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BEVEZETES

Az eukariota génexpresszid szigoruan regulalt folyamat, melynek fontos

eleme a mRNS 0Osszetétel szabalyozasa. A sejt mRNS Osszetételét a szintézis és
lebomlas egyensulya hatdrozza meg. A normal mRNS haztartds fenntartdsdhoz
sziikséges azonban a kiilonbozé6 mRNS bontési rendszerek, igy az altalanos
mRNS degradacios folyamatok, az RNS mindségbiztositasi rendszerek és az RNS
csendesitési (RNS silencing) rendszer miikodésének egyensulya is. Amennyiben
ez az egyensuly megbomlik, ndvényekben komoly ndvekedési és egyedfejlédési
rendellenességek jelentkeznek, ezért fontos a kiilonb6zd RNS lebontési
rendszerek miikodésének, szabalyozdsanak megismerése, illetve az eltéré RNS
bontasi rendszerek kozti kapcsolatok feltérképezése is. Csoportunk ezen beliil
els6sorban a novényi RNS mindségbiztositasi rendszerek mikodését é&s
szabalyozasat tanulmanyozza. Munkam soran ¢én is a kiilonb6z6é novényi RNS
mindségbiztositasi rendszerek miikdodését vagy biologiai szabalyozd hatdsat
vizsgaltam.
RNS mindségbiztositasi rendszerek végzik. A transzkripcid és mRNS-ek érése
folyaman szamos hibas mRNS képzddhet, melyekrdl hibas fehérjék irodhatnak.
Az ilyen fehérjék felhalmozddasa kéros a sejt szdmara, ezért a hibds mRNS-ek és
fehérjetermékeik gyors ¢€s hatékony elbontdsa, valamint a riboszomak
szétszerelése €s Ujra hasznositasa (reciklizalasa) kulcsfontossagi. A Nonsense-
mediated mRNA decay (NMD) rendszer a korai stop kodonnal (PTC) rendelkezd
hibas mRNS-eket azonositja és bontja le. A No-Go decay (NGD) azokat mRNS-
eket ismeri fel €s bontja le, melyeken a transzlalé riboszomak valamilyen okbol
tartosan elakadtak. A Non-Stop decay (NSD) pedig az adott leolvasasi kereten
beliili (in frame) stop kodonnal nem rendelkezé6 mRNS-ek kisziirését végzi.

Az NMD rendszernek a mindségbiztositdson tal, fontos szerepe van
szamos endogén gén expresszidjanak szabdlyozasdban is. Az NMD rendszer
muikodése a transzlaciohoz, ezen beliil is a transzlacid befejezd, terminacios
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1épéséhez kapcsolt. A lasst, kevéssé hatékony terminacidé okozhat transzlacios
stop kodon atolvasast (readthrough, RT) vagy NMD altali mRNS degradaciot. Az
RT és az NMD is fiziologiailag fontos folyamatok, mig a transzlacié normal
terminacidja eukaritakban természetesen Iétfontossagi. Mivel az eRF1
(eukaryotic Release Factor 1) fehérje a transzlacié terminacié kulcsfaktora,
mennyiségének  szigoru  szabalyozisa  elengedhetetlen a  hatékony
génexpressziohoz. Ugyanakkor az eRF1 szabalyozasarol szinte semmit sem
tudunk. Munkatarsaim korabbi eredményeik alapjan feltételezték, hogy
novényekben a transzlacid terminacio 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
specidlis szerkezetének eRF1 érzékenységén alapszik. Felallitottak egy modellt,
melynek egyes elemeit mRNS szinten igazoltak. Ugyanakkor megfelelé endogén
eRF1-1 antitest hidnyaban a modell érvényességét fehérje szinten mindeddig nem
tudtuk kozvetleniil vizsgalni.

