalalhatdo az M2. mellékletben, illetve az M2 melléklet
1. tablazataban. A HA-eRF1-1-st-T, HA-eRF1-1-35sT, GFP, P14, N-TMV-G, U1DN, Pelota2
(Pel2), GFPabc, NbeRF1-3, TRV-PDS (PDS), TRV-PDS-Ski2 (P-Ski2), TRV-PDS-Xrn4 (P-
Xrn4), TRV-PDS-Pelota (P-Pelota), TRV-PDS-Hbs1 (P-Hbs1), amirGFP, PHA-PDS-GFP (PPG),
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PHAnst, P-72A-G konstrukciok klonozasat mar korabban leirtak (Nyiko et al. 2017, Mérai et al.
2005, Kerényi et al. 2008, Szadeczky-Kardoss et al. 2018A, Szadeczky-Kardoss et al. 2018B,
Kertész et al. 2006, Nyiko et al. 2009, Mérai. et al. 2013, Parizotto et al. 2004, Lao et al. 2009)
(7B abra). A HA-eRF1-1-st-T, HA-eRF1-1-35sT konstrukciok leirdsa megtalalhato az M2

mellékletben is.
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7. dbra. A Kkisérletekhez hasznalt konstrukciék sematikus rajza. (A) Az altalam létrehozott

tesztkonstrukciok. (B) Munkatarsaim és masok altal létrehozott tesztkonstrukciok.
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6.3. Agrobaktériumos dohany transzformacio

Az agrobaktériumos transzformaciohoz és agroinfiltralashoz Agrobacterium tumefaciens
C58C1 torzsét hasznaltuk, amit a binaris vektort hordozd Escherichia coli térzsekkel, valamint a
pRK Helper plazmidot tartalmaz6 torzzsel, haromsziilos keresztezéssel (triparental mating)
konjugéltunk. A létrejott binaris vektort taralmaz6 Agrobaktérium alkalmas a vektorba épitett gén
stabil (transzformacid) és tranziens expresszidjara (agrioinfiltralds) a megfert6zott novényben.

N. benthamiana esetén levélkorong transzformaciés modszert alkalmaztunk (Clemente,
2006). Az agrobaktérium torzseket 30 ml YEB tapoldatban neveltiik 1 éjszakan at 30 °C-on, 180
rpm-en razatva (round per minute). A transzformaciohoz a 4 hetes novények felsé 2-3. levelét
hasznaltuk. A steril levéldarabokat az agrobaktérium szuszpenzioba martottuk, majd steril
szlirdpapiron valo leitatds utdn MSD1 taptalajra tettiik és 2 napig szobahOmérsékleten tartottuk. A
ko-kultivaciot kovetden szelekcios MSD2 taptalajon kalluszt, majd hajtast regeneraltattunk. A
hajtasokat gyokereztetd MSD3 taptalajra helyeztiik at. A hajtas regeneraciot és gyokereztetést
steril koriilmények kozt, hosszu nappalon, ~23 °C-on végeztiik. A ndvény transzformacidhoz

hasznalt taptalajok Gsszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.4. Agrobaktériumos Arabidopsis transzformacio

A. thaliana esetében a transzformaciot floral dip modszerrel végeztiik (Desfeux et al.,
2000). Az egy ¢éjszakan at szelekcios antibiotikumokat tartalmazé YEB-ben nevelt
agrobaktériumot centrifugéalas (4000 rpm, 20 perc) utan 0,006% Silwet L-77-et tartalmazd 5%-0S
szacharoz oldatban szuszpendaltuk (OD600: 0,5-1). A bimboés viragokat tartalmazé névényeket
30-60 masodpercre a baktérium szuszpenzioba martottuk. A ndvényeket egy éjszakan at lefedve,
sOtét helyen tartottuk, majd fényszobaban 16 6ra fény/ 8 6ra sotét megvilagitasi periodus mellett
magfogasig neveltiik. A magokat sterilizalas (70% etanol 5 perc, 30% hip6 és 0,01% Tween20
elegyében 15 perc, mosas MQ-ban) utan szelekciés MSA taptalajra vetettiik, 5 nap hidegkezelést
kovetden hosszu nappalon csiraztattuk. A szelektalt csiranovényeket tézeg korongba iiltettiik €s
hosszl nappalos fényszobaban 18/23 °C-on (¢éjjel/nappal) neveltiik. A ndvény transzformacidohoz

hasznalt oldatok és taptalajok dsszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.5. DNS kivonas és PCR

A vizsgalni kivant levelekbdl kozel azonos méretii darabokat vagtunk ki (kb 100 mg),
ezeket folyékony nitrogénben homogenizaltuk, majd 700 pl feltaro puffert és 700 pl fenol-
kloroform-indolecetsavat (IAA) adtunk hozza 25:24:1 keverési aranyban, vortexeltiik, majd 13000
rpm-en 15 percig centrifugaltuk. Ezt kovetden a feliiliszobol 350 pl-t leszivtunk és 245 pl

1zopropanolban kicsaptuk. Ezutan a mintékat 15 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiluszot
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ledntottiik és 1 ml 70%-0s etanollal mostuk a pelletet, 10 perc centrifugalast (13000 rpm, 4°C)
kovetden az etanolt leontottiik és a pelletet beszaritottuk. A mintadkat 50 ul MQ vizben vettiik
vissza.

A transzgén beépiilésének ellendrzéséhez a PCR reakcidkat Dream Taq Green PCR Master
Mix-el (2x, Thermo scientific) és az M2. melléklet 2. tablazataban kozolt primerekkel végeztiik.
A PCR fragmenteket 1%-os agar6z gélen valasztottuk el, 0,5x TBE pufferben. A DNS kivonashoz

hasznalt oldatok 6sszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.6. Agroinfiltralas

Az agroinfiltralas a leghatékonyabb tranziens génexpresszios rendszer ndvényekben. A
binaris vektorba klonozott gén idészakos tiltermeltetésére szolgél az infiltralt levélfoltban.

A Dbindris vektort tartalmazo, -70 °C-on tarolt agrobaktérium torzseket az infiltralast
megelozéen RTK téptalajra szélesztettiik és 2 napig 30 °C-on novesztettiik. Ezt kovetden a
torzseket folyékony ABL taptalajba oltottuk és 14-16 orat razattuk 180 rpm-en, 30 °C-on. Razatas
utan 3500 rpm-en 15 percig centrifugaltuk, a feliiliszot ledntottiik, majd 3ml ABV-ben
szuszpendaltuk az agrobaktérium pelletet. Az agrobaktérium szuszpenziot 3 6raig szobahdn allni
hagytuk. Infiltralas eldtt spektrofotométerrel megmértiik az optikai denzitdsukat (ODeoo) és a
kivant koncentraciora higitottuk ABV-val. A kisérletekhez hasznalt P14 silencing szupresszort
ODg00=0,2, a konstrukcidkat minden esetben ODgpp=0,4 koncentracidban infiltraltuk. Az
agroinfiltralas erdteljes RNS silencing (géncsendesités) valaszt valt ki, amely hatékonyan képes
csendesiteni az agroinfiltralt gént. Ezt elkeriilhetjiik, ha a termeltetni kivant gént egyiitt infiltraljuk
egy, a silencing valaszt elnyomo ,,silencing szupresszor” génnel. Ezért minden tesztkonstrukcio
mellé infiltraltunk P14 silencing szupresszort is. Ez gatolja a silencing Gtvonal miikodését az
infiltralt foltban, valamint a kisérletekben belsé kontrollként is szolgal. Tobb konstrukcio egyiittes
infiltralasa esetén (ko-infiltralas) az dket tartalmaz6 agrobaktérium szuszpenzidkat infiltralas eldtt
Osszekevertiik. Az agrobaktérium szuszpenzidt 4-5 hetes N. benthamiana névények felsd, 3-4.
levelébe, a levél fonakan keresztiil, fecskenddvel juttattuk be. A nodvényeket agroinfiltralast
kovetden novényneveld szekrényben, hosszi nappalos koriilmények kozott (16 ora fény/8 ora
sOtét), 23 °C-on tartottuk. A mintakat az infiltralast koveté harmadik napon vettiik (8A abra). Az
infiltralt sejtekben valamennyi infiltralt gén magas szinten termelddik. Az agroinfiltralashoz

hasznalt oldatok ¢és taptalajok Gsszetétele az M3. mellékletben talalhato.
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6.7. Virus indukalt géncsendesités (VIGS)

A VIGS a leghatékonyabb tranziens géncsendesitési rendszer novényeknél. A csendesiteni
kivant gén egy szakaszat TRV (Tobacco rattle virus) VIGS vektorba épitettiikk, majd az 6.3.
fejezetben leirt mdédon Agrobaktériumba konjugaltuk. Ezt kovetden agroinfiltralas segitségével
megfertdztiik a ndvényt a rekombinans TRV vektorral. A virusfert6zés erételjes antiviralis valaszt
valt ki a ndovényben, melynek kovetkeztében a virus RNS, valamint a vektorba épitett
génszakasszal homoldg endogén transzkriptek degradalodnak.

A VIGS kisérletekhez hasznalt N. benthamiana névények also két levelét infiltraltuk az
6.6. fejezetben ismertetett modon. Az alkalmazott agrobaktérium elegy minden esetben
tartalmazta a P14-et, TRV RNS1 és TRV RNS2 vektorokat. TRV RNS2 vektorba a PDS (phytoene
desaturase), egy a klorofill szintézisben részt vevo endogén ndvényi gén egy szegmense van
beépitve (TRV-PDS), valamint az altalunk csendesiteni kivant gén egy szakasza. A VIGS
kisérletekben a TRV-PDS csendesitett ndvények szolgaltak kontrollként. Amennyiben tobb gént
kivantunk csendesiteni, a PDS szegmensen feliill mindegyik génbdl beépitettiink egy-egy ~300-
500 bazisparos darabot a TRV RNS2 vektorba. A PDS gén csendesitése markerként szolgal,
hatasara a csucsi levelek kifehérednek, mely a géncsendesités sikerességére utal. Miutan a csucsi
levelek kifehéredtek (infiltralas utani 12-14. nap), az alattuk elhelyezkedd levelekbél RNS-t
vontunk ki és a vizsgalt mRNS-ek expresszidjat qPCR reakcioban mértiik

6.8. VIGS-agroinfiltracio

A két tranziens rendszer kombindcidjaval gyorsan és rugalmasan vizsgalhatjuk, miként
miikddik egy riporter gén egy géncsendesitéssel kialakitott mutans hattérben. A moddszer
komplementalasra is alkalmas, a VIGS segitségével kialakitott mutans hattérben agroinfiltracioval
termeltetjiik a komplementacios teszt gént.

A VIGS novények létrehozasa megegyezik az elézdekben leirtakkal. Miutdn a csucsi
levelek kifehéredtek — vagyis a géncsendesités sikeres volt — (infiltralas utani 12-14. nap), az
alattuk elhelyezkedd leveleket feliilinfiltraltuk a vizsgalni kivant tesztkonstrukciokkal. Az RNS
mintakat a feliilinfiltralast kovetd harmadik napon vontuk Kki. Ezt kdvetéen az mRNS-ek
expresszidjat qPCR-rel, a tesztkonstrukciok mRNS mennyiségének valtozasait pedig northern
bloton vizsgaltuk (8B abra).
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8. abra. (A) Az agroinfiltracié és (B) a VIGS-agroinfiltracié menete.

6.9. RNS kivonas

A mintaszedés N. benthamiana esetében 4-5 hetes novények felso, fiatalabb leveleibdl
tortént. Agroinfiltracio esetén az infiltralast kovetd 3. napon tortént a mintaszedés. A. thaliana
esetében a mintdkat 3-4 hetes novények fiatalabb leveleibdl szedtiik. A vizsgalni kivant levelekbdl
(infiltralas esetén az infiltralt levélfoltokbol) kozel azonos méretli darabokat vagtunk ki (kb 100
mg), ezeket folyékony nitrogénben homogenizaltuk, majd 750 ul feltaro puffert és 600 pl telitett
fenolt (pH 8) adtunk hozza. Vortexelést kovetden 13000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk. A felso,
vizes fazisbol 600 pl-t leszivtunk, ehhez 500 ul fenol-kloroform-IAA-t (25:24:1) adtunk,
vortexeltiik, majd 13000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetden a feliiliszobol 400 pl-t
leszivtunk és 1 ml 98% etanol és 40 pl 3M Na-acetat elegyében kicsaptuk. A mintakat 1 o6rara -
20°C-ra tettiik. Ezt kovetéen 20 percig 13000 rpm-en 4°C-on centrifugaltuk. A feliiliszot
leontottiik és 1 ml 70%-o0s etanollal mostuk a pelletet, 10 perc centrifugalast (13000 rpm, 4°C)
kovetden az etanolt ledntottiik és a pelletet beszaritottuk. A mintdkat 50 ul MQ vizben vettiik

vissza. Az RNS kivonashoz hasznalt oldatok Osszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.10. Northern blot

majd a kivant mennyiségii RNS-t (3-6 ug) beszaritottuk (Savant DNA Speed Vac 110). A

beszaritott mintakat 15 pl mintafelvivé pufferben vettiik vissza, majd 65 °C-on 10 percig
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inkubaltuk. Az, igy elékészitett mintakat 1,5%-os denaturalo agaroz gélben futtattuk, IXMAE
pufferben. A mintakat a gélbdl kapillaris blottolassal nylon membranra (Hybond-N, GE
Healthcare, Amersham Bioscience) vittiik at. A blottolast 20 x SSC oldatban 16-18 6ran keresztiil
végeztiik. Blottolast kovetden az RNS-eket UV keresztkotéssel rogzitettiik a membranhoz. A
radioaktiv probakat a vizsgdlni kivant RNS-sel komplementer PCR fragmentekrdl Decalabel
DNA Labeling Kit (Thermo scientifec) segitségével és a-3?P izotoppal jeldlt citoznin (dCTP)
hozzaadésaval készitettiik a gyarto utasitasai alapjan. A membréanokat Church pufferben, 65 °C-
on, 30 percig pre-hibridizaltuk, ezutan a radioaktiv probat tartalmazo Church puffert 6ntottiink ra,
és 16-18 oran keresztiil 65 °C-on hibridizaltuk. Hibridizalast kovetden a membranokat 2 X SSC,
0,1% SDS oldatban mostuk 2 x 20 percig 65 °C-on. A radioaktiv jelet Amersham Biosciences
Storage Phosphor Screenen rogzitettiikk és Bio-Rad Pharos FX™ Plus Molecular Imagerrel
detektaltuk. Az eredményeket Image Lab 5.0 és Microsoft Excel 2013 programokkal értékeltiik
ki. A riporter mMRNS-ek mennyiségének meghatarozasahoz a northern blotton mért jelintenzitas
hossziusagt mRNS mennyiségének aranyabol szamitottuk (5° vagastermék/teljes hosszusagu
mRNS). A teljes hoszsagh transzkripteket P14-hez normalizaltuk (tesztkonstrukcio/P14). A

northern blothoz hasznalt oldatok ¢és taptalajok dsszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.11. qRT-PCR

Kvantitativ RT-PCR (qPCR) mérésekhez a kivont RNS mintakbol cDNS-t irtunk at (reverz
transzkripcid). A cDNS irashoz eldszor 2 pg RNS mintat DN4zl enzimmel emésztettiink 37 °C-
on, 30 percig (2 ul DNazl puffer, 2 pl DNazl, 0,5 pl RiboLock, Thermo scientific), majd az RNS
kivonas bekezdésben (6.9) leirtakhoz hasonldan fenol-kloroformos tisztitast kovetéen, etanolban
kicsaptuk, mostuk, beszaritottuk és 20 pul MQ-ban vettiik vissza. A ¢cDNS irashoz a DNazl-el
emésztett RNS mintakbol 200 ng-ot hasznaltunk fel. A reakciot a RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific™) felhasznalasaval a gyartd utasitdsai szerint allitottuk 6ssze. A
cDNS irashoz a kit random hexamer primereit hasznaltuk. A qPCR reakciokhoz FastStart Essential
DNA Green Master (Roche) Kitet hasznaltuk. A méréseket a LightCycler® 96 qRT-PCR géppel
(Roche) végeztiik. Az eredményeket LightCycler® 96 és Microsoft Excel 2013 programokkal
értékeltiik ki. A qPCR mérések kiértékelésénél a mért mRNS szinteket minden esetben ubiquitin
belsd kontroll mRNS szintekhez normalizaltuk. A csoportok kozti szignifikancia értékek (p-érték)
kiszamitasahoz Student-féle T-probat alkalmaztunk. A primerek tervezéséhez sziikséges

szekvencia adatokat az NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) és  Solgenomics

(https://solgenomics.net/) adatbazisokbol toltottiik le, a primereket a Snapgene, a primer3 és az

NCBI primer designing tool segitségével terveztiik. A qPCR reakciokhoz hasznalt primerek az
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M2. melléklet 3. tablazataban keriiltek felsorolasra. A qPCR reakcional alkalmazott beallitasokat
az M2 melléklet 4. tablazata tartalmazza. A transzgén és endogén At eRF1 mRNS-ek méréséhez

hasznalt QPCR primerek és cél mRNS-eik sematikus rajzat az M2. melléklet 1. dbréja tartalmazza.

6.12. Fehérje kivonas

A vizsgalni kivant levelekbdl (infiltralas esetén az infiltralt levélfoltokbol) kozel azonos
méretli darabokat vagtunk ki (kb 100 mg), ezeket folyékony nitrogénben homogenizaltuk, majd
300 pl feltaro puffert adtunk hozza. Az igy kapott névényi kivonat 50 ul-jéhez azonos térfogatu
2x Laemli oldatot adtunk, 5 percig forraltuk, majd 13000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk 4 °C-on.
A feliiluszot 1) csObe pipettaztuk és felhaszndldsig -70 °C-on taroltuk. A fehérje kivonashoz

hasznalt oldatok Osszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.13. Western blot

A fehérje mintakat 10%-os poliakrilamid gélen (TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit
10%, Biorad), 1x TG pufferben futtattuk. A gélen elvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra
(Amersham Protan, supported 0,45 um NC, GE Healthcare Lifescience) elektroblottoltuk (Mini
Trans-Blot Cell, Biorad) WTB pufferben 1-1,5 6ran keresztiil. Blottolast kdvetéen a membranokat
tejpor oldatban (1x PBST, 5% tejpor) blokkoltuk 1 6ran keresztiil. Blokkolas utan a membranokat
2x5 percig mostuk 1x PBST oldatban, majd HA peroxidaz-konjugalt (Anti-HA-Peroxidase High
Affinity, Roche) ellenanyaggal, valamint Aktin elsddleges és Anti-mouse 1gG peroxidaz-konjugalt
masodlagos (Anti-Actin plant Antibody, Anti-mouse IgG Peroxidase 2" Antibody, Sigma)
ellenanyaggal jeloltiik 1 6ran keresztiil tejpor 1x PBST oldatdban. A jeldlésnél a kovetkezd
higitasokat alkalmaztuk a kiilonb6z6 antitesteknél: Act - 5% tejpor 1:10000, anti-egér: 5% tejpor
1:10000, HA: 5% tejpor 1:2000. Jelolést kovetéen a membranokat 4x10 percig mostuk 1x PBST
oldatban. A kemilumineszcens reakciohoz ECL kitet (ECL Western Blotting Substrate, Promega)
hasznaltunk. A jeleket ChemiDoc (Biorad) képalkotd berendezés segitségével detektaltuk. Az
eredményeket Image Lab 5.0 Microsoft excel 2013 programmal értékeltiik ki. A blotton mért HA
értékeket Aktin belsé kontrollhoz normalizaltuk (HA/Akt). A western blothoz hasznalt oldatok

Osszetétele az M3. mellékletben talalhato.

