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Az eukaridta sejtben a molekularis folyamatok az informacidaramlas és a normal mikddés
minden szintjére Kkiterjedéen szigori mindségellendrzés alatt allnak. A mindségellendrzo
rendszerek egy része az mRNS hibdit ismerni fel. Ezek a rendszerek — a nonsense-mediated
decay (NMD), a non-stop decay (NSD) €s a no-go decay (NGD) — a transzlacié soran, azzal
kapcsolt modon miikddnek. Legfontosabb feladatuk, hogy a transzlacié menetét megakaszto,
hibas fehérjét kodold6 mRNS-t és a képzodd fehérjét felismerjék és gyorsan lebontsak. Egyiittes
miikddésiik védi a ndvényi proteom ¢és transzkriptom épségét a transzlacié soran fellépd hibak
felhalmozddasatol.

Az elmult évtized eredményeibdl egyre vilagosabban latszik, hogy az NMD nem csak a hibas
mRNS lebontdsaban, hanem a normal génkifejez6dés szabalyozasaban is jelentds szerepet
jatszik, kiilondsen novényeknél a korokozokkal szembeni védekezés soran. Az NMD-hez
hasonloan a NSD ¢és a NGD is rendelkezik azokkal a sajatossagokkal, amik alkalmassa tehetik a
génkifejez6dés szabalyozasara és a fertézésekkel szembeni védekezésre.

A tanszlacid-kapcsolt mindségellendrzé rendszerekhez ko6t6dd valtozasok a patogénekkel
szembeni védekezésben betdltott szerepiikbdl adéddan 1 rezisztenciaforrasként jelenhetnek meg

a nemesités soran.

Kulcsszavak: nonsense-mediated decay, non-stop decay, no-go decay, transzlacio-kapcsolt

mindségellendrzés, névényi korokozokkal szembeni védekezés
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Abstract

In eukaryotes various quality control (QC) mechanisms operate to maintain the proper
biochemical reactions that are necessary for life. A subset of them consists the translation-
coupled quality control mechanisms. These systems — namely nonsense-mediated decay (NMD),
non-stop decay (NSD) and no-go decay (NGD) — operate while the mRNA is translated. They
ensure that only proper mRNA can engage in more than one translation cycle and only intact,
functional proteins can accumulate. Thus the integrity of the transcriptome and the proteome
relies on the action of these QC systems.

Emerging evidence points out that NMD not only controls the accumulation of faulty
messages, but it has a regulatory role in gene expression, especially under pathogen infection in
plants. There is a high possibility that the other two systems NSD and NGD also have a
regulatory role in the accumulation of endogenous transcripts as well as in the coordination of
defense against pathogen infections.

The possible role of translation-coupled QC systems in defense highlights their ability to

became new sources of resistance in breeding.

Keywords: nonsense-mediated decay, non-stop decay, no-go decay, translation-coupled quality

control, pathogen defense mechanisms

A transzlicié-kapcsolt mindségellen6rzé rendszerek mitkodése

A transzlacio-kapcsolt mindségellendrzd rendszerek az mRNS templat és a rola képzddo
fehérjék minéségét biztositjak miikddésiikkel. Ezek a rendszerek olyan hibakat ismernek fel,
amelyek a transzlacié menetét akasztjadk meg, ezért mas modon nem mutatkozik meg jelenlétiik.
Az altaluk felismert hibak, a korai stop kodon (premature termination kodon, PTC), a leolvasasi
keretben 1év6 (in frame) stop kodon hianya vagy az erés masodlagos szerkezet, ritka kodonok
sora a transzlaciot végzd riboszoma elakadasat és miikddésképtelen vagy citotoxikus csonka
fehérjék képzodését idézi eld. Ezekben az esetekben a transzlacid terminacidja melyet
normalisan a stop kodonndl a releasing-faktorok (eRF1-eRF3) végeznek, nem tud a megszokott
modon végbemenni, az NSD és a NGD esetében az elakadd riboszoma mogott a tobbi is
feltorlodik, és az egész poliszoma komplex megmerevedik ebben az allapotban.

