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I. Wstep

1.WSTEP

Proces biosyntezy biatka jest bardzo skomplikowany i do dzi$ nie jest w petni poznany.
Najlepiej poznano mechanizm translacji zachodzacej w organizmach prokariotycznych. Ze
wzgledu na mniejsze rozmiary oraz mniej skomplikowang budowe rybosoméw
prokariotycznych (70S) badania na tym ukfadzie sg zdecydowanie fatwiejsze. Poznano juz z
rozdzielczoscig atomowg budowe poszczeg6lnych podjednostek rybosomalnych [1, 2] jak
rowniez strukture catego rybosomu prokariotycznego [3-6]. Rybosomy eukariotyczne sg
bardziej ztozone i stwarzajg wiecej trudnosci w trakcie badan. Dlatego dotychczas udato sie
okresli¢ strukture krioelektronowg rybosoméw 80S kilku organizmoéw [7-11]. Uzyskane w ten
sposdb dane pozwalajg na rozszyfrowanie jedynie morfologii rybosomu 80S.

O ile struktura rybosomu jest dos¢ dobrze poznana, to zbadanie oddziatywan rybosomu z
czynnikami biorgcymi udziat w biosyntezie biatka (np. z tRNA) oraz okreslenie dynamicznych
zmian tych oddziatywan podczas poszczegélnych etapéw translacji, nadal pozostaje wielkim
wyzwaniem. Zmiany strukturalne rybosomu majg zasadnicze znaczenie funkcjonalne i
regulatorowe podczas biosyntezy biatka. Sg one istotne dla catego kompleksu zagadnien
ekspresji genu. Jedynie dzieki dalszym badaniom nad strukturg i funkcjonowaniem rybosomow

mozemy zblizy¢ sie do poznania specyfiki mechanizmu dziatania rybosomow eukariotycznych.






2. Cel pracx

2.CEL PRACY

Celem wykonanej przeze mnie pracy byto okreslenie funkcji wybranych fragmentéw 18S
i 26S rRNA w ukfadzie roélinnym, w trakcie etapu wydtuzania tancucha polipeptydowego, ze
szczegOlnym uwzglednieniem korelacji struktury i funkcji tych fragmentéw. Jako narzedzie
badawcze zastosowatam strategie antysensowych oligodeoksynukleotydow oraz czasteczki
mini-tRNA.

Pierwszym etapem realizacji zamierzonego zadania byto zdefiniowanie funkcjonalnie
waznych w roslinnym procesie translacji sekwencji 26S rRNA i 185 rRNA, a zarazem
konserwatywnych sekwencyjnie, ze szczeg6lnym uwzglednieniem miejsc oddziatujacych z
czasteczka tRNA.

Badania te staly sie podstawg do opracowania sekwencji antysensowych
oligodeoksynukleotydéw (a-DNA), komplementarnych do miejsc waznych funkcjonalnie w
26S rRNA i 18SrRNA, a zarazem konserwatywnych sekwencyjnie. A-DNA zastosowatam do
badan funkcji poszczegélnych fragmentéw rRNA podczas biosyntezy biatka.

SzczegoOlnie interesujace byty dla mnie oddziatywania rybosomu z czgsteczkg tRNA,
ktore zbadatam z zastosowaniem do tej pory niewykorzystywanych w takich celach czgsteczek

mini-tRNA.






3.1 Struktura rybosomu eiikariotyczneeo

3. WPROWADZENIE

Rybosom jest makrokompleksem komdrkowym, skladajagcym sie z dwoch roznej
wielkosci podjednostek. Pomimo wielu podobienstw w mechanizmie biosyntezy biatka,
istniejg zasadnicze r6znice w budowie rybosoméw organizméw réznych krolestw. Rybosomy
bakteryjne charakteryzujg sie statg sedymentacji 70S i zbudowane sg z duzej podjednostki 50S
i matej 30S. Rybosomy eukariotyczne sg wieksze: np. u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
rybosomy sedymentujg przy wartosci 80S i skiadajg sie na nie: duza podjednostka 60S i mata
40S [9]. Kazda z podjednostek jest zbudowana z rybosomalnych biatek oraz rybosomalnych
kwasoéw nukleinowych (rRNA). Stwierdzono, ze u eubakterii Escherichia coli 2/3 masy
rybosomu stanowig rybosomalne RNA, a 1/3 - rybosomalne biatka [12]. Podjednostka 50S
tego organizmu zawiera 5S (120 nt) i 23S rRNA (okoto 2900 nt), natomiast podjednostka 30S
zbudowana jest z 16S rRNA (okoto 1500 nt). Na frakcje biatek rybosomalnych skiada sie 21
roznych biatek matej podjednostki i 33 biatka duzej. W przypadku rybosomow
eukariotycznych, zidentyfikowano okoto 20-30 dodatkowych biatek, a rRNA sg dtuzsze dzieki
insercjom dodatkowych sekwencji w specyficznych regionach. Sg to sekwencje wstawione
(ang. expansion segments, ES). W rybosomach 80S obserwujemy réwniez dodatkowa
czasteczke rRNA - 5,8S rRNA. Wszystkie te trzy fakty sprawiaja, ze rybosomy eukariotyczne
sg 0 ok. 30% wieksze od prokariotycznych [13].

Zasadniczg funkcjg rybosomu jest biosynteza biatka. Proces ten jest bardzo
skomplikowany i do dzi$ nie jest w petni poznany. Wida¢ jednak postepy w badaniach nad
rybosomem 80S, mimo iz jest to czasteczka bardziej ztozona od rybosoméw prokariotycznych
i stwarza wiecej trudnosci w trakcie badan. Poznano struktury rybosoméw drozdzowych
(S. cerevisiae) [9], szczurzych {Rattus norvegicus) [7], krdliczych (Oryctolagus cuniculus)
[14], nicienia (Trypanosoma cruzi) [11], grzyba (Thermomyces lanuginosus) [10], glonu
(Chlamydomonas reinhardtii) [8] oraz rybosomow izolowanych z linii komérkowych HelLa
[15]. Struktury te rozwigzano metoda mikroskopii krioelektronowej, przy rozdzielczosci
odpowiednio: 35 A [16], 25 A [7, 8], 24 A [17], 21 A [14], 15 A [9], 17.3 A [15] oraz 12 A
[11]. Dane pochodzace z map krioelektronowych pozwalajg na rozszyfrowanie jedynie
morfologii rybosomu 80S. Nadal nierozwigzana pozostaje jednak struktura krystaliczna
rybosomu eukariotycznego, ktéra pozwolitaby na poznanie jego skomplikowanej budowy z
rozdzielczoscig atomowa. Trwajg badania zmierzajgce do rozwigzania struktury Kkrystalicznej
rybosoméw Homo sapiens. Do tej pory uzyskano krysztaty rybosomalnego miejsca A

skompleksowanego z aminoglikozydami [18]. Podczas poréwnania struktury krystalicznej 70S






3.1 Struktura rybosomu eukariotvc7.neeo

Z mapami krioelektronowymi 80S obserwuje sie wysoka zgodno$¢ regionéw odpowiadajacych
wspdllnemu rdzeniowi rybosoméw. W zwiazku z powyzszym, w mojej rozprawie, podczas
omawiania struktury badZ mechanizmu dziatania rybosomu eukariotycznego, bede rowniez
opierata sie na danych dotyczacych rybosomu prokariotycznego, ktére sg bardziej szczegétowe

i pozwalajg na lepsze zrozumienie maszynerii biosyntezy biatka.

3.1 Struktura rybosomu eukariotycznego.

Rybosom eukariotyczny 80S skfada sie z dwdch podjednostek: matej 40S i duzej 60S.
Przy poréwnaniu struktur rybosomu 80S z réznych gatunkéw (Rysunek 1) widoczne jest, ze
rybosom S. cerevisiae jest mniejszy i bardziej zaokraglony niz rybosomy izolowane z
O. cuniculus, R. norvegicus lub komdrek ludzkich. Jest to zwigzane z wystepowaniem
dodatkowych gestosci w mapach krio-EM rybosoméw ssaczych, ktére nadajg im bardziej

trojkatny ksztatt.






3.1 Struktura rybosomu eukariotvcmeeo
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Rysunek 1. Struktura rybosomu prokariotycznego 70S i eukariotycznych 80S.

A - struktura rybosomu 70S E. coli [19], kolorami oznaczono: z6ttym podjednostke 30S, niebieskim -
podjednostke 50S, zielonym - tRNA w miejscu P;

B - struktura rybosomu 80S S. cerevisiae [9], kolorami oznaczono: z6ktym - podjednostke 40S,
niebieskim - podjednostke 60S, czerwonym- tRNA w miejscu P;

C - struktura rybosomu 80S T. cruzi [11], kolorami oznaczono: z6ttym podjednostke 40S, niebieskim -
podjednostke 60S;

D - struktura rybosomu 80S H. sapiens [15], kolorami oznaczono: zéttym podjednostke 40S,
niebieskim - podjednostke 60S;

E - struktura rybosomu 80S O. cuniculus [17], kolorami oznaczono: niebieskim - podjednostke 40S,
granatowym - podjednostke 60S;

F - struktura rybosomu 80S R. norvegicus [7], po lewej stronie umieszczono podjednostke 40S, po
prawej- podjednostke 60S.






J. | Struktura mbosomu eukariotyczneeo

3.1.1Struktura matej podjednostki rybosomalnej 40S.

Podjednostka 40S 5. cerevisiae zbudowana jest z 18S rRNA dtugosci 1798 nt i 32 biatek.
18S rRNA jest u tego organizmu o0 256 nt dtuzszy niz 16S rRNA E. coli, a caty rybosom
zawiera 0 11 biatek wiecej [9]. Podjednostka 40S T. cruzi jest o 1/3 objetosci wieksza od 40S
5. cerevisiae [11], a 18S rRNA ma dtugosé 2315 nt. Natomiast 18S rRNA z 40S Homo sapiens
jest dtuzszy jedynie o 71 nt od 18S rRNA S. cerevisiae i liczy 1869 nt [15].

W morfologii podjednostki 40S (Rysunek 2B-F) wyrdzniono wierzchotek (ang. head),
ktory potgczony jest z podstawg (ang. body) przez przewezenie (ang. neck) w poblizu
platformy (ang. platform). Po prawej stronie podstawy znajduje sie niewielkie ramie
(ang. shoulder), pozostajgce w bliskim kontakcie z wierzchotkiem podjednostki, tworzac
szczeling miedzy tymi elementami; oddziatywanie to jest niezbedne dla stabilnosci rybosomu.
Nad ramieniem obserwowany jest dzidb (ang. beak). U dotu podstawy znajduje sie stopa
(ang./oot), ktéra w przeciwienstwie do prokariotycznej podjednostki 30S, jest wyraznie
rozdzielona na dwie czesci: prawg i lewg stope (ang. rightfoot, leftfoot) [9]. Z tego wzgledu
w podjednostce 40S nie obserwowano wystajacej helisy RNA nazwanej ostroga (ang. spur),
wystepujacej w lewej dolnej czesci podstawy podjednostki 30S (Rysunek 2A) [2, 20].

Podobnie jak w przypadku 30S, powierzchnia 40S od strony oddziatywania podjednostek
jest miejscem funkcjonalnie najwazniejszym i odpowiada za tworzenie mostkow tgczacych
podjednostki rybosomalne oraz oddziatywanie z mRNA i tRNA.

W strukturze 40S O. cuniculus i R. norvegicus, opracowanych przy rozdzielczosci
24 A [17], zaobserwowano, ze przewezenie pomiedzy ramieniem a tylng czescia podjednostki
prowadzi do tunelu tworzgcego sie u podstawy wierzchotka (Rysunek 2E). Tunel ten prowadzi
do centrum dekodujgcego. Jego lokalizacja poprzez analogie do podjednostek bakteryjnymch
sugeruje, ze moze on funkcjonowac jako tunel wejscia mRNA.

W strukturze 40S zaobserwowano dodatkowe masy (w poréwnaniu z 30S, Rysunek 2) w
czterech gtdwnych obszarach: (1) u dotu 40S, odpowiedzialne za wydtuzenie podjednostki,
(2) ponizej platformy, tworzace prawa i lewa stope, (3) w obrebie dzioba, (4) po zewnetrznej
stronie wierzchotka, tworzace ptat wierzchotka (ang. head lobe). Wszystkie te dodatkowe
sekwencje znajdujg sie na zewnetrznej powierzchni podjednostki. Natomiast rdzen
podjednostki posiada jednakowg strukture zaréwno u organizmow pro- jak i eukariotycznych
[7,9, 11, 14, 15, 17].
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Wierzchotek B _Wierzchotek
., Dziob
D2|0\p
Przewezenie Platforma
— Platforma
Ramie "*"*F
Podstawa Podstaw”
Prawa
Ostroga stopa
C Wierzchotek
E -7
Dziob
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MRNA~ : wierzchotka
Prawa
topa

Rysunek 2. Struktura matlej podjednostki  rybosomalnej  prokariotycznej  30S
i eukariotycznych 40S.

