STRESZCZENIE

rawidlowy przebieg ekspresji genéw wymaga precyzyjnych i Scisle kontrolowanych

mechanizmoéw, majacych na celu miedzy innymi usuwanie uszkodzonych lub zbednych
transkryptow. Jednym z najistotniejszych proceséw kontroli jakosci RNA jest NMD (ang.
nonsense mediated mRNA decay), ktory rozpoznaje i degraduje czasteczki mRNA zawieraja-
ce przedwczesny nonsensowny kodon powodujacy zbyt weczesna terminacje translacji (PTC,
ang. premature termination codon). Usuwanie mRNA zawierajacych PTC zapobiega powsta-
waniu skréconych form bialek, potencjalnie szkodliwych dla komérki. Intensywne badania
ostatnich lat prowadzone we wszystkich organizmach modelowych wykazaly, ze kontroli
NMD podlegaja nie tylko wadliwe transkrypty, ale i te prawidlowe o funkcji fizjologicznej,
jak i niekodujace RNA oraz geny zawierajace sekwencje miRNA czy snoRNA. Wydaje sie
ze proces NMD pelni wazna role w rozwoju i adaptacji organizméw na zmieniajace sie wa-
runki srodowiskowe poprzez regulacje ekspresji genow. Ponadto, ostatnie doniesienia doty-
czace identyfikacji nowych czynnikéw bialkowych niezbednych do przebiegu mechanizmu
NMD ukazuja szeroka zlozonos¢ tego procesu.

WPROWADZENIE

Utrzymanie stanu homeostazy wewnatrzkomorkowej jest uwarunkowane ist-
nieniem precyzyjnej i $ciéle kontrolowanej na wielu poziomach regulacji ekspre-
sji genéw. Z powodu mutacji w sekwencji DNA lub tez podczas transkrypcji czy
skladania genéw moga powstawac btedy w sekwencji mRNA, ktore s usuwane
przy udziale &cisle wyspecjalizowanych mechanizméw kontroli jakosci i
degradacji nieprawidlowych czasteczek RNA. Jednym z najlepiej poznanych jest
NMD, ktéry polega na wykryciu i eliminacji czasteczek mRNA zawierajacych
przedwczesny kodon nonsensowny - kodon przedwczesnej terminacji translacji
PTC, co w rezultacie chroni komoérke przed synteza potencjalnie szkodliwych
skréconych form biatek [1].

Poczatkowo sadzono, ze NMD stanowi tylko proces kontroli jakosci RNA,
jednak badania transkryptomiczne na wielu organizmach modelowych wykaza-
ty, ze reguluje rowniez ekspresje prawidlowych czasteczek RNA o funkgji fizjo-
logicznej. W zaleznosci od organizmu poziom 5-25% wszystkich transkryptow
jest regulowany posrednio lub bezposrednio przez NMD [2].

ROZPOZNANIE TRANSKRYPTU Z PTC

Mechanizm rozpoznawania czgsteczek mRNA, ktére maja by¢ degradowa-
ne na drodze NMD nie jest do korica zrozumiany. Wydaje sie, ze sygnalem do
rozpoczecia NMD jest zatrzymanie rybosomu na niewlasciwie ulokowanym ko-
donie stop badz zbyt wolna terminacja translacji. Najczesciej rozpoznanie trans-
kryptéow zalezy od kontekstu konca 3'(3"UTR, ang. untranslated region), w tym
ogona poli(A) i bialek PABP (ang. poly(A)-binding protein) wiazacych te struktu-
re oraz przebiegu translacji. Podczas translacji prawidlowego mRNA czynniki
biatkowe stabilizujgce niekodujacy koniec 3" mRNA prawdopodobnie oddziatu-
ja ze skladnikami rybosomu zatrzymanego na kodonie stop. Takie oddzialywa-
nie wywoluje zmiany konformacyjne czastek rybonukleoproteinowych, ktére
stabilizuja transkrypt i kieruja go do kolejnych rund translacji. Zaburzenie tego
oddzialywania poprzez wydluzony niekodujacy koniec 3’'UTR, np. u drozdzy,
czy w przypadku ssakéw obecnos¢ intronu ponizej kodonu stop, powoduje ak-
tywacje NMD [3].

