A novényi génexpresszid egyik alapvétminéségbiztositasi rendszerének, a Nonsense
Mediated mMRNA Decay (NMD) rendszernek a szabalyozas

OTKA K 81481 palyazat zarojelentése

A Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) az eukariéténexpresszié alapvet
minéségbiztositasi rendszere, amely felismeri és défjeac korai stop kodont hordozo
MRNS-eket, igy megakadalyozza, hogy csonka, dorsinagativ fehérjék képdhessenek.
Az NMD a hibas mRNS-ek felismerése és lebontas#eth&llcsszerepet jatszik szamos vad
tipusi mMRNS regulécidjdban is. Bar az NMD novéngekbakarcsak eriokben vagy
Drosophildban- |étfontossagu, a novényi NMiD-keveset tudunk. Egy koradbbi OTKA
palyazat (K60102, 2006-09) keretében kimutattulkgyhe névényi NMD azokat a mRNS-eket
degradalja, amelyek a 3' nem-transzlalédd réegidfdTR) intront tartalmaznak, illetve
azokat, amelyek 3'UTR-ja szokatlanul hosszu (tolit 360-400 nukleotid). Bizonyitottuk,
hogy a névényi NMD harmadik célcsoportjat kepezkbdJTR-ban egy legalabb 35 amino
sav hosszUsagu ORF-et (upstream ORF, uORF) tagélmerRNS-esek. A harom novényi
NMD tipust, intron-alapd, hosszu 3'UTR-alapu, WetuORF-alapi NMD-nek nevezik.

Mivel a vad tipust névényi gének altal kddolt mRBIS~20 %-a tartozik a harom NMD
célcsoport egyikébe, valdstirhogy az NMD szamos vad tipusu gén szabalyozasabéaszt
vesz, ezért feltételeztik, hogy a noévényi NMD sdigszabdlyozas alatt all. A jelen
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A novényi NMD fokozatosan mikddik, igy finomszabalyozasra alkalmas

A program egyik elemeként vizsgaltuk, hogy a ngvéNMD tipusok igen-nem
rendszerben vagy fokozatosarikiidnek-e. Korabban igazoltuk, hogy a hosszu 3'UTapia
NMD ndévényekben fokozatosantkodik, minél hosszabb volt a 3'UTR, annal hatékdobya
volt az NMD. Hasonld eredményeket kaptunk az uORIBta NMD-nél is, az NMD
indukcidojdhoz az uORF-nak legaldbb 35 aa. hosszéeHdKennie, de az UORF méretének
novelése 50 aa hosszusagura jésen emelte az NMD-indukcié hatékonysagat. A mostani
program soran az intron-alapi NMD hatasat elemet#)k Eqy GFP-alapu riporter gén
sorozatot épitettiink, amelybe a hatékonyan kivag&datront épitettiik be, a stoptdl 30, 40,
50, 60, 70, 80 és 95 nt-re. Kimutattuk, hogy a mgvéntron-alapt NMD is fokozatosan
mukodik, az intron-stop kodon tavolsag novelése azDNfdlervsodésével jar. Az NMD-
indukcidhoz a 3'UTR-intronnak legaldbb 50-60 ntafagra kell lennie a stop kodontél és az
NMD a tavolsag emelésével fokozatosasédik. Azaz a névényi intron-alapi NMD -
szemben az edd intron-alapt NMD-vel- fokozatosantkddik. Azt is igazoltuk, hogy a két
rendszer ndvényekben szinergista, a hosszu 3'UTR#teont hordoz6 mRNS-eket az NMD
kuléndsen hatékonyan tamadja (5). Mivel a névénMINmindharom tipusa fokozatosan
mikodik valdszi, hogy a névényi NMD szamos, gyenge NMD célpont rBRfihom
szabalyozasaban vehet részt.

A névényi intron-alapi NMD-t egy EJC-szeli komplex Vvaltja ki

A 3'UTR-ban talalhato intronok az eddigi adatokpgden csak endisokben és ndévényekben
okoznak hatékonyan NMD-t. Efdokben az intron kivagédas egy négy core-fehérjald
komplex, az EJC (exon junction complex) komplex n@RiNez kapcsolodasat eredményezi.
Az EJC az exon-exon hatértol 20-25 nt-ra az 5'végyiaban rakodik ré a transzkriptumra,
majd a transzlacioig a mRNS-hez szorosan kapcsatadn Az EJC két felszinként szolgal a
UPF3 és UPF2 NMD faktorok szamaéara. Az ésnlintron-alapd NMD molekuléris
mechanizmusa jol ismert. A transzlacié terminadiégsesénél az eRF1-eRF3 (eukaridta
Release Faktor 1 és 3) terminaciés komplex [ekkta riboszéma A-helyén taldlhaté stop



