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Nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein-hidrolaze (SAHH) je nasljedno metaboli¢ko oboljenje
uzrokovano mutacijom u genu koja dovodi do inaktivacije proteina SAHH te poremecaja stani¢nih
metilacijskih procesa. Nedavno je u ovom genu otkrivena nova mutacija koja kodira za verziju
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S-adenosylhomocysteine hydrolase (AHCY) deficiency is an inherited metabolic disorder caused
by a mutation of the AHCY gene, which significantly reduces enzymatic activity and alters the
cellular methylation potential. Recently, a novel mutation (p.Y328D) was discovered that causes its
transcript to degrade leading to highly reduced expression of AHCY protein. The single nucleotide
polymorphism (SNP) does not introduce a premature STOP codon nor does it affect the actual
STOP codon so the cellular mechanisms that degrade such transcripts can be excluded. Main
hypothesis of this paper includes changes in the secondary structure of the transcript caused by the
SNP. Those changes of the overall structure could cause stalling of ribosomes during translation of
the mutant transcript and activate a no-go decay (NGD) mechanism. Identical SNP was introduced
into cDNA sequence of AHCY using site-directed mutagenesis. Templates for in vitro transcription
were synthesized using polymerase chain reaction (PCR). Circular dichroism (CD) and differential
scanning calorimetry (DSC) measurements were performed to show that the SNP introduces
changes to the secondary structure and influences thermal stability of the mutant transcript.
MRNAs were labeled on their 3' end with desthiobiotin and used for RNA-protein pull-down assay
using HepG2 cell lysates. After enrichment of the RNA-binding proteins (RBPs) samples were
analyzed using mass spectrometry (MS). On the basis of the identified proteins a most probable
degradation mechanism was proposed for the mutant AHCY mRNA.
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1. Uvod

S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) je enzim Kkoji katalizira reakciju hidrolize S-
adenozil-L-homocisteina (SAH) na adenozin i homocistein®. S-adenozil-L-homocistein
(SAH) je produkt mnogih S-adenozilmetionin (SAM)-ovisnih metiltransferaza, enzima koji
sudjeluju u reakcijama metilacije DNA, RNA, proteina i drugih stani¢nih molekula®. Uz to,
SAH je i snazan kompetitivni inhibitor SAM-ovisnih metiltransferaza® stoga je bitno da u
stanici postoji prikladan mehanizam njegovog uklanjanja. Omjer koncentracija SAH/SAM u
stanici kljucan je za odrzavanje njezinog metilacijskog potencijala. Smanjena funkcija S-
adenozilhomocistein-hidrolaze povecava koncentraciju SAH u stanici, uzrokujuci poremecaje
mnogih stani¢nih biokemijskih procesa koji rezultiraju brojnim patoloSkim stanjima kod
covjeka, kao §to su usporen psihomotorni razvoj, poremecaj mijelinizacije i oStecenja jetre4.

Dosadasnjim istrazivanjima pronaden je ve¢i broj mutacija u genu za protein SAHH
koje dovode do smanjenja ili potpunog gubitka aktivnosti samog enzima®>®’. Najnovija
otkrivena mutacija, pronadena kod pacijenta iz SAD-a, uzrokuje promjenu 328.
aminokiseline proteina SAHH iz tirozina u aspartat®. Preliminarni rezultati analiza pokazuju
drasti¢cno smanjenu ekspresiju proteina SAHH u stanicama pacijenta, te gotovo potpuni
nedostatak mMRNA koja kodira za protein SAHH. Mehanizam degradacije molekule mRNA
proteina SAHH_Y 328D u ovom sluc¢aju jos nije razjasnjen.

Eukariotske stanice koriste nekoliko mehanizama za regulaciju kolicine mRNA i
uklanjanje transkripata koji sadrze greske. Uklanjanje poliA repa na 3’-kraju molekule
MRNA rezultira njezinom degradacijom egzomskim kompleksom u 3’ = 5° smjeru, dok
uklanjanje zastite na 5’-kraju mMRNA omogucuje razgradnju egzonukleazama u 5° = 3’
smjeru®. Ukoliko transkript sadrzi preuranjeni STOP-kodon unutar nukleotidnog slijeda,
aktivira se tzv. NMD (eng. non-sense mediated decay) mehanizam degradacije'®. Transkripti
bez STOP-kodona uklanjaju se tzv. NSM (eng. non-stop decay) mehanizmom dok se
transkripti koji uzrokuju zastajanje ribosoma tijekom translacije uklanjaju tzv. NGM (eng.
no-go decay) mehanizmom degradacije. Molekule siRNA i mikroRNA takoder mogu biti
ukljucene u regulaciju degradacije glasnickih RNA molekula. siRNA (eng. small interfering
RNA) sastavni su dio multiproteinskog kompleksa koji prepoznaje i degradira molekule
mRNA koje sadrze sljedove potpuno komplementarne slijedu kompleksa siRNA. Ovaj
mehanizam sastavni je dio obrane stanice od virusnih RNA™. Molekule mikroRNA poticu
aktivaciju deadenilacijskog kompleksa koji uklanja poliA slijed na 3’-kraju mMRNA vezanjem
na djelomi¢no komplementarne sljedove mMRNA nakon ¢ega dolazi do razgradnje mRNA
egzonukleazama®2.