A - stmktura podjednostki 30S E. coli [19J, kolorem zielonym oznaczono tRNA w miejscu P;

B - struktura podjednostki 40S S. cerevisiae [9], kolorem czerwonym oznaczono tRNA w miejscu P;

C - struktura podjednostki 40S T. cruzi [11];

D - struktura podjednostki 40S H. sapiens [15];

E - struktura podjednostki 40S O. cuniculus [17];

F - struktura podjednostki 40S R. norvegicus [7].
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W strukturze Il-rzedowej 18S rRNA, podobnie jak w 16S rRNA, mozna wyrdznic¢
cztery domeny: 5’, centralng, 3'major oraz 3'minor [21] i prace tam cytowane]. Podziat
matego rybosomalnego RNA na domeny wraz z ich lokalizacjg w strukturze krystalicznej
podjednostki 30S Thermus thermophilus [2] przedstawitam na Rysunku 3 (A, B). Przy
poréwnaniu struktury krystalicznej 16S rRNA i mapy krioelektronowej 40S H. sapiens
(Rysunek 3C) zauwazy¢ mozna wysoka zgodno$¢ regiondéw odpowiadajgcych wspolnemu
rdzeniowi matej podjednostki [9], R6znice w uformowaniu strukturalnym 16S i 18S rRNA

zostang omowione dla kazdej domeny z osobna.

domena

centralna domena
3'major

domena 5' tlom_em|

y minor

Wicr/cholev
Platlbrma
Dzi6b
Podstawa
Ostroga (

Rysunek 3. Schemat struktury 16S rRNA (A, na podstawie [22]) i lokalizacja w strukturze
krystalicznej matej podjednostki rybosomalnej 30S (B, struktura pobrana z [23], numer IFKA)
i 40S (C, na podstawie [15]).

Kolorami (A, B) zaznaczone zostaly domeny 16S rRNA: czerwony - 5, fioletowy - centralna,
niebieski - 3' major, zielony- 3' minor.
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e Domena 5’ 18S rRNA

Domena 5' (helisy hi - hi8) tworzy podstawe i ramie podjednostki 40S. Doktadne
potozenie poszczegblnych helis poznane zostato z rozdzielczoScia atomowsg jedynie u
prokariota, dlatego przestawitam je na przyktadzie podjednostki 30S T. thermophilus
(Rysunek 4; schemat struktury Il-rzedowej 16S rRNA pobrany zostat z [22], numer X07998;
koordynaty struktury Ill-rzedowej pobrane zostaty z [23], numer IFKA).

Domena 5 oddziatuje przede wszystkim z czynnikami elongacyjnymi. Wykazano, ze
helisa h5 oraz nukleotyd 368 (wedtug numeracji E. coli) helisy hl5 oddziatujg z czynnikiem
elongacyjnym EF-Tu (odpowiednik eukariotycznego czynnika EFI) [24]. Natomiast para zasad
57:356 oraz petla helisy hl3 wykazujg oddziatywanie z czynnikiem elongacyjnym EF-G
(odpowiednik eukariotycznego EF-2) [25, 26]. Wykazano réwniez oddziatywanie z czasteczka
mMRNA w obrebie helisy hl8 w dwoch miejscach: nukleotyd 532 oddziatuje z mRNA
w pozycji +11 [27], a nukleotyd 530 z mRNA w pozycji +12 [28]. Domena 5 oddziatuje
rowniez z czasteczkg tRNA w rybosomalnym miejscu A (nukleotyd 530 16S rRNA
z nukleotydami 34-36 tRNA) [5]. Stwierdzono, ze helisa h6 jest niezwykle wazna podczas
asocjacji podjednostek 30S i 50S w celu utworzenia aktywnego rybosomu [29]. Dwa sposrod
nukleotyddw domeny 5 (272 i 343) sg zaangazowane w tworzenie mostkow miedzy
podjednostkami. Problem ten zostanie szerzej omoéwiony w rozdziale 3.1.3.

W uformowaniu strukturalnym ramienia widoczna jest réznica pomiedzy podjednostkami
30S i 40S. W podjednostce 30S heli.sa hl6 zwinieta jest w kierunku hl8 (tworzy sie struktura
pseudowezta, por. Rysunek 4), natomiast helisa hl7 biegnie rownolegle w stosunku do diugiej
osi podjednostki ku dotowi podstawy [2, 30]. W podjednostce S. cerevisiae i ssakow helisa h16
jest obrécona w kierunku boku podjednostki i wystaje ponad powierzchnie rybosomu [9].
Helisa hl7 jest krotsza w podjednostce 40S S. cerevisiae i zawiera wiecej nieregularnych par
zasad. Co wiecej, ponizej biatka S9 nastepuje ostry zwrot hl7, ktéra obraca sie w Kierunku
apikalnej petli h21. Réznice miedzy podjednostkami 30S i 40S w obrebie ramienia moga

wskazywaé na odmienny mechanizm inicjacji translacji u organizméw pro- i eukariotycznych.
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D

E
Rysunek 4. Potozenie domeny 5 w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowej 16S rRNA
r. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer
IFKA).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegoélne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D, E - gorna, srodkowa i dolna cze$¢ domeny 5' i odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie
struktury 1l-rzedowej 16S rRNA T. thermophilus.

Przy poréwnaniu domen 5 18S rRNA i 16S rRNA, zaobserwowano kilka sekwencji
wstawionych w strukturze 18S rRNA. Najwieksza sekwencja wstawiona (ES3) ma 120

nukleotydéw dtugosci i zlokalizowana jest w helisie h9 w obrebie lewej stopy [11, 14, 15, 31].
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ES3 jest bardzo zréznicowana pod wzgledem wielkosci i sekwencji [32], jednak dane
filogenetyczne wskazujg na ogoélne podobienstwo jej struktury w rybosomach réznych
gatunkow [22]. Rola jakg moze petni¢ ES3 pozostaje nadal niewyjasniona, jednak wykazano
wystepowanie interakcji trzeciorzedowych z inng sekwencjg wstawiong, ES6 w rybosomach
S. cerevisiae [33, 34].

Istnieje rowniez mniejsza insercja (okoto 20 zasad) w miejscu potgczenia helis h7 i h8
(ES2). Natomiast w regionie helis hl6 i hl7 zaobserwowano delecje 25 zasad. Helisa h8, ktora
w 30S tworzy strukture palca (ang. toe), wraz z helisg h9 ulokowane sg w podjednostce 40S

w obrebie prawej stopy i potaczenia z lewg stopg (Rysunek 5).

ES9

ES 10 ES 10

ES 12 ES 3 ES3

Rysunek 5. Struktura matej podjednostki rybosomalnej 40S T. cruzi [11] z zaznaczonymi
sekwencjami wstawionymi.

A - widok od strony oddziatywania podjednostek:
B - widok od strony zewnetrzne;.

e Domena centralna 18S rRNA

Centralna domena 18S rRNA zawiera helisy hl9 - h27 (Rysunek 6). Wykazano, ze h27
jest istotna dla przeksztatcen konformacyjnych rybosomu podczas procesu translacji. Cata
domena centralna ma decydujgce znaczenie dla wigzania tRNA w miejscu P oraz asocjacji
podjednostek [36] i prace tam cytowane]. Opisano 11 pozycji rRNA tej domeny
oddziatujacych z czasteczkg tRNA, a wiekszo$¢ z nich jest skupiona w obrebie helisy h23. Sg
to: nukleotydy 694 i 711 oddziatujgce z parg zasad 20:1 czgsteczki tRNA [37]; nukleotydy 686,
701 i 717 oddziatujgce z todygg antykodonowg tRNA w pozycji 47 [38] oraz nukleotyd 693,
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ktory oddziatuje z todygg antykodonowg tRNA w pozycji 32 [39]. Wykazano réwniez
interakcje z petlg antykodonowg tRNA w miejscu P (nukleotydy 34 i 39 tRNA oddziatujg z
nukleotydami 926 i 790 16S rRNA [9]) oraz z czasteczka tRNA w miejscu A (para zasad 20:1
oddziatuje z nukleotydami 694 i 711 [37]). Nukleotyd 693 16S rRNA oddziatuje z petlg
antykodonowg tRNA w miejscu E (pozycje 32 i 37), natomiast nukleotydy 694 i 695
zaangazowane sa w oddziatywanie z nukleotydami 38 i 39 tRNA [39]. W rejonie 3' domeny
centralnej (nukleotyd 926 helisy h28) znajduje sie miejsce oddziatywania z mRNA w
pozycji +2 [28]. Domena ta tworzy réwniez cztery konserwatywne miejsca kontaktu z duzg
podjednostkg. Trzy z nich to mostki typu RNA-RNA, a czwarty to RNA-biatko. Problem ten
zostanie szerzej omowiony w rozdziale 3.1.3.

Ogoélne utozenie helis domeny centralnej jest bardzo podobne w podjednostkach 30S
i 40S. lIstniejg jednak roznice, wynikajace przede wszystkim z obecnosci kilku sekwencji
wstawionych w 18S rRNA. Helisa h21, ktéra lezy po zewnetrznej stronie podstawy 30S, jest
rozbudowana w 40S o sekwencje wstawiong ES6, znaleziong we wszystkich poznanych
strukturach rybosoméw eukariotycznych. Diugos¢ ES6 jest zroznicowana u roznych
organizmow i wynosi od 170 nt u O. cuniculus [14] do 504 nt u T. cruzi [11]. ES6 znajduje sie
po zewnetrznej stronie platformy i ze wzgledu na zmienno$¢ sekwencji moze by¢ podzielona
na dwie czesci. Charakteryzujaca sie wiekszg zmiennoscig czes¢ 5 ES6 biegnie w Kierunku
ramienia, rownolegle do helisy h21. Natomiast cze$¢ 3 ES6 wykazuje znaczng
konserwatywno$¢ [22] i biegnie w kierunku podstawy podjednostki tworzac wraz ES3 lewg
stope [31, 33, 34]. Po natozeniu h21 z 30S na strukture 40S O. cuniculus lub R. norvegicus
widoczne jest, ze w podjednostce ssaczej, helisa ta zajmuje miejsce wzdtuz lewej stopy i

dyskutowanej czesci podstawy [7, 14].
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Rysunek 6. Potozenie domeny centralnej w strukturze ll-rzedowej oraz Ill-rzedowej 16S rRNA
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer
IFKA).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegdlne helisy.

A, C, D - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D - dwie czesci domeny centralnej i odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie struktury
Il-rzedowej 16S rRNA T. thermophilus.

W obrebie domeny centralnej 18S rRNA T. cruzi wykazano obecno$¢ drugiej duzej
sekwencji wstawionej, ES7 (insercja 147 nt) w helisie h26 [2, 19, 40]. Cze$¢ ES7

w potgczeniu z fragmentem ES6, tworzy u T. cruzi duzg helikalng strukture, nazwang przez
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Gao i wspotpracownikéw wiezyczka (ang. turret), znajdujaca sie po bocznej stronie 40S, w
poblizu miejsca oddziatywania miedzy podjednostkami (Rysunek 2C oraz Rysunek 5).
Wiezyczka ma dhugos¢ 205 A i jest najdtuzszg strukturg helikalng obserwowang w rybosomie.
Jest ona zakoriczona ostrg spiralg o diugosci 50 A, ktérg nazwano iglicg (ang. spire),
znajdujaca sie w odlegtosci ~130 A od tunelu wyjscia mRNA. Dolna cze$¢ wiezyczki
skierowana jest ku dotowi podjednostki 40S. Przy koncu ulega ona zagieciu prawie o 90°
i bierze udziat w tworzeniu mostka z podjednostkg 60S. Jest to unikatowy typ potaczenia
pomiedzy podjednostkami.

Poza wiezyczka, sekwencje wstawione ES6 i ES7 tworzg mniejsze dodatkowe struktury
helikalne w podjednostce 40S (por. Rysunek 5). Dokiadna rola jakg petnig te sekwencje

wstawione nie jest znana, ale zaproponowano ich udziat w rekrutowaniu mRNA do rybosomu

[11.

¢ Domena 3’'major 18S rRNA

Domena 3'major (helisy h28 - h43) tworzy wierzchotek podjednostki 40S (Rysunek 7).
W jej obrebie mozna wyrdzni¢ wiele funkcjonalnych fragmentéw oddziatujagcych z czasteczka
tRNA. Stwierdzono, ze interakcje te sg bardzo podobne u eukariota jak i prokariota [36].
W trzech regionach tej domeny (nukleotydy 1229 i 1230, 966 i 957 oraz 1338 i 1339)
wystepujg interakcje z tRNA w miejscu A (odpowiednio, z nukleotydami 28 i 30, 34 i 32 [39]
oraz 40 i 41 [2, 19, 40]). Ponadto nukleotydy 30-36 czesci antykodonowej tRNA w miejscu E
oddziatujg z nastepujgcymi nukleotydami 16S rRNA: 1339, 1340 (pozycje 30, 35, 36 tRNA);
1376, 1378 (pozycja 32 w tRNA); 937 (pozycja 33 w tRNA) oraz 1382 (pozycja 34 w
tRNA) [2, 19, 39, 40]. Co wiecej, wykazano oddziatywania tej domeny z czynnikiem
elongacyjnym EF-G (nukleotyd 1044 helisy h33) [26, 41]. Natomiast nukleotydy helis h28
(1052, 1196) i h34 (1395) biorg udziat w interakcjach z czgsteczkg mRNA w pozycjach: +6,
+7 oraz +8 i +9 [28].