Jednym z modeli mechanizmu rozpoznania wadliwych kodonéw stop jest
model oparty o EJC (ang. exon juntion complex), ktory to najczesciej wystepuje w
komorkach ssakéw. Wielobiatkowy kompleks EJC wigze sie do mRNA powyzej
24 par zasad faczenia ekson-ekson powstalego w wyniku wycinania intronéw.
Podczas prawidlowego przebiegu translacji, EJC jest swobodnie usuwany przez
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A. Prawidtowa terminacja

rybosom

kolejna

runda translagiji

Nieprawidiowa terminacja
B. Model oparty na intronach

)‘}'L reakcja fosforylacji UPF1

~ kodon start, kierunek translacji

Rycina 1. Mechanizm rozpoznawania przedwczesnego kodonu stop. A) Przebieg prawidlowej terminacji translacji B) i C) nieprawidlowa terminacja. B) Model oparty na
intronach, zalezy od kompleksu EJC. C) Model oparty na zbyt dtugim 3'UTR - faux 3'UTR.

rybosom. Z kolei podczas rozpoznania wadliwego trans-
kryptu EJC zostaje zatrzymany na mRNA i stanowi plat-
forme, na ktérej budowany jest kompleks biatek NMD. W
przypadku PTC potozonym 50-55 par zasad powyzej wia-
zania ekson-ekson, rybosom zostaje unieruchomiony wraz
z czynnikami terminacji translacji eRF1 i eRF3 (ang. eukary-
otic release factor), ktére nie oddziatuja z PABP, co ma miej-
sce podczas prawidtowego przebiegu translacji (Ryc. 1). W
wyniku tego procesu biatka eRF1 i eRF3 moga wigzac sie z
kinaza SMG1 (ang. suppressors with morphogenetic effects on
genitalia) oraz helikaza UPF1 (ang. Up-frame shift), tworzac
kompleks SURF (SMG1-eRF1-eRF3-UPF1 kompleks). Biat-
ka UPF2 i UPF3 obecne w kompleksie EJC tworza fizyczne
potaczenie z SURF, co prowadzi do fosforylacji UPF1 przez
SMGI1 [4]. Reakcja ta jest kluczowym etapem i umozliwia
powstanie ufosforylowanych reszt aminokwasowych, kto-
re sa rozpoznawane i wigzane przez biatka SMG5-SMG7
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dzieki charakterystycznej domenie 14-3-3. Dotychczasowe
dane wskazywaly, Ze rozpoznanie transkryptéw z PTC
nastepuje podczas pierwszej rundy translacji, gdy mRNA
weciaz jest potaczone z EJC i z jadrowym kompleksem CBC
(ang. Cap binding complex) wiazacym strukture czapeczki
(kapu). Jednak nowsze badania prowadzone w wykorzysta-
niem komorek ssakéw ujawnily, ze aktywacja NMD nie jest
ograniczona tylko do pierwszej rundy translacji i zachodzi
réwniez dla mRNA z obecnym na strukturze kapu cytopla-
zmatycznym bialkiem eIF4E [5].