A sejtnek harom f6 problémat kell megoldania ilyenkor. Az elakadt riboszémakat le kell

szerelni az mRNS-r6l, hogy ujra bekapcsolodhassanak a transzlacié menetébe. A hibas mRNS-t

28



Transzlaciohoz kapesolt mRNS mindségellendrzo rendszerek szerepének attekintése normal és patogénekkel szembeni mikddés soran

fel kell ismerni és ki kell vonni a transzlacio aldl, vagy a keletkezett csonka fehérjékkel egyiitt
gyorsan le kell bontani (Doma és Parker, 2006; Frichmeyer és mtsai, 2002; Inada és Aiba, 2005;
Kugler és mtsai, 1995; Lykke-Andersen és Bennett, 2014; Peltz é¢s mtsai, 1993).

Az NMD a hibds mRNS-¢ek és a keletkez6 csonka fehérjék lebontasan kiviil tobb névényi gén
kifejez6désének mértékét is szabalyozza az alternativ splicingon vagy a rendszer pillanatnyi

hatékonysagan keresztiil.

Az NMD szerepe a génkifejezodés szabalyozasaban és a fert6zésekkel szembeni

védekezésben

Az NMD a korai stop kodonnal (PTC) rendelkezd mRNS és a réla képzddd fehérje
felismerését és lebontasat végzi. A korai stop kodonok hataséra a transzlacié elongacioja a teljes
fehérje szintézise elott véget ér. Az igy keletkez6 fehérje C-terminalis végén csonka, ezért eredeti
feladatat jo eséllyel ellatni képtelen, s6t dominans negativ vagy citotoxikus hatasu is lehet (Peltz
és mtsai, 1993).

Normal stop kodon esetében a termindciot végzé riboszoma A helyéhez az eRF1-eRF3
heterodimer kotddik, az eRF3 kapcsolatot 1étesit az mRNS polyA szekvenciajat kot6 PABP
fehérjével. Az eRF3-PABP interakci6 hatdsara a terminacidé gyorsan végbemegy: a stop kodon
felismeréséért felelds eRF1 katalizalja a keletkezett fehérje szabadon engedését, a riboszoma
alegységek pedig szétvalnak ujabb transzlacios ciklusra készen (Fatscher és mtsai, 2014).

A tal hosszii 3’ nem transzlalodo régié (3° UTR) vagy egy PTC utan talalhatd intron
kivagodasi helyéhez kapcsolodd exon-junciot komplex (EJC) az eRF3-PABP interakciot
megneheziti, ilyenkor az NMD komplexhez tartozé UPF1, UPF2, UPF3 fehérjék rakodnak az
eRF3 PABP kot6 helyére. Ezek a hozzajuk kapcsolodd SMG fehérjékkel egyiitt az mRNS gyors
lebomlasét inditjdk el. Az adott mRNS NMD-vel szembeni érzékenysége a 3’UTR hosszatol
vagy a 3’UTR-ban talalhatdo EJC stop kodontdl vald tavolsagatol fiigg (Kertész és mtsai, 2006;
Nyiké és mtsai, 2013).

Az NMD-re kevésbé érzékeny cisz elemek jelenléte lehet6vé teszi az mRNS szintek NMD
fliggd szabalyozasat. Ilyenkor az NMD aktudlis hatékonysdga hatdrozza meg az mRNS
stabilitasat, ezen az elven alapul maganak a ndvényi NMD-nek az autoregulacioja is (Nyiko és
mtsai, 2013). Az eukariota génkifejezédésre jellemzd, hogy az mRNS érése soran tobb alternativ
splicing valtozat képzddik melyek egy része PTC-t tartalmaz, ily médon az NMD aktivitasa
kozvetleniil befolyasolja az eltérd splice-variansok végleges aranyat, és igy a funkcionalis fehérje