Zasadniczg roznice miedzy podjednostkami prokariotycznymi i eukariotycznymi
w domenie 3'major stanowi pozycja i ksztatt dziobu, formowanego przez helise h33. Pomimo,
ze h33 u S. cerevisiae jest dtuzsza, to jednak brak dodatkowej helisy h33a powoduje, ze caty
ten element rRNA jest mniejszy w rybosomach eukariotycznych [9].

W helisach h39 i h4l stwierdzono wystepowanie krétkich sekwencji wstawionych

u T. cruzi, nazwanych odpowiednio ES9 i ES 10 [11]. Tworza one dodatkowe masy w obrebie
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wierzchotka podjednostki (por. Rysunek 5). Insercje 20 nt obserwowano w tym regionie

rowniez w przypadku rybosoméw O. cuniculus [14].

41a

Rysunek 7. Polozenie domeny 3'major w strukturze Il-rzedowej oraz Ill-rzedowej 16S rRNA
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer
IFKA).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegdlne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D, E - gbrna, srodkowa i dolna cze$¢ domeny 3'major i odpowiadajaca im lokalizacja na diagramie
struktury 1l-rzedowej 16S rRNA T. thermophilus.
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e Domena 3'minor 18S rRNA

Domena 3'minor 18S rRNA (Rysunek 8) zawiera dwie helisy: h44 i h45. h44 jest
najdtuzsza helisg w podjednostce 40S, polozong na zewnatrz powierzchni oddziatywania
podjednostek. W rybosomach prokariotycznych zaobserwowano, ze helisy h44 i h45 biorg
udziat w procesie asocjacji podjednostek rybosomalnych [2]. Domena 3'minor, wraz z
helisami h27, hl8, h34, hl/h2, koiicami 3" i 5’ oraz centralnym pseudoweztem tworzg centrum
dekodujgce, ktore odpowiada za translokacie mRNA i tRNA oraz kontrole wiernosci
oddziatywan kodon - antykodon [30]. Sekwencje 16S rRNA i 18S rRNA wykazujg w tym
regionie znaczng konserwatywno$¢ [22], co jest zgodne z uniwersalnoscig procesu

dekodowania.

NS

45

Rysunek 8. Potozenie domeny 3'minor w strukturze Il-rzedowej oraz Ill-rzedowej 16S rRNA
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer
IFKA).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczeg6lne helisy.

A, C - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C - domena 3'minor i odpowiadajaca jej lokalizacja na diagramie struktury Il-rzedowej 16S rRNA
T. thermophilus.
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Najwazniejszg czescig centrum dekodujacego jest gdorna czes¢ helisy h44. Fragmenty
domeny 3'minor w pozycjach 1402 - 1408 i 1492 - 1498 tworzg rybosomalne miejsca A i P
wigzania tRNA [5, 30, 42]. W poblizu regionu dekodujgcego w helisie h44 (nukleotydy
1492-1493) znajdujg sie rowniez miejsca interakcji z czynnikiem elongacyjnym EF-Tu [26,
41]. Czasteczki tRNA w miejscu A oddziatujg z obiema helisami domeny 3'minor: h44
(nukleotyd 1400, [43]) oraz h45 (nukleotydy 1531 i 1542 [43]). tRNA w miejscu P
(nukleotydy 34 i 38) oddziatuje z nukleotydami 1492-1494 helisy h44. Natomiast tRNA w
miejscu E (nukleotydy 37 i 38) wykazuje oddziatywanie z nukleotydami 1510 i 1542 [2].

Unikalng cechg prokariotycznego 16S rRNA jest zlokalizowana w koricu 3’ sekwencja
anty-Shine-Dalgamo, ktéra odpowiada za prawidtowe wigzanie mRNA [44]. Z czasteczkyg
MRNA oddziatujg ponadto nukleotydy 1402 i 1530 w pozycjach odpowiednio -1/-8 oraz +4
[39]. Stwierdzono réwniez, ze helisa h44 zardwno 16S rRNA jak i 18S rRNA jest niezwykle
wazna podczas asocjacji podjednostek w celu utworzenia aktywnego rybosomu [29]. H44
tworzy mostki z duzg podjednostka rybosomalng az w pieciu regionach. Problem ten zostanie
omowiony szczeg6towo w rozdziale 3.1.3.

Zasadnicze roznice pomiedzy 18S rRNA S. cerevisiae a 16S rRNA T. thermophilus
wystepujg w ulokowaniu dolnej czesci podstawy podjednostki 40S. W przypadku rybosoméw
eukariotycznych jest ona przesunieta w strong ramienia (por. Rysunek 5). Ta r6znica ma swoje
odzwierciedlenie w utozeniu helisy h44 [9]. W jej obrebie wystepuje sekwencja wstawiona
ES 12, ktéra tworzy zasadniczg cze$C prawej stopy podjednostki 30S. Obecno$¢ ES12 ma
swoje odzwierciedlenie w zmiennej dtugosci h44, ktora waha sie od 103 nt u E. coli, przez

113 ntu T. cruzi az do 129 nt u S. cerevisiae [9, 26, 31].s

¢ Rozmieszczenie biatek rybosomalnych w podjednostce 40S.

Wszystkie rybosomalne biatka matej podjednostki wystepujg tylko w jednej kopii. W 40S
5. cerevisiae zidentyfikowano 32 biatka (SO - S31), z czego tylko 15 posiada homologi
w podjednostce prokariotycznej. Analiza sekwencji z wykorzystaniem programu BLAST
wykazata, ze niemal wszystkie biatka podjednostki 40S S. cerevisiae (z wyjgtkiem S31)
posiadajg réwniez swoje odpowiedniki u T. cruzi [11], co wskazuje na ich zachowawczo$é

Lokalizacja biatek eukariotycznych w strukturze matej podjednostki rybosomalnej jest
mozliwa dzieki analizie poréwnawczej istniejagcych map krio-EM rybosoméw 80S oraz
struktury atomowej rybosomu 70S. Na tej podstawie mozna umiejscowi¢ w strukturze

przestrzennej konserwatywne biatka posiadajagce swoje homologi w obu krdlestwach.
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Szczegbtowy lokalizacje biatek rybosomalnych przedstawitam w strukturze krystalicznej
podjednostki 30S T. thermophilus [2] na Rysunku 9. Podjednostka bakteryjna 30S zawiera
21 biatek rybosomalnych (SI - S21). Tylko jedno biatko (SI2 u prokariota) jest
umiejscowione po stronie oddziatywania podjednostek. Pozostate biatka zlokalizowane zostaty
po stronie zewnetrznej podjednostki. Stwierdzono réwniez, ze wiekszo$¢ biatek znajduje sie w
rejonie wierzchotka (domena 3’'major 18S rRNA) a zadne rybosomalne biatko nie oddziatuje z

funkcjonalnie waznym rejonem, domeng 3’/n/nor.

S12

Rysunek 9. Struktura trzeciorzedowa matej podjednostki rybosomalnej 30S (struktura pobrana
z [23] numer IFKA).

Kolorem jasnoniebieskim zaznaczono 16S rRNA, pozostatymi kolorami - biatka.

A - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej.

Poza biatkami, ktore posiadajg swoje prokariotyczne odpowiedniki, w mapach krio-EM
rybosomu 5. cerevisiae [9] zidentyfikowano osiem regionéw z dodatkowymi biatkami.
Wiekszo$¢ z nich potozona jest po zewnetrznej stronie podjednostki (Rysunek 10). Dwa
zgrupowania biatek umieszczone sga w rejonie plata wierzchotka oraz wchodzg w skfad dziobu,
zastepujac helise h33a wystepujagca w 16S rRNA. Kolejny klaster biatek znajduje sie w gornej
czesci platformy, w rejonie otaczajagcym biatko S14 i oddziatuje z biatkiem S5. To
oddziatywanie wierzchotka z platformg wyznacza czes¢ tunelu wyjscia mRNA.

Rejon 40S otaczajacy biatko SOA jest powiekszony w stosunku do jego odpowiednika

w podjednostce 30S. Dodatkowe gestosci na mapie krioelektronowej, odpowiadajgce biatkom
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znajdujg sie w poblizu ES6 helisy h21 18S rRNA oraz w miejscu, gdzie w rybosomach
prokariotycznych znajduje sie biatko S16. Obecno$¢ tego drugiego zgrupowania dodatkowych
biatek, moze by¢ odpowiedzialna za r6znice w utozeniu helisy h17 w 18S rRNA i 16S rRNA.
Ostatnie dwa zgrupowania dodatkowych biatek znajdujg sie po stronie oddziatywania
podjednostek, na dole prawej i lewej stopy. Klaster biatek zlokalizowany w obrebie lewej
stopy ma podobng pozycje jak prokariotyczne biatko S20, dla ktérego nie znaleziono

homologu eukariotycznego.

Rysunek 10. Potozenie biatek w matej podjednostce rybosomu drozdzowego [9].

Kolorami zaznaczono: z6tty - 18S rRNA, niebieski - biatka. Biatka homologiczne z biatkami prokariota
przedstawiono jako tanuchy i oznaczono nazwami. Biatka, dla ktorych nie znane sg homologi
prokariotyczne oznaczono jako dodatkowa masa (kolor niebieski).

A - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej.

W 2004 roku zidentyfikowano dodatkowe biatko wystepujgce jedynie w rybosomach
eukariotycznych, nazwane RACKI (ang. receptorfor activated C kinase) [10]. Stuzy ono jako
rusztowanie dla szerokiej gamy kinaz i receptorow zwigzanych z btonami komdrkowymi.
Stwierdzono, ze w rybosomie biatko RACKI potozone jest w sasiedztwie helis h39 i h40
18S rRNA oraz biatka SI6. Przypuszcza sig, ze petni ono funkcje podczas regulacji inicjacji
translacji. Biatko RACKI zostato uwidocznione po raz pierwszy w strukturze krioelektronowej
rybosomu Thermomyces lanuginosus i okazato sie, ze jest obecne we wszystkich poznanych
dotad strukturach krio-EM rybosoméw eukariotycznych (Rysunek 11). Jedynym wyjatkiem

jest podjednostka 40S T. cruzi, gdzie nie obserwowano dodatkowej gestosci w miejscu
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odpowiadajagcym biatku RACKI. Pomimo to, stwierdzono obecno$¢ homologu genu RACKI

w genomie T. cruzi [11], co wskazuje na mozliwo$¢ innego potozenia w rybosomie.

J
i

3

Rysunek 11. Potozenie biatka RACKI (zaznaczono kolorem czerwonym) w matej podjednostce
rybosomu T. lanuginosus (A), S. cerevisiae (B) oraz H. sapiens (C) [10].
Strzatkami zaznaczono tunel wejscia mMRNA.

Pomimo coraz bardziej zaawansowanych badan, doktadna rola jaka petnig biatka
rybosomalne zostata poznana jedynie dla kilku z nich (Tabela ! na podstawie [12, 45, 46]).
Wiadomo, ze niektore biatka spetniajg wazng funkcje podczas procesu sktadania podjednostek,
natomiast ich udziat w procesach petnionych przez dojrzaty rybosom nie jest znany [12].
Przypuszcza sig, ze biatka takie odgrywaja role w utrzymywaniu stabilnosci rybosomu (np.
biatko S16 u prokariota). Ponadto, biatka rybosomalne mogg odgrywaé role w fatldowaniu
rRNA, transporcie prekursoréw rybosomalnych lub w oddziatywaniu z innymi czynnikami
waznymi w procesie translacji. Sugeruje sie réwniez ich udziat w procesach kotranstacyjnych,
takich jak interakcje z czynnikami fatdowania biatek w tunelu wyjscia polipeptydu [47] lub
podczas procesu translokacji. Biatka rybosomalne moga mie¢ réwniez wptyw na wazne dla
dziatania rybosomu funkcje enzymatyczne, np. funkcje helikazy mRNA [48]. Woydaje sie
rowniez, ze biatka S6, S9, S13, S17 oraz S20 nie sg zasadnicze dla funkcjonowania rybosomu,
poniewaz szczepy E. coli z usunietymi genami tych biatek wykazywaty znaczng
przezywalnosc¢.

