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Streszczenie: Procesy degradujace transkrypty zawierajace przedwczesny kodon stop lub w ogodle po-
zbawione kodonu stop chronia komoérki przed powstaniem niefunkcjonalnych, a czasem toksycznych
biatek. Szlaki degradacji takich mRNA opisano u ssakow, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, drozdzy i roslin. Etapy degradacji, jak i uczestniczace w tym procesie czynniki biatkowe nie
zawsze sa identyczne u roznych organizmoéow. Rozpoznanie nieprawidlowych mRNA zalezy od prze-
strzennego oddziatywania pomigdzy sktadnikami rybosomu zatrzymanego na kodonie stop a biatkami
wiazacymi si¢ w rejonie 3’UTR transkryptu. Poszczegolne czynniki biatkowe zaangazowane w degrada-
cje moga tez uczestniczy¢ w innych procesach, takich jak: cykl komorkowy, replikacja czy wyciszanie
gendow. W komorkach prokariotycznych na strazy jakosci mRNA stoja czasteczki tmRNA, ktore zacho-
wuja sig jak tRNA i mRNA. Funkcja tmRNA jest rozpoznanie transkryptu bez kodonu stop na ryboso-
mie, dokonczenie syntezy wadliwego biatka w procesie trans-translacji i przywrocenie rybosomom stanu
aktywnosci. tmRNA naznacza jednocze$nie wadliwe mRNA i biatko do degradacji.

Stowa kluczowe: transkrypty, kodon stop, translacja, degradacja, NMD, tmRNA.

Summary: Cells have evolved mechanism to get rid of nonfunctional or potentially deleterious proteins
that are coded by mRNA with premature translation termination or mRNA without stop codon. The
pathway of degradation of such mRNA have been described in mammals, flies, nematodes, yeast and
plants. The degradation steps as well as factors involved in are not identical in different species. The
general way of recognition of aberrant transcripts depends on spatial relationship between ribosome
components and ribonucleoproteins bound to the 3’UTR sequence. Moreover, protein factors involved in
degradation can participate in additional processes like cell cycle regulation, replication or RNA interfe-
rence. The control of mRNA quality in prokaryotes is performed by tmRNA that works both as tRNA
and mRNA. tmRNA recognizes ribosomes stalled by transcripts without stop codon and continues the
synthesis of truncated proteins in trans-translation process. In consequence ribosomes are reactivated and
aberrant transcript and protein are triggered for decay.
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WPROWADZENIE

Poziom stabilnych transkryptow w komarce jest regulowany przez szybkos¢ zar6wno
syntezy, jak i degradacji mRNA. Niestabilnos¢ mRNA wywotuje wiele czynnikow.
Naleza do nich, migedzy innymi, destabilizujace motywy sekwencji i aktywnos$¢
kompleksow degradacyjnych. Te ostatnie odgrywaja istotna rolg zwtaszcza w przypadku
degradacji nieprawidtowych mRNA, takich jak: transkrypty z przedwczesnym kodonem
stop lub w ogole pozbawione sygnatu terminacji translacji. Blokowanie translacji tych
mRNA jest waznym mechanizmem zapobiegajacym powstawaniu wadliwych biatek
zarowno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Pomimo ze wiele
sktadnikow komplekséw degradacyjnych jest wysoce zachowawczych, mechanizmy
rozpoznawania i degradacji nieprawidlowych mRNA sa odmienne w roéznych
organizmach.

W komérkach eukariotycznych degradacja transkryptow z przedwczesnym kodonem
stop odbywa si¢ najczesciej w procesie NMD (ang. Nonsense-Mediated mRNA
Decay), a transkryptow pozbawionych kodonu stop — w procesie NSD (ang. Nonstop-
mediated mRNA Decay). Komorki bakteryjne natomiast wytworzyty specyficzna
czasteczkg tmRNA (ang. transfer-messanger RNA), ktéra naznacza do degradacji
zaréwno transkrypty pozbawione kodonu stop, jak i produkty ich translacji.

DEGRADACJA PRAWIDEOWYCH TRANSKRYPTOW

Transkrypty eukariotyczne chroni przed degradacja struktura czapeczkina 5° koncu
i sekwencja poliA na 3’ koncu oraz, odpowiednio, zwiazany z nimi kompleks CBC
(ang. Cap Binding Complex) 1 biatko wiazace poliA — PABP (ang. PoliA Binding
Protein).

Degradacja naturalnych mRNA w komorkach ssakow rozpoczyna si¢ w wigkszosci
przypadkéw deadenylacja, po ktorej nastepuje egzonukleolityczne cigcie w kierunku
3’5 5°. W mniejszym stopniu RNA jest trawiony przez 5° — 3’ egzonukleaze po
usunigciu z 5” konca czapeczki [4, 58, 65].

Degradacja naturalnych mRNA w komérkach drozdzy przebiega w cytoplazmie,
gtéwnie w kierunku 5’ - 3’ i jest poprzedzona czgsciowa deadenylacja (por. ryc. 3A).
Skrocenie ogona poliA o dtugosci 5575 nt do okoto 10 nt wiaze si¢ z oddysocjowaniem
biatka Pablp, co z kolei przyspiesza usunigcie czapeczki z udziatem enzyméw Deplp/
Dcp2p. W oddziatywaniu mRNA 1 kompleksu usuwajacego czapeczke posrednicza
koaktywatory Lsm1-7 [73]. Nast¢gpnie mRNA jest catkowicie trawiony przez 5° - 3’
egzonukleaze Xrnlp. Trawienie od konca 3’ zudziatem cytoplazmatycznego egzosomu
zawierajacego kompleks biatek Ski2p, Ski3p, Ski8p oraz biatko Ski7p przebiega rzadziej.
Trawienie od 3’ konca poprzedza catkowita deadenylacja transkryptu [2, 4, 19, 65].

