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2. Bevezetés
A Nonsense-mediated mMRNA-decay (NMD) eukariotakra jellemzé, a  sejt

citoplazmajaban végbemend poszttranszkripciondlis ellenérzé folyamat, amely a korai STOP
kodonnal (PTC) rendelkez6 mRNS-eket ismeri fel és degradalja. Az ilyen mRNS-ek —
amelyek tobbek kdzott a DNS véletlenszeri nonsense mutéciojaval, frameshift mutécioval,
vagy a splicing soran keletkezhetnek — a transzlaciot kovetéen csonka fehérjéket
eredményeznének, amik egyaltalan nem, vagy épp nem megfeleléen latnak el makodésiket a
sejt folyamataiban. Az NMD tehéat a csonkolt és igy a sejt szdmara sziikségtelen fehérjéket
kodoldé mRNS-ek kisziirésére és lebontasara evolvalédott mechanizmus. Eukariotakban az
NMD kulcsfehérjéi, az ugynevezett up-frameshift (UPF) fehérjék evolliciésan konzervaltak és
a gombéktol egészen az emlésokig minden élolényben nélkiilozhetetlenek a folyamathoz.
Az UPF1, UPF2 és UPF3 trimert képezve inditjak be az mRNS degradaciét Ggy, hogy
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elsékeént 6k kapcsolddnak a korai STOP kodonnal elakadt riboszomahoz. Soksejtiiek esetében
a Suppressor with Morphogenetic effect on Genitalia (SMG) kinazok (SMG1, SMG5, SMG6
és SMG?7) is fontos szerepet jatszanak a mechanizmusban, egyrészt az UPF1 foszforilaciojat
szabalyozzak, masrészt az mRNS elvagasaval annak lebontéséat inditjak el [1].

A folyamat egyik kulcskérdese az, hogy vajon a sejt hogyan képes megkilonboztetni a
normal és a korai STOP kodonnal rendelkez6 mRNS-eket egymastol. Az NMD-nek tobbféle
mechanizmusa is ismert, amelyek elsésorban a felismerés alapjelében kulonboznek [2].
Gombékban és egyes alacsonyabb rendii allatokban, igy példaul férgekben az Ggynevezett
downstream sequence element (DSE) segitségével ismeri fel a sejt a korai STOP kodonnal
rendelkez6 mMRNS-eket. A DSE ismétlodé szakaszokat is tartalmazd szekvencia, amely a
normélis STOP kodon el6tt, vagyis attol upstream helyezkedik el. A riboszéma a leolvasés
sorén felismeri a DSE szekvenciat és eltavolitja rola az 6t specifikusan koté faktorokat, igy
példaul az irodalomban mér leirt Hrpl-et. PTC-vel rendelkez6 mRNS esetén azonban az
elakadt riboszométdl downstream helyezkedik el a DSE, igy a transzlacié soran el nem
tavolitott DSE-kot6 faktorok kapcsolddhatnak az UPF fehérjékkel, ami egyelére egy még fel
nem tart mechanizmussal elinditja a mRNS degradaciéjat [3].

Egy mésik, méar alaposabban vizsgalt NMD mechanizmus a PTC kdvetkeztében
létrejové extrém hosszh 3’-UTR régidkat ismeri fel. A kiterjedtebb 3’-UTR régié ugyanis
noveli a riboszéma és az MRNS polyA-végét koté polyadenin-binding fehérjék (PABP) kozti
tavolsagot, amelyek igy kevésbé tudnak egymassal kapcsolddni. A PABP-k helyett ekkor az
UPF faktorok kotnek be a riboszoméhoz kapcsolt eukariota releasing factor 3-hoz (eRF3),
amelyek beinditjpAk az NMD folyamatat. A mechanizmus ezen tipusa rovarokban és
ndvényekben egyarant megtalalhaté [2, 4].

A harmadik fajta mechanizmus az intronos, vagy exon junction complex (EJC)-alapl
NMD, amely emlésokre és novényekre egyardnt jellemz6. Az RNS-b6l a splicing soran
Kivagddo intronok helyébe, pontosabban az exon-exon hataroktdél 20-24 bazisparral upstream
a spliceoszoma fehérekomplexeket, EJC-ket helyez el, amelyek a korabbi intronok helyét
jelolik. Ezek késobb alkalmasak lesznek arra, hogy segitséglikkel a sejt eldontse, ép mMRNS
atirasat végzi-e vagy sem. Az intronalapd NMD-ben szamos fehérje vesz részt, amelyek

harom f6 komplexet alkotnak a folyamatban [2] (1. &bra).
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1. abra A transzlacid elsé korének vazlata emlésokben korai STOP kodonnal rendelkezd,
illetve PTC-t nem tartalmazé mRNS esetében. Az UPF2 és UPF3 fehérjék az EJC-hez kétodve
vesznek részt a folyamatban, az NMD kivaltasanak iniciatora az UPF1-UPF2 interakcio. Korai
STOP kodonnal rendelkez6 mRNS-ben (baloldali &bra) legal&bb egy EJC talalhaté a PTC-tdl
downstream, aminek kovetkeztében UPF1 kapcsolodik a riboszomahoz, majd az EJC
komplexhez. Ebben a transzlacio elsé korében az mRNS 5’-végeén talalhato CBC komplex
segiti. PTC-t nem tartalmaz6 mRNS esetében (jobboldali abra) az EJC-k mind upstream
helyezkednek el a STOP kodonhoz képest, igy azokat az atirast végzé riboszéma szétszereli.
A transzlacio els6 korét kovetéen a CBC komplex és a nuklearis PABP fehérjék (PABP2) is
lecserélédnek, és az igy épnek jeldlt mRNS tovabbi transzlaciokon mehet keresztil [1].



Az els6 az EJC komplex, amelyet négy magfehérje épit fel: az Y14-MAGOH
heterodimer, az elF4A3 és az MLN51. A riboszoma-komplex a releasing factor 1-et és 3-at
(eRF1 és eRF3) foglalja magéba a riboszoma alegysegek mellett. A harmadik, ugynevezett
cap-binding complex (CBC) - PABP komplex az 5" véget véd6 NCBP1-NCBP2
heterodimerbél, az mRNS polyA végét kété PABP-kbél, valamint a CBC-t és PABP-t
Osszekoto elF4G fehérjébol épll fel.