Funkcje rybosomalnych biatek eukariotycznych nie sg tak dobrze poznane jak
prokariotycznych. Biatko SO oddziatuje z powierzchnig czynnika inicjacyjnego transtacji
elF3 [49]. Sadzi sie, ze bierze ono udziat w przylaczaniu elF3 do matej podjednostki
rybosomalnej. Biatka S2, S9 i S28 sg wazne dla utrzymywania dokfadnosci i wiernosci procesu
translacji. Wedtug najnowszych doniesien, eukariotyczne biatka SIO, S26, S3, SO, S15 i S2
bezposrednio uczestniczg w transporcie 18S rRNA podczas procesu jego dojrzewania [47].

Mutacje w biatkach S5, S18 i S19 prowadzg do zaburzen obrdébki 18S rRNA, wskutek czego
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prekursor 18S rRNA (20S rRNA) zostaje zatrzymywany w jadrze komorkowym i nie jest
transportowany do cytoplazmy. Natomiast brak S20 prowadzi do zaburzen obrobki 20S rRNA

w cytoplazmie.

Biatko Funkcja

Sl niespecyficzne wigzanie mRNA

S3, S4, S5 tworza czes$¢ tunelu wejscia mRNA, mozliwe dziatanie jako helikaza mRNA
S4 utrzymywanie wiernosci translacji

S7, Sil wigzanie mRNA i tRNA w rybosomalnym miejscu E

S9, S13 interakcje z tRNA w miejscu P

S12 odczytywanie drugiej i trzeciej pozycji kodonu tRNA w miejscu A

Tabela 1. Przyklady eukriotycznych biatek malej podjednostki rybosomalnej o znanych
funkcjach (na podstawie [12,45,46]).

3.1.2. Struktura duzej podjednostki rybosomalnej 60S.

Duza podjednostka rybosomalna 60S S. cerevisiae zbudowana jest z 25S rRNA (3392
nt), 5,8S rRNA (-120 nt), 5S rRNA i 45 biatek (LI -L45) [9], Ze wzgledu na to, ze 5,8S rRNA
jest homologiczny do czesci 5' 23S rRNA, rRNA duzej podjednostki S. cerevisiae jest 0 646 nt
dtuzszy niz bakteryjny 23S rRNA E. coli (2904 nt) i 505 nt dtuzszy niz archebakteryjny
23S rRNA H. marismortui (3045 nt). Drozdzowa podjednostka 60S zawiera 12 rybosomalnych
biatek wiecej niz 50S E. coli i 14 biatek wiecej niz podjednostka H. marismortui.

Na morfologie duzej podjednostki skladajg sie cztery podstawowe elementy
(Rysunek 12A-F): podstawa (ang. body), stanowigca dolng cze$¢ podjednostki oraz trzy
wypuktosci w gornej czesci: (1) centralna wypukto$¢ (ang. central protuberance) ze
zasocjowanym palcem miejsca A (ang. A-site finger, ASF; tworzy go helisa H38 L-rRNA),
(2) wypuktos¢ LI (ang. LI protuberance) i (3) stupek biatek P, zwany kciukiem, oddziatujacy
z czynnikami elongacyjnymi. Stupek kwasnych biatek P jest odpowiednikiem wypuktosci

L7/L12 obecnej u organizméw prokariotycznych [9].
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Rysunek 12. Struktura duzej podjednostki rybosomalnej, prokariotycznej SOS i eukariotycznych

60S.
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- struktura podjednostki 50S E. coli [19], kolorem zielonym oznaczono tRNA w miejscu P;

- struktura podjednostki 60S S. cerevisiae [9], kolorem czerwonym oznaczono tRNA w miejscu P;

- struktura podjednostki 60S T. cruzi', A, P, E oznaczajg rybosomalne miejsca [11];

- struktura podjednostki 60S H. sapiens [15];

- struktura podjednostki 60S O. cuniculus [17];

- struktura podjednostki 60S R. norvegicus [7]; ASF oznacza palec miejsca A, czerwonymi kropkami

oznaczono brzeg szczeliny miejsca aktywnego.
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Przy poréwnaniu podjednostek 60S S. cerevisiae i T. cruzi widocznych jest kilka
dodatkowych wypuktosci w przypadku tego drugiego organizmu [11]. Najbardziej widoczng
roznicg jest wystepowanie duzej helikalnej struktury nazwanej kolcem (ang. prong)
zlokalizowanej pomiedzy centralng wypuktoscig a helisg H38. Co interesujace, struktura
podobna do kolca zidentyfikowana zostata w rybosomach H. sapiens (oznaczona czerwong
kropkg na Rysunku 12D), ale nie znaleziono jej w rybosomach S. cerevisiae
i prokariotycznych.

W strukturze podjednostki 60S O. cuniculus [17] zaobserwowano, ze ponizej centralnej
wypuktosci i ASF, miedzy stupkiem biatek P i wypuktoscig LI znajduje sie konserwatywna
szczelina (nazwana réwniez przez Morgana i wspotpracownikéw kanionem). Jest to szczelina
miejsca aktywnego rybosomu, tj. centrum peptydylotransferazowego
(ang. peptidyltranspherase center, PTC), w ktorym odbywa sie synteza wigzania peptydowego.
Brzeg tej szczeliny (oznaczony czerwonymi kropkami na Rysunku 13 F) utworzony jest przez
diugie cylindryczne fragmenty o $rednicy 20-25 A, co sugeruje, ze moga by¢ one zbudowane z
rRNA. U podstawy szczeliny znajduje sie tunel wyjscia polipeptydu. Potwierdzeniem roli, jakg
moze petni¢ ten tunet jest fakt, ze wyjscie z tunelu naktada sie z miejscem wystepowania
centralnego poru tunelu retikulum endoplazmatycznego w kompleksach translokacyjnych. W
ten sposéb powstawatoby przedtuzenie tunelu wyjscia polipeptydu z PTC do retikulum.

Topologia tunelu wyjscia polipeptydu jest silnie konserwatywna. Jego dtugo$¢ wynosi
okoto 100 A (polipeptyd o takiej dtugosci jest chroniony przed proteolizg). Z doktadniejszych
badan rybosomu 70S [50, 51] wiadomo, ze tunel jest w znacznej jego czesSci prosty,
z wyjatkiem zagiecia 20-35 A w rejonie PTC (Rysunek 13). Srednica tunelu waha sie od 20 A
W najszerszym miejscu do okoto 10 A na samym jego poczatku oraz w odlegtosci 28 A od
miejsca wyjscia. Przecietna Srednica tunelu wynosi 15 A Wigkszg cze$¢ Scian tunelu stanowi
rRNA, jednak zidentyfikowano réwniez kilka biatek rybosomalnych w jego poblizu. Sg to
biatka L4, L22 i L39e. Cecha odrdzniajaca rybosomy 70S od 80S w tym regionie jest fakt, ze
miejsce wyjscia tunelu z duzej podjednostki rybosomalnej 60S znajduje sie w jedynej ptaskiej
czesci rybosomu po jego zewnetrznej stronie [7]. Zostata ona nazwana ptaska powierzchnig
rybosomu (ang. flat ribosomal surface, FRS). Ze wzgledu na istnienie FRS, ogolny zarys
rybosoméw 80S jest bardziej hemisferyczny w poréwnaniu ze sferycznym ksztattem 70S.
Wyjatek stanowig rybosomy T. cruzi, w przypadku ktérych podjednostka 60S nie posiada

ptaskiej powierzchni. Dlatego tez rybosomy te ksztattem zblizone sg do bakteryjnych.
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Rysunek 13. Architektura rybosomu 70S E. coli (na podstawie [52]).

Przedstawiono strukture krioelektronowg rybosomu (podjednostka 30S - Kkolor pomaranczowy,
podjednostka 50S - kolor niebieski) ze zasocjowanymi czgsteczkami: AA-tRNA w miej.scu A (kolor
rozowy), P-tRNA w miejscu P (kolor zielony) i D-tRNA w miejscu E (kolor jasny brazowy).
Wmodelowano strukture krystaliczng czasteczki  mRNA  (kolor fioletowy) oraz fafcucha
polipeptydowego (kolor jasnobrazowy). Cze$¢ podjednostki 50S zostata usunieta w celu ukazania
tunelu wyjscia polipeptydu (kolor z6kty).

W strukturze Il-rzedowej zaréwno bakteryjnego jak i eukariotycznego L-rRNA mozna
wyrézni¢ szes¢ domen (oznaczane jako 1-VI) [1]. W obrebie czasteczki 5S rRNA wyrdzniamy
pie¢ regionébw dwuniciowych (oznaczanych jako helisy H | - H V) oraz pie¢ petli
(oznaczanych jako petle A - E) [53]. Sze$¢ domen 23S rRNA wraz z czgsteczkg 5S rRNA
tworzy skomplikowana, jednolitg strukture. W przeciwienstwie do matej podjednostki, domeny
23S rRNA wzajemnie sie ze sobg przeplatajg. Podziat rybosomalnych RNA duzej podjednostki
na domeny wraz z ich lokalizacjg w strukturze krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui
[1] przedstawitam na Rysunku 14.

Tak jak w przypadku 40S, po natozeniu modelu atomowego 50S na mape krio-EM 60S
H. sapiens (Rysunek 14D) zauwazy¢ mozna konserwatywny rdzen podjednostki. Najwieksze
réznice w porownaniu ze strukturg krystaliczng 70S T. thermophilus [5] widoczne sg w
regionie wypuktosci LI oraz LII. Helisy H43 i H44 tworzace wypukto$¢ LIl sg przesuniete
015 A w kierunku centralnej wypuktosci T. thermophilus, natomiast helisa H78 jest

przesunigta o ponad 30 A
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Rysunek 14. Schemat struktury 23S rRNA (A; struktura pobrana z [22], numer AF034620)
i 5S rRNA (B; struktura pobrana z [22], numer AF034620) oraz ich lokalizacja w strukturze
krystalicznej duzej podjednostki rybosomalnej 50S (C; struktura pobrana z [23], numer IFFK)
oraz 60S (D; na podstawie [15]).

A, C - kolorami zaznaczone zostaty domeny 23S rRNA; czerwony - domena |, zielony - domena I,
pomaranczowy - domena Hl, z6tty - domena 1V, niebieski - domena V, fioletowy - domena VI; liczby
oznaczajg numery helis

B - kolorami zaznaczone zostaty petle 5S rRNA: niebieski - petla A, zielony - petla B, z6kty - petla C,
fioletowy - petla D, czerwony - petla E; H I - H V to oznaczenia helis.
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e Domenal L-rRNA

Domena | zbudowana jest z helis HI - H24 i lezy po stronie zewnetrznej podjednostki,
ponizej biatka LI [1]. Waska cze$¢ tej domeny rozpoczyna sie¢ w poblizu domeny VI, gdzie
potozone sg konce 5 i 3’ a nastepnie rozwija sie w strukture globulamg potozong z tyhu,
ponizej regionu LI. Doktadne potozenie poszczegdlnych helis tej domeny przestawitam na
schemacie struktury Il-rzedowej 23S rRNA H. marismortui (struktura pobrana z [22], numer
AF034620) oraz w strukturze Ill-rzedowej podjednostki 50S H. marismortui (Rysunek 15,
struktura pobrana z [23] numer IFFK).

Zasadniczg funkcjg domeny | jest tworzenie $cian tunelu wyjscia syntetyzowanego przez
rybosom polipeptydu, ktéry rozpoczyna sie w centrum aktywnym rybosomu w domenie V
i przebiegajac przez domeny IV, 1lI, Il i |, konczy sie po zewnetrznej stronie duzej
podjednostki rybosomalnej [54]. W obrebie domeny |, w tworzeniu tunelu wyjscia biorg udziat
nukleotydy 23-37, 53-70, 85-97 oraz 442-517. Domena | oddziatuje ponadto z koricem CCA
czasteczki tRNA w miejscu E (nukleotyd 199 helisy HIlI 23S rRNA [5]), oraz z szeScioma
biatkami rybosomalnymi [1, 55]. Helisy H19-H20 silnie oddziatujg z biatkiem L4, natomiast
H2 wraz z H24 - z L22. Oba te biatka reguluja proces translacji poprzez oddziatywanie z nowo
zsyntetyzowanym polipeptydem [12, 45, 46]. Wykazano réwniez, ze pary nukleotydowe
194-201, 224-227 oraz 248-257 wystepujace odpowiednio w helisach HII, H12 i H13
oddziatujg z biatkiem L15. Zaobserwowano takze interakcje miedzy helisami H7 i H19-H20
a biatkiem L24 oraz pomiedzy helisami H5-H7 a biatkiem L29, dla ktérego sugeruje sie udziat
w tworzeniu miejsca wigzania SRP (ang. signal recognition particle). W strukturze
krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui zaobserwowano takze stabe oddziatywania

pomiedzy nukleotydami domeny | a biatkiem L23 [5].
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Rysunek 15. Polozenie domeny | w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowej 23S rRNA
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer

IFFK).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegdlne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C - F - gbrna, dolna i $rodkowa cze$¢ domeny 1 oraz odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie
struktury 11-rzedowej 23S rRNA H. marismortui;

F - rotacja o 180 w lewo w stosunku do E.