kodonhoz, ami a szintetizalt peptid felszabadu)ésatboszoma reciklizalasat eredményezi.
Emlésokben az BIG1 és a PF1 NMD faktorok is részei -az eRFeRF3 fehérjék mellett- a
terminaciés komplexnek (SURF komplex). Ha a termibéefejezése &t a UPF1-hez
kapcsolodnak a UPF2 és UPF3 faktorok, a UPF1 szetdesaltozik, ami egy SMG1 altali
foszforildlashoz vezet. A foszfo-UPF1 a szintetizéptid kibocsatdsat nem gatolja, de a
formalasat seqitik 8l A transzlacio soran a riboszéma leloki a mRNSdkbédégidjaban (és a
3'UTR legelején) talalhaté EJC-ket, de nem tavalé] a 3'UTR-ban elhelyezk&dEJC-ket.
Mivel az EJC-hez kapcsolédnak a UPF2 és UPF3 féhémz ilyen mRNS-ek stop
kodonjanak kérnyezetében a UPF2-3 koncentracio snbag, ami az NMD hatékonysagot
dradmaian megnoveli. E@d0kben a 3'UTR-ban EJC-UPF3-UP2 komplexet ,\dS@hRNS-

ek legel$ terminaciéja NMD-hez vezet. Szamos korabbi adatarikvaldszitisitette, hogy
egy EJC-szdér komplex a névényi intron-alapd NMD-ben is fontoserepet jatszik. A
mostani program soran bizonyitottuk, hogy ez afelezésiunk igaz (4). Azonositottuk, majd
inaktivaltuk az EJC négy core komponensének (Y14gd/ Barentsz és 4A3) noveényi
megfelebjét, és elemeztik az NMD rendszerikiidését. Kimutattuk, hogy az EJC-
homologok barmelyikének az inaktivdlasa az intrap@ NMD kikapcsol6dasét
eredményezi, mig a hossziu 3'UTR-alapud NMD ezekbemoaényekben tovabbra is
hatékonyan riikddott. Sikerllt bizonyitanunk azt is, hogy az E¥étszerelése edsokben és
novényekben hasonléan megy veégbe, a PYM fehérjeer@htalisa kapcsolodik a
riboszémahoz, mig az N-terminalis az EJC Y14 ésdvelgmeihez kédik. Bizonyitottuk,
hogy a PYM tultermelés névéenyekben az intron-aldfMD gatlasahoz vezet, feltelden
azért, mert a riboszOmahoz nem ddit, szabad PYM fehérjék leszerelik a 3'UTR-ban
tartozkodé EJC-ket. Mindezek alapjan valofigitettiik, hogy az intron-alapi NMD
mechanisztikusan hasonléan zajlik ésilkben és névényekben. Ennek alapjan felvetettik,
hogy ez mar az eukaridtak kozésében is hasonldéan térténhetett, és szamos leszisima
vonalban az intron-alaptd NMD elveszett (4).

Ha azonban a ndvényi és az émintron-alapd NMD ennyire hasonlo, mi lehet az,di@y
noévényekben fokozatosantkodik, mig embsdkben rendkivil hatékonyan, gyakorlatilag
igen-nem rendszerbentkodik. Adataink arra utalnak, hogy a UPF1 faktopésolodas a
terminacidés komplexhez eltétehet névényekben és gmbkben. Mig endisokben a UPF1
(és az SMG1) a terminacié komplex része, igy a URBlkomplex kialakulasanak a
sebesség megszabod lépése a UPF2-és 3 kapcsolddasinacié soran a SURF komplexhez,
addig névényekben a UPF1 nem része a terminacidgleanek, csak akkor kapcsolodik
hozza, ha a terminacié nagyon lassu. Ezért novémyekét sebesség megszabd 1épés lehet, a
UPF1 kapcsolédasa a terminalddo riboszoma eRFE8jégéhez, illetve a UPF2 és 3 fehérjék
kapcsolddasa a UPF1-hez (Nyikd, nem kozolt eredeldnKimutattuk, hogy a ndvényi és
embs intron-alapi NMD eltér hatékonysaganak fontos szabalyozasi jékfige van, a
fokozatosan ritk6do intron-alapi NMD novényekben a finomszabalyozaskesz részt, mig
emlostkben erre csak a hosszu 3'UTR-alapu NMD alkali#pas