Cilj ovog rada je identifikacija proteina koje vezu in vitro sintetizirane molekule RNA
s navedenom mutacijom unutar svog nukleotidnog slijeda. Istrazit ¢e se struktura i stabilnost
mutirane mRNA u odnosu na molekulu mRNA divljeg tipa koristenjem instrumentne metode
kruznog dikroizma (eng. circular dichroism, CD) i diferencijalno skenirajuce kalorimetrije
(eng. differential scanning calorimetry, DSC). Predlozit ¢e se potencijalni mehanizam
degradacije mRNA analizom proteinskih profila dobivenih masenom spektrometrijom te ¢e
se ispitati utjecaj promjena u sekundarnoj strukturi mutirane molekule mRNA na aktivaciju
odredenog mehanizma njezine degradacije.



2. Literaturni pregled

2.1. Struktura S-adenozilhomocistein-hidrolaze

Enzim S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) je prvi puta opisan 1959. godine kao
protein koji pokazuje visoku specifi¢nost za adenozin odnosno homocistein te katalizira
nastajanje S-adenozil-L-homocisteina (SAH)™. Jedan je od evolucijskih najoGuvanijih
enzima te se evolucija SAHH moze pratiti od bakterija do suvremenih biljaka i sisavaca (slika

1),

Homo_sapiens’1-432
Rattus_norvegicus’1-§32
Mycobactenum_tubenulosis1-495

Homo_sapiens’i-432
Rattus_nomegicus’1-432
Mycobactenum_tuberculosis/1-495

Homo_sapiens1-432
Rattus_nomvegicus/1-432
Mycobacterum_tubemulosis’1-495

Homo_sapiens’1-432
Rattus_nomegicus’1-432
Mycobactenum_tubeculosia 1-495

Homo_sapiens1-432
Rattus_norvegicua’1-432
Mycobacterum_tubemulosis’1-495

Homo_sapiens’1-432
Rattus_nomvegicus’1-432
Mycobactenum_tubemculosis 1-495

-------------- MSDKLPYKVAD I GLAAWGRKALD | AENEMPGLMRMRERYSASKPLEGAR | AGCUHMTWVETA G1
-------------- MSDKLPYKWVAD IGLAAWGRKALD | AENEMPGLMRMREMY SASKPLEGAR | AGCUHUMTWVETA &1
MTGNLYTKNSLTPDYRNG IDFKIADLSLADFGRKELRIAEHEMPGLMSLRREYAEVOPLEGAR ISGSHHMTYOTA TS
VLIETLVTLGAEWOWSSCN IFSTADHAAAA |AK- - - - - - - - - AG I PYYAWKGETDEEYLWC IEQTLYFKD- - GPL 125
VLIETLVALGAEWVRWSSCNIFSTADHAAAA | AK- - - - - - - - - AGIPYFAWKGETDEEYLWC IEQTLHF KD - - GPL 125
WMLIETLTALGAEVRWASCN I FSTADHAAAAYYYVGPHGTPDEFPKEVEWFAWKGETLEEYWINAAEQMLTWPRP D KPA 150

HM LB DG EDLTHNL IHT - - - - o v e e e m o e e e e e e e e e e o e e e s KYFOQLLFG IRG |
MM LB @ELTNL I HT -« o v o mm o m i e oi ottt K¥PQLLSG IRG |
MM LB BgEBATMLYLREMOYEKAG VWP PAEEDDPAEWKYFLNLLRTRFETDKDKWT K1 AESVKEY
LY KMMANG | LKWVPA I NVNDSW

LY KMMSNG | LKWVPATNWVNDSW
LYQF AAAGDLAFFATNVNDSY

TTTGEWHN 153
TTTGWHN 153
TTTEWLR 225

¥GCRESLIDG | KRATDWVMIAGKVAVVAGYGDVGEKGCAQALRGFGAR 232
¥GCRESLIDG | KRATDWVMIAGKVAVVAGYGDWEGKGCAQALRGFGAR 238
¥GTRHSLIRPGEIHRETRALIGEKKYL | CEYERVEKGCAEAMKGEREAR 300

VIITEIDPIMNALOAAMEGYEWTTMDEACQEGN IFVTTTGCIDI ILGRHFEQMKDDA I VENIGHFDWYE IDVKWLNE 313
WIITEIDPINALGAAMEGYEWTTMDEACKEGN IFVTTTGCVRI ILGRHFEQMEKDDAIVENIGHFDVE I DVKWLNE 313
MEVTEIDPINALGAMMEGF DAMYTWVEEA I GDADIVMTATENKDITMLEH | KAMEDHATLGNIGHEDNEIDMAGLER 375