W obrebie domeny | rybosoméw 80S znaleziono kilka réznic w poréwnaniu z 70S.
Zmiany te sg relatywnie niewielkie, ale wystepujg w rejonach funkcjonalnie waznych, tj. w

obrebie helis H7, HI8, H19 oraz H20 w rejonie tunelu wyjscia polipeptydu. W strukturze
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rybosomoéw ssaczych [7, 14, 17] nie obserwowano helisy HI, a w obrebie helis HI8 i H19
zauwazono dodatkowych 60 nukleotydéw. Te sekwencje wstawione nazwano ES4 i ESS5.
Stwierdzono, ze nie wystepujg one oddzielnie, ale tworzg klastry z innymi sekwencjami

wstawionymi w innych domenach 25S rRNA (Rysunek 16).

Ccniralna B Ccni{(a}lng
&4 wypuktosé
y wypuktosé w Wypuktosé
Wypuktosé
LI ES9
i:s.i
us27 i;S20.26
ES24 mES27
Ceniralna Cecnlialiia
wypuktosé
Wypuktosé
v
ES31
ES.31
;527
ES20/26
Centralna
F Wypukiose  WyPukios
'Ll Stupek
biatek I* Stupek
biatek P

Rysunek 16. Sekwencje wstawione w 26S rRNA S. cerevisiae [9] oraz O. cuniculus [17].
A-D - podjednostka 60S S. cerevisiae, widok - odpowiednio, od strony: oddziatywania podjednostek,

zewnetrznej, stupka biatek P, wypukiosci L1I;
E - F - podjednostka 60S O. cuniculus, widok odpowiednio - od strony oddziatywania podjednostek

oraz od strony stupka biatek P.
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e Domena Il L-rRNA

Domena Il jest najwiekszg z szeSciu domen 23S rRNA i stanowi najwigkszy obszar

zewnetrznej czesci podjednostki (Rysunek 17). Zawiera helisy H25 - H46.
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Rysunek 17. Potozenie domeny Il w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedoweJ 23S rRNA
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer

IFFK).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczeg6lne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C - E - gbrna, $rodkowa i dolna cze$¢ domeny Il oraz odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie

stmktury 1l-rzedowej 23S rRNA H. marismortui.
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W strukturze domeny Il mozna wyr6zni¢ trzy wystajace elementy, skierowane w strone
ptaszczyzny oddziatywania podjednostek [1], Jeden z nich (zawierajacy helisy H42 - H44)
stanowi rusztowanie wypukiosci L7/L12. Fragmenty helis H43 i H44 domeny | (nukleotydy
w pozycjach 1051 - 1108) wraz z fragmentem domeny VI i biatkami L6, LII, L4 i L7/L12
tworzg centrum GTPazowe rybosomu (ang. GTPase-associated centre, GAC) [56, 57].
Centrum to odpowiedzialne jest za wigzanie czynnikéw elongacyjnych (EF-1 i EF-2), czynnika
inicjujacego IF-2 i czynnika uwalniajgcego RF3. Wszystkie te czynniki nalezg do biatek
wykazujacych wihasciwosci GTPazy. Druga wypuktosé domeny Il to helisa H38, ktdra jest
najdtuzsza nierozgateziong helisg w podjednostce. Rozpoczyna sie ona od strony zewnetrznej
50S, zagina pod katem okoto 90 i Kkieruje w strone matej podjednostki pomiedzy domeng V
23S rRNA a czasteczkg 5S rRNA. Ponadto, nukleotydy 881-883 oraz 898-899 oddziatuja
odpowiednio z nukleotydami 17-19 petli DHU oraz nukleotydem 56 petli T4"C czgsteczki
tRNA w miejscu A. Trzeci region domeny Il (helisy H32 - H35.1) skierowany jest dokfadnie
w kierunku matej podjednostki. Jego koniec, petla helisy H34, oddziatuje z helisg h20 i
biatkiem S15 malej podjednostki, tworzac mostek B4 [1].

Znaczny fragment domeny Il tworzy réwniez Sciany tunelu wyjscia polipeptydu [50]. Z
domeng tg oddziatuje az 15 rybosomalnych biatek duzej podjednostki [1, 55]. Sg to biatka LI,
L3, L4, L6, L9, LIO, LI1, L13, L15 oraz L30, wykazujace silne oddziatywania z nukleotydami
23S rRNA oraz biatka L2, L5, LI8 i LI2, oddziatujgce stabiej z L-rRNA w obrebie tej
domeny.

W domenie Il 25S rRNA S. cerevisiae zidentyfikowano kilka sekwencji wstawionych,
ktore sg odpowiedzialne za wystepowanie dodatkowych wypukiosci RNA pod stupkiem
biatek P [9]. Gtowna sekwencja wstawiona okre$lana jako ES7 wystepuje sie w helisie H25.
Insercje te obserwowano réwniez w rybosomach ssaczych jako wydtuzony kolec
(Rysunek 6E, F), prawdopodobnie utworzony przez dwuniciowe rRNA o dtugosci powyzej
400 nt [7, 14, 17]. W przypadku podjednostki 50S R. norvegicus insercja ta ma 760 nt
dtugosci, a u //. sapiens jest dtuzsza az o 655 nukleotydéw niz ES7 S. cerevisiae [15].
Mniejsza cze$¢ tej dodatkowej sekwencji znajduje sie ponizej stupka biatek P, natomiast
wieksza czes¢ tworzy strukture w ksztakcie litery V po zewnetrznej stronie podjednostki 60S.

Dwie mniejsze insercje, ES9 oraz ES 12, ulokowane sg z tylu wypuktosci centralnej
(Rysunek 16B) [7, 9]. ES9 ma dtugos$¢ okoto 30-50 nukleotyddéw u R. norvegicus. ES 12 jest
insercjg w helisie H38, ktora jest zwigzana z tworzeniem mostka miedzy podjednostkami oraz
wykazuje interakcje z ASF. W przypadku rybosomOéw R. norvegicus, insercja ta ma 90

nukleotydéw dtugosci. ES 12 biegnie z tytu centralnej wypuktosci w Kierunku LI. Przypuszcza
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sie, ze dziata jako podpora, ktéra wraz z czasteczka 5S rRNA moze bra¢ udziat w zazebianiu
sie zmian konformacyjnych tych fragmentéw rybosomu, ktore oddziatujg z domenami WC
i DHU tRNA w miejscach A i P. Apikalna petla ES12 wykazuje interakcje z biatkiem
wigzacym 5S RNA (L15) w obrebie sekwencji specyficznej w tym biatku jedynie dla
eukariota.

Dodatkowa wypukto$¢ przypominajacg palec (oznaczong jako 4 na Rysunek 16E, F)
obserwowano w tylnej czesci podjednostki O. cuniculus pod stupkiem biatek P. Jest to insercja
ES15 w helisie H45. Jest ona zbudowana z fragmentow rRNA o diugosci okoto 1(X) nt.
Insercje w tym samym rejonie, diugosci 125 nukleotydéw zaobserwowano réwniez
w rybosomach R. norvegicus, gdzie zidentyfikowano dodatkowych 90 nukleotydéw réwniez w
obrebie helisy H29 [7]. Natomiast w strukturze podjednostki 60S T. cruzi i H. sapiens
zidentyfikowano duza helikalng strukture, nazwang kolcem, ktéra wystepuje pomiedzy
centralng  wypukitosciag a heliss H38 po zewnetrznej stronie  podjednostki
(Rysunek 12 C, D)[I].

e Domena Il L-rRNA

Domena Il jest zwartg, globulamg domena, skiadajacg sie z helis H47 - H60 [1].
Zajmuje ona spodnig lewa cze$¢ duzej podjednostki (Rysunek 18). Ksztattem przypomina
czteroramienng gwiazde, ktérej wierzchotki stanowig helisy: H48, H52, H57 i H58.
Najbardziej rozlegte oddziatywania domeny Il majg miejsce z fragmentami domen I, 1V i VI.

Strukture domeny Il stabilizujg oddziatywania z czterema biatkami, tj. z L2, L3, L22
oraz L23 [1]. Najistotniejszym fragmentem sag nukleotydy 1262-1621, ktore tworzg tunel
wyijscia polipeptydu [50].

W obrebie domeny Il zidentyfikowano dwie sekwencje wstawione w rybosomach
ssaczych [14]. Wystepujg one w helisach H52 (35 dodatkowych nukleotydéw) oraz H54

(insercja 40 nukleotydow).
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Rysunek 18. Potozenie domeny IIl w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowej 23S rRNA
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer

IFFK).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczeg6lne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D, E - dolna, gorna i Srodkowa cze$¢ domeny IB oraz odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie
struktury 1l-rzedowej 23S rRNA H. marismortui;

E - rotacja 0 90" w prawo w stosunku do D.
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e Domena IV L-rRNA

Domena IV zbudowana jest z helis H61 - H71. Zajmuje ona wigkszg cze$¢ ptaszczyzny

podjednostki 50S, ktéra oddziatuje z 30S (Rysunek 19) [1]. Tworzy ona duzy przekatny plat

ptaskiej powierzchni rybosomu i taczy sie z domenami Il i V po zewnetrznej stronie
rybosomu.
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Rysunek 19. Potozenie domeny IV w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowej 23S rRNA

H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer IFFK;
w helisie H69 brak nukleotyddéw w pozycjach 1952-1963).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegélne helisy.

A, C-D - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D - dolna i gbérna i cze$¢ domeny IV oraz odpowiadajgca im lokalizacja na diagramie struktury
Il-rzedowej 23S rRNA H. marismortui.

Helisy H67 - H71 stanowig najwazniejszg cze$¢ domeny IV i formujg brzeg szczeliny
miejsca aktywnego (por. Rysunek 12F). Jest to jeden z niewielu regiondéw 23S rRNA, ktory nie
jest stabilizowany przez biatka rybosomatne. Stwierdzono roéwniez interakcje helisy H69

potozonej w centralnym miejscu brzegu szczeliny z petla DHU czasteczki tRNA zajmujacej
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zarbwno miejsce A (nukleotydy 11 i 12 tRNA oddziatujg z nukleotydami 1914 i 1915
23S rRNA; nukleotydy 25 i 26 tRNA oddziatujg z nukleotydami 1913 i 1914 23S rRNA [5]),
jak i miejsce P (nukleotydy 12 i 13 tRNA oddziatujg z nukleotydami 1908 i 1909 23S rRNA;
nukleotydy 25 i 26 tRNA oddziatujg z nukleotydami 1922 i 1923 23S rRNA). W interakcjach
z czgsteczkg tRNA zajmujacg rybosomatne miejsce P biorg rowniez udziat nukleotydy
w pozycjach: 1916, 1918, 1926 oraz 1924. Oddziatywania te wystepujg zaréwno
w rybosomach 80S [9] jak i 70S [5, 19]. Helisa H69 oddziatuje rowniez z helisg h44 16S rRNA
tworzac mostek miedzy podjednostkami 40S i 60S. Fakt ten moze mieC znaczacy wplyw na
dynamike translacji, a szczeg6lnie na sam mechanizm translokacji czasteczek tRNA [9]. Piec
sposrod nukleotydow helisy H68 jest zaangazowanych w oddziatywania z todyga akceptorowg
czasteczki tRNA w rybosomalnym miejscu E [5, 58]. Ponadto, czes$¢ akceptorowa czasteczki
tRNA w miejscu A jest stabilizowana poprzez interakcje z nukleotydami 1942 i 1943 helisy
H71 [5].

W obrebie catej domeny 1V, jedynie nukleotydy 1654-1660 oraz \992-2000 helisy H61
wykazujg oddziatywania z biatkiem rybosomalnym L3, helisa H66 wigze biatko L2, a helisa
H62 odpowiada za interakcje z biatkiem L14 [5, 55].