Mind az embs, mind a névényi NMD modellek esetén felmerll dgycsa szerkezeti
ellentmondas, a stop kodon és az intron tavolsagsee valtozik, ezért kérdéses, hogy mi
biztositja, hogy a UPF1, illetve az EJC-hez kapgdd&lF2 és 3 hatékonyan kapcsolédhasson
akkor is, ha az intron alig 60 nt-re talalhato,akéor is ha 600 nt-re van. Bioinformatikai
analizissel igazoltuk, hogy minden NMD-ben szergaestz6 komplexnek van legalabb egy
ersen rendezetlen fehérjéje, és azt, hogy ezek ladmsmset jatszanak az ilyen valtozo
tavolsagokra talalhatdé komplexek 0Osszekapcsolas§panFeltehegten, hasonléan fontos
szerepet jatszanak a szerkezet nélkili fehérjekRiNG-szinti szabalyozasokban, pl. az RNS
silencingben is.

A névényi NMD komplex autoregulacios szabalyozas att all



Mivel a névényi NMD feltehéten igen sok vad tipusi mRNS szabalyozaséban jatszik
kulcsszerepet, valésdinek tint, hogy a ndévényi NMD rendszer autoregulalt. K
igazoltuk, hogy az SMG7 novényi NMD faktor, amelyikindegyik NMD-tipushoz
szikséges, novényekben NMD regulacio alatt all. A2G7 mRNS-ek 3'UTR-ja minden
magasabbrenid ndvényben igen hosszu és két intront is tartalmdazprogram soran azt
elemeztik, hogy ez a specialis 3UTR szerkezet emilyszerepet jatszik az NMD
az intron-alapu NMD negativan regulalja. lgazolazk is, hogy mindkét 3'UTR intron fontos
szerepet jatszik az SMG7 szabdlyozdsban. A stopatd@labbi hatékonyan indukélja az
NMD-t, mig a stop kozeli (20-30 nt a stoptdl) nealt\ki NMD-t, de sziikséges a tavolabbi,
NMD-relevans intron kivAgédasahoz. Azaz a hosstilrR-alapu és az intron-alapi NMD-
ben is szerepet jatsz0 SMG7 gén expresszidja argakindkét fajta NMD intenzitasanak
modosulasara (4).

A program soran sikerult tovabbi NMD regulalt NMBkiorokat azonositani. A négy
csak az intron-alapu NMD-ben szerepet jatsz6 EB@faizsgalata soran felismertiik, hogy a
Barentsz expresszio NMD autoregulacié alatt almiattuk, hogy a Barentsz mRNS minden
zarvaterndben tartalmaz egy vagy két intront NMD-relevans ipdban a 3'UTR-ban.
Sikerilt azt is bizonyitani, hogy a Barentsz egergge NMD target, az NMD deficiens
vonalakban csak kis mértékben emelkedett a mRN&S. gxini fontosabb, igazoltuk, hogy a
Barentsz mRNS-ét csak az intron-alapi NMD szabalyo®sszességében igazoltuk, hogy a
noévény NMD komplex autoregulacios szabalyozés adlitta mind a hosszu 3'UTR-alapd,
mind az intron alapd NMD-hez nélkilozhetetlen SM&RNS-e mindkét tipusi NMD
aktivitasra érzékeny, mig a csak intron-alapt NMid-Iszerepet jatszé Barentsz mRNS-ére
csak az intron-alapu NMD aktivitas hat. Az NMD aneigulacio valészifleg 6si eukariota
jelleg (4).

Emlésokben szamos NMD faktor expresszidja erzékeny BDN¥e, de mindegyik csak a
hosszu 3'UTR-alapi NMD-re érzékeny, mert csak dikddik fokozatosan. Az igen-nem
rendszerben kodo intron-alapd endls NMD ugyanis nem ad modot finomszabalyozasra.
Ezzel szemben novényekben az intron-alapi NMD fatasan mkddik, és kulcsszerepet
jatszik mind az SMG7, mind a Barentsz regulacigpba

Elméleti felvetések szerint egy faktor autoreguifcimegkdnnyiti a duplikacidk
fixalodasat. Ezzel 6sszhangban kimutattuk, hogysBG7 és a Barentsz szamos novényi
leszarmazési vonalban duplikalddott, és igazolhdgy —legalabbis SMG7 esetén- azok a
duplikatumok, amelyek elvesztik az NMD autoregudédehetve tevv MRNS elemeket, az
NMD funkci6t is elvesztik (1,4). Azaz az NMD autgrdacios ciklus az egyed szintjén az
NMD stabilitasat biztositja, mig evolucios léptékbmegkdnnyiti a duplikacidkat (1,4).

A UPF1 foszforilacié szerepe a névényi NMD-ben

A program soran feltartuk a névényi NMD foszforitie szabalyozasanak alapjait is
(3,5). Allatokban az NMD legjobban szabalyozottédép a UPF1 foszforilacidja. Az SMG1
PIKK kindz csak akkor képes foszforilalni a UPFlket az foszforilalhatd konformaciot vesz
fel azéltal, hogy kapcsolodik a terminaldédo ribasahoz és a UPF2-UPF3-hoz is. Az SMG1
aktivitast az SMG8-9 komplex is géatolja, ez csakaakvalik le az SMG14l, ha az is
kapcsolatba lép a UPF1 mellett a UPF2-vel. Az SMGUPF1 C-terminalisan egy szerint
(1096S), mig az N-terminalison egy treonint (28Tpszforildlal. Az RNS degradaciét
emlstkben az SMG5-7, illetve az SMG6 valtja ki. Az SBG komplex a 1096S-hez, mig
az SMG6 a 28T-hez kédik. Kimutattuk, hogy a UPF1 névényekben is fosrfopin, a
UPF1-en talalhaté szamos potencidlis PIKK kinazflmslacios hely (S/TQ hely) valéban
foszforilalt. Kidolgoztunk egy hatékony és gyorgsgalati rendszert, amelyben szdmos UPF1
mutans NMD aktivitasat elemeztik (1,3,5). lgazojtlogy a novényi UPF1 N-és C-
terminalisa redundéns, de az egyik feltétlentl segks az NMD aktivitashoz (3). Mindkét



termindlison azonositottuk a fontos S/TQ helyekgt (gazoltuk, hogy ezek hianyadban a
novényi UPF1 nem tud kapcsolodni az SMG7-tel. Kmttuk azt is, hogy az SMG7 a P-
testekbe relokalizalja az egyébként citoplazméas LJ&F (3). Ezek, illetve tovabbi
eredmeényeink alapjan felrajzoltuk a névényi NMD diészakaszanak a modelljét. Valosgzin
hogy a UPF1 a a UPF1-2-3 NMD komplexben mindkétémégzamos helyen foszforilalt
formaban van jelen. Az SMG7 N-terminalisa megkofoszforilalt UPF1-et, majd azt és a
kapcsolodo mRNS-t a P-testbe mobilizélja, ahol 83y’ exonukledz lebontja az mMRNS-t
(5). A UPFl-et foszforilalo kindzt nem sikerllt apsitani, a legtbbb névényben
megtalalhatdé az SMG1, de pl. Arabidopsisban hidny&z SMG1 inaktivdlasa doh&nyban
nem vezetett az NMD kikapcsolasahoz, azaz valGszhogy tobb PIKK kinaz is
foszforilalhatja a UPF1-et. Sikerilt azonban kinmk, hogy azokban a névényekben, ahol
van SMG1, mindig megtalalhato az SMG8 és 9 is, @mugSMGl-et nem tartalmazé
noévényekben ezek sincsenek meg. Azaz az SMG8-9ngékben is fontos reguléldja az
SMG1-nek. Sikerult azt is bizonyitanunk, hogy az@&b/kzintén intron-alapi NMD regulacio
alatt all (Szabadkai, nem kozolt eredmények). Ugyki hogy a novényi NMD mindersf
komplexének van legalabb egy olyan tagja, amely NKk#gulacio alatt all. Az eddig
azonositott NMD regulélt komponensek: NMD-kompleXSMG7 degradaciés faktor (és
eRF1, lasd késb), EJC komplex- Barentsz, SMG1 PIKK kinaz kompl&MG8.