A transzlacié terminacioja azonban akkor sem tud végbemenni, ha az
MRNS-en nincs in frame stop kodon, vagy ha a riboszéma elakad a transzlacio
soran. Ezeket a hibas mRNS-eket az NSD ¢és az NGD transzlacidhoz kapcsolt
mRNS mindségbiztositasi rendszerek ismerik fel és bontjak le, valamint
biztositjak a rajtuk 1évé riboszomak reciklizalasat. Az NSD és az NGD rendszer,
valamint annak kulcsfaktorai eukaridtakban konzervaltak, cisz elemei azonban
eltérhetnek a kiilonb6z6 organizmusokban. Munkatarsaim kimutattdk, hogy az
ismert NGD cisz-elemek koziil n6vényekben csak a poli-adenin szekvencia okoz
hatékony riboszéma elakadast és NGD 4ltali degradaciot. Az is ismert, hogy
¢lesztében az elakadast kivaltd szekvencia mindsége mellett annak pozicidja is
meghatarozo az NGD aktivacidjaban.

A riboszoéma 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
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tartalmazo transzkriptek korében feldisulnak a 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 lebontdsdban. Az uORF-et tartalmaz6 mRNS-ek egy részét az NMD
bontja le, azonban felvetddott, hogy a transzlacidjuk soran a riboszéma elakadésat
kivaltd uORF-ek NGD célpontok is lehetnek.

A SKI (Superkiller) -exoszoéma egy igen konzervalt 3°-5’ exonukledz rendszer,
mely elengedhetetlen az altalanos mRNS degradacios folyamatok, valamint a
kiilonboz6 mindségbiztositasi rendszerek — mint az NSD és az NGD — megfeleld
mitkodéséhez. A novényi SKl-exoszoma rendszer hianyanak egyik
kovetkezménye, hogy a silencing rendszer tamadni tudja a normal mRNS-ek egy
részét. Egy nemrég megjelent tanulmény szerint ndvényekben az
RST1(Resurrectionl) és a RIPR (RSTL1 interacting protein) fehérjék komplexet
alkotnak és kotédnek a SKI komplexhez és az exoszémahoz 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 SKI-exoszoma folyamatokban is részt
vehetnek.

CELKITUZESEK

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

betoltott szerepét vizsgaltam.

e Munkdm célja volt megvizsgadlni, hogy a ndvényekben riboszoéma
elakadast kivalto poli-adenin szekvencia ORF-en beliili pozicidja hatassal

van-e az NGD 4altali degradacié hatékonysagara.

e Tisztazni szerettem volna, hogy a riboszéma elakadast kivalto uORF-ek

képezhetik-e az NGD cisz-elemek egy csoportjat.
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e Szerettem volna megvizsgalni, hogy a Nicotiana benthamiana RIPR és
RSTI1 fehérjék sziikségesek-e a kiilonboz6 RNS mindségbiztositasi

rendszerek megfeleld miikodéséhez.

ANYAG ES MODSZER

Transzgénikus novények létrehozasa

Az eRF1 autoregulacios modell vizsgalatahoz eRF1 thltermeld Nicotiana
benthamiana és Arabidopsis thaliana transzgénikus névényeket hoztunk 1étre. Az
agrobaktériumos transzformaciohoz az N. benthamiana novényeket hossza
nappalos fényszobaban, steril koriilmények kozott neveltiik ~23°C-on. A 3 hetes
novényeken levélkorong transzformacios modszert alkalmaztunk. Az A. thaliana
novényeket hosszu nappalos fényszobaban 18/23°C-on (¢jjel/nappal) neveltiik. A.
thaliana esetében a transzformaciot viragzé névényeken, floral dip modszerrel
végeztiik. A transzgén beépiilését PCR-rel (Polymerase chain reaction), a fehérje
expresszidjat western blotton ellendriztiik. A transzgénikus N. benthamiana
novényeken tranziens génexpresszids vizsgalatokat (agroinfiltracid) végeztiink.
Az eRF1 mMRNS expresszid valtozasait kvantitativ RT-PCR-rel (QPCR), a

transzgén fehérje szintek valtozasat pedig western blotton kovettiik.
Agroinfiltralas és VIGS-agroinfiltracié