mennyiségét (Campbell és mtsai, 2006; Hori és Watanabe, 2005). A transzkriptom szint{
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vizsgalatok alapjan ismert, hogy az alternativ splicing gyakori jelenség a ndvényi gének esetén is,
a splice valtozatok mennyisége pedig a kornyezeti hatasokra reagalva gyorsan valtozik (Filichkin
és mtsai, 2010). Maguk a splicing folyamatat iranyitdo gének is alternativ splicing alatt allnak,
kiilonb6z6 termékeik koziil sok PTC-t tartalmazé mRNS-t az NMD bont el (Palusa és Reddy,
2009). Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy ndvényekben az alternativ splicing gyakran az
NMD-vel kapcsoltan fejti ki hatasat, ezért a génkifejez6dés szabalyozdsaban az NMD-nek
jelentGs szerepe van kozvetlen és kdzvetett modon is.

Az aternativ splicinggal kapcsolt NMD szabalyozas alatt allo gének jelentds része az abiotikus
¢és biotikus stresszvalaszokért felelés (Kalyna és mtsai, 2011; Staiger és Brown, 2013).

UPF1, UPF3 ¢és SMG7 mutans Arabidopsis ndvényeken végzett vizsgalatok soran
megallapitottak, hogy tobb patogén valaszért felelds gén kifejez6dése NMD szabalyozas alatt all
(Jeong ¢és mtsai, 2011; Riehs-Kearnan és mtsai, 2012). Az NMD mutans névény folyamatos
patogénvalaszt mutat; a vadnal magasabb SA és PR (PR1, PR2, PR5) fehérje szintekkel, mely
hatds az aktudlis foto-periddustol is fligghet (Jeong és mtsai, 2011; ; Shi és mtsai, 2012).
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000) fert6zéssel szemben a mutans ndvény
rezisztens (Jeong és mtsai, 2011; Rayson és mtsai, 2012). A hatas az altalanos rezisztencia
magasabb aktivitasinak, az SA tUtvonalon alapuld szisztemikus szerzett rezisztencia fert6zés
elotti mitkkodésének és az NB-LRR csalddba tartozo alternativ splicingen atesett TNL-immun
receptor transzkriptek magasabb szintjének a kovetkezménye (Gloggnitzer és mtsai, 2014; Jeong
és mtsai, 2011). Az NMD hianyaban fellép6 folyamatos patogénvalasz komoly fitnesz
veszteséget és egyfajta ,,autoimmun betegséget” okoz a ndvénynek. Lathato tlinetei a torpendvés,
kiilonféle levéltorzulasok, késleltetett virdgzas és Osszendvo virdgok, ezért normal esetben az
NMD hatékonysaga csak a fert6zés észlelése utan csokken, a patogén valaszért felelds gének
szintje fertdzés nélkiil alacsony szinten mozog (Arciga-Reyes és mtsai, 2006; Gloggnitzer €s
mtsai, 2014).

A virusok elleni védekezésben az NMD-nek a patogénvalasz-gének szabalyozédsan kiviil
kozvetlen szerepe is van. A virusok azon kényszere, hogy oOrokit6 anyaguk kis méretét
kihasznalva a lehetd legnagyobb kodolo kapacitast érjék el, sajatos kompakt
genomszervezOdéshez vezet. Ennek jellemz6i az egymadssal atfedd gének jelenléte, a
policisztronos genomi RNS-ek hasznalata, és a subgenomi RNS-ek (sgRNS) szintézise a
replikacid soran (Firth és Brierley, 2012; Miller és Koev, 2000). A transzlacié nem kanonikus
modjai, a leaky scanning, a reiniciacid és a stop kodon atolvasasa (readthrought) az NMD
szamara felismerhet6 hosszi 3’ UTR-ok megjelenéséhez vezetnek. Ennek a hatasnak leginkabb a

(+) szali RNS genommal rendelkez6 virusok vannak kitéve. Garcia és munkatarsai Arabidopsis
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Potato virus X-GFP (PVX-GFP) amplikon rendszerben valamint PVX és Turnip crinkle virus
(TCV) fert6zott Nicotiana benthamiana ndvények esetében is kimutattak, hogy az NMD az
sgRNS-ek bontasaval gatolja a virus replikaciojat (Garcia és mtsai, 2014).

Az eddigi adatokbol korvonalazodik, hogy a gyengén miikodé NMD az immunvalasz fokozott
miitkodésén keresztiil a baktériumok, gombak és virusok okozta fertbzések esetén, mig a
hatékonyan mitkodé NMD a virusok elleni kozvetlen védekezés soran javithatja a novény tulélési

esélyét.

Az NSD és NGD lehetséges szerepe a génkifejezodés és a korokozokkal szembeni védekezés

soran

A hibas mRNS-ek egy masik tipusat az in frame stop kodon nélkiili termékek alkotjak. Ezek
keletkezésiik modja szerint két f6 csoportra oszlanak. Az elsé csoport a pre-mRNS kodold
régiojaban talalhato alternativ poliadenilacids szignal hasznalata sordn jon létre és normal 3’
polyA véggel rendelkezik (Frischmeyer és mtsai, 2002). A masodik csoport az érett mRNS-ek
ORF-en beliili endonukleolitikus vagasa soran keletkezik. A vagas az NGD ¢és az RNS silencing
kovetkezménye is lehet, az 5 vagastermékek 3’ vége a vagas miatt szabadon marad, lebomlasuk
transzlaciohoz kapcsolt modon is torténhet (Doma és parker, 2006; Orban és Izzauralde, 2005;
Tsuboi és mtsai, 2012).

A non-stop mRNS-eken az elongaciot végzo riboszoma vagy elakad az mRNS végén talalhato
PolyA szekvencia transzlacioja soran, vagy kifut az mRNS végére (Charneski és Hurst, 2013;
Frischmeyer és mtsai, 2002; Ito-Harashima és mtsai, 2007). A transzlacié terminécidja mindkét
esetben gatolt, mert a szensz kodont tartalmaz6 vagy tires A helyet a stop kodon felismerésért
felelés eRF1 nagyon kis hatékonysaggal koti (Brown és mtsai, 2015; Franckenberg és mtsai,
2012). A riboszémat a Pelota-Hbsl releasing-faktor paralégok juttatjdk vissza a normél
transzlacios korforgasba (Shoemaker és mtsai, 2010). A Pelota az eRF1-hez hasonléan az A
helyet koti, azonban az eRF1-t6l eltéréen az aktualis kodontol fliggetleniil. A Pelota-Hbs1
heterodimer a riboszéma alegységek szétvalasat és az mRNS exoszémahoz kapcsolt uton tdrténd
gyors lebomldsat inditja el. A Pelota az eRF1-t6l eltér6 mdédon nem rendelkezik NIKS
motivummal, ezért a keletkezett fehérje szabadon engedését nem képes elvégezni (Saito és mtsai,
2013; Shoemaker és mtsai, 2010; Tsuboi és mtsai, 2012). A riboszéma nagy alegységével és a P-
helyen 1évé tRNS-sel komplexben maradd fehérjét a riboszoma-kapcsolt mindségellendrzo

komplex (RQC) ismeri {6l és bontja le (Brandman és Hegde, 2016).
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Az NSD-t és az NGD-t novényekbdl eddig még nem irtdk le, azonban az ¢éleszt6bdl és
alatokbol ismert fehérjék koziil a Dom34/Pelota és Hbsl azonosithatd Arabidopsis-ban is
(Dom34/Pelota: At4g27650, Hbsl: AtS5gl0630). Csoportunk igazolta, hogy az NSD
novényekben is miikddik. Mind a non-stop mRNS-ek, mind a silencing soran keletkezd 5’
vagéastermékek lebontdsaban részt vesz. A Pelota és a Hbsl fehérjék megléte sziikséges a
folyamathoz (kozlésre bekiildve).

Az NMD-hez hasonléan az NSD és az NGD miikddése is lehetdvé teszi, hogy a
génkifejez0dés szabalyozasaban részt vegyenek. Elméletileg az alternativ splicing soran
bennmaradd vagy kiesé intronokban talalhat6 alternativ polyA szignalok az adott splice
valtozatot stabilizalhatjak, amennyiben a poliadenilaciéo a stop kodontol 3’ iranyban torténik,
vagy lebontasra jelolhetik ki, ha a stop kodon eldtt, a kodoldo régioban megy végbe a
poliadenilacio.

Eltér6 kornyezeti tényezok hatasara jelentdsen valtozik a ndvényi transzkriptom sszetétele, a
gyors alkalmazkodést az alternativ poliadenilaciés és splice valtozatok megjelenése teszi
lehetévé (Elkon és mtsai, 2013). Az alternativ termékek ardnyat és stabilitdsat az NMD-nél latott
modon az NSD is szabalyozhatja.

Az mRNS szintek NSD altali kozvetett szabalyozasara az RNS silencinggel egyiittmiikddve is
van lehetéség. Az RNS silencing sordn a Dicer csaladba tartoz6 enzimek a genomban kodolt
vagy RNS fiiggd RNS polimerazok (RDR) altal készitett dSRNS-ekbdl 21-24 nukleotid hosszl
mi és siRNS-eket vagnak, a rovid dsRNS-ek egyik szala az RNS indukalta csendesité komplexbe
(RISC) épiil és azt a vele komplementer mRNS-hez iranyitja, ahol a komplex endonukleolitikus
vagas utdn az mRNS lebomlasat idézi eld. A silencing hatdsa az RDR6-Utvonal miikddése soran
hatvanyozottan folerésodhet. Ilyenkor az RDR6 az elvagott mRNS 5’ és 3” fragmentjét CAP és
PolyA nélkiili hibas mRNS-ként azonositja és azokat templatként hasznalva dsRNS-t szintetizal.
Az igy keletkez6 dsRNS-ek 1j silencing ciklusokat inditanak el, ily médon az adott mRNS tipus
rovid id6 alatt teljesen eltiinhet a sejtbdl. Novényekben az RDR6 kapcsolt silencing felelds a
virusokkal szembeni védekezés nagy részéért. Ennek soran a silencing rendszer viralis siRNS-ek
segitségével a virus genomot és a keletkez6 mRNS-eket tamadja (Ding és Voinnet, 2007).

Az endogén mRNS-ek csendesitése soran az RDR6 miikddését ellensulyozni kell, mert az
iranyitatlan silencing amplifikacié a névény szamara nélkiilozhetetlen mRNS-ek lebomlasdhoz
vezetne. Ezt az altalinos mRNS bont6 enzimek végzik. Az XRN4 és az exoszoma a szabad 5’ és
3> véggel rendelkezd vagastermékek gyors lebontasaval csokkenti az RDR6 szamara
felhasznalhatdé templat mennyiségét (Branscheid és mtsai, 2015; Martinez de Alba és mtsai,

2015). Eddigi ismereteink arra mutatnak, hogy az 5’ vagastermékek hatékony bontasa az NSD
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miikodésén is milhat (Branscheid és mtsai, 2015; Orban és Izzauralde, 2005). Ily médon az NSD
jelentds szabalyozd szerepet tolthet be a patogénekkel szembeni valaszreakciok alakitasaban
mind a PTI, mind az ETI immunvalaszok esetében (Boccara és mtsai, 2014; Orban és Izzauralde,
2005).

A szakirodalomban két kozvetett példa utal az NSD szerepére a virusfert6zések alakulasaban.
A (+) szalot RNS genommal rendelkezé Drosoplia C virus (DCV) replikaciojat az NSD
mikodéséhez sziikséges Pelota/Pelo hidnya megakadalyozta Drosophila melanogaster esetében.
A gén az 5° UTR-ba épiilt transzpozon miatt nagyon alacsony szinten fejez6dott ki (Wu és mtsai,
2014).

A DCV virus fehérjék kozvetlenil a genomi RNS-rél képzdédnek, a Pelo hidnya a
kopenyfehérjék egy részének keletkezését gatolta. A hatas feltehetéen a képzddésiikhoz
sziikséges nagy mennyiségli transzlaciora kész riboszoma alegység hianyabol adodott. A Pelo
mutansokban a 80S monoszémak felhalmozdodasa volt megfigyelhetd, ez pedig gatldlag hatott a
gyors transzlaciot igénylé kopenyfehérjék keletkezésére, ami felboritotta a virus-replikdcid
menetét. Ismert, hogy a Pelota és a Hbsl1 a stressz hatasok alatt 80S komplexben tarolt riboszéma
alegységek szétszerelésében és transzlacios korforgasba torténd visszajuttatasukban is részt vesz
(Pisareva és mtsai, 2011). A Pelo hianya az egyszali RNS genomu Cricket paralysis virus
(Crpv), a dsRNS genomu Drosophila X virus (DXV) és a duplaszala DNS genom invertebrate
iridescent virus (IIV6) replikacidjara is gatlolag hatott (Wu és mtsai, 2014).

A masik ismert eset a Solanum lycopersicum TY172 vonal altal mutatott virusrezisztencia
Tomato yelow leaf curl virus (TYLCV) fertézése soran. A TYLCV a begomovirusok kozé
tartozik; egyszall, gyliris DNS genommal rendelkezik, a termesztett paradicsomfajtaknal
fertézése jelentds terméskiesést okoz. A rezisztenciat a Pelota gén altal kodolt fehérje egyetlen
aminosav cseréje idézte eld, a fertézott novényekrdl a rezisztencian kiviil a vektor taplalkozasa
soran virus sem tudott tovabb terjedni. A pelota hidnydban 23%-os terméskiesés és 27%-os
termés méret csokkenés volt megfigyelhetd a teljes rezisztencia mellett (Lapidot és mtsai, 2015).

A hatés Drosophila és paradicsom esetében is recessziv volt. Az NSD hianya mindkét esetben
rontotta a szervezetek stressz tliré képességét, azonban Paradicsom esetében ez még igy is
kedvezdbb végeredménnyel jar a termés szempontjabol, mint a teljes allomany fertézddése

TYLCYV virussal.
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Kovetkeztetések

Az NMD transzlacido kapcsolt mRNS mindségellendrzd rendszer széleskori szabalyozo
szerepet tolt be a génkifejez6dés soran, ennek egyik fontos része a patogénekkel szembeni
immunvalasz szabalyozasa ¢s a virusokkal szembeni rezisztencia kdzvetlen alakitasa. Az NSD és
NGD rendszerek mindségellenérzé szerepiik mellett szintén képesek lehetnek az endogén
folyamatok szabalyozdsaban részt venni. Tobb kutatdsi eredmény mutat arra, hogy a
virusfertézések soran ezt meg is teszik.

Bar a transzlacidhoz kapcsolt mRNS mindségellenérz6 rendszerek megléte a novényi sejt
szamara fontos a normal mikodéshez, hibajuk komoly fitnesz veszteséggel jar, elméletileg a
sziikség szerint gyengébb, vagy erdsebb miikddést mutatd ndvény valtozatok igéretes alanyai

lehetnek a rezisztencianemesitésnek.
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Iskola és a NAIK-MBK keretei kozott mitkddé RNS bioldgia csoport k6z6s munkajaként.
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