Czeéciej w komorkach drozdzowych, ale takze obecny u
ssakow 1 w Swiecie roslin znany jest model NMD zalezny od
kontekstu sekwencji 3'UTR, nazwany faux 3'UTR (Ryc. 1C).
Podczas prawidlowego przebiegu translacji, cytoplazma-
tyczne biatka PABPC stabilizujace ogon poli(A) oddziatujg
z zatrzymanym na wlasciwym kodonie stop rybosomem i
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czynnikami eRF3 i eRF1, co umozliwia terminacje translacji
i uwolnienie nowo powstatych polipeptydéw. Zbyt duza
odlegloé¢ pomiedzy zatrzymanym rybosomem i biatkami
PABPC, co w konsekwengcji prowadzi do utraty oddziaty-
wania miedzy nimi, stanowi informacje o nieprawidlowo-
Sciach transkryptu wywolujac aktywacje NMD, a nastepnie
prowadzi do rekrutacji bialek UPF i SMG [2].

BIALKA BIORACE UDZIAL W NMD

Mechanizm NMD jest zlozonym procesem, w ktérym
bierze udzial wiele bialek, znacznie wiecej niz dotychczas
sadzono. Gléwne trzy czynniki NMD to biatka UPF1-3 (u
Caenorhabditis elegans nazwane SMG2-4), ktére stanowig za-
chowany w ewolucji trimeryczny rdzeri kompleksu NMD.
Pierwotnie zostaly zidentyfikowane u Saccharomyces cerevi-
siae, a ich homologi wystepuja u wszystkich badanych orga-
nizmow [2,6,7].

Glownym biatkiem efektorowym, jako pierwszym rekru-
towanym do zatrzymanego rybosomu na mRNA, zwierajg-
cym PTC jest helikaza UPF1. Jest biatkiem gléwnie cytopla-
zmatycznym o aktywnosci ATPazy zaleznej od RNA oraz
5’-3" helikazy zaleznej ATP. U organizméw wielokomérko-
wych cykliczna fosforylacja i defosforylacja UPF1 zaréwno
najego N-, jak i C-koricu, jest kluczowa dla przebiegu NMD.
Biatko UPF2 stanowi lacznik pomiedzy biatkami UPF1 i
UPEF3, ijest zlokalizowane réwniez gléwnie w cytoplazmie.
Natomiast UPF3 wystepuje w jadrze/jaderku komoérko-
wym i cytoplazmie. Wydaje sie, Ze to biatko przemieszcza
si¢ miedzy tymi dwoma przedzialami komérkowymi [2].
UPF3 oddziatuje z kompleksem EJC. EJC stanowi kompleks
biatkowy, ktérego rdzen sklada sie z bialek elF4A3, MA-
GOH/Y14 i Barentsz. Wykazano, ze te biatka sa niezbedne
do degradacji poprzez NMD transktyptow zawierajacych
introny [9,10].

Czynniki biorace udzial w NMD, w mniejszym stop-
niu zachowane ewolucyjnie, to biatka SMG1 oraz SMG5-9.
Wspomniana juz wczeéniej kluczowa dla NMD reakcja fos-
forylacji czynnika UPF1 jest przeprowadzana przez kinaze
SMGI, ktéra nalezy do rodziny kinaz PIKK (ang. phospho-
inositide 3-kinase (P13-kinase)-related kinase). SMG1 jest bial-
kiem zaréwno jadrowym, jak i cytoplazmatycznym, ktére
oddzialuje z biatkami SMG8 i SMGY stanowigcymi regu-
latory tego biatka. Bialka SMG5, SMG6 i SMG?7 posiadaja
domene charakterystyczna dla bialek z rodziny 14-3-3, kto-
ra umozliwia oddzialywanie z ufosforylowanym biatkiem
UPF1 [4,10]. U zwierzat czynniki SMG5 i SMG7 tworza he-
terodimer, ktéry wiaze sie do ufosforylowanego UPF1 i re-
krutuje enzymy odpowiedzialne za deadenylacje, usuwanie
kapu i degradacje czasteczek RNA od konica 5. Substraty
NMD moga réwniez ulegaé¢ endonukleolitycznemu cieciu,
ktore katalizuje SMG6. Obok fosforylacji UPF1 istotng role
podczas inicjacji procesu NMD odgrywa takze jego defosfo-
rylacja, ktéra prawdopodobnie katalizowana jest przez fos-
fataze z rodziny PP2A. Do tego etapu niezbedne sa biatka
SMGS5-7. Cykliczna fosforylacja i defosforylacja biatka UPF1
konieczna jest rowniez do dysocjacji rybosomu od RNA
oraz uwolnienia czynnikéw NMD, co umozliwia przepro-
wadzenie kolejnej rundy NMD [11].
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NOWE CZYNNIKI NMD