6.14. Enzimaktivitas mérés

Az infiltralt levélfoltokbol kozel azonos méretii darabokat vagtunk ki (kb 100 mg), 400 ul
lizis puffert és cirkonium oxid gyongyot tettiink hozza, majd malomban homogenizaltuk. A
lizatumot 4 °C-on 20 percig 13000 rpm-en centrifugaltuk. A mérésekhez 96 zsebes plate-et

hasznaltunk, melynek tiregeibe 40 ul Assay puffert, mely tartalmazza a szubsztratot, és 10 pl
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lizatumot tettliink, majd 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Inkubalast kovetéen 50 ul NaCOz-ot (0,4
M) adtunk hozza, hogy leéllitsuk a reakcidt. Majd Hidex Plate Chameleon segitségével megmértiik
a fluoreszcencidjat. Az aktivitds mérésekhez higitasi sort készitettiink, NAN esetében 1-16000x-
os, GUS esetén 1-3200x-os higitasokkal. Az enzimaktivitds méréshez hasznalt oldatok Osszetétele

az M3. mellékletben talalhato.
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7. EREDMENYEK

7.1. Az eRF1-1 autoregulacios modell vizsgalata transzgénikus novények segitségével

Munkatarsaim korabbi megfigyeléseik alapjan felvetették, hogy a novényi eRF1 szint
autoregulalt, és ez az Onszabalyozas az eRF1-1 mRNS specidlis RT-NMD szerkezetének eRF1
érzékenységén alapszik. A modell alapjan amennyiben: 1) az NMD csokkenti az eRF1-1 mRNS
mennyiségét, 2) az RT részben kimenti az eRF1-1 mMRNS-t az NMD alol, és ha 3) a magasabb
eRF1 fehérje szint gyengébb RT-t eredményez, akkor eRF1 autoregulalt lehet. Modelliink szerint,
ha nd az eRF1 fehérje mennyisége, csokken az RT hatékonysaga, vagyis nagyobb aranyban
kovetkezik be terminacio az RT stop kodonnal. Ezaltal az NMD hatékonyabban tudja tamadni az
MRNS-t, igy az eRF1-1 mRNS és fehérje szint is csokken, ami a teljes eRF1 szint helyreallasat
eredményezi. Amikor csatlakoztam a csoporthoz az eRF1 autoregulacios modell mar ki volt
dolgozva, annak egyes elemeit kutatotarsaim RNS szinten igazoltak, de mivel a modell kritikus
részeit fehérje szinten még nem sikeriilt igazolni, az eredményeket nem kozolték. Programunk
soran szerettiik volna a modell {6 elemeit fehérje szinten is bizonyitani. Mivel az endogén eRF1-
1 fehérjét megfeleld antitest hidnydban nem tudtuk koézvetleniil vizsgalni, HA epitoppal jelolt
eRF1-1 fehérjét stabilan expresszald transzgénikus A. thaliana és N. benthamiana
ndvényvonalakat hoztunk létre. Mivel a transzgén hordozta az endogén eRF1-1 szabalyozé elemeit
feltételeztiik, hogy a transzgén expresszios valtozasai jol leképezik az endogén eRF1-1 fehérje
expessziojanak modosulasait. A transzgénikus novényeken tranziens génexpresszios kisérletek
segitségével vizsgalni tudtuk a HA-eRF1-1 fehérje mennyiségének valtozasait NMD hianyaban,
illetve eRF1-3 fehérje tultermeltetés hatdsara. A tranziens tesztek soran agroinfiltralassal
expresszaltattuk a kiilonb6z6 tesztkonstrukciokat az infiltralt levélfoltokban. Ezen kiviil gPCR-rel
vizsgaltuk a transzgén HA-eRF1-1 és az endogén eRF1 mRNS szintek valtozasait is. A kisérletek

eredményeit dsszevetettiik az autoregulacioés modell predikcidival.

7.1.1. A HA-eRF1-1 transzgénikus vonalak létrehozasa

A transzgénikus névények létrehozasdhoz két vektor konstrukciot hasznaltunk. A HA-
eRF1-1-st-T konstrukcio a 35S promotert, illetve az A. thaliana eRF1-1 kodold és terminator
epitopot. Ebben a riporter konstrukciéban megtalalhaté az eRF1-1 mRNS minden feltételezett RT-
NMD szabélyoz6 eleme, az RT stop, a 3’UTR-ban elhelyezkedé NMD aktivalo intron és az NMD-
t nem aktivalo pozicidban talalhato next stop is (9. dbra). A HA epitop a transzgén expressziojanak
nyomon kovetésére szolgal. A HA-eRF1-1-35sT konstrukcidban a 35S promoter utdn szintén egy

HA epitop és az eRF1-1 mRNS kodolo régioja talalhatod, de az autoregulaciot lehetéve tevd eRF1-
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1 terminator régidjat itt a 35S terminator helyettesiti (9. dbra). Ez a kontroll konstrukci6 az eRF1-
1 fehérje stabil, erds taltermeltetésére hasznalhato. A fent leirt konstrukciokkal A. thaliana és N.
benthamiana transzformans névényeket hoztunk 1étre. A transzformacidhoz A. thaliana esetében
virag-alamerités (floral dip) (Desfeux et al. 2000), N. benthamiana esetében pedig levélkorong
transzformacios modszert alkalmaztunk (Clemente 2006). A PCR pozitiv transzgénikus
novényekben megvizsgaltuk a transzgén fehérje expresszidjat, valamint qPCR-rel mértikk a
érésének hatékonysagat reverz transzkripciot kovetd PCR-reakcioval (RT-PCR) kovettiik
nyomon. A transzgén és endogén At eRF1 mRNS-ek mérésé¢hez hasznalt qPCR primerek és cél
MRNS-eik sematikus rajzat az M2. melléklet 1. abraja tartalmazza.

Rt stop Next sto
start ! o r

HA-eRF1-1-st-T—{JZ7W AteRF1-1 | : AA

sto
start P

HA—eRF1-1-355T—m At eRFF1-1 ;AA

9. abra. A transzgénikus A. thaliana és N. benthamiana vonalak l1étrehozasahoz hasznalt

konstrukciok.

7.1.2. A HA-eRF1-1 transzgénikus Arabidopsis T1 vonalak jellemzése

A HA-eRF1-1-st-T transzformaciobol csak 4 transzgénikus Arabidopsis novényt kaptunk
(T1novények), melyek koziil csak 2 vonal (At2 és At4) expresszalta a transzgén fehérjét (10A
abra). A transzgén mRNS-e mindegyik novényben kimutathato volt (10B abra). Az At2-es és At4-
es novények normal fenotipust mutattak. Ezekben a vonalakban a transzgén mRNS szintje magas
volt (10B abra), a 3’UTR intron splicingja hatékonyan miikddott, a transzgén fehérje konnyen
kimutathato volt (10A abra). Ezekben a vonalakban a teljes eRF1 mRNS szint is érdemben
emelkedett (a vad At WT, nem-transzformalt névényekhez képest) (10C abra). Az eRF1
tultermelés endogén eRF1 mRNS-ek expressziojara gyakorolt hatdsit QPCR kisérletekben
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy az eRF1-1 transzgén fehérje termelése az endogén eRF1-1 mRNS
expresszidjanak csokkenését okozta (10D abra). Ezzel szemben, a transzgén fehérjét termeld At2
¢a At4 novényekben az eRF1-2 és eRF1-3 mRNS szintek nem valtoztak jelentds mértékben (10E,
F abra). Ezek az eredmények Osszhangban vannak az eRF1-1 autoregulacios modellel, mely
szerint az eRF1 fehérje szint emelkedése az erre érzékeny RT-NMD 3’UTR-ral rendelkezé eRF1-
1 mRNS-ek szintjének csokkenéséhez vezet, mig a normal 3’UTR-ral rendelkezé eRF1-2 és eRF1-
3 MRNS-ek expresszidjat az eRF1 fehérje szint érdemben nem befolyasolja.

A transzgén fehérjét nem expresszalo, Atl és At3 ndvények normalis télevélrozsat nem

fejlesztettek, a viragzati szarak pedig bokros novekedéstiek voltak, apro levelekkel. Ezekben a
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ndvényekben az intron kivagddas rossz hatdsfokkal miikodott és a transzgén mRNS szint alacsony
volt (10A,B abra). Meglepetésre, ezekben a vonalakban az endogén eRF1-1, eRF1-2 és eRF1-3
MRNS szint is csokkent (10D-F abra).

Az eRF1 fehérjét kimutathatoan termelé (At2 és At4d) HA-eRF1-1-st-T Ti transzgénikus
Arabidopsis vonalak elemzése tehat RNS szinten megerésitette a korabban tranziens

génexpresszios kisérletek alapjan felvazolt eRF1 autoregulacios modellt.
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10. abra. A HA-eRF1-1-st-T fehérjét termelé T; transzgénikus Arabidopsis névényekben az endogén
eRF1-1 mRNS szint csokken, mig az eRF1-2, eRF1-3 mRNS szintek nem valtoznak jelentésen. (A)
A transzgén fehérjét termel6 ndvényekben hatékony az eRF1-1 mRNS érése. eRF1-1 RT-PCR (felso
panel) és western blot HA, illetve Aktin ellenanyag jeloléssel. A negativ kontroll At WT (wild type)
minta nem transzformalt A. thaliana n6évény levelébdl szarmazik. Az eRF1-1 pre-mRNS a teljes
hosszisagh mRNS-t jeloli. Az érett eRF1-1 mRNS-en az intron kivagédasa megtortént. Az Aktin jeldlés
belsd kontrollként szolgal. (B-F) eRF1 mRNS szintek a vad tipust (At WT) és a transzgénikus (Atl, At2,
At3, At4) mintakban. A gPCR-rel mért mRNS szinteket minden esetben ubiquitin belsé kontroll MRNS
szintekhez normalizaltuk. (B-C) A transzgén fehérjét termelé At2 és At4 ndvényekben magasabb a HA-
eRF1-1-st-T és az 6sszes eRF1-1 mRNS mennyisége. (B) HA-eRF1-1-st-T transzgén mRNS szintek. (C)
A HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén At eRF1-1 mRNS szintek egyiitt mérve. (D) Az endogén At
eRF1-1 mRNS qPCR mérési erdményei. Az endogén eRF1-1 mRNS szintek mindegyik transzgénikus
novényben hasonldé mértékben csokkennek. (E-F) Az endogén eRF1-2 és eRF1-3 mRNS szintje a
transzgén fehérjét termeld ndvényekben nem valtozik jelentdsen. (E) Endogén AteRF1-2 mRNS szintek.
(F) At eRF1-3 mRNS szintek.
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A HA-eRF1-1-35sT transzformaciobol 12 T; Arabidopsis novényt kaptunk, melyek koziil
9 expresszalta a transzgén fehérjét (11A abra). A transzgén fehérjét termeld novények fenotipusa
eltért a vad tipustol. Meglepetésre hasonlo fenotipust mutattak, mint a fehérjét nem termeld HA-
eRF1-1-st-T transzgénikus novények. Normalis télevélrozsat nem fejlesztettek, a viragzati szarak
bokros novekedésiiek voltak, apré levelekkel. (11B abra). Ezekben a ndvényekben az Osszes
eRF1-1 mRNS mennyisége rendkiviili mértékben megemelkedett (12B abra). Az Atlb, AtS, At7,
At10 és az Atl2 novényekben a transzgén ¢és az endogén eRF1-1 mRNS szintje egyiitt véve 50-
100-szorosara nétt, mig a 8-as novényben 300-szorosara emelkedett (12B abra).

Az autoregulacids modell alapjan, a vizsgalt vonalakban nagyon alacsony endogén eRF1-
1 mMRNS szintet varnank. Azonban az endogén eRF1-1 szintek nem csokkentek (12C abra),
valamint — nem vart moédon — az endogén eRF1-2 és eRF1-3 mMRNS szintekben csokkenést
mértiink (12D, E é&bra). A ndvények rendellenes fenotipusa arra enged kovetkeztetni, hogy az
extrém magas eRF1 fehérjeszint és ennek lehetséges kovetkezményei karosak a ndvényre, ezért

tovabbi kisérleteket ezekkel a vonalakkal nem végeztiink.

A At HA-eRF1-1 35sT
+KAtWT1b 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
HA-eRF1 | === -— ey o —

At WT At HA-eRF1-1-35sT

11. abra. HA-eRF1-1-35sT T transzgénikus Arabidopsis novények. (A) HA-eRF-1 fehérje expresszid
a T1 novényekben. Western blot HA ellenanyag jeloléssel. A negativ kontroll At WT (wild type) minta
nem transzformalt A. thaliana novény levelébdl, a pozitiv kontroll +K minta HA-eRF1-1-35sT
konstrukcidval infiltralt N. benthamiana levélbol szarmazik. (B) A transzgén fehérjét termelé névények
(At HA-eRF1-1-35sT) fenotipusa eltért a vad tipustt (At WT) novényekétol.
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12. abra. A HA-eRF1-1-35sT T, transzgénikus Arabidopsis névényekben az eRF1-1 autoregulacio
nem miikodik. (A-E) eRF1 qPCR mérési eredmények a vad tipust (At WT) és a transzgénikus (Atlb,
At5, At7, At8, Atl0, Atl2) A. thaliana mintakban. (A) HA-eRF1-1-35sT transzgén mRNS expresszio.
(B) Az 6sszes eRF1-1 mRNS expresszi6 nagymértékben nétt a HA-eRF1-1-35sT novényekben. A HA-
eRF1-1-35sT transzgén és az endogén At eRF1-1 mRNS szintek egyiitt mérve. (C) Az endogén eRF1-1
mRNS szintek nem csokkentek a transzgénikus névényekben. (D-E) Az endogén eRF1-2 és eRF1-3

mRNS szintek csokkentek To transzgénikus novényekben.

7.1.3. Az eRF1 fehérjét taltermelé N. benthamiana vonalakban az endogén eRF1-1 mMRNS
szint csokken

A HA-eRF1-1-st-T transzformans N. benthamiana névények To generacidjabol 13 ndvényt
teszteltiink, ebbdl 10 bizonyult PCR pozitivnak a transzgénre. Ezek koziil 9 expresszalta a
transzgén fehérjét is (13A abra). Ezek koziil az Nb4-es, és az Nb7-es novényt vizsgaltuk
részletesebben. A HA-eRF1-1-35sT transzformaciobol csak 2 N. benthamiana novényt sikertilt

regeneralni, ezek mindegyike hordozta a transzgént, fehérje expressziot azonban csak egy
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novényben (Nb12-es vonal) tudtunk kimutatni (13A abra). Ebben a novényben a HA-eRF1-1-st-
T vonalakhoz képest kiemelked6en magas transzgén fehérje és mRNS szintet mértiink (13B, C
abra). Ez arra utal, hogy a 35S 3°’UTR-t tartalmaz6 transzgén mRNS-ek nem érzékenyek az eRF1
szintre, igy hatékonyabban expresszdlodhatnak. Ezzel szemben, a HA-eRF1-1-st-T transzgén
MRNS-ek az eRF1 autoregulacioért feltehetéen felelés RT-NMD 3’UTR szerkezettel
rendelkeznek, igy maguk is negativ 6nszabalyozas alatt allnak. Azaz, a magasabb transzgén eRF1
fehérje szint csokkenti a transzgén mRNS szintjét is, igy a transzgén mRNS szint nem lehet nagyon
magas.

Bér a transzgén fehérje szintek nem egyformak, a HA-eRF1-1 fehérje mindharom vizsgalt
vonalban (Nb4, Nb7 és Nbl2) konnyen detektalhaté volt (13A,B abra). Varakozasainknak
megfeleléen az endogén eRF1-2 mRNS szintek a vad tipushoz képest egyik vonalban sem
csokkentek (13E é4bra), mig az endogén eRF1-1 mRNS szint mindhdrom ndévényben csokkent,
leginkabb a HA-eRF1-1 fehérjét legnagyobb mennyiségben termeld HA-eRF1-1-35sT (Nb12)
transzgénikus egyedben (13D abra). Az, hogy a magasabb transzgénikus eRF1 szint jobban

csokkenti az endogén eRF1-1 mRNS szintet 6sszhangban van az eRF1 autoregulacios modellel.
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13. abra. N. benthamiana eRF1-1 tiltermel6é To novényekben az endogén eRF1-1 mRNS szint
csokken. (A) A transzgénikus novényekrdl késziilt western blot HA ellenanyag jeldléssel. A negativ
kontroll a WT (wild type) minta nem transzformalt N. benthamiana névény levelébdl, a pozitiv kontroll
+K pedig a HA-eRF1-1-st-T konstrukcioval infiltralt levélfoltbol szarmazik. (B) A HA-eRF1-1-35sT
(Nb12) novényben magas a transzgén fehérje szintje. HA-eRF1-1 transzgén fehérjeszintek a HA-eRF1-1-
st-T (Nb4, Nb7) és HA-eRF1-1-35sT (Nb12) novényekben. Western blot HA és Aktin ellenanyag
jeloléssel (bal panel). A western blotton mért HA-eRF1 értékeket az Aktin belsé kontrollhoz
normalizaltuk (HA/Akt, jobb diagram). (C-E) eRF1 qPCR mérések a vad tipusi (Nb WT) és a
transzgénikus (Nb4, Nb7, Nb12) mintdkban. (C) A HA-eRF1-1-35sT (Nb12) ndvényben a legmagasabb a
transzgén eRF1-1 mRNS mennyisége. (D) Az endogén eRF1-1 mRNS szintek mindharom transzgénikus
novényben csokkentek. (E) Az endogén eRF1-2 mRNS szintek nem valtoztak jelentés mértékben a

transzgénikus novényekben.