PTC-t nem tartalmaz6 mRNS esetében a STOP kodonnal megall6 riboszoméahoz az
eRF3 fehérje kapcsolddik, mely utdna a mRNS 3’-végén levé PABP fehérjékkel Iép
interakcidba, és ezzel zarul a transzlacios kor. A transzlacié soran az EJC komplexeket a
riboszoma-asszocialt WIBG nevii fehérje szereli szét a két komplex kdlcsénhatasakor [5].
Amennyiben a PTC legalabb 50-55 nukleotidnyi tavolsagra talalhaté az mRNS-en maradt
EJC-t6l upstream, az NMD rendszer felismeri és degradalja az aberralt mRNS-t. EKkor a
megnovekedett tdvolsdg miatt a PABP helyett az UPF1 fehérje és a hozza asszocialt SMG1
kindz kot be a riboszdma-komplexhez, amelyben az NCBP1 is segiti UPFl-et. Az igy
kialakult eRF1-eRF3-UPF1-SMG1 komplexet SURF komplexnek nevezziik. Ezt kdvetéen
megtorténik a riboszoman levé UPF1 és EJC komplex kapcsolodasa, amelyben az EJC-hez
asszocialt UPF3 és UPF2 szolgalnak hidként. Ennek hatdsara megtorténik az UPF1 SMG1
kindz Altali foszforilacidja, mely a degradécios folyamat inditéjele. Az SMG1 kinaz
aktivitdsat SMG8 és SMG9 fehérjék szabalyozzak. A foszforilalt UPF1 defoszforilacidjaban
és az mRNS degradécidban az SMG5 és SMG?7 fehérjék, esetenként pedig az SMG6 jatszik
fontos szerepet. EIGbbi deadenilaciot és decappinget okoz, vagyis az mRNS két végét
tdmadja, utdbbi pedig nukledz aktivitasanak kdszonhetéen képes az mRNS elvigasara, majd a
tovabbi degradacids folyamatok kivaltasara [6].

A transzlacié elsé kore emlésokben egyben az mRNS épségének ellenérzését is
jelenti. Ennek soran az EJC-k lekeriilnek az RNS-rél és szétszerelodnek, a nukleéris PABP-k
(PABP2) teljesen lecserelédnek a citoplazmatikus PABP-kre (PABP1) a 3’-végen, valamint a
CBC komplex szerepét is mas fehérje (elF4E) veszi at. Mindezek kovetkeztében a sejt képes
megkllonboztetni a mar ellenérzoétt és igy folyamatosan transzlalhatdé mRNS-eket a még Uj,
elsd korre var6 mRNS-ektsl. Ujabb kutatasok kideritették, hogy az elsé transzlacios korben
képz6do fehérjék szabalyozott lebontasra kertilnek, révid peptidlancokkd emésztodnek és
részt vesznek az MHC I-hez kotott antigén bemutatasban. E mechanizmusnak készonhetéen
biztositott, hogy a csonkolt fehérjéket kddold6 mRNS-ekr6l még egy mikdds kopia se
keletkezzen [7].



3. Celkitiizesek

Habar az NMD mechanizmusarol egyre tobb informacid all rendelkezésilinkre,
tovabbra is felmer(l a kérdés, hogy hogyan is képes a folyamat a tdvolsag mérésére, a sokszor
igen nagy es kilonbdzo tévolsagok athidaldséara, és ezaltal az mRNS sorsardl valo
dontéshozatalra, illetve hogy milyen kilonbsegeket talalhatunk a harom mechanizmus
Osszehasonlitasa esetén. Mind a DSE, mind a 3’-UTR alapd, mind pedig az intronalapd NMD
szdmos, egymastol nagy tavolsagban elhelyezked6 fehérje kapcsoldédasan, komplexek
kommunikaciojan alapul. Az intronalapi NMD-hez legaldbb harom nagy tavolsagot athidald
kolcsonhatés létrejottére van szikség: a CBC-SURF kapcsolatra, a SURF-EJC interakciora,
valamint a foszforilalt UPF1-et tartalmaz6 komplex és a degradéacids fehérjék egymaésra
talalaséra. Tovabba a folyamat hatékonysaga érdekében sziikség van a komplexek dinamikus
szétesesére és Ujraszervezédésére is. Ehhez a flexibilitashoz vélhetéen nélkilozhetetlenek az
olyan, a komplexekbsl hosszan Kkinyald tavolsdgméré fehérjeszakaszok, amelyek nagy
hidrodinamikai sugara elényt jelent az olykor igen nagy tavolsdgok éathidalaséban is (fly
casting jelenség) [8]. Ezek a tulajdonsagok a rendezetlen fehérjékre, fehérjeszakaszokra
jellemzéek, amelyek nem rendelkeznek egy jol leirhatd harmadlagos szerkezettel, a kotésik
gyakran gyengébb és kevésbé specifikus a szerkezettel rendelkez6 doménekhez képest, a
fehérjék gyors egymasra taldlasaban azonban nagy elényt jelentenek. Emellett egyes NMD
fehérjék rendezetlensége a komplexek 0sszetartasat, negyedleges szerkezetének stabilizalasat
biztosithatja, vagyis ,,allvanyzatként” is funkcionalhat a komplexen beliil [9].

Jelen munka célja volt a bevezetésben emlitett kulonb6zé tipust NMD-
mechanizmusokban bizonyitottan részt vevé, az irodalombol mar ismert fehérjék, illetve azok
lehetséges homoldgjainak szekvencialis, szerkezeti és funkcionalis 6sszehasonlitasa
bioinformatikai modszerekkel. Ehhez 6t, a témaban mar jol jellemzett és kilonb6z6 NMD
mechanizmusokkal rendelkez6 példafaj (Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Homo sapiens) a folyamatban részt vevé
fehérjéit kivantuk dsszehasonlitani, hogy igy feltarjuk a haromféle NMD folyamat, és egyben
az Ot vizsgalt példafaj fehérjéi kozti hasonldésagokat és kilonbségeket. A vizsgalat soran
kiemelten fontosnak tartottuk a rendezetlenség mértékének, a rendezetlen szakaszok
hosszanak és fehérjén bellli elhelyezkedésének 0Osszevetését a mar bizonyitott és a
bioinformatikai mddszerekkel josolt homologok kozétt. Kilonds hangsulyt fektettiink az

irodalomban legjobban jellemzett EJC-alapd NMD mechanizmus fehérjéinek vizsgalatara,



illetve azok rendezetlen szakaszainak megismerésére, a rendezetlen szakaszok lehetséges

funkciojanak feltasarara az NMD folyamatan belil.

