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Abstrakt

Nonsense mediated mRNA decay (NMD) je drdha degradujici aberantni transkripty, které
obsahuiji v protein-kéduiici oblasti predcasny terminacni koddn (PTC). Ve skutecnosti, se pres
tuto drdhu odbourdvaji i wild-type transkripty oznacované jako ,error free”. Tyto mRNA
nemaiji PTC, ale jiny funkéni rys zodpovédny za jejich cileni k degradaci pres NMD napr. uORF
bez stabilizujiciho elementu ¢i abnormdiné diouhou 3°UTR. NMD je kontrolnim mechanismem,
zabranujicim syntéze zkrdcenych nebo potenciondiné skodlivych protein’. V soucasné dobé
popisuji pribéh NMD u Saccharomyces cerevisiae tfi modely: downstream marker model,
aberantné terminacni model a koherentni model. Vysledky zletoSniho roku naznacuji, ze
aberantné terminac¢ni model je chybny a nebo md poly(A) konec ¢&i Pablp pouze
redundantni funkci. Ztohoto pohledu je dUlezité zminit tzv. koherentni model, ktery
predpoklddd Ze na rozhodovdani o spusténi NMD se podili celd fada faktord. Po rozezndni
aberantniho transkriptu se sestavi surveillance komplex kédovany geny UPF1, UPF2 a UPF3.
Tyto geny reguluji také odstranéni Cepicky z 5'konce nonsense i wild type mRNA. Degradace
nonsense MRNA probind dvéma sméry: majoritné z 5’konce (odstranénim Cepicky nezdvislé
na deadenylaci) a minoritné z 3’konce (zrychlenou deadenylaci na oligoadenylové

intermedidty a ndsledny rozpad).

Klicova slova: NMD, Upfl, Upf2, Upf3, surveillance complex, prematurate termination codon,
DSE



Abstract

Nonsense mediated mRNA decay (NMD) is a pathway degrading aberant transcripts,
which contain premature tfermination codon (PTC) in the protein coding region. Nevertheless,
wild-type franscripts referred to as ,error free" are degraded trough this pathway, too.
Instead of PTC, these mRNAs possess other functional feature responsible for their targeting to
degradation frough the NMD e.g. uORF without a stabilization element or with an abnormally
extended 3'UTR. The NMD pathway is a control mechanism, which prevents the synthesis of
fruncated and potentially deleterious proteins. At present, there are three models describing
a course of the NMD in Saccharomyces cerevisiae: the downstream marker model, the
aberrant termination model and the coherent model. According to outcomes of this year, it
appears that the aberrant termination model is wrong or the poly(A) tail or Pab1p have only
redundant role. In this regard, it is important fo mention so-called coherent model, which
supposes that the number of factors are participating in regulation of friggering the NMD
pathway. After recognition of the aberant franscript, the surveillonce complex, encoded by
UPF1, UPF and UPF3 genes, is assembled. These also genes regulate decapping of 5” end of
nonsense and wild type mRNA. The degradation of nonsense mRNAs proceeds in two
orientations: deadenylation-independent decapping from 5-end is the major way and
accelerated deadenylation to form oligoadenylated intermediates and subsequent decay

from 3"-end is the minor one.

Key words: NMD, Upfl, Upf2, Upf3, surveillonce complex, prematurate termination codon,
DSE
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1. Uvod

Genovd exprese U eukaryotnich organismd zahrnuje Fadu propojenych krokd od
franskripce genetického materidlu az po proteinovou syntézu s mRNA jako klicovym
infermedidtem v tomto procesu. V pribéhu exprese viak mUze dojit k procesni chybé a ke
vzniku aberantnich transkriptd. Proto si eukaryotni burky vyvinuly fadu kontrolnich
mechanism0, nachdzejicich se v jadie i cytoplasmé. V jadie jsou degradovdny prevdiné
aberantni franskripty vzniklé procesni chybou v pribéhu genové exprese. V cytoplasmé se
ovéfuje schopnost translace transkriptd, degraduji se zde mRNA postrddaijici stop koddn (non-
stop-mediated mRNA decay, NSD), transkripty se zastavenou translacni elongaci (no-go
MRNA decay, NGD) a mRNA s pfedcasnym terminac¢nim koddénem (nonsense-mediated
decay, NMD).

Jak jiz zndzvu vyplyvd, primdrnimi substraty pro NMD drdhu jsou mRNA obsahujici
v protein kddujici oblasti predcasny terminacni koddn (premature termination codon, PTC).
Bud jako dUsledek mutace genu, ze kterého jsou kddovdny nebo chyby v pribéhu
franskripce &i chyby v prlbéhu posttranskripénich Uprav. Mezi dalsi endogenni substraty ndlezi
franskripty:

e nesestfizené pre-mRNA v cytoplasmé (CYH2)

e s upstream ctecimi rdmcem/rédmci (PRP1, GCN4)

e vystavené posunu Cteciho rdmce v pribéhu franslace (EST3)
e podstupuijici ,leaky scanning* (SPT10)

e Dbicistronni (YLR315W/YLR317W)

e s abnormdiné prodlouzenou 3 netranslatovanou oblasti (3"UTR)

Viechny tyto mRNA se stavaiji substraty pro NMD, jestlize dojde k predcasné translacni
terminaci, a nebo terminacni uddlosti, kterd je k predcasné translacni terminaci funkéné
ekvivalentni. NMD tedy slouzi jako ochrana bunky pfed aberantnimi transkripty, kédujicimi
nefunkéni, a nebo dokonce 3kodlivé proteiny. Faktory regulujici NMD byly plvodné
identifikovény v kvasince a zahrnuji interakéni proteiny, které jsou kddovdny vysoce
konzervovanymi neesencidlnimi geny UPF11, UPF2 (také zndm jako NMD22) a UPF3. Mutace
nebo delece i jen vjednom z UPF genU zpUsobuje 5-20 ndsobné snizeni rychlosti rozpadu
a soucasné zpUsobuje supresi honsense koddnu bez ovlivnéni rychlosti rozpadu wild-type
mMRNA. UPF geny jsou konzervované u viech eukaryot a jsou esencidini pro funkénost NMD.

Homology kvasinkovych Upf proteind byly identifikovdny v Schizosaccharomyces pombe

! Zkratka UPF pochdzi z experimentu, kde tyto proteiny byly schopné suprimovat +1 frameshift mutaci v HIS4 genu (Up-
frameshift).
% Zkratka z nonsense—mediated mRNA decay.



Caenorhabdifis elegans, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana, Mus musculus,

a Clovéku.

2. NMD v Saccharomyces cerevisiae

Ackoliv je NMD evoluéné konzervovand drdha, jednoftlivé organismy si vyvinuly odlisné
mechanismy rozpozndni a degradace aberantnich franskriptl. U S. cerevisiae je NMD
franslaéné dependentni uddlost. Tento zavér vyplyvd z celé fady experiment(:

a)  NMD mUze byt zabrdnéno pomoci tRNA, suprimujicich nonsense koddn (Belgrader et

al., 1993).

b) NMD je funkcni pouze za predpokladu, ze byl dokoncen alespon jeden translacni
iniciaCni/terminacni cyklus (Ruiz-Echevarria and Peltz, 1996; Ruiz-Echevarria et al.,
1998).

C) Upflp, Upf2p a Upf3p (Upfp — Upf protein) jsou asociovdany s polyribosomy (Peltz et all.,
1993; Atkin et al.,1995,1997).

d) Rychld degradace nonsense transkriptd pokracuje po odstranéni inhibitoru elongace
cykloheximidu z ristového media (Zhang et al., 1997).

e)  Upfp interaguji s translacnimi terminacnimi faktory eRF1 a eRF3 (Czaplinski et al., 1998;
Wang et al., 2001) .

f) Dominantné negativni forma Upf2p (overexprese GAL4(AD)3 fuzovaného s 764
amino—acidickym C-termindinim fragmentem Nmd2p) inhibuje NMD pouze pifi
lokalizaci v cytoplasmé (He and Jacobson, 1995).

g) NMD neprobihd u S. cerevisiae v jddie (Kuperwasser et al., 2004).

h) Pfi rozezndni nonsense-mRNA dochdzi k represi translace pomoci Upflp (Mulhrad and
Parker, 1999a).

Hlavni slozkou NMD drdhy u S. cerevisiae je tzv. surveilance complex (SC), proteinovy
komplex, kddovany geny UPF1, UPF2 a UPF3 (He and Jacobson, 1995; Weng et al., 1996a,b;
He et al., 1997). Néktefi autofi zahrnuji do SC i translacni terminacni faktory eRF1 a eRF3, se
kterymi Upf proteiny interaguji (Czaplinski et al., 1998; Gonzdlez et al., 2000; Wang et al., 2001).

Primdmné se proteiny Upf podileji na degradaci nonsense transkriptd. Sekunddrnimi
substraty jsou piirozené vyskytujici se mRNA, nazyvané ,error free". Takovéto transkripty
neobsahuji PTC, ale jiny funk&ni rys, zodpovédny za jejich cileni k degradaci NMD drdhou
napf. UORF bez stabilizujici sekvence (viz. kapitola 4.1.2) (Lelivelt and Culbertson, 1999; Ruiz-
Echevarria and Peltz, 2000; He et al., 2003).

° GAL4(AD) - GALA4 aktivaéni doména. Galdp je transkripni aktivator vkvasinkdch, ktery se Casto vyuZivd
v dvouhybridnich systémech k zji§tén{ protein — proteinové interakce.



Pomoci NMD tak muize dochdzet ke globdinimu ovliviiovdni exprese kvasinkového
transkriptomu. Komparativni analyza vice nez 6000 otevienych ctecich rdmcd ve wild-type
a upf” kmeni, pfinesla zajimavé vysledky. Delece Upf genl, znamenala u vice nez 500 mRNA
2-11 n&sobnou akumulaci transkriptd (napf. PRP1, CPAT). Naopak u zhruba 40 mRNA doslo ke
prekvapivému snizeni mnozstvi (napr. PHOB84). Upf proteiny ziejmé ovliviiuji mnozstvi pfirozené
se vyskytujicich mRNA v burice (Lelivelt and Culbertson, 1999). Regulace kvasinkového
transkriptomu drdhou NMD se mUze dit piimo nebo nepiimo. Jako piiklad Ize uvést PRPIT,
MRNA s UORF, transkripéni aktivétor podilejici se mimojiné na aktivaci exprese enzymu,
UcCastnici se biosyntézy uracilu (prevzato z Leeds et al.,1992). Jak bylo jiz dfive prokdzdno
URA3 mRNA se akumuluje v bunkdch upf™ bez zvysené stability transkriptu. A to vlivem
zvysené transkripce pomoci Prplp, jehoz transkript je v téchto bunkdch stabilizovan.
Ovlivnénim stability jedné mRNA kédujici regulaéni protein se mize nepfimo zménit mnozstvi
dalsich franskriptd (Leeds et al., 1991, 1992; Lelivelt and Culbertson, 1999).

2.1. UPF1

UPF1 gen kdduje 109kDa fosfoprotein s oblasti bohatou na cystein a histidin blizko jeho
amino-konce a obsahuje viechny charakteristické motivy RNA/DNA helikdz rodiny I. Upflp
vykazuje RNA/DNA dependentni ATPdzovou a RNA/DNA helikdzovou aktivitu ve sméru
5 — 3" (Czaplinski et al., 1995; Weng et al., 1996a,b, 1998; Wang et al., 2006).

Upfl je mulfifunkeni protein, ktery se podili na rozpadu nonsense transkriptd a ovliviiuje
jejich translacni terminaci (Czaplinski et al., 1995; Weng et al., 1996a,b, 1998).

Pro zamezeni suprese nonsense koddénu je rozhodujici schopnost Upflp vdzat
ATP/neschopnost vdzat RNA (Czaplinski et al., 1995; Weng et al., 1996b, 1998). Mutacni
analyzou bylo prokdzdno, ze pro vazbu ATP je vyznamny konzervovany lysin v poloze 436
(K436) v helikbzovém motivu |. Pro ATP&zovou a helikdzovou akfivitu jsou dUlezité
aminokyseliny glutamovd a asparagovd (DE572) v helikdzovém motivu Il a pro vazbu RNA
aminokyseliny threonin a arginin v helikdzovém motivu VI (TR800) (obr.1) (Weng et al., 1996a,b,
1998).

Upflp podporuje translacni terminaci interakci s eRF1 a eRF3 faktory (eukaryoftic release
factor), podilejicimi se na uvolnéni polypeptidového fetézce z ribosomu. Vzdjemné interakce
Upflp-eRF1 a Upflp-eRF3 byly potvrzeny in vitro i in vivo. Bylo Zjisténo, ze zpUsobuji inhibici
ATP&zové/helikdzové aktivity Upflp (Czaplinski et al., 1998). V kvasink&ch jsou tyto proteiny
kédovany geny SUP45 (eRF1) a SUP35 (eRF3). Sup45p rozezndvd stop koddn uvniff
ribozomdlniho mista A a spousti hydrolyzu esterové vazby spojujici polypeptidovy fetézec
s tRNA v misté P. Sup35p je GTPdazou stimulujici aktivitu Sup45p. Tyto dva proteiny interaguii

spolu navzdjem, a Sup35 navic s poly(A)-vazebnym proteinem, v kvasinkdch nazyvanym



Pabl (poly-A binding protein 1) (Amrani et al., 2004). Sup35p kompetuje sRNA o vazbu na
Upflp. Navdzdnim ATP na Upflp se snizuje afinita Upflp k RNA, coz funkéné zesiluje interakci
mezi Upflp a Sup35p (Weng et al., 1996b, 1998; Czaplinski et al., 1998). K franslacni terminaci
nonsense MRNA postacuje samotnd vazba ATP na Upflp bez hydrolyzy. Mutanta DE572AA,
postradajici  ATPdzovou/helikdzovou aktivitu, ale stdle schopnd vdzat ATP, je funkeni
v franslac¢ni terminaci. Toto pozorovdni potvrdil i experiment in vivo s nehydrolyzovatelnym
analogem ATP — ATPYS a wild-type Upfl (Weng et al., 1996a.b, 1998).

ATPase
CYS AND HIS I L PUTATIVE RNA
RICHREGION  ASITE B SITE BINDING MOTIF
NH2 —f || GPPGTGKT}—{VLIDE]—| VILVGDBOQ }—{ LEVQYR }——[SVDAFQG | RRLNVGL 7R}— COOH
I i m v v Vi
W1 upf1A K436Q DE572AA  TR800AA
Upf1 (Mofivl) (Motivil)  (Motiv VI)

Nonsense suprese
(leu2-2, tyr7-1)4 - + + - -
MRNA furnover

+ - - - -
helikdzovd aktivita + i i i i
Atpdzova aktivita + i i i i

Obr.1 Schematické zndzornéni Upfl genu. Tucné jsou vyznaCené konzervované aminokyseliny duleZzité pro vazbu ATP
(K436), pro helikazovou/ATPazovou aktivitu (DE572) a pro vazbu RNA (TR800). V tabulce jsou uvedené mutanty upflp
a aktivity, které dané mutanty vykazuji. Znaménko plus (+) znaci, Ze dand aktivita probihd a naopak znaménko minus (-)

indikuje neprobihajici aktivitu (pfevzato a upraveno z Weng et al., 1996b,1998).

Pro degradaci nonsense transkripty je dulezitd ATPAzovd/helikdzovd aktivita Upflp (Weng
et al., 1996a,b, 1998). Mutanty DE572AA a TR8OOAA (mutanta neschopnd vdzat RNA), stdle
vdazajici ATP brdni supresi nonsense koddnu, ale inakfivuji NMD. Naopak mutanta K436Q (se
snizenou dafinitou k ATP) je nefunkcni jak v franslaéni terminaci, tak i NMD (Weng et al.,
1996a,b, 1998). Na zdkladé téchto vysledk( bylo navrzeno, Ze ATP by mohl slouZit jako kofaktor

Upflp, dovolujici ,,prepindni* mezi translacni terminaci a NMD aktivitami.

* Buiiky obsahujici nonsense mutaci v genech pro leu2 a ryr7 jsou neschopné ristu na mediu postradajici leucin a tyrosin
a obsahuji mélo téchto mRNA. Avsak delece Upfl v tomto kmeni, dovoluje riist na mediu bez leucinu a tyrosinu. Navic
buiiky obsahuji stejné mnozstvi pfisluSnych mRNA jako na urovni divokého kmene. Diisledkem zvySeni koncentrace téchto
mRNA je frameshift a nebo suprese nonsense kodénu, kterd zptisobi, Ze tRNA tspésné kompetuje s translacnimi termina¢nimi
faktory u nonsense kodénu. Dojde tudiZ snadnéji k inkorporaci aminokyseliny a prodlouZeni polypeptidového fetézce nez

translacéni terminaci (Leeds et al., 1991; Leeds et al. 1992).
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Obr.2 Modulace interakci Upflp. Vazba ATP na Upflp zeslabuje interakci Upfl1p:RNA komplexu, coz podporuje interakci

mezi eRF3 (Sup35p) a Upflp (ptevzato z Czaplinski et al., 1998).

Upflp je epistaticky k Upf2p a Upf3p. Tento zavér vyplyvd z pozorovdni:

Nejvétsi suprese nonsense koddnu v bunkdch postraddajicich UPF1  aktivitu
(Maderazo et al., 2000; He and Jacobson, 2001).

Kombinace nmd2A nebo upf3A s deleci upfl nemd aditivni efekt na supresi
nonsense koddnu a fenotyp upflA nahradi fenotyp nmd2A a upf3Aa (Maderazo et
al., 2000).

Nadprodukce (overexprese) Upflp mize vyrovnat ztrdtu Nmd2p nebo Upf3p, ale

ne naopak (Maderazo et al., 2000).

Na zdkladé téchto vysledkd bylo navrzeno, Ze Upflp hraje centrdini roli v regulaci efektivity

franslacni terminace nonsense MRNA. Upf2p a Upf3p oviiviuji franslaéni terminaci, regulaci
aktivity Upflp (Maderazo et al., 2000; He and Jacobson, 2001).

Jiné experimenty sice potvrzuji centrdini roli Upflp v franslaéni terminaci, ale oponuiji tvrzeni

o regulaci akfivity Upflp skrze Upflp-Upf2p a Upflp-Upf3p interakce. Upf2p a Upf3p moznd

méni franslaci nonsense franskriptd diky interakci se Sup35p (eRF3) namisto Upflp (Wang et
al., 2001), jelikoz:

Upf2p a Upf3p interaguji se Sup35p in vitro i in vivo. Interakce Upf2p-Sup35p je
zprostredkovand acidickou doménou Upf2p. Upf3p interaguje se Sup35p
prostfednictvim alespon jedné své termindini domény (Wang et al., 2001). Mutanty
genu UPF2 a UPF3, jejichz proteiny postrédaji schopnost interagovat se Sup35p
(upf2AAD; upf3pAN,C), také ztrdci schopnost zamezit supresi nonsense koddnu
v kmeni s deleci pfislusného genu (Wang et al., 2001).

Mutanta Upf2p postradaiici celou Upflp-interakéni doménu je stdle ze 70% aktivni
v zamezeni suprese nonsense koddnu v upf2A kmeni (Wang et al., 2001).

Upf3p nemlZe sdm o sobé regulovat aktivitu Upflp. Interakce Upflp-Upf3p je
zprostredkovand pres Upf2p (He et al., 1997).
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Experimenty in vitro prokd&zaly kompetici mezi Upf2p, Upf3p a Sup45p navzdjem o vazbu na
Sup35p, protoze se tyto fii proteiny vdz do podobnych mist. Navazdnim Sup45p na Sup35p se
vyrazné zeslabi Sup35p-Upf2p a Sup35p-Upf3p interakce, coz znadi, ze se Upf2p a Upf3p
mohou vdzat na Sup35p pouze za podminky, kdy Sup35p nevytvdii komplex se Sup45p.
Naopak Upflp miZe asociovat se Sup45p-Sup35p komplexem. Tyto vysledky naznacuji, Zze se
Upf2p, Upf3p a Sup45p vdzi na Sup35p oddéleng, zatimco Upflp se mize vdzat na Sup35
zdroven s jakymkoliv z téchto protfeind. Bud je surveillance komplex dynamickou strukturou
nebo dochdz k tvorbé vice nez jednoho druhu komplexu mezi Upf proteiny a uvolfovacimi
faktory (Wang et al., 2001).

U vyssich eukaryot je pro funkci Upflp v NMD vyzadovdn cyklus fosforylace-defosforylace.
Surveillance komplex se zde tvofi v zdvislosti na predeslé fosforylaci Upflp (shrnuto v Conti
and Izaurralde, 2005; Isken and Maquat, 2007).

U S. cerevisice doposud nebyly identifikovdny orthology metazodinich regulacnich
proteind, vyjma Smg75 (Luke et al., 2007). Smg7 se podili u vysSich eukaryot na defosforylaci
Upfl. Tento protein neni sédm o sobé fosfatdzou, ale interaguje s protein-fosfatdzou 2A
(shrnuto v Conti and Izaurralde, 2005; Isken and Maquat, 2007). Domnélym orthologem
Smg7p u S.cerevisiae je Ebslp. N-termindini oblast Ebs1p obsahuje 14-3-3 doménu, vykazujici
nejvétsi podobnost se 14-3-3 doménou Smg7. Do této domény se u vyssich eukaryot vdze
Upfl svymi fosforylovanymi seriny (Luke et al., 2007; shrnuto v Conti and Izaurralde, 2005; Isken
and Maquat, 2007). Oba proteiny maji dvé velmi konzervované oblasti, nazyvané CRI1

(nachdaz se v 14-3-3 doméneé) a CR2 (lezi v C-termindini doméné) (Luke et al., 2007).

