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Streszczenie: Procesy degraduj¹ce transkrypty zawieraj¹ce przedwczesny kodon stop lub w ogóle po-
zbawione kodonu stop chroni¹ komórki przed powstaniem niefunkcjonalnych, a czasem toksycznych
bia³ek. Szlaki degradacji takich mRNA opisano u ssaków, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, dro¿d¿y i ro�lin. Etapy degradacji, jak i uczestnicz¹ce w tym procesie czynniki bia³kowe nie
zawsze s¹ identyczne u ró¿nych organizmów. Rozpoznanie nieprawid³owych mRNA zale¿y od prze-
strzennego oddzia³ywania pomiêdzy sk³adnikami rybosomu zatrzymanego na kodonie stop a bia³kami
wi¹¿¹cymi siê w rejonie 3�UTR transkryptu. Poszczególne czynniki bia³kowe zaanga¿owane w degrada-
cjê mog¹ te¿ uczestniczyæ w innych procesach, takich jak: cykl komórkowy, replikacja czy wyciszanie
genów. W komórkach prokariotycznych na stra¿y jako�ci mRNA stoj¹ cz¹steczki tmRNA, które zacho-
wuj¹ siê jak tRNA i mRNA. Funkcj¹ tmRNA jest rozpoznanie transkryptu bez kodonu stop na ryboso-
mie, dokoñczenie syntezy wadliwego bia³ka w procesie trans-translacji i przywrócenie rybosomom stanu
aktywno�ci. tmRNA naznacza jednocze�nie wadliwe mRNA i bia³ko do degradacji.

S³owa 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.

Key words: transcripts, stop codon,  translation, degradation, NMD, tmRNA.
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WPROWADZENIE

Poziom stabilnych transkryptów w komórce jest regulowany przez szybko�æ zarówno
syntezy, jak i degradacji mRNA. Niestabilno�æ mRNA wywo³uje wiele czynników.
Nale¿¹ do nich, miêdzy innymi, destabilizuj¹ce motywy sekwencji i aktywno�æ
kompleksów degradacyjnych. Te ostatnie odgrywaj¹ istotn¹ rolê zw³aszcza w przypadku
degradacji nieprawid³owych mRNA, takich jak: transkrypty z przedwczesnym kodonem
stop lub w ogóle pozbawione sygna³u terminacji translacji. Blokowanie translacji tych
mRNA jest wa¿nym mechanizmem zapobiegaj¹cym powstawaniu wadliwych bia³ek
zarówno w komórkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Pomimo ¿e wiele
sk³adników kompleksów degradacyjnych jest wysoce zachowawczych, mechanizmy
rozpoznawania i degradacji nieprawid³owych mRNA s¹ odmienne w ró¿nych
organizmach.

W komórkach eukariotycznych degradacja transkryptów z przedwczesnym kodonem
stop odbywa siê najczê�ciej w procesie NMD (ang. Nonsense-Mediated mRNA
Decay), a transkryptów pozbawionych kodonu stop � w procesie NSD (ang. Nonstop-
mediated mRNA Decay). Komórki bakteryjne natomiast wytworzy³y specyficzn¹
cz¹steczkê tmRNA (ang. transfer-messanger RNA), która naznacza do degradacji
zarówno transkrypty pozbawione kodonu stop, jak i produkty ich translacji.

DEGRADACJA PRAWID£OWYCH TRANSKRYPTÓW

Transkrypty eukariotyczne chroni przed degradacj¹ struktura czapeczki na 5� koñcu
i sekwencja poliA na 3� koñcu oraz, odpowiednio, zwi¹zany z nimi kompleks CBC
(ang. Cap Binding Complex) i bia³ko wi¹¿¹ce poliA � PABP (ang. PoliA Binding
Protein).

Degradacja naturalnych mRNA w komórkach ssaków rozpoczyna siê w wiêkszo�ci
przypadków deadenylacj¹, po której nastêpuje egzonukleolityczne ciêcie w kierunku
3�→ 5�. W mniejszym stopniu RNA jest trawiony przez 5� → 3� egzonukleazê po
usuniêciu z 5� koñca czapeczki [4, 58, 65].

Degradacja naturalnych mRNA w komórkach dro¿d¿y przebiega w cytoplazmie,
g³ównie w kierunku 5�→ 3� i jest poprzedzona czê�ciow¹ deadenylacj¹ (por. ryc. 3A).
Skrócenie ogona poliA o d³ugo�ci 55�75 nt do oko³o 10 nt wi¹¿e siê z oddysocjowaniem
bia³ka Pab1p, co z kolei przyspiesza usuniêcie czapeczki z udzia³em enzymów Dcp1p/
Dcp2p. W oddzia³ywaniu mRNA i kompleksu usuwaj¹cego czapeczkê po�rednicz¹
koaktywatory Lsm1-7 [73]. Nastêpnie mRNA jest ca³kowicie trawiony przez 5�→ 3�
egzonukleazê Xrn1p. Trawienie od koñca 3� z udzia³em cytoplazmatycznego egzosomu
zawieraj¹cego kompleks bia³ek Ski2p, Ski3p, Ski8p oraz bia³ko Ski7p przebiega rzadziej.
Trawienie od 3� koñca poprzedza ca³kowita deadenylacja transkryptu [2, 4, 19, 65].

W komórkach Arabidopsis thaliana degradacja prawid³owych transkryptów prze-
biega ró¿nymi drogami. Czê�æ transkryptów podlega najpierw endonukleolitycznemu
ciêciu na rybosomach, a nastêpnie powsta³y fragment 3� jest degradowany w kierunku
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5�→ 3�, a fragment 5� w kierunku 3�→ 5�, niezale¿nie od usuniêcia czapeczki i deadenylacji.
Degradacja czê�ci transkryptów (na przyk³ad transkryptu genu PHYA owsa) przebiega z
obu koñców, ale po uprzednim usuniêciu czapeczki lub ogona poliA [22].

Inaczej degradowane s¹ transkrypty, które posiadaj¹ przedwczesny kodon stop lub
w ogóle nie maj¹ kodonu stop. Przedwczesny kodon stop mo¿e powstaæ na skutek
mutacji punktowych lub te¿ delecji czy insercji, które zmieniaj¹ ramkê odczytu, na
przyk³ad w wyniku alternatywnego splicingu. Wadliwe transkrypty bez kodonu stop
mog¹ te¿ powstaæ na skutek wystêpowania przedwczesnych sygna³ów endonukleoli-
tycznego ciêcia i poliadenylacji, wówczas ich 3� koniec znajduje siê obrêbie sekwencji
koduj¹cej.

ROZPOZNANIE WADLIWEGO TRANSKRYPTU

Czynnikiem uruchamiaj¹cym proces degradacji transkryptów z przedwczesnym
kodonem stop lub pozbawionych kodonów stop na drodze, odpowiednio, NMD lub NSD
jest zwi¹zanie transkryptu z rybosomami. U wszystkich organizmów proces degradacji
NMD jest zale¿ny od translacji, a u ssaków, z pewnymi wyj¹tkami, równie¿ od splicingu
[49]. Wykazano, ¿e zarówno zablokowanie translacji czy mutacja w kodonie start, jak
równie¿ obecno�æ supresorowych tRNA wp³ywa na stabilizacjê wadliwych mRNA [27].

Degradacji podlegaj¹ przewa¿nie mRNA z przedwczesnym kodonem stop lub
wyd³u¿onym rejonem 3�UTR, co ma zwi¹zek z zaburzeniem odleg³o�ci  miêdzy kodonem
stop a 3� koñcem transkryptu (ryc. 1). Podczas translacji prawid³owego mRNA czynniki
bia³kowe � RNP (ang. Ribonucleoproteins) uczestnicz¹ce w dojrzewaniu 3� koñca
mRNA prawdopodobnie oddzia³uj¹ ze sk³adnikami rybosomu zatrzymanego na kodonie
stop. Taka interakcja wywo³uje zmiany konformacyjne RNPs, które stabilizuj¹ transkrypt
i kieruj¹ go do kolejnych rund translacji [26, 27]. Stwierdzono, ¿e w komórkach ssaków
kodon stop powinien znajdowaæ siê do 50 nukleotydów powy¿ej ostatniego egzonu lub
w obrêbie ostatniego egzonu (ryc. 1B). W transkryptach dro¿d¿y natomiast istotna jest
d³ugo�æ rejonu 3�UTR, który zawiera �rednio 100 nukleotydów. Prawdopodobnie tylko
taka odleg³o�æ umo¿liwia w³a�ciwe oddzia³ywanie zatrzymanych na kodonie stop
sk³adników rybosomów z RNPs, gdy¿ jej skrócenie lub wyd³u¿enie indukuje NMD [1,
26, 27, 53, 62]. W transkryptach dro¿d¿y wystêpuje ponadto specyficzna sekwencja
DSE (ang. Downstream Sequence Element), która wi¹¿e bia³ko Hrp1p/Nab4 (ryc.
1A) [20]. Je�li sekwencja DSE jest po³o¿ona poni¿ej przedwczesnego kodonu stop �
PTC (ang. Premature Termination Codon) (do 150 nt), sk³adniki rybosomu zatrzyma-
nego na przedwczesnym kodonie stop oddzia³uj¹ z bia³kiem Hrp1p/Nab4. Bia³ko to
wi¹¿e siê nastêpnie z bia³kami Upf1p i Upf2p  i prawdopodobnie w ten sposób uruchamia
proces NMD [19]. Wykazano, ¿e zarówno mutacje w genie bia³ka Hrp1p/Nab4, jak i
brak motywu DSE lub jego wystêpowanie powy¿ej kodonu stop stabilizuj¹ transkrypty
z PTC  [19, 20].

Istotn¹ rolê w oddzia³ywaniu ze sk³adnikami rybosomu zatrzymanego na prawid³owym
kodonie stop odgrywa bia³ko PABP. PABP oddzia³uje z czynnikiem uwalniaj¹cym eRF3
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(ang. eukaryotic Release Factor) i mo¿e indukowaæ terminacjê translacji oraz powrót
rybosomów do stanu aktywnego. W transkryptach ze skróconym rejonem 3�UTR lub
pozbawionych sygna³u terminacji w³a�ciwa odleg³o�æ miêdzy kodonem stop a bia³kiem
PABP zostaje zaburzona. Odczytywanie na rybosomie 3� koñca takich transkryptów
powoduje oddysocjowanie PABP i wp³ywa na destabilizacjê nieprawid³owych mRNA
[34]. Wykazano, ¿e w komórkach dro¿d¿y wprowadzenie �w³a�ciwego� rejonu 3�UTR
w rejonie przedwczesnego kodonu stop wywo³ywa³o w³a�ciw¹ terminacjê translacji i
inaktywacjê procesu NMD [1].

CZYNNIKI UCZESTNICZ¥CE W PROCESIE NMD

W procesie degradacji transkryptów z przedwczesnym kodonem stop na drodze
NMD bierze udzia³ szereg czynników bia³kowych. U wszystkich organizmów, u których
proces ten zidentyfikowano, istotn¹ rolê odgrywaj¹ bia³ka UPF1, UPF2 i UPF3.
Kluczowym enzymem procesu NMD jest helikaza UPF1 [10, 49]. Bia³ko UPF1 u
ró¿nych eukariotów wykazuje oko³o 50% identyczno�ci; mniejsz¹ homologiê, bo tylko
oko³o 20�30%, wykazuj¹ bia³ka UPF2 i UPF3. Mniejsza konserwatywno�æ dwóch
ostatnich czynników mo¿e wynikaæ z tego, ¿e oddzia³uj¹ one równie¿ z innymi bia³kami,
które nie s¹ wysoce zachowawcze w ró¿nych organizmach [11].

RYCINA 1. Mechanizm rozpoznania nieprawid³owego kodonu stop w komórkach dro¿d¿y (A) i ssaków
(B). W³a�ciwy kodon stop umo¿liwia oddzia³ywanie sk³adników rybosomu z bia³kami obecnymi w
rejonie 3�UTR. Trójk¹t wskazuje kodon start. Kierunek ruchu rybosomów pokazano kropkowan¹ strza³k¹.
EJ � miejsce po³¹czenia egzon-egzon; EJC � kompleks wi¹¿¹cy siê z po³¹czeniem egzon-egzon; PTC �
przedwczesny kodon stop; PABP � bia³ka wi¹¿¹ce poliA; DSE � motyw sekwencji wi¹¿¹cy bia³ko
Hrp1p/Nab4



                                            303DEGRADACJA NIEPRAWID£OWYCH TRANSKRYPTÓW

W procesie NMD przebiegaj¹cym w komórkach dro¿d¿y degradacja transkryptów
z przedwczesnym kodonem stop wymaga aktywno�ci bia³ek UPF1, UPF2 i UPF3,
chocia¿ do degradacji transkryptów bez kodonu stop czynniki te nie s¹ ju¿ wymagane.
Z kolei, w komórkach C. elegans zidentyfikowano a¿ siedem bia³ek SMG bior¹cych
udzia³ w degradacji poprzez NMD: SMG1-7 [66]. Okaza³o siê, ¿e trzy spo�ród nich:
SMG2, SMG3 i SMG4 s¹ homologami bia³ek UPF1-3 [11]. W komórkach ludzkich
natomiast w przebiegu NMD bior¹ udzia³ bia³ka UPF1-3 oraz SMG1, SMG5-7, przy
czym bia³ko UPF3 wystêpuje w postaci dwóch paralogów: UPF3a i UPF3b [16, 76].

Poszczególne  czynniki  bia³kowe nie zawsze wystêpuj¹ u wszystkich organizmów.
I tak u D. melanogaster nie zidentyfikowano bia³ka SMG7 [16], a w komórkach dro¿d¿y
stwierdzono brak ortologów bia³ek SMG1, SMG5-7 [11, 66]. Okaza³o siê tak¿e, ¿e dwa
czynniki kompleksu EJC (ang. Exon-exon Junction Complex), który wi¹¿e siê po
splicingu z ka¿dym po³¹czeniem egzon-egzon, bia³ka RNPS1 i Y14 maj¹ zdolno�æ
wywo³ywania procesu NMD, kiedy przy³¹cz¹ siê poni¿ej kodonu stop [76]. U ro�lin
dotychczas potwierdzono udzia³ w procesie NMD jedynie bia³ka UPF1 i UPF3 [3, 32].

Istotn¹ rolê podczas uruchamiania degradacji w procesie NMD odgrywa cykliczna
fosforylacja i defosforylacja bia³ka UPF1, które na N- i C-koñcu ma wielokrotnie powtórzone
reszty seryny. U ludzi i C. elegans fosforylacja jest katalizowana przez kinazê SMG1, a
defosforylacja przez bia³ka SMG5-7; te ostatnie, same nie bêd¹c fosfatazami, aktywuj¹
fosfatazê 2A (PP2A). PP2A ma zdolno�æ oddzia³ywania z czynnikiem eRF1, co sugeruje,
¿e fosforylacja ma miejsce na etapie terminacji translacji [10, 11, 16, 52]. Przypuszcza siê,
¿e ufosforylowane bia³ko UPF1 wi¹¿e siê z N-koñcem bia³ka SMG7, zawieraj¹cym domenê
charakterystyczn¹ dla bia³ek z rodziny 14-3-3 [14]. Domena C-koñcowa bia³ka SMG7
naznacza  mRNA do degradacji. Bia³ko SMG7 oddzia³uje ponadto z bia³kami SMG5 i
PP2A [75]. Sugeruje siê tak¿e, ¿e czynnikiem sygnalnym dla zapocz¹tkowania NMD mo¿e
byæ zdolno�æ bia³ka UPF1 do hydrolizy ATP [26, 27]. U S. cerevisiae, pomimo braku bia³ek
SMG1, SMG5, SMG6 i SMG7, bia³ko UPF1 jest równie¿ fosforylowane i co wiêcej, do
w³a�ciwego przebiegu procesu NMD wymagana jest równie¿ fosforylacja bia³ka UPF2.
Ufosforylowana domena N-koñcowa UPF2 oddzia³uje nastêpnie z bia³kiem Hrp1p, co
wywo³uje degradacjê na drodze NMD [77].

Oprócz wy¿ej wymienionych bia³ek, w degradacji transkryptów drog¹ NMD
uczestnicz¹ enzymy usuwaj¹ce czapeczkê: DCP1/DCP2 oraz deadenylazy i egzonukle-
azy prowadz¹ce degradacjê mRNA w kierunku 3�→ 5� [7, 48, 51, 72].

1. Proces NMD w komórkach ssaków i D. melanogaster

Przebieg procesu NMD u ssaków i u muszki owocowej wykazuje pewne ró¿nice.
Na przyk³ad, u muszki owocowej, w odró¿nieniu od ssaków, proces NMD jest niezale¿ny
od splicingu i rozpoczyna siê od endonukleolitycznego przeciêcia wadliwego transkryptu.

Do degradacji wadliwych transkryptów w procesie NMD u ssaków kierowane s¹
takie mRNA, których sygna³ terminacji translacji znajduje siê w odleg³o�ci wiêkszej ni¿
50�55 nukleotydów powy¿ej ostatniego z 3� koñca po³¹czenia egzon-egzon, powsta³ego
po usuniêciu intronu. Kodony stop po³o¿one w mniejszej odleg³o�ci lub w obrêbie
ostatniego egzonu s¹ rozpoznawane jako w³a�ciwe [53].
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RYCINA 2. Schemat degradacji transkryptów drog¹ NMD w komórkach ssaków (A) i D. melanogaster
(B). Trójk¹t wskazuje kodon start. Wyja�nienia skrótów podano w opisie do ryciny 1
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Rozpoznanie przedwczesnego kodonu stop odbywa siê podczas pierwszej rundy
translacji, której poddawana jest dojrza³a cz¹steczka mRNA. Po splicingu, z cz¹steczk¹
mRNA w odleg³o�ci 20�24 nukleotydów przed ka¿dym po³¹czeniem egzon-egzon wi¹¿e
siê bia³kowy kompleks EJC. W jego sk³ad wchodz¹ miêdzy innymi bia³ka UPF3a lub
UPF3b [76]. Pierwsza runda translacji ma miejsce w cytoplazmie lub zachodzi podczas
eksportu mRNA z j¹dra do cytoplazmy, co sugeruje jej powi¹zanie z b³on¹ j¹drow¹.
Je�li kodon stop jest ulokowany w³a�ciwie, nastêpuje seria procesów kieruj¹cych trans-
krypt do nastêpnych rund translacji, tj. czynnik UPF3 i kompleks EJC oddysocjowuj¹,
czynnik translacji eIF4E zajmuje pozycjê kompleksu CBC, a j¹drowe bia³ko PABP
zostaje zast¹pione przez cytoplazmatyczny odpowiednik. Je�li natomiast rybosomy
zatrzymaj¹ siê na przedwczesnym kodonie stop, proces przemodelowania bia³ek zostaje
zablokowany, a cz¹steczkê wadliwego mRNA rozpoznaje kompleks terminacyjny, tj.
bia³ko UPF3 wi¹¿e siê z bia³kiem UPF2, a nastêpnie z UPF1, które oddzia³uje z
czynnikami terminacji translacji eRF1 i eRF3 (ryc. 2A) [4, 48, 53]. U ssaków w
oddzia³ywaniach kompleksu terminacyjnego z kompleksem EJC uczestniczy równie¿
bia³ko CBP80, które wi¹¿e siê z czynnikiem UPF1, co z kolei wzmaga jego oddzia³ywanie
z bia³kiem UPF2 [9, 33, 35, 47].

Ostatnio wykazano, ¿e do uruchomienia procesu NMD nie jest wymagana bezpo�rednia
interakcja rybosomów z kompleksem CBC podczas inicjacji translacji; translacja mo¿e
rozpocz¹æ siê  równie¿ w obrêbie sekwencji koduj¹cej nieprawid³owy mRNA. Wynika
st¹d, ¿e translacja sama w sobie jest czynnikiem wywo³uj¹cym NMD [29].

Przyjmuje siê, ¿e degradacja mo¿e przebiegaæ dwiema drogami:
a)   poprzez usuniêcie czapeczki z 5� koñca z udzia³em bia³ek DCP1/DCP2 oraz koak-

tywatorów LSm1-7 i nastêpnie trawienie przez 5�→ 3� egzonukleazê XRN1;
b)   deadenylacjê i trawienie egzonukleolityczne w kierunku 3�→ 5� przez egzosom
      i kompleks bia³ek Ski [4, 48] (ryc. 2A).

Proces degradacji transkryptów zarówno z przedwczesnym kodonem stop, jak i
prawid³owych mRNA mo¿e przebiegaæ równie¿ na drodze SMD (ang. Staufen Media-
ted Decay). W degradacji typu SMD bierze udzia³ bia³ko Staufen1, wi¹¿¹ce w
komórkach ssaków dsRNA. Degradacja w procesie SMD nie jest zale¿na ani od
splicingu, ani od obecno�ci kompleksu EJC, ale wymaga obecno�ci czynnika UPF1.
Bia³ko Staufen1 wi¹¿e siê z czynnikiem UPF1 oraz z rejonem 3�UTR transkryptu
poni¿ej kodonu stop i naznacza go do degradacji [46]. Wykazano równie¿, ¿e proces
degradacji SMD nie wymaga obecno�ci bia³ek UPF2, UPF3 i CBP80 [33, 46].

U Drosophila melanogaster degradacja transkryptów z przedwczesnym kodonem
stop jest niezale¿na od splicingu [16]. Proces NMD rozpoczyna siê od endonukleoli-
tycznego przeciêcia w pobli¿u PTC, a nastêpnie fragment 5� transkryptu jest trawiony
w kierunku 3�→ 5�przez egzosom z udzia³em bia³ek Ski, a fragment 3� przez 5�→ 3�
egzonukleazê XRN1 (ryc. 2B). Oba procesy przebiegaj¹ wiêc niezale¿nie od usuniêcia
czapeczki i deadenylacji. Endonukleaza uczestnicz¹ca w tym procesie nie zosta³a jeszcze
zidentyfikowana [15].
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2. Proces NMD w komórkach dro¿d¿y

Degradacja transkryptów dro¿d¿owych z przedwczesnym kodonem stop przebiega
inaczej ni¿ u ssaków i chocia¿ wymaga równie¿ obecno�ci czynników UPF1-3, nie zale¿y
od splicingu. Pierwsza runda translacji przebiega w cytoplazmie, a proces NMD jest
najczê�ciej niezale¿ny od deadenylacji. Degradacja rozpoczyna siê od usuniêcia czapeczki
przez enzymy Dcp1p/Dcp2p z udzia³em bia³ek Lsm1-7, a nastêpnie mRNA, który wci¹¿
ma nienaruszony ogon poliA, jest trawiony w kierunku 5�→ 3� przez egzonukleazê Xrn1p
(ryc. 3B) [19]. T¹ sam¹ drog¹ usuwane s¹ transkrypty z wyd³u¿onym rejonem 3�UTR,
który powsta³ na skutek mutacji w miejscach poliadenylacji [62]. Alternatywna droga
degradacji transkryptów z PTC przebiega niezale¿nie od  usuniêcia czapeczki w kierunku
3�→ 5� z udzia³em egzosomu [59]. Degradacjê aktywuje oddzia³ywanie N-koñcowej
domeny bia³ka Ski7p z czynnikiem UPF1; wymagany jest równie¿ czynnik UPF2 [72].
Podobnie jak podczas generalnej degradacji mRNA, droga ta rozpoczyna siê czê�ciow¹
deadenylacj¹ (do ogona d³ugo�ci 7�20 adenin) [59] (ryc. 3B).

Zarówno  w  komórkach dro¿d¿y,  jak  i  ssaków problemem s¹ równie¿ mRNA,
których 3�-koniec znajduje siê w obrêbie sekwencji koduj¹cej na skutek wystêpowania
przedwczesnych sygna³ów endonukleolitycznego ciêcia i poliadenylacji [13]. Transkrypty
te s¹ pozbawione kodonu stop i mog¹ prowadziæ nie tylko do syntezy wadliwego bia³ka, ale
równie¿ unieruchamiaj¹ rybosomy, gdy¿ nie s¹ rozpoznawane przez czynniki terminacji RF.

Degradacja transkryptów pozbawionych kodonu stop zosta³a dobrze poznana w komórkach
dro¿d¿y. Proces NSD nie jest zwi¹zany z procesem NMD i nie wymaga udzia³u czynnika
UPF1 ani deadenylacji, pomimo ¿e równie¿ zale¿y od translacji. Sekwencja wadliwego
mRNA jest odczytywana do koñca 3�, a nastêpnie �utyka� na rybosomie (ryc. 3C). Czê�æ
takich transkryptów jest rozpoznawana przez C-koñcow¹ domenê bia³ka Ski7p, która
wykazuje homologiê z czynnikiem terminacji eRF3. Ski7p wchodzi na wolne miejsce A na
rybosomie i  inicjuje degradacjê wadliwego transkryptu, wi¹¿¹c domen¹ aminow¹
cytoplazmatyczny egzosom. Degradacja przebiega w kierunku 3�→ 5� i nie zale¿y od
usuniêcia czapeczki [13]. Taki egzosom wykazuje równie¿ w³a�ciwo�ci deadenylazy, gdy¿
degradacja rozpoczyna siê bez uprzedniego usuniêcia ogona poliA [31].

Degradacja nonsensownych transkryptów mo¿e te¿ przebiegaæ w kierunku 5�→ 3�
z udzia³em egzonukleazy Xrn1p [34]. Podobnie degradowane s¹ transkrypty ze
skróconym rejonem 3�UTR [34].

Z uwagi na obecno�æ homologów bia³ek Ski w ludzkich komórkach sugeruje siê, ¿e
mechanizm degradacji transkryptów pozbawionych kodonów stop jest tam podobny [31].

3. Proces NMD w komórkach ro�linnych

W odró¿nieniu od ssaków i dro¿d¿y, proces NMD u ro�lin nie jest jeszcze do koñca
poznany. Wiadomo, ¿e ro�linne transkrypty z przedwczesnym kodonem stop s¹ degradowane
w procesie NMD w cytoplazmie. Jak wspomniano, potwierdzono w nim udzia³ jedynie
bia³ek UPF1 i UPF3 [3, 32]. Wiadomo równie¿, ¿e degradacji na drodze NMD podlegaæ
mog¹ zarówno transkrypty po splicingu, jak i niezawieraj¹ce intronów. Co wiêcej, okaza³o
siê, ¿e transkrypty z PTC, które uleg³y czê�ciowemu splicingowi, nie s¹ degradowane, a
degradacja transkryptu genu waxy ry¿u jest zale¿na od wyciêcia intronu po³o¿onego powy¿ej
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RYCINA 3. Drogi degradacji transkryptów w komórkach dro¿d¿y: A � degradacja naturalnych
transkryptów,  B � degradacja mRNA z przedwczesnym kodonem stop, C � degradacja transkryptów
bez kodonu stop. Trójk¹t wskazuje kodon  start. Kierunek ruchu rybosomów pokazano kropkowan¹
strza³k¹. G³ówne drogi degradacji wskazuj¹ grubsze strza³ki. Wyja�nienia skrótów podano w opisie do
ryciny 1
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PTC [36]. Sugeruje siê wiêc, ¿e splicing nie jest procesem bezpo�rednio wywo³uj¹cym
NMD, ale jest niezbêdny do transportu mRNA z j¹dra do cytoplazmy [36].

UDZIA£ NMD W INNYCH PROCESACH

W procesie NMD mog¹ byæ degradowane mRNA maj¹ce dodatkow¹ otwart¹ ramkê
odczytu z kodonem stop w rejonie 5�UTR, tak¿e mRNA, które maj¹ introny w obrêbie
rejonu 3�UTR, niektóre mRNA bia³ek wi¹¿¹cych selen, oko³o jedna trzecia produktów
alternatywnego splicingu, który generuje przedwczesny kodon stop, oraz transkrypty
transpozonów, retrowirusów i pseudogenów [25, 28, 50, 56, 60, 61]. Okaza³o siê równie¿,
¿e alternatywny splicing mo¿e s³u¿yæ do celowego wytworzenia niestabilnych trans-
kryptów. W procesie okre�lanym jako RUST (ang. Regulated Unproductive Splicing
and Translation) nadmiar danego bia³ka indukuje splicing w³asnego pre-mRNA w
kierunku wytworzenia izoform z PTC, które nastêpnie zostaj¹ zdegradowane w procesie
NMD. Taka regulacja na etapie potranskrypcyjnym mo¿e zapewniaæ kontrolê w sytuacji,
kiedy na przyk³ad nie mog¹ jej regulowaæ czynniki transkrypcyjne [49, 50, 64].

Transkrypty, które podlegaj¹ kontroli w procesie NMD, s¹ zwi¹zane z ró¿nymi
szlakami metabolicznymi. Proces NMD zachodzi na przyk³ad podczas syntezy recepto-
rów komórek T i immunoglobulin oraz zapobiega pewnym chorobom genetycznym u
ludzi. Okaza³o siê, ¿e jedna trzecia tych chorób jest spowodowana powstaniem
transkryptów z przedwczesnym kodonem stop. S¹ to, miêdzy innymi, dystrofia miê�-
niowa Duchenna oraz β-talasemia [26, 78].

Ciekawe, ¿e  zablokowanie degradacji w procesie NMD zmienia stabilno�æ oko³o
10% transkryptomu w komórkach dro¿d¿y, Drosophila melanogaster i ludzi [25, 56,
67]. Liczba i ró¿norodno�æ transkryptów oraz zachowawczo�æ tego procesu w�ród
badanych eukariotów �wiadczy o tym, ¿e NMD nie powsta³ jedynie do degradacji
wadliwych mRNA, ale jest szeroko rozpowszechnionym mechanizmem potranskryp-
cyjnej regulacji ekspresji genów [28, 50]. Z³o¿ono�æ i istotê procesu NMD ilustruje
odpowied� komórki na jego dysfunkcjê. Wykazano eksperymentalnie, ¿e w komórkach
Drosophila proces NMD jest niezbêdny podczas podzia³ów komórkowych. Mutanty
pozbawione czynników UPF1 lub UPF2 zatrzymuj¹ siê w fazie G

2
/M cyklu komórko-

wego [67]. Brak UPF1 jest tak¿e letalny dla zarodków mysich i ludzkich linii komór-
kowych [5, 55]. Z kolei, w S. cerevisiae zablokowanie procesu NMD powoduje tylko
niewielki defekt oddechowy, a u C. elegans zmiany morfologiczne narz¹dów p³ciowych
[66]. Niezbêdno�æ procesu NMD dla ¿ywotno�ci jedynie wy¿szych eukariotów mo¿e
wynikaæ z faktu, i¿ podstawowe geny regulowane w procesie NMD nie s¹ zachowawcze
w ró¿nych gatunkach, co potwierdzi³y badania z u¿yciem mikromacierzy [25, 56, 67].
Na przyk³ad, wiêkszo�æ mRNA z PTC u Drosophila nie ma ortologów u dro¿d¿y i
cz³owieka regulowanych w ten sam sposób [67]. Byæ mo¿e wiêc proces NMD reguluje
ekspresjê genów istotnych dla myszy i cz³owieka, a mniej istotnych, na przyk³ad, dla
dro¿d¿y czy nicieni. U ro�lin proces NMD jest zaanga¿owany w regulacjê genów
niezbêdnych do ich funkcjonowania i rozwoju. Mutanty UPF1 i UPF3 charakteryzuj¹
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siê zaburzeniami w budowie organów wegetatywnych i kwiatowych, wykazuj¹ opó�nione
kwitnienie, a nawet brak ¿ywotno�ci nasion [3, 82].

Okaza³o siê, ¿e czynniki NMD mog¹ byæ tak¿e zaanga¿owane w inne ni¿ NMD
procesy. Stwierdzono, ¿e u ssaków czynnik UPF1 bierze udzia³ w regulacji cyklu
komórkowego oraz replikacji i naprawie DNA. �mieræ komórek ludzkich w odpowiedzi
na brak bia³ka UPF1 mo¿e wiêc wi¹zaæ siê z zapobieganiem powstawania niestabilnej
informacji genetycznej. Takiej funkcji UPF1 nie stwierdza siê natomiast u ni¿szych
ewolucyjnie dro¿d¿y i nicieni [6]. Równie¿ inne bia³ka uczestnicz¹ce w procesie
degradacji NMD transkryptów mog¹ byæ zaanga¿owane w utrzymanie stabilno�ci
DNA. Na przyk³ad bia³ko SMG1 wraz z bia³kiem UPF1 bierze udzia³ w naprawie
ludzkiego DNA, a SMG6 uczestniczy w utrzymaniu w³a�ciwej d³ugo�ci telomerów [5].
W komórkach ludzkich bia³ko UPF1 uczestniczy równie¿ w zale¿nej od replikacji
degradacji histonowych mRNA [44]. Ponadto, bia³ko UPF1 oprócz zaanga¿owania w
degradacjê w procesie NMD jest tak¿e wymagane u ssaków do degradacji transkryptów
drog¹ SMD [46]. Stwierdzono tak¿e, ¿e czynniki UPF1, UPF2 i UPF3, podobnie jak
sk³adniki kompleksu EJC, indukuj¹ wi¹zanie mRNA z polisomami i przyspieszaj¹ inicjacjê
translacji w komórkach ssaków [63, 79]. Natomiast bia³ka SMG2, SMG5 i SMG6 s¹
wymagane w procesie wyciszania genów u C. elegans. Sugeruje siê, ¿e bia³ka te
uczestnicz¹ w amplifikacji i rozprzestrzenianiu sygna³u wyciszenia [12]. Podobn¹ rolê
pe³ni w ro�linach homolog bia³ka SMG2 � bia³ko UPF1 [3]. Brak zaanga¿owania w
proces interferencji pozosta³ych czynników NMD �wiadczy jednak, ¿e nie wystêpuj¹
istotne powi¹zania procesu NMD i RNAi.

Jak wspomniano, proces degradacji NMD dotyczy równie¿ pseudogenów, które naby³y
w toku ewolucji PTC [25, 56, 60]. Jest to o tyle istotne, ¿e ich introny czêsto koduj¹
snoRNA lub mikroRNA. W wyniku przebiegu procesu NMD transkrypty pseudogenów
po splicingu ulegaj¹ degradacji, a sekwencje snoRNA i mikroRNA mog¹ pe³niæ swoje
funkcje [60]. Proces NMD uczestniczy te¿ w regulacji homeostazy aminokwasowej
komórek ludzkich. Niedobór aminokwasów hamuje translacjê, w tym równie¿ proces
NMD, a to z kolei pozwala na wydajniejsz¹ ekspresjê genów uczestnicz¹cych w
metabolizmie aminokwasów lub zwi¹zanych z nimi czynników transkrypcyjnych. W
normalnych warunkach transkrypty te pozostaj¹ na niskim poziomie lub s¹ degradowane
w procesie NMD [56]. Regulacja homeostazy aminokwasowej przez NMD wystêpuje
te¿ prawdopodobnie u dro¿d¿y oraz w komórkach Drosophila [25, 67].

MECHANIZM  DEGRADACJI TRANSKRYPTÓW BEZ KODONU
STOP W KOMÓRKACH BAKTERII

Komórki bakteryjne w celu degradacji transkryptów pozbawionych kodonów stop
wytworzy³y cz¹steczkê tmRNA (ang. transfer-messanger RNA). Cz¹steczkê tê,
zwan¹ równie¿ 10Sa lub SsrA RNA, zidentyfikowano po raz pierwszy w komórkach
E. coli. tmRNA ma d³ugo�æ �rednio 350 nukleotydów (od 250 do 425 nukleotydów) i
³¹czy w sobie funkcje zarówno tRNA, jak i mRNA. Dojrzewanie 5� i 3� koñców tmRNA
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przypomina dojrzewanie tRNA. Cz¹steczka tmRNA ulega pofa³dowaniu w strukturê
o kszta³cie litery L, która zawiera ramiê akceptorowe CCA rozpoznawane przez
syntetazê alaninow¹. Ten fragment tmRNA zwany jest domen¹ TLD (ang. tRNA-
Like Domain). Sekwencja CCA jest kodowana u wiêkszo�ci bakterii i tylko u niektórych
dodawana przez transferazê nukleotydylow¹. W obrêbie sekwencji tmRNA mo¿na
równie¿ zidentyfikowaæ otwart¹ ramkê odczytu, zwan¹ domen¹ MLD (ang. mRNA-
Like Domain). Sk³ada siê ona z 48 do 126 nukleotydów i zawiera od 9 do 28 kodonów,
w tym kodony stop [42]. W strukturze przestrzennej tmRNA E. coli mo¿na wyró¿niæ
wystêpowanie 4 pseudowêz³ów i 12 helis. Liczba wêz³ów i helis w tmRNA ró¿nych
gatunków mo¿e byæ zmienna [8, 83].

Funkcj¹ tmRNA jest rozpoznanie wadliwego transkryptu na rybosomie, dokoñczenie
syntetyzowanego bia³ka i uaktywnienie rybosomów poprzez uwolnienie, a nastêpnie
naznaczenie do degradacji wadliwego mRNA i bia³ka.

Przed przy³¹czeniem do rybosomów uwiêzionych przez pozbawiony kodonu stop
transkrypt, cz¹steczka tmRNA podlega aminoacylacji na 3� koñcu przez syntetazê
aminoacylo-tRNA, która przy³¹cza alaninê. Nastêpnie, Ala-tmRNA w po³¹czeniu z
czynnikiem elongacyjnym EF-Tu i GTP wi¹¿e siê do rybosomów. W zwi¹zaniu tmRNA
na rybosomie uczestniczy równie¿ bia³ko SmpB, które ju¿ wcze�niej oddzia³uje z
rybosomami [30, 38, 42]. Bia³ko to ma zdolno�æ wi¹zania zarówno tmRNA, ca³ych
rybosomów, jak i poszczególnych podjednostek rybosomalnych. Wczesny etap tej translacji
wymaga obecno�ci 2 cz¹steczek SmpB na rybosomie; tylko taki kompleks ma zdolno�æ
wi¹zania  tmRNA.  W  pó�niejszym etapie bia³ka  te  ulegaj¹ reorganizacji [23, 24, 38].
C-koñcowy fragment bia³ka SmpB zawiera wysoce konserwatywne reszty istotne w
procesie przeniesienia wadliwego polipeptydu na alanylo-tmRNA i odczytanie sekwencji
koduj¹cej tmRNA [71]. Bia³ko to mo¿e pe³niæ rolê stabilizatora kompleksu peptydylo-
tmRNA-SmpB-rybosom, zastêpuj¹c oddzia³ywanie struktury kodon-antykodon [38, 57,
71]. W oddzia³ywaniu tmRNA z rybosomem uczestniczy równie¿ rybosomalne bia³ko
S1. Z uwagi na to, ¿e S1 ma zdolno�æ rozplatania helis RNA, przypuszcza siê, ¿e umo¿liwia
ono zwi¹zanie tmRNA z rybosomem poprzez rozplecenie helis RNA i wyeksponowanie
�odzyskanego� kodonu. Chocia¿ bia³ko to u wiêkszo�ci bakterii ma budowê wysoce
zachowawcz¹, to nie wystêpuje u wszystkich tych bakterii, które zawieraj¹ aktywn¹
cz¹steczkê tmRNA; nie jest wiêc niezbêdne dla jej aktywno�ci [43, 54, 70].

Translacja uszkodzonego mRNA mo¿e przebiegaæ a¿ do ostatniego nukleotydu, a
sygna³em  rozpoznawanym  przez  tmRNA  jest  puste  miejsce  �A�  na  rybosomie
(ryc. 4) [80]. Poniewa¿ po zwi¹zaniu tmRNA rybosomy katalizuj¹ reakcjê przeniesienia
niepe³nego polipeptydu na alaninê w tmRNA, dojrza³e bia³ko zawsze zawiera
niekodowan¹ alaninê, która 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, który jest nastêpnie degradowany przez 3��5�
RNAzê 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
której przebiega nastêpnie synteza bia³ka a¿ do osi¹gniêcia kodonu stop [17, 39]. Ca³y
ten proces nazwano trans-translacj¹.
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RYCINA  4. Mechanizm dzia³ania tmRNA: I. � Rybosom �unieruchomiony� przez mRNA bez kodonu stop i
niedokoñczone bia³ko, II. � Ala-tmRNA z kompleksem  bia³ek zajmuje miejsce  A  na  rybosomie,  III. � Translokacja
niedokoñczonego bia³ka na tmRNA, IV. � Trans-translacja na bazie sekwencji koduj¹cej tmRNA (wed³ug http://
psyche.uthct.edu/dbs/tmRDB/StrucFuncttmRNA.html, zmodyfikowano)
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W naturalnie wystêpuj¹cych tmRNA w pozycji 86 zawsze wystêpuje adenina, a w
pozycji 90, która stanowi pierwszy nukleotyd kodonu �odzyskanego� � guanina [80].
Kodon odzyskany to w wiêkszo�ci przypadków alanina. Zamiana kodonu odzyskanego z
GCA (Ala) na inny powoduje jednak przy³¹czenie innego aminokwasu do uszkodzonego
bia³ka, co wskazuje, ¿e nie ma inicjatorowego tRNA, jak ma to miejsce w przypadku
rozpoczêcia typowej translacji [80]. Istotn¹ funkcjê w rozpoznaniu kodonu odzyskanego
pe³ni sekwencja po³o¿ona powy¿ej U(85)A(86)R(87) (gdzie R oznacza purynê), zw³aszcza
adenina w pozycji 86. Eksperymentalnie wykazano, ¿e zamiana adeniny w tej pozycji na
inn¹ zasadê wp³ywa na dezaktywacjê cz¹steczki tmRNA [80]. Kiedy zamieniono kodon
odzyskany na kodon stop, ¿aden aminokwas, nawet alanina, nie by³ do³¹czony do
uszkodzonego peptydu. Gdy natomiast drugi kodon zamieniono na kodon stop, wówczas
do bia³ka by³y do³¹czone dwa aminokwasy � alanina oraz ten z kodonu odzyskanego.
Tym samym wykazano, ¿e takie rozpoznanie odbywa siê na bardzo wczesnym etapie
trans-translacji, a kodon odzyskany jest odczytywany, zanim zwi¹¿e siê z tRNA; mo¿e to
nawet poprzedzaæ zwi¹zanie z rybosomami [18, 37, 80]. Kodon stop wystêpuje w
wiêkszo�ci tmRNA pojedynczo, czasem jednak wystêpuj¹ dwa, a nawet trzy powtórzone
po sobie kodony stop [8]. Po rozpoznaniu kodonu stop czynniki uwalniaj¹ce RF wi¹¿¹ siê
do miejsca A, bia³ko oddysocjowuje, a rybosomy powracaj¹ do stanu aktywnego. Zawarty
w nieprawid³owym bia³ku peptyd, �rednio d³ugo�ci 11 aminokwasów, ma C-koniec z
przewag¹ aminokwasów hydrofobowych i aromatycznych. Taka sekwencja rozpozna-
wana jest jako sygna³ kieruj¹cy wadliwe bia³ko do degradacji przez cytoplazmatyczne i
periplazmatyczne proteazy zale¿ne od ATP [17, 42, 80]. Wykazano, ¿e w przypadku
translacji na polisomach aktywacja tmRNA nastêpuje ju¿ na pierwszym rybosomie po
rozpoznaniu braku kodonu stop [39].

Dotychczas zidentyfikowano oko³o 560 sekwencji tmRNA w oko³o 480 gatunkach
bakteryjnych [83]. Nawet tak ma³a bakteria jak Mycoplasma genitalium, która ma
mniej ni¿ 500 genów, ma gen SsrA, co �wiadczy o istotnej roli tej cz¹steczki. Niekiedy
struktura tmRNA powstaje z dwuczê�ciowego transkryptu, jak u α-proteobakterii
Caulobacter crescentus. Wynika to st¹d, ¿e czê�æ transkryptu tmRNA zostaje wyciêta,
a dwa powsta³e fragmenty tworz¹ strukturê funkcjonalnej cz¹steczki tmRNA [45]. tmRNA
zidentyfikowano równie¿ w organellach komórkowych. Najmniejszy tmRNA wystêpuje
w mitochondriach Reclinomonas americana i ma d³ugo�æ tylko 189 pz. Zaanga¿owanie
tmRNA w degradacjê w mitochondriach nie zosta³o jeszcze potwierdzone do�wiadczalnie
[40]. Z kolei chloroplastowe tmRNA pozbawione s¹ innej ni¿ w mitochondriach czê�ci.
W tym przypadku brak jest równie¿ dowodów na  ich zaanga¿owanie w degradacjê [21].
Ostatnio doniesiono o zidentyfikowaniu w plastydach dwóch ro�lin bia³ka SmpB,
zwi¹zanego z aktywno�ci¹  tmRNA [41]. Cz¹steczek tmRNA nie zidentyfikowano do tej
pory u archeobakterii ani w genomie j¹drowym eukariotów, gdzie wytworzy³y siê inne
mechanizmy degradacji nieprawid³owych mRNA [83].

Zaanga¿owanie tmRNA w translacjê wykazano równie¿ w innych przypadkach: na
przyk³ad gdy rybosomy s¹ uwiêzione w wyniku pojawiania siê skupieñ rzadkich kodonów
argininowych AGA  lub stabilnych struktur drugorzêdowych w obrêbie sekwencji mRNA
[69]. W dwóch przypadkach aktywno�æ tmRNA stwierdzono podczas odczytania
kodonu stop w prawid³owych mRNA [68] lub gdy rybosomy, dziêki supresorowym
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tRNA, odczytywa³y mRNA bez zatrzymania na kanonicznym kodonie stop syntetyzuj¹c
wyd³u¿ony peptyd [17, 74].

PODSUMOWANIE

Transkrypty pozbawione kodonu stop lub maj¹ce przedwczesny kodon stop mog¹
prowadziæ do syntezy niefunkcjonalnych, w tym równie¿ toksycznych bia³ek. Procesy
zapobiegaj¹ce szkodliwym skutkom wynikaj¹cym z ich wystêpowania s¹ wiêc istotne
dla w³a�ciwego funkcjonowania komórek. �wiadczy o tym ich rozpowszechnienie oraz
szeroka gama genów, których produkty reguluj¹.

W komórkach eukariotycznych nieprawid³owe transkrypty s¹ degradowane w
procesie NMD; jego przebieg jest ró¿ny u ró¿nych organizmów. Na przyk³ad, NMD w
komórkach ssaków, w odró¿nieniu od NMD w komórkach D. melanogaster, ro�lin
czy dro¿d¿y, zale¿y od splicingu. Z kolei u C. elegans degradacja poprzez NMD
rozpoczyna siê od endonukleolitycznego przeciêcia transkryptu. Ssaki wytworzy³y
ponadto dodatkow¹ drogê degradacji SMD, a w komórkach dro¿d¿y za degradacjê
transkryptów pozbawionych kodonu stop odpowiedzialny jest inny proces. Bia³ka
uczestnicz¹ce w procesie NMD nie s¹ zachowawcze, czê�æ z nich uczestniczy równie¿
w innych, istotnych procesach komórkowych. Poznanie roli okre�lonych bia³ek w tych
procesach wci¹¿ wymaga dalszych badañ.

Komórki prokariotyczne oraz organelle komórkowe znalaz³y inny sposób na degrada-
cjê nieprawid³owych transkryptów � cz¹steczkê tmRNA. tmRNA naznacza do
degradacji zarówno mRNA bez kodonu stop, jak i niew³a�ciwe bia³ko oraz przywraca
aktywno�æ rybosomom.
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