Agroinfiltracio segitségével vizsgaltuk a riporter gének iddszakos
tultermeltetésének hatasat az infiltralt levélfoltokban. VIGS (virus induced gene
silencing) segitségével csendesitettiik a vizsgalni kivant gént, melynek hidnyabol
kovetkeztethettiink annak funkcidjara. Az agroinfiltracids és VIGS kisérletekhez
hasznalt N. benthamiana novényeket tiveghazi koriilmények kozt neveltiik, majd
agroinfiltralast kovetden a mintaszedésig ndvényneveld szekrényben, hosszl
nappalos koriilmények kozott (16 ora fény/8 ora sotét), 23 °C-on neveltiik. Az
agroinfiltralashoz 4-5 hetes a VIGS kisérletekhez 3 hetes ndvényeket

hasznaltunk. A kisérletekhez hasznalt P14 silencing szupresszort ODgoo=0,2, a



tesztkonstrukciokat minden esetben ODg0o=0,4 koncentracidban infiltraltuk.
Tobb konstrukcid egyiittes infiltralasa esetén (ko-infiltralas) az dket tartalmazo
agrobaktérium szuszpenzidkat infiltralas elott 6sszekevertiik. Az agrobaktérium
szuszpenziot a levél fondkan keresztiil, fecskenddvel juttattuk be. A mintakat az
infiltralast kovetd harmadik napon vettiik.

A VIGS kisérletekhez hasznalt N. benthamiana névények also két levelét
infiltraltuk. Az alkalmazott agrobaktérium elegy minden esetben tartalmazta P14-
et, TRV RNSI1 és TRV RNS2 (Tobacco Rattle Virus) vektorokat. TRV RNS2
vektorba a PDS (phytoene desaturase) endogén névényi gén egy szegmense van
beépitve (TRV-PDS), valamint az altalunk csendesiteni kivant gén egy szakasza.
A VIGS kisérletekben a TRV-PDS csendesitett novények szolgaltak kontrollként.
A PDS gén csendesitése markerként szolgdl, hatdsara a cslcsi levelek
kifehérednek, mely a géncsendesités sikerességére utal. Miutan a cstcsi levelek
Kifehéredtek (infiltralas utani 12-14. nap), az alattuk elhelyezkedd leveleket
felilinfiltraltuk a  vizsgalni kivant tesztkonstrukcidkkal. Ily mddon
megvizsgalhattuk, miként miikodik egy riporter gén a géncsendesitéssel
kialakitott mutans hattérben. Az RNS mintékat a feliilinfiltralast kdvetd harmadik
napon voltuk ki. Ezt kdvetden a csendesitett gén mRNS expressziojat qPCR-rel,
a tesztkonstrukciok mRNS mennyiségének valtozéasait pedig northern bloton

vizsgaltuk.
A Kkisérletekhez hasznalt génkonstrukciok és klonozasuk menete

A kisérletekhez hasznalt konstrukciokat pBin61S binaris vektorba, illetve
ennek modositott valtozataiba klonoztuk, majd a binaris vektort hordozoé E. coli
torzseket Agrobacterium tumefaciens C58C1, valamint a pRK Helper plazmidot

tartalmazo torzzsel konjugaltunk.
DNS kivonas és PCR

A vizsgalni kivant levelekb6l kb 100 mg mintat vettiink, ezeket folyékony

nitrogénben ¢és feltard pufferben homogenizaltuk, majd a DNS kivonast fenol-
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kloroformmal végeztiik. A PCR reakciokat Dream Taq Green PCR Master Mix-
el (2x, Thermo scientific) végeztiik.

RNS kivonas és northern blot

A vizsgalni kivant levelekbdl kozel 100 mg mintat szedtiink, folyékony
nitrogénben ¢és feltard pufferben homogenizaltuk, majd az RNS kivonast fenollal
és kloroformmal végeztiikk. A kivont RNS mintakbol 3-6 pg-ot futtattunk 1,5%-
0s denaturald agar6z gélen. A mintakat a gélbdl kapillaris blottolassal nylon
membranra vittik at. A riporter mRNS-eket radioaktivan jelolt DNS probakkal
hibridizaltuk.