4. Modszerek

4.1 Kulénbdzé fajok NMD-fehérjéinek dsszegyiijtése, homoldgiakeresés

Munkéank soran 6t, az NMD témajaban jol publikalt példafaj (Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Homo
sapiens) a folyamatban részt vevo fehérjéit gyijtottuk dssze az eddig a téméban megjelent
irodalom, valamint a UniProt adatbazis (http://www.uniprot.org) segitségével. Lehetséges
homoldgokat a valasztott fajokban — amelyeket az irodalomban eddig meég nem irtak le, de
feltételezhet6en léteznek és megtalalhatoak az adatbazisban —a BLAST program segitségével
kerestiink a human NMD-fehérjéket alapul véve. A szekvencialis hasonldsag mellett az egyes
domének meglétét vagy hianyét, illetve azoknak a fehérjén beluli elhelyezkedését is
figyelembe  vettitk a homoldégok  keresésénél. Ehhez a Pfam  adatbazist

(http://pfam.sanger.ac.uk) hasznaltuk.

4.2 A Kilénbozé fajok NMD-fehérjeinek 0Osszehasonlitdsa, szerkezeti feltérkepezése
bioinformatikai modszerekkel

Az eléz6 pontban leirtak alapjan talalt fehérjék oOsszehasonlitdsdhoz az altalunk
fontosnak Vélt adatokat gyajtottik 6ssze. Minden egyes fehérjéhez hozzarendeltik a
hosszlsagat, a josolt rendezetlen szakaszait, a bennik talalhatd esetleges coiled-coil és
egyszalu toltott alfa-hélix (Charged Single Alpha Helix, CSAH) [10] régiokat — hogy
Kisziirjuk a nem valodi rendezetlen részeket — valamint a fehérjékhez tartozo rendezetlenségi
mértéket is. A rendezetlen szakaszokat az IUPred (http://iupred.enzim.hu/) [11] és a PONDR-
VSL2 [12] programok segitségével gyujtottik 6ssze, amelynek sordn Kizardlag a huszonot
aminosavnal hosszabb rendezetlen szekvencia részeket vettik figyelembe az egybefiggé
rendezetlen szakaszok joslasanal. A potencialis coiled-coil régidkat a COILS
(http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) [13], a CSAH régiokat pedig a CSAH
szerver segitségevel (http://nimalia.chem.elte.hu/csah/index.html) sztrtuk Ki.

A rendezetlenségi mértéket IUPred predikcio utan sajat készitésti programmal szdmoltunk.



4.3 A rendezetlen szakaszok kotéseinek és szerepének feltdrdsa az emlés NMD-
fehérjékben bioinformatikai modszerek segitségével

A mér Kigyijtott rendezetlen régiok a fehérje mikodesében és magaban az NMD
folyamatdban betoltott szerepét elsésorban a témaban eddig megjelent irodalom, a UniProt
adatbézis, illetve a Pfam segitségével hatdroztuk meg. Ennek sorédn kikerestiik az NMD-ben
részt vevoé feherjék rendezetlen kotéhelyeit, figyelembe véve ezen szakaszok egyéb lehetséges
feladatait is, mint példaul a tavolsdgmérést, illetve a komplexek 0Osszetartasat, tehat az
~allvanyzatként” valo miikddésuket. A Kisérletes Uton bizonyitott rendezetlen kdtémotivumok
mellett irdnyaddként figyelembe vettilk a szekvencia alapjan kotéhelyet joslo6 ANCHOR
algoritmus eredmeényeit is (http://anchor.enzim.hu) [14].

5. Eredmények és megvitatasuk

5.1 Kulénbozé fajok NMD-fehérjéinek dsszegyiijtése, homoldgiakeresés

Az NMD folyamataban részt vevo 6 fehérjék bioinformatikai médszerekkel torténo
keresése soran sikerult az 6sszes, publikaciokban is leirt fehérjét megtalalnunk. Emellett az
irodalomban eddig le nem irt vagy az adott fajoan feltételezhetéen megtalalhatd, de még
azonositatlan fehérjék kozul is sikerult néhany lehetséges homologot talalnunk. Az egyes
példafajokhoz tartozd fehérjék megléte, illetve hidnya nagymértékben dsszeegyeztetheté a
korébban ismertetett NMD mechanizmusokkal. Az egyes fajokhoz tartozd6 fébb NMD-
fehérjéket és a koztlk levé hasonlosdg meértékét tablazatba foglaltuk (Tablazat). Az 6sszes
altalunk vizsgalt fehérjét sikertllt megtalalnunk Homo sapiensben, amelyben az EJC alapu
NMD miikddik. A. thalianara az EJC és a 3’-UTR alapi NMD egyarant jellemz6. Az SMG
fehérjék kozil benne csupan az SMG7-et sikerult megtaldlnunk, ami egyezik az irodalomban
eddig leirtakkal. D. melanogasterben 3’-UTR-es NMD mukddik. Az mRNS degradaciot
benne az SMG6 Vvégzi [6], hozza tartoz6 SMG7-et eddig az irodalomban nem irtak le.
Az EJC-t alkotd négy fehérje benne is megtalalhatd, arra azonban nincs bizonyiték, hogy
Ossze is szerel6dnek és egytitt komplexet alkotnak [15]. C. elegansban a vartnak megfeleléen
az UPF-eket, az mRNS végeire jellemzé fehérjéket és az SMG kinazokat siker(lt
megtalalnunk, mig S. cerevisiaeben az SMG-ket eddig nem irtdk le és mi sem talaltunk

lehetséges homoldgokat kutatasunk soran.