NAVEKWN | KPQWDRYRLKN-G@RRI ILLAEGRLYVNLGCAMGHPSFWVMSNSF TNQVMAQ | ELWTHPRDKYPWVGWHF LP 357
NAVEKWN | KPQWDRY¥WLKN-GRR I ILLAEGRLYNLGCAMGHPSFWVMENSF TNQVMAG | ELWTHPDKY PVGWHFLP 387
SCATRMNVKEPQWDLWTFGDTERSIIWVLSEGRLLNLGNATGHRSEVMSNSFEANQT AQTELWTKNDENDNEMY RLP 450

Homo_sapiens/1-432 KKLDEAVAEAHLGKLNVKLTKLTEKQAQYLGMECDGPF KPDHYRY 432
Rattus_norvegicus/1-432 KKLDEAVAEAHLGKLNVKLTKLTEKQAQYLGMFP INGPFKFDHYRY 432
Mycobactenum_tubemrulosia 1-495 KHLDEKMAR IHVEALGGHLTKLTKEQAEYLGYDVEGPYKPDHYRY 405

Slika 1. Rezultati poravnavanja aminokiselinskih sekvenci proteina SAHH ¢ovjeka (Homo sapiens),
Stakora (Rattus norvegicus) i bakterije Mycobacterium tuberculosis. Sekvence su poravnate
programom ClustalX 2.1 te vizualizirane programom Jalview 2.9. Crveno su oznacene aminokiseline
kljucne za kataliticku aktivnost enzima SAHH.

Prema podacima iz NCBI Gene baze podataka kod Govjeka se gen za SAHH
(Acc. No.: NG_012630.1, GI:255522814) nalazi na 20. kromosomu na polozaju 20q11.22.
Sastoji se od 10 eksona, a priblizna veli¢ina gena je 31,5 kb.

Aminokiselinski slijed proteina SAHH preuzet iz baze podataka NCBI Protein® u
nastavku je prikazan u FASTA formatu (Acc. No.: NP_000678.1, GI: 9951915).

MSDKLPYKVADIGLAAWGRKALDIAENEMPGLMRMRERYSASKPLKGARIAGCLHMTVETAVLIETLVTL
GAEVOWSSCNIFSTQDHAAAATAKAGIPVYAWKGETDEEYLWCIEQTLYFKDGPLNMILDDGGDLTNLIH
TKYPOQLLPGIRGISEETTTGVHNLYKMMANGILKVPAINVNDSVTKSKEDNLYGCRESLIDGIKRATDVM
IAGKVAVVAGYGDVGKGCAQALRGFGARVIITEIDPINALQAAMEGYEVTTMDEACQEGNIFVTTTGCID
ITLGRHFEQMKDDAIVCNIGHFDVEIDVKWLNENAVEKVNIKPQVDRYRLKNGRRIILLAEGRLVNLGCA
MGHPSFVMSNSFTNQVMAQIELWTHPDKYPVGVHFLPKKLDEAVAEAHLGKLNVKLTKLTEKQAQYLGMS
CDGPFKPDHYRY



Ljudska S-adenozilhomocistein-hidrolaza je uglavnom citosolni protein molekulske
mase 48 kDa koji se sastoji od 432 aminokiseline. U nativhom obliku SAHH se pojavljuje
kao tetramer (slika 2) pri ¢emu svaka podjedinica sadrzi po jednu vezanu molekulu NAD"
kao kofaktor'®. Podjedinice SAHH sastoje se od tri domene: NAD-vezujuée, kataliticke i C-
terminalne domena'’ (slika 3).

Slika 2. Tetramerna struktura S-adenozil-homocistein-hidrolaze. Svaka podjedinica prikazana je
zasebnom bojom®®,

Slika 3. Prikaz monomera SAHH. Kataliticka domena (zeleno) veze supstrat (SAH) dok NAD-

vezujuéa domena (plavo) veze kofaktor NAD* ™.



Metodom difrakcije rendgenskog zracenja odredene su strukture enzima S-
adenozilhomocistein-hidrolaze bez inhibitora i s inhibitorom™®?° te je utvrdeno da enzim
zauzima dvije razli¢ite konformacije. Bez vezanog supstrata, SAHH se nalazi su otvorenoj
konformaciji, a nakon vezanja supstrata enzim zauzima zatvorenu konformaciju (slika 4).
Vezanjem supstrata na kataliticku podjedinicu dolazi do njezine rotacije za 16.9° oko
spojnice domena ¢ime se supstrat, koji je potrebno oksidirati, dovodi u blizinu kofaktora
vezanog za NAD-vezujuéu podjedinicu?®’.

Slika 4. Struktura podjedinice SAHH u otvorenoj (A) i zatvorenoj (B) konformaciji. Kataliticka
domena podjedinice prikazana je Zutom bojom, NAD-vezuju¢a domena modrom, a C-terminalna
plavom bojom.*



2.2. Reakcija koju katalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza

Enzim S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) katalizira reakciju hidrolize S-adenozil-L-
homocisteina (SAH) na adenozin i homocistein® (slika 5).

HHy
M
T SAHH

S-adenozil-1-homocistein (SAH) Adenozin Homocistein

Slika 5. Reakcija koju katalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza. Slika je konstruirana koristenjem
programskog alata ChemDraw Pro 11.0.

Reakcija je reverzibilna, a ravnoteza je pomaknuta U smjeru sinteze S-adenozil-L-
homocisteina (SAH). Pri fizioloSkim uvjetima reakcija ipak teCe u smjeru hidrolize SAH
zbog brzog uklanjanja produkata hidrolize, adenozina i homocisteina®’. Adenozin se uklanja
djelovanjem adenozin-deaminaze, pri ¢emu nastaje inozin, i adenozin-kinaze, pri ¢emu
nastaje adenozin-monofosfat. Homocistein se uklanja reakcijama transulfuracije, ¢ime nastaje
cistation tj. citozin, i reakcijom remetilacije u metionin® (slika 6).

Prehrana —— Netionin -

Meul

SAM akceptor

Remetilacija

Metihiram

SAH akceptor
Inozin - -
Adenozin * Homocistein
2 Transulfuracija
Adenozin-monofosfat
(AMP) Senn - - Cistation

Slika 6. Shematski prikaz uloge enzima SAHH u metaboli¢kim putevima adenozina, metionina i
homocisteina®.



2.2.1. Mehanizam reakcije

Mehanizam reverzibilne hidrolize S-adenozil-L-homocisteina (SAH) katalizirane S-adenozil-
homocistein-hidrolazom (SAHH) prvi su proudavali Palmer i Abeles'®? te su pokazali da u
prvom koraku reakcije nastaje 3'-keto-derivat SAH oksidacijom adenozina ili SAH uz
redukciju NAD" u NADH. Oksidacija 3'-ugljikovog atoma SAH poti¢e prelazak protona sa
4'-ugljikovog atoma na bazi¢nu skupinu u aktivnom mjestu enzima ¢ime nastaje 4'-
karbokation koji uzrokuje eliminaciju 5'-supstituenta (homocisteina ili vode), pri ¢emu
nastaje meduprodukt 3'-keto-4',5'-dehidroadenozin. Zadnji korak reakcije ukljucuje adiciju
vode ili homocisteina na 3'-keto-4',5'-dehidroadenozin te redukciju 3'-keto skupine
meduprodukta pomo¢u NADH ¢ime nastaje konac¢an produkt reakcije adenozin, odnosno S-

adenozin-L-homocistein (slika 7).

hamo cistein homocistein homocistein
aden.m l adenm 1 adenjn
*HD OH O OH
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E-nAD” E:MNADH ' O
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Slika 7. Shematski prikaz katalitickog mehanizma S-adenozil-homocistein-hidrolaze®.

Odredivanjem struktura proteina divljeg tipa?® te mutirane verzije proteina D244E%
difrakcijom rendgenskog zraCenja, pretpostavljeni su aminokiselinski ostaci koji izravno
sudjeluju u katalitickom mehanizmu SAHH. Njihov utjecaj na aktivnost enzima potvrden je
mjerenjem aktivnosti rekombinantnih proteina koji su sadrzavali izmijenjene aminokiseline.
Ocuvanost aminokiselina koje su izravno ukljucene u kataliticku aktivnost SAHH, Lys185,
Asp189, Asp130, Glul55, Asn190 i His54% (slika 8), vidljiva je na temelju poravnavanja
aminokiselinskih sekvenci SAHH iz razli¢itih organizama (slika 1).



Slika 8. Prikaz aktivhog mjesta SAHH u otvorenoj (A) i zatvorenoj (B) konformaciji. Tankim
linijama prikazane su vodikove veze. Plavom bojom oznaceni su aminokiselinski ostaci koji pripadaju
NAD-vezuju¢oj domeni, a zelenom bojom aminokiseline kataliticke domene. Bijelom i ruzi¢astom
bojom prikazane su molekule supstrata SAH®.

2.2.2. Kinetika reakcije

Michaelis-Mentenov model opisuje kinetiku enzimatski kataliziranih reakcija. Enzim (E)
interagira sa supstratom (S) te se formira kompleks enzim-supstrat (ES) nakon ¢ega enzim
prevodi supstrat u produkt (P). Ovaj model dobro opisuje samo jednosupstratne enzimski
katalizirane reakcije te ne vrijedi za reakcije u kojima postoji kooperativni efekt vezanja
supstrata na enzim.

k1 k cat
E+Sk;‘ ES — E+P
-1

Kinetika reakcije hidrolize S-adenozil-L-homocistein hidrolaze (SAH) katalizirana S-
adenozilhomocistein-hidrolazom prati Michaelis-Mentenov model enzimskih reakcija.
Ispitivanja enzimske aktivnosti provode se koristenjem SAHH sa vezanim kofaktorom NAD"
(holoenzim) uz dodatak SAH i adenozin-deaminaze u reakcijsku smjesu. Prevodenje jednog
od produkta reakcije adenozina u inozin pomocu adenozin-deaminaze uzrokuje pad
apsorbancije pri 265 nm zbog cega se Kkataliticka aktivnost SAHH moze pratiti
spektrofotometrijski?®. Takoder, iako je SAHH oligomerni protein koji se sastoji od vise
podjedinica sa zasebnim katalitiCkih domenama, kooperativni efekt izmedu njih prilikom
same enzimske reakcije ne dolazi do izrazaja. Same kataliticke domene su zapravo prostorno
udaljene jedna od druge bez zna¢ajnih medusobnih interakcij a’t,