Az egyetlen HA-eRF1-1-35sT To transzgénikus névény (Nb12) sterilnek bizonyult, igy ezt
a ndvényvonalat a tovabbiakban nem tudtuk vizsgalni. A HA-eRF1-1-st-T To transzgénikus
dohany vonalak viszont fertilisek voltak, igy ezek utodndvényeiben kisérletesen részletesen is
vizsgalhattuk a modell predikcidit. Az autoregulacios modell egyes elemeit a T1 HA-eRF1-1-st-T

transzgénikus novényekben agroinfiltracids kisérletek soran elemeztiik.
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7.1.4. A HA-eRF1-1-st-T T: transzgénikus N. benthamiana névényekben az eRF1-1 mRNS
szint alacsony, az RT gyakorisag lecsokken

Az eRF1 autoregulacids modell fehérje szintli vizsgalatdhoz a Nb4-es és Nb7-es szamu To
vonalak 6nporzasabol szarmazo azon T1 egyedeket hasznaltuk, amelyek expresszaltak a transzgént
(14A abra). Az Nb4-es vonalban megvizsgaltuk az endogén eRF1 mRNS expressziot. A Ti
generacioban (a To-hoz hasonloan) az endogén eRF1-1 mRNS szintek csokkentek, mig az eRF1-
2 mRNS szintek nem valtoztak (14B,C).
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14. dbra. N. benthamiana HA-eRF1-1-st-T T névényekben csokken az endogén eRF1-1 mRNS szint,
mig eRF1-2 mRNS szint nem valtozik. (A) A HA-eRF1-1-st-T T1 (Nb4, Nb7) névények termelik a
transzgén fehérjét. Western blot HA ellenanyag jeloléssel. A negativ kontroll a WT (wild type) minta nem
transzformalt N. benthamiana névény levelébdl, a pozitiv kontroll +K pedig a HA-eRF1-1-st-T
konstrukcidval infiltralt levélfoltbol szarmazik. (B-C) eRF1 gPCR mérések vad tipustt (Nb WT) és
transzgénikus (Nb4) T1 névényvonalban. A qPCR kisérlethez 6-6 mintat hasznaltunk (n=6) (n — minta
elemszam). A csoportok kozti szignifikancia értékek (p-érték) kiszamitasahoz minden esetben Student-
féle T-probat alkalmaztunk. (B) Az endogén eRF1-1 mRNS szint csékken Nb4 transzgénikus
novényekben. (C) Az endogén eRF1-2 mRNS szint nem valtozik Nb4 transzgénikus névényekben.

Az endogén eRF1-1 mRNS szint csokkenése azt valdszinisitette, hogy a T1 egyedekben
magasabb az 0sszes eRF1 fehérje szint, mint a vad tipusu novényekben. Sajnos ezt kdzvetleniil
nem tudtuk mérni, mivel névényi eRF1 antitest nincs forgalomban. Ezért azt, hogy a Ti
novényekben az Osszes eRF1 szint magasabb, mint a vad tipusi novényekben kozvetve,
readthrough-teszt kisérletekkel kivantuk igazolni.

Ehhez egy olyan riporter konstrukciot hasznaltunk, amelybe a NAN (Kirby and Kavanagh
2002) és GUS (B-glucuronidase) gének kodold régidja kozé a Dohany Mozaik Virus (Tobacco

Mosaic Virus, TMV) RT stop kodonjat, illetve az azt megel6z6 és az azt kovetd 6-6 nukleotidot
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épitettiik be (N-TMV-G) (Lao et al. 2009) (15A abra). A NAN és GUS aktivitas aranya jelzi az
RT gyakorisagat. Ha hatékony az RT a NAN utan, a GUS kodol6 régid is transzlalodik, azaz a
GUS/NAN arany magas lesz. Csokkent RT hatékonysag esetén az RT stopnal a terminécid
gyakoribb lesz, ezaltal a GUS kodold régidja nem tud transzlaldédni, igy a GUS/NAN arany
csokkeni fog. Munkatdrsaim kordbban igazoltak, hogy ndvényekben az eRF1 koncentracié az RT
hatékonysag f6 meghatarozoja, magasabb eRF1 szint csokkent RT gyakorisagot eredményez.

Ha a HA-eRF1-1-st-T T1 N. benthamiana névényekben az eRF1 szint valéban magas, azt
varjuk, hogy ezekben a novényekben az RT gyakorisaga alacsony lesz. Ezt igazolando, vad és HA-
eRF1-1-st-T T1 ndvények leveleiben agroinfiltralassal expresszaltattuk az N-TMV-G RT teszt
konstrukciot, majd az infiltralt foltokban megmértiik a két enzim aktivitasat és annak aranyabol
kovetkeztettiink az RT hatékonysagara. Az agroinfiltrdlashoz hasznalt konstrukciokat minden
esetben P14 (Mérai et al. 2005) silencing szupresszorral egyiitt infiltraltuk (a P14 szerepét lasd az
Anyag ¢és modszer 6.6. fejezetben). Kimutattuk, hogy a HA-eRF1-1-st-T transzgénikus
novényekben az RT hatékonysaga jelentdsen csokkent a vad tipushoz képest (15B abra, N-TMV-
G oszlopok). Ez az eredmény alatimasztja, hogy az 6sszes eRF1 fehérje szint a transzgénikus
vonalban magasabb. Ha a transzgénikus vonalakban az NbeRF1-3 (Nyik6 et al. 2017)
infiltralasaval tovabb noveltiik az eRF1 fehérje mennyiségét, az RT hatékonysdga még tovabb
csokkent (15B abra, +eRF1-3 oszlopok).

Az eRF1 autoregulaciés modell egyik alapfeltevése, hogy az eRF1 szint emelkedése
csokkenti az RT-t (vagyis hatékonyabba teszi a terminaciot az RT kontextusban 1évd stop
kodonoknal). Ez a kisérlet igazolja, hogy a modell ezen feltételezése igaz, az eRF1 koncentracioja
még az egyeébként magasabb eRF1 szinttel rendelkezd transzgénikus vonalban is limitalja a

terminaci6 hatékonysagat az RT kontextusban 1év6 stop kodonoknal.
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15. dbra. Az eRF1 fehérje tultermelése csokkenti a transzlacios readthrough gyakorisagat. (A) A
kisérlethez hasznalt konstrukciok rajza és az infiltralas menete. A levél bal oldalaba P14-et és N-TMV-G
riporter konstrukciot infiltraltuk. Ugyanazon levél jobb oldaldba a P14 és N-TMV-G riporteren feliil
eRF1-3-mat adtunk, az eRF1 fehérje mennyiség tovabbi novelése céljabol (n=3). (B) GUS/NAN enzim
aktivitasanak aranyai. Az RT hatékonysag joval alacsonyabb volt az eRF1-1 fehérjét tultermeld
transzgénikus Nb4 és Nb7 vonalakban, mint a vad tipusban (Nb WT) (N-TMV-G oszlopok). Az eRF1-3
hozzaadasaval az RT hatékonysag csokkent a vad tipusu és a transzgénikus (Nb4 és Nb7) vonalakban is
(+eRF1-3 oszlopok). A csoportok kozti szignifikancia értékek (p-érték) kiszamitasahoz Student-féle T-

probat alkalmaztunk.

7.1.5. Az NMD gatolja a HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén eRF1-1 mRNS
expressziojat

Az eRF1 autoregulacidos modell egyik alapfeltevése, hogy a 3’UTR intron miatt az eRF1-
1 mRNS degradacioja az NMD utvonalon megy végbe. Ha ez igaz, az NMD gatlasaval az eRF1-
1 transzkriptek szintje, illetve a roluk képz6dd eRF1-1 fehérjék mennyisége is megemelkedik.
Ennek tesztelésére a UPF1 f6 NMD faktor dominans negativ (UIDN) (Kertész et al. 2006)
valtozatat infiltraltuk a HA-eRF1-1-st-T transzgénikus dohany novényekbe. Az UIDN fehérje
képes beépiilni az NMD komplexbe, azonban inaktiv marad, igy ha tranziensen nagy
mennyiségben tultermeltetjiik, az infiltralt foltban hatékonyan gatolja az NMD miuikodését, ezaltal
infiltraltunk. Ezek koziil az egyikbe az U1DN, illetve a P14 fehérjéket egyiitt infiltraltuk, mig
kontrollként a masik foltban csak a P14 fehérjét termeltettiik tal (16A abra). Az UIDN infiltralas
hatasara megemelkedett a transzgén HA-eRF1-1-st-T mRNS ¢és fehérje mennyisége, valamint az
endogén eRF1-1 mRNS szintje is (16B-D abra). Az eRF1-2 mRNS szintek nem valtoztak (16E
abra). Ezek az eredmények azt valdszintsitik, hogy az NMD gatolja mind az endogén, mind a

transzgén eRF1-1 mRNS expresszidjat, azonban az RT-NMD 3’UTR-ral nem rendelkezé eRF1-2
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MRNS mennyiségét nem befolyasolja. Az eredmények azt is mutatjak, hogy a HA-RF1-1 fehérje
szint a transzgén mRNS szintnek megfelelden alakult: NMD gatlas hatasara jelentésen emelkedett

(16B,C abra). Valoszinii tehat, hogy vad tipust névényben, ha az NMD gyengiil, az eRF1-1 fehérje

szint no.
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16. abra. Az NMD gatolja a HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén eRF1-1 mRNS expressziojat.
(A) A kisérlethez hasznalt konstrukciok rajza és az infiltralas menete. A levél bal oldalaba csak P14-et
infiltraltunk, ez szolgalt kontrollként. Ugyanazon levél jobb oldalaba a P14-et az U1DN-al egyiitt
infiltraltuk, amivel az NMD gatlasat idéztiik el6 (n=4). (B) A transzgén fehérje mennyisége
megemelkedett az U1DN infiltralt levélfoltban. Western blot az infiltralt levélfoltokbol HA és Aktin
ellenanyag jel6léssel (jobb panel). A HA-eRF1-1-st-T fehérje mennyisége a western blot alapjan (bal
diagram). A western blotton mért HA-eRF1 értékeket az Aktin belsé kontrollhoz normalizaltuk
(HAJ/AKt). (C-E) qPCR mérések az infiltralt levélfoltokbol. A p-érték a csoportok kozti szignifikancia
értéket jeloli (C) A HA-eRF1-1-st-T transzgén mRNS szintje megemelkedett az U1DN infiltralt
levélfoltban. (D) Az endogén Nb eRF1-1 mRNS szint megemelkedett az U1DN infiltralas hatasara . (E)
Az endogén Nb eRF1-2 mRNS szint nem valtozott az UIDN infiltralt mintakban.

7.1.6. AZ eRF1 fehérje tultermeltetése csokkenti a HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén
eRF1-1 expresszigjat

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy az eRF1 fehérje szint tovabbi novelése
milyen hatassal van a HA-eRF1-1-st-T transzgén mRNS ¢és fehérje mennyiségére, illetve az
endogén eRF1-1 mRNS szintjére. A modell alapjan a megemelkedett eRF1 fehérje mennyiség
hatékonyabb terminécidt eredményez az RT stopnal, igy az eRF1-1 transzkript még inkabb NMD
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szenzitivvé valik, valamint ndveli az NMD intenzitasat, ezaltal csokken eRF1-1 mMRNS
mennyisége.

Hogy tovabb ndveljiilk az eRF1 fehérje mennyiségét, a T: transzgénikus ndévények
leveleinek egyes foltjaiban agroinfiltralassal tiltermeltettiik az NbeRF1-3 és a P14 fehérjéket.
Kontrollként ugyanazon levelek mas foltjaiban csak a P14 fehérjét termeltettiik (17A abra). Az
NbeRF1-3-mal infiltralt foltokban csékkent a transzgén HA-eRF1-1-st-T mRNS (17C abra) és
fehérje mennyisége (17B abra), valamint az endogén eRF1-1 mRNS szintje (17D abra) a csak P14-
gyel infiltralt foltokban mérthez képest. Az infiltralt foltokban az eRF1-2 mRNS szintje nem
valtozott jelentésen (17E abra). Mivel a transzgén mRNS és az endogén eRF1-1 mRNS szintje
hasonloan valtozott kijelenthetjiik, hogy a transzgén jol ,leképezi” az endogén eRF1-1-et. Az
eRF1 fehérje tultermelése az infiltralt foltokban a HA-eRF1-1-st-T fehérje szint csokkenését
eredményezte, igy valdszinli, hogy az endogén eRF1-1 fehérje szint a transzgén fehérje szinttel
parhuzamosan csokkent.

Azaz az eRF1 autoregulacios modell legfontosabb predikciojat, azt, hogy az 6ssz eRF1

szint ndvekedése az eRF1-1 szint csokkenéséhez vezet, fehérje szinten is sikeriilt igazolni.
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17. abra. Az eRF1 fehérje tultermeltetése csokkenti a HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén
eRF1-1 expresszidjat. (A) A kisérlethez hasznalt konstrukciok rajza €s az infiltralas menete. A levél bal
oldalaba, csak P14-et infiltraltunk, ez szolgalt kontrollként. Ugyanazon levél jobb oldalaba a P14-et az
eRF1-3-mal egyiitt infiltraltuk, amivel az eRF1 fehérje tultermelését idéztiik el6 (n=7). (B) A HA-eRF1-
1-st-T transzgén fehérje mennyisége csokkent az eRF1-3 infiltralas hatasara. Western blot az infiltralt
levélfoltokbol HA és Aktin ellenanyag jel6léssel (jobb panel). A HA-eRF1-1-st-T fehérje mennyisége a
western blot alapjan (bal diagram) A mért HA-eRF1 értékeket az Aktin bels6 kontrollhoz normalizaltuk
(HA/Akt). (C-E) gPCR mérések az infiltralt levélfoltokbol. A p-érték a csoportok kozti szignifikancia
értéket jeloli (C) A HA-eRF1-1-st-T transzgén mRNS szint csokkent az eRF13 taltermeltetés hatasara.
(D) Az endogén Nb eRF1-1 mRNS szint csokkent az eRF1-3 infiltralt mintakban. (E) Az endogén Nb
eRF1-2 mRNS szint nem valtozott jelentdsen az eRF1-3 infiltralt levélfoltban.

7.1.7. Az eRF1 tultermelés az NMD utvonalon keresztiil gatolja a HA-eRF1-1-st-T transzgén
és az endogén eRF1-1 expresszidjat

Az autoregulacios modell alapjan, a megemelkedett eRF1 fehérje szint azaltal csokkenti
eRF1-1 mRNS expresszidjat, hogy az eRF1-1 mRNS az RT-NMD 3’UTR szerkezetének
koszonhetden NMD érzékennyé valik. Ha ez igaz, NMD hidnyédban az eRF1 fehérje tultermelése
nem vezet az eRF1-1 mRNS szint csokkenéséhez.

Hipotézisiinket ellenérizend6 a Ti transzgénikus N. benthamiana ndvényeken
megvizsgaltuk, hogyan hat a HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén eRF1-1 expresszidjara, ha
eRF1 fehérje taltermeltetésével parhuzamosan gatoljuk az NMD miikodését. Ehhez az UIDN ¢és
az eRF1-3 konstrukciokat egyiitt infiltraltuk P14-gyel, mig a kontroll foltban csak P14-et

expresszaltattunk (18A abra). Az UIDN és eRF1-3 ko-infiltraci6é hatasara a HA-eRF1-1-st-T és
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az endogén eRF1-1 mRNS szintek is megemelkedtek (18C, D abra). Az eRF1 fehérje tobblet nem
NMD rendszert inaktivaltuk. Ennek megfeleléen a transzgén fehérje mennyisége is hasonlo
mértékben megemelkedett (18B abra). Az infiltralt foltokban az eRF1-2 mRNS szintje nem
valtozott jelentdsen (18E abra).

Tehat az autoregulacidos modell predikcidjanak megfeleléen, az eRF1 tultermelés az NMD
utvonalon keresztlil gatolja a HA-eRF1-1-st-T transzgén ¢és az endogén eRF1-1 mRNS

expressziojat, ezaltal szabalyozva az eRF1 fehérje mennyiségét.
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18. abra. Az eRF1 tultermelés az NMD ttvonalon keresztiil gatolja a HA-eRF1-1-st-T transzgén és
az endogén eRF1-1 expresszidjat. (A) A kisérlethez hasznalt konstrukcidk rajza és az infiltralas menete.
A levél bal oldalaba, csak P14-et infiltraltunk, ez szolgalt kontrollként. Ugyanazon levél jobb oldalaba a
P14-et eRF1-3-mal és U1DN-el egyiitt infiltraltuk, amivel az eRF1 fehérje taltermelését és az NMD
gatlasat egyiittesen idéztiik el (n=3). (B) A HA-eRF1-1-st-T transzgén fehérje mennyisége megnétt az
UI1DN és eRF1-3 ko-infiltraci6 hatasara. Western blot az infiltralt levélfoltokbol HA és Aktin ellenanyag
jeloléssel (jobb panel). A HA-eRF1-1-st-T fehérje mennyisége a western blot alapjan (bal diagram) A
mért HA-eRF1 értékeket az Aktin belsé kontrollhoz normalizaltuk (HA/Akt). (C-E) gPCR mérések az
infiltralt levélfoltokbol. A p-érték a csoportok kozti szignifikancia értéket jeloli. (C) Az UIDN és eRF1-3
ko-infiltracio hatasara a HA-eRF1-1-st-T mRNS szintje megemelkedett. (D) Az endogén Nb eRF1-1
MRNS szint megemelkedett az eRF1-3+U1DN infiltralt mintakban. (E) Az Nb eRF1-2 mRNS szint nem
valtozott jelentdsen az eRF1-3+U1DN infiltralt foltokban.
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7.1.8. Az eRF1 expresszio a T és Tz generaciokban

Az N. benthamiana HA-eRF1-1-st-T T, generacioban az autoregulaciés modellnek
megfelelden alakultak az eRF1 szintek.
A T» generacioban a Ti1-hez képest felére csokkent a transzgén fehérje mennyisége (19A

abra). A T2 (4/6-0s) novényvonalban a vad tipusi dohanyhoz képest alacsony volt az RT
hatékonysag (19B éabra). Ezzel 6sszhangban az endogén eRF1-1 mRNS mennyisége a vad tipust
novényhez képest a felére esett vissza (19C 4bra). Azaz még mindig elegendéen magas volt a
tobblet eRF1 fehérje szint (transzgén fehérje mennyisége) ahhoz, hogy csokkentse az RT
hatékonysagat és az eRF1 autoregulacidos mechanizmuson keresztiil a felére csokkentse endogén
eRF1-1 mRNS szintjét a vad tipust névényben mért eRF1-1 mRNS szinthez képest. Az eRF1-2
MRNS szint nem valtozott jelentésen a T transzgénikus névényekben (19D abra). Azaz a HA-

eRF1-1-st-T transzgénikus dohdnyok tulajdonsagai a T1 és T generaciokban hasonloak voltak.
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19. abra. Ha-eRF1-1-st-T expresszio N. benthamiana T, generaciéban. (A) T, generacioban a felére
csokkent a transzgén fehérje expresszioja. HA-eRF1-1-st-T fehérjeszintek a transzgénikus Nb4
novényvonalban, To, T1 és T, generacioban. Western blot HA és Aktin jel6léssel (jobb panel). A HA-
eRF1-1-st-T fehérje mennyisége a western blot alapjan (bal diagram). A mért HA-eRF1 értékeket az
Aktin bels6 kontrollhoz normalizaltuk (HA/Akt). (B) Az RT hatékonysag csokkent az eRF1-1 tultermeld
Nb4/6 vonalban. GUS/NAN enzim aktivitasanak aranyai (n=6). (C-D) eRF1 qPCR mérési eredmények a
vad tipusti (Nb WT) és a transzgénikus névényekben (Nb4, Nb4/6) (n=4). A p-érték a csoportok kozti
szignifikancia értéket jeloli. (C) Az endogén Nb eRF1-1 mRNS szint csokkent a transzgénikus

novényekben. (D) Az eRF1-2 mRNS szint nem valtozott jelentésen a transzgénikus ndvényekben.
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A. thaliana esetében csak a 2/2-es szamu T3 homozigoéta vonalban vizsgaltuk az eRF1-1
mRNS szintek valtozasait. A qPCR mérések alapjan nem csokkent az endogén eRF1-1 mRNS
szintje, ahogy azt a modell alapjan varnank (20A 4bra). Erdekes viszont, hogy joval magasabb
transzgén mRNS ¢és fehérje szinteket mértiink T3 generacidban, mint T1 generacioban (20D, E). A
transzgén expresszidjanak ilyen mértéki megemelkedését N. benthamiana T. transzgénikus
novények esetében nem tapasztaltunk (19A abra).