W helisie H63 domeny IV zidentyfikowano duzg insercje (560 nukleotydéw w
rybosomach ssaczych, [17]) nazwang ES27. Helisa H63 zajmuje dolng cze$¢ podjednostki 60S
w ptaszczyznie miedzy podjednostkami i biegnie od strony stupka biatek P do wypuktosci LI.
ES27 umiejscowiona jest po stronie LI podjednostki (por. Rysunek 16 A-D). W strukturze
rybosoméw ssaczych jest ona widoczna jako wydtuzony kolec (oznaczony jako 2 na
Rysunku 17E, F) a w rybosomach S. cerevisiae przyjmuje charakterystyczng strukture
helikalng [9]. Struktura ta nie jest widoczna w podjednostce 60S T. lanuginosus, co wskazuje
na jej niskg zachowawczo$¢ [31]. ES27 najprawdopodobniej odgrywa role w regulowaniu
dostepu czynnikow bioracych udziat w biosyntezie biatka do tunelu wyjscia polipeptydu [59].
W przypadku rybosom6éw ssaczych zaobserwowano rowniez delecje 15 nukleotydow

w obrebie helisy H68 [17].
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e DomenaV L-rRNA

Domena V, zawierajgca helisy H72 - H93, jest umiejscowiona pomiedzy domenami
IV i Il (Rysunek 20). Centralna petla domeny V, ktérg otaczajg helisy H74, H89, H90, HI3 i
H73 stanowi centrum peptydylotransferazowe (PTC), ktérego funkcja jest synteza wigzania
peptydowego oraz uwalnianie utworzonego polipeptydu z peptydylo-tRNA podczas terminacji
translacji [1]. Domene V mozna podzieli¢ na trzy strukturalne regiony. Pierwszy rozpoczyna
sie helisg H75 i tworzy miejsce wigzania biatka LI. Drugi zawiera helisy H80 - H88, potozony
jest miedzy czasteczka 5S rRNA i domeng Il. Trzeci region (helisy H89 - H93) rozcigga sie w
kierunku domeny VI i pomaga stabilizowa¢ miejsce wigzania czynnikdw elongacyjnych na
rybosomie [24]. Wykazano, ze helisy H80 i H93 23S rRNA sg zaangazowane w oddziatywania
z koncem CCA czasteczek tRNA zajmujacych rybosomaine miejsca P i E, natomiast
nukleotydy tworzgce helise H89 silnie oddziatujg z petlg T'PC oraz koicem CCA czasteczki
tRNA w miejscu A [5, 9, 60-63].

W domenie V znaleziono kilka niewielkich sekwencji wstawionych. W helisie H78
obserwowano ES30 w rybosomach ssaczych [17] i //. sapiens [11]. Stwierdzono, ze ma ona
dtugos¢ 30-50 nukleotydow i jest odpowiedzialna za dodatkowg mase w strukturze rybosomow
w dolnej czesci podjednostki od strony wypuktosci LI (ES30 przedstawiona jest jako 5 na
Rysunku 16E, F). Dodatkowa sekwencja okoto 65 nukleotydéw (ES31) znajduje sie w helisie
H79. Stwierdzono, ze w zwigzku z obecnoscig ES3! w podjednostce S. cerevisiae, helisa H79
wykazuje interakcje z domenami 1 i Il [9]. Ponadto H79 ulozona jest warstwowo nad helisg
H76, ktdra z kolei stanowi podstawe wypuktosci LI. Takie utozenie helis moze mie¢ wptyw na
duze zmiany konformacyjne w obrebie wypuktosci LI w rybosomie S. cerevisiae. Co wigcej,

ES31 bierze udziat w tworzeniu mostka miedzy podjednostkami.
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Rysunek 20. Potozenie domeny V w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowej 23S rRNA
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer IFFK;
brak nukleotyddw 137-236 stanowigcych helisy H77, H78 i fragment H76).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczegolne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D, E - gbrna, dolna i $rodkowa cze$¢ domeny V oraz odpowiadajaca im lokalizacja na diagramie
struktury Il-rzedowej 23S rRNA H. marismortui.
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 Domena VI L-rRNA

Najmniejsza z domen L-rRNA, domena VI, zbudowana jest z helis H94 - HIOI i tworzy
duzg cze$¢ powierzchni podjednostki bezposrednio ponizej stupka biatek P [1]. Domena ta

ksztattem przypomina litere X (por. Rysunek 21 D).
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Rysunek 21. Potozenie domeny VI w strukturze Il-rzedowej i Ill-rzedowel 23S rRNA
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer

IFFK)).

Kolorami i numerami zaznaczone zostaty poszczeg6lne helisy.

A, C, D, E - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej;

C, D, E - gorna i dolna cze$¢ domeny VI oraz odpowiadajaca im lokalizacja na diagramie struktury
Il-rzedowej 23S rRNA H. marismortui

D - rotacja 0 90" w lewo w stosunku do C.
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Najbardziej interesujgcym fragmentem tej domeny jest petla sarcyny-rycyny (ang. sarcin-
ricin loop, SRL), ktérg ksztattuje hetisa H95. Nazwa SRL zwigzana jest z bliskoscia:
(1) miejsca w L-rRNA podlegajacego selektywnej depurynacji przez grupe roslinnych
biatkowych rybotoksyn okre$lanych mianem RIP (ang. ribosome inactivating protein), takich
jak rycyna; (2) miejsca ciecia L-rRNA przez endorybonukleazy , ktérych przedstawicielem jest
a-sarcyna. Stwierdzono, ze rybosomy ulegaja catkowitej inaktywacji po hydrotizie tytko
jednego wigzania fosfodiestrowego w tej petli [64], SRL jest zasadnicza dla wigzania czynnika
uwalniajgcego RF3, czynnikdéw elongacyjnych EF-G (nukleotydy 2655 i 2659-2663 [24, 65])
i EF-Tu (nukleotydy 2654-2665 [25, 66]) oraz czynnika inicjujgcego IF-2 [67].

W domenie VI wystepuja dwie zasadnicze insercje, wptywajgce na odmienny wyglad
rybosomoéw 80S w poréwnaniu z 70S (Rysunek 16). Sgto: ES39, dtugosci 200 nukleotydow, w
helisie H98 oraz ES41 - diugosci 20 nt w HIOI. O ile sekwencja wstawiona ES41 ma
zachowaweczy charakter w rybosomach eukariotycznych [9, 15, 17], to w przypadku ES39
obserwowano réznice w utozeniu strukturalnym tej sekwencji w rybosomach 5. cerevisiae
i T. lanuginosus [31]. Stwierdzono, ze jedna z helis ES39 przybiera ksztalt palca w tylnej
czesci podjednostki 60S S. cerevisiae i Kieruje sie do wyjscia tunelu polipeptydu. W
rybosomach T. lanuginosus ta cze$¢ ma zasadniczo odmienng strukture. Ulega ona rotacji o
45° od wyjscia tunelu polipeptydu i w ten sposob znajduje sie w bliskim sgsiedztwie klastra
biatek L4/L18/L32. Podobng pozycje ES39 obserwowano w strukturach krioelektronowych

rybosomoéw H. sapiens [26], Triticum vulgare [68] i Trypanosoma brucei [11].

* 5SrRNA

Najmniejszym komponentem duzej podjednostki, obecnym we wszystkich rybosomach,
jest 5S rRNA. Jest to czasteczka o dtugosci okoto 120 nukleotyddéw i masie ok. 40 kDa [53].
Pomimo tego, ze znanajest struktura trzeciorzedowa zaréwno nieskompleksowanego 5S rRNA
[69-71], poszczegdlnych syntetycznych helis tej czasteczki [72-75] a takze w rybosomie,
ktorego 5S rRNA stanowi nieroztgczng czes¢ [1, 5, 9, 76], (Rysunek 14C oraz Rysunek 22B),
doktadna rola jaka petni czasteczka 5S rRNA w procesie translacji pozostaje niewyjasniona.
Sugeruje sie, ze moze ona dziata¢ jako przekaznik sygnatu pomiedzy centrum
peptydylotransferazowym rybosomu a domeng Il L-rRNA odpowiedzialng za proces
translokacji [53, 77, 78]. Inna proponowana funkcja 5S rRNA miataby polega¢ na
utrzymywaniu stabilnosci duzej podjednostki rybosomalnej [78]. Funkcjonalna waznos$¢

czasteczki 5S rRNA zostala wykazana u E. coli, gdzie delecja wiecej niz jednego genu
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kodujacego 5S rRNA skutkowata ostabieniem szybko$ci wzrostu bakterii [79]. Wykazano
rowniez, ze natywna czasteczka 5S rRNA jest naturainym leadzymem, ktory tnie specyficznie
inne czasteczki RNA w obecnosci jondw otowiu. Aktywnos$¢ leadzymu 5S rRNA moze by¢
waznym aspektem toksycznosci otowiu w zywych komoérkach [80].

Na strukture 5S rRNA skiada sie piec helis: (I-V), dwie petle apikalne (C, E), dwie petle
wewnetrzne (B, D) oraz region zawiasowy (A), zorganizowane w splot trzech helis. Strukture

I1-rzedowg5S rRNA przedstawia Rysunek 14B oraz Rysunek 22B.
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Rysunek 22. 5S rRNA.

A - struktura Ill-rzedowa 5S rRNA w krysztale podjednostki 50S H. marismortui wraz
z oddziatujgcymi biatkami (na podstawie [53]);

B - struktura U-rzedowa 5S rRNA H. marismortui, pobrana z [22], numer AF034620.

Interesujagca cechg helisy H | jest obecno$¢ tandemowo utozonych par G U
stabilizowanych przez trzy czasteczki wody, ktére posrednicza w interakcjach miedzy
nukleotydami i rekompensujag w ten spos6b brak bezposrednich oddziatywan
wodorowych [72]. Helisa H 1l 55 rRNA stanowi miejsce wigzania biatek rybosomalnych
i czynnika tranksrypcyjnego A (TFHIA). Konserwatywnym regionem w tej hetisie jest
wypetlenie jednego nukleotydu [74], ktére prawdopodobnie stuzy jako miejsce wigzania biatek
[81]. Helisa H 1Il zawiera dwa lub trzy wypetlone nukleotydy w czesci 3’, ktore sg wysoce
konserwatywne zaréwno u prokariota jak i eukariota. Jednak to jakie nukleotydy sg wypetlone,
oraz regiony otaczajace je, r6znig si¢ u roznych organizmoéow. W przypadku 5S rRNA Xenopus
laevis, dwie wypetlone adenozyny sg zasadnicze dla wysoce specyficznego wigzania biatka
rybosomalnego L5 [73, 82]. Adenozyny te sg ulokowane w matej bruzdzie helisy RNA
i utozone sg powyzej sasiadujgcej od strony 3’ adenozyny [83]. Interesujacg cechg helisy H IV
jest struktura rzadkiej pary zasad GC, ktéra przyjmuje chwiejng konformacje

(ang. wobble-like) jako rezultat protonacji cytozyny. Ta para zasad jest stabilizowana przez
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czasteczki wody oraz interakcje RNA-RNA [84]. Ponadto w helisie H IV wystepuje motyw
tandemowo utozonych par G U, w ktérym guanozyny sg utozone warstwowo, jednak po
przeciwnych stronach nici [85]. W strukturze krystalicznej petli D 5S rRNA Thermus flavus
wykazano, ze petla ta wykazuje charakterystyczne cechy konserwatywnej klasy petli
czteronukleotydowych 5’-GNRA-3' [86]. W strukturze tej, guanina z konca 5 petli D (G87)
oddziatuje z adening z korica 3' poprzez dwa wigzania wodorowe. Natomiast C88 oraz G89 sg
zwrocone w Kierunku wody i nie tworzg wigzan wodorowych z zadnymi innymi nukleotydami.
W organizmach prokariotycznych, petla E jest miejscem wigzania rybosomalnego biatka L25
[87]. W strukturze tej petli zaobserwowano wiele niekanonicznych par zasad [88, 89].
Najbardziej widoczng roznicg w czasteczce 5S rRNA miedzy eukariota i archebakteria a
eubakteria jest struktura petli E. W przypadku eubakteria obie nici tworzgce tg wewnetrzna
petle sg roéwnej dtugosci, natomiast u eukariota petla od strony 5’ jest dtuzsza o jeden
nukleotyd. W rezultacie tworzy sie jednonunkleotydowe wypetlenie. Ponadto u tych
organizmoéw, struktura petli E wykazuje bardzo duze podobieristwo do motywu strukturalnego

znalezionego w domenie sarcyny-rycyny L-rRNA [90-92].
e Rozmieszczenie biatek rybosomalnych w podjednostce 60S

W strukturze duzej podjednostki rybosomalnej 60S S. cerevisiae zidentyfikowano 45
biatek, z czego 28 posiada swoje homologi w organizmach prokariotycznych [9], a 19 jest
konserwatywnych we wszystkich trzech krélestwach organizméw zywych [12]. Szczeg6towa
lokalizacje biatek rybosomalnych przedstawitam w strukturze krystalicznej podjednostki 50S
H. marismortui na Rysunku 23.

Podjednostka bakteryjna 50S zawiera 36 biatek rybosomalnych. Stwierdzono, ze
ptaszczyzna 60S miedzy podjednostkami jest bardzo uboga w biatka [12]. Natomiast tunel
wejscia mMRNA, miejsce przylaczania czynnikdéw elongacyjnych w obrebie wypuktosci L7/L12

oraz wyjscie tunelu mRNA jest zbudowane gtdéwnie z rybosomalnych biatek (Rysunek 23).
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Rysunek 23. Struktura Ill-rzedowa duzej podjednostki rybosomalnej 50S (struktura pobrana
z [23] numer IFFK).

Kolorem jasnoniebieskim zaznaczono 23S rRNA, pozostatymi kolorami - biatka.

A - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony zewnetrznej.