CR1 CR2
ScEbs1 14-3-3

HsSmg7

CR1 CR2

ScEbs1 | GRUELEEAS T - SACANRFLS m:zl ST OOKHAEKS FF.\KS! QI[F VI DVCHQ!
HsSmg7 um‘ sips )b (O T PASE S TR S) Y OERYPNNS MINEW s TS m:r.spE
ScEbs1 insr F\YKGM P TKMPIPVSKNF OREMSG! SQEPr:L AMON IS T PRSI ISP
HsSmQ7 | DHLTLE ¥ HCIER AN nS EgS ECTRYS B IPASSDE SiPAS SRS P

Obr.3 Sekvencni analyza lidského Smg7p a kvasinkového Ebslp. Oba dva geny obsahuji dvé velmi konzervované oblasti —
CR1 a CR2 (Cerné ctverecky). Bile je zobrazena 14-3-3 doména na N-konci, konzervované aminokyseliny jsou znaceny bile

na ¢erném pozadi a podobné aminokyseliny bile na Sedém pozadi (pievzato a upraveno z Luke et al., 2007).

3 Smg - tato zkratka pochazi z nazvu supressor with morphological effect on genitalia.
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Dalsi podobnost mezi Ebslp a Smg7 spocivd v tom, ze pifi jejich nadprodukci je Upflp
smérovdn do P-télisek. Ko-imunoprecipitaci byla zjisténa fyzickd interakce mezi Upflp-Ebslp.
Moznd Ebs1p mUze Upflp smérovat, a nebo udrzovat v P-téliskdch (Luke et al., 2007).

Dodnes neni stdle jasny vyznam fosforylace a defosforylace Upflp u S. cerevisiae.
Polemizuje se také nad fim, zda je vibec cyklus fosforylace-defosforylace Upflp pro pribéh
NMD drdhy u S. cerevisiae vyzadovdn (Wang et al., 2006; Luke et al., 2007; shrnuto v Fasken
and Corbett, 2005; Isken and Maquat, 2007).

2.2. UPF2 (NMD2)

Gen NMD2 s infronem v blizkosti 5° konce (Sest nukleotidd downstream od iniciGtorového
ATG) kdduje fosfoprotein o molekulové vaze 127kDa (Cui et al., 1995; He et al., 1995, Wang et
al., 2006). Nmd2p obsahuje vysoce acidicky interval (aminokyseliny (AA) 833-936), 36,8 %
asparagové kyseliny a 25,6 % kyseliny glutamové, blizko karboxy-konce, mozny bipartitni
jaderny lokalizaéni signdl (nuclear localization signal, NLC) na amino-konci a ziejmé

fransmembrdnovou doménu (AA 470-490) (He et al., 1995).

Obr.4 Schematické znazornéni Nmd2p, Srafovana oblast znaci Upflp—interakéni doménu (pievzato z He et al., 1996).

Nmd2p interaguje s Upflp prostfednictvim interakéni domény, lokalizované uvnitf 157 AA
dlouhého acidického segmentu v karboxy-konci. Uvnitf interakéni domény se nachdzeji dvé
oblasti (AA 947-985; 1034-1061), jejichz mutace, delece nebo zména jejich primdrni sekvence
znacné redukuje rozsah interakce sUpflp. Mutace zpUsobi nejenom naruseni interakce
Upflp-Upf2p, ale také inaktivaci NMD, coz znadi, ze interakce Upflp-Nmd2p je pozadovdna
pro funk&nost této drdhy (He et al., 1996).

Dele¢ni analyzou byly identifikovdny dvé domény Nmd2p interagujici s Upf3p. Prvni
doména (AA 564-771) je hlavni determinantou pro interakci s Upf3p. Drund doména Nmd2p
(AA 879-933) je slabsi a pojimd témér celou hyperacidickou doménu (He et al., 1997).

N-termindini doména (AA 30-50) Nmd2p je zodpovédnd za interakci s Hrplp, RNA
vazebnym proteinem esencidlnim v drdze NMD (viz. kapitola 4.1.3) (He et al., 1997; Gonzdlez
et al., 2000; Wang et al., 2006). Delece této domény znacné redukuje interakci s Hrplp
a schopnost vyvolat NMD, naopak nemd zddny viiv na interakce Nmd2p-Upflp,
Nmd2p-Upf3p a Nmd2p-Sup35p. Nmd2p a Hrplp spolu totiz neinteraguji pfimo, ale
prostfednictvim Upflp (Gonzdlez et al., 2000; Wang et al., 2006). Interakce Nmd2p-Hrplp je

zesilena priddnim poly(U)RNA (preferovany substrdt pro Upflp). RNA zde ziejmé neslouz
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pouze jako substrdt pro vytvoreni kvarternino komplexu Nmd2p/Hrp1p/Upflp/RNA, ale také
ovliviuje aktivitu Upflp. Po navdzdni Upflp na RNA ziejmé zisk& Upflp schopnost vytvdret
stabilni komplex s Hrplp a Nmd2p, nebotf mutanta upflp neschopnd vdazat RNA (TRS0O0AA),
neinteraguje ani s Hrp1p in vitro iin vivo (Weng et al., 1998; Wang et al., 2006).

V N-termindini doméné Nmd2p se ddle nachdzi DSS motiv, skliddajici se ze zbytku
aminokyseliny aspartdtové a dvou serind (v S. cerevisiae Asp31, Ser32, Ser33), ktery je
konzervovany u S. cerevisiae a Clovéka. Tento motiv je vyznamny pro interakci Nmd2p-Hrp1p.
Jednoduché ¢i dvojité mutace vedou v DSS motivu ke snizeni interakce Upf2p-Hrp1p. Pouze
tfrojitd mutace kompletné rusi tuto interakci, coz vede k zdvéru, ze jednotlivé zbytky mohou
Cdstecné navzdjem kompenzovat zirdtu (Wang et al., 2006). DSS motiv je fosforylovdn in vivo.
Tato fosforylace je esencidini pro interakci s Hrplp a pro vyvoldni NMD. Mutace v DSS—AAA,
vede ke 30% snizeni ve fosforylaci Nmd2p a k dramatické redukci schopnosti Nmd2p
interagovat s Hrplp, a tudiz neschopnosti vyvolat NMD (Wang et al., 2006). Navic substituce
serinu za kyselinu asparagovou (DSS—DDS), mimikuje konstitutivné fosforylovanou formu Upf2p
a prakticky inaktivuje NMD. Zdd se, ze fosforylaéné-defosforylaéni cyklus Upf2p by mohl byt
vyzadovdn pro funkci proteinu v NMD (Wang et al., 2006).

Upf2p 22 VFPLKSKKLDSSIKRNTG 39

Obr.5 Cist N—termindlni domény Upf2p, Servené zakrouzkovany je DSS motiv zodpovédny za vazbu Hrplp (pievzato

a upraveno z Wang et al., 2006).

2.3. UPF3

Produkt genu UPF3 je bazicky, primdrné cytoplasmaticky 45kDa protein. K jeho akumulaci
v jadre ¢Ci jadérku dochdzi, pokud je overexprimovdn a nebo pokud jisté mutace genu UPF3
zabranuji jadernému exportu. Obsahuje ffi oddélené bazické sekvence bohaté na
zbytky argininu/lysinu, podobadijici se bipartitnimu jadernému lokalizacnimu signdlu. Tato
sekvence byla nalezena v nucleoplasminu a jinych proteinech cilenych do jddra. NLS
sekvence oznacované jako NLS1, NLS2, NLS3, odpovidagji aminokyselindm 15-31, 58-74
a 284-300 (obr.6; Lee and Culbertson, 1995).

Na zdkladé dvouhybridnich interakci byla prokdzdna interakce mezi oblastmi Upf3p (NLST,
NLS2, NLS3) a Srp1p (homolog importinu-a v S. cerevisiae). Dalsimi experimenty se potvrdilo, ze
Upf3p je aktivné importovdn mechanismem, kde Srp1p vdze Upf3p a interaguje s fransportnim
receptorem Kap9%5 (homologimportinu-p v S. cerevisiae), zprosttedkovdvajicim vstup

komplexu do jaddra (Shirley et al., 2002).
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Obr.6 Schematicka reprezentace Upf3p (pievzato a upraveno z Shirley et al., 1998).

Upf3p obsahuje rovnéz dvé oddélené oblasti podobajici se na leucin bohatému
jodermému exportnimu signdlu (NES), NES-A (AA 88-97), NES-B (AA 151-160). Pouze NES-A
funguje jako jademny exportni signdl Upf3p, zatimco NES-B nefunguje jako exportni signdl,
a nebo je méné efektivni (Shirley et al., 1998). Navzdory podobnosti NES-A s na leucin bohatou
sekvenci NES, neni Upf3p exportovdn pres exportin Crm1/Xpolp vdzajici pravé tuto sekvenci.
Daldi experimenty navic vyvrdtily moznost pasivni difize Upf3p pres jaderné pdry. Zreimé je
Upf3p tfransportovdn do cytoplasmy alternativnim na Crmlp nezdvislym mechanismem
(Shirley et al., 2002).

Mutacni analyzou NES-A, kdy byly nahrazeny konzervované lysinové zbytky za alanin (L88A,
L93A) a semikonzervovany isoleucin za alanin (I90A), se prokdzalo, Ze jednoduchd substituce,
kterd nijak vyznamné neovliviiuje distribuci Upf3p, nemd také viiv na funkci Upf3p v NMD.
Dvojndsobnd &i trojndsobnd substituce zpUsobuje defekt v exportu Upf3p, a takovéto buriky
vykazuji nmd~ fenotyp. Tyto vysledky navrhuji, ze export Upf3p je pozadovdn pro plnou
funkcnost NMD (Shirley et al., 1998, 2002). Upf3p se moznd Ucastni pocdatecnich krokd NMD,
a to identifikaci nonsense transkriptd, asociaci s MRNP partikulemi, a nebo s ribosomalnimi
podjednotkami sestavenymi v jadre (Shirley et al., 1998).

Interakce mezi Upf3p a Upflp je nepiimd a vyZaduje Upf2p. Upf2p mize vdzat Upflp
a Upf3p soucasné, a tim podporovat tvorbu Upflp-Nmd2p-Upf3p komplexu in vivo (He et al.,
1997). Tato hypotéza byla potvrzena nadprodukci Nmd2p, coz mélo za ndsledek 10-100
ndsobné zvyseni Upflp-Upf3p interakce. Zvyseni je viak zdvislé na intakini Upflp- a Upf3p-
interak&ni doméné uvnitf Nmd2p a na schopnosti Upflp a Upf3p interagovat s Nmd2p (He et
al., 1997).

3. NMD modely S. cerevisiae

Dodnes nejsou zcela objasnény vsechny ,kroky" mechanismu nonsense mediated mRNA
decay (NMD), pomoci nichz probind rozezndni predcasného terminacnino kodénu (PTC) od

nativnino terminacniho koddnu a uréeni aberantnino transkriptu pro degradaci pres tuto
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drdhu. Zpocdtku bylo navrieno hned nékolik modeld, aviak s piibyvajicimi poznatky se
pozornost védcU zaostfila na dva. Prvnim je DSE (downstream element) model a druhym
aberantné terminacni model, zndmy také pod jménem faux 3°UTR. Tyto modely se |isi
principem rozezndni PTC od nativniho terminacniho koddénu, naopak spolecnym rysem obou

modelU je sestaveni surveillance komplexu a zpUsob degradace franskriptd.

3.1. DSE model:

Tento model vykazuje znacnou podobnost s EJC modelem, ktery popisuje NMD u savcU
(exon-junction-complex, EJC). EJC je multiproteinovy komplex, depozitovany v pribéhu
splicingu 20-24 nukleotidd upstream od hranice exon-exon, ktery slouzi jako proteinovd
znacka. Ke spusténi NMD dochdz, jestlize tato znacka neni v prdbéhu translace odstranéna
ribosomem. Za substrdt pro NMD u savcU se povazuje transkript, ktery md& PTC minimdiné
50-55 nukleotidd upstream od hranice exon-exon. Translatujici ribosom se rozpadne na tomto
PTC, a tudiz nemUze odstranit EJC, coz vyvold NMD (shrnuto v Isken and Maquat, 2007).

DSE model predpoklddd centrdini roli znaciciho proteinu Hrp1, ktery se vdze na specifickou
sekvenci v mRNA, nazyvaijici se DSE. Podobné jako u savcl i zde, pokud dojde predcasnému
zastaveni franslace u PTC, nemUze translatujici ribosom odstranit Hrp1p, ktery tak spusti NMD
(Peltz et al., 1993; Gonzdlez et al., 2000).

V DSE modelu hraji dUlezitou roli tzv. tfi cis-aktivujici sekvence a fii trans-aktivujici faktory.
Mezi trans-aktivujici faktory patfi jiz vySe zminéné tfi Upf proteiny. Ktfem cis-aktivujicim
sekvencim ndlezi downstream element, PTC &i jiny rys mRNA funkcné ekvivalentni k PTC
a stabilizaéni sekvence (stabilization element, STE) (Peltz et al., 1993; Hagan et al., 1995;
Zhang et al., 1995; Ruiz-Echevarria and Peltz 1996; 2000; Ruiz-Echevarria et al., 1998; Gonzdlez
et al., 2000).
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Obr. 7 Downsteram marker model (DSE) predpoklddd pritomnost proteinové znacky, Hrplp na DSE. Pokud v mRNA neni
PTC, dojde k odstranéni proteinové znacky translatujicim ribosomem (horni strana obrazku). Jestlize je v mRNA PTC,
ribosom neni schopen odstranit Hrplp z DSE, sestavi se surveillance komplex (SC) a spusti se NMD (dolni strana obrazku)

(pfevzato z Czaplinski et al., 1999).

3.1.1. Downstream element (DSE):

DSE leZi v protein kdédujici oblasti pfed nativnim terminacnim koddnem. Tato sekvence byla
zevrubné studovdna na genu PGK1 (ORF 1251 nukleotidd) kddujicim 3-fosfoglycerdt kindzu
jejichz mRNA je hojnd a stabilni, aviak zavedenim PTC se vyrazné zméni jeji stabilita. Pro
stabilitu nonsense franskriptu neni urcujici typ PTC, ale vzddlenost PTC od DSE. Pfi infrodukci
PTC do dvou ffetin protein kddujici sekvence (nukleotidy 70-847) od 5’konce mRNA se zvysila
rychlost degradace 12krat. Zavedeni PTC do posledni tretiny protein kddujici oblasti
(nukleotidy 953-1158) nemélo zadny vliv na rychlost degradce mRNA (Hagan et al.,1995; Peliz
et al., 1993, Zhang et al., 1995). Deleci DSE se zvysila stabilita tfranskriptu obsahujici PTC témér
na Uroven wild-type mRNA. Signdl pro vyvoldni NMD je tedy bipartitni prvek skiddajici se z PTC
a DSE (Hagan et al., 1995; Peltz et al., 1993; Ruiz-Echevarria and Peltz 1996). Tyto vysledky byly
potvrzeny i na genu HIS4 (Hagan et al., 1995). Delece DSE vedla ke zvyseni stability franskriptu,
mnozstvi MRNA (2,5 krdt) a proteind (8 krdt) vzhledem k nonsense mRNA ve wild-type kmeni
(Mulhrad and Parker, 1999a). Podobného vysledku bylo dosazeno s nonsense mRNA, ale
s deleci Upflp, pficemz rozdil v mnoZstvi proteinu neni zpUsoben zménou stability nonsense
mMRNA. Rychlost degradace je v obou kmenech stejnd. Diference spocivd v proteinové
produkci, kterou ovliviuje Upflp. Delece genu UPF1 zvysuje translacni efektivitu nonsense
transkriptu. Naopak upflA nemd skoro zadny vliv na produkci proteinu v pfipadé mRNA
s deletovanym DSE. Celkové tyto vysledky naznacuji, ze rozezndni mRNA jako aberantni vede
k represi franslace (Mulhrand and Parker, 19990a).

Pro presnéjsi chrakterizaci DSE v PGK1 genu byla vytvofena tzv. mini-PGK1¢ alela. Za DSE

byla oznacena 106 nukleotidové sekvence (PGK1 nukleotidy 1138-1244), jejiz inzerce za

® mini PKG1 alela — je PGK1 gen s deletovanou protein kédujici oblast v rozhrani 5,6-92,6% (nukleotidy 70-1158).
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5" proximdini nonsense mutaci v mini-PGK1 genu, vyrazné zvysila degradaci mRNA. Delecni
analyzou DSE se zjistilo, Ze 5 proximdinich 34 nukleotid( je nezbytnych pro fungovdni DSE
v drdze NMD. Tato sekvence obsahuje 2 ATG uvniti 9 nukletidového opakovaného motivu.
Dvé ATG oblasti v 34 nukleotidové sekvenci DSE mohou slouzit jako mista translacni reiniciace.
Tento ndvrh podporil experiment se stem-loop strukturou, kterd inhibuje translacni iniciaci
a reiniciaci. Jeji inzerce ihned za nonsense koddn stabilizovala jinak nestabilni transkript PGK1
(Peltz et al., 1993). Pro fungovdni DSE jako nezdvislého elementu je ale potfebba 80 nukleotidd
5’ proximdini sekvence. Sekvenéni motiv tedy vyrazné ovliviuji sekvence, kterého ho lemuji
(Peltz et al., 1993; Hagan et al., 1995 ). Jestlize se za sebe umisti dvé DSE, tzn. 4 kopie
sekvencéniho motivu, pak DSE mUze fungovat nezdvisle na téchto lemujicich sekvencich (Peltz
et al., 1993; Zhang et al., 1995).

I
t,,z{min)

UPF1
| ) )
GACTTCATCATTGCTG ATG CTTTCTCTGCTG ATG CCAACACCAAGACTGTCACTGACAAGGAAGGTATTCCAGCTGGCTGOCAAGGGTTGGACAATE GTCCAGAAT 3 60

GACTTCATCATTGCTG CTTTCTCTGCTG CCAACACCAAGACTGTCACTGACAAGGAAGGTATTCCAGCTGGCTGGCAAGGGTTGGACA ATG GTCCAGAAT 60 -

GACTTCATCATTGCTG ATG CTTTCTCTGCTG ATG CCAACACCAAGACTGTCACTGACAAGGAAGGTATTCCAGCTGGCTGE 3 60

Obr.8 Delecni analyza DSE. Nahofe je zndzornéna mini PGKI alela s inzertovanou 106 nukleotidovou sekvenci. Pro
funkénost DSE je nezbytna 34 nukleotidova sekvence obsahujici dvé ATG (Cervené Sipky) a 80 nukleotidova sekvence je
nezbytné pro fungovani DSE jako nezdvislého elementu. Rychlost degradace jednotlivych transkriptii byla méfena v Upfl™

a Upfl~ kmeni (Pfevzato a upraveno z Peltz et al., 1993).

Srovndvaci analyza sekvenci ukdzala, ze 9 nukleotidovd opakovand sekvence je
komplementdmi k sekvenci kvasinkové 18S rRNA (Peltz et al., 1993; Zhang et al., 1995). Tato
komplementdarni oblast je definovédna jako sekvencni (konzervovany) motiv DSE. K hleddni
pfitomnosti téchto dvou oblasti v ostatnich kvasinkovych genech byla pouzZita sekvence:
5°-TGYYGATGYYYYY-3" (Y=T nebo C) (Zhang et al., 1995). Analyzou bylo napf. zjisténo, Ze
vPKG1 genu se nachdzeji celkem {tfi oblasti (PGK1-0 654-738, PGKI1-1 738-955,
PGK1-2 1138-1244) z nichz kazdd obsahuje dvé kopie sekven&niho motivu. V ADE3 (1218-1324)
a HIS4 (3123-3233) genu se nalézd 1 oblast se dvéma kopiemi sekvenénino motivu. Inzerci
pfislusSnych oblasti do nonsense mini-PKG1 genu, bylo potvrzeno, ze tyto sekvence funguji joko
DSE (Zhang et al., 1995).
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Obr.9 Schematickd reprezentace mini-PGK1 genu s nonsense mutaci (¢erny obdélnik) a mini-PGK1 genu s nonsense mutaci
a DSE (Sedy ctverec). Sekvence komplementarni k 18S rRNA je podtrzena. Sekvencéni motiv (konsenzus sekvence) byla
pouZita pro hledani dal$ich genid obsahujicich tyto dva motivy, pficemz Y= T nebo C (pfevzato a upraveno ze Zhang et al.,

1995).

3.1.2. Stabilizaéni element (STE):

NMD neni v urCitych franskriptech aktivovéna, jelikoz postraddaji DSE (napf. GCN47
transkript). Jiné mMRNA inaktivuji NMD pomoci specidini sekvence, nazyvané stabilizacni
element (STE) (Peltz et al., 1993; Hagan et al., 1995; Ruiz-Echevarria et al., 1998).

Stabiliza¢ni elementy se daji rozdélit do dvou ffid. Prvni skupinu tvofi STE lokalizované
v protein kdduijici oblasti, upstream od nativniho terminacniho koddnu. Pro inhibici NMD musi
byt translatovdny (napf. PGK1 franskript) (Peltz et al., 1993; Hagan et al., 1995). Jak jiz bylo
zminéno vyse, degradace franskriptd NMD drdhou zdvisi na pozici PTC vzhledem k NMD.
Infrodukci PTC bez ohledu na typ, do posledni tfetiny protein kddujici oblasti, nema vliv na
rychlost degradace franskriptu (Hagan et al.,1995; Peltz et al.; 1993, Zhang et al., 1995). V této
oblasti se nachdz STE, jehoz tfranslaci se nonsense transkripty stdvaji nesenzitivnimi k NMD
(Peltz et al., 1993; Hagan et al., 1995).

Pro druhou tfidu je charakteristické umisténi STE v leader oblasti (napf. GCN4 nebo YAP18
MRNA) (Ruiz-Echevarria et al., 1998; Ruiz-Echevarria and Peltz, 2000). STE je AU bohatd oblast,
na niz se vdze Publp (polyuridylate-binding protein), kriticky faktor upravuijici stabilitu MRNA
obsahuijici UORF (Anderson et al., 1993; Ruiz-Echevarria and Peltz, 2000).

'"GCN4 - tento gen kéduje transkripéni aktivitor genti aminokyselinové biosyntézy. Transkript ma neobvykle dlouhou
571eader oblast (600 nukleotidl), kterd obsahuje ctyfi kratké upsteram oteviené cteci ramce (u ORF). Kazdy kéduje dvé nebo
tfi aminokyseliny a moduluji translaci GCN4 proteinu. Bylo potvrzeno, Ze tento transkript je substratem pro NMD.

8 YAP1 — gen kédujici transkripéni aktivétor, ktery ovliviiuje bundnou odpovéd’ na stresové podminky. Obsahuje jeden
uOREF v leader oblasti.
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STE slouZi jako obecny blokator aktivity NMD drdhy pifi inzerci do heterogennich transkriptC.
Delece STE nebo PUBI cini tyto mRNA citlivymi k NMD (Ruiz-Echevarria et al., 1998; Ruiz-
Echevarria and Peltz, 2000).

Jak presné je drdha NMD modulovéna pomoci komplexu STE-Pub1p neni jasné. MlzZe se
tak dit podporovdnim disociace surveillance komplexu z mRNA nebo modifikaci tohoto

komplexu, ktery poté nerozeznd komplex DSE-Hrp1p (Ruiz-Echevarria and Peltz, 2000).

3.1.3. Inadici protein:

Protein funguijici jako proteinovd ,,znacka” je produktem genu HRP1/NAB4. HRP1 kdéduje
75kDa RNA-vazebny protein, esencidlni pro rUst, pendlujici mezi jddrem a cytoplasmou. Jeho
funkce neni omezena pouze na drdhu NMD. Hrplp se UcCastni §tépeni a polyadenylace
3’konce pre-mRNA jako podjednotka stépiciho faktoru | (cleavage factor |, CFl) (Kessler et
al., 1997; Gonzdlez et al., 2000).

Z hlediska NMD jsou esencidini dva motivy rozezndvdaijici RNA (RNA recognition motifs, RRM)
Hrplp, pomoci nichz se vdze na sekvencni motiv DSE a interaguje s Upflp. RRM obsahuiji
arginin-glycin bohatou oblast. Mutace RRM a prilehlych oblasti vede k 5-10 ndsobné
stabilizaci nonsense MRNA bez ovlivnéni stability wild-type transkriptl. Tato stabilizace mize
byt dUsledkem defektu jak vazby RNA, tak i interakce s Upflp (Kessler et al., 1997; Gonzdlez et
al., 2000).

Usp&sné probé&hnuti prvniho kola translace, kdy translatujici ribosom odstrani proteiny
navdzané na mRNA v jadre (Hrp1p), vede k remodelaci jaderné mRNP na cytoplasmatickou
formu se strukturou ,closed loop". Tato remodelace determinuje franslatibilitu a stabilitu
MRNA. U nonsense franskriptu vsak fento proces remodelace neprobéhne kompletne, zrejme
diky pfitomnosti Hrp1p na DSE, coz md za ndsledek vznik aberantni mRNP (Gonzdlez et al.,
2000; Wang et al., 2001; shrnuto v Hilleren and Parker, 1999).

3.2. Aberantné terminaéni model (faux 3 UTR):

Tento model predpoklddd rozdil v franslacni terminaci na PTC a nativnim terminacnim
koddénu. Za nativnim koddénem se nachdzi 3'UTR, oblast asociovand s regulaénimi proteiny
u kvasinek dlouhd zhruba 100 nukleotidd a ndsledovéna poly(A) koncem
s navdzanym Pablp. Zdd& se, ze pro sprdvnou remodelaci z jaderné mRNP na
cytoplasmatickou formu je dullezitd interakce terminujiciho ribosomu asociovaného
s uvolnovacimi faktory a regula¢nimi proteiny na 3’'UTR a/nebo s poly(A)koncem s Pab1p. Pri
terminaci na PTC dochdzi k abnormdinimu prodlouzeni 3°UTR. Terminujici ribosom

s uvolnovacimi faktory tak neni schopen interagovat s regulacnimi proteiny na ,,normdinim*
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3'UTR a/nebo s poly(Alkoncem vdzajicim Pablp. Vysledkem je aberantni mRNP a ndslednd
degradace (Amrani et al., 2004; Muhlrad and Parker, 1999b; Baker and Parker, 2006).

PR A

Cap-

Aberrant mRNP

Deadenylation v Translation

Decapping

Stable mRNP

Obr.10 Aberantné terminac¢ni model piepoklada, Ze predcasnd a normaln{ termina¢ni udélost je biochemicky ¢i casove odlisna
(naznaceno pomoci hodin). Normalni translacni terminace je rychlejsi neZ pfedcasna a spousti remodelaci mRNP na stabiln{
mRNP (pravad strana obrazku). Predcasnd translacni terminace vede k aberantni mRNP (leva strana obrazku) (pfevzato

a upraveno z Shyu and van Hoof et al., 2008).

Rozdil mezi translacni terminaci na nativnim a na predcasném terminacnim koddnu neni
jasny. Odlisnost translacni terminace mizZe byt zpUsobena rozdilem rychlosti translacni
terminace, a nebo je translaéni terminace odlisnd biochemicky (Amrani et al., 2004; Keeling
et al., 2004; shrnuto v Hilleren and Parker, 1999).

Prvkem urcujicim rychlost translacni terminace je ATPAzovd aktivita Upflp, slouZici jako
wkinetické" hodiny. Jestlize nastane produktivni translacni terminace pred ATP hydrolyzou
bude MRNA chrédnéna proti degradaci NMD. Pokud translace probind pomaleji a neukondi se
pred hydrolyzou ATP, mRNA se degraduje (shrnuto v Hilleren and Parker, 1999).

Nejvice je rozvijen tento model zpohledu biochemicky odlisné tfranslaéni terminace.
Efektivita tfranslacni terminace na PTC a natfivnim stop koddnu zdvisi nejenom na typu
termina¢niho koddnu, ale i na nukleotidech, které stop koddény bezprosttedné obklopuiji.
Terminacni koddny s vysokou Urovni procteni vedou az ke 100 ndsobnému snizeni efekfivity
franslacni terminace (napf. QXQ; Q=CAA - koddn pro glutamin, X= stop koddn) (Bonetti et al.,
1995; Keeling et al., 2004). Substrdty pro NMD jsou transkripty obsahuijici stop koddn s nizkou
Urovni procteni/s vysokou Urovni franslaéni terminaci (Keeling et al., 2004). Timto zpUsobem
mohou byt patré chrdnény transkripty se slabou expresi nebo mRNA (prevzato z Keeling et
al., 2004).
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Na biochemicky odlinou translacni terminaci na PTC a nativnim terminacnim koddénu
poukazuiji také vysledky z toeprint analyzy. Toeprint analyza identifikuje pozici 40S ribosomdalni
podjednotky ¢i 80S ribosom, k Eemuz vyuzivd inhibici primer extenze. Radioaktivné znacené
oligonukleotidy hybridizuji k 3’konci transkriptu. Reverzni transkriptdza (RT) prodluzuje primery
a syntetfizuie  komplementdrni  DNA  smérem k5'konci  mMRNA. Pfi  stfetu RT
s ribosomem/asociovanym faktorem vdzanym na mRNA se RT zastavi a vygeneruje se toeprint
fragment. RT se zastavi piiblizné 13 nukleotidd pred uracilem terminacniho koddnu, umisténym
v A misté ribosomu (shrnuto v Amrani et al., 2006). Z toeprint experimentd vyplyvd, Ze ribosomy
terminujici pfedcasné u PTC jsou méné efektivné uvolnovdny z mRNA nez pfi setkdni s nativnim
terminaénim koddénem. Tato skuteCnost umoZrivje ribosomdm translacni reiniciaci na
nonsense transkriptech, nebof priddni cykloheximidu do translaéni reakce vyvolalo
u transkriptd s PTC vznik aberatnich toeprint fragmentd. Pokud se setkd ribosom s PTC, neuvolni
se z mRNA, ale misto toho nastdvd translacni reiniciace, prevdiné na AUG leZicich ve sméru
5'od PTC (retro-reiniciace), pficemz pred translacni retro-reiniciaci dojde k rozezndni PTC
pomoci Sup45 a peptidové hydrolyze. Retro-reiniciace je pouze projevem této drdhy, neni pro
ni esencidlni, nebot odstranénim reiniciacnich AUG mist se nijak neovlivni rychlost degradace
nonsense MRNA (Amrani et al., 2004). V souladu s témito vysledky, deleci protein-kddujici
oblasti za PTC se mRNA stabilizuje a zdroven vymizi aberantni toeprint fragmenty (Peliz et al.,
1993; Mulhrad and Parker, 1999a; Amrani et al., 2004; shrnuto v Hilleren and Parker, 1999).
Naopak mutace v polyadenylacnim misté vede k abnormdiné dlouhé 3°UTR, takovy transkript
se stavd citlivym k NMD (Mulhrad and Parker, 1999b).

Nd&zor na roli poly(A) konce a Publ1p v rozezndni PTC se v literatufe znacné lisi. Testovala se
stabilita nonsense MRNA PGK1 in vivo, navdzanim Pab1p 37-73 nukleotidd ve sméru 3’od PTC.
Infrodukci vazebné sekvence pro obalovy protein viru MS2 za PTC a s vyuZtim rdznych
MS2-fuznich proteinl, byla prokdzdna selektivni stabilizace nonsense-transkriptd pomoci
Pab1p, v mensim rozsahu i se Sup35p. Navdzdni Pab1p do blizkosti PTC tedy ,,mimikuje* 3'UTR
(Amrani et al., 2004). Naopak navdzdni Pablp ve vétsi vzddlenosti (164 nukleotid() ve sméru
3’0d PTC ¢i do 3’UTR PGK1 nonsense mRNA, nemélo zadny vliv na stabilitu (Amrani et al, 2004;
Coller et al., 1998). Tato pozorovdni jsou v souladu s tim, ze role Pablp v rozezndni PTC neni
zavisld na stépeni a polyadenylaci 3’konce mRNA (Baker and Parker, 2006). Poprvé byl
stabilizujici UCinek Pablp pozorovdn na wild-type transkriptech. Zde byla sekvence pro
obalovy protein viru MS2 zavedena do 3'UTR, coz mélo za ndsledek zvyseni stability wild-type
MRNA, které nemély zaddny poly(A) konec, a nebo jen jeji malou &ast (Coller et al., 1998).
Celkové tyto poznatky ukazuji na to, ze zvyseni stability mRNA navdzdnim Pablp se mUze dit
mimo NMD drdhu.

Na zdkladé nejnovéjsich vysledkd byl model aberantni terminace vyrazné zpochybnén.
Zavedeni PTC do mRNA (s Sesti nukleotidy tvoficimi 3'UTR) bez poly(A) konce, vedlo k vyrazné

destabilizaci a ndsledné degradaci transkriptu. Naopak v kmeni upflA dosdlo k selektivni

21



stabilizaci. Stejného vysledku bylo dosazeno i pri deleci genu PABT (Meaux et al., 2008). Bud
poly(A) konec s Pablp nehraqji v rozliseni predcasné terminaéni uddlosti zaddnou roli, a nebo
maji redundantni funkci (Meaux et al., 2008). Z hlediska redundantni funkce je urcité zajimavé
zminit tzv. koherentni model.

V tomto roce se objevil ndzor konstatujici, Ze ani jeden z téchto dvou modell se nedd
aplikovat na viechny pripady NMD. Kombinaci zdkladnich rysU determinujicich rozezndni PTC
od normdiniho termina¢nino koddnu, byl navrzen tzv. koherentni model. Vném se na
rozhodovdani o predcasné translacni terminaci podili vice odlisnych signdld (napf. typ stop
koddnu a nukleotid( obklopujicich ho, délka 3°UTR a proteiny s nim asociované, DSE, Pab1p).
Nakonec zdvisi na prevaze pozitivnich (napf. Pablp) ¢i negativnich signdld (napf. DSE), zda
bude MRNA degradovdna. Pfi prevaze poztivnich signdlld dojde k normdini translacni
terminaci a remodelaci mRNP. Pfevaha negativnich signdld bud brdni remodelaci a nebo
vede k aberantni mRNP remodelaci a ndsledné degradaci (shrnuto v Shyu and van Hoof et
al., 2008).

Cap-

Stabilni mRNP Aberantni mRNP

Obr.11 Koherentni model. Sipky s plus znaménekem (+) piedstavuji pozitivni signaly, §ipky s minus zndmenkem (-) indikuji
negativni signdly. Drahy NMD se mohou ovliviiovat i dalsf rysy, které doposud nebyly objeveny (Sedé Sipky). Hodiny znaci

dobu trvan{ translace (pfevzato a upraveno z Shyu and van Hoof et al., 2008).

4. Pr0béh NMD

Neni zcela objasnéné, kdy dochdzi k determinaci nonsense transkriptu. Zda pouze
v pribéhu tzv. ,prvotniho* kola translace ¢i vjakémkoliv kole. U vyssich eukaryot
se rozhoduje v prlbéhu ,prvotni® translace. Pouze nové syntetizované mRNA s komplexem
CBC20/CBC80 navdzanym na 5 Cepicku a obsazené EJC mohou byt substrdtem pro NMD.
Na franskriptech s elF-4E nebyl detekovdn EJC a tyto mRNA nepodstupuji NMD (shrnuto
v Isken and Maquat, 2007). V S. cerevisiae je vice podporovéna predstava o NMD, jez se

mUze konat v jakémkoliv kole translace. Vypovidd o tom nékolik vysledkU:

22



Nonsense transkripty s nizkou Urovni procteni stop koddnu/vysokou Urovni translaéni

terminace jsou substrdty pro NMD (Keeling et al., 2004).

V upfA kmeni sjednoduchou deleci genu UPF1, UPF2 ¢&i UPF3 byly nonsense

transkripty stabilizovdny a asociovdny s polyribosomy. Expresi prislusného UPF genu,

zaklonovaného pod inducibilni promotor, v daném upfA kmeni se obnovila NMD
(Maderazo et al., 2003).

Nonsense mRNA vystupujici zjddra mohou mit na 5'konci Cbclp nebo elF-4E.

V pribéhu/po prvotnim kole translace dochdzi k remodelaci Cbcl-tamnskriptu na

elF-4E-transkript. Oba typy nonsense mRNA, jak s Cbclp tak i s elF-4E na 5’konci,

jsou substraty pro NMD. Tento zdvér je v souladu s predchozim pozorovdnim, ze

delce genu CBCI1 je viabilni a v bunkdch naddle probihd NMD (Gao et al., 2005).

Pokud NMD drdha muize byt aktivovdna v jakémkoliv kole translace, pak musi dojit k znovu

oznaceni MRNA joko substrdtu. Po prvnim kole se odstrani ,,znacky" zskané v jadre.

V ndsledujicich kolech franslace zrejmé dochdzi nejdfive kvazbé Sup45p-Sup35p-Upflp

komplexu na transkript a poté k asociaci komplexu Upf2p-Upf3p (shrmuto v Culbertson and

Neeno-Eckwall, 2005). Tato myslenka je podporena tim, ze Upflp-Sup35p-Sup45p komplex je

5-20-kr&t hojnéjsi nez Upf3p-Upf2p komplex (Maderazo et al., 2000).
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Obr.12 Mozny model pocitecnich krokit NMD dréhy u S. cerevisiae

(prevzato z Shirley et al., 2002).
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Presny prlbéh, krok po kroku, NMD
drdhy neni zndm. Zrejmé po zabaleni
MRNA do mRNP dojde jiz v pribéhu
vystupu zjddra, a nebo ihned po
fransportu do cytoplasmy k translaci.
Predpoklddd se, ze v jddie dochdz
k asociaci Hrplp s DSE a ziejmé se na
MRNA také vdze Upf3p. Oba proteiny
pendluji mezi jddrem a cytoplasmou.
Upf3p je negjméné hojny ze viech Upf
proteind (1600 Upflp, 160 Upf2p a 80
Upf3p), a tudiz také limitujici pro
tvorbu surveillance komplexu (SC).
proto se predpoklddd jeho role
v pocdtcich NMD drdhy (Maderazo
et al., 2000; Shirley et al., 2002; Kessler
et al., 1997, Gonzdlez et al., 2000).
Nutné je oviem zminit fakt, Zze
doposud se nepodarilo detekovat

Upf3p navdzany na mRNA. Moznd se



vdze na jiny mRNP protein, a nebo je jeho interakce snim piili§ transientni &i slabd na
purifikaci imunoprecipitaci (shrnuto v Culbertson and Neeno-Eckwall, 2005). Jakmile se
translatujici ribosom zastavi na nonsense koddnu, navdz se Sup45p a Sup35p do mista A na
ribosomu. V pribéhu terminacniho procesu dochdzi k vazbé Upflp na komplex Sup45p-
Sup35p. Touto vazbou je zablokovéna ATPdzovd a RNA vazebnd aktivita Upflp (Weng et al.,
19960, 1998; Czaplinski et al., 1998). Po hydrolyze vazby peptidyl-tRNA disocijuje Sup45p
Z ribosomu, coz umozini Upf2p-Sup35p interakci. Vyplyvd to z pozorovdni, ze Upflp asocijuje
s polyribosomy v nepiitomnosti ostatnich Upf proteind. Upf2p se mizZe naopak navdzat pouze,
pokud jiz je tam predem pritomen Upf3p (Atkin et al., 1997). Upf2p a Upf3p se nemohou vdzat
na komplex Sup45p-Sup35p, ale pouze na Sup35p samotny (Wang et al., 2001). Je tu také
oviem moznost, ze Upf2p se vdze na mRNP dfive nez Upflp, vytvdii se komplex Upf3p-Upf2p,
ktery po uvolnéni Sup45p asocijuje se Sup35p/Upflp (Shirley et al., 2002). Po navdazdni
komplexu Upf2p/Upf2p-Upf3p, disocijuje Sup35p, aklivuje se helikdzovd a RNA vazebnd
aktivita Upflp a vytvori se surveillance komplex (SC) (Weng et al., 1996a, 1998; Czaplinski et
al., 1998). Bud samotny SC, a nebo SC asociovany s ribosomem ¢i ribosomdlni podjednotkou
skenuje sekvenci ve sméru 3’od PTC. Po interakci SC s Hrplp na DSE dojde ke spusténi
degradace nonsense mMRNA, diky aberantni konformaci mRNP (Gonzdlez et al., 2000; Weng
et al., 1996a; Wang et al., 2001).

5. Degradace nonsense transkripty

Hlavni cesta degradace nonsense transkriptd probihd pres odstranéni Cepicky na 5konci
a ndslednou degradaci ve sméru 5'— 37, pomoci Xrn1 exoribonukledzy aniz by doslo dfive k
deadenylaci. (Mulhrad and Parker, 1994; Hagan et al, 1995; Beelman et al., 1996; Mulhrad
and Parker, 1999b; Cao and Parker, 2003). Minoritni 3'— 5~ degradace se odehrdvd bez
zavislosti na diivéj§im odstranéni Cepicky, prostfednictvim cytoplasmatického exosomu, SKI
komplexu a Ski7p (Mulhrad and Parker, 1994; Hagan et al., 1995; Araki et al., 2001; Cao and
Parker, 2003; Mitchell and Tollervey, 2003).

Na odstranéni m7’GDP z5'konce mRNA se podili decapping komplex, kdédovany
geny DCP1 a DCP2. Tyto proteiny se podileji také na degradaci normdinich stabilnich
a nestabilnich transkriptd. Dcplp podporuje aktivitu Dcp2p, katalytické podjednotky
DCP1-DCP2 komplexu. Dcp2p obsahuje v N-termindini doméné Mut motiv, ktery je esencidini
pro jeho funkci (Mulhrad and Parker, 1994; Beelman et al., 1996; LaGrandeur and Parker,
1998; Dunckley and Parker, 1999). Tento motiv byl nalezen u ffidy proteind hydrolyzujici
pyrofostGtové vazby (prevzato z Dunckley and Parker, 1999). Oba proteiny spolu interaguii
in vivo i in vitro. Dcp2p navic vykazuje dvouhybridni interakci s Upflp (He and Jacobson,

1995; Beelman et al., 1996; Dunckley and Parker, 1999). Rychlost odstranéni cepicky na
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5’konci je pozicné dependentni na PTC. Transkripty s PTC blizko 5'konce vykazuji vétsi rychlost
nez mRNA s PTC leZicich blizko 3’konce (Cao and Parker, 2003).

Degradace nonsense franskriptd se odehrdvd v cytoplasmé, ziejmé v tzv. P-téliskdch
(P-bodies). Jednd se o dynamické struktury, které obsahuiji proteiny UCastnici se degradace
5 — 3" (Xrn1, Dcpl1-Dcp2 komplex a akfivétory odstranéni cepicky). P-téliska, ale postradaiji
exosomdlni komplex, Ski komplex ( Ski2p/Ski3p/Ski8p) a Ski7p podieijici se na degradaci
3'— 57, jejichz proteiny jsou rovnomérné distribuovdny v cytoplasmé (Araki et al, 2001; Sheth
and Parker, 2003). Tyto poznatky naznacuji, ze v P-téliskGch probind pouze degradace
transkriptd ve sméru 5°— 3. Velikost P-télisek zavisi na mnozstvi mRNA v nich pfitomnych.
Inhibice degradace transkriptd (dcp 1A, xm1A) zvysila jejich velikost, naopak inhibice translace
(tudiz i odstranéni Cepicky), pomoci cykloheximidu, vedla k jejich vymizeni (Sheth and Parker,
2003).

Obr.13 Vizualizace cytoplasmatické lokalizace fiznich proteini Dpclp-GFP (B) a Ski7p-GFP (I). Dcplp je lokalizovan

v P-téliskach , naopak Ski7p ticastnici se degradace 3" —5" je rovnomérné rozmistén v cytoplasme (Sheth and Parker, 2003).

O degradaci nonsense transkriptd v P-téliskdch vypovidd nékolik pozorovéni. Normdiné
jsou Upf proteiny lokalizované rovnomérné v cytoplasmeé. Inhibici odstranéni Cepicky (dcplA,

dcp2A a xm1A) viak vede k jejich akumulaci v P-téliskdch (Sheth and Parker, 2006).

Obr.14 Vizualizace cytoplasmatické lokalizace fiznich proteind Upflp-GFP a Upflp-Upf3p-GFP dcplA (pfevzato z Sheth
and Parker, 2000).

Transla¢né reprimované nonsense transkripty vstupuji do P-télisek moznd pod vliivem Upflp,
a to bez aktivace jeho ATPAzové funkce. Samotnd lokalizace nonsense MRNA neni

dostatec¢nd pro vyvoldni NMD, vyzaduje piitomnost i ostatnich dvou Upf protein0 (Sheth and
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Parker,2003, 2006). Pro cileni Upflp do P-télisek neni potfeba ani jeden ze zbyvajicich Upf
proteind. Naopak pro lokalizaci Upf2p a Upf3p do P-télisek je vyZzadovdn Upflp, a to zrejmé
jeho ATP&zové doména/funkce (Sheth and Parker, 2006). Nadprodukce mutanty Upfl
s defektem v ATP&ze (DE572AA) zpuUsobila akumulaci napf. nonsense mRNA, Dcplp nebo
Dcp2p v P-téliskdch, ale nedochdzelo k lokalizaci Upf2p a Upf3p. Bud tato alela neni schopnd
rekrutovat Upf2p a Upf3p nebo tyto proteiny asocijuji s mRNP az po hydrolyze ATP (Sheth and
Parker, 2006). Upflp sméfuje do P-télisek i wild-type transkripty. Hydrolyza ATP je poté
vyzadovdna pro rozhodovdni, zda md byt dand mRNA degradovdna. Pokud ano, sestavi se
surveillance komplex a dochdzi k degradaci. V opacném piipadé se franskript navraci zpét
do cytoplasmy, kde mUze byt ddle translatovdn (Sheth and Parker, 2006).

Zatimco mRNA s PTC blizko 5konce zpUsobila redukci velikosti a poctu P-télisek v upflA
i pres zvyseni mnozstvi mRNA z ddvodu inhibice NMD, delece genu UPF2 a UPF3 naopak
zvéftsila velikost a pocet P-télisek zhruba 2-krdt vzhledem k upflA. Na cileni transkriptd s PTC
v blizkosti 3’konce participuiji vSechny tii Upf proteiny. To znamend, ze Upf2p a Upf3p se také
moznd podileji na rozezndni aberantni terminacéni uddlosti (Sheth and Parker, 2006).

Deadenylacné dependentni 3'— 5°degradace probind pomaleji nez 5°— 37, zrychlenou
deadenylaci na oligoadenylové intermedidty pred kompletni degradaci (Cao and Parker,
2003; Mitchell and Tollervey, 2003).

Na odstranéni aberantnich franskriptd se podili Ski7p, ktery se vdze svou N-termindini
doménou na cytoplasmaticky exosom, Ski komplex a Upflp. Ski7p interaguje pfimo se Ski3p
a Ski8p, aviak interakce Ski7p a Ski2p vyzaduje zbyvaijici Ski proteiny tvofici Ski komplex
(Wang et al., 2005). Vazba Ski7p na Upflp je dependentni na pfitomnosti Upf2p a nezdvisld
na RNA (Araki et al., 2001; Takahashi and Araki, 2003; Mitchell and Tollervey, 2003). Funkce
Upflp je vyzadovdna, jak pro zrychlenou deadenylaci, tak i pro ndsledné odbourdvani

oligoadenylovych intermedidtd (Mitchell and Tollervey, 2003).
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Obr.15 N-termindlni doména Ski7p interaguje se Ski komplexem (Ski2/Ski3/Ski8) a cytoplasmatickym exosomem.
Interakéni doména Ski7p se Ski komplexem zahrnuje aminokyseliny 1-96 a s exosomem 80-184 a 168-264 (prevzato

a upraveno z Araki et al., 2001).
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7.Zavér

Cilem této bakaldiské prdce bylo shrnout dosavadni poznatky o drdze nonsense
mediated mMRNA decay u kvasinky S. cerevisiae. Primdrmimi substrdty jsou nonsense mRNA
s PTC uvnitt protein-kéduijici oblasti. Ve skutecnosti tato drdha ovliviuje i wild-type transkripty
jako napf. MRNA s UORF, podstupujici leaky scanning i s abnormdiné prodlouzenou 3 UTR.
Drdha NMD se tedy podili na globdinim ovliviiovdni kvasinkového transkriptomu at uz pfimym
Ci nepfimym vlivem.

V soucasné dobé jsou navrzeny fii modely popisujici jeji prabéh: DSE model, aberantné
terminac¢ni model a koherentni model. Zdd se viak, ze aberantné terminacni model neni
spradvny, a nebo md poly(A) konec &i Pablp redundantni funkci. Z foho pohledu se jevi
zajimavym koherentni model, ktery byl poprvé zminén v tomto roce. Viechny tyto modely se
lisi zpUsobem rozezndni PTC od nativnino terminacniho koddnu. Spolecnym rysem je naopak
UCast i Upf proteind (Upflp-Upf3p), jeZ po spusténi drahy vytvdreji surveillance komplex,
a zpUsob degradace aberantnich transkriptd.

Pro podrobny popis pribéhu NMD u S. cereviside zUstdvd stdle Fada otdzek
nezodpovézenych, zejména potfeba fosforylaéné-defosforylacnino cyklu a pfipadny smysl
fosforylace Upflp, faktory ovliviauijici rozezndni PTC od nativnino termina&niho koddnu, role

Pablp v této drdze a v jakém porfadi Upf proteiny na aberantni transkript naseddji.

27



Seznam pouzité literatury

Amrani N, Ganesan R, Kervestin S, Mangus DA, Ghosh §, Jacobson A. 2004. A faux 3'-UTR
promotes aberrant termination and triggers nonsense-mediated mMmRNA decay. Nafure.
432(7013):112-8.

Amrani N, Sachs MS, Jacobson A. 2006. Early nonsense: mRNA decay solves a tfranslational
problem. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 7(6):415-25. Review.

Anderson JT, Paddy MR, Swanson MS. 1993. PUBI is a major nuclear and cytoplasmic
polyadenylated RNA-binding protein in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Biol. 13(10):6102-
13.

Araki Y, Takahashi S, Kobayashi T, Kajiho H, Hoshino S, Katada T. 2001. Ski7p G protein
interacts with the exosome and the Ski complex for 3-to-5' mRNA decay in yeast. EMBO J.
20(17):4684-93.

Atkin AL, Altamura N, Leeds P, Culbertson MR. 1995. The majority of yeast UPF1 co-localizes
with polyribosomes in the cytoplasm. Mol. Biol. Cell. 6(5):611-25.

Atkin AL, Schenkman LR, Eastham M, Dahlseid JN, Lelivelt MJ, Culbertson MR. 1997.
Relationship between yeast polyribosomes and Upf protfeins required for nonsense mRNA
decay. J. Biol. Chem. 272(35):22163-72.

Baker KE, Parker R. 2006. Conventional 3' end formation is not required for NMD substrate
recognition in Saccharomyces cerevisiae. RNA. 12(8):1441-5.

Beelman CA, Stevens A, Caponigro G, LaGrandeur TE, Haffield L, Fortner DM, Parker R. 1996.
An essentfial component of the decapping enzyme required for normal rates of mRNA
furnover. Nafure. 382(6592):642-6.

Belgrader P, Cheng J, Maquat LE. 1993. Evidence to implicate translation by ribosomes in the
mechanism by which nonsense codons reduce the nuclear level of human triosephosphate
isomerase mMRNA. Proc. Nafl. Acad. Sci. U S A. 90(2):482-6.

Bonefti B, Fu L, Moon J, Bedwell DM. 1995. The efficiency of translafion termination is
determined by a synergistic interplay between upstream and downstream sequences in
Saccharomyces cerevisiae. J. Mol. Biol. 251(3):334-45.

Cao D, Parker R. 2003. Computational modeling and experimental analysis of nonsense-
mediated decay in yeast. Cell. 113(4):533-45.

Coller JM, Gray NK, Wickens MP. 1998. mRNA stabilization by poly(A) binding protein is
independent of poly(A) and requires franslation. Genes Dev. 12(20):3226-35.

28



Conti E, lzaurralde E. 2005. Nonsense-mediated mRNA decay: molecular insights and
mechanistic variations across species. Curr. Opin. Cell Biol. 17(3):316-25. Review.

Cui Y, Hagan KW, Zhang §, Peltz SW. 1995. Identification and characterization of genes that
are required for the accelerated degradation of mMRNAs containing a premature franslational
termination codon. Genes Dev. 9(4):423-36.

Culbertson MR, Neeno-Eckwall E. 2005. Transcript selection and the recruitment of mRNA
decay factors for NMD in Saccharomyces cerevisiae. RNA. 11(9):1333-9. Review.

Czaplinski K, Weng Y, Hagan KW, Peltz SW. 1995. Purification and characterization of the Upf1
protein: a factor involved in translation and mMRNA degradation. RNA. 1(6):610-23.

Czaplinski K, Ruiz-Echevarria MJ, Paushkin SV, Han X, Weng Y, Perlick HA, Dietz HC, Ter-
Avanesyan MD, Peltz SW. 1998. The surveillance complex interacts with the franslation release
factors to enhance termination and degrade aberrant mRNAs. Genes Dev. 12(11):1665-77.

Czaplinski K, Ruiz-Echevarria MJ, Gonzdlez Cl, Peltz SW. 1999. Should we kill the messenger?
The role of the surveillance complex in translation termination and mRNA fturnover. Bioessays.
21(8):685-96. Review.

Dunckley T, Parker R. 1999. The DCP2 protein is required for mRNA decapping in
Saccharomyces cerevisiae and contains a functional MutT motif. EMBO J. 18(19):5411-22.

Fasken MB, Corbett AH. 2005. Process or perish: quality control in mRNA biogenesis. Nat.
Struct. Mol. Biol. 12(6):482-8. Review.

Gao Q, Das B, Sherman F, Maquat LE. 2005. Cap-binding protein 1-mediated and eukaryotic
translation inifiation factor 4E-mediated pioneer rounds of tfranslation in yeast. Proc. Nafl.
Acad. Sci. U S A. 102(12):4258-63.

Gonzdlez Cl, Ruiz-Echevarria MJ, Vasudevan S, Henry MF, Peltz SW. 2000. The yeast hnRNP-like
protein Hrp1/Nab4 marks a franscript for nonsense-mediated mRNA decay. Mol. Cell.
5(3):489-99.

Hagan KW, Ruiz-Echevarria MJ, Quan Y, Peltz SW. 1995. Characterization of cis-acting
sequences and decay intfermediates involved in nonsense-mediated mRNA furnover. Mol.
Cell Biol. 15(2):809-23.

He F, Jacobson A. 1995. Identification of a novel component of the nonsense-mediated
MRNA decay pathway by use of an interacting protein screen. Genes Dev. 9(4):437-54.

He F, Brown AH, Jacobson A. 1996. Interaction between Nmd2p and Upflp is required for
activity but not for dominant-negative inhibition of the nonsense-mediated mRNA decay
pathway in yeast. RNA. 2(2):153-70.

29



He F, Brown AH, Jacobson A. 1997. Upflp, Nmd2p, and Upf3p are interacting components of
the yeast nonsense-mediated mRNA decay pathway. Mol. Cell Biol. 17(3):1580-94.

He F, Jacobson A. 2001. Upflp, Nmd2p, and Upf3p regulate the decapping and
exonucleolytic degradation of both nonsense-containing mMRNAs and wild-type mRNAs. Mol.
Cell Biol. 21(5):1515-30.

He F, Li X, Spatrick P, Casillo R, Dong S, Jacobson A. 2003. Genome-wide analysis of mRNAs
regulated by the nonsense-mediated and 5' to 3' mMRNA decay pathways in yeast. Mol. Cell
12(6):1439-52.

Hilleren P, Parker R. 1999. mRNA surveillance in eukaryotes: kinetic proofreading of proper
franslation fermination as assessed by mMRNP domain organization? RNA. 5(6):711-9. Review.

Isken O, Maquat LE. 2007. Quality control of eukaryotic mRNA: safeguarding cells from
abnormal mRNA function. Genes Dev. 21(15):1833-56. Review.

Keeling KM, Lanier J, Du M, Salas-Marco J, Gao L, Kaenjak-Angeletti A, Bedwell DM. 2004.
Leaky termination at premature stop codons antagonizes nonsense-mediated mRNA decay
in S. cerevisiae. RNA. 10(4):691-703.

Kessler MM, Henry MF, Shen E, Zhao J, Gross S, Silver PA, Moore CL. 1997. Hrpl, a sequence-
specific RNA-binding protein that shuttles between the nucleus and the cytoplasm, is
required for mRNA 3'-end formation in yeast. Genes Dev. 11(19):2545-56.

Kuperwasser N, Brogna S, Dower K, Rosbash M. 2004. Nonsense-mediated decay does not
occur within the yeast nucleus. RNA. 10(12):1907-15.

LaGrandeur TE, Parker R. 1998. Isolation and characterization of Dcplp, the yeast mRNA
decapping enzyme. EMBO J. 17(5):1487-96.

Lee BS, Culbertson MR. 1995. Idenfification of an addifional gene required for eukaryotic
nonsense MRNA turnover. Proc. Nafl. Acad. Sci. U S A. 92(22):10354-8.

Leeds P, Peltz SW, Jacobson A, Culbertson MR. 1991. The product of the yeast UPF1 gene is
required for rapid furnover of mMRNAs containing a premature franslational tfermination codon.
Genes Dev. 5(12A):2303-14.

Leeds P, Wood JM, Lee BS, Culbertson MR. 1992. Gene products that promote mRNA turnover
in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell Biol. 12(5):2165-77.

Lelivelt MJ, Culbertson MR. 1999. Yeast Upf proteins required for RNA surveillance affect global
expression of the yeast franscriptome. Mol. Cell Biol. 19(10):6710-9.

30



Luke B, Azzalin CM, Hug N, Deplazes A, Peter M, Lingner J. 2007. Saccharomyces cerevisiae
Ebslp is a putative ortholog of human Smg7 and promotes nonsense-mediated mMRNA
decay. Nucleic Acids Res. 35(22):7688-97.

Maderazo AB, He F, Mangus DA, Jacobson A. 2000. Upflp control of nonsense mRNA
franslation is regulated by Nmd2p and Upf3p. Mol. Cell Biol. 20(13):4591-603.

Maderazo AB, Belk JP, He F, Jacobson A. 2003. Nonsense-containing mRNAs that accumulate
in the absence of a functional nonsense-mediated mMRNA decay pathway are destabilized
rapidly upon ifs restitution. Mol. Cell Biol. 23(3):842-51.

Meaux §, van Hoof A, Baker KE. 2008. Nonsense-mediated mRNA decay in yeast does not
require PABT or a poly(A) tail. Mol. Cell. 29(1):134-40.

Mitchell P, Tollervey D. 2003. An NMD pathway in yeast involving accelerated deadenylation
and exosome-mediated 3'-->5" degradation. Mol. Cell. 11(5):1405-13.

Muhirad D, Parker R. 1994. Premature translational termination triggers mRNA decapping.
Nature. 370(6490):578-81.

Muhirad D, Parker R. 1999a. Recognition of yeast mRNAs as "nonsense containing" leads o
both inhibition of MRNA franslation and mRNA degradation: implications for the control of
MRNA decapping. Mol. Biol. Cell. 10(11):3971-8.

Muhirad D, Parker R. 1999b. Aberrant mRNAs with extended 3' UTRs are substrates for rapid
degradation by mRNA surveillance. RNA. 5(10):1299-307.

Peltz SW, Brown AH, Jacobson A. 1993. mRNA destabilization triggered by premature
franslational termination depends on af least three cis-acting sequence elements and one
frans-acting factor. Genes Dev. 7(9):1737-54.

Ruiz-Echevarria MJ, Peltz SW. 1996. Utilizing the GCN4 leader region to investigate the role of
the sequence determinants in nonsense-mediated mMRNA decay. EMBO J. 15(11):2810-9.

Ruiz-Echevarria MJ, Gonzdlez Cl, Peltz SW. 1998. Identifying the right stop: determining how
the surveillance complex recognizes and degrades an aberrant mRNA. EMBO J. 17(2):575-89.

Ruiz-Echevarria MJ, Peltz SW. 2000. The RNA binding protein Pub1 modulates the stability of
franscripts containing upstream open reading frames. Cell. 101(7):741-51.

Sheth U, Parker R. 2003. Decapping and decay of messenger RNA occur in cytoplasmic
processing bodies. Science. 300(5620):805-8.

31



Sheth U, Parker R. 2006. Targeting of aberrant mRNAs to cytoplasmic processing bodies. Cell.
125(6):1095-109.

Shirley RL, Lelivelt MJ, Schenkman LR, Dahiseid JN, Culbertson MR. 1998. A factor required for
nonsense-mediated mMRNA decay in yeast is exported from the nucleus to the cytoplasm by a
nuclear export signal sequence. J. Cell Sci. 111 ( Pt 21):3129-43.

Shirley RL, Ford AS, Richards MR, Albertini M, Culbertson MR. 2002. Nuclear import of Upf3p is
mediated by importin-alpha/-beta and export to the cytoplasm is required for a functional
nonsense-mediated mMRNA decay pathway in yeast. Genefics. 161(4):1465-82.

Shyu AB, Wilkinson MF, van Hoof A. 2008. Messenger RNA regulation: to franslate or to
degrade. EMBO J. 27(3):471-81. Review.

Takahashi S, Araki Y, Sakuno T, Katada T. 2003. Interaction between Ski7p and Upflp is
required for nonsense-mediated 3'-to-5' mMRNA decay in yeast. EMBO J. 22(15):3951-9.

Wang W, Czaplinski K, Rao Y, Peltz SW. 2001. The role of Upf protfeins in modulating the
franslation read-through of nonsense-containing transcripts. EMBO J. 20(4):880-%0.

Wang L, Lewis MS, Johnson AW. 2005. Domain interactions within the Ski2/3/8 complex and
between the Ski complex and Ski7p. RNA. 11(8):1291-302.

Wang W, Cadijigas 1J, Peltz SW, Wilkinson MF, Gonzdlez CI. 2006. Role for Upf2p phosphorylation
in Saccharomyces cerevisiae nonsense-mediated mRNA decay. Mol. Cell Biol. 26(%):3390-400.

Weng Y, Czaplinski K, Peltz SW. 1996a. Identification and characterization of mutations in the
UPF1 gene that affect nonsense suppression and the formation of the Upf protein complex
but not MRNA furnover. Mol. Cell Biol. 16(10):5491-506.

Weng Y, Czaplinski K, Peltz SW. 1996b. Genetic and biochemical characterization of
mutations in the ATPase and helicase regions of the Upfl protein. Mol. Cell Biol. 16(10):5477-
90.

Weng Y, Czaplinski K, Peltz SW. 1998. ATP is a cofactor of the Upfl protein that modulates its
franslation termination and RNA binding activities. RNA. 4(2):205-14.

Zhang $, Ruiz-Echevarria MJ, Quan Y, Peltz SW. 1995. Identification and characterization of a
sequence motif involved in nonsense-mediated mRNA decay. Mol. Cell Biol. 15(4):2231-44.

Zhang S, Welch EM, Hogan K, Brown AH, Peltz SW, Jacobson A. 1997. Polysome-associated
MRNAs are substrates for the nonsense-mediated mRNA decay pathway in Saccharomyces
cerevisiae. RNA. 3(3):234-44.

32



33