Osszegezve, mig a HA-eRF1-1-st-T Ti Arabidopsis vonalak elemzése soran kapott
eredmények egybecsengtek az eRF1 autoregulacidos modell predikcidival, a Ts vonalakban mért
expressziok nem tamasztjak ald az eRF1 autoreguldcios modellt. Az eltérések lehetséges okai a

kovetkeztetések fejezetben keriilnek megvitatasra.
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20. abra. Ha-eRF1-1-st-T expresszié A. thaliana T3 generacioban. (A-D) eRF1 expresszio qPCR
mérési eredményei a vad tipust (At WT) és a transzgénikus novényekben (At2/2). (n=8). A p-érték a
csoportok kozti szignifikancia értéket jeloli. (A) Az endogén eRF1-1 mRNS szint nem csokkent a
transzgénikus novényekben. (B) Az eRF1-2 mRNS szint nem valtozott jelent6sen. (C) Az eRF1-3 mRNS
szint nem valtozott jelentdsen At2/2 ndvényvonalban. (D) HA-eRF1-1-st-T transzgén és az endogén At
eRF1-1 mRNS szintek egyiitt mérve a vad tipusu (At WT) és a transzgénikus T1 (At2) és T, (At2/2)
generaciokban. A teljes eRF1-1 mRNS expresszio extrém modon megemelkedett az At2/2
novényvonalban. (E) A HA-eRF1-1-st-T fehérjeszint az A. thaliana T és T3 generacioban. Western blot
HA és Aktin jel6léssel (jobb panel). A HA-eRF1-1-st-T fehérje mennyisége a western blot alapjan (bal
diagram). A mért HA-eRF1 értékeket az Aktin belsé kontrollhoz normalizaltuk (HA/Akt). T

generacioban tobbszordsére nétt a transzgén fehérje expresszioja.
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7.2. NGD cisz-elemek azonositasa

Az NGD transz faktorai eukariotakban konzervaltak, azonban cisz-elemei a kiillonb6z6
organizmusokban eltérdek lehetnek. Az eddigi eredmények alapjan novényekben a leirt NGD cisz-
elemek koziil csak a hosszabb adenin szekvenciak (A-szekvenciak) okoznak hatékony riboszoma
elakadast és NGD altali degradaciot (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A).

A kovetkezdéekben megvizsgéltuk, hogy ndvényben milyen szerepe van a transzlaciot akadalyozo

crer

crer

crer

36 darab egymas utani adenin (36A) szekvencia NGD altali degradaciohoz vezet (Szadeczky-
Kardoss et al. 2018A). Elesztében a riboszoma elakadast kivalto szekvencidk kodold région beliili
pozicidja befolyasolja az mRNS NGD érzékenységét. Az elakadast kivaltd szekvencianak
legalabb 105 nt tavolsagra kell elhelyezkednie a transzlacids starttdl ahhoz, hogy az NGD
hatékonyan lebontsa a transzkriptet. Elesztében az NGD rendszer aktivalasdhoz a riboszomak
Osszeiitkozése ¢€s feltorlddasa sziikséges, igy minél tavolabb taldlhatdo az elakadast okozd
szekvencia, annal valoszinlibb, hogy a riboszomak feltorlodjanak, igy hatékonyabb az mRNS
vagasa €s degradacioja (Simms et al. 2017).

Annak igazoldsdhoz, hogy a novényi NGD aktivalasaban is fontos az elakadast kivaltd
szekvencia pozicidja, olyan tesztkonstrukciokat hoztunk 1étre, melyekben a 36A szekvenciat a
transzlacios starthelytdl eltér tavolsagra épitettik be (21A abra). Agroinfiltracion alapuld
tranziens génexpresszios kisérletekben vizsgaltuk, hogy a Pelota-HBS1 komplex kikapcsolasa
milyen hatassal van a tesztkonstrukciok mRNS stabilitasara. A gatlashoz a Pelota2 (Pel2)
(Szadeczky-Kardoss et al. 2018A) dominans-negativ hatast fehérjét termeltettiik tal az infiltralt
foltokban. A Pel2 megkdti a rendelkezésre alld funkcioképes HBS1 fehérjéket és azokkal inaktiv
komplexet képez. Pel2 jelenlétében az NGD rendszer aktivalodhat, az endonukleotikus vagas
bekdvetkezik, azonban nem lesz elegendd funkcionalis Pelota-HBS1 fehérje komplex, amely az
elakadt riboszomakat leszerelné az 5° vagastermék 3’ végérol, igy az mRNS 5’ vagastermékét az
exoszoma nem képes lebontani. A tesztkonstrukcidk stabilitasdt northern hibridizacidval
vizsgaltuk. A stabilizalédott vagastermék az elakadast kivaltdo szekvenciatol 5 iranyban

elhelyezkedo régiora tervezett probaval mutathato ki.
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A tesztkonstrukcidk létrehozdsdhoz a mar rendelkezésre all6 P-36A-G (Szadeczky-
Kardoss et al. 2018A) riporter konstrukciot alakitottuk at, melyben a 36A szekvencia a PHA
(Phytohemagglutinin) és GFP (Green fluorescent protein) riporter gének kozé lett klonozva. A
PHA gén helyére (a 36A elé) a PHA gén kodold régidjanak 27, 50, 100, 150, 200 és 280 nt
hosszlisagu darabjait épitettiik be ugy, hogy azok a GFP—vel azonos leolvasasi keretben legyenek.
A konstrukciok 5’UTR régiojaba egy Arabidopsis mRNS 5’UTR-janak 357 nt hossz( darabjat
(stuffer) klonoztuk. A northern blot kisérletek soran ez az ugynevezett Stuffer szekvencia szolgalt
hibridizacids probaként az 5° vagéastermék kimutatdsdhoz (21A abra).

Vad tipusa N. benthamiana névény leveleinek egyik oldalaba infiltraltuk a riporter
konstrukciokat dGnmagukban (kontroll), a levél masik oldalara pedig Pel2-vel (ezen feliill minden
esetben, egyforma aranyban adtunk P14 silencing szupresszort az infiltralt konstrukciok mellé)
(21A abra). A kontroll infiltralt levélfoltokban az NGD hatékonyan miikodott, a vagastermékek
nem tudtak felhalmozodni (21B abra). A Pel2 thltermeltetés hatdsara is csak azoknal a
konstrukcioknal tapasztaltunk 5° vagastermék felhalmozodast, ahol a riboszoma elakadast kivaltd
36A szekvencia legalabb 100 nt tavolsagra volt a transzlacids starttol (21B abra). A teljes
hosszusagu, vagatlan mMRNS-hez viszonyitva az S-P280-36A-G konstrukcio esetén tapasztaltuk a
legerdsebb vagastermék felhalmozodast. Ez az érték fokozatosan csokkent, ahogy a 36A
szekvencia egyre kozelebb helyezkedett el a transzlacios starthoz (21C abra). Tehat a starttol valod
tavolsag csokkenésével a vagas hatékonysaga is csokkent. Az S-P50-36A-G és S-P27-36A-G
konstrukciok esetében mar nem talaltunk vagastermék felhalmozodast (21B,C é4bra).

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az élesztéhdz hasonléan a novényi NGD
aktivalasaban is meghatarozo6 az elakadast kivaltd szekvencia transzlacids starttol valod tavolsaga.
Minél tavolabb van a kritikus szekvencia a starttol, annal hatékonyabb az NGD. Ez az eredmény
azt valosziniisiti, hogy az NGD aktivalasat novényekben is a riboszomak feltorlodasa,

Osszelitkdzése valtja ki.
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21. abra. Novényekben a 36A szekvencia pozicio-fiiggé NGD cisz-elem. (A) A kisérletekhez hasznalt
konstrukciok rajza és az infiltralas menete. Az egyes tesztkonstrukciok infiltralasa vad tipust névénybe
6nmagukban, illetve Pel2-vel. (B) Northern blot Stuffer és P14 probaval hibridizalva. Az S-P(280-27)-
36A-G a vizsgalt konstrukciok teljes hosszusagi mRNS-eit jeldli, mig 5’vt az 5° vagastermékek
jelolésére szolgal. Pel2 hozzaadasaval az S-P280-36A-G, S-P200-36A-G, S-P150-36A-G, S-P100-36A-G
konstrukciok 5° vagastermékei stabilizalodnak. (C) Az 5’ vagastermékek felhalmozodasanak mértkéke.
Az 5’ vagastermékek és a teljes hosszusagi, vagatlan mRNS-ek mennyiségének aranya a northern blot
alapjan. A 36A szekvencia transzlacios starttol valo tavolsaganak csokkenésével a vagastermékek
felhalmozodasa is csokken. Az S-P50-36A-G és S-P27-36A-G konstrukciok esetén nem tapasztalhatod

vagastermék stabilizalodas.

7.2.2. A minimum uORF nem NGD cisz-elem

Szamos mRNS 5’UTR régidjaban talalhato egy vagy tobb uORF. To6bb olyan uORF-et is
azonositottak, melyek transzlacidjuk esetén a riboszomat elakaszthatjak, igy a f6 ORF
transzlaciéja nem tud megvalosulni. Altalanossagban az elakadt riboszomakat tartalmazé RNS-
eket a mindségbiztositasi rendszerek felismerik és hatékonyan bontjdk. Eddig azonban kevés
ismeretlink van arrdl, hogy ezek a riboszoma elakadast kivaltd, konzervalt peptidszekvenciat
kédoldé CPUORF-et tartalmazd mRNS-ek milyen utvonalon bomlanak le.

Ennek tisztazasahoz négy olyan névényi gént valasztottunk ki, melyek mRNS-én in vitro
transzlacios kisérletek alapjan riboszoma elakadast okozé CPuORF szekvencia talalhato:

AT1G70780 (At780), AT4G36990 (Hsfb1), At5G53590 (Saur30) és AT3G01470 (AtHbl). Az
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At780 CPuOREF esetében a riboszéma elakadas a stop kodonnal, a tobbi CPuORF esetében pedig
még a stop kodon elétt kovetkezik be (Hayashi et al. 2015, Ribone et al. 2017). Vizsgalatainkba
bevontuk a bor felvétért felelds egyik gént, az AT4G10380 (Nip5) gént is, melynek az mRNS-én
két, minimum uORF talalhatd. A MiNUORF mindéssze egy AUG start és egy stop kodont
tartalmaz. Kordbbi kutatasok kimutattdk, hogy a bor mennyiség fiiggvényében a riboszoémak
elakadnak a Nip5 minuORF-eken, ami az RNS vagasahoz vezet. Igazoltak, hogy a minuORF
indukalta 3’ vagastermékeket az XRN4 bontja (Tanaka et al. 2016). (A vizsgalatba bevont gének
rovid leirdsa megtalalhat6 az Irodalmi attekintés 5.8. fejezetében).

Feltételezésiink az volt, hogy az mRNS-ek lebontasa részben az NMD utvonalon keresztiil
nem tud végbemenni a kanonikus terminaci6. Masik lehetdségként felmeriilt, hogy a transzlacid
kozben az uORF-en elakadod riboszomak leszerelését és az mRNS lebontasat az NGD

transzlacidhoz kapcsolt mRNS mindségbiztositasi rendszer végezné.

7.2.2.1. A vizsgilt CPuORF-et tartalmazé mRNS-ek tobbsége nem az NMD iitvonalon
bomlik

Els6ként megvizsgaltuk, hogy van-e szerepe az NMD rendszernek a CPUORF-eket és a
mMIinUORF-et tartalmazé mRNS-ek lebontasaban. Ehhez olyan tesztkonstrukciokat hoztunk 1étre
tartalmaztak a riboszoma elakadast kivaltd uORF szekvencidkat (780 5°U-G, HB1 5°U-G,
SAUR30-5’U-G, Hsfbl 5°U-G, NIP5 5°U-G). A HB1 5°U-G, SAUR30 5°U-G, Hsfbl 5’U-G és
NIP5 5°U-G konstrukciok 5’ UTR régidjaban tobb uORF is talalhatd (22A abra, sziirke
téglalapok), azonban korabbi eredmények szerint, ezek koziil mindegyik konstrukcid esetében
csak az egyik uORF okoz riboszoma elakadast (Hayashi et al. 2015, Ribone et al. 2017, Tanaka et
al. 2016) (22A abra, sotét sziirke téglalapok: CPuORF és minuORF jeloléssel).

A konstrukciokat vad tipusu N. benthamiana levelekbe infiltraltuk 6nmagukban, illetve
ugyanazon levél masik oldalara UIDN hozzdadasaval, amivel gatoltuk az NMD miikodését (22A
abra). Pozitiv kontrollként a GFPabc (Kertész et al. 2006) NMD riporter konstrukciot hasznaltuk.
Az mRNS szintek alakulasat northern blotton, GFP probaval vizsgaltuk (22B abra). A vizsgalt
konstrukciok expresszidja eltérd mértékii volt, azonban a konstrukciok koziil a GFPabc pozitiv
kontroll mellett csak a 780 5°U-G mRNS mennyisége emelkedett meg jelentésen U1DN infiltralas
hatasara (22B,C abra). Csoportunk korabban igazolta, hogy az uORF-ek méret fiiggd NMD cisz-
elemek, csak a transzlalddo €s a 30-35 aminosavnal hosszabb peptidet kodoldo uORF-ek aktivaljak
az NMD-t (Nyiko et al. 2009). Az At780 mRNS-¢én a riboszéma az uORF stop kodonjanal akad el
¢s az uORF elég hosszii ahhoz (50 as), hogy hatékonyan indukaljon NMD-t. Az eredmények
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alapjan valdszinisitjiik, hogy az At780 mRNS lebontasaban az NMD rendszer fontos szerepet
jatszik, a NIP5S mRNS-e az NMD-t6l fiiggetleniil bomlik, mig a Hsfb, Saur30 és AtHbl mRNS-ek

degradaciojaban az NMD vagy nem vesz részt, vagy csak kis szerepet jatszik benne.
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22. abra. A vizsgalt CPuORF-et tartalmazé mRNS-ek tobbsége nem az NMD utvonalon bomlik. (A)
A kisérletekhez hasznalt konstrukciok rajza és az infiltralas menete. Az egyes tesztkonstrukciok
infiltralasa vad tipusti névénybe dnmagukban, illetve ULDN-el. (B) Northern blot GFP és P14 prébaval
hibridizalva. (C) A vizsgalt riporterkonstrukciok mRNS mennyiségei a northern blot alapjan. A mért
riporter mRNS mennyiségeket P14 belso kontrollra normalizaltuk (n=2). A 780 5°U-G konstrukciod
mRNS mennyisége haromszorosara emelkedett meg U1DN infiltralas hatdsara. A tobbi vizsgalt
konstrukcié mRNS szintje nem valtozott jelentds mértékben NMD hianyaban. A GFPabc NMD riporter

mRNS mennyisége kozel haromszorosara emelkedett UIDN jelenlétében.
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Miutan kimutattuk, hogy a vizsgalt mRNS-ek lebontdsdban — az At780 kivételével —az
NMD rendszer nem jatszik szerepet, arra voltunk kivancsiak, hogy az NGD rendszer részt vesz-e
a vizsgalt mRNS-ek degradaciojaban. Mivel az NGD kulcslépéseként az  mRNS-en
endonukleotikus vagas kovetkezik be, eldszor ennek lehetdségét vizsgaltuk meg. Novényekben az
NGD 5’ vagastermékeit a SKI-exoszoma komplex, mig a 3° vagastermékeket az XRN4 bontja. A
SKI2 f6 SKI komponens hianyaban az mRNS-ek 3°-5 irany, XRN4 hianyaban pedig 5°-3” irdnya
degradacioja gatolt. VIGS-agroinfiltracids tesztrendszerben vizsgaltuk, hogy Ski2 és Xrn4
csendesités hatasara stabilizalodnak-e a riporter mRNS-ekrél szdrmazo vagastermékek. Elso
1épésben VIGS-el gatoltuk a célgének (Ski2, Xrn4) hatékony expressziojat, majd az igy létrejott
géncsendesitett novények leveleiben agroinfiltralassal expresszaltattuk a riporter konstrukciokat,
ezt kovetéen northern blotton vizsgaltuk a vagastermékek stabilizacidjat. A géncsendesitéshez
TRV-PDS (PDS), TRV-PDS-Ski2 (P-Ski2) és TRV-PDS-Xrn4 (P-Xrn4) (Kerényi et al. 2008,
(Szadeczky-Kardoss et al. 2018B, M¢érai et al. 2013) konstrukciokat hasznaltuk. A PDS
csendesitett novények szolgaltak negativ kontrollként. A PDS csendesités az altalunk vizsgalt
a géncsendesités hatékonysagat. Az 5° vagastermékek konnyebb detektdldsa érdekében a
l1étrehozott riporterkonstrukciok 5° UTR régidja elé klonoztuk a mar kordbban leirt Stuffer
szekvenciat (S-780 5°U-G, S-HB1 5°U-G, S-SAUR30 5°U-G, S-Hsfbl 5’U-G, S-NIP5 5°U-G).
Az igy modositott tesztkonstrukciokkal és P14-el infiltraltuk feliil a PDS, P-Ski2 és P-Xrn4
csendesitett novények 2-2 levelét (23A abra). A tesztelt konstrukciok koziil egyediil S-NIP5 5°U-
G esetében tapasztaltunk vagastermék stabilizaciot SKI2 és XRN4 hianyaban (23B,C). Az
irodalmi adatokkal 6sszhangban azt talaltuk, hogy a minuORF végast indukal az mRNS-en és a 3’
vagastermékek XRN4 altal bomlanak. Igazoltuk, hogy a NIP5S mRNS 5’ vagastermékeit a SKI-
exoszoéma komplex bontja 3’-5’ irdnyban. Eredményeink alapjan a riboszéma elakadast kivaltd
konzervalt peptidszekvenciat kodold uORF-ek nem indukalnak vagast az mRNS-en, tehat nem az