Poza biatkami, ktdre posiadajg swoje prokariotyczne odpowiedniki, w mapach krio-EM
rybosomu S. cerevisiae [9] zidentyfikowano dwanascie regionéw z dodatkowymi biatkami.
Stwierdzono, ze wiekszo$¢ z nich potozona jest po zewnetrznej stronie podjednostki
(Rysunek 24). Duze zgrupowanie biatek wchodzgce w skiad rozciggnietego stupka zostato
zidentyfikowane jako kompleks PO(P1/P2)2 [93], odpowiednik bakteryjnego kompleksu
L10(L7/L12)4. Shtupek ten ma inng orientacje u S. cerevisiae niz u organizmow
prokariotycznych (Rysunek 12A). Co interesujace, stupek biatek PO/P1/P2 posiada boczny
ptat, ktory ulokowany jest w bliskiej odlegtosci od N-koricowej domeny biatka L12. Doktadnie
w tej pozycji wystepujg w rybosomach eukariotycznych interakcje z czynnikiem elongacyjnym
EF2. Oddziatywania takie nigdy nie byty obserwowane w przypadku komplekséw 70S*EF-G
E. coli (czynnik elongacyjny EF-G spetnia te samg funkcje u prokariota jak czynnik
elongacyjny EF-2 u eukariota). Podstawg tej specyficznej i unikatowej interakcji biatek P

z EF-2 jest mozliwo$¢ dyskryminacji biatek P miedzy czynnikami: EF-G i EF-2.
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Biatka P

L12

vl LI9

Rysunek 24. Potozenie biatek w duzej podjednostce rybosomu S. cerevisiae [9].

Kolorami zaznaczono: niebieski - 25S rRNA, pomaraficzowy - biatka. Biatka homologiczne z biatkami
prokariota przedstawiono jako fafncuchy i oznaczono nazwami. Biatka, dla ktorych nie znane s3
homologi prokariotyczne przedstawiono jako dodatkowa masa i oznaczono cyframi rzymskimi.

A - widok od strony oddziatywania podjednostek;

B - widok od strony stupka biatek P;

C - widok od strony wypukitosci L1.

Podobnie jak w przypadku matej podjednostki rybosomalnej, doktadna rola biatek
poznana zostata jedynie w kilku przypadkach (Tabela 2). Biatka LI oraz L16/L27 moga bra¢
udziat w, odpowiednio, uwalnianiu i wigzaniu czasteczki tRNA do rybosomu [12]. Biatka L4
i L22, ktore potozone sg w tunelu wejScia mRNA, warunkujg odporno$¢ na antybiotykKi
makrolidowe. Ponadto sugeruje sie oddziatywanie L22 z nowoutworzonym taricuchem
peptydowym i regulacje syntezy poszczegolnych biatek. Sugeruje sie rowniez wptyw L9 na
stabilno$é czasteczki tRNA oraz ruch mRNA. Wykazano réwniez negatywny wplyw mutacji

w obrebie genu kodujacego biatko L9 na efektywno$¢ procesu translacji.
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Biatko Funkcja

L5 oddziatywanie z tRNA w miejscu P oraz 5S rRNA

L9 wptyw na efektywno$¢ biosyntezy biatka

LIl sugerowany udziat w procesie translokacji

L16 (LIOe) prawidtowe umiejscowienie domeny akceptorowej tRNA w miejscu A oraz

P; oddziatywanie z czynnikiem odzyskujagcym rybosomu (ang. ribosome
recyclingfactor, RRF)

L4/L22 regulacja translacji poprzez oddziatywanie 2z nowozsyntetyzowanym
potipeptydem

L23/L24 obecne w tunetu wyjscia polipeptydu

L27 oddziatywanie z domeng akceptorowg tRNA w miejscu P oraz z RRF

L29 ulokowane w sasiedztwie tunelu wyjscia polipeptydu; sugeruje sie udziat w
tworzeniu miejsca wigzania czasteczki SRP (ang. signal recognition particle,
SRP)

Tabela 2. Przyklady rybosomalnych bialek duzej podjednostki eukariotycznej o znanych
funkcjach (na podstawie [12,45,46]).

3.1.2 Wptywjonow metali na stabilno$¢ rybosomu.

Dla prawidtowego fatdowania i utrzymywania stabilnosci duzych molekut zbudowanych
z kwaséw nukleinowych, a w szczegdlnosci z RNA, niezbedne sgjedno- i dwuwartosciowe
jony metali. Wiadomo, ze zaréwno struktura jak i funkcja rybosomu jest silnie uzalezniona od
obecnosci jondw metali, a w szczegdlnosci jonéw magnezu MgM”, sodu Na" oraz potasu K*.
Jony Mg™ petnig funkcje w neutralizowaniu ujemnie natadowanych reszt fosforanowych
szkieletu RNA. Natomiast jony oraz Na™ majg udziat w stabitizacji struktury
trzeciorzedowej RNA. Dla przykladu, asocjacja in vitro matej i duzej podjednostki
rybosomalnej w celu utworzenia aktywnego rybosomu silnie zalezy od stezenia jonéw
Mg [94]. Zbyt mate stezenie jondw MgM”" podczas wzrostu E. coli powoduje zmniejszenie
itosci powstajacych rybosoméw. Na tej podstawie mozemy wnioskowaé o funkcjonalnej
waznosci jonoéw Mg dla sktadania i strukturalnej integralnosci rybosoméw. Inne rybosomatne
funkcje, na ktére wptyw majg jony Mg to zalezna od poli(U) polimeryzacja fenyloalaniny,
wigzanie polinukleotydéw do rybosom6éw oraz przytgczanie rybosoméw do membrany
retikutum endoptazmatycznego. O znaczeniu jondw  dla struktury i funkcji rybosomu moze
Swiadczy¢ catkowite i nieodwracatne zahamowanie aktywnosci rybosoméw oraz znaczne
rozfatdowanie ich struktury obserwowane w przypadku braku jonéw K" w ich otoczeniu. Co
interesujgce, zaobserwowano, ze rybosomy E. coli ulegajg dysocjacji na podjednostki pod

wptywem wysokich stezen K™ Dzieje sie to prawdopodobnie dlatego, ze jony konkurujg






3.1 Struktura rvbosomu eukariotvczneeo 47

zjonami Mg"”o miejsca wigzania na powierzchni rybosomu, ktére sg absolutnie wymagane do
asocjacji podjednostek.

W strukturze krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui zidentyfikowano 116 jonow
Mg2* oraz 88 jednowarto$ciowych kationdw, ktére wigza sie gtownie do rRNA [94]. Stezenie
tych jonéw jest najwyzsze w regionach silnie konserwatywnych we wszystkich krélestwach
organizméw. Prawie potowa wszystkich jonéw MgM'” oraz jedna trzecia jonOw oddziatuje
z centrum  peptydylotransferazowym w domenie V L-rRNA oraz z regionami
konserwatywnymi w domenie Il i IV w poblizu domeny V.

Najczestszym motywem wigzacym jony metali w L-rRNA sg helikalne wypetlenia lub
potaczenia miedzy helisami, ktére przerywajg ciggi adenozyny oddziatujgce warstwowo. Jony
jednowartosciowe oddziatujgce z rybosomem moga by¢ podzielone na cztery klasy,
w zaleznosci od miejsc ich wigzania: (1) jony, ktore wigzg sie do duzej bruzdy helisy RNA,
(2) jony, ktére wigzag sie wylgcznie do biatek rybosomalnych, (3) jony, ktére wigza sie
w regionach pomiedzy rybosomalnymi biatkami a RNA, oraz (4) jony, ktére wigzg sie
do okre$lonych  motywéw  strukturalnych  RNA. Najczestszym  miejscem  wigzania
jednowarto$ciowych jondéw metali w L-rRNA sg guanozyny, czesto w kontekscie
strukturalnym chwiejnej pary G-U, z ktérg oddziatuje warstwowo para zasad G-C.

Istnieja dwie gtéwne drogi, poprzez ktdére jony metali mogg stabilizowaé IlI- lub
IV-rzedowsg strukture duzej podjednostki rybosomalnej. Po pierwsze, jony metali mogg
wptywacé posrednio na interakcje trzeciorzedowe w 23S rRNA poprzez lokalng stabilizacje
struktury drugorzedowej rRNA. Jony metali znajdowane sg w plaszczyznach pomiedzy
niezaleznie sfatdowanymi segmentami RNA jak i w ptaszczyznach pomiedzy rybosomalnymi
biatkami i RNA. W ten sposéb moga bezposrednio wptywac na strukture IlI- i 1V-rzedowa
RNA.

3.1.3 Interakcje pomiedzy podjednostkami rybosomalnymi.

Prawidlowy proces biosyntezy biatka wymaga komunikacji miedzy malg i duza
podjednostkg rybosomalng. Dla przyktadu, sygnaly z centrum dekodujgcego malej
podjednostki do centrum peptydylotransferazowego duzej podjednostki mogag by¢
przekazywane przez Ugandy, ktére oddziatujg z oboma regionami (np. poprzez czasteczki

tRNA) lub poprzez mostki spajajace dwie podjednostkami. Zatem struktura i dynamika
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mostkéw miedzypodjednostkowych sg niezwykle wazne dla zrozumienia mechanizmu
biosyntezy biatka.

Metodg mikroskopii krioetektronowej okrestono potozenie 13 mostkdw w rybosomach
E. coli (Bla - Blc, B2a - B2e, B3, B4, B5a - B5b i B6) [19]. Natomiast z uzyciem metod
rentgenograficznych okreslono doktadne potozenie mostkéw taczacych podjednostki rybosomu
70S T. thermophilus [5]. Na podstawie analizy poréwnawczej map krio-EM rybosoméw
eukariotycznych stwierdzono, ze wszystkie mostki zidentyfikowane u organizméw
prokariotycznych majg swoje odpowiedniki w rybosomach 80S. Ta znaczgca konserwatywnos¢
obrazuje funkcjonalng wazno$¢ mostkow spinajacych podjednostki rybosomu. Wiekszo$¢
oddziatywan miedzy podjednostkami to kontakty RNA-RNA, jednak zidentyfikowano réwniez
kilka mostkéw RNA-biatko oraz jeden mostek biatko-biatko.

W strukturze rybosomu 5. cerevisiae uzyskanej z rozdzielczoscig 15 A uwidoczniono
mostki eBl-eB7, ktére majg swoje odpowiedniki bakteryjne, oraz nowe mostki eB8 - eBll,

charakterystyczne wytgcznie dla rybosomow eukariotycznych (Rysunek 25).

A B

eBl11

Rysunek 25. Umiejscowienie mostkéw miedzy podjednostkami 40S i 60S w rybosomie 80S
S. cerevisiae. (na podstawie [9])

Mata podjednostka 40S (A) oraz duza podjednostkg 60S (B) ukazane zostaty od strony oddziatywania
podjednostek. Mostki miedzy podjednostkami oznaczono kolorem czerwonym. Mostki wystepujace u
prokariota oznaczono B1-B7, dodatkowe mostki wystepujace jedynie u eukariota oznaczono eB8-eBI !
i opisano kolorem czerwonym (patrz réwniez Tabela 5).

Dwa mostki, Bla i Bib, tgczg wierzchotek podjednostki 40S z centratng wypuktoscia
podjednostki 60S. Petla apikalna helisy H38 25S rRNA (palec miejsca A, ASF) oddziatuje z
biatkiem S15 podjednostki 40S tworzac mostek Bla (Tabela 3) [9]. W przypadku rybosomow
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70S, biatkowym komponentem tego mostka jest SI3. Ta réznica miedzy elementami
tworzacymi mostek Bla u pro- i eukariota wydaje sie by¢ zalezna od gatunku z dwdch
zasadniczych powoddéw. Po pierwsze, biatko S13 wystepuje w innej pozycji w rybosomach
pro- i eukariotycznych. Po drugie, w przypadku T. thermophilus nie wystepuje C-terminalne
wydtuzenie tego biatka, oddziatujgce z tRNA w miejscu P u eukariota. W gornej czesci
rybosomu O. cuniculus [17] réwniez znaleziono stabe oddziatywanie (hazwane eBl) pomiedzy
wierzchotkiem matej podjednostki a centraing wypukto$cig podjednostki 60S. Oddziatywanie
to jest znacznie stabsze niz analogiczny mostek Bla u prokariota.

Drugi z mostkdw tgczacych wierzchotek 40S z centratng wypuktoScig 60S to Bib, jedyny
mostek utworzony wylgcznie przez oddziatywanie biatek rybosomalnych. Sg to biatka: S18
matej podjednostki i LI ! duzej podjednostki.