Ostatnie 10 lat szeroko prowadzonych badarn na r6znych
organizmach modelowych, w tym: komoérkach ludzkich,
nicieniach, muszce owocowej oraz danio pregowanym wy-
kazaty jak bardzo mechanizm NMD jest skomplikowany i
jak wiele innych czynnikéw jest zaangazowanych w roz-
poznawanie i degradacje nieprawidiowych transkryptéw.
Jedne z pierwszych poszukiwan dodatkowych czynnikéw
NMD przeprowadzonych u nicieni za pomoca interferencji
RNA pozwolity na identyfikacje nowej klasy genéw SMGL
(ang. Smg lethal), ktére sg niezbedne do rozwoju zarodko-
wego oraz konieczne dla mechanizmu NMD [12]. Nastep-
nie wykazano, ze homologi biatka NBAS i DHX34, pelnia
istotne role w NMD, zaré6wno w komorkach ludzkich, jak i
u Danio rerio [12,13]. Dalsze szczegdtowe badania dotyczace
DHX34, helikazy RNA, pokazuja Ze rdzeni tego biatka od-
dziatuje z UPF], a jedna z domen tego biatka, CTD umoz-
liwia oddzialywanie z SMG1, co prowadzi do utworzenia
kompleksu DECID i kluczowej reakgji fosforylacji UPF1, w
wyniku czego dochodzi do aktywacji NMD [14,15]. Ponow-
ne zastosowanie interferencji RNA u C. elegans zaowocowa-
to identyfikacja kolejnych pieciu czynnikéw zaangazowa-
nych w NMD, w tym jadrowej GTPazy ngp-1 (ludzki homo-
log GNL2), skladnika kompleksu poréw jadrowych npp20
(ludzki homolog SEC13) oraz specyficznego dla nicienia i
muszki owocowej noah-2. Funkcja tych biatek jest wcigz
nieznana, jednak wykazano, Ze ich obecnos¢ jest niezbedna
dla prawidlowego przebiegu NMD [16].

Kolejne czynniki zaangazowane w NMD zostaly odkryte
dzieki podejsciom proteomicznym. W komérkach ludzkich
jako partneréw kinazy SMG1 zidentyfikowano niezbedne
do powstania kompleksu DECID biatka RUVBL1 i RUVBL2
z rodziny adenozynotrifosfataz [17]. Nastepnie zidentyfi-
kowano dwie heliazy RNA, DDX5/p68 i DDX17, ktére od-
dziatuja z UPF3b i petnig kluczowa role w degradacji trans-
kryptéw z wydtuzonymi rejonami 3'UTR [18]. Zastosowa-
nie techniki PAR-CLIP (ang. photoactivatable ribonucleoside-
-enhanced crosslinking and immunoprecipitation) pozwolilo na
wykrycie wigzania helikazy MOV10 z mRNA w bliskim
sasiedztwie UPF1, a badania funkcjonalne potwierdzity role
tego czynnika w mechanizmie NMD [19]. Podejscie SILAC
(ang. stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture)
ujawnito dodatkowe czynniki NMD, w tym podjednostki
elF3 oddzialujace z UPF1 niezaleznie od jego statusu fosfo-
rylacji, sktadniki kompleksu TREX (ang. transcription-export
complex) oraz wiele jadrowych biatek wigzacych RNA i
rozpoznajacych hiperforsforylowany UPF1 w sposob za-
lezny od RNA [20]. Najnowsze poszukiwania za pomoca
techniki BiolD (ang. proximity-dependent trans-biotinylation)
umozliwily identyfikacje czynnikéw mniej stabilnie oddzia-
tujacych z maszyneria NMD, ktére nie zostaly wykryte za
pomoca bardziej standardowych metod, w tym biatka sy-
gnalowego CRKL i czynnika inicjacji translacji EIF4A2 [21].
Natomiast u roslin zidentyfikowano biatko FRY2 (ang. C-
-terminal domain phosphatase-likel), ktore fizycznie oddziatu-
je z UPF3 i elF4A3 (sktadnik EJC) i uczestniczy w defosfo-
rylacji elF4A3, a jego brak powoduje akumulacje substra-
tow NMD [22]. Funkcja wiekszodci wymienionych nowych
czynnikéw zaangazowanych w proces NMD nie jest znana
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a ich coraz wigksza pojawiajaca sie ilos¢ $wiadczy o tym, ze
mechanizm NMD jest bardzo ztozony.