NGD utvonalon bomlanak.
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23. abra. A minuORF vagast indukal, mig a CPuORF-ek nem okoznak vagast az mRNS-en. (A) A

kisérlethez hasznalt konstrukciok rajza és az infiltralas menete. A PDS, P-Ski2 és P-Xrn4 csendesitett
novények feliilinfiltralasa az egyes tesztkonstrukciokkal és P14-el. (B) Northern blot Stuffer és P14
probaval hibridizalva. A "Riporter mRNS’ a vizsgalt konstrukciok teljes hossziasagu mRNS-eit jeldli, mig
5’vt az 5” vagastermékek jelolésére szolgal. Az S-NIP 5’U-G konstrukcié 5° vagasterméke felhalmozodik
a P-Ski2 csendesitett novényekben PDS kontrollhoz képest. A vizsgalt CPuORF-et tartalmazo

konstrukciok koziil egyik esetében sem tapasztalhato vagastermék felhalmozdodas SKI2 hianyaban. (C)
Northern blot GFP és P14 probaval hibridizalva. A 3’vt a 3” vagastermékek jelolésére szolgal. Az S-NIP
5’U-G konstrukeid 3’ vagasterméke felhalmozodik a P-Xrn4 csendesitett ndvényekben PDS kontrollhoz
képest. Kiemelendd, hogy mind az 5’vt, mind a 3’vt termékek kimutathatoéak a PDS-VIGS vonalakban is,

csak sokkal kisebb mennyiségben, mint a P-Ski2 és P-Xrn4 csendesitett novényekben. A vizsgalt

CPUORF-et tartalmazo6 konstrukciok koziil egyik esetében sem tapasztalhatd vagastermék felhalmozodas

XRN4 hianyaban.

Miutan a NIP5 minuORF vagast indukal az mRNS-en ¢€s a vagastermékek SKI2 és XRN4
hianyaban stabilizalodnak, szerettiik volna kideriteni, hogy ezek a vagastermékek az NGD
utvonalon bomlanak-e le. Ennek kideritésére ismét VIGS-agroinfiltracios tesztrendszerben
vizsgaltuk az S-NIP5 5°U-G vagastermékek stabilizaciojat. Korabban igazoltuk, hogy a Pelota és
a Hbsl csendesités hatasara az NGD target mRNS-ek 5° vagasterméke felhalmozodik. A
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géncsendesitéshez a TRV-PDS, TRV-PDS-Pelota (P-Pelota) é¢s a TRV-PDS-Hbs1 (P-Hbs1) VIGS
konstrukciokat (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B) hasznaltuk. Az S-NIP5 5°U-G konstrukciot a P-
Hbsl, P-Pelota és a PDS csendesitett novények leveleinek egyik felébe infiltraltuk. Pozitiv
kontrollként a korabbi kisérletekben leirt NGD riporter S-P280-36A-G konstrukciot infiltraltuk a
levelek masik felébe (24A, B abra). Az S-NIP5 5’U-G 5’ vagastermékei nem halmozodtak fel sem
a P-Pelota, sem a P-Hbs1 csendesitett mintakban (24D ébra).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy Pelota2 dominans-negativ hatasu fehérje jelenlétében
felhalmozdodnak-e az S-NIPS 5°U-G 5 vagastermékei. Korabbi kisérletek soran azt tapasztaltuk,
hogy a tranziensen tultermeltetett Pelota2 NGD gatlo hatasa erésebb, mint a Pelota VIGS altali
csendesitésé. Az N. benthamiana levelek egyik felébe S-NIP5 5°U-G, illetve S-P280-36A-G
konstrukciokat 6nmagukban infiltraltuk, ugyanazon levél masik felébe pedig Pel2 hozzdadasaval
(24A, C abra). A Pel2 jelenlétében az S-NIPS 5°U-G 5° vagastermékek teljes hosszusagii mRNS-

hez viszonyitott mennyisége nem emelkedett jelentdsen (24E éabra).
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24. abra. A HBS1 és Pelota fehérjék nem vesznek részt a NIPS mRNS 5’ vagastermékeinek
degradaciojaban. (A) A kisérletekhez hasznalt konstrukciok rajza. (B) PDS, P-Hbs1 és P-Pelota VIGS
novények feliilinfiltralasa S-P28036A-G és S-NIP5-5"U-G tesztkonstrukciokkal és P14-el. (C) A
tesztkonstrukciok infiltralasa vad tipust névénybe dnmagukban és Pel2-vel, valamint P14-el. (D-E)
Northern blot Stuffer és P14 probaval hibridizalva. A ’Riporter mRNS’ a vizsgalt konstrukciok teljes
hosszusagi mRNS-eit jeloli, mig 5’vt az 5° vagastermékek jelolésére szolgal. (D) A S-P280-36A-G NGD
target kontroll konstrukcid 5 vagastermékei felhalmozddtak P-Pelota és P-Hbs1 csendesitett
novényekben, mig az S-NIP5 5°U-G konstrukcid esetében nem tapasztaltunk vagastermék felhalmozodast
Pelota és HBS1 hianyaban a PDS kontrollhoz képest. (E) Az S-P280-36A-G NGD target kontroll
konstrukcioé 5’ vagastermékei felhalmozodtak Pel2 infiltralas hatasara, mig az S-NIPS 5°U-G konstrukcio
5’ vagastermékének mennyisége nem emelkedett jelentdsen a nem infiltralt negativ kontroll mintakhoz

viszonyitva.

Tehat a kisérleteink alapjan kijelenthet6, hogy a NIP5 minuORF vagast indukal az mRNS-
en és a vagastermékek SKI2, valamint XRN4 hianyaban stabilizalodnak, azonban Pelota és HBS1

f6 NGD faktorok feltételezhetden nem vesznek részt a vagastermékek lebontasaban.
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7.3. NGD és NSD transz-faktorok azonositasa N. benthamiana novéyben: az RST1 és RIPR
fehérjék szerepe

A. thaliana-ban valésziniisitették, hogy az RST1 és a RIPR fehérjék részt vesznek a SKI
komplex és az exoszoma kozotti kapcesolat kialakitdsaban. A virdgos novényekben mindkét fehérje
konzervalt, igy N. benthamiana névényben is feltételezhetden hasonlo funkciot toltenek be. Lange
¢s munkatarsai (2019) kimutattak, hogy A. thaliana ripr és rstl mutans névényekben — a SKI-
exoszoma mutansokhoz hasonloan - feldiisulnak a RNS silencing rendszer miikodése folyaman
keletkezé SIRNS-ek. Felvet6dott a kérdés, vajon az RST1 és RIPR fehérjék sziikségesek-e a SKI-
exoszoma komplex mas folyamataihoz is.

Igazoltuk, hogy novényekben a SKI-exoszoma komplex részt vesz a citoplazmaban a stop
kodon nélkiili, NSD célpont mRNS-ek lebontasaban, a miRNS és siRNS-ek altal hasitott mRNS-
ek 5’ vagastermékeinek degradalasaban, valamint az NGD (Szadeczky-Kardoss et al.
2018A/2018B), illetve és a NIP5 minuORF indukalta hasitas 5° vagastermékeinek lebontasaban.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az RST1 és a RIPR fehérjék N. benthamiana névényben is
sziikségesek a SKI-exoszoma megfelelé miikodéséhez, és ily modon részt vesznek a miRNS-ek,
SiRNS-ek, valamint a NGD és NSD célpont MRNS-ek degradacidjaban is. Ennek igazolasahoz
Rstl és Ripr csendesitett N. benthamiana novényekben vizsgaltuk az NSD riporter mRNS,
valamint az NGD, miRNS ¢és siRNS riporter konstrukciok 5’ vagastermék felhalmozddasat. A
kisérletekhez a TRV-PDS VIGS vektorba klonoztuk a csendesiteni kivant Rstl és Ripr
szekvenciakat (P-Rstl, P-Ripr). A géncsendesités hatékonysagat qPCR méréssel igazoltuk. A
kisérletekben a PDS csendesitett novények szolgaltak negativ, a P-Ski2 csendesitett novények
pozitiv kontrollként. A vagastermékek stabilizacidjanak mértékét a vagastermék ¢és a teljes

hossziusagi mRNS mennyiségének aranyabol szamitottuk (1asd: Anyag és modszer 6.10. fejezet).

7.3.1. A VIGS mintakban az Rstl és a Ripr mRNS szint csokkent

A géncsendesités hatékonysagat qPCR-rel mértik PDS, P-Ski2, P-Rstl és P-Ripr
mintdkban. A PDS mRNS szintje tizedére esett vissza az Osszes vizsgalt mintadban a vad N.
benthamiana-hoz viszonyitva (25A abra), azaz a géncsendesités mindegyik mintaban megfelelden
miitkodott. A P-Rstl €s P-Ripr mintakban az Rstl és Ripr mRNS szint a felére estett vissza a PDS
kontrollhoz képest (25C, D abra). Korabban igazoltuk, hogy hasonlé szintli mRNS szint csdkkenés
biologiai funkci6 vesztéssel jarhat, pl. a UPF1 mRNS szint 50%-0s csokkenése az NMD

inaktivaciojat eredményezi (Kerényi et al. 2008).
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25. abra. A géncsendesités hatékonysaga a VIGS mintakban. (A-D) qPCR mérési eredmények a
kiilonbozé VIGS mintakban (n=3). A p-érték a csoportok kozti szignifikancia értéket jeloli. (A) A PDS
mRNS szintek mindegyik VIGS mintaban (P-Ski2, P-Rst1, P-Ripr) jelent6sen csdkkentek az N.
benthamiana vad tipushoz képest (WT). (B) A Ski2 mRNS szintje a P-Ski2 mintakban jelentdsen
csokkent PDS kontrollhoz képest. (C-D) Az Rstl és Ripr mRNS szint a felére esett vissza a P-Rst1 és P-
Ripr mintakban.

7.3.2. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek a miRNS és siRNS vagott mMRNS-ek
lebontasaban

Annak igazolasahoz, hogy a RIPR és RST1 fehérjék az Arabidopsis-hoz hasonléan N.
benthamiana-ban is részt vesznek a miRNS vagastermékek elbontasaban, P-Ripr és P-Rstl
csendesitett N. benthamiana névényekbe egy GFP riporter konstrukciot (Kertész et al. 2006) és
egy mesterséges GFP miRNS-t (amirGFP) (Parizotto et al. 2004) infiltraltunk (26A &bra). A
mesterséges miRNS beépiil a RISC komplexbe, amely elhasitja az amirGFP szekvenciajaval
homolog GFP riporter mRNS-t. Az elhasitott GFP mRNS-rél egy 5 és egy 3’ vagastermék
keletkezik.

Annak igazolasahoz, hogy a RIPR ¢és RST1 fehérjék a siRNS 5° vagastermékek
degradaciojaban is részt vesznek a PHA-PDS-GFP (PPG) (Kertész et al. 2006) tesztkonstrukciot
hasznaltuk (26A abra). Mivel az Gsszes hasznalt VIGS konstrukcio tartalmaz PDS szekvenciat,
igy a viralis siRNS-eket (vsiRNS) tartalmazé RISC komplexek az endogén PDS mRNS-ek mellett
a PPG riporterkonstrukci6 PDS szekvenciajat is elhasitjdk. A PPG tesztkonstrukcid vsiRNS
hasitdsa nyoman egy 5’ PHA és egy 3’ GFP vagastermék keletkezik. Korabban igazoltuk, hogy az
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igy hasitott PPG és GFP riporter mRNS-ek 5° vagastermékek lebontasat a SKI-exdszoma komplex
végzi (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B). A PDS, P-Ski2, P-Ripr és a P-Rstl csendesitett novények
leveleinek két oldalaba infiltraltuk az egyes riporter konstrukciokat és northern blotton vizsgaltuk
a vagastermékeik felhalmozodasat.

A P-Ski2, P-Rstl és P-Ripr csendesitett mintakban a GFP és a PPG riporterkonstrukciok
5’ vagastermékének mennyisége megemelkedett a PDS kontrollhoz képest (26B,C abra). Az
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a RIPR ¢€s RST1 fehérjék — hasonldéan a SKI2-héz — részt
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26. abra. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek a miRNS és siRNS vagott mRNS-ek
lebontasaban. (A) A kisérletekhez hasznalt konstrukcidk és az infiltralas menete. PDS, P-Ski2, P-Rstl1 és
P-Ripr VIGS novények feliilinfiltralasa PPG és P14 (levél jobb oldalaba), valamint GFP és amirGFP
tesztkonstrukciokkal (ugyanazon levél bal oldalaba) és P14-el. (B-C) Northern blottok GFP, PHA és P14
probaval hibridizalva. A *GFP’ és a ’PPG’ a teljes hossztisagli mRNS-eket jeloli, mig 5’vt az 5’
vagastermékek jel6lésére szolgal. A diagram a riporterkonstrukcié 5’ vagastermékének és a teljes
hosszisagii mRNS-ének aranyait jeloli a northern blot alapjan (n=3). A p-érték a csoportok kozti
szignifikancia értéket jeloli. (B) A P-Ski2, P-Rst1 és P-Ripr mintakban stabilizalodott a GFP
tesztkonstrukcid 5° vagasterméke PDS kontroll mintdhoz képest. (C) A P-Ski2, P-Rst1 és P-Ripr

mintakban stabilizalodott a PPG tesztkonstrukcid 5° vagasterméke PDS kontroll mintahoz képest.
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7.3.3. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek az NSD és NGD célpont mMRNS-ek
lebontasaban

Annak igazolasahoz, hogy a RIPR és RST1 fehérjék részt vesznek az NSD és NGD target
az NSD célpont mMRNS-ek ¢és az NGD vagott mRNS-ek 5 vagastermékeinek felhalmozddasat. A
P-Rstl és P-Ripr VIGS novények feliilinfiltralasahoz a munkatarsaim altal korabban elkészitett P-
72A-G (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A) NGD, és PHAnst (Szadeczky-Kardoss et al. 2018B)
NSD riporterkonstrukciokat hasznaltuk (27A abra). A VIGS novények leveleinek két oldalaba
infiltraltuk a két konstrukciot, P14-el egyiitt. A PHAnst mRNS mennyisége megemelkedik a P-
Ski2, P-Rstl és P-Ripr VIGS mintakban a negativ kontroll PDS csendesitett mintahoz képest (27B
abra). A P-72A-G mRNS 5’ vagasterméke a negativ kontroll PDS csendesitett mintdkban nem
akkumulalodik, mig a P-Ski2 pozitiv kontroll mintakban, valamint az P-Rstl és P-Ripr VIGS
mintakban stabilizalodik (27C éabra).

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek az NSD

crer
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27. abra. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek az NSD és NGD target mRNS-ek lebontasaban.
(A) A kisérletekhez hasznalt konstrukciok és az infiltralas menete. PDS, P-Ski2, P-Rstl és P-Ripr VIGS
novények feliilinfiltralasa PHANSt (levél bal oldala) és P-72A-G tesztkonstrukciokkal (ugyanazon levél
jobb oldala) és P14-el. (B-C) Northern blottok PHA és P14 probaval hibridizalva. A "PHAnst’ és a "P-
72A-G’ a vizsgalt konstrukciok teljes hossziisagh mRNS-eit jeloli, mig 5’vt az 5° vagastermékek
jelolésére szolgal. A diagram a riporterkonstrukcid 5° vagastermékének és a teljes hossziisagih mRNS-
ének aranyait jeloli a northern blot alapjan (n=3). A p-érték a csoportok kozti szignifikancia értéket jeloli.
(B) A PHAnst NSD riporterkonstrukcio mRNS szintje megemelkedett a P-Ski2, P-Rstl és P-Ripr
mintakban PDS negativ kontrollhoz képest. A mért riporter mRNS mennyiségeket P14 belsé kontrollra
normalizaltuk. (C) A P-72A-G NGD riporterkonstrukcio mRNS szintje megemelkedett a P-Ski2, P-Rstl
¢s P-Ripr mintakban a PDS negativ kontrollhoz képest.

7.3.4. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek a minuORF-et tartalmazé NIPS mRNS §°
vagastermékeinek lebontasaban

crey

tisztdzasara, hogy a RIPR és RST1 fehérjék részt vesznek-e a minuORF indukalta vagas 5’
vagastermékének lebontasaban, az S-NIP5 5°U-G riporter konstrukciot PDS, P-Ski2, P-Ripr és P-
Rstl csendesitett novényekbe infiltraltuk (28A abra). A P-Rstl és P-Ripr VIGS mintadkban a P-
Ski2 pozitiv kontroll mintdkhoz hasonléan megemelkedett az S-NIP5 5’U-G mRNS 5’
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vagastermék mennyisége a PDS negativ kontrollhoz képest (28B abra). Tehat a RIPR és RST1

[ SP4

A
PDS PDS
P-ski2 PDS | ski2
P-Rstl PDS
P-Ripr TRV2 PDS RIPR
PDS/P-Ski2/P-Rst1/P-Ripr start stop start stop
VIGS S-NIP5 5'U-G Stuffer 1 |o— G —AAA
min uORF
S-NIP5 5'U-G 4 start stop
w14 P14 ——{CEC N AnA
B NIP5 5' vagastermék / teljes
S-NIP5 5’U-G + P14 hosszlisagli mRNS
VIGS: PDS P-Ski2 P-Rstl P-Ripr 10 p=0,0067
Stuffer 8 l p=0,0407
S-NIPS | s Sl S B | proba 6.0 |
5'U-G 6 430 235
. ,
2 1,00
5'vt . o , Em
PDS p-skiz P-Rstl P-Ripr

28. abra. Az RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek a minuORF-et tartalmazo NIPS mRNS 5’
vagastermékeinek lebontasaban. (A) A kisérletekhez hasznalt konstrukcidk és az infiltralas menete.
PDS, P-Ski2, P-Rstl és P-Ripr VIGS novények feliilinfiltralasa S-NIPS 5°U-G tesztkonstrukcioval és

P14-el. (B) Northern blot Stuffer probaval hibridizalva. Az *S-NIP5 5’U-G’ a vizsgalt konstrukcio teljes
hosszusagth mRNS-ét, mig 5°vt az 5° vagasterméket jeloli. A diagram az S-NIP5 5°U-G
riporterkonstrukcid 5 vagastermékének és a teljes hosszisagii mRNS-ének aranyait jel6li a northern blot
alapjan (n=3). A p-érték a csoportok kozti szignifikancia értéket jeloli. A S-NIP5 5°U-G
riporterkonstrukcio mRNS szintje megemelkedett a P-Ski2, P-Rst1 és P-Ripr mintakban PDS negativ
kontrollhoz képest.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a N. benthamiana RST1 és RIPR fehérjék

sziikségesek mindegyik vizsgalt SKI-exoszoma funkciéo megfelelé miikodéséhez.

82



8. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

8.1. A névényi eRF1 autoregulacié mechanizmusa és szerepe

A transzlaci6 hatékonysaganak fenntartdsahoz a termindci6é kulcsfaktoranak, az eRF1
fehérjének a mennyisége szigortian szabalyozott kell, hogy legyen. A nem megfeleld eRF1 szint
prokariotakban és eukariotakban ugyanis egyarant karos lehet (Betney et al. 2010, Kobayashi et
al. 2010, Firczuk et al. 2013, Torabi and Kruglyak 2011, Petsch et al. 2005, Zhou et al. 2010, Zhou
et al. 2011, Craigen and Caskey 1986). A kiilonb6z6 autoregulaciés mechanizmusok lehetové
teszik a génexpresszid hatékony stabilizaldsat, igy a terminécids faktorok szabalyozasat is
megvalosithatjak.

Az A. thaliana és N. benthamiana eRF1-2 és eRF1-3 mMRNS-ek kanonikus, rovid, intront
nem tartalmazé 3°’UTR régioval rendelkeznek, mig az eRF1-1 mRNS-nek specialis RT-NMD
3’UTR szerkezete van. Ez az RT-NMD 3°UTR-ral rendelkez6 eRF1-1 transzkript minden
egyszikli és kétszikli ndvényben jelen van. Munkatarsaim korabban felvetették, hogy a ndvényi
eRF1 autoregulalt lehet, és ez az 6nszabalyozas az eRF1-1 mMRNS RT-NMD 3’UTR szerkezetének
eRF1 érzékenységén alapszik. Felallitottak egy modellt, miszerint, ha: 1) az NMD csokkenti az
eRF1-1 mRNS mennyiségét, 2) az RT részben kimenti az eRF1-1 mMRNS-t az NMD aldl, és 3) a
magasabb eRF1 fehérje szint gyengébb RT-t eredményez, akkor eRF 1 autoregulalt lehet. A modell
egyes elemeit kutatdtarsaim RNS szinten igazoltak.

A modell elemeinek fehérje szintii vizsgalatat HA jelolt eRF1-1 fehérjét stabilan
expresszalo A. thaliana és N. benthamiana transzgénikus novényeken végeztem. Mivel a transzgén
hordozta az endogén eRF1-1 szabalyoz6 elemeit feltételeztiik, hogy a transzgén expresszids
valtozasai jol leképezik az endogén eRF1-1 fehérje expesszidjanak modosulasait. A transzgénikus
N. benthamiana novényeken végzett tranziens génexpresszios kisérletek segitségével az eRF1
autoregulacids modell elemeit fehérje szinten is sikeriilt igazolnunk.

Az eRF1-1 RT-NMD 3°UTR-t tartalmaz6 HA-eRF1-1-st-T N. benthamiana To és A.
thaliana T1 novények jelentds részében a transzgén mRNS expresszalt, a splicing hatékonyan
miikodott és a fehérjetermék is jol detektalhato volt.

A modell egyik eleme, hogy a magasabb eRF1 fehérje szint gyengébb RT-t eredményez.
Csoportunk korabbi eredményei szerint mindharom N. benthamiana eRF1 fehérje taltermeltetése
csokkentette az RT hatékonysdgot és novelte az NMD intenzitasat (Nyiko et al. 2017). Az N.
benthamiana T1 novényekben csokkent az RT gyakorisag, de az eRF1 fehérje mennyiség tovabbi
novelésével az RT hatékonysaga még tovabb csokkenthetd volt (15. abra). Ez azt valdszinsiti,

hogy a transzgénikus vonalban az eRF1 szint magasabb, mint a vad névényben, de nem olyan
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extrém magas, hogy tovabbi emelése mar nem valtoztatja az RT szintet. A kapott eredmények
alapjan a transzgénikus novény jol hasznalhat6 a HA-eRF1 fehérje szint véaltozasainak kovetésére.

A tobblet eRF1 fehérje hatasara az endogén eRF1-1 mRNS szint csokkent, mig az eRF1-2
¢s eRF1-3 mRNS szintek nem valtoztak jelentésen (10. abra, 13. abra). Ez a megfigyelés
alatdmasztja a csoport korabbi eredményeit, miszerint az eRF 1 fehérje tultermeltetése csokkentette
az RT-NMD 3’UTR-ral rendelkezdé riporter mRNS-ek, valamint az endogén eRF1-1 mRNS
szintjét, mig a kanonikus 3’ UTR-ral rendelkezd eRF1-2 és eRF1-3 mRNS szintek nem valtoztak.
A transzgénikus N. benthamiana novények stabilan expresszaltak a transzgén fehérjét Ti
nemzedékben is, igy alkalmasnak bizonyultak az tranziens génexpresszios vizsgalatokban a HA-
eRF1 expresszidjanak detektalasara (14. abra).

A modell masik fontos eleme, hogy az NMD csokkenti az eRF1-1 mRNS mennyiségét,
ezaltal eRF1 fehérje mennyiségét is. Ezzel 6sszhangban az N. benthamiana T1 névényekben NMD
gatlas hatasara megemelkedett az endogén eRF1-1 mRNS szintje, ezzel parhuzamosan nétt a HA-
eRF1-1-st-T transzgén mRNS szintje, amit jol kdvetett a HA-eRF1 fehérje mennyiségének
novekedése (16. abra).

Az eRF1 autoregulaciés modell legfontosabb predikcidja, hogy az eRF1 taltermelés
hatasara csokken az eRF1-1 mRNS ¢és fehérje szint. Ezzel 6sszhangban az N. benthamiana Ti
novényekben az eRF1-3 fehérje agroinfiltracios taltermelés csokkentette az endogén és a
transzgén eRF1-1 mMRNS szintet, ennek kovetkeztében csokkent a HA-eRF1 fehérje mennyisége
iS. Az eRF1-3 tultermeltetés és az NMD gatlasanak egylittes hatasara az eRF1 fehérje tobblet nem
volt képes az eRF1-1 mRNS és fehérje szintjét csokkenteni, ami megerdsiti, hogy az eRF1-1
MRNS és fehérje szint csokkenését az NMD altali degradacio okozza (17. abra, 18. abra).

Tehat az eRF1 autoregulacios modell elemeit a transzgénikus N. benthamiana novények
segitségével fehérje szinten is igazolni tudtuk. A csoportunk altal korabban elvégzett tranziens
génexpresszios vizsgalatokban mért eRF1-1 mRNS szintek valtozasait a transzgénikus modell
novényiink HA-eRF1-1-st-T mRNS és HA-eRF1 fehérje mennyiségének valtozasai jol kovették.
Valoszintisitjiik tehat, hogy a transzgénikus HA-eRF1 fehérjéhez hasonldoan az endogén eRF1
fehérje szintek is hasonl6an alakulnak a vad tipust ndvényben.

A csoport altal felallitott autoreguldcios modell szerint, ndvényekben a transzlacio
terminacid hatékonysaga az eRF1 fehérje mennyiségétdl fiigg. A magas eRF1 fehérje szint
csOkkenti az RT hatékonysagat az eRF1-1 mRNS RT stop kodonjanal, vagyis nagyobb aranyban
kovetkezik be terminaci6 az RT stop kodonnal. Ezaltal NMD érzékenny¢ valik a transzkript, mivel
annak 3’UTR-jaban egy intron helyezkedik el NMD indukal6 pozicidban. Tovabba a magas eRF1
fehérje szint ndveli az NMD intenzitasat. Ennek kovetkeztében az NMD hatékonyan tudja tAmadni

a transzkriptet, igy az eRF1-1 mRNS és fehérje szint is lecsokken. Az alacsony eRF1 fehérje szint
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noveli az RT gyakorisagat, ezaltal a transzlalé riboszéma tovabb tud haladni az mRNS-en, leloki
a 3’UTR-ban elhelyezkedd intron helyére rakédott EJC komplexet és a kovetkezd stop kodonnal
terminal. Ezaltal az mRNS elveszti NMD érzékenységét €s stabil marad. A tovabbi transzlacios
ciklusokban funkcidoképes eRF1 fehérjék képzddhetnek rdla, igy visszadllitva a megfeleld eRF1
fehérje szintet (29. abra).

RF1-2 / eRF1-3
fehérje

Biiaguzovcn | N

- + Osszes
-
BB e venene
Rt stop Next stop Tl q
AUG | eRF1-
T _— s
| eRF1-1 } ? AA fehérje
eRF1-1 mRNS

29. abra. A novényi eRF1 autoregulacio modellje.

Eredményeink azt is valdsziniisitik, hogy az eRF1 autoregulacidja fontos szerepet jatszik a
megfeleld eRF1 fehérje szint beallitdsaban, ezaltal elengedhetetlen a hatékony transzlacidhoz és a
normal egyedfejlodéshez. A HA-eRF1-35sT konstrukcioval transzformalt A. thaliana és N.
benthamiana névényekben azonban a transzgén mRNS szintje rendkiviil magas volt (12A, B ébra,
13C abra). Ez feltehetden annak koszonhetd, hogy ezek a 35s 3’UTR-t tartalmazo transzgén
MRNS-ek nem rendelkeznek az eRF1 autoregulacioért felelds RT-NMD 3’UTR szerkezettel,
ezaltal hatékonyabban expresszalodhatnak. Valamint a konstrukcio a nagyon erds 35s promotert
tartalmazza, ezen feliil a transzgén tobb kopiaja is beépiilhetett a genomba. Ezekben az A. thaliana
novényekben nem miikodott az eRF1 autoregulacio (az endogén eRF1-1 mRNS szintek nem
csokkentek) (12C abra). Ennek lehetséges magyarazata, hogy a nagy mennyiségben termel6do
eRF1 transzgén fehérje kevéssé hatékony, pl. inaktiv aggregatumokat képezhet, igy az eRF1
fehérje tobblet nem csokkenti az RT-t, igy nem csokkenti az eRF1-1 szintet sem. Mas részrél
eléfordulhat, hogy a terminaci6 hatékonysagat mas faktorok limitdljak. Rendkiviil magas
transzgén expressziot mértiink a HA-eRF1-1-st-T A. thaliana T3 generacioban is, ahol az eRF1-1
autoregulaci6 szintén nem miikodott (20A, D, E ébra). Habar T1 generacidban nem kaptunk ilyen
magas transzgén expressziot — és az endogén eRF1-1 mRNS szint is az autoregulacios modellnek
megfelelden csokkent — T3 generdcidban a magas HA-eRF1-1-st-T expressziora magyarazat lehet,
hogy a transzgén tobb kopidban épiilhetett be, és Tz generacioban ezek homozigdta formaba
keriiltek, jelentésen megemelve az eRF1 fehérje szintet. A transzgén fehérjét rendkiviil magas

mennyiségben expresszaldo novények rendellenes fenotipust mutattak (11B abra), valamint a N.
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benthamiana HA-eRF1-35sT transzformaciobol csak egyetlen novényt sikeriilt regeneralni, €s az
is steril volt. A transzgén fehérjét nem expresszalo, Atl és At3 novények fenotipusa is eltért a vad
tipustol. Ezekben a novényekben a transzgén mRNS érése kevéssé volt hatékony, valamint a
transzgén és mindegyik endogén eRF1 mRNS szintje alacsony volt (10. abra). Feltételezziik, hogy
a transzgénrdl olyan hibas mRNS-ek keletkeztek, amelyek aktivaltak a novény géncsendesitési
rendszerét. Ez a transzgén mRNS mellett hatékonyan bonthatta, az azzal a kddold régidoban
nagyfokt hasonlosagot mutaté endogén eRF1-1, eRF1-2 és eRF1-3 mRNS-eket is, azaz a
fenotipus az eRF1 fehérje hianyat mutatja.

A ndvények rendellenes fenotipusa arra enged kdvetkeztetni, hogy az extrém magas vagy
extrém alacsony eRF1 fehérjeszint és ezek lehetséges kdvetkezményei karosak a ndvényre. Az
irodalmi adatok is azt mutatjak, hogy a normalistol eltéré eRF1 szint karos lehet a ndvény szamara,
példaul Arabidopsis esetében a csokkent eRF1 szint novekedési rendellenességekhez vezet, mig
eRF1 thltermelése abszcizinsav €s cukor tulérzékenységet okoz a csirandvények fejlédése soran
(Petsch et al. 2005, Zhou et al. 2010, Zhou et al. 2011).

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az RT, az NMD ¢és a normal transzlacio
terminacio intenzitdsat is az eRF1 fehérje mennyisége befolyasolja. Mindharom transzlacid
terminaciohoz kapcsol6dd esemény megfelelé miikddése esszencialis. Az eRF1 autoregulacios
rendszer az eRF1 fehérje mennyiségének finomhangolasaval képes lehet szabalyozni az NMD ¢és
az RT intenzitasat, ezaltal segithet fenntartani az egyensulyt a hatékony terminacio, az RT és az
NMD kozott. Ennek megfeleléen az eRF1 szint pontos szabalyozasa elengedhetetlen, ugyanis a
tulzott mértékli eRF1 tobblet, illetve hidny is karos lehet a sejt szamara.

Ez az RT-NMD 3’UTR alapt eRF1 autoregulacios rendszer a virdgos ndvényekben
konzervalt. Az RT-NMD 3’UTR szerkezetii eRF1 mRNS-ekr6l azt gondoltuk, hogy ez a viragos
novények kozos 6sében alakult ki. Késébb azonban munkatarsunk igazolta, hogy Neurospora
crassaban és mas fonalas gombakban az eRF1 mRNS szintén RT-NMD szerkezetli és hasonld
autoregulacio alatt all (Kurilla et al. 2020). Valészintinek tartjuk, hogy ez konvergens evolucio
eredménye. Az eukariotak tobbségében azonban az eRF1-1 mRNS nem hordozza az ehhez a tipusu
szabalyozashoz sziikséges szekvencia elemeket. Valosziniileg ezekben azeukariotdkban mas,
Osszetett mechanizmusok szabalyozzak az eRF1 fehérjeszintet.

Ez a specialis eRF1-1 mRNS szerkezet a viragos novényekben konzervalt és eredményeink
alapjan ez a szerkezet elengedhetetlen az eRF1 szint pontos szabalyozasahoz. Ennek ellenére az
eRF1-1 nullmutans Arabidopsis novényeken labor koriilmények kozott nem tapasztaltunk
fenotipusos valtozast. Feltételezziik, hogy ennek a finomszabalyozasnak stressz koriilmények
kozott lehet fontos szerepe, ezért érdekes lenne megvizsgalni az eRF1-1 mutansok fejlédését

kiilonbozd stressz hatasok mellett is.
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8.2. NGD cisz-elemek azonositasa

8.2.1. A hosszu A-szekvencia novényben is pozicié-fiiggé NGD cisz-elem

crer

masodlagos mRNS szerkezetek, ritka kodonok, korai stop kodonok, bazikus aminosavakat kodold
szekvenciak, poli-adenin szekvenciak, illetve kémiailag modositott nukleotidok is (Doma and
Parker 2006, Letzring etal. 2013, Kuroha et al. 2013, Ito-Harashima et al. 2007). Azonban ezeknek
a cisz-elemeknek az NGD aktivacidjaban betoltott szerepe a kiillonb6z6 organizmusokban eltérd.
Elesztében a riboszoma elakadast kivaltd szekvenciak kodold région beliili pozicidja is
befolyasolja az mRNS NGD érzékenységét. Kimutattak, hogy a hatékony NGD indukcidhoz a
riboszomak feltorlodasara van sziikség az elsé elakadt riboszoma mogott, és ehhez a transzlacios
start és az elakadast kivaltd szekvencia kdzt minimum 105 nt tavolsag sziikséges (Simms et al.
2017). Munkatarsaim korabban igazoltak, hogy novényekben a leirt NGD cisz-elemek koziil csak
a poli-adenin szekvencia okoz hatékony riboszoma elakadast és NGD altali degradaciot, azonban
novényben ennek a Cisz-elemnek a pozicio-fliggését nem vizsgaltak (Szadeczky-Kardoss et al.
2018A). Vizsgalataink soran NGD hianyaban azoknal a konstrukcioknal tapasztaltunk 5’
vagastermék felhalmozddast, ahol a riboszéma elakadast kivaltdo 36A szekvencia legalabb 100 nt
tavolsagra volt a transzlacios starttol, a tavolsag ndvelésével pedig nétt a vagas hatékonysaga
(21B, C abra). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az éleszt6hdz hasonloan a ndvényi NGD
aktivalasaban is meghatarozo az elakadast kivaltd szekvencia transzlaciods starttol valo tavolsaga.
Minél tavolabb van a kritikus szekvencia a starttol, annal hatékonyabb az NGD altali hasitéas. Ez
alapjan valosziniisithetd, hogy a riboszomak feltorlédasa novényekben is feltétele az NGD
aktivacionak. Eredményeink alapjan feltételezhetéen novényekben is legalabb két vagy harom
riboszéma feltorlodéasara van sziikség (ez akkor kovetkezhet be, ha legalabb 100 nt-ra van az
elakadast kivaltd szekvencia a starttél) az NGD indukcidhoz, azonban minél tobb riboszéma tud
feltorlodni, anndl hatékonyabb az NGD. Ez a fokozatos szabalyozas azért lehet fontos, mivel
novényekben a transzlacid lelassuldsa és a rovid idejii riboszoma elakadas gyakori a normal
transzkripteken. Azonban, ezaltal az NGD csak akkor 1ép miikddésbe, ha a riboszoma tartdsan
akad el, a normal transzlacio folyaman bekovetkezd rovidebb idejii elakadasok nem indukalnak

NGD-t.

8.2.2. A CPUORF és a minuORF novényben nem NGD cisz-elem

Szamos olyan UORF létezik, melyek transzlacioja bizonyos koriilmények kozt riboszoma
elakadashoz vezet. Ezek koziil novényekben csak néhany olyan uORF ismert, amelyek

szekvencia-specifikus riboszoma elakadast okoznak. Mivel a riboszoma elakadas a kodolo
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régioban az NGD aktivaciojahoz vezethet, ezek az uORF-ek alkothatnak az NGD cisz-elemek
egyik csoportjat. Ezt a feltételezést erdsitik azok a megfigyelések is, hogy degradom
vizsgalatokban szamos vagasterméket azonositottak, melyeknél a hasitasi hely az uORF stop
kodonjatol 5” iranyban helyezkedik el (Bertoni 2016, Hou et al. 2016). Azonban az sem kizarhato,
hogy az elégtelen terminacio kovetkeztében ezeket az mRNS-eket az NMD rendszer is tamadni
tudja. Munkank soran kimutattuk, hogy a vizsgalt, riboszéma elakadast kivalto uORF-et hordozé
MRNS-ek tobbsége nem az NMD tutvonalon bomlik, valamint igazoltuk, hogy az NGD rendszer

Az NGD altali degradécio egyik {6 1épése az mRNS véagasa. A vizsgalt CPuORF-et
tartalmazo konstrukciok (S-780 5°U-G, S-HB1 5°U-G, S-SAUR30 5°U-G, S-Hsfbl 5°U-G)
egyikénél sem detektaltunk vagast az mRNS-en (23B, C abra). Ennek lehetséges magyarazata,
hogy a vizsgalt CPuORF-ek (780 5°U-G kivételével, 152 nt) rovidebbek, mint 100 nt. A hatékony
NGD 4ltali RNS vagéshoz pedig minimum 100 nt tdvolsag sziikséges az elakadasi hely és a
transzlacios start kozt. A 780 5°’U-G UORF-en a riboszoéma a stop kodonnal akad el és valdsziniileg
az elégtelen terminacidé miatt nem az NGD, hanem az NMD rendszer degradalja az mRNS-t. A
vizsgalt uORF-ek koziil a 780 5’U-G volt az egyetlen, melynek mRNS mennyisége NMD
hianyaban megemelkedett (22B,C 4ébra). Ez 0sszhangban van csoportunk kordbbi
megfigyeléseivel, miszerint az uORF-ek méretfiiggé NMD cisz-elemek, csak a 30-35 aminosavnal
hosszabb peptidet kodolo uORF-ek aktivaljak az NMD-t (Nyiko et al. 2009).

A vizsgalt uORF konstrukciok koziil csak a minuORF-et hordoz6 S-NIP5 5°U-G esetében
detektaltunk vagasterméket a 3°-5° és az 5°-3° degradécios utvonalak gatlasa mellett. Ez az
eredmény Gsszhangban van az irodalmi adatokkal, melyek szerint a minuORF vagast indukal és a

3’ vagastermékek az XRN4 altal bomlanak (Tanaka et al. 2016). Tovabba kimutattuk, hogy az 5’

crer
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(24D, E abra). A Pelota-HBS1 komplex az 5’ vagastermékek végére kifutott 80S riboszomakat
szereli szét, lehetévé téve a vagastermék SKl-exoszoma altali lebontasat. Habar a Pelota-HBS1
sziikséges a kodold régidoban torténd hasitds kovetkeztében keletkezd 5° vagastermékek
lebontasahoz, kordbban kimutattuk, hogy a 3’UTR-ban bekovetkezett vagast kovetd mRNS
degradacioban nem vesz részt (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A). A NIP5-1 mRNS-en a minuORF
indukalta vagas a riboszoma P-helyét6l 5° iranyban, 13-14 nukleotidra torténik az 5> UTR-ban
(Tanaka et al. 2016), igy a vagastermék 3’ végére valosziniileg csak a pasztazo riboszomak (Kis

alegység) futnak ki. Lehetséges, hogy a Pelota-HBS1 fehérjék azért nem sziikségesek a minuORF

..........
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80S riboszomak szétszereléséhez igen. Mivel a VIGS altali géncsendesités sohasem teljes,
elképzelhetd - bar nem valdszinii - hogy marad annyi funkcioképes Pelota-HBS1 fehérje, ami a
pasztazé riboszomak leszerelését el tudja végezni, azonban a 80S riboszémakét nem.

Az endonukleotikus hasitds minden esetben az mRNS gyors és hatékony degradacidjahoz
vezet. Azonban elképzelhetd, hogy a vizsgalt CPuORF-eknek inkabb finomszabalyozé szerepiik
lehet, igy nem cél az mRNS riboszéma elakadést kovetd azonnali degradéacioja. Ezzel ellentétben,
a NIPS esetében az mRNS degradacidé mértékét a felvett bor mennyisége hatarozza meg. Mivel a
bor erdsen toxikus lehet a ndvény szamara, a magas bor koncentracio a bor felvételéért felelds

crer

mennyiségli bor felvételét (Tanaka et al. 2016).

8.3. A novényi RST1 és RIPR fehérje szerepe a SKI-exoszoma folyamatokban

Novényekben a SKI-exoszéma komplex nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a kiillonbozo
citoplazmas RNS mindségbiztositasi rendszerek miikodésében. Munkatarsaim kimutattak, hogy a
SKI2 sziikséges az NSD célpont mRNS-ek, valamint az NGD, miRNS és siRNS célpontok 5’
vagastermékének degradacidjahoz (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A/2018B). Az RST1 és RIPR
fehérjék egymassal komplexet alkotva kotik a SKI-exoszomat, és hianyukban — a SKI-exoszoéma
mutansokhoz hasonldan - feldisulnak az RNS silencing rendszer miikodése folyaman keletkezo
siRNS-ek (Lange et al. 2019). Annak megvalaszolasara, hogy az RST1 és RIPR fehérjék a —
degradacios folyamatokban is, RST1 és RIPR csendesitett N. benthamiana ndvényekben
vizsgaltuk az NSD célpont mRNS-ek, valamint az NGD (27. abra), miRNS, vsiRNS (26. abra) és
a minuORF (28. abra) indukalta vagas 5’ vagastermékeinek stabilizaciojat. Eredményeink alapjan
a RIPR és RSTI1 fehérjék mindegyik vizsgalt SKI-exoszoma funkcido megfeleld miikodéséhez
sziikségesek (Auth et al. 2021).

Emldsokben a SKI-exoszoma jellemzéen az RNS mindségbiztositasi rendszerek
miikddésében tolt be fontos szerepet, mig az altalanos RNS degradacioé foként az XRNT1 lebontési
utvonalon megy végbe (Tuck et al. 2020). Ezzel szemben névényekben a SKI-exoszoma komplex
az altalanos RNS degradacios folyamatokban is részt vesz (Sorenson et al. 2018). Munkank soran
a RIPR és RST1 fehérje RNS mindségbiztositasban betoltott szerepét vizsgaltuk, azonban tovabbi
kisérletek sziikségesek annak megallapitasdhoz, hogy részt vesznek-e az altalanos RNS
degradacios utvonalak miikodésében is.

Immunoprecipitacidés-tomegspektrometrias vizsgalatokban kimutattak, hogy az RST1 — a
RIPR mellett — koti az exoszomat és SKI7 fehérjét, mig a RIPR pedig a SKI7-hez és a SKI
komplexhez kapcsolodik. Elesztében és emlésokben a SKI7 kapesolja dssze a SKI és az exoszéma
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komplexet, ezéltal elengedhetetlen a SKI-exoszoma miitkodéséhez. A SKI7 ndvényekben is koti a
SKI ¢és az exoszoma komplexeket, azonban az eddigi eredmények alapjan 0gy tlinik, nem
sziikséges a SKI-exoszoma funkciok megfelel6 miikodéséhez. Arabidopsis-ban a SKI7 a HBS1
alternativ splicing terméke, mig N. benthamiana-ban kiilon gén kodolja. N. benthamiana-ban a
HBS1 VIGS altali csendesitése az NGD és az NSD miikddését gatolja. A HBS1 VIGS azonban a
nagyfoki szekvencia hasonldsdg kovetkeztében a SKI7 transzkript szintjét is lecsokkenti.
Komplementacios kisérletekben a HBS1 — és ezaltal a SKI7 — hianyt is komplementalni tudta az
Arabidopsis HBS1 ¢és Pelota fehérje is (Szadeczky-Kardoss et al. 2018A/2018B). Ez arra utal,
hogy mig a HBS1 fehérje esszecialis, addig a SKI7 nem sziikséges a SKI-exoszoma altali RNS
mindségbiztositds megfeleldé mikodéséhez. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a viragos
novényekben a SKI7 nem sziikséges a SKI-exoszoma funkciokhoz, ugyanis a RIPR és RST1
fehérjék képesek Osszekapcsolni a SKI és az exoszoma komplexet SKI7 hidnyaban is, igy

elésegitve a SKI-exoszoma RNS mindségbiztositasi funkcidjanak miikodését.
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9. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Létrehoztunk eRF1 tultermeld, stabil transzformans N. benthamiana és A. thaliana
novény vonalakat, melyek alkalmasnak bizonyultak az eRF1 autoreguldcidos mechanizmus fehérje

szintll vizsgalatara.

2. A csoportunk altal kordbban felallitott ndvényi eRF1 autoregulacidos modell egyes
elemeit fehérje szinten is igazoltuk. Kimutattuk, hogy a megnovekedett eRF1 fehérje szint
csokkenti eRF1 expressziot azaltal, hogy csokkenti a transzlacios readthrough hatékonysagat az
eRF1-1 mRNS RT stop kodonjanal, igy az NMD rendszer hatékonyabban tudja tamadni az mRNS-

t, ami az eRF1-1 mRNS ¢és fehérje szint csokkenéséhez vezet.

3. lgazoltuk, hogy novényben a 36A szekvencia pozicid-fiiggd NGD cisz-elem: minél
tavolabb helyezkedik el a riboszoma elakadéasat kivalto 36A szekvencia a transzlacios starttol,

annal hatékonyabb az NGD 4ltali vagas az mRNS-en.

4. Kimutattuk, hogy a minuORF nem NGD cisz-elem: a minimum uORF-et tartalmazo

crer

transz-faktorok nem sziikségesek hozza.

5. Feltartuk, hogy az N. benthamiana RST1 és RIPR fehérjék részt vesznek az NSD és
NGD célpont mMRNS-ek, a miRNS és siRNS, valamint a minuORF-et tartalmaz6 mRNS-ek 5’

vagastermékeinek lebontasaban.
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10. OSSZEFOGLALAS

Novényekben az altalanos mRNS lebontas elsd 1épése a deadenilacid, melyet az mRNS 3°-
5> SKI-exoszéma vagy 5°- 3° XRN4 altali degradacio kovet. A hibas RNS-ek felismerését €s

A Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) transzlaciohoz kapcsolt mindségbiztositasi
rendszer, amely a korai stop kodonnal rendelkezd, hibas mRNS-eket azonositja és bontja le, ezen
kiviil szamos endogén gén expresszios szabalyozasaban is részt vesz. Munkatarsaim eredményeik
alapjan feltételezték, hogy a transzlacié terminaci6 kulcsfaktordnak, az eRF1 fehérjének a szintjét
egy komplex autoregulacios folyamat szabalyozza, melyben az NMD-nek kulcsszerepe van. A
feltételezés szerint ez az Onszabdlyozas az eRF1-1 mRNS specialis RT-NMD 3’UTR
szerkezetének eRF1 érzékenységén alapszik. A felallitott modell szerint, ha: 1) az NMD csokkenti
az eRF1-1 mRNS mennyiségét, 2) az RT részben kimenti az eRF1-1 mRNS-t az NMD alol, és 3)
a magasabb eRF1 fehérje szint gyengébb RT-t eredményez, akkor eRF1 autoregulalt lehet.
Kutatotarsaim a feltételezett eRF1 autoregulacios modell legfontosabb predikcioit RNS szinten
mar igazoltak. Munkam elsddleges célja az eRF1 autoregulaciés modell egyes elemeinek fehérje
szintli vizsgalata volt. A HA epitoppal jelolt eRF1 fehérjét stabilan expresszalé N. benthamiana
transzgénikus novényeken végzett tranziens génexpresszids kisérletek segitségével az eRF1
autoregulacids modell elemeit fehérje szinten is sikeriilt igazolnunk.

A No-Go decay (NGD) transzlaciohoz kapcsolt mindségbiztositasi rendszer azokat az
MRNS-eket ismeri fel és bontja le, melyeken a transzlalé riboszoémak valamilyen okbol tartosan
elakadtak. Az NGD rendszer és annak kulcsfaktorai eukariotdkban konzervaltak, azonban cisz-
elemei eltérhetnek a kiillonb6zé organizmusokban. Munkdm sordn azt vizsgaltam, hogy a
riboszoéma elakadast kivaltd szekvenciak kodold région beliili pozicidja, hogyan befolyasolja az
mRNS NGD érzékenységét. Tovabba megvizsgaltam, hogy a riboszoma elakadast kivalté uORF-
ek képezhetik-e az NGD cisz-elemek egy csoportjat. Igazoltam, hogy a poli-adenin szekvencia —
az élesztéhdz hasonldan — a ndvényekben is pozicio-fliggd NGD cisz-elem. Minél tavolabb van
az elakadast kivaltd szekvencia a transzlacios starttol, annal hatékonyabb az NGD altali hasitas és
mRNS degradacié. Ez az eredmény azt valdsziniisiti, hogy az NGD aktivalasat ndvényekben is
tobb riboszoma feltorlddasa, osszelitkozése valtja ki. Kimutattam, hogy a riboszéma elakadast
kivaltd CPuORF-¢k és a minuORF nem NGD cisz-elemek.

A SKl-exoszoma elengedhetetlen az altalanos mRNS degradacids folyamatok, valamint a
kiilonb6z6 mindségbiztositasi rendszerek — mint az NSD ¢és az NGD — megfeleld miikodésehez. A
SKl-exoszoma hianyaban a silencing rendszer tdmadni tudja a normal mRNS-eket. N6vényekben

az RST1 és RIPR fehérjék komplexet alkotnak és kotddnek a SKI komplexhez és az exoszoémahoz,
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ezaltal szerepiik van silencing érzékeny transzkriptek SKI-exoszoma 4ltali elbontasdban. Munkam
soran azt vizsgaltam, hogy a RIPR és RST1 fehérjék mas SKI-exoszoma folyamatokban is részt
vesznek-e. Kimutattam, hogy az N. benthamiana RIPR és RST1 fehérjék sziikségesek az NSD
célpont transzkriptek, valamint az NGD, a miRNS, a vsiRNS, ¢és a minuORF indukalta vagas 5’

crer

megfeleld mikddéséhez.

93



11. SUMMARY

In plants, degradation of normal mRNA starts with deadenylation, then deadenylated
transcripts are degraded by the SKI-exosome 3°-5’ and/or XRN4 5°-3 exonucleases. Aberrant
MRNAs are identified by different RNA quality control systems.

The Nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) is a translation-coupled mRNA quality
control system that identifies and degrades aberrant mRNAS containing premature termination
codons (PTC) furthermore, it is also involved in the regulation of the expression levels of
physiological MRNAs. Based on previous results, our group assumed that the level of the eRF1
key translation termination factor is regulated by a complex autoregulatory circuit, in which NMD
plays a critical role. They suggested that in plants the eRF1 level can be autoregulated, and this
self-regulation is based on the eRF1 sensitivity of the specific structure of eRF1-1 mRNA. They
propose a mechanistic model for how the eRF1 autoregulatory circuit could operate. According to
this model, if: 1) the NMD reduces the eRF1-1 mRNA level, 2) the RT can partially protect the
eRF1-1 transcript from the eRF1-1 3’UTR induced NMD, and 3) high eRF1 protein levels inhibit
readthrough, it can be assumed that in plants, the special 3’UTR structure of eRF1-1 allows
negative autoregulation of eRF1. Our group previously verified each element of this model at
MRNA level. The main purpose of my work was to verify each element of the eRF1 autoregulatory
model at protein levels. For this purpose, N. benthamiana and A. thaliana stable transgenic lines
were generated with HA-tagged eRF1-1 fusion constructs. The results obtained from transgenic
N.benthamiana plants strongly support the eRF1 autoregulatory model.

The No-Go decay (NGD) degrades faulty mRNAs harbouring an element that permanently
blocks the elongation step of translation. Although the core trans-acting NGD factors are
conserved in eukaryotes, the cis-acting elements may be various in different organisms. The
purpose of this part of my work was to test, whether the position of the ribosome stalling sequence
within the ORF affects the efficiency of NGD degradation in plants. Furthermore, | experimentally
tested whether ribosome arrest UORFs could form a group of NGD cis-elements. | have proven
that in plants — like in yeast — the long A-stretch is a position-dependent NGD cis-element. The
longer the distance of the stall sequence from the start codon, the more efficient the NGD induced
cleavage and degradation of the transcript. This result suggest that ribosome collision is also a
prerequisite for NGD activation in plants. | have demonstrated that ribosome arrest CPUORFs and
the minuORF are not NGD cis-elements.

The SKI-exosome is essential for the proper functioning of general mRNA degradation
processes as well as various quality control systems such as NSD and NGD, furthermore in its

absence, the silencing system targets normal transcripts. In plants, RST1 and RIPR proteins form
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a complex and are bound to the SKI complex and the exosome, thereby they are involved in the
degradation of silencing prone transcripts by the SKI-exosome. During my work, I examined
whether RIPR and RST1 proteins are also involved in other SKI-exosome activities. | have
demonstrated that the N. benthamiana RST1 and RIPR proteins are required for the decay of NSD
target transcripts and for the elimination of the 5’cleavage fragments generated by NGD,
minuORF, miRNA or viral sSiRNA programmed RISC thus, they are involved in all tested SKI-

exosome activities.
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M2. A kisérletekhez hasznalt konstrukciok klonozasanak menete, felhasznalt primerek

Az A. thaliana és N. benthamiana transzformaciohoz hasznalt HA-eRF1-1-st-T és HA-
eRF1-1-35sT konstrukciok a munkam kezdetekor mar rendelkezésre alltak, azokat munkatarsaim
az alabbiak szerint készitették. A HA-eRF1-1-st-T konstrukciohoz A. thaliana genomi templatrol
AtRF1-1 Bl nostart F és AtRfl1-1 T-EI R primerekkel amplifikaltak eRF1-1 kodold és terminator
klonoztak a HA kodold régidja mogé, BamHI-EcoRI helyre. HA-eRF1-1-35sT konstrukciohoz A.
thaliana genomi templatrol RF1BIStart F és AtRF1-1 kod Spel R primerekkel amplifikaltak eRF1-
vektorba klonoztak a HA kodolo régidja mogé, BamHI-Spel helyre.