W komoérkach Arabidopsis thaliana degradacja prawidlowych transkryptow prze-
biega réznymi drogami. Czg$¢ transkryptow podlega najpierw endonukleolitycznemu
cigciu na rybosomach, a nastgpnie powstaty fragment 3’ jest degradowany w kierunku
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5’ - 37, afragment 5’ w kierunku 3’ — 5°, niezaleznie od usunigcia czapeczki i deadenylacji.
Degradacja czesci transkryptéw (na przyktad transkryptu genu PHYA owsa) przebiega z
obu koncow, ale po uprzednim usunigciu czapeczki lub ogona poliA [22].

Inaczej degradowane sa transkrypty, ktore posiadaja przedwczesny kodon stop lub
w ogoéle nie maja kodonu stop. Przedwczesny kodon stop moze powsta¢ na skutek
mutacji punktowych lub tez delecji czy insercji, ktore zmieniaja ramke odczytu, na
przyktad w wyniku alternatywnego splicingu. Wadliwe transkrypty bez kodonu stop
moga tez powsta¢ na skutek wystepowania przedwczesnych sygnatéw endonukleoli-
tycznego cigcia i poliadenylacji, wéwcezas ich 3’ koniec znajduje si¢ obrebie sekwencji
kodujace;.

ROZPOZNANIE WADLIWEGO TRANSKRYPTU

Czynnikiem uruchamiajacym proces degradacji transkryptéw z przedwczesnym
kodonem stop lub pozbawionych kodonow stop na drodze, odpowiednio, NMD lub NSD
jest zwiazanie transkryptu z rybosomami. U wszystkich organizméw proces degradacji
NMD jest zalezny od translacji, a u ssakow, z pewnymi wyjatkami, rowniez od splicingu
[49]. Wykazano, ze zarowno zablokowanie translacji czy mutacja w kodonie start, jak
réwniez obecnos¢ supresorowych tRNA wptywa na stabilizacje wadliwych mRNA [27].

Degradacji podlegaja przewaznie mRNA z przedwczesnym kodonem stop lub
wydtuzonym rejonem 3°’UTR, co ma zwiazek z zaburzeniem odleglosci migdzy kodonem
stop a 3” koncem transkryptu (ryc. 1). Podczas translacji prawidtowego mRNA czynniki
bialkowe — RNP (ang. Ribonucleoproteins) uczestniczace w dojrzewaniu 3’ konca
mRNA prawdopodobnie oddziatuja ze sktadnikami rybosomu zatrzymanego na kodonie
stop. Taka interakcja wywotuje zmiany konformacyjne RNPs, ktore stabilizuja transkrypt
i kieruja go do kolejnych rund translacji [26, 27]. Stwierdzono, ze w komorkach ssakow
kodon stop powinien znajdowac si¢ do 50 nukleotydow powyzej ostatniego egzonu lub
w obrebie ostatniego egzonu (ryc. 1B). W transkryptach drozdzy natomiast istotna jest
dhugosé rejonu 3’UTR, ktory zawiera $rednio 100 nukleotydow. Prawdopodobnie tylko
taka odleglos¢ umozliwia wlasciwe oddzialywanie zatrzymanych na kodonie stop
sktadnikéw rybosoméw z RNPs, gdyz jej skrdcenie lub wydhuzenie indukuje NMD [1,
26,27, 53, 62]. W transkryptach drozdzy wystepuje ponadto specyficzna sekwencja
DSE (ang. Downstream Sequence Element), ktora wiaze biatko Hrplp/Nab4 (ryc.
1A) [20]. Jesli sekwencja DSE jest potozona ponizej przedwczesnego kodonu stop —
PTC (ang. Premature Termination Codon) (do 150 nt), sktadniki rybosomu zatrzyma-
nego na przedwczesnym kodonie stop oddziatuja z biatkiem Hrplp/Nab4. Bialko to
wiaze si¢ nastepnie z biatkami Upflp i Upf2p i prawdopodobnie w ten sposdb uruchamia
proces NMD [19]. Wykazano, ze zarowno mutacje w genie biatka Hrp1p/Nab4, jak i
brak motywu DSE lub jego wystepowanie powyzej kodonu stop stabilizuja transkrypty
z PTC [19, 20].

Istotna rolg w oddziatywaniu ze sktadnikami rybosomu zatrzymanego na prawidtowym
kodonie stop odgrywa biatko PABP. PABP oddziatuje z czynnikiem uwalniajacym eRF3
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RYCINA 1. Mechanizm rozpoznania nieprawidtowego kodonu stop w komoérkach drozdzy (A) i ssakow
(B). Wtasciwy kodon stop umozliwia oddzialywanie sktadnikow rybosomu z biatkami obecnymi w
rejonie 3’UTR. Trojkat wskazuje kodon start. Kierunek ruchu rybosoméw pokazano kropkowana strzatka.
EJ — miejsce potaczenia egzon-egzon; EJC — kompleks wiazacy si¢ z potaczeniem egzon-egzon; PTC —
przedwcezesny kodon stop; PABP — biatka wigzace poliA; DSE — motyw sekwencji wiazacy biatko
Hrplp/Nab4

(ang. eukaryotic Release Factor) i moze indukowac¢ terminacje translacji oraz powrot
rybosoméw do stanu aktywnego. W transkryptach ze skréconym rejonem 3’UTR lub
pozbawionych sygnalu terminacji wtasciwa odleglto$¢ migdzy kodonem stop a biatkiem
PABP zostaje zaburzona. Odczytywanie na rybosomie 3’ konca takich transkryptow
powoduje oddysocjowanie PABP i wptywa na destabilizacj¢ nieprawidtowych mRNA
[34]. Wykazano, ze w komdrkach drozdzy wprowadzenie ,,wtasciwego” rejonu 3’UTR
w rejonie przedwczesnego kodonu stop wywotywato wlasciwa terminacje translacji i
inaktywacje procesu NMD [1].