Wiekszo$¢ mostkow, ktore taczg gtéwna czes¢ podjednostki 60S z podstawg i platformg
podjednostki 40S lezy w przyblizeniu wzdtuz trzech rownolegtych linii, biegngcych z gornej
do dolnej czesci podjednostek [9]. Mostki lezgce na linii najblizej ramienia 40S lub stupka
biatek P 60S to: B2a, B3, B5a, B5b, eBIO i eBll (Rysunek 25). Mostki B2a, B3 i B5b
utworzone sg przez oddziatywania miedzy matymi bruzdami helisy h44 18S rRNA i helisami
domeny IV 25S rRNA. W strukturze rybosomu 80S O. cuniculus zidentyfikowano réwniez
mostki B2a i B3 (nazwane EB2 i EB3) w obrebie szczeliny miejsca aktywnego [17]. B2 t3czy
gorng czes¢ szczeliny miejsca aktywnego podjednostki 60S z platformag matej podjednostki.
Jest on tworzony przez oddziatywania helisy H69 L-rRNA z koricem helisy h44 18S rRNA.
Natomiast mostek B3 fgczy Sciane szczeliny miejsca aktywnego z punktem potozonym
bezposrednio ponizej mostka B2 w regionie platformy [17]. Mostek B5a powstat dzigki
oddziatywaniom pomiedzy helisg h44 18S rRNA i biatkiem L23 podjednostki 60S.

Kierujac sie w dot hipotetycznej linii faczacej te mostki, znajdujemy dodatkowe mostki
eBIO i eBIl, ktore sg najsilniejszymi oddziatywaniami w rybosomie S. cerevisiae. eBIO
utworzony jest przez oddziatywanie RNA-RNA pomiedzy hetisami hll 18S rRNA i H65
25S rRNA. Sugeruje sie rowniez udziat specyficznego dfa eukariota biatka w tworzeniu tego
mostka, co tlumaczytoby dlaczego ta interakcja nie jest obserwowana w rybosomach
prokariotycznych. eBIl jest utworzony przez oddziatywania miedzy helisg h9 18S rRNA
i sekwencjg wstawiong w helisie HIOI 25S rRNA.

Helisa h44 18S rRNA ulega zagieciu w strukturze rybosomu w Kkierunku ramienia
podjednostki 40S i bierze przez to udziat w tworzeniu lewej stopy, charakterystycznej
wyltgcznie dla rybosoméw 80S [9]. To zagiecie znajduje sie mniej wiecej w pozycji mostka

B5b. Nieco ponizej znajduje sie kolejny mostek, ktory powstat poprzez oddziatywania helisy
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h44 18S rRNA. Jest to mostek B7. Partnerem w tym oddziatywaniu jest biatko L24
podjednostki 60S. Mostek B7 zostat wczeSniej znateziony w rybosomie 70S
T. thermophilus [5], gdzie nazwano go mostkiem B6. Biatko L24 nie posiada homologu
w rybosomach 70S, dlatego sadzi sie, ze mostek B6 moze by¢ u T. thermophilus tworzony

przez analogiczne biatko. Kontakt ten zostat przypisany biatku L19 u prokariota [5].

40S 60S
MOSTEK TYP Przyblizona Przyblizona
Komponent 00zycja Komponent 00zycja
eBla biatko-RNA S15 12 H38 889
eBlb/c biatko-biatko S18 LIl
eB2a RNA-RNA h44 1408/1493 H69 1910-1920
eB2b RNA-RNA h24 784/800 H68 1847
RNA-RNA h45 1515 1939-1941
eB2c RNA-RNA h27 899 H62 1693
h24 771 H67 1832
eB2d RNA-RNA h23 702 H68 1848/1895
eB2e RNA-biatko h22 671 L2
RNA-biatko h23 713 L2
L43
eB3 RNA-RNA h44 1420/1481 H71 1948/1960
eB4 RNA-RNA hil 247 H34 711/720
RNA-RNA h20 583/761 H34 716
biatko-RNA S13 H34 716
eBb5a RNA-biatko h44 1422 bb L23
eB5b RNA-RNA h44 1428/1472 H62 1689/1704
eB6 RNA-biatko hl4 343 L23
eB7 RNA-biatko h44 1446 L24 47
eB8 biatko-RNA Sx H79 sekw. wstawiona
eB9 biatko-biatko Sx Lx
RNA-biatko h21 sekw. wstawiona
eBIO RNA-RNA hll 272 H63 1713/1747
biatko-RNA Sx
eBll RNA-RNA h9 187 HIOI sekw. wstawiona

biatko-RNA Sx

Tabela 3. Mostki miedzy podjednostka 40S a 60S (na podstawie [9]).

Mostki B2b, B2c oraz B4 lezg wzdtuz Srodkowej tinii wyznaczajacej utozenie mostkow
w rybosomie 80S (Rysunek 25). B2b i B2c sg uformowane przez interakcje RNA-RNA,
w ktére zaangazowana jest domena IV 25S rRNA [9]. W tworzeniu mostka B2b biorg udziat
helisy h24 oraz 3’-konficowa helisa 18S rRNA, h45. Mostek B2c jest tworzony przez helise h27
18S rRNA. B4 zostat wczesniej zidentyfikowany u T. thermophilus [5] jako kontakt miedzy
biatkiem matej podjednostki S13 oraz hetisg H34 23S rRNA. W przypadku 5. cerevisiae
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mostek ten jest réwniez tworzony przez S13 i H34, jednak wydaje sie¢ angazowac réwniez
dodatkowe interakcje H43 z helisami hlO i hl 1 18S rRNA.

Trzecia linia wyznaczajaca potozenie mostkow od strony LI podjednostki 60S zawiera
mostki B2d, B2e oraz eB9 (Rysunek 25). B2d jest tworzony w wyniku oddziatywan h23 18S
rRNA w czesci platformy 40S oraz matg bruzda helisy H68 domeny IV 25S rRNA. B2e zostat
wczesniej zidentyfikowany w rybosomach E. coli [19] jako mostek B8. B2e jest kontaktem
typu RNA-biatko a czescig biatkowajest L2. Wykazano, ze obecno$¢ biatka L2 jest zasadnicza
dla rybosoméw 70S E. coli podczas asocjacji podjednostek 30S i 50S [95]. W przypadku
5. cerevisiae, réwniez biatko L43 wydaje sie bra¢ udziat w tym kontakcie, a komponentem
pochodzacym z podjednostki 40S sg u tego organizmu helisy h22 i h23 18S rRNA. Mostek
eB9 jest tworzony przez komponenty, ktore sg nieobecne w rybosomach 70S. Sugeruje sig,
zejest to biatko specyficzne dla podjednostki 60S eukariota oraz sekwencja wstawiona
w 18SrRNA.

Po najbardziej zewnetrznej stronie powierzchni oddziatywania podjednostek znajdujg sie
dwa mostki, B6 oraz eB8 (Rysunek 25). B6 jest kontaktem miedzy helisg hl4 18S rRNA
i biatkiem L23 60S [9]. W strukturze rybosomu O. cuniculus mostek ten zlokalizowano
w dolnej czeSci powierzchni oddziatywania podjednostek [17]. Natomiast mostek eB8 jest
ulokowany nieco ponizej wypukiosci LI [9, 17] i tworzony jest przez interakcje miedzy
biatkiem specyficznym dla eukariotycznych 40S i sekwencjg wstawiong w helisie H79
25S rRNA. Ze wzgledu na to, ze H79 utozona jest warstwowo nad helisg H76 tworzaca
wypuktos¢ LI, mostek eB8 moze odrywa¢ wazng funkcje w kontrolowaniu zmian

konformacyjnych na duzg skale, ktére majg miejsce w obrebie wypuktosci L1.
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3.2 Funkcja rybosomu - biosynteza biatka.

Zasadniczg funkcja rybosomu jest biosynteza biatka. Rybosom petni réwniez funkcje w
innych procesach w komorce, takich jak fatdowanie biatek. U organizmoéw eukariotycznych,

rybosom jest rowniez zwigzany z procesem transportu przez pory jgdrowe.

3.2.1Inicjacjaprocesu biosyntezy biatka.

Inicjacja procesu translacji jest ztozonym procesem, w ktdérym czasteczka inicjatorowego
tRNA (Met-tRNAIi) oraz podjednostki rybosomalne 40S i 60S sg skiadane przy udziale
czynnikow inicjatorowych (ang. eukaryotic initiationfactors, elFs) w rybosom 80S. Proces ten
obejmuje kilka etapow, wsrdd ktérych wyrdzniamy [96]:

1) Selekcje inicjatorowego tRNA z puli elongacyjnych czasteczek tRNA przez elF2 oraz
wigzanie kompleksu potrojnego elF2/GTP/Met-tRNAj. W ten sposob utworzony zostaje
kompleks preinicjatorowy 43S (ang. preinitiation complex, PIC). Reakcja ta jest
stymulowana przez czynniki elFl, elFIA, elF3 i elF3 zaréwno in vitro [97-100] jak i in vivo
[101-103].

2) Wigzanie 43S do mRNA. Najczesciej nastepuje poprzez wstepne rozpoznanie struktury
kapu (m’G) na koncu 5" mRNA przez elFAE, ktéry jest czeScig sktadowa czynnika elF4F. Po
tym nastepuje zwigzanie 43S w bliskiej odlegtosci od kapu. Drugorzedowa struktura mRNA
W miejscu wigzania jest rozplatana przy udziale elF4F, elF4A oraz elF4B [97].

3) Przesuwanie kompleksu 43S wzdtuz czgsteczki mRNA od miejsca zwigzania w regionie
5’UTR (region nie ufegajacy translacji, ang. untranslated region) w kierunku kodonu
inicjatorowego. Kodonem tym jest najczesciej pierwszy tryplet o sekwencji AUG ponizej
5’UTR, w odlegtosci zazwyczaj -50 do -100 nt od kapu [96]. Utworzony zostaje kompleks
preinicjatorowy 48S, w ktorym kodon inicjatorowy mRNA jest zwigzany poprzez parowanie
z antykodonem czasteczki inicjatorowej tRNA.

W przesuwaniu kompleksu 43S wzdtuz mRNA biorg udziat czynniki elFl, elFIA i elF4F (co

stwierdzono w ukfadzie tudzkim, [104]) a takze elF5 (w komorkach S. cerevisiae, [98, 102,

105]). Krytycznym etapem selekcji kodonu start jest dysocjacja czynnika elFI wspomagana

przez elFIA [100].

4) Hydroliza GTP zwijanego z elF2. Etap ten jest stymulowany przez elF5 [106, 107].
Kompleks GDP/elF2 ulega oddysocjowaniu [97].
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5) Uwolnienie pozostatych czynnikow z kompteksu 48S oraz przytgczanie podjednostki 60S,
co wymaga obecnosci elF5B [108]. Utworzony zostaje rybosom 80S z czasteczka

Met-tRNAI przytaczong w miejscu P.

Podczas procesu inicjacji translacji, wymagana jest obecno$¢ oddzielnie wystepujacych
podjednostek 40S i 60S [97]. Dlatego tez po kazdym cyklu biosyntezy biatka, rybosomy 80S
muszg zosta¢ uwolnione z czasteczki mRNA jako oddzielne podjednostki, chronione przed
ponownym niespecyficznym zasocjowaniem. Pomimo tego, ze mechanizm postterminacyjnego
odzyskiwania nie jest do konca poznany u eukariota, sugeruje sie udziat elF3 oraz elFIA
w zapobieganiu reasocjacji wolnych podjednostek 40S i 60S oraz w dysocjacji rybosomow

80S.

3.2.2 Elongacja procesu biosyntezy biatka.

Ponad czterdzieSci lat temu Watson i Crick zaproponowali pierwszy mechanizm
biosyntezy peptydu w rybosomie, postulujac istnienie dwoch miejsc; A - do ktdrego przytacza
sie tRNA niosagcy aminokwas (AA-tRNA) oraz P - w ktérym zlokalizowany jest
peptydylo-tRNA (P-tRNA). Zgodnie z tym modelem, zwigzanie kolejnego AA-tRNA uwalnia
deacylowany tRNA, natomiast na rybosomie znajduje sie P-tRNA [109]. Klasyczny model
dwumiejscowy zostat zastgpiony przez model tréjmiejscowy wraz z odkryciem rybosomalnego
miejsca E (miejsce wyjscia, ang. exit site) przez Nierhausa i wspdtpracownikéw [110].
W 1990 roku Nierhaus opisat model, w ktorym postulowat wiekszg ticzbe miejsc aktywnych w
rybosomie i bardziej ztozone mechanizmy translacji. Jest to allosteryczny trojmiejscowy model
translacji (ang. allosteric three-site model) [111, 112]. Charakteryzuje sie on obecnoscig
w rybosomie zawsze dwodch czasteczek tRNA, znajdujgcych sie w odmiennych stanach
translokacyjnych. W stanie pretranslokacyjnym, w miejscu A znajduje sie AA-tRNA,
natomiast w miejscu P znajduje sie P-tRNA. W stanie posttranslokacyjnym obsadzone sg
réwniez dwa miejsca i sg to: miejsce P przez P-tRNA oraz miejsce E przez deacylowany tRNA
(D-tRNA). Druga charakterystyczng cechg modelu tréjmiejscowego jest wzajemne
allosteryczne oddziatywanie miedzy miejscami A i E. Zgodnie z definicjg allosterii, nastepuje
zmiana struktury czasteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) powodujgca zmiane
powinowactