Novényi RNS degradacios rendszerek: a nonsense-mediated decay
rendszer molekularis bioldgiaja

Bevezetés

Az eukariota mRNS szintézis és érés igen bonyolult folyamat, amelynek soran nagyszdmu
hibds mRNS is keletkezik. Mivel ezek transzlacidja hibds fehérjék megjelenéséhez vezethet, az
,,mindségbiztositd”(quality control) rendszer miikodik. A korai stop kodont (premature stop codon,
PTC) tartalmaz6é mRNS-ek transzlacidja kiilonosen veszélyes, hiszen ezekrdl dominans-negativ hatasu
csonka fehérjék képzodhetnek. Ezt megeldzendd, eukariotakban -igy novényekben is- mitkodik egy a
PTC tartalmi mRNS-eket felismerd és lebontod quality control rendszer, a nonsense mediated decay
(NMD) rendszer. Az NMD a PTC-t hordozé6 mRNS-ek degradacidjan kiviil fontos szerepet tolt be a
normal génexpresszio szabalyozasaban is.

Bar az élesztd €s allati NMD rendszerek mar a program kezdetekor is viszonylag jol ismertek
voltak, a n6vényi NMD-rdl szinte semmit sem tudtunk. Palyazatunk {6 célkitiizése a novényi NMD
rendszer alapjainak megértése, mitkodési mechanizmusanak, szabalyozasanak a feltarasa volt.

Tudomanyos hattér
Az NMD rendszer jelentosége

A PTC tartalmi mRNS-ek csonka fehérjéket kodolnak, melyek gyakran dominans-negativ
hatastak, igy kiilonosen veszélyesek. Pl. szamos olyan vérzékenység valtozat ismert, ahol a betegséget
a kiilonboz6 poziciokban talalhatdo PTC-k okozzak. Ezek azonban szinte mind recesszivek, kivéve azt
a kettot, melyeknél az NMD rendszer nem ismeri fel a PTC-t, igy csonka, dominans hatasu fehérjék
szintetizalédnak. PTC tartalmi mRNS-ek az érvényes leolvasasi keretben (in-frame) stop kodont
hordozo mutans allélek atirdodasa soran, illetve a normdl mRNS-ek érése soran keletkezhetnek.
Ugyanis az alternativ splicing soran képz6d6 termékek egy része (emlésoknél a termékek 1/3-a) olyan
MRNS, amelyben in-frame stop kodont hordozé intronok maradnak, igy ezekr6l csonka fehérjék
transzlalodhatnanak. Ezeket a splicing termékeket azonban az NMD rendszer, mint PTC tartalmi
MRNS-eket azonositja és bontja.

Az NMD azonban nem csak a hibas mRNS-ek eltavolitasaban jatszik szerepet, hanem a
normal génregulacioban is. Ezt jelzi, hogy NMD mutans élesztében a mRNS-ek 10%-anak valtozik
szignifikansan a szintje. C. elegans-ban az NMD hianya fejlédési defektusokat, mig egérben
embrionalis letalitast eredményez.

Az RNS metabolizmusban részt vevé enzimkomplexek részben atfeddek, igy a splicing,
silencing, transzlacios stb. rendszerek egymassal 6sszehangoltan miikodnek. Természetesen az NMD
rendszer is kapcsolodik mas RNS regulacios rendszerekhez, pl. C. elegans-ban a UPF1, az NMD
kulcsfehérjéje részt vesz az egyedfejlodés szabalyozasaban és a transzpozonok elleni védekezésben
nélkiilozhetetlen RNS silencing rendszerben is. Az NMD-ben szerepet jatszo fehérjék szintén részt
vesznek a transzlacid iniciaciojaban és a terminacidjaban. Az NMD rendszer sziikséges a telomer
struktura fenntartdsahoz is.

Az NMD rendszer miikodése

Bar az éleszt6 és allati NMD rendszerek szamos hasonldésagot mutatnak, mind a transz, mind a
cisz elemek tekintetében lényegesek a kiilonbségek is.

Az NMD transz faktorai koziil éleszt6kben és allatokban is a legfontosabbak a UPF1, 2 és 3
fehérjék. Azonban az allati NMD rendszer joval bonyolultabb, a UPF1 fehérjéken kiviil a UPF1
foszforegulacidjaért felelés SMG-1 (UPFl-et foszforilaldo kinaz), illetve 3 rokon, a UPF1
defoszforilaciojat regulald 14-3-3-szeri fehérje, az SMG-5,-6 €s-7 is sziikséges az allati NMD-hez.

Az NMD cisz elemeiben is 1ényeges eltérések lehetnek. Elesztdkben és gerinctelenekben az
NMD cisz eleme a hossz 3’UTR, az NMD azokat a stop kodonokat ismeri fel PTC-ként, amelyek
utan a 3’UTR (3’ nem-transzlalodo régid) szokatlanul hosszi. A PTC azonositast kovetéen az NMD
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gerincesben) az NMD alapvet6 cisz elemei a 3’UTR-ban talalhat6 (de a stophoz nem nagyon kozel



elhelyezkedd) intronok. Itt az NMD rendszer PTC-ként azonosit minden stop kodont, amely utan
legalabb 50 nukleotidra downstream intron talalhato.
Eredmények
Palyazatunk célja a névényi NMD rendszer feltérképezése, mitkddésének megértése volt. A
program soran sikeriilt azonositani a névényi NMD cisz elemeit, az NMD szdmos transz faktorat,
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evolucids modellt dolgoztunk ki.

A novényi NMD rendszer cisz elemeinek azonositasa

A program els6 1épéseként felallitottunk egy Nicotiana benthamiana novények leveleinek
tesztrendszert. Az agroinfiltracio jelenleg az egyetlen olyan ndvényi tranziens expresszios rendszer,
amellyel egyszerre szamos gén termeltethet6, ami elengedhetetlen az NMD kisérletekhez. Ez a
rendszer alkalmasnak bizonyult a névényi NMD cisz elemeinek jellemzésé¢hez. Meglepetésre azt
talaltuk, hogy a novények részben az éleszté-gerinctelen, részben az emlés NMd rednszerekre
emlékezetnek. Munkank soran igazoltuk, hogy a névényi NMD rendszerben hatékony cisz elemként
szolgalhatnak a hossza 3°’UTR szekvenciak, illetve a 3° UTR-ban talalhat6 intronok is. Azaz a névényi
NMD rendszer hibasnak ismer fel és lebont minden olyan mRNS-t amelynek 3> UTR-ja szokatlanul
hosszu, vagy intront tartalmaz. lgazoltuk azt is, hogy a hosszi 3’ UTR-alapt NMD fokozatosan
mikddik, minél hosszabb a 3° UTR, annal hatékonyabb az NMD. Bizonyitottuk tovabba, hogy az
intronok pozico-fiiggé NMD cisz elemek, csak a 3°UTR-ban elhelyezked6 intronok okoznak NMD-t,
raadasul itt is csak akkor, ha nincsenek nagyon kozel a stop kodonhoz. Pl. 20 nukleotidra a stop-t6l a
beépitett intron nem okozott NMD-t, mig ugyanaz az intron 70 nukleotidra NMD valaszt valtott ki
(Kertesz et. al., Nucleic Acids Res., 2006, illetve Sonkoly nem koz6lt eredmények).

Az eukaridta transzlaci6 iniciacidjanak altalanosan elfogadott modellje a ,,scanning modell”. A
riboszoma kis alegysége az 5’végrél indulva végigfut a mRNS-en az els6 AUG kodonig, ahol
csatlakozik a nagy alegység, az iniciacios komplex lecserélédik az elongiciés komplexre és
megkezdddik a transzlacio elongécios szakasza. Ugyanakkor a novényi gének 20-40 %-aban legalabb
egy rovid ORF (uORF) talalhato. Ezekben az esetekben a fégén csak akkor expresszalodhat, ha az
uORF nem transzlalodik, azaz ha a scanning nem az els6 AUG-ig tart (leaky scanning), illetve akkor,
ha az uORF transzlalodik ugyan, de utana a transzlacié hatékonyan reinicialodik. Megvizsgaltuk,
képesek-e az UORF—-ok NMD-t kivaltani. Ugyanis ha egy uORF transzlalodik, a 3°UTR feltétlenil
hosszt lesz. Kimutattuk, hogy novényekben az uORF-ok hatékony NMD valaszt valthatnak ki, de
csak abban az esetben, ha 1, transzlalodnak, és 2, ha hosszabbak 30-40 aa.-nal. Igazoltuk azt is, hogy
az uORF méretkorlatja a legfontosabb NMD gatl6 tényezd, ugyanis a ndvényi uORF-ok alig néhany
szazaléka éri el a kritikus méretet. Ez megmagyarazza, hogy miért csak a novényi gének ~1-2 % all
NMD szabalyozas alatt, mig 20-40 %-uk tartalmaz uORF-ot (Nyiko et. al., Plant Mol Biol, 2009).

A novényi NMD rendszer transz faktorainak azonositasa

Programunk masodik részében a ndvényi NMD rendszer transz faktorainak azonositasat
kiséreltiik meg. Ehhez kidolgoztunk egy Uj tranziens kisérleti rendszert (VIGS-NMD rendszer),
amelyben a TRV Virus-Indukalta Gene Silencing (VIGS) rendszert kombinaltuk az altalunk
kidolgozott, agroinfiltracion alapuld6 NMD teszt rendszerrel. A VIGS-NMD rendszer segitségével 6
novényi NMD transz faktort sikeriilt azonositani, amelybdl a UPF1-et, 2-t és 3-t mas csoportok toliink
fiiggetleniil, de minket megel6zve irtak le, mig az Y14,a Mago és az SMG-7 gének szerepét a ndvényi
NMD-ben mi igazoltuk els6ként. Az altalunk kidolgozott kisérleti rendszer segitségével az is
megallapithatd volt, mely gén, milyen tipusd NMD vélaszban vesz részt. Kimutattuk, hogy a UPF1, 2
¢s az SMG-7 gének mindkét tipust NMD-hez kellenek. Ezzel szemben az Y14 és a Mago csak az
intron alapt NMD-hez sziikséges, mig a UPF3 valoszintileg csak a hossza 3° UTR-alapa NMD-ben
jatszik szerepet.

Megkezdtiik a ndvényi NMD molekularis mechanizmuséanak feltérképezését is. Felallitottunk
egy co-immunprecipitacios rendszert, amelynek segitségével kimutattuk, hogy a névényi UPF1, 2 ¢és 3
egy komplex részei, a UPF2 molekuléris hidként kapcsolja a UPF1-et és 3-at.



Kimutattuk, hogy az Y14 ¢és a Mago novényben is erds heterodimert képez, illetve igazoltuk, hogy
egyes konzervalt aminosav cserékkel mindkett6b6l domindns-negativ mutanst lehet elallitani. Mivel
intron-alapt NMD csak gerincesekben és ndvényekben miikddik, és mivel az intronok mindkettében
pozicio-fiiggd cisz elemek, feltételezhetjilk, hogy a gerinces és ndvényi intron-alapat NMD
mechanisztikusan hasonld. Az Y14 és a Mago allatokban az Exon-Junction Complex (EJC) része.
Gerincesekben az intron-alapt NMD kozvetitésében az EJC-nek alapvetd szerepe van. Mindezek
alapjan valoszin{isithetjiikk, hogy egy EJC-szerli komplex névényekben is 1étezik, és ez a komplex
sziikséges az intron-alapa NMD-hez (Kerényi et al. EMBO J. 2008).

Hogyan degradalédnak a PTC tartalmi mRNS-ek?

A program utolsé szakaszdban az NMD rendszer és a mRNS degradéacios rendszerek
kapcsolatat vizsgaltuk. Az ezzel kapcsolatos eredményeink még nem keriiltek kozlésre, igy az ehhez
kapcsolodo eredményeinket részletesebben leirom.

Elvben az NMD miikddése két alapvetd szakaszra valaszthato szét, a PTC azonositasara, illetve a
PTC tartalmi mRNS-ek lebontasara. Altalanossigban elmondhaté, hogy a hibas mRNS-ek, igy a
PTC-t tartalmaz6 mRNS-ek is a normal mRNS degradacios rendszereken keresztiil bomlanak le.
Gyors degradaciojuk oka, hogy a normal mRNS degradacio sebesség megszabd 1€pését, a lassu
deadeniléciot (a polyA régio eltavolitasat) megkeriilik azaltal, hogy egy endonukleazt aktivalnak, ami
mindségbiztositasi rendszerek a decapping komplexet aktivaljak, ezaltal a mRNS 5’végét védo cap
levalasztodik és a hibas mRNS-t az 5°-3° exunukleaz, az XRN1 gyorsan degradalja. Végiil a hibas
MRNS-ek mas csoportjai a deadenilacio felgyorsitasa révén érik el az aberrans mRNS gyors
lebomlasat. Erdekes médon, egyes RNS mindségbiztositasi rendszerek tobbféle mechanizmust is
aktivalhatnak.

Elesztékben a PTC azonositast kdvetéen kialakul a UPF1-2-3 komplex, amely a decapping
rendszert aktivalja. A cap eltavolitasat kovetden a mRNS-ek gyors lebomlasaért az XRN1 felelds.
Azonban a decapping rendszer hianyaban az NMD komplex képes gyors deadenilaciot inicialni, igy a
PTC tartalmmti mRNS-ek fél-¢letideje még decapping deficiens sejtekben is igen rovid. Emlésokben a
UPF1 foszforilacidja lehet a kulcs ami a PTC azonositast és a mRNS degradaciot 6sszekoti. Az NMD
komplex kialakulasa emldsokben a UPF1 foszforilaciojat eredményezi. A foszfo-UPFl-et harom
rokon 14-3-3 szerti doménnel rendelkezé fehérje, az SMG-5,-6 és 7 is kotheti. Az SMG-6 egy
funkciondlis endonukleaz domént is tartalmaz, ezért ha ez koti a foszfo-UPF1-et és igy kozel keriil a
PTC tartalmi mRNS-hez, az SMG-6 a mRNS vagasat idézi el6. Ezzel szemben ha a foszfo-UPF1-et
az SMG-5-7 heterodimer koti, az SMG-7 képes a UPF1 és a kapcsolt mRNS relokalizacidjara, az
egész ribonukleoprotein komplex a P-bodyba keriil, ahol a decapping-XRN1 utvonalon degradalodik.
Erdekes médon, az SMG-6 és SMG5-7 Gitvonalak nem redundansak.

Mi elsd 1épésként azt kivantuk meghatarozni, hogy novényeknél a PTC tartalmiit mRNS-ek
vagodnak-e. Mivel jelenlegi ismereteink szerint a citoplazmas mRNS vagastermékek 3° darabjait
minden eukariotaban az XRN1 bontja le, feltételeztiik, hogy amennyiben a névényi NMD a target
MRNS-ek vagasat idézi el6, az XRNI1 ndvényi megfeleldjét, az XRN4-et kikapcsolva a 3’
vagastermékeket latnunk kell. VIGS segitségével XRN4 hianyos novényeket hoztunk létre, majd
ezekben kiilonb6z6 NMD targeteket expresszaltunk. Egyetlen esetben sem talaltunk vagastermékeket,
annak ellenére, hogy az XRN4 inaktivacio sikeres volt, hiszen a silencing rendszer vagastermékei
nagy mennyiségben akkumulalodtak az XRN4 VIGS ndvényekben. Mindezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ndévényekben az NMD rendszer nem okoz target hasitast. Ez jo
Osszhangban van azzal az eredménylinkkel, hogy ndvényekben az SMG-6 homologja hidnyzik.
Novényekben tehat a PTC-t hordoz6 mRNS-eket nem endonukleolitikus vagas utan bomlanak.
Feltételeztiik, hogy az SMG-7 névényekben is hasonld szerepet jatszhat, mint allatokban, k6ti a UPF1-
et, illetve ezen keresztiil a UPF1 kotott ribonukleoprotein komplexet, és azt a P-body-ba mobilizalja,
ahol a mRNS decapping-XRN1 utvonalon bomlik. Sikeriilt is agroinfiltraciot koveté konfokalis
mikroszkopias kisérletekkel igazolni, hogy a ndovényi SMG-7 P-body lokalizalt, mig a UPF1
alapvetden citoplazmas. Ugyanakkor ha SMG-7-et és UPF1-et ko-expresszaltunk, a UPF1 is P-body
lokalizaciot mutatott.

A mRNS degradacios rendszerek vizsgalatanak az egyik eszkéze a tethering rendszer, a
vizsgalt fehérje in vivo mesterséges hozzakdtése a cél mRNS-hez. Kisérleti hipotézisiink szerint a



novényi NMD komplexhez kell az SMG-7, ami a UPFl-et kotné meg és a ribonukleoprotein
remobilizaciojat és a mRNS degradaciojat idézné eld. Ezzel 6sszhangban az SMG-7 tethering UPF1, 2
¢s 3 hianyaban is hatékonyan miikodott. Meglepetésre, a UPF1 tetheringhez sem kellett SMG-7. Azaz
névényekben a NMD target mRNS-ek degradacioja nem linearis, a komplex kialakulasdhoz kell az
SMG-7, de utana a komplex talan atrendezddik és a UPF1 kdtné a mRNS-et. Végiil a mRNS két uton
bomolhatna le, az SMG-7 , illetve a UPF1 tutvonalon. Azért hogy kimutassuk, hogy ezen feltételezett
degradacios utvonalak egyike vagy mindketté igényli-e az XRN4 jelenlétét, megismételtiik a tethering
kisérleteket XRN4 hianyos ndvényekben is. Meglepetésre, szemben az emlés rendszerrel, az SMG-7
tethering nem igényelt XRN4-et, mig a UPF1 tethering igen. Azaz a névényi NMD target RNS-ek egy
SMG-7 medialta XRN4 fiiggetlen, és egy UPF1 medialta, XRN4 kapcsolt atvonalon bomolhatnak le.
Eldontendd, hogy a két ttvonal koziil melyik a dontd, megvizsgaltuk az NMD hatékonysagat XRN4
hianyos novényekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy az NMD XRN4 hidnydban is normalisan
mikodott, azaz a f6 degradacios pathway az SMG-7 utvonal. Feltételezéseink szerint ez a
deadenilaciot gyorsitana fel.

Az NMD kései Iépéseivel kapcsolatos munkankbol jelenleg két kézirat késziil, az egyik a Plant
Molecular Biology-ba (Benkovics et.al.,) keriil bekiildésre, mig a masikat a Plant Cell-ben (Merai
et.al.,) szeretnénk publikalni.

A novényi NMD rendszer reguliacidja

Bioinformatikai elemzéseink alapjan azt gondoljuk, hogy vad tipusu a névényi gének Kb.
20%-a NMD altal is regulalt (NMD targetek), azaz az NMD alapvet6 szerepet jatszhat a novényi
gének finomszabalyozasaban. Az NMD target gének valdsziniileg csak kis része er6s NMD target (a
3’UTR-ban intront hordozok, a kiilondsen hosszi 3’UTR-ral rendelkezd gének, illetve a jol
transzlalodo, elég hosszt uORF-ot tartalmazo gének), mig az NMD target gének dontd tobbsége csak
gyenge NMD target (ezek a 300-500 nt hosszii 3” UTR-t hordozd gének). Az NMD ezen gének
finomszabalyozasaban jatszhat fontos szerepet. Azaz ha az NMD rendszer tul intenziv, szamos gén
alulreguldlt lesz, mig az NMD rendszer gyenge mitkddése sok gén feliil expresszalodasat eredményezi.
Ezért feltételeztiik, hogy a novényi NMD szigort szabalyozas alatt all, egy hatékony puffer rendszer
biztositja az NMD alapvetd stabilitasat. A legegyszeriibb ilyen puffer mechanizmus az autoregulacio,
Ezért megvizsgaltuk, hogy az altalunk azonositott NMD faktorok valamelyike allhat-e NMD regulacio
alatt. Sikeriilt bizonyitani, hogy a ndvényi NMD autoregulalt, az SMG-7 NMD faktor, amely
nélkiilozhetetlen mind a hosszii 3’UTR-alapu, mind az intron-alapi NMD-hez, maga is NMD
regulacié alatt all. Ennek oka, hogy a magasabbrendii novények SMG-7 mMRNS-einek a 3> UTR
régidja szokatlanul hossza és két NMD aktivalod intront is tartalmaz. Azaz, alacsony SMG-7 szint
esetén az NMD gyengiil, ami az SMG-7 expresszid novekedését, igy az NMD intenzitasanak
erfsodését eredményezi (Kerényi et al. EMBO J. 2008). Ez a szabalyoz6 rendszer miden bizonnyal
igen fontos, hiszen az egyszikiiek és a kétszikilek SMG-7 homoldgjainak 3’UTR-ja struktiarajaban
igen hasonld, a 3’UTR szokatlanul hosszl és két konzervalt pozicidjl intront tartalmaz. A konzervacio
csak a struktarara vonatkozik, a szekvencidk kozott hasonldosag nem nagyon ismerhetd fel. Az
intronok hossza természetesen szintén erfsen valtozik, de a zarvatermék kozott a pozicidjuk alig
modosul.

Az eukaridta NMD rendszerek evolucidjanak tij modellje

Mivel az NMD rendszer prokaridtdkban hiadnyzik, viszont minden eukariétdban mukodik,
val6szinii, hogy az NMD mar a mai eukariotak kozos 6sében (stem eukariotak) is megvolt. Korabban
ismert volt, hogy élesztében, illetve gerinctelenekben a hosszi 3° UTR-ok, mig emlésékben a 3° UTR-
ban talalhato intronok szolgalnak NMD cisz elemként. Az is ismert volt, hogy allatokban a UPF1
foszforilacios ciklusa elengedhetetlen az NMD-hez, az SMG-1 foszforilalja, mig az SMG-5,6- és -7 a
UPF1 defoszforilacidjat szabalyozza. Altalanosan elfogadott az is, hogy a gerinces intron-alapa NMD
kovetkezd volt: a stem eukariotakban csak a hosszi 3’UTR-alapa NMD miikodott, amihez alapvetden
csak a harom UPF fehérjére volt sziikség. Az allatokban kialakult a UPF1 foszforegulacios rendszer,
mig a gerincesekben altalanossa valo alternativ splicing melléktermékeként az NMD rendszer cisz
elemei az intronok lettek. Mivel a gombak és az allatok kozelebbi rokonai egymasnak, mint a



novényeknek, igy a novényi NMD-r6l szerzett ismereteink alapvetOen ujrarajzolhatjdk az eukaridta
evolucios modell rajzolhato fel.

Mivel a névényi NMD képes a gerincetelenekhez és az éleszt6hoz hasonléan NMD cisz
elemként felismerni a hosszi 3’UTR-t, illetve képes a gerincesekhez hasonléan NMD cisz elemként
azonositani a 3’UTR intronokat is, valdszinii, hogy mar a stem eukariotakban mitkddéo NMD rendszer
is képes volt felismerni mindkét tipust NMD cisz elemet. Mivel a UPF faktorokon kiviil az SMG-7 is
sziikséges mind a ndvényi, mind az allati NMD-hez, ezért valészinii, hogy az SMG-7 mar a stem
eukariota NMD rendszernek is része volt. Rdadéasul, mivel az EJC alapvetd szerepet jatszik az emlds
intron alapt NMD-ben, illetve ennek komponensei szintén sziikségesek a novényi intron-alapt NMD-
hez, valoszini, hogy mar a stem eukaridtakban is az EJC kozvetithette az intron-alaptt NMD valaszt.
Mindezek alapjan valosziniisithetjiik, hogy a stem eukariotakban mar egy komplex NMD rendszer
mitkodott, amely azokban a leszdrmazasi vonalakban ahol legalabb egy idGszakban jelentds intron
vesztés Volt, ott elveszett az intron-alapi NMD képessége, mig a gerinces rendszerekben, ahol az
intron nélkiili gének szinte eltiintek, ott az intron alapt NMD lett a meghatarozo. Ezzel szemben
novényekben a gének nagyobb része ugyan intronos, de 20 %-uk intron-mentes, igy mindkét NMD
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