CZYNNIKI UCZESTNICZACE W PROCESIE NMD

W procesie degradacji transkryptéw z przedwczesnym kodonem stop na drodze
NMD bierze udziat szereg czynnikow biatkowych. U wszystkich organizméw, u ktérych
proces ten zidentyfikowano, istotna rolg odgrywaja biatka UPF1, UPF2 i UPF3.
Kluczowym enzymem procesu NMD jest helikaza UPF1 [10, 49]. Biatko UPF1 u
roéznych eukariotéw wykazuje okoto 50% identycznosci; mniejsza homologig, bo tylko
okoto 20-30%, wykazuja biatka UPF2 i UPF3. Mniejsza konserwatywno$¢ dwoch
ostatnich czynnikoéw moze wynikac z tego, ze oddziatluja one réwniez z innymi biatkami,
ktoére nie sa wysoce zachowawcze w réznych organizmach [11].
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W procesie NMD przebiegajacym w komorkach drozdzy degradacja transkryptow
z przedwczesnym kodonem stop wymaga aktywnos$ci biatek UPF1, UPF2 i UPF3,
chociaz do degradacji transkryptow bez kodonu stop czynniki te nie sa juz wymagane.
Z kolei, w komorkach C. elegans zidentyfikowano az siedem bialek SMG bioracych
udziat w degradacji poprzez NMD: SMG1-7 [66]. Okazalo sig, ze trzy sposrod nich:
SMG2, SMG3 i SMG#4 sa homologami biatek UPF1-3 [11]. W komorkach ludzkich
natomiast w przebiegu NMD biora udziat biatka UPF1-3 oraz SMG1, SMG5-7, przy
czym biatko UPF3 wystepuje w postaci dwoch paralogow: UPF3a i UPF3b [16, 76].

Poszczegolne czynniki biatkowe nie zawsze wystepuja u wszystkich organizmow.
Itaku D. melanogaster nie zidentyfikowano biatka SMG7 [16], a w komorkach drozdzy
stwierdzono brak ortologéw bialek SMG1, SMG5-7 [11, 66]. Okazalo si¢ takze, ze dwa
czynniki kompleksu EJC (ang. Exon-exon Junction Complex), ktory wiaze si¢ po
splicingu z kazdym potaczeniem egzon-egzon, biatka RNPS1 i Y14 majq zdolno$¢
wywotywania procesu NMD, kiedy przytacza si¢ ponizej kodonu stop [76]. U roslin
dotychczas potwierdzono udziatl w procesie NMD jedynie biatka UPF1 1 UPF3 [3, 32].

Istotna role podczas uruchamiania degradacji w procesie NMD odgrywa cykliczna
fosforylacja i defosforylacja biatka UPF1, ktére na N- i C-koncu ma wielokrotnie powtoérzone
reszty seryny. U ludzi i C. elegans fosforylacja jest katalizowana przez kinaz¢ SMGI1, a
defosforylacja przez biatka SMG5-7; te ostatnie, same nie bedac fosfatazami, aktywuja
fosfatazg 2A (PP2A). PP2A ma zdolno$¢ oddziatywania z czynnikiem eRF 1, co sugeruje,
ze fosforylacja ma miejsce na etapie terminacji translacji [10, 11, 16, 52]. Przypuszcza si¢,
ze ufosforylowane biatko UPF1 wiaze si¢ z N-koncem biatka SMG7, zawierajacym domeng
charakterystyczna dla bialek z rodziny 14-3-3 [14]. Domena C-koncowa biatka SMG7
naznacza mRNA do degradacji. Biatko SMG7 oddziatuje ponadto z biatkami SMGS i
PP2A [75]. Sugeruje sig takze, ze czynnikiem sygnalnym dla zapoczatkowania NMD moze
by¢ zdolno$¢ biatka UPF1 do hydrolizy ATP [26,27]. U S. cerevisiae, pomimo braku biatek
SMG1, SMGS5, SMG6 i SMG7, biatko UPF1 jest rowniez fosforylowane i co wigcej, do
wlasciwego przebiegu procesu NMD wymagana jest rowniez fosforylacja biatka UPF2.
Ufosforylowana domena N-koncowa UPF2 oddziatuje nastepnie z biatkiem Hrplp, co
wywoluje degradacje na drodze NMD [77].

Oprocz wyzej wymienionych biatek, w degradacji transkryptéw droga NMD
uczestnicza enzymy usuwajace czapeczke: DCP1/DCP2 oraz deadenylazy i egzonukle-
azy prowadzace degradacje mRNA w kierunku 3° - 5’ [7, 48, 51, 72].

1. Proces NMD w komorkach ssakéw 1 D. melanogaster

Przebieg procesu NMD u ssakow i u muszki owocowej wykazuje pewne roznice.
Na przyktad, u muszki owocowej, w odroznieniu od ssakow, proces NMD jest niezalezny
od splicingu i rozpoczyna si¢ od endonukleolitycznego przecigcia wadliwego transkryptu.

Do degradacji wadliwych transkryptow w procesie NMD u ssakoéw kierowane sa
takie mRNA, ktorych sygnat terminacji translacji znajduje si¢ w odlegtosci wigkszej niz
50-55 nukleotydow powyzej ostatniego z 3’ konca polaczenia egzon-egzon, powstatego
po usunigciu intronu. Kodony stop potozone w mniejszej odlegtosci lub w obrebie
ostatniego egzonu sa rozpoznawane jako wlasciwe [53].
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Rozpoznanie przedwczesnego kodonu stop odbywa si¢ podczas pierwszej rundy
translacji, ktorej poddawana jest dojrzata czasteczka mRNA. Po splicingu, z czasteczka
mRNA w odlegtosci 2024 nukleotydow przed kazdym potaczeniem egzon-egzon wigze
si¢ biatkowy kompleks EJC. W jego sktad wchodza migdzy innymi biatka UPF3a lub
UPF3b [76]. Pierwsza runda translacji ma miejsce w cytoplazmie lub zachodzi podczas
eksportu mRNA z jadra do cytoplazmy, co sugeruje jej powiazanie z btona jadrowa.
Jesli kodon stop jest ulokowany wlasciwie, nastepuje seria procesoéw kierujacych trans-
krypt do nastepnych rund translacji, tj. czynnik UPF3 i kompleks EJC oddysocjowuja,
czynnik translacji eIF4E zajmuje pozycje kompleksu CBC, a jadrowe biatko PABP
zostaje zastapione przez cytoplazmatyczny odpowiednik. Jesli natomiast rybosomy
zatrzymaja si¢ na przedwczesnym kodonie stop, proces przemodelowania biatek zostaje
zablokowany, a czasteczke wadliwego mRNA rozpoznaje kompleks terminacyjny, tj.
biatko UPF3 wiaze si¢ z biatkiem UPF2, a nastgpnie z UPF1, ktore oddziatuje z
czynnikami terminacji translacji eRF1 i eRF3 (ryc. 2A) [4, 48, 53]. U ssakow w
oddziatywaniach kompleksu terminacyjnego z kompleksem EJC uczestniczy réwniez
biatko CBP80, ktore wiaze si¢ z czynnikiem UPF 1, co z kolei wzmaga jego oddzialywanie
z bialkiem UPF2 [9, 33, 35, 47].

Ostatnio wykazano, ze do uruchomienia procesu NMD nie jest wymagana bezposrednia
interakcja rybosoméw z kompleksem CBC podczas inicjacji translacji; translacja moze
rozpoczaé si¢ rowniez w obrebie sekwencji kodujacej nieprawidtowy mRNA. Wynika
stad, ze translacja sama w sobie jest czynnikiem wywotujacym NMD [29].

Przyjmuje sig, ze degradacja moze przebiega¢ dwiema drogami:

a) poprzez usunigcie czapeczki z 5’ konca z udziatem biatek DCP1/DCP2 oraz koak-
tywatorow LSm1-7 i nastgpnie trawienie przez 5’ - 3’ egzonukleazg XRN1;

b) deadenylacjg i trawienie egzonukleolityczne w kierunku 3’ - 5’ przez egzosom
1 kompleks biatek Ski [4, 48] (ryc. 2A).

Proces degradacji transkryptow zarowno z przedwczesnym kodonem stop, jak i
prawidlowych mRNA moze przebiega¢ rowniez na drodze SMD (ang. Staufen Media-
ted Decay). W degradacji typu SMD bierze udziat biatko Staufenl, wiazace w
komorkach ssakow dsRNA. Degradacja w procesie SMD nie jest zalezna ani od
splicingu, ani od obecnosci kompleksu EJC, ale wymaga obecnos$ci czynnika UPF1.
Biatko Staufenl wiaze si¢ z czynnikiem UPF1 oraz z rejonem 3’UTR transkryptu
ponizej kodonu stop i naznacza go do degradacji [46]. Wykazano réwniez, ze proces
degradacji SMD nie wymaga obecnosci biatek UPF2, UPF3 i CBP8O0 [33, 46].

U Drosophila melanogaster degradacja transkryptéw z przedwczesnym kodonem
stop jest niezalezna od splicingu [16]. Proces NMD rozpoczyna si¢ od endonukleoli-
tycznego przecigcia w poblizu PTC, a nastgpnie fragment 5’ transkryptu jest trawiony
w kierunku 3 - 5’przez egzosom z udziatem biatek Ski, a fragment 3’ przez 5* - 3’
egzonukleaze XRNI1 (ryc. 2B). Oba procesy przebiegaja wigc niezaleznie od usunigcia
czapeczki i deadenylacji. Endonukleaza uczestniczaca w tym procesie nie zostala jeszcze
zidentyfikowana [15].
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2. Proces NMD w komorkach drozdzy

Degradacja transkryptéw drozdzowych z przedwczesnym kodonem stop przebiega
inaczej niz u ssakdw i chociaz wymaga réwniez obecnosci czynnikéw UPF1-3, nie zalezy
od splicingu. Pierwsza runda translacji przebiega w cytoplazmie, a proces NMD jest
najczesciej niezalezny od deadenylacji. Degradacja rozpoczyna si¢ od usunigcia czapeczki
przez enzymy Dcplp/Dep2p z udzialem bialek Lsm1-7, a nastgpnie mRNA, ktory weigz
ma nienaruszony ogon poliA, jest trawiony w kierunku 5’ — 3’ przez egzonukleaz¢ Xrnlp
(ryc. 3B) [19]. Ta sama droga usuwane sa transkrypty z wydtuzonym rejonem 3’UTR,
ktéry powstal na skutek mutacji w miejscach poliadenylacji [62]. Alternatywna droga
degradacji transkryptoéw z PTC przebiega niezaleznie od usunigcia czapeczki w kierunku
3’5 5’ z udzialem egzosomu [59]. Degradacj¢ aktywuje oddziatywanie N-koncowe;j
domeny biatka Ski7p z czynnikiem UPF1; wymagany jest réwniez czynnik UPF2 [72].
Podobnie jak podczas generalnej degradacji mRNA, droga ta rozpoczyna si¢ czgsciowa
deadenylacja (do ogona dlugosci 7-20 adenin) [59] (ryc. 3B).

Zarbwno w komorkach drozdzy, jak 1 ssakow problemem sa rowniez mRNA,
ktorych 3’°-koniec znajduje si¢ w obrebie sekwencji kodujacej na skutek wystgpowania
przedwczesnych sygnatow endonukleolitycznego cigceia i poliadenylacji [ 13]. Transkrypty
te sa pozbawione kodonu stop i moga prowadzic nie tylko do syntezy wadliwego biatka, ale
rowniez unieruchamiaja rybosomy, gdyz nie sq rozpoznawane przez czynniki terminacji RF.

Degradacja transkryptow pozbawionych kodonu stop zostata dobrze poznana w komorkach
drozdzy. Proces NSD nie jest zwiazany z procesem NMD i nie wymaga udziatu czynnika
UPF1 ani deadenylacji, pomimo ze rowniez zalezy od translacji. Sekwencja wadliwego
mRNA jest odczytywana do konca 3’, a nastepnie ,,utyka” na rybosomie (ryc. 3C). Cz¢$¢
takich transkryptow jest rozpoznawana przez C-koncowa domeng biatka Ski7p, ktora
wykazuje homologig z czynnikiem terminacji eRF3. Ski7p wchodzi na wolne miejsce A na
rybosomie i inicjuje degradacje wadliwego transkryptu, wiazac domena aminowa
cytoplazmatyczny egzosom. Degradacja przebiega w kierunku 3’ — 5’ i nie zalezy od
usunigcia czapeczki [ 13]. Taki egzosom wykazuje rowniez wlasciwosci deadenylazy, gdyz
degradacja rozpoczyna si¢ bez uprzedniego usunigcia ogona poliA [31].

Degradacja nonsensownych transkryptéw moze tez przebiega¢ w kierunku 5’ - 3
z udziatem egzonukleazy Xrnlp [34]. Podobnie degradowane sa transkrypty ze
skroconym rejonem 3’UTR [34].

Z uwagi na obecnos¢ homologdw biatek Ski w ludzkich komoérkach sugeruje sig, ze
mechanizm degradacji transkryptow pozbawionych kodonow stop jest tam podobny [31].

>

3. Proces NMD w komérkach roslinnych

W odréznieniu od ssakow i drozdzy, proces NMD u roslin nie jest jeszcze do konca
poznany. Wiadomo, ze roslinne transkrypty z przedwczesnym kodonem stop sa degradowane
w procesie NMD w cytoplazmie. Jak wspomniano, potwierdzono w nim udziat jedynie
biatek UPF1 1 UPF3 [3, 32]. Wiadomo réwniez, ze degradacji na drodze NMD podlegac
moga zaréwno transkrypty po splicingu, jak i niezawierajace intronéw. Co wigcej, okazato
sig, ze transkrypty z PTC, ktoére ulegly czesciowemu splicingowi, nie sa degradowane, a
degradacja transkryptu genu waxy ryzu jest zalezna od wycigcia intronu potozonego powyzej



DEGRADACJA NIEPRAWIDEOWYCH TRANSKRYPTOW

& 588
A e v ASARAZAR
%
deadenylacja S 2
F
QV
m'G uan A
444
usuniecie deadenylacja
czapeczki

.
©
‘ uaa  AAA

5—3’ egzonukleaza l

@ uaa  AAA

: %rmpmmm

DSE

m'G
L PTC
usuniecie
czapeczki

<% A%y
‘ Hrp1p/Naba

DSE
PTC

5—3’ egzonukleaza l

< : ﬁ
@ Hrp1p/Nabd

DSE
PTC

m'G

UAA  AAAAAAAA

UAA AAAAAAAA

“q
m'G

l 35’ egzonukleaza

mG

e

UAA AAAAAAAA

deadenylacja

%y &
. Vo s
DSE 44

35’ egzonukleaza

. %p/Nab4
mG ] UAA  AAA
DSE Zgg

PABP
PABP
JPABP

>
>
¥ABP

AAAAAAAA

l 3= 5’ egzonukleaza

AAAAAAAA%B

307

RYCINA 3. Drogi degradacji transkryptow w komoérkach drozdzy: A — degradacja naturalnych
transkryptéw, B — degradacja mRNA z przedwczesnym kodonem stop, C — degradacja transkryptow
bez kodonu stop. Trojkat wskazuje kodon start. Kierunek ruchu rybosoméw pokazano kropkowana
strzalka. Gtowne drogi degradacji wskazuja grubsze strzatki. Wyjasnienia skrétow podano w opisie do

ryciny 1
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PTC [36]. Sugeruje si¢ wige, ze splicing nie jest procesem bezposrednio wywotujacym
NMD, ale jest niezbedny do transportu mRNA z jadra do cytoplazmy [36].

UDZIAL NMD W INNYCH PROCESACH

W procesie NMD moga by¢ degradowane mRNA majace dodatkowa otwarta ramke
odczytu z kodonem stop w rejonie 5’ UTR, takze mRNA, ktére majq introny w obrebie
rejonu 3°’UTR, niektére mRNA biatek wiazacych selen, okoto jedna trzecia produktow
alternatywnego splicingu, ktory generuje przedwczesny kodon stop, oraz transkrypty
transpozondw, retrowiruséw i pseudogenow [25, 28, 50, 56, 60, 61]. Okazato si¢ rowniez,
ze alternatywny splicing moze stuzy¢ do celowego wytworzenia niestabilnych trans-
kryptow. W procesie okreslanym jako RUST (ang. Regulated Unproductive Splicing
and Translation) nadmiar danego biatka indukuje splicing wlasnego pre-mRNA w
kierunku wytworzenia izoform z PTC, ktére nastepnie zostaja zdegradowane w procesie
NMD. Taka regulacja na etapie potranskrypcyjnym moze zapewnia¢ kontrolg w sytuacji,
kiedy na przyktad nie moga jej regulowac czynniki transkrypcyjne [49, 50, 64].

Transkrypty, ktore podlegaja kontroli w procesie NMD, sa zwiazane z réznymi
szlakami metabolicznymi. Proces NMD zachodzi na przyktad podczas syntezy recepto-
row komorek T i immunoglobulin oraz zapobiega pewnym chorobom genetycznym u
ludzi. Okazato sig, ze jedna trzecia tych choréb jest spowodowana powstaniem
transkryptow z przedwczesnym kodonem stop. Sa to, migdzy innymi, dystrofia migs-
niowa Duchenna oraz [3-talasemia [26, 78].

Ciekawe, ze zablokowanie degradacji w procesie NMD zmienia stabilno$¢ okoto
10% transkryptomu w komoérkach drozdzy, Drosophila melanogaster 1 ludzi [25, 56,
67]. Liczba i réznorodnos¢ transkryptow oraz zachowawczos¢ tego procesu wsrod
badanych eukariotow $wiadczy o tym, ze NMD nie powstal jedynie do degradacji
wadliwych mRNA, ale jest szeroko rozpowszechnionym mechanizmem potranskryp-
cyjnej regulacji ekspresji genodw [28, 50]. Ztozonos¢ i istotg procesu NMD ilustruje
odpowiedz komorki na jego dysfunkcje. Wykazano eksperymentalnie, ze w komorkach
Drosophila proces NMD jest niezbedny podczas podzialow komorkowych. Mutanty
pozbawione czynnikow UPF1 lub UPF2 zatrzymuja sig w fazie G,/M cyklu komorko-
wego [67]. Brak UPF1 jest takze letalny dla zarodkéw mysich i ludzkich linii komor-
kowych [5, 55]. Z kolei, w S. cerevisiae zablokowanie procesu NMD powoduje tylko
niewielki defekt oddechowy, au C. elegans zmiany morfologiczne narzadéw piciowych
[66]. Niezbednosc¢ procesu NMD dla zywotnos$ci jedynie wyzszych eukariotow moze
wynikac¢ z faktu, iz podstawowe geny regulowane w procesie NMD nie sg zachowawcze
w roznych gatunkach, co potwierdzily badania z uzyciem mikromacierzy [25, 56, 67].
Na przyktad, wigkszo$¢ mRNA z PTC u Drosophila nie ma ortologdw u drozdzy i
cztowieka regulowanych w ten sam sposob [67]. By¢ moze wigc proces NMD reguluje
ekspresj¢ genow istotnych dla myszy i cztowieka, a mniej istotnych, na przyktad, dla
drozdzy czy nicieni. U ro$lin proces NMD jest zaangazowany w regulacje genow
niezbednych do ich funkcjonowania i rozwoju. Mutanty UPF1 i UPF3 charakteryzuja
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si¢ zaburzeniami w budowie organéw wegetatywnych i kwiatowych, wykazuja opéznione
kwitnienie, a nawet brak zywotno$ci nasion [3, 82].

Okazato sig, ze czynniki NMD moga by¢ takze zaangazowane w inne niz NMD
procesy. Stwierdzono, ze u ssakow czynnik UPF1 bierze udziat w regulacji cyklu
komorkowego oraz replikacji i naprawie DNA. Smier¢ komorek ludzkich w odpowiedzi
na brak biatka UPF1 moze wigc wiazac sig z zapobieganiem powstawania niestabilnej
informacji genetycznej. Takiej funkcji UPF1 nie stwierdza si¢ natomiast u nizszych
ewolucyjnie drozdzy i nicieni [6]. Réwniez inne biatka uczestniczace w procesie
degradacji NMD transkryptow moga by¢ zaangazowane w utrzymanie stabilnosci
DNA. Na przyktad biatko SMG1 wraz z biatkiem UPF1 bierze udzial w naprawie
ludzkiego DNA, a SMG6 uczestniczy w utrzymaniu wtasciwej dtugosci telomerow [5].
W komorkach Iudzkich biatko UPF1 uczestniczy rowniez w zaleznej od replikacji
degradacji histonowych mRNA [44]. Ponadto, biatko UPF1 oprécz zaangazowania w
degradacje w procesie NMD jest takze wymagane u ssakow do degradacji transkryptow
droga SMD [46]. Stwierdzono takze, ze czynniki UPF1, UPF2 i UPF3, podobnie jak
sktadniki kompleksu EJC, indukuja wiazanie mRNA z polisomami i przyspieszaja inicjacje
translacji w komorkach ssakow [63, 79]. Natomiast biatka SMG2, SMGS5 i SMG6 sa
wymagane w procesie wyciszania genéw u C. elegans. Sugeruje sig, ze bialka te
uczestnicza w amplifikacji i rozprzestrzenianiu sygnatu wyciszenia [12]. Podobna rolg
petni w roslinach homolog biatka SMG2 — biatko UPF1 [3]. Brak zaangazowania w
proces interferencji pozostatych czynnikow NMD swiadczy jednak, ze nie wystepuja
istotne powiazania procesu NMD i RNA..

Jak wspomniano, proces degradacji NMD dotyczy rowniez pseudogenow, ktore nabyty
w toku ewolucji PTC [25, 56, 60]. Jest to o tyle istotne, Ze ich introny cze¢sto koduja
snoRNA lub mikroRNA. W wyniku przebiegu procesu NMD transkrypty pseudogendéw
po splicingu ulegaja degradacji, a sekwencje snoRNA 1 mikroRNA moga pelni¢ swoje
funkcje [60]. Proces NMD uczestniczy tez w regulacji homeostazy aminokwasowej
komorek ludzkich. Niedobor aminokwaséow hamuje translacje, w tym rowniez proces
NMD, a to z kolei pozwala na wydajniejsza ekspresjg¢ genéw uczestniczacych w
metabolizmie aminokwasow lub zwiagzanych z nimi czynnikow transkrypcyjnych. W
normalnych warunkach transkrypty te pozostaja na niskim poziomie lub sa degradowane
w procesiec NMD [56]. Regulacja homeostazy aminokwasowej przez NMD wystepuje
tez prawdopodobnie u drozdzy oraz w komoérkach Drosophila [25, 67].

MECHANIZM DEGRADACJI TRANSKRYPTOW BEZ KODONU
STOP W KOMORKACH BAKTERII

Komorki bakteryjne w celu degradacji transkryptéw pozbawionych kodonéw stop
wytworzyly czasteczke tmRNA (ang. transfer-messanger RNA). Czasteczke te,
zwang rowniez 10Sa lub SsrA RNA, zidentyfikowano po raz pierwszy w komérkach
E. coli. tmRNA ma dhugosc¢ srednio 350 nukleotydow (od 250 do 425 nukleotyddw) i
laczy w sobie funkcje zarowno tRNA, jak i mRNA. Dojrzewanie 5’ i 3” koncow tmRNA
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przypomina dojrzewanie tRNA. Czasteczka tmRNA ulega pofatldowaniu w strukturg
o ksztalcie litery L, ktora zawiera rami¢ akceptorowe CCA rozpoznawane przez
syntetaze alaninowa. Ten fragment tmRNA zwany jest domeng TLD (ang. tRNA-
Like Domain). Sekwencja CCA jest kodowana u wigkszo$ci bakterii i tylko u niektorych
dodawana przez transferazg nukleotydylowa. W obrgbie sekwencji tmRNA mozna
rowniez zidentyfikowaé otwarta ramke odczytu, zwana domena MLD (ang. mRNA-
Like Domain). Sktada si¢ ona z48 do 126 nukleotydow i zawiera od 9 do 28 kodonow,
w tym kodony stop [42]. W strukturze przestrzennej tmRNA E. coli mozna wyrdznié
wystepowanie 4 pseudoweztow i 12 helis. Liczba weztow i helis w tmRNA roéznych
gatunkéw moze by¢ zmienna [8, 83].

Funkcja tmRNA jest rozpoznanie wadliwego transkryptu na rybosomie, dokonczenie
syntetyzowanego biatka i uaktywnienie rybosomow poprzez uwolnienie, a nastgpnie
naznaczenie do degradacji wadliwego mRNA i biatka.

Przed przytaczeniem do rybosoméw uwigzionych przez pozbawiony kodonu stop
transkrypt, czasteczka tmRNA podlega aminoacylacji na 3’ koncu przez syntetazg
aminoacylo-tRNA, ktora przytacza alaning. Nastepnie, Ala-tmRNA w polaczeniu z
czynnikiem elongacyjnym EF-Tu i GTP wiaze si¢ do rybosomow. W zwigzaniu tmRNA
na rybosomie uczestniczy rowniez biatko SmpB, ktore juz wczesniej oddzialuje z
rybosomami [30, 38, 42]. Biatko to ma zdolno$¢ wiazania zarowno tmRNA, catych
rybosomdw, jak i poszczegdlnych podjednostek rybosomalnych. Wczesny etap tej translacji
wymaga obecnosci 2 czasteczek SmpB na rybosomie; tylko taki kompleks ma zdolnosé¢
wiazania tmRNA. W pdzniejszym etapie biatka te ulegaja reorganizacji [23, 24, 38].
C-koncowy fragment biatka SmpB zawiera wysoce konserwatywne reszty istotne w
procesie przeniesienia wadliwego polipeptydu na alanylo-tmRNA i odczytanie sekwencji
kodujacej tmRNA [71]. Biatko to moze penic rolg stabilizatora kompleksu peptydylo-
tmRNA-SmpB-rybosom, zastgpujac oddziatywanie struktury kodon-antykodon [38, 57,
71]. W oddzialywaniu tmRNA z rybosomem uczestniczy réwniez rybosomalne biatko
S1.Zuwaginato, ze S1 ma zdolno$¢ rozplatania helis RNA, przypuszcza sig, ze umozliwia
ono zwigzanie tmRNA z rybosomem poprzez rozplecenie helis RNA i wyeksponowanie
,»0dzyskanego” kodonu. Chociaz biatko to u wigkszosci bakterii ma budowe wysoce
zachowawcza, to nie wystepuje u wszystkich tych bakterii, ktoére zawieraja aktywna
czasteczke tmRNA; nie jest wigc niezbedne dla jej aktywnosci [43, 54, 70].

Translacja uszkodzonego mRNA moze przebiega¢ az do ostatniego nukleotydu, a
sygnalem rozpoznawanym przez tmRNA jest puste miejsce ,,A” na rybosomie
(ryc. 4) [80]. Poniewaz po zwigzaniu tmRNA rybosomy katalizuja reakcje przeniesienia
niepetnego polipeptydu na alaning w tmRNA, dojrzate biatko zawsze zawiera
nickodowang alaning, ktora rozgranicza peptyd kodowany przez wadliwy mRNA i
tmRNA. Przeniesienie tRNA z miejsca P na miejsce E i jego uwolnienie jest skorelowane
z oddysocjowaniem wadliwego mRNA, ktory jest nastgpnie degradowany przez 3°-5’
RNAz¢ R [39, 43, 81]. Domena tRNA z tmRNA jest przenoszona na miejsce P, a
miejsce A zajmuje pierwszy kodon otwartej ramki odczytu domeny MLD, na bazie
ktorej przebiega nastgpnie synteza biatka az do osiagnigcia kodonu stop [17, 39]. Caly
ten proces nazwano trans-translacja.
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W naturalnie wystepujacych tmRNA w pozycji 86 zawsze wystepuje adenina, a w
pozycji 90, ktora stanowi pierwszy nukleotyd kodonu ,,0dzyskanego” — guanina [80].
Kodon odzyskany to w wigkszos$ci przypadkow alanina. Zamiana kodonu odzyskanego z
GCA (Ala) na inny powoduje jednak przytaczenie innego aminokwasu do uszkodzonego
biatka, co wskazuje, Ze nie ma inicjatorowego tRNA, jak ma to miejsce w przypadku
rozpoczecia typowej translacji [80]. Istotna funkcje w rozpoznaniu kodonu odzyskanego
pehi sekwencja potozona powyzej U(85)A(86)R(87) (gdzie R oznacza puryng), zwlaszcza
adenina w pozycji 86. Eksperymentalnie wykazano, ze zamiana adeniny w tej pozycji na
inna zasad¢ wptywa na dezaktywacje czasteczki tmRNA [80]. Kiedy zamieniono kodon
odzyskany na kodon stop, zaden aminokwas, nawet alanina, nie byt dotaczony do
uszkodzonego peptydu. Gdy natomiast drugi kodon zamieniono na kodon stop, wowczas
do biatka byly dotaczone dwa aminokwasy — alanina oraz ten z kodonu odzyskanego.
Tym samym wykazano, ze takie rozpoznanie odbywa si¢ na bardzo wczesnym etapie
trans-translacji, a kodon odzyskany jest odczytywany, zanim zwiaze si¢ z tRNA; moze to
nawet poprzedza¢ zwiazanie z rybosomami [18, 37, 80]. Kodon stop wystepuje w
wigkszosci tmRNA pojedynczo, czasem jednak wystepuja dwa, a nawet trzy powtdrzone
po sobie kodony stop [8]. Po rozpoznaniu kodonu stop czynniki uwalniajace RF wiaza sig
do miejsca A, biatko oddysocjowuje, a rybosomy powracaja do stanu aktywnego. Zawarty
w nieprawidtowym biatku peptyd, $rednio dtugosci 11 aminokwaséw, ma C-koniec z
przewaga aminokwasoéw hydrofobowych i aromatycznych. Taka sekwencja rozpozna-
wana jest jako sygnat kierujacy wadliwe biatko do degradacji przez cytoplazmatyczne i
periplazmatyczne proteazy zalezne od ATP [17, 42, 80]. Wykazano, ze w przypadku
translacji na polisomach aktywacja tmRNA nastgpuje juz na pierwszym rybosomie po
rozpoznaniu braku kodonu stop [39].