5.2 A vélasztott fajok NMD-fehérjéinek dsszehasonlitasa
A vélasztott 6t példafaj NMD-ben reszt vevo fébb fehérjéinek dsszehasonlitidsa soran

az alabbi tablazatban szerepl6 eredményeket kaptuk (tovabbi részletekert lasd a Fliggeléket):

Téablazat: A tablazat a kutatdsunk soran dsszegyijtétt, az 6t példafajhoz tartoz6 NMD-ben részt vevé
fobb fehérjéket tartalmazza. A zardjelen kivili szamok az adott fehérje hosszat, a zarojelen beliliek
pedig az altalunk josolt rendezetlenségi mértéket jeldlik (0-1 kozotti tartoményban). A ’-” jel az
altalunk az adott fajban nem megtalalt fehérjére utal. Z6ld szinnel a huméan fehérjéhez nagymértekben
hasonlo, rdzsaszinnel a hozza csak kismértékben hasonlito, fehérrel pedig a huméan fehérjéhez csekély
mértékben hasonlitd fehérjéket jeldltik. A hasonlosdg mertékének megallapitasdhoz a szekvencialis
hasonlosagot, a domének meglétét és elhelyezkedését, a josolt rendezetlen szakaszokat, a josolt coiled-
coil régidkat és a rendezetlenség tsszmértékét vettiik figyelembe.

H. sapiens D. melanogaster | A. thaliana C. elegans S. cerevisiae

UPF1 1129 (0,23) 1180 (0,22) 1254 (0,31) 1069 (0,24) 971 (0,07)

UPF2 1272 (0,43) 1241 (0,36) 1029 (0,43) 1142 (0,32) 1089(0,20)

UPF3 483 (0,76) 492 (0,73) 482 (0,74) 368 (0,55) 387 (0,49)
EIF4A3 411 (0,05) 399 (0,03) 414 (0,04) - -
MLN51 703 (0,98) 782 (0,98) 605 (0,91) - -
Y14 174 (0,59) 165 (0,32) 191 (0,56) - -
MAGOH 146 (0,01) 147 (0,01) 150 (0,13) - -
SMG1 3657 (0,10) 3218 (0,05) - 2322 (0,03) -
SMG5 1016 (0,23) 1177 (0,25) - 549 (0,01) -
SMG6 1419 (0,47) 948 (0,16) - 1241 (0,44) -
SMG7 1137 (0,51) - 1059 (0,29) 458 (0,17) -

NCBP1 790 (0,07) 800 (0,08) 848 (0,08) 798 (0,08) 861 (0,02)

NCBP2 156 (0,04) 154 (0,03) 257 (0,51) 154 (0,11) 208 (0,25)

PABP1 636 (0,32) 634 (0,25) 671 (0,38) 646 (0,35) 577 (0,30)
PABP2 306 (0,62) 224 (0,45) 629 (0,37) - -
eRF1 437 (0,25) 438 (0,04) 436 (0,04) - -
eRF3 628 (0,33) 619 (0,3) 543 (0,22) - -
WIBG 204 (0,93) 207 (0,99) 204 (0,98) - -
RNPS1 305 (1) 374 (0,96) 414 (0,95) - -
PNRC2 139 (0,83) - - - -

Mig az UPF1 mind az 06t példafajpan nagymértékii szekvencialis és szerkezeti
hasonlosdgot mutat, addig az UPF2 és UPF3 fehérjék a kulonbdz6 fajokban mar kevésbé
hasonlitanak a human UPF2-h6z és UPF3-hoz. A f6 kilonbséget esetliikben foként a
szekvencidlis eltérés adja, a domének és az altalunk josolt rendezetlen, illetve coiled-coil
régiok az osszehasonlitdsuk soran nagymertékben Aatfedtek egyméssal. H. sapiensben
(a gerincesekre jellemzéen) az UPF2 fehérje N-termindlis részen talalhaté egy mintegy 70
aminosavbol feléplilé potencialis CSAH régid, amely a tobbi faj UPF2-fehérjéjébol hianyzik.
Ez a stabil egyszalu alfa-hélix szerkezet a tavolsagtartasban, dimerizicidban jatszhat fontos

szerepet.



Az EJC-t alkotd fehérjék kozil a teljes mértékben rendezetlen MLN51 mind
ndévényekben, mind pedig rovarokban csekély szekvencialis hasonldésagot mutat a human
MLN51-gyel. A masik hdrom EJC-magfehérje, vagyis az Y14, a MAGOH és az EIF4A3
A. thalianaban és D. melanogasterben aminosavsorrendjét és szerkezetét tekintve is
nagymertékben hasonlitanak a nekik megfelel6 human fehérjékhez.

A példafajokban megtalalt SMG-k viszonylag magas rendezettségik ellenére csupén
Kis hasonlésagot mutatnak a human SMG fehérjéekkel. Az eltérést esetikben inkabb
szekvencidlis kilonbségek adjék, a domenjeik ugyanis nagymértékben hasonlitanak egymasra
a kalénbozo fajokban.

Bar az NCBP2 fehérjék hosszisdgukban és rendezetlenségliik mértékében egyes
esetekben eltérnek a human fehérjétsl, doménjeik és szekvenciabeli hasonldsaguk igen nagy.
A példafajok NCBP1 fehérjéje bar hosszusagukat, doménjeiket és rendezetlen szakaszaikat
nagymertékben eltérnek a humantol.

A példafajok citoplazmatikus PABP1 fehérjei minden tekintetben nagymértéki
hasonlésdgot mutatnak. A nuklearis PABP2-t nem talaltuk meg féregben és élesztében, a
ndvenyi PABP2 pedig mind szekvenciajaban, mind pedig szerkezetében eltér a humantol.
D. melanogasterben a fehérje doménjei, valamint az aminosavsorrendje is valamelyest
hasonlitanak a human PABP2-h6z.

A novényi és a rovarokra jellemzé eRF fehérjék és a WIBG is minden tekintetben
nagymertéki hasonlésagot mutat a nekik megfelelé human fehérjékkel. Az UPF2-hoz és EJC-
hez kapcsolodo teljes mértékben rendezetlen RNPS1 eseteben méar kevéshbeé konzervalt a

szekvencia.

5.3 A rendezetlen szakaszok kotéseinek és szerepének feltardsa az emlés NMD-
fehérjékben bioinformatikai mddszerek segitségével

A fenti vizsgélatokat kovetéen az EJC alapi NMD-re, azon belil pedig az emlés
NMD-fehérjék rendezetlen szakaszaira fektettik a hangsulyt. Arra voltunk kivancsiak, hogy
az eml6s NMD-ben az egyes fehérjék rendezetlen szakaszai milyen funkciot lathatnak el a
folyamatban, illetve hogy pontosan milyen kotésekben vesznek részt (2-7. &brédk). Az emlés
NMD folyamataban szamos olyan fehérjét talaltunk, amelyben viszonylag nagy a
rendezetlenség mértéke és amelyben a rendezetlen szakaszok fontos szerepet tdltenek be

komplexeken belili, illetve komplexek kdzotti kdtések Kialakitasaban.
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Az emlés UPF1 rendezetlen N-terminusaval kéti SMG5-6t, szintén rendezetlen C-
terminalis végével pedig SMG7-et [6]. Mindkét SMG egy rendezett szakasszal kapcsolodik
hozza. Az UPF1 ATP-az és helikaz aktivitassal is rendelkezik, mindkét funkciojat rendezett
szakaszok latjak el a fehérjén belll. Szintén rendezett rész képes kapcsolddni eRF3-hoz,
illetve ugyanezen szakasz UPF2-t is koti (2. &bra). A két fehérje kompetéal egymassal UPF1
koteséért [16]. Irodalmi adatok alapjan UPF1 az NCBP1l-et is koti a 419-700-ig tartd
szakaszan [17] (az abran nincs feltlintetve). A COILS prediktor erre a részre, valamint

NCBP1 UPF1-et koto szakaszara coiled-coil régid jelenlétét josolja mindkét fehérjeben.

UPF1 UPF2
UPF3

= — H —

|_ATPase ] Helicase | | wmFac | | wmric 1 wmrFac |
. .

T T T T T . T T T T T T
0 250 500 750 1000 0 200 400 600 800 1000 1200

2. abra Az NMD Kkulcsfehérjéi, az UPF-ek rendezetlenségi diagramjai. A folytonos vonal az
IUPred, a szaggatott pedig a PONDR-VSL2 program alapjan készilt. A rendezetlen régiok
sziirke hattérrel vannak feltlintetve. Az emlés UPF1 rendezetlen N-terminusaval koti SMG5-6t,
szintén rendezetlen C-termindlis végével pedig SMG7-et. Rendezett szakaszéval képes
kapcsolddni eRF3-hoz, illetve ugyanezen szakasz UPF2-t is kéti. Az UPF3 nagymértékben
rendezetlen fehérje, amely viszonylag rovid rendezett régidjaval kéti UPF2-t. Az EJC-n belll
pedig az Y14-MAGOH komplexet koti rendezetlen C-terminuséval.

UPF2 szintén rendelkezik hosszabb rendezetlen szakaszokkal, ezenkivil a fehérje N-
termindlis végére a CSAH szerver CSAH domén jelenlétét josolja. Harom Middle domain of
eukaryotic initiation factor 4G (MIF4G) domén is taldlhatd UPF2-ben, amelyekre az alfa-
helikalis ismétlodések jellemzéek. Az els6 kettét egy hosszabb rendezetlen szakasz valasztja
el egymastol. A harmadik MIF4G domén felel6s az UPF3-kotésert [18], mig UPFl-et a
fehérje a C-terminusan levo, alapvetéen rendezetlen régioval koti (2. és 3. dbra). Ez a régid a

kotes sordn egy hurokkal elvalasztott alfa-helikalis és béta-hajtii szerkezetet vesz fel [16].
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3. &bra A human UPF2 fehérje részletes rendezetlenségi diagramja, amely az IUPred segitségével
készult. A josolt rendezetlen régiokat a vonal (0,5-es érték) feletti szakaszok mutatjak. A fehérje a
487-559-ig tartd szakaszan a UniProt adatbazis és a COILS szerver szerint is coiled-coilt
tartalmaz.

UPF3 nagymeértékben rendezetlen fehérje, amely viszonylag rovid rendezett régidjaval koti
UPF2-t [18]. Az EJC-n belil pedig az Y14-MAGOH komplexet koti rendezetlen C-
terminusaval. MAGOH és Y14 rendezett szakaszokkal kétédnek UPF3-hoz (2. abra). UPF3
még a sejtmagban kapcsolodik az EJC komplexhez, UPF2 pedig a citoplazméban keril ré a
komplexre.

Az EJC egyik magfehérjéje, a MAGOH egy csaknem teljes mertékben rendezett
fehérje, mig Y14 egy igen hosszi N-termindlis rendezetlen régidval rendelkezik, amit egy
terjedelmes rendezett szakasz kovet (4. &bra). Ez utobbi felelés az Y14-gyel, a WIBG-vel és
MAGOH-val val6 kapcsolodasaért egyarant. A kolcsdnhatasban WIBG rendezetlen N-
termindlis vége vesz részt, mikozben szintén rendezetlen C-terminusa a riboszoma kisebbik
alegységéhez kot [19] (4. abra). Alapvetéen a riboszdmahoz kapcsolédik. Az ¢ feladata
indukalni az EJC komplex szétszerel6dését, amennyiben a riboszoma kozel kertil az EJC-hez.
Ehhez vélhetéen nélkiuldzhetetlen WIBG nagymértékii rendezetlensége, hiszen igy a fehérje
kdnnyebben képes létrehozni az EJC-vel vald kapcsolatot és Kivaltani a komplex fehérjéinek

disszociaciojat.
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4. dbra Az EJC komplex fehérjéinek rendezetlenségi diagramjai. MAGOH egy csaknem teljes
mértékben rendezett fehérje, mig Y14 egy igen hosszi N-terminalis rendezetlen régioval
rendelkezik. A rendezetlen MLN51 az egész EJC komplexet athidalja.

Vélhetéen az EJC ,,allvanyzataként” funkcional a szinte teljesen rendezetlen MLN51, amely
az egész komplexet athidalva tartja 6ssze a fehérjéket [20] (4. dbra), mig az elF4A3 nagyrészt
rendezett és csak egy igen rovid rendezetlen régidja van az N-terminalis végen. A csaknem
teljesen rendezetlen RNPS1 az irodalom szerint UPF2-h6z kapcsolodik és feltehetéen UPF2
EJC-hez val6 kdtodését segiti elé eddig ismeretlen médon [21] (4. &bra).

A riboszémahoz asszocialt eRF1 nagyrészt rendezett, az eRF3-kdtésben azonban révid
C-terminalis rendezetlen régidja is részt vesz a szerkezettel rendelkezé szakaszok mellett.
Az eRF3 kdzépsé rendezett része UPF1-et, mig rendezett C-terminalis vége eRF1-et képes
kotni. Rendezetlen N-terminalis vége pedig a PABP-vel képes kdlcsonhatni (5. &bra). Ez a
kdlcsonhatés rendkivil fontos az NMD megakadalyozasaban, igy az mRNS transzlacidjanak
termindciojaban is. Ha ugyanis eRF3 és PABP1 kozott nem jon létre kapcsolat a korai STOP
kodon és igy a nagy tavolsag kovetkeztében, UPF1 kothet eRF3-hoz. Amennyiben egy EJC is
talalhaté a riboszomatdl downstream, létrejon az UPF1-UPF2 kapcsolat és elindul az NMD,
illetve a MRNS degradacidjanak folyamata. Az eRF3-PABP1 kapcsolatban tehat igen fontos
szerepet kapnak a nagy tavolsagokat is athidalni képes rendezetlen szakaszok (5., 6. és 8.
abrék). Az EJC disszociaciojat kivaltd WIBG rendezetlen C-terminélisan koti a riboszéma

komplexet.
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5. dbra A riboszoma komplex fehérjéinek rendezetlenségi diagramjai. A riboszémahoz
asszocidlt eRF1 nagyrészt rendezett, az eRF3-kotésben azonban rovid C-terminalis
rendezetlen régidja is részt vesz. eRF3 kozépso rendezett része UPF1-et, mig C-terminalis
veége eRF1-et képes kotni. Rendezetlen N-termindlis vége pedig a PABP-vel képes
kélcsonhatni. WIBG rendezetlen C-terminusa a riboszéma kisebbik alegységéhez koét, mig
szintén rendezetlen N-terminusa EJC-vel képes kapcsolodni.

A citoplazmatikus PABP1 N-termindlisan négy RNS-k6t6 RRM motivum talalhato,
ebbol az elso kett egyben az elFAG kotéséért is felelés. Az RRM-eket és a szintén rendezett
eRF3-kot6 régidt egy hosszabb rendezetlen szakasz valasztja el egymastdl [23] (6. &bra). Ez
vélhet6en fontos szerepet jatszik abban, hogy eRF3 és PABP1 a koztlik levo esetlegesen nagy
tavolsag ellenére is kapcsoldédhasson egyméssal. EIFAG-ben is szdmos rendezetlen domen
talalhatd, amelynek fontos szerepe lehet a CBC-EIF4G-PABP komplex 0sszetartasaban.
llyen példaul a két CBC-kot6 hely a fehérjén, a koztuk talalhatd PABP-t kéto régio, valamint
a MIFAG domén egy része (6. dbra). NCBP2 nagyrészt rendezett, de C-termindlis végén egy
hosszabb rendezetlen régio is talalhaté [23]. NCBP1 szintén nagyon rendezett, de ezt a
rendezettséget 664-790 kozott egy rendezetlen hurok tori meg [17, 24] (6. &bra), amely
feltehetéen az UPF1-kotesért felelés. A COILS szerver coiled-coil szerkezet kialakitasara

hajlamos régio jelenlétét josolta erre a szakaszra.
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6. abra A CBC-elF4G-PABP komplex fehérjéinek rendezetlenségi diagramjai. EIFAG-ben is
szamos rendezetlen domén talalhatd, ilyen példaul a két CBC-koto hely a fehérjén, a koztuk
talalhatd PABP-t koté régid, valamint a MIFAG domén egy része. NCBP1 szintén nagyon
rendezett, de ezt a rendezettséget 664-790 kozott egy rendezetlen szakasz tori meg, amely az
UPF1-kotesért felelés. PABP1 N-terminalisan az RRM-eket és a szintén rendezett eRF3-koté
régiot egy hosszabb rendezetlen szakasz valasztja el egymastal.

Bar az SMG1 nagymértékben rendezett, a tobbi UPF1-hez kapcsolédd SMG-k kozott
talalni hosszabb rendezetlen szakaszokat. Az SMG5 rendezett N-terminusaval kapcsolodik
UPF1-hez és SMG7-hez, mig szintén rendezett C-terminusan levé PIN-like doménjével a
PP2A foszfatdz komplexet koti (7. abra). A két domént egy hosszabb rendezetlen régio
kapcsolja 6ssze. SMG7 rendezett N-terminalis végével UPF1-et és SMG5-0t kéti, rendezetlen
masodik felével pedig feltehet6en a decapping és deadenilacié folyamatéat valtja ki az mRNS
degradacioban. SMG6 szintén rendelkezik hosszabb-révidebb rendezetlen szakaszokkal,
UPF1-hez egy rendezett régiojaval kot [25], C-terminalis végén pedig SMG5-h6z hasonléan 6
is rendelkezik PIN-like doménnel, amely SMG5-tel ellentétben nem csupén foszfodiészteraz,
de endonukleaz aktivitassal is bir [6] (7. abra). A szintén nagymertékben rendezetlen PNRC2
feladata az NMD-t kivalto korai komplex dsszekotése a decapping rendszerrel [22] (7. &bra).
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7. dbra Az SMG kindzok és a degradacio kivaltasat elésegité PNRC2 rendezetlenségi
diagramjai. SMG5, 6 és 7 is tartalmaz hosszabb rendezetlen szakaszokat, amik doméneket
valasztanak el egymastdl, vagy maguk is kotésben vesznek részt. PNRC2 csaknem teljes
mértékben szerkezet nélkili fehérje.