DEGRADACJA TRANSKRYPTOW Z PTC

Przebieg degradacji transkryptéw z PTC nie jest do kon-
ca poznany u wszystkich organizméw. U ssakéw i drozdzy
jedna z mozliwosci jest endonukleolityczne ciecie zalezne
od rekrutacji nukleazy SMG6 przez UPF1 lub egzonukleoli-
tycznej w wyniku przylaczenia przez UPF1 biatek SMG5/
SMGY7 i przeprowadzanej przez egzonukleaze XRN1 w kie-
runku 5-3” oraz kompleks egzosomu w kierunku 3’-5" [2].
W drugiej éciezce rekrutacja kompleksu CCR4-NOT przez
SMG? prowadzi do deadenylacji mRNA, a oddziatywanie
ufosforylowanego UPF1 z biatkiem PNRC2 inicjuje przyla-
czenie kompleksu DCP usuwajacego kap, co prowadzi do
rozkladu RNA w kierunku 5’-3’. Natomiast mechanizm re-
krutacji egzosomu do substratéw NMD nadal pozostaje nie-
wyjasniony. Wiadomo tez, Ze degradacja transkryptéw od-
bywa sie w cytoplazmie i/lub w tak zwanych ciatkach P, w
ktérych znajduja sie enzymy odpowiedzialne za usuwanie
kapu, deadenylacje i degradacje czasteczek mRNA [5,11].
Mozna twierdzi¢, ze Sciezki degradacji nieprawidlowych
mRNA sg indukowanie zamiennie, stad wysoka trudnosé
w ich zbadaniu u wszystkich organizmow.

REGULACJA EKSPRESJI GENOW PRZEZ NMD

Transkrypty degradowane na drodze NMD mozna po-
dzieli¢ na dwie gléwne kategorie. Typowe transkrypty
zawierajace przedwczesny kodon stop wprowadzony naj-
czesciej przez mutacje nonsensowna lub przesuwajaca ram-
ke odczytu. Tego typu mRNA moga réwniez powstawac
podczas transkrypcji pseudogenéw lub z powodu btedéw
w transkrypcji prawidtowych genéw czy splicingu a takze
w procesie dojrzewania limfocytéow T podczas rearanzacji
genéw [2]. Ponadto diugie niekodujace RNA (IncRNA),
geny zawierajace sekwencje microRNA (miRNA) oraz mate
jaderkowe RNA (snoRNA) stanowia substraty NMD [23-
25], przez co NMD moze posrednio wplywacé na procesy, w
ktore sa zaangazowane te grupy transkryptow.

Wykazano, ze NMD uczestniczy bezposrednio w regu-
lacji poziomu genéw. Na drodze NMD usuwane s3 trans-
krypty zawierajace PTC powstate, miedzy innymi, w wy-
niku alternatywnego skladania genéw. Niektére biatka, np.
wiazace sie do RNA, PTBP1 (ang. polypyrimidine tract bin-
ding protein 1), moze wplywac na splicing mRNA, przez kt6-
re jest kodowane, tak aby powstat transkrypt zawierajacy
PTC, ktéry jest rozpoznawany przez kompleks NMD i de-
gradowany. Dzieki temu biatko PTBP1 negatywnie reguluje
swoja ekspresje [26]. Dane transkryptomiczne oraz badania
z uzyciem tzw. substratéw reporterowych wykazaly, ze
poziom mRNA posiadajacych diugie niekodujace 3’ korice
i/lub introny w tych rejonach sa regulowane przez NMD.
Transkrypty zawierajace dodatkowa otwarta ramke odczy-
tu (uORF, ang. upstream open reading frame) w 5’ UTR réwniez
s rozpoznawane jako posiadajace przedwczesny kodon
stop [2]. Jednak, co ciekawe nie wszystkie geny posiadajace
takie cechy ulegaja degradacji na drodze NMD. Wydaje sie,
ze moze istnie¢ kilka mechanizmoéw, ktére uniemozliwiaja
kompleksowi NMD rozpoznanie takich transkryptow [25].
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FIZJOLOGICZNA ROLA NMD

Znaczenie mechanizmu NMD podkreéla fakt, Ze u my-
szy, muszki owocowej, danio i roslin brak gléwnych czyn-
nikéw NMD jest letalne. Wykazano, ze NMD jest zaanga-
zowany w réznorodne procesy fizjologiczne, ktére najlepiej
zostaly opisane w komoérkach ludzkich. Szczegoélnie istotng
role NMD pelni podczas powstawania immunoglobulin
oraz receptoréw limfocytow T. Alternatywne skladanie
genéw kodujacych te biatka jest odpowiedzialne za ich
duza réznorodnos$é, jednak czesto prowadzi do powsta-
wania nieproduktywnych transkryptow, ktére sa usuwane
na drodze NMD. Réwnie istotna funkcja NMD jest wptyw
na réznicowanie sie komoérek macierzystych, neurogeneze
czy miogeneze. Wykazano réwniez, ze NMD ma wplyw na
zywotnoéé¢ komorek, poprzez hamowanie ekspresji genéw
m.in. genu GADD45a, odpowiedzialnego za hamowanie
apoptozy. Ponadto obnizenie aktywnosci NMD poprzez
fosforylacje biatka elF3 prowadzi do nadekspresji genéw
stresowych, takich jak ATF4, ATF3, CHOP, co pozwala na
adaptacje organizmu na zmieniajace si¢ warunki srodowi-
ska [27]. W niewielkim stopniu biologiczna rola mechani-
zmu NMD zostala réwniez zbadana u Arabidopsis thaliana,
ktora jest zwiazana z odpowiedzig roslin na stres biotyczny.
Wykazano, ze NMD jest zaangazowany w regulacje ekspre-
sji genéw odpowiedzi na atak patogenu, a letalnos¢ roslin
pozbawionych podstawowych bialek wchodzacych w skiad
kompleksu NMD jest spowodowany stala ekspresja genéw
wyrazanych w reakcji na wiasnie ten czynnik [28].
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ABSTRACT

The proper gene expression required precise and strictly controlled mechanisms, which allows to remove damaged and unnecessary trans-
cripts. One of the most important quality control mechanism is Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD). The evolutionary conserved pro-
cess prevents the production of potentially harmful proteins by eliminating aberrant mRNAs carrying premature translation termination
codons (PTC). Extensive studies in yeast, C. elegans, flies and mammals established a whole set of additional NMD substrates, not only aber-
rant transcripts, but physiological mRNAs, noncoding RNAs, genes coding miRNA and snoRNA. It seems that the NMD process is related to
development and response to different stresses. Moreover, recent studies regarding the identification of new protein factors involved in NMD

mechanism show the wide complexity of this process.
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