A ndvényi NMD aktivitas stabil

A program egyik fontos része volt, annak a vizdgaldogy milyen fefldési és
koérnyezeti szignalok szabalyozhatjak a ndévényi NMEnnek vizsgalatdhoz tébb NMD
riporter transzgénikus vonalat hoztunk létre. Adigdadatok alapjan ugyinik, a névényi
NMD igen stabil, a kiloénbdz abiotikus hatasokra nem valtozik ala@est. A biotikus
stresszek kdz6l mi dlsorban a virusok hatasat vizsgaltukostsban azért mert a bakterialis
fertozés NMD-re gyakorolt hatasardl révid didalatt négy kozlemeény is megjelent.
Meglepetésre a virusfé#és nem okozza az NMD aktivitds alagvenodosulaséat, &
elozetes varakozasainkkal szemben, az eddigi adastapan ugyinik, hogy az NMD nem
jatszik alapvet szerepet a novényi antiviralis valaszban. Az NMDtansok virusokra
hasonloan fogékonyak, mint a vad tipusu vonalaker8It igazolni viszont azt, hogy a
virusok NMD elkertilésében a transzlaciés readthicaigpvet szerepet jatszhat. Tovabba,
tranziensen kikapcsoltuk az NMD-et, majd a megwaitb expressziot teljes transzkriptom
analizissel vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy szamasRINS silencing-ben szerepet jatszé gén
expresszidja szignifikansan modosult (Szabadkan ké&zdlt eredmények). Mivel a silencing
a novények alapvétgénszabalyozasi rendszere, egyben a leghatékomgaiginyi antivirélis
rendszer is, igen valésZinhogy a silencing rendszeren keresztil az NMEszirezeknek a
folyamatoknak a szabalyozasaban, igy a patogéiherk gedekezésben is. Az NMD patogén
valaszban betdltott szerepének vizsgalatat folykat]

Novenyekben az eRF1 szintet egy komplex és speddrzabalyozé rendszer stabilizalja,
amelyben az NMD és a readthrough is kulcsszerepeitgzik

A program talan legérdekesebb eredménye, az h&gyidi kapcsolatot talalni harom
stop kodonhoz kapcsolédé esemény, a terminacid\MP és a readthrough szabalyozéasa
kozott. Korabban azonositottunk tobb NMD altal i@dumRNS-et, és kimutattuk, hogy az
eRF1 transzlacids terminacios faktort kodol6 eRFis1NMD szabalyozas alatt All.
Kimutattuk, hogy magasabbrehaévenyekben —szemben a legtébb eukaridtaval- &4 eR
mindig tobb génes, és bizonyitottuk, hogy az e@ék, az eRF1-1 nagyon kildnleges, az
expresszidja fugg az eRF1 fehérje saintta readthrough aktivitastol és az NMD
intenzitadsatol is. Feltartuk a szabalyozas molealailalapjait és valészisitettiink egy
evolucios modellt. Bizonyitottuk, hogy ez a kiltyde rendszer lehiaté teszi az eRF1
fehérje szintjének stabilizalasét, illetve evol@cgkalan lehéwé tette az eRF1 kdpiaszam



emelkedését (Nyiko, nem kozolt eredmények). Erdekéson az RF1 terminacios faktor
autoregulacidja egymastol fuggetlenil, legalablomé&zor alakult ki, megvan a prokariétak
kb. 70%-aban, az afhak orids virusaiban, és ndévényekben is. Ugyanakkdnarom
autoregulacioés rendszer molekularis mechanizmugséa mas, prokariotakban és az orias
virusokban a ritka readthrough vezet a normal RRE&rfje szintézishez, mig névényekben az
eRF1 fehérje szintézis a hatékony lépés.

A program eredmeényei: Kdozlemények, védések, egyutiikodések

Megitélésink szerint a program eredmeényei jékart hozzajarulnak a névényi NMD
szabalyozasaval kapcsolatos ismereteinkhez. A kirggran kidolgozott komplex kisérleti
rendszerek, illetve é&dllitott transzgénikus vonalak a névényi RNS bia@ddkutatasok
ertékes eszkozei lehetnek.

A program eredményebb eddig 6t nemzetkdzi kdzlemény jelent meg, egylantP
Mol. Biol.-ban (impakt faktor:4,149), kéta Plant J.-ben (impakt faktor:6,582), egy a NAR-
ban (impakt faktor:4,0), illetve egy a J. Mol. Biblan (impakt faktor:4,00). Az eRF1
szabalyozasaval kapcsolatos eredményeink bekildds @lnak, mig az NMD riporter
vonalak elemzésébszarmazo eredményeink kozléséhez még szamosekisaran szikség.
A program eredmeényeit felhasznalva egy PhD hallgatgké Tinde sikeresen (ELTE)
ledoktoralt, mig Kerényi Farkas teljesitette az ELHhD publikacios kévetelményeit.

A program soran tobb hazai csoporttalikdtiink egyutt, igy Bisztray Gyoérgy
(Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Kar), KondorBva (SZBK,) és Kalmar Lajos
(MTA Enzimoldgiai Kutatéintézet) altal vezetett ktdcsoportokkal, de sikerilt hatékony
egyuttmikddést kialakitani Joanna Kufel laboratoriumavatrgyelorszag, Varséi egyetem)
is.
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