Dotychczas zidentyfikowano okoto 560 sekwencji tmRNA w okoto 480 gatunkach
bakteryjnych [83]. Nawet tak mata bakteria jak Mycoplasma genitalium, ktora ma
mniej niz 500 gendw, ma gen SsrA4, co swiadczy o istotnej roli tej czasteczki. Niekiedy
struktura tmRNA powstaje z dwuczg$ciowego transkryptu, jak u o-proteobakterii
Caulobacter crescentus. Wynika to stad, ze czgs¢ transkryptu tmRNA zostaje wycigta,
a dwa powstale fragmenty tworza strukturg funkcjonalnej czasteczki tmRNA [45]. tmRNA
zidentyfikowano rowniez w organellach komorkowych. Najmniejszy tmRNA wystepuje
w mitochondriach Reclinomonas americana i ma dtugosc¢ tylko 189 pz. Zaangazowanie
tmRNA w degradacje w mitochondriach nie zostalo jeszcze potwierdzone doswiadczalnie
[40]. Z kolei chloroplastowe tmRNA pozbawione sa innej niz w mitochondriach czgsci.
W tym przypadku brak jest rowniez dowodow na ich zaangazowanie w degradacje [21].
Ostatnio doniesiono o zidentyfikowaniu w plastydach dwoch roslin biatka SmpB,
zwigzanego z aktywnoscia tmRNA [41]. Czasteczek tmRNA nie zidentyfikowano do tej
pory u archeobakterii ani w genomie jadrowym eukariotow, gdzie wytworzyly si¢ inne
mechanizmy degradacji nieprawidtowych mRNA [83].

Zaangazowanie tmRNA w translacje wykazano rowniez w innych przypadkach: na
przyktad gdy rybosomy sa uwigzione w wyniku pojawiania si¢ skupien rzadkich kodonow
argininowych AGA lub stabilnych struktur drugorzedowych w obrgbie sekwencji mRNA
[69]. W dwoch przypadkach aktywnos¢ tmRNA stwierdzono podczas odczytania
kodonu stop w prawidtowych mRNA [68] lub gdy rybosomy, dzigki supresorowym
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tRNA, odczytywaly mRNA bez zatrzymania na kanonicznym kodonie stop syntetyzujac
wydtuzony peptyd [17, 74].

PODSUMOWANIE

Transkrypty pozbawione kodonu stop lub majace przedwczesny kodon stop moga
prowadzi¢ do syntezy niefunkcjonalnych, w tym rowniez toksycznych biatek. Procesy
zapobiegajace szkodliwym skutkom wynikajacym z ich wystepowania sa wigc istotne
dla wiasciwego funkcjonowania komérek. Swiadczy o tym ich rozpowszechnienie oraz
szeroka gama gendw, ktorych produkty reguluja.

W komorkach eukariotycznych nieprawidtowe transkrypty sa degradowane w
procesie NMD; jego przebieg jest rozny u réznych organizmow. Na przyktad, NMD w
komorkach ssakow, w odréznieniu od NMD w komoérkach D. melanogaster, roslin
czy drozdzy, zalezy od splicingu. Z kolei u C. elegans degradacja poprzez NMD
rozpoczyna si¢ od endonukleolitycznego przecigcia transkryptu. Ssaki wytworzyty
ponadto dodatkowa droge degradacji SMD, a w komérkach drozdzy za degradacje
transkryptow pozbawionych kodonu stop odpowiedzialny jest inny proces. Biatka
uczestniczace w procesie NMD nie sa zachowawcze, czg$¢ z nich uczestniczy rowniez
w innych, istotnych procesach komérkowych. Poznanie roli okreslonych biatek w tych
procesach wciaz wymaga dalszych badan.

Komorki prokariotyczne oraz organelle komdrkowe znalazty inny sposob na degrada-
cj¢ nieprawidlowych transkryptéw — czasteczke tmRNA. tmRNA naznacza do
degradacji zarowno mRNA bez kodonu stop, jak i niewtasciwe biatko oraz przywraca
aktywnos$¢ rybosomom.
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