A kodold régidban riboszoma elakadast kivaltd szekvencidk pozici6 hatasanak
vizsgalatdhoz hasznalt konstrukcidkat a kovetkezOképpen készitettiik. Az S-P27-36A-G, S-P50-
36A-G, S-P100-36A-G, S-P150-36A-G, S-P200-36A-G, S-P280-36A-G [S-P(27-280)-36A-G]
konstrukciok esetén az elébbiekben leirt ATG-t nem tartalmazé Stuffer és a GFP szekvencia koz¢é
klonoztuk a PHA kiilonb6z6 hossziisdgl szakaszait €és riboszoma elakadast kivaltdo 36A-t ugy,
hogy a start kodonok a PHA szekvencidn a 36A-t6l 5° irdnyba 27nt, 50nt, 100nt, 150nt, 200nt,
280nt tavolsagra essenek és a GFP azonos leolvasasi keretben (in frame) legyen. A konstrukcidok
elkészitéséhez P-36A-G plazmidrol készitettiik a PCR fragmenteket PHA27nt Kpnl F, PHA50Nt
Kpnl F, PHA100nt Kpnl F, PHA150nt Kpnl F, PHA200nt Kpnl F, PHA Kpnl F primerekkel. Az
Osszes forward primerhez ugyanazt a reverse primert hasznaltuk, GFP start 15 nt R. Az elkésziilt
fragmenteket (P(27-280)-36A) S-NIP5 5’UTR-G vektorba klonoztuk a Stuffer és GFP szekvencia
kozé, NIPS 5’UTR helyére, Acc65I restrikcios helyre.

A riboszoma elakadast kivaltdo uORF-ek vizsgdlata hasznalt tesztkonstrukciokat az
alabbiak szerint készitettiik. A. thaliana genomi DNS-r61 PCR-rel amplifikaltuk a vizsgalando
gének 5’UTR-jat. 780 5’U-G klonozasdhoz AT1G70780 génrdl At780 5’UTR Kpnl F / At780
5’UTR Kpnl R primerekkel, HB1 5’U-G klonozasdhoz AT3G01470 génrdl AtHB1 5’UTR Kpnl
F / AtHB1 5’UTR Kpnl R primerekkel, SAUR30 5’U-G kloénozasdhoz At5G53590 génrdl At
SAUR30 5°UTR Kpnl F / AtSAUR30 5S’UTR Kpnl R primerekkel készitettiik a fragmenteket.
Hsfbl 5’U-G klénozasahoz AT4G36990 génrdl AtHsfB1 5’UTR Kpnl F / AtHsfB1 hataroléo R
primerekkel készitettiik a fragmentet. Errél a PCR termékrél AtHsfB1 5S’UTR Kpnl F / AtHsfB1
5’UTR Kpnl R primerekkel készitettiink egy rovidebb fragmentet, ami mar csak az 5’UTR-t
tartalmazta, ezt hasznaltuk a klonozéashoz. NIP5 5°U-G konstrukcio esetén az annotélt 5’UTR egy
306 bp darabjat hasznaltuk a klonozasokhoz. Ez a fragment elégséges a minuORF indukalta mRNS
hasitashoz. A klonozéasédhoz eldszor AtNIPS 5’UTR Kpnl F / AtNIP5 hatarold R primerekkel
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amplifikaltunk egy hosszabb fragmentet AT4G10380 génrdl AtNIPS 5’UTR Kpnl F / AtNIPS
5’UTR Kpnl R primerekkel, majd errdl a PCR termékrdl készitettiink egy rovidebb fragmentet és
ezt hasznaltuk a klonozashoz. Az amplifikadlt PCR fragmentetket Acc651 (Kpnl) enzimmel
emésztettiik és bin61S GFP vektorba klonoztuk, GFP kodolo régigja elé.

A S-780 5°U-G, S-HBI1 5°U-G, S-SAUR30 5’U-G, S-Hsfbl 5°U-G és S-NIP5 5’U-G
konstrukciok készitéséhez egy 357bp hosszii, ATG-t nem tartalmazo stuffer szekvenciat
klonoztunk a mar elkésziilt 780 5°U-G, HB1-5°U-G, SAUR30-5’U-G, Hsfbl 5°U-G, NIPS 5’U-G
NIP5 konstrukciok 5’UTR-ja elé. A stuffer szekvenciat 15-U2-noORF (Nyiké et al. 2009)
plazmidrol amplifikaltuk NoATG stuffer Sacl For és NOATG stuffer Sacl Rev primerekkel, majd
NIP5 5’U-G plazmidba ligaltuk NIP 5’UTR-ja elé, Sacl helyre.

Az Rstl csendesitéshez hasznalt P-Rrstl konstrukciohoz N. benthamiana cDNS-rél
amplifikaltuk Rst1 kodolo régio egy 487bp-os szegmensét Nb Rst1 VIGS EcoRI F/Nb Rstl VIGS
EcoRI R primerekkel. A Ripr csendesitéshez hasznalt P-Ripr konstrukciohoz N. benthamiana
CcDNS-r6l amplifikaltuk Ripr kodolo régio egy 413bp-os szegmensét Nb Ripr VIGS EcoRI F / Nb
Ripr VIGS EcoRI R primerekkel. Az amplifikalt fragmenteket kiilon-kiilon TRV-PDS vektorba
klénoztuk PDS mogé, EcoRI helyre.
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1. tablazat. A klénozashoz hasznalt primerek

AtRF1-1 Bl nostart F

CATAGGATCCGGAGACAAAAACGATGACGA

AtRf1-1 T-EIR CATGAATTCGTGAGAGACATGACGTTACATTTAGT
RF1BIStart F CAGTGGATCCATGGGAGACAAAAACGATGACGA
AtRf1-1 T-EIR CATGAATTCGTGAGAGACATGACGTTACATTTAGT
Nb eRf1-3EI F CTGGAATTCATGGCAGATGGCCAAGAAAATG

Nb eRf1-3 EIR CTGGAATTCGACTAAGGAGACGAGATAAAGCTTA

PHA27nt Kpnl F

CATGGTACCATGGGCTTCGCCACCTCTTCAC

PHAS0Nt Kpnl F

CATGGTACCATGGACAACACCACCGGCG

PHA100nt Kpnl F

CATGGTACCATGGTGAGCTCTCTGGGCC

PHA150nt Kpnl F

CATGGTACCATGGCCAAAGGCCAGTTACGACT

PHA200nt Kpnl F

CATGGTACCATGGAAAGGTTCAACGAAACCAAC

PHA Kpnl F

CATGGTACCATGGCTTCCTCCAACTTACTC

GFP start 15 ntR

GGGACAACTCCAGTGAAAAGTTC

At780 5’UTR Kpnl F

ATACAGGTACCTCTCTCTTAGCTCACCAACAATCAC

At780 5’UTR Kpnl R

ACATAGGTACCCTTCGAAATCGAGAGAACAAAAAAC

AtHB1 5’UTR Kpnl F

ATACAGGTACCGAGACGCTCACATTGCAAAAAC

AtHB1 5’UTR Kpnl R

ACATAGGTACCTTTTGATCAACAGAAATAAAACAACAAC
TAC

At SAUR30 5°UTR
KpnlF

ATACAGGTACCCCTAATTCCGAAACCACCTCCTC

AtSAUR30 5’UTR
Kpnl R

ACATAGGTACCTAAGAAGAAGGAATCTTTTTCACCG

AtHsfB1 5’UTR Kpnl
F

ATACAGGTACCTCTAGAAACAGCATCCGTTTTTATAAT

AtHsfB1 hataroldé R

CACAGCCGTCATCTCCGGCGAAC

AtHsfB1 5’UTR Kpnl
R

ACATAGGTACCCTCCGGCGAACTTTTTTTATTTT

AtNIPS 5°’UTR Kpnl F

ACATAGGTACCATTTAAGTCCTAGCTCCATTTTCG

AtNIP5 hataroldé R

GCCTCCGGTGGAGCCATTTCCAACG

AtNIPS 5°’UTR Kpnl R

ACTATGGTACCTTCCAACGTTTTTTTTTTTGGTTTTTTT

NOATG stuffer Sacl
For

ACTATGAGCTCAGTAGTTAAAACAAGAACTGAAG

NOATG stuffer Sacl
Rev

TACATGAGCTCAGGTACCCAACTCTCTACCCA

Nb Rstl VIGS EcoRI F

ATACGAATTCTGGACAAAGCTCCTAAAGCTGG

Nb Rstl VIGS EcoRI R

ATACGAATTCAGATCAACTGGGATAAGGTCCTG

Nb Ripr VIGS EcoRI F

ATACGAATTCCGAAGCTCCCTTCGAATTGGG

Nb Ripr VIGS EcoRI R

TACAGAATTCGACGCCTCGATGCATGGTTC

112




2. tablazat. A transzgén beépiilésének ellenérzéséhez hasznalt primerek

AtRF1-1 kod seq F

AGAAGCGTCACAATTATGTTAGGAA

RF1I1RTR

ACAGTCTAGACCACATGTTCCTTCATTCATC

pFF2 R

AATTCCCTTATCTGGGAACTACTCAC

3. tablazat. A JPCR mérésekhez hasznalt primerek

AtUBI F

TGC AACCTCTCAAGTICGATTT TG

AtUBIR

CAA GCAGGACTCCAAGCATICTTCA

AtRF1-1gRT F

GAC AGT GACTTG GCT TTG GA

AtRF1-1gRTR

CTT CTC CAT CCT CGG AAT CA

AtRF1-3QF

GAGACTAATGCAGAGTTAGAAGTT

AtRF1-3QR

CCTTCTTCAGATCTTAAACCACAT

Nb Ubiquitin q F

GCCGACTACAACATCCAGAAGG

Nb Ubiquitin g R

TGCAACACAGCGAGCTTAACC

NbRF1-1Q F GCTGGATGTTCGGGCTTTTG

NbRF1-1 QR ACAGCCCTTGCGACACCAGT
NbRF1-2Q F CTGTCTACTGAGTCCTGATAATGAAT
NbRF1-2 QR AAGACCCCTTCAATTCACATTTG

AtRF1-1endo qRT F

CAGTAAAGAATATAATAAGTTGTCGAAGGC

AtRF1-1endo qRT R

CATCGTTTTTGTCTCCCATCTTAAC

AtRF1-1trgen qRT F

AACATACTCGAGACCATGGCGCCCGGGTCTAGAA

AtRF1-1trgen qRT R

CTTGTCGTCATCGTTTTTGTCTCC

AtRF1-2QF ATCGAAACCCTTATCGTGTGGGAG
AtRF1-2QR GTATCAGACTCTTGATCTTTCCC
Nb PDS q F TCTTGGCCGGAGCCAGAAGATG
Nb PDS qR ATTCAGCGTGGCCGCCTTCA

Nb RST1qF TCAAGGAAGGCAGGAGCAGC

Nb RST1gR CCTCCGCATGAAGGGCTTCC

Nb RIPR q F CATTGGCAAAGTCGAAGAGAGCTC
Nb RIPRgR AGGTTTTTCCTTAACTTGCTTGCCA
Nb Ski2 q F ACCAGAAGAGGCAGTGGCTA

Nb Ski2 g R TTGGGCATACTCCTGTGGAT
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4. tablazat. A qPCR méréseknél alkalmazott beallitisok

1épés homérséklet| idé |ciklusszam
pre-inkubacio 95°C 10p 1
ot g e 95 °C 15 mp
amplifikacio 60 °C 80 mp 45
hiités 10 °C o0 -

Rt stop Next sto
start r start

HA-eRF1-1-st-T——{HBM  AteRel-1  F k4 AA At eRF1-2—| At eRF1-zT—AA

AtRF1-1

AtRF1-1 qRT F/R AtRF1-2QF/R
trgen qRT
F/R
stop
start start
HA-eRF1-1-35sT——{ AN At eRFF1-1 r—AA At eRF1-3—d—AA
AtRF1-1 AtRF1-1 qRT F/R AtRF1-3QF/R
trgen qRT
F/R
Rtstop  Next stop
start
At eRF1-1——| At eRFi-1 F ,’ AA

AtRF1-1 AtRF1-1 qRT F/R
endo qRT
F/R

1.abra. A transzgén és az endogén At eRF1 mRNS expresszié méréséhez hasznalt gJPCR
primerek. AtRF1-1 trgen qRT F/R primerek a 35sT 5’ UTR-ra specifikusak, csak a transzgén mRNS-t
mérik. AtRF1-1 endo gRT F/R primerek az endogén At eRF1-1 5°UTR-ra specifikusak, csak az endogén

crcr

eRF1-1 mRNS-t is méri. AtRF1-2QF/R és AtRF1-3QF/R primerek eRF1-2 és eRF1-3 kodolo régiokra
specifikusak, csak az endogén mRNS mérésére hasznaltuk (At eRF1-2 és At eRF1-3 transzgén

konstrukciot nem hasznaltunk a kisérletekhez).
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M3. A felhasznalt oldatok, taptalajok dsszetétele

RTK taptalaj
e 10 g/l NaCl
e 10 g/l Tripton
e 5 g/l élesztékivonat
e 50 mg/l kanamicin
e 5 mg/l tetraciklin
e 100 mg/I rifampicin
o 750l
e ddH20

Agrobaktérium Visszaold6 Folyadék
(ABV)

e 10 mM MgCl;

e 10 mM MES

e 150 uM acetosyringon

e ddH20

Agrobaktérium Leolté Folyadék (ABL)
e folyékony LB (10 g/l NaCl; 10 g/l
Tripton; 5 g/l élesztokivonat, ddH20)
e 5 ug/ml tetraciklin
e 50 pg/ml kanamicin
e 20 uM acetosyringon
e 10 mM MES

feltaro puffer RNS kivonashoz
10ml-hez:

e 8 ml MQ viz

e 1 ml 10X RNS extrakcios puffer pH 9.5

(0,2 M glicin; 10 mM
e EDTA; 0,1 M NaCl)
e 1 mlSDS 20%

10x MAE pH 7

200 MM MOPS

50 mM Na-acetat
10 MM EDTA pH 8
ddH20

RNS mintafelvivé puffer 100 pl-re

7 ul MQ viz

5 ul etidium-bromid

10 ul MAE 10x pH 7

10 pl FDE (deionizalt formamid; 0,5
mM EDTA pH 8; 0,01% brémfenol-kék;
0,01% xiléncianol)

18 ul formaldehid

50 pl formamid

Denaturalo gél 1,5% (RNS futtatashoz)

106 ml ddH20

1,8 g agaroz

12 ml MAE

2,8 ml formaldehid

20x SSC pH 7

3 M NaCl
0,3 M Na-citrat
ddH.0

Church puffer

0,5 M NaPi (NazHPO34)

1 mMEDTApH 8

7% SDS

1% BSA (Bovine serum albumin)
ddH.0
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Feltaro puffer fehérje kivonashoz YEB pH 7,2

e [ db protedz inhibitor tabletta (Roche)
e 25mM TRIS (pH 7,6)
e 150 mM NaCl

1 g/l élesztd kivonat

59/ | Tripton

5 g/l kazein hidrolizatum

e 10% glicerol
o 2% PVPP

5 g/l szachar6z

15 g/l agaréz
ddH.0

e 0,15% igepal

¢ SmMDTT MS taptalaj pH 5,8

* MQviz e 4,4 g/l MS s6 és vitamin mix
2X Laemli e 20 g/l szachar6z

e 100 mM Tris-Cl (pH 6,8) e 79/l plant agar

e 2% SDS e ddH20

o 20% glicerol

e 1% bromfenol-kék festék
e 200 MM DTT

e ddH20

MSD1 taptalaj pH 5,8
e 11 MS taptalaj
¢ 1 mg/l 6-benzil-amino-purin (BAP)
e 0,1 mg/l 1-naftilecetsav (NAA)

SX TG puffer (1)) MSD2 taptalaj pH 5.8

e 1519/l Tris o 11 MS taptalaj

e 94 g/l glicin e 1mg/l BAP

e 25ml 20% SDS e 0,1 mg/l NAA

e ddH:0 e 500 mg/l cefotaxim
WTB puffer pH 8,3 (1I) e 200 mg/l kanamicin

e 3,03 ¢/l Tris

MSD3 taptalaj pH 5,8
11 MS taptala;j
0,3 mg/l indol-3-vajsav (IBA)

e 14,41 g/l glicin

e 200 ml metanol
e ddH-.0O

300 mg/l cefotaxim
1x PBST pH 7,4 (11)
e 5,84 g/l NaCl
e 14,24 g/l Na2HPO4
e 2,4 g/l NaH2PO4
e 5ml 10% TWEEN
e ddH20

200 mg/l kanamicin

MSA taptalaj pH 5,8
e 11 MS taptalaj
e 50 mg/l kanamicin

e 100 mg/I cefotaxim
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Feltaré puffer DNS kivonashoz (10 ml) Assay puffer MUN

e 5ml2x 1B (12ml NaCl 5M, 10 ml Tris e 50 mM Foszfat puffer (NaH2PO4,
1M pH 7,6, 8ml edta 5M pH8, 5ml sds Na;HPO4, MQ viz)
20%, 4g laurosarcosyl, ddH20) e 10 mM merkaptoetanol
e 5ml 10M UREA e 0,4 mM MUN szubsztrat 0,1M (0,061g
e 100 pl 2M Na»S,0s 2-(4-Methylumbelliferyl)-a-D-N-
e ddH,0 acetylneuraminic acid sodium salt,
lizis puffer enzimaktivitas méréshez 1,25ml H.0)
e 50 mM Foszfat puffer (NaH2POs, Assay puffer MUG
Na:HPO4, MQ viz) e 50 mM Foszfat puffer (NaH2POg,
e 10 mM merkaptoetanol Na:HPO4, MQ viz)
e 10mM EDTA e 10 mM merkaptoetanol
e 0,1% Na-laurylsarcosine e (0,4 mM MUG szubsztrat 0,1M (0,044¢g
e 0,1% Triton X-100 4-Methylumbelliferyl B-D-glucuronide,
e 1 mM PMSE 1,25m| DMSO)
e MQviz
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