Léathaté tehat, hogy az intronalapid NMD-ben hadrom nagy fehérjekomplex és szamos, a
komplexekhez asszocidlt, valamint koztik hidként funkcionald fehérje vesz részt. Ezen
fehérjemolekuldk jelentds része tartalmaz hosszabb, vélhetéen igen fontos milkodést ellatd
rendezetlen szakaszokat. UPF1 példaul mindkét rendezetlen végén SMG kindzokhoz képes
kétni, UPF2 doménjeit rendezetlen szakaszok valasztjak el egymastol, mikozben UPF1-gyel
valo kotéseért is alapvetéen egy szerkezet nélkili szakasz felelés, EIFAG és MLN51 pedig
Lallvanyzatként” tartjdk 0ssze a hozzajuk kapcsolodd fehérjeket, stb. Az NMD ellen, igy az
MRNS transzlacidjanak végbemenetele érdekében kapcsolodik PABP1 és eRF3, amelyek
kotesét rendezetlen szakaszuk segiti el6. WIBG, az EJC-ket szétszereld, igy szintén az NMD
ellen dolgozd fehérje, valamint RNPS1 teljesen rendezetlen fehérjeként vesznek részt a
komplexek kommunikaciojaban. Az alabbi 6sszefoglalé abra a nagy hidrodinamikai sugarral
rendelkez6 rendezetlen fehérjék, illetve fehérjeszakaszok szerepét igyekszik bemutatni az

emlés NMD-ben, azon bell is a komplexek kdzotti kommunikécié létrehozaséban:
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8. &bra Az EJC alapi NMD vézlata és emlésokben. Az NMD target (PTC-t tartalmazo) és
normal mRNS-en a komplexek kozott Iétrejovo ismert kdlcsonhatasokat zold nyilak jel6lik.
A fehérjék a szirke kilénbozé arnyalataival vannak feltuintetve, amely a rendezetlenség
meértekeét jeloli a rendezett vildgosszurkétol a teljesen rendezetlen sotétszirkéig.

6. Osszefoglalas

A rendezetlenség fontos szerepet jatszik az NMD folyamatdban részt vevé fehérjék
kapcsolddasaban. A transzlaloddé mRNS-hez kotédé komplexek kozott gyakran igen nagy
tavolsagok athidalasara van sziikség (a human mRNS meérettartomanya: 237-101520 bp, az
exonok hosszanak mérettartomanya 2-22753 bp), amihez a komplexekbdl ,.kinyulni képes”
hosszl rendezetlen szakaszok nélkildzhetetlennek latszanak. Munkéank soran igyekeztiink
atfogd képet adni a rendezetlenség és az emlés NMD folyamataban szerepet jatsz6 komplexek
kapcsolodasarol,  kulénds  tekintettel — kiemelve a  hidként  szerepet  jatszo
fehérjék/fehérjeszakaszok szerepét (8. abra).

Léathato, hogy a rendezetlenség mértéke viszonylag magas az NMD folyamatéban részt
vevo fehérjék korében és a komplexek kdzotti kdlcsonhatasban foként a rendezetlen fehérjék
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vesznek részt. Ezt bizonyitja a 2-8. dbrakon feltlintetett szamos, nagyrészt rendezetlen fehérje,
amelyek komplexek 6sszetartasaban (pl.: MLN51, EIF4G) és egymasra talaladsaban (pl.:
UPF2, UPF3, WIBG) jatszanak fontos szerepet.

Elmondhat6 tovabba, hogy a tdbbi példafajt tekintve az alacsonyabb rendi él6lények
megfelelé fehérjéi hasonld, vagy a legtdbb esetben valamivel Kkisebb mértéki
rendezetlenséggel jellemezhetéek, de a szerkezet nélkili szakaszok esetiikben is
megtalalhatdak és vélhetéen fontos szerepet jatszanak az NMD folyamatéban.

Munkéank soran megallapitottuk, hogy az NMD rendkivil bonyolult és szamos fehérje
jelenlétét igénylé folyamatdban a rendezetlenség kulcsfontossagu jelenség, amelynek léte
megoldast kindl olyan bioldgiai problémakra is, mint példaul az mRNS kilonb6z6 részei
kozott l1étrejovo es nagy tavolsdgokat athidald sokfehérjés komplexek jelenlétének és gyors

kapcsolodasanak problémaja.
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9. Flggelék

Faj Fehérje Josolt | Rendezetlen Rendezetlensé
(fehérje UniProt hossza coiled- régiok mérteke g
azonositoja) (aminosav) coil (>=25)
UPF-ek
UPF1/RENT1/NAM?
H. sapiens 580- 6-77, 1003-
(Q92900) 1129 6207 1126 0.23
D. melanogaster
(QOVYS3) 1180 570-600 | 1060-1100 0,22
. 590-
A. thaliana 0-110, 960-
1254 620, ’ 0,31
(Q9FJRO) 398-348 1240
C. elegans 1035- 0-86, 948-
(076512) 1069 1065 1069 0.24
S. cerevisiae
(P30771) 971 930-970 1-30 0,07
UPF2/RENT2/NMD2
50-150,
375-
n
oo | 0-160, 420-
H. sapiens 460, 488-
(QOHAUS) 1212 °60. | 556, 1020- 043
986- 1172
10086,
1200-
1240
D. melanogaster 20-80, | 0-40, 420-
' 1241 1170- 475, 970- 0,36
(QOW3L1) 1200 1130
. 150-300
A. thaliana 80-150 ’
1029 : 740-840, 0,43
(080955)? 250-300 980-1020
20-50,
274-
301,
305-
C. elegans 335, 372-421,
' 1142 593- 916-997, 0,32
(Q95XD2) 616, | 1008-1142
920-
980,
1060
1130
S. cerevisiae 243-
(P38798) 1089 270, 819-994 0,2
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510-

550,
948-984
UPF3B/RENT3B/
UPF3X
H. sapiens 200-
: 483 253, 190-492 0,76
(Q9BZ17) 345-410
D. melanogaster 0-55, 247-
(QOW1H3) 492 175-225 483 0,73
A. thaliana
(QOFVW4)? 482 - 160-480 0,74
C. elegans 170-
s 368 210, 178-368 0,55
(QBWQF3) 220-275
S. cerevisiae 0-74, 263-
(P48412) 387 1270-292 ) 551 336387 0.5
EJC f6 fehérjéi
H. sapiens
EIF4A3 (P38919) 411 - - 0,05
D. melanogaster
(QOVHSS) 399 - - 0,03
A. thaliana
(QICAI7) 414 - - 0,04
MLN51/BTZ/CASC3
H. sapiens i i
(015234) 703 90-130 0-703 0,98
D. melanogaster 0-557, 563-
(C8VV40) 782 510-560 | 635 644-782 0,98
A. thaliana
(Q93219) 605 - 0-605 0,91
Y14/RBM8A
H. sapiens i i
(09Y559) 174 7-73 0,6
D. melanogaster 43-64, i
(Q9V/535) 165 1160165 | 34 0,32
A. thaliana
(FA19J7) 202 - 0-80 0,56
MAGOH/MGN
H. sapiens i i
(P61326) 146 0,01
D. melanogaster
(P49028) 147 - - 0,01
A. thaliana
(023676) 150 - - 0,13
Riboszéma-asszocialt
fehérjék
eRF1
H. sapiens 437 - - 0,25
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(P62495)

D. melanogaster

(QOVPHT) 438 - - 0,05
A. thaliana
(Q39097) 436 - - 0,039
eRF3
H. sapiens
(Q8IYD1) 628 - 0-52, 63-195 0,33
PABP-CBC komplex
PABP2/PAB2/
PABPN1
H. sapiens
(Q86U42) 306 110-150 0-165 0,62
D. melanogaster 14-34?,
(Q7KNF2) 224 45-75 0-80 045
A. thaliana
(P42731) 629 280-330 420-540 0,37
PABP1/PAB1/
PABPC1
H. sapiens
(P11940) 636 250-300 421-566 0,32
256-
D. ”(“S'Zal”l%%a)‘sm 634 282, | 447-560 0,25
600-630
A. thaliana
(QIFXA2)? 671 289-309 409-605 0,38
C. elegans
(Q9U302) 646 289-309 417-580 0,35
. 294-
ehae | e | e | ST o
556-576
NCBP1/CBP80
i 645-
H. sapiens
790 676, 0-26 0,07
(Q09161) 685-712
D. melanogaster 800 26, | 660700 0,08
(Q7KAN3) 640-690
A. thaliana
(Q9SIU2) 848 630-690 - 0,08
C. elegans 798 o | es0-6es 0,08
(001763) 677-711
S. cerevisiae
(P34160) 861 603-623 - 0,02
NCBP2/CBP20
H. sapiens
(P52298) 156 ) ) 0,04
D. melanogaster 154 - - 0,03
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(Q9V3L6)

A. thaliana

(QUXFDI1) 257 - 160-257 0,51
C. elegans
(Q93594) 154 - - 0,11
S. cerevisiae
(Q08920) 208 - 168-208 0,25
EIF4G1
0-84, 107-
H. sapiens 450- 605, 633-
; 1599 483,860 | 715, 730- 0,6
(Q04637) 893 | 759,989
1238
D. melanogaster 0-750, 1000-
(061380) 1666 i 1286 0,59
0-913, 956-
A. thaliana 1176- 1102, 1189-
(Q76E23) 1727 1215 | 1216, 1320- 0.75
1540
. 192-
S. cerevisiae 0-416, 473-
952 230, ’ 0,73
(P39935) 301-321 605, 849-952
EJC-asszocialt
fehérjék
RNPS1
H. sapiens i i
(Q15287) 305 0-305 1
D. melanogaster 0-135, 260-
(QIVHCO) 374 - 374 0,96
A. thaliana 0-100, 180-
(QISEEQ)? 414 - 414 0,95
WIBG/PYM
H. sapiens 80-120,
(Q9BRPS) 204 147-177 0-204 0,93
D. melanogaster 60-90,
(P82804) 207 1450180 | 27207 0,99
80-120,
A. thaliana 150-
(Q9LPZ4) 204 170, 0-207 0,98
182-200
SMG fehérjék
189-
2009,
1970-
H. sapiens 1997, | 0-140, 3517-
SMG1 (Q96Q15) 3657 2500- 3597 0.1
25207,
3232-
3252
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1118-

1138,
D. melanogaster 2282-
(Q70PP2) 3218 2302, 0-60 0,05
2876-
2903
245-
285,
C. elegans 1540-
(001510) 2322 1570 i 0,03
,2257-
2277
SMG5
H. sapiens 400-637,
(QOUPR3) 1016 798-841 1037-1513 0,23
25-75,
420-
450
D. melanogaster ’ 460-660,
(QoV414) i 020- | g60-960 025
650,
1040-
1080
395-
C(:Q%'jggz)s 549 425, . 0,01
480-525
SMG6
150-
200,
570-
H. sapiens 600,
(Q86US8) 1419 803- 16-497 0,47
823,
1202-
1222
D. melanogaster 40-90, 110-
(QOVBZ6) 948 362-382 150 0,16
263-
C. elegans 297,
(QUBL6S) 1241 333- 0-491 0,44
353,
450-500
SMG7
H. sapiens 537-819,
(Q92540) 1137 - 988-1137 0,51
A. thaliana
(A9QM73) 1059 - 760-1059 0,29
C. elegans
(Q9Y053) 458 - 384-458 0,17
SMG8
H. sapiens 991 - 16-46, 650- 0,25
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(Q8ND04) 720
D. melanogaster
(QIVKQS) 944 570-600 | 650-680 0,15
C. elegans 200-
' 873 230, 520-610 0,17
(062301) 510,640
SMG9
H. sapiens
(Q9HOWS) 520 - 0-180 0,42
D. melanogaster 0-115, 138-
(046080) 487 42-70 165 0,3
C. elegans
(QIXWI1) 385 295-340 0-40 0,15
PNRC2
H. sapiens
(QINPJ4) 139 15-45 0-120 0,83
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt

eredményekhez

Alulirott Acs Veronika a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- NMD-ben részt vevé fehérjék Kigytjtését a témaban megjelent publik&ciok és a UniProt
adatbazis alapjan

- Homol6gok keresését

- Rendezetlenségi és coiled-coil predikciokat

- NMD-fehérjék szekvencia- és szerkezetelemzését, valamint 6sszehasonlitasat a
példafajoknél

- Rendezetlen szakaszok és funkciok dsszevetését human NMD-fehérjékben, amelyben a
Pfam és UniProt adatbdzisokat vettem alapul

- Az ANCHOR predikcidkat

végeztem el.

alairas

Budapest, 2012. december 21.
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