gRT-PCR

Az RNS mintakbol DNaz emésztést kovetden RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™) felhasznaldasaval cDNS-t
készitettiink. A qPCR reakcidokhoz FastStart Essential DNA Green Master
(Roche) Kitet hasznaltuk, a méréseket LightCycler® 96 qRT-PCR géppel (Roche)
végeztik. A PCR mérések kiértékelésénél a mért mRNS szinteket minden
esetben az ubiquitin belsdé kontroll mRNS szintekhez normalizaltuk. A csoportok
kozti szignifikancia értékek (p-érték) kiszamitasahoz Student-féle T-probat

alkalmaztunk.
Fehérje kivonas és western blot

A vizsgalni kivant levelekbdl kb 100 mg mintat vettiink, ezeket folyékony
nitrogénben homogenizaltuk, majd feltaro puffer hozzaadasat kovetden 2x Laemli
oldatot segitségével vontuk ki a fehérjéket. A fehérje mintakat 10%-0s
poliakrilamid gélen valsztottuk el, majd elektroblottold segitségével nitrocelluloz
membranra kotottiik. A blottokat HA, Aktin és Anti-mouse 1gG ellenanyaggal
jeloltiik. Az eredmények kiértékeléséhez a blotton detektalt HA jeleket Aktin
belsé kontrollhoz normalizaltuk (HA/Akt).



Enzimaktivitas mérés

Az infiltralt levélfoltokbdl kb 100 mg mintat szedtiink, majd lizis puffert
hozzaadasaval homogenizaltuk. A NAN ¢és GUS enzim szubsztratjdnak
hozzaadasat kovetden Hidex Plate Chameleon segitségével detektaltuk a

fluoreszcenciat.

EREDMENYEK

Az eRF1-1 autoregulicios modell vizsgalata transzgénikus névények

segitségével

Munkatarsaim korabbi megfigyeléseik alapjan felvetették, hogy a névényi
eRF1 szint autoregulalt, és ez az dnszabalyozas 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 mRNS-t az NMD alol, és ha 3) a magasabb eRF1
fehérje szint gyengébb RT-t eredményez, akkor eRF1 autoregulalt lehet.
Modelliink szerint, ha né az eRF1 fehérje mennyisége, csokken az RT
hatékonysaga, vagyis nagyobb aranyban kovetkezik be terminacié 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. Az eRF1 autoregulacidés modell egyes elemeit kutatotarsaim RNS
szinten igazoltak. Programunk soran szerettiik volna a modell 6 elemeit fehérje
szinten is bizonyitani. Ehhez 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 szabalyozo elemeit
feltételeztiik, hogy a transzgén expresszids valtozasai jol leképezik az endogén
eRF1-1 fehérje expesszidjanak modosulasait.

Az eRF1-1 RT-NMD 3’UTR-t tartalmaz6 HA-eRF1-1-st-T N.
benthamiana to és A. thaliana t; novények jelentds részében a transzgén mRNS

expresszalt, a splicing hatékonyan miikodott és a fehérjetermék is jol detektalhato
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volt. Ezekben az eRF1 taltermelé novényekben csokkent az endogén
eRF1-1 mRNS szintje. A transzgénikus N. benthamiana névényeken tranziens
génexpresszios kisérletek segitségével vizsgalni tudtuk a HA-eRF1-1 fehérje
mennyiségének valtozasait. A transzgénikus novényekben az eRF1 fehérjetobblet
hatasara csokkent a RT, valamint az endogén NbeRF1-1 mRNS szintje. Az NMD
gatlas hatasara megemelkedett az endogén NbeRF1-1 mRNS szintje, ezzel
parhuzamosan nott a HA-eRF1-1-st-T transzgén mRNS szintje, amit jol kdvetett
a HA-eRF1 fehérje mennyiségének novekedése. NMD hianyaban az eRF1 szint
tovabbi novelése (eRF1-3 taltermeltetés) nem volt képes a transzgén eRF1-1
mRNS ¢és fehérje szintjét csokkenteni, ami megerdsiti, hogy az eRF1-1 mRNS és
fehérje szint csOkkenését az NMD altali degradacio okozza. Tehat az eRF1
autoregulacids modell predikcidit fehérje szinten is sikertilt igazolnunk. Azonban
azokban a novényekben, ahol az eRF1 fehérjeszint rendkiviil magas vagy
alacsony volt, az eRF1 autoregulacié nem mitkodott megfelelden €s a novények

rendellenes ndovekedést mutattak.
Novényekben a 36A szekvencia pozicio-fiiggé NGD cisz-elem

Munkatarsaim korabban igazoltdk, hogy a ndvényi mRNS kodolo
vezet. Elesztdben a riboszoma elakadast kivaltd szekvencidk kodold région beliili
pozicidja befolydsolja az mRNS NGD érzékenységét, az elakadast kivaltd
szekvencianak legalabb ~100 nt tavolsagra kell elhelyezkednie a transzlacids
startto] ahhoz, hogy az NGD hatékonyan lebontsa a transzkriptet. Elesztdben az
NGD rendszer aktivalasdhoz a riboszémak 0Osszeiitkdzése és feltorlodasa
sziikkséges, igy minél tavolabb talalhatdo az elakadast okozoé szekvencia a
transzlacios starttol, annal valdsziniibb, hogy a riboszémak feltorlédnak, igy
hatékonyabb az mRNS vagasa ¢és degradacioja.