2.3. Nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein-hidrolaze

Nedostatna aktivnost enzima S-adenozilhomocistein-hidrolaze (SAHH) je nasljedna
metabolicka bolest otkrivena 2004. godine u Hrvatskoj®. Bolest je uzrokovana mutacijom u
genu koja dovodi do djelomi¢ne inaktivacije proteina SAHH S$to utjeCe na regulaciju
stani¢nih metilacijskih procesa. Glavni simptomi su usporeni psihomotorni razvoj, smanjeni
tonus misi¢a te znacajno poviSena razina SAM, SAH, metionina te kreatin-kinaze i
transaminaza.

Prvi pacijent bio je djeCak iz Hrvatke koji je od najranije dobi pokazivao usporen
psihomotorni razvoj, smanjen tonus misica te slabu kontrolu pokreta glave. Uocen je
nedostatak interesa za vanjske podrazaje te nedostatak potkoznog masnog tkiva.
Laboratorijskim dijagnostickim metodama utvrdena je poviSena razina aspartat i alanin-
aminotransferaza, kreatin-kinaza te ¢ak do 60 puta veée razine metionina u krvi od
normalnih vrijednosti. Svakako najkarakteristi¢nije promjene metabolizma su drasti¢no
povisene razine SAH, do 150 puta vece od referentnih vrijednosti, te¢ SAM do 30 puta vece
od referentnih vrijednosti. Metaboli¢ka slika nije se uklapala u niti jedan dotada poznati
metabolic¢ki poremecaj.

Odredivanjem nukleotidnog slijeda gena za S-adenozilhomocistein-hidrolazu
otkrivene su dvije naslijedene tockaste mutacije u eksonu 4. Od majke je naslijedena
promjena nukleotida na 112. kodonu (TGG—> TGA) koja uvodi preuranjeni STOP-kodon
¢ime nastaje skracena verzija proteina SAHH. Od oca je naslijedena promjena nukleotida na
kodonu 143 (TAC - TGC) koja uzrokuje zamjenu aminokiseline tirozina u cistein na
polozaju 143 aminokiselinskog slijeda proteina. Istrazivanja su pokazala da mutacija proteina
naslijedena od oca (Y143C) utjeCe na stabilnost tetramerne strukture enzima uzrokujudi
spontani raspad na monomere, §to rezultira potpunim gubitkom KkatalitiCke aktivnosti S-
adenozilhomocistein-hidrolaze (SAHH)?’. Mladi brat prvog pacijenta takoder je naslijedio
prethodno navedene mutacije od roditelja te je krvna slika pokazala poviSene razine SAM,
SAH i metionina kao i kod prvog pacijenta’.

Treéi pacijent bio je 26-godisnji mladi¢ kojemu su sekvenciranjem otkrivene dvije
mutacije gena za SAHH®. Prethodno opisanu mutaciju na eksonu 4, koja rezultira mutiranom
verzijom proteina (Y143C), naslijedio je od oca. Druga mutacija gena na eksonu 3 nije
pronadena kod roditelja a radilo se o promjeni 89. kodona (GCG > GTG) koja rezultira
promjenom 89. aminokiseline proteina iz alanina u valin (A89V). Analiza Kkataliticke
aktivnosti verzije enzima SAHH_AB89V pokazala je njezino drasticno smanjenje >70% u
odnosu na aktivnost SAHH divljeg tipa®.

Do danas je otkriveno 7 mutacija gena za protein SAHH koje utjeCu na njegovu
aktivnost. Osim ve¢ opisanih mutiranih verzija proteina Y134C, W112STOP, A89V,
otkrivene su i nove mutirane verzije proteina SAHH sa sljede¢im mutacijama: zamjena
arginina u cistein na poziciji 49 aminokiselinskog slijeda proteina (R49C) koja uzrokuje
formiranje makromolekularnih  kompleksa proteina zbog stvaranja intermolekularnih
disulfidnih veza®, zamjena aspartata u glicin na poziciji 86 aminokiselinskog slijeda (D86G)
zbog koje dolazi do formiranja neaktivnih agregata proteina SAHH* te najnovija mutacija
328. kodona (TAT >GAT) koja uvodi zamjenu aminokiseline tirozin u aspartat®.
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2.4. Mehanizmi degradacije mMRNA

Ekspresija gena uklju¢uje mnoge mehanizme koji se nalaze pod strogom stanicnom
kontrolom. Neki od njih su transkripcija molekula mRNA, izrezivanje introna, poliadenilacija
te degradacija molekula MRNA. Mnogi stani¢ni faktori i metabolicki putevi ukljuceni su u
regulaciju degradacije mMRNA bilo da se radilo o funkcionalnim transkriptima ili pak onima
koji sadrZe neku gresku®'. Nedavno su otkrivena tzv. P-tijela, citosolni agregati koji se sastoje
od mRNA 1 proteina koji igraju vrlo vaznu ulogu u regulaciji translacije i degradacije
mRNA%*. Stabilnost molekule RNA regulirana je elementima unutar njezinog nukleotidnog
slijeda, kao $to su na primjer zastita na 5'-kraju, poli(A)-rep na 3'-kraju,te specifi¢ni sljedovi
unutar same kodirajuée regije molekule mRNA, AU-elementi®®,

24.1. Regulacija stabilnosti transkripata

Eukariotska mRNA sadrzi dva glavna stabilizirajuca faktora, modificirani nukleotid na 5'-
kraju, 7-metilgvanozin (slika 9) i ponavljaju¢i niz adenozin-monofosfata na 3'-kraju tzv.
poli(A)-rep. Ove modifikacije §tite molekulu mRNA od egzonukleaza te pospjeSuju
inicijaciju translacije interakcijom s citosolnim proteinima elFAE (eng. eukaryotic translation
initiation factor E4) i PABP (eng. polyA-binding protein)*.

7 - metilgvanozin - kraj molelule mENA

r e r |
0 0

C

| I—
5,5 trifosfatni (B)——CH,
most

OCH;

@®—cH:

Slika 9. Struktura 7-metilgvanozina povezanog sa 5'-krajem mRNA preko trifosfata®.
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Degradacija vecine eukariotskih mRNA zapocinje deadenilacijom i skra¢ivanjem
poli(A)-repa na 3'-kraju molekule nakon ¢ega se degradacija nastavlja u dva moguéa smjera
(slika 10). Prvi mehanizam ukljucuje uklanjanje zaStite na 5'-kraju mRNA omoguéavajuci
njezinu razgradnju egzoribonukleazom u smjeru 5 - 3', dok drugi mehanizam ukljucuje
razgradnju u 3' - 5' smjeru zbog prepoznavanja nezasticenog 3'-kraja mMRNA od strane
egzosoma. Samu reakciju deadenilacije provode enzimi deadenilaze kao Sto su PAN2-PAN3
nukleaza, glavna deadenilaza kvasca S. cerevisiae CRT4-NOT?* te PARN (eng. polA-specific
ribonuclease) nukleaza®.

m’Gppp AAAAAA

l Deadenilacija

m’Gppp Aoligo

3 — 5'/ \:’klanjanje 5' zastite i
raspad 5 —p3
raspad

3
——

Ve
[ Hets

Slika 10. Shema degradacije mRNA predvodena deadenilacijom, odnosno uklanjanjem poli(A)-repa
na 3'-kraju molekule®.

24.2. Razgradnja mRNA P-tijelima

Pocetkom 21. stoljeca otkriveni su agregati kompleksa mRNA i proteina prisutni u citoplazmi
stanice, tzv. P-tijela (eng. processing bodies, P-bodies)®’. Sastavni elementi P-tijela mogu se
podijeliti u tri osnovne skupine. Prvu skupinu ¢ini o¢uvana skupina proteina koja je ukljucena
u mehanizam uklanjanja 5' zastite S molekula mRNA kao §to su enzim Dcplp/Dep2p i Xrnlp
5 = 3' egzonukleaza. Druga skupina ukljucuje proteine odgovorne za degradaciju mRNA te
represiju njezine translacije, kao $to je kompleks CCR4/POP2/NOT, dok tre¢u skupinu ¢ine
netranslatiraju¢e molekule mRNA koje su sastavni dio samog kompleksa®.

P-tijela se formiraju kada je prethodno opisani 5' = 3' egzonukleazni raspad mRNA
blokiran, ili zbog prevelikog broja molekula RNA koje su odredene za raspad, ili zbog
mutacija XRN1 egzonukleaze odnosno drugih faktora koji uklanjaju zastitu na 5'-kraju®’.
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2.4.3. Degradacija transkripata sa greSkom

Sinteza molekula mRNA te njihovo sazrijevanje u funkcionalne transkripte slozeni su procesi
u kojima u svakom trenutku moze do¢i do pogreske. Kako bi se sprijecila sinteza
potencijalno toksi¢nih proteina, u stanicama postoje mehanizmi prepoznavanja i uklanjanja
transkripata s greSkom. Prepoznavanje i degradacija tih transkripata moze se izvrsiti u jezgri
uz pomoé egzosoma raspadom u 3' = 5' smjeru®, ili u citoplazmi mehanizmima koji se
aktiviraju tijekom same translacije mRNA s greskom®.

2.4.3.1. Prvi ciklus translacije

Nakon dodavanja zaStite na 5'-kraju novosintetiziranih transkripata te prije uspostavljanja
stabilne razine translacije, molekule mRNA prolaze kroz prvi ciklus translacije (eng. pioneer
round of translation). Glavni kompleks koji sudjeluje u ovom procesu je CBP80-CBP20
(CBC) koji se veze na 7-metilgvanozin molekule mRNA te inicira njezin prvi ciklus
translacije koji ukljutuje vezanje jednog ili viSe ribosoma na transkript®. Na molekulama
MRNA sa kompleksom CBP80-CBP20 (CBC-mRNA) ostaju vezani i EJC proteinski
kompleksi (eng. exon-junction complexes, EJC) na polozajima gdje se spajaju eksoni nakon
izrezivanja introna (slika 11). Inicijacijom prvog ciklusa translacije te prolaskom prvog
ribosoma koji uklanja zaostale EJC komplekse sa molekule mRNA, omoguéeno je
uspostavljanje stabilne razine translacije (eng. steady-state translation) vezanjem CBC
kompleksa sa inicijacijskim faktor elF4E.

Jo§ jedna karakteristika molekula mMRNA koje ulaze u prvi ciklus translacije je
primarno nuklearni protein  PABPNI1 koji veze njihov poli(A)-rep na 3'-kraju.
Uspostavljanjem stabilne razine translacije ovaj protein zamjenjuje se proteinom PABPC1
koji se primarno nalazi u citoplazmi. lako CBC-mRNA i elF4E-vezuju¢a mRNA koriste iste
faktore inicijacije translacije (elF4G, elF3, elF4B, elF4A, elF2), njihove stani¢ne uloge se
razlikuju. CBC-mRNA imaju ulogu u mehanizmu degradacije transkripata bez STOP-kodona
(NMD)™ opisanog u nastavku te kao takvi sluze pri stani¢noj kontroli kvalitete genske
ekspresije.

Slika 11. Molekula mRNA u prvom ciklusu translacije sa vezanim karakteristicnim proteinima EJC,
PABPN1 i CBP80-CBP20 kompleksom (CBC)¥.
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2.4.3.2. Degradacija mRNA s preuranjenim STOP-kodonom

Degradacija transkripata s preuranjenim STOP-kodonom (eng. non-sense mediated decay,
NMD) najbolje je istrazeni mehanizam prepoznavanja transkripata s greskom koji osigurava
njihovu brzu i efikasnu razgradnju. Osim §to uklanja transkripte s greskom, istrazivanja su
pokazala da NMD regulira i dio normalne genske ekspresije kvasca* i sisavaca®.

Preuranjeni STOP-kodoni mogu nastati zbog razli¢itih razloga: zbog mutacije
nukleotidnog slijeda, pomaka otvorenog okvira ¢itanja, neprikladnog posttranslacijskog
procesiranja, ili zbog ,,cure¢e* inicijacije translacije. Ovaj mehanizam otkriven je kod veéine
eukariota te ukljucuje Cetiri glavna, visoko konzervirana proteina, UPF1, UPF2 i UPF3 i
SMG1 koji &ine osnovni dio kompleksa NMD*® (Slika 11). Smatra se da se aktivacija ovog
mehanizma dogada tijekom prvog ciklusa translacije. Ukoliko ribosom tijekom translacije
CBC-mRNA naide na STOP-kodon, a nizvodno od njega jo$ uvijek su vezani EJC
kompleksi, proteini NMD kompleksa prepoznaju da se radi o preuranjenom STOP-kodonu.
Aktiviraju se  mehanizmi uklanjanja 5'-zastite transkripta i mehanizam deadenilacije
molekule mMRNA koji uzrokuju njezinu degradaciju u 5'->3' smjeru egzonukleazom XRNL1 i
3'->5'smjeru egzosomom4°.

2.4.3.3. Degradacija mRNA koja ne sadrzi STOP-kodon

Transkripti koji ne sadrze STOP-kodon mogu nastati uslijed pucanja same molekule,
promjenom okvira Citanja, ili tockastom mutacijom ¢ime se gubi izvorni STOP-kodon.
Translacija ovakvih transkripata nastavlja se duz poli(A)-repa na 3'-kraju molekule te time
nastaju produzeni, uglavnom nefunkcionalni i potencijalno Stetni proteinski produkti. Kako bi
se to sprijecilo, uslijed transkripcije transkripata bez STOP-kodona aktivira se mehanizam
njegove degradacije (eng. non-stop decay, NSD). Osim §to prepoznaje transkripte bez STOP-
kodona te ih usmjerava u daljnji proces degradacije egzosomom ili egzonukleazom XRN1

(slika 12-B), ovaj mehanizam takoder dovodi do disocijacije ribosoma®".

Kod sisavaca i kvasaca mehanizam ukljucuje djelovanje citoplazmatskog egzosoma
prepoznavanjem adaptorskog proteina Ski7 koji se veze u A-mjesto ribosoma. Vezanjem
Ski7 na A mjesto dolazi do disocijacije ribosoma nakon c¢ega se mMRNA deadenilira i
degradira u 3' > 5' smjeru®. Kod kvasca S. cerevisiae degradacija transkripta potaknuta je
uklanjanjem proteina PABP ribosomom nakon ¢ega dolazi do raspada transkripta u 5' > 3'
smjeru®.
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2.4.3.4. Degradacija mRNA uslijed zastajanja ribosoma

Odredeni transkripti mogu uzrokovati zastajanje ribosoma prilikom translacije zbog
specificnih sekundarnih struktura koje onemogucuju daljnju ispravnu sintezu proteina.
Mehanizam uklanjanja ovakvih transkripata (eng. no-go decay, NGD) nedavno je otkriven

kod kvasca®®, a ukljucuje vezanje Dom34-Hbs1 proteina na transkript blizu mjesta gdje je
zastao ribosom. Ovaj proteinski kompleks potom aktivira endonukleazno cijepanje molekule
MRNA ¢ime nastaju dva fragmenta koja se zatim raspadaju u 5' = 3' i1 3' = 5' smjeru (slika

12-A).
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Slika 12. Shema mehanizma degradacije mMRNA uslijed zastajanja ribosoma (A) i degradacije mRNA
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3. Materijali I metode

3.1. Materijali

3.1.1. Standardne kemikalije

Agar (Fluka), agaroza (Roth), akrilamid (Sigma), kloramfenikol (Sigma), amonijev persulfat,
APS (Serva), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin, TEMED (Roth), etanol, 96 % p.a. (Gram-
Mol), kloroform (Carlo Erba), izoamil alkohol (Kemika), dimetil sulfoksid, DMSO, (Sigma),
ditiotreitol, DTT (Sigma), etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma), glicerol
(Kemika), natrijev dodecilsulfat, SDS (Sigma), etidij bromid (Sigma), octena Kkiselina
(Kemika), aceton (Kemika), 2-propanol (Gram-Mol), polietilenglikol, PEG (Thermo
Scientific), natrijev klorid, NaCl (Kemika), glikogen (Thermo Scientific), glicerol (Thermo
Scientific), Tris(hidroksimetil)aminometan, Tris (Sigma), Tween-20 (Sigma).

3.1.2. Puferirane otopine

Expand Long Range PCR pufer bez MgCl, (Roche), CutSmart pufer (NEB), TAE pufer (40
mmol dm™ Tris-acetat, 1 mmol dm® EDTA, pH 8,2), NEBuffer 1.1 pufer (NEB),
TranscriptAid pufer (Thermo Scientific), 10x pufer za T4 RNA-ligazu (0,5 mol dm™ Tris-
HCI, 0,1 mol dm® MgCl,, 0,1 mol dm™® DTT, 10 mmol dm™ ATP, pH 7,8- Thermo
Scientific), PBS pufer za stani¢ne kulture (140 mmol dm™ NaCl, 2,7 mmol dm KCI, 10
mmol dm™ Na;HPO,, 1,8 mmol dm™ KH,PO,, pH 7.4), Pierce® IP pufer za lizu stanica (25
mmol dm™ Tris-HCI (pH 7,4), 150 mmol dm™ NaCl, 1% NP-40, 1 mmol dm® EDTA, 5%
glicerol- Thermo Scientific), pufer za vezanje RNA (20 mmol dm™ Tris (pH 7,5), 1 mol dm™
NaCl, 1 mmol dm™ EDTA- Thermo Scientific), 10x pufer za vezanje RNA i proteina (0,2 mol
dm™ Tris (pH 7,5), 0,5 mol dm™® NaCl, 20 mmol dm® MgCl,, 1% Tween-20- Thermo
Scientific), pufer za ispiranje (20 mmol dm™  Tris (pH 7,5), 10 mmol dm® NaCl, 0.1%
Tween-20- Thermo Scientific), pufer za eluaciju biotina (Thermo Scientific), 4x pufer za
nanoSenje uzoraka na poliakrilamidni gel (50 g dm™ SDS, 50 mmol dm™ B-merkaptoetanol,
25% glicerol, 0,1 g dm™ bromfenol plavo, 0,25 mol dm™ Tris-HCI, pH 6,8), pufer za SDS-
PAGE (190 mmol dm™ glicin, 25 mmol dm™ Tris, 0,1% SDS (pH 8,3)), pufer za prijenos na
membranu (25 mmol dm™ Tris, 190 mmol dm™ glicin, 20% metanol, 0,1% SDS), PBS-T
pufer (140 mmol dm™ NaCl, 2,7 mmol dm™ KCI, 10 mmol dm™ Na,HPO,, 1,8 mmol dm™
KH,PO4, 0,1% Tween-20, pH 8,0), 10x pufer za strukturiranje RNA (100 mmol dm™ Tris
(pH 7,6), 1 mol dm™ KCI, 100 mmol dm™ MgCl,).

3.1.3. Enzimi i antitijela

Expand Long Range smjesa enzima za PCR (Roche), restrikcijska endonukleaza Dpnl (NEB),
RNaza A (Qiagen), restrikcijska endonukleaza Agel (NEB), Inhibitor RNaze (Thermo
Scientific), T4 RNA-ligaza (Thermo Scientific), tripsin-EDTA otopina (Sigma), inhibitor
proteaza (Roche), HuR monoklonsko antitijelo (Thermo Scientific), Anti-mi§ IgG s
konjugiranom peroksidazom (Sigma).
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3.1.4. Boje

Etidij bromid (Sigma), Lyse Blue (Qiagen), Gel Loading Dye, Purple 6x(NEB), 2x RNA
Loading Dye (Thermo Scientific), Ponceau S (Sigma).

3.15. Hranjivi mediji

LB (Luria-Bertani) medij je hranjivi 