Annak igazolasahoz, hogy a ndvényi NGD aktivalasadban is fontos az
elakadast kivaltoé szekvencia pozicidja, olyan tesztkonstrukcidkat hoztunk létre,

melyekben a 36A szekvenciat a transzlacids starthelytdl eltérd tavolsagra
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épitettiik be, majd megvizsgaltuk a konstrukciock NGD érzékenységét.
Kimutattuk, hogy novényekben az elakadast kivalté szekvencianak legalabb 100
nt tavolsagra kell lennie a starttol valamint, hogy minél tavolabb van a kritikus
szekvencia, annal hatékonyabb az NGD altali degradacio. Ez az eredmény azt
valosziniisiti, hogy az NGD aktivalasat ndvényekben is a riboszémak
feltorlodasa, Osszelitkozese valtja ki.

A vizsgalt riboszoma elakadast kivalto uORF-ek tobbségének

s rer

Az uORF-ek két csoportjat alkotjak a konzervalt peptid szekvenciat
kodolo UORF-ek (CPUORF) és a minimum uORF-ek (minuORF). Ezek koziil
néhany olyan ismert, melyek transzlacidja a riboszoma elakadasdhoz vezet.
Altalanossagban az  elakadt riboszomakat tartalmazdo RNS-eket a
mindségbiztositasi rendszerek felismerik és hatékonyan bontjak. Tisztazni
szerepet jatszhat-e az NMD vagy az NGD rendszer. Ehhez 6t olyan névényi gént
valasztottunk ki, melyek mRNS-én riboszéma elakadast okozo UORF szekvencia
talalhato, majd teszteltiik ezek NMD, illetve NGD érzékenységét.

NMD hianyaban csak az 50 aminosav hosszit CPUORF-et tartalmazé
konstrukci6 mRNS mennyisége emelkedett meg, azonban a t6bbi uORF nem
indukalt NMD-t. Az NGD kulcslépéseként az mMRNS-en endonukleotikus vagas
kovetkezik be és a vagastermékeket az XRN4 és a SKI-exoszoma bontja le. A
vizsgalt uORF-ek koziil csak a minuORF indukalt vagast, és a 3> vagastermék

XRN4 hidnyaban felhalmozodott. Kimutattuk, hogy a minuORF 5° vagastermék

crer

crer

NGD utvonalon bomlik.
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NGD és NSD transz faktorok azonositasa N. benthamianaban: az RST1 és
RIPR fehérjék szerepe

Arabidopsisban valosziniisitették, hogy az RST1 és a RIPR fehérjék részt
vesznek a SKI komplex és az exoszoma kozotti kapcesolat kialakitdsdban. A
viragos novényekben mindkét fehérje konzervalt, igy N. benthamiana novényben
is feltételezhetéen hasonld funkciot toltenek be. Egy friss kutatdsban kimutattak,
hogy A. thaliana ripr és rstl mutans novényekben — a SKl-exoszéma
mutansokhoz hasonléan — feldGsulnak a RNS silencing rendszer miikodése
folyaman keletkez6 SIRNS-ek. A SKl-exoszoéma sziikséges az NSD célpont
MRNS-ek, valamint az NGD, a miRNS ¢s siRNS és a minuORF indukalta vagas
RIPR fehérjék is sziikségesek-e ezekhez a SKl-exoszoma folyamatokhoz.

Ennek megvalaszolasahoz RST1 és RIPR csendesitett N. benthamiana
novényekben vizsgaltuk az NSD, NGD, miRNS, siRNS célpont, valamint a
mIiNUORF-et tartalmazo riporter mMRNS-ek és vagastermékeik felhalmozodasat.
Eredményeink alapjan a RIPR és RST1 fehérjék mindegyik vizsgalt SKI-

exoszoma funkcid megfeleld mikddéséhez sziikségesek.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A novényi eRF1 autoregulacioé szerepe

A transzlaci6  hatékonysaginak  fenntartdsdhoz a  termindcio
kulcsfaktoranak, az eRF1 fehérjének a mennyisége szigoruan szabalyozott kell,
hogy legyen. A nem megfeleld6 eRF1 szint prokaridtdkban és eukaridtakban
ugyanis egyarant karos lehet.

Eredményeink azt valdsziniisitik, hogy az eRF1 autoreguldcioja fontos
szerepet jatszik a megfeleld eRF1 fehérje szint bedllitdsdban, ezaltal
elengedhetetlen a hatékony transzldciohoz ¢és a normal egyedfejlédéshez.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az RT, az NMD ¢és a normal

transzlacid terminacio intenzitasat is az eRF1 fehérje mennyisége befolyasolja.
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Mivel mindharom transzlacio terminacidhoz kapcsolodd esemény megfeleld
mikodése esszencidlis, ennek megfeleléen az eRF1 szint pontos szabalyozasa
elengedhetetlen. Az eRF1 autoregulaciés 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.

Ez az RT-NMD 3°UTR alapt eRF1 autoregulacios rendszer a viragos
ndvényekben konzervalt és eredményeink alapjan fontos az eRF1 szint pontos
szabalyozasahoz. A tul magas, illetve til alacsony eRF1 szint élesztOben és
novényekben is fenotipusos valtozashoz vezet. Ennek ellenére az eRF1-1 mutans
Arabidopsis novényeken labor koriilmények kozott nem tapasztaltunk
fenotipusos valtozast. Feltételezziik, hogy ennek a finomszabalyozéasnak stressz
koriilmények kozott lehet fontos szerepe, ezért érdekes lenne megvizsgalni az

eRF1-1 mutansok fejlodését kiilonbozo stressz hatasok mellett is.
A hosszu A-szekvencia novényben is pozicio-fiiggé NGD cisz-elem

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az ¢élesztéhdz hasonldan a
novényi NGD aktivaldsdban is meghataroz6 az elakadast kivaltdo szekvencia
transzlacios starttol vald tavolsaga. Minél tdvolabb van a kritikus szekvencia a
starttol, annal hatékonyabb az NGD altali hasitads. Ez alapjan valdszintisithetd,
hogy a riboszémak feltorloddsa ndvényekben is feltétele az NGD aktivacionak.
Eredményeink alapjan feltételezhetden novényekben is legalabb két vagy harom
riboszoma feltorlodasara van sziikség (ez akkor kdvetkezhet be, ha legalabb 100
nt-ra van az elakadast kivalté szekvencia a starttol) az NGD indukcidéhoz, azonban
minél tobb riboszoéma tud feltorlodni, annal hatékonyabb az NGD. Ez a fokozatos
szabalyozas azért lehet fontos, mivel ndvényekben a transzlacié lelassuldsa és a
rovid idejii riboszoma elakadas gyakori a normal transzkripteken, azonban ezaltal
az NGD csak akkor 1ép miikddésbe, ha a riboszoma tartésan akad el, a normal
transzlacié folyaman bekodvetkezd rovidebb idejli elakaddsok nem indukélnak

NGD-t.
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A CPUORF és a minuORF névényben nem NGD cisz-elem

Novényekben mostandig csak néhany olyan uORF ismert, amelyek
transzlacidja szekvencia-fiiggd riboszéma elakadashoz vezet. Mivel a kodold
régioban bekovetkezo riboszoma elakadas aktivalhatja az NGD rendszert, ezek az
UORF-ek alkothatndk az NGD cisz-elemek egyik csoportjat. Az NGD altali
degradacio egyik f6 1épése az mRNS vagasa. Eredményeink alapjdn azonban, a
vizsgalt CPuORF-ek nem indukaltak vagast. Ennek lehetséges magyarazata, hogy
a vizsgalt CPuORF-ek tobbsége rovidebb, mint 100 nt. A hatékony NGD altali
RNS vagéshoz pedig minimum 100 nt tavolsag sziikséges az elakadasi hely és a
transzlacios start kozt. Az egyetlen 100 nt-nal hosszabb CPUORF-en a riboszoma
a stop kodonnal akad el és valoszintileg az elégtelen terminacié miatt nem az
NGD, hanem az NMD rendszer degradalja az mRNS-t. Az endonukleotikus
Azonban elképzelhetd, hogy a vizsgalt CPUORF-eknek inkabb finomszabalyozo
szerepiik lehet, igy nem cél az mRNS riboszéma elakadést kovetd azonnali
degradacioja.

Korabbi eredmények alapjan a minuORF vagast indukal az mRNS-en.

crer

crer

komplex szerepe az 5° vagastermékek 3° végére kifutott 80S riboszomak
szétszerelése, lehetoveé téve a vagastermék SKI-exoszoma altali lebontasat. A
minUORF indukalta vagas a riboszoma P-helyét6l 5” iranyban 13-14 nukleotidra
torténik az 5 UTR-ban, igy a vagastermék 3’ végére valoszintileg csak a pasztazo

riboszomak (kis alegység) futnak ki. Tehat lehetséges, hogy a Pelota-HBS1

crer

riboszomak szétszerelésé¢hez kellenek. Mivel a VIGS altali géncsendesités soha
sem teljes, elképzelhetd, bar nem valdszini, hogy marad annyi funkcioképes
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Pelota-HBS1 fehérje, ami a pasztazo riboszomak leszerelését el tudja végezni,

azonban a 80S riboszémakét nem.
A novényi RST1 és RIPR fehérjék feltételezett szerepe

Eredményeink alapjan a RIPR és RST1 fehérjék mindegyik vizsgalt SKI-
exoszoéma funkcié megfeleld miikddéséhez sziikségesek. Tehat részt vesznek az
NSD, NGD, miRNS, siRNS célpont, valamint a minuORF-et tartalmazo riporter
MRNS-ek ¢s vagastermékeik SKI-exoszoéma altali lebontasaban.

Emldsokben a SKI-exoszoma jellemzéen az RNS mindségbiztositasi
rendszerek miikodésében tolt be fontos szerepet, mig az altalanos RNS degradécio
foként az XRN1 lebontasi Gitvonalon megy végbe. Ezzel szemben novényekben a
SKl-exoszoma komplex az altalanos RNS degradacios folyamatokban is részt
vesz. Munkéank 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 Gtvonalak
miikodésében is.

Immunoprecipitaciés-tomegspektrometrias vizsgalatokban kimutattik,
hogy az RST1 —a RIPR mellett — koti az exoszomat és SKI7 fehérjét, mig a RIPR
pedig a-SKI7-hez és a SKI komplexhez kapcsolodik. Elesztdben és emlésokben
a SKI7 kapcsolja 0ssze a SKI és az exoszoma komplexet, ezaltal elengedhetetlen
a SKl-exoszoma miikodéséhez. A SKI7 ndvényekben is koti a SKI és az
exoszoma komplexeket, azonban az eddigi eredmények alapjan ugy tlinik, nem
sziikséges a SKI-exoszoma funkciok megfeleld mikodéséhez. Ezek alapjan
elképzelhetd, hogy a virdgos novényekben a RIPR és RST1 fehérjék képesek
Osszekapcsolni a SKI és az exoszéma komplexet SKI7 hidnyédban is, igy

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

1. Létrehoztunk eRF1 taltermeld, stabil transzformans N. benthamiana és
A. thaliana ndvény vonalakat, melyek alkalmasnak bizonyultak az eRF1

autoregulaciés mechanizmus fehérje szintli vizsgalatara.

2. A csoportunk altal korabban felallitott névényi eRF1 autoregulacios
modell egyes elemeit fehérje szinten is igazoltuk. Kimutattuk, hogy a
megnovekedett eRF1 fehérje szint csokkenti az 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 névényben a 36A szekvencia pozicio-fiiggé NGD cisz-
elem: minél tavolabb helyezkedik el a riboszoma elakadasat kivaltd 36A

szekvencia a transzlacids starttol, annal hatékonyabb az NGD altali vagas az

MRNS-en.

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

crer

azonban Pelota és HBS1 NGD transz-faktorok nem sziikségesek hozza.

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

tartalmazé mRNS-ek 5’ vagastermékének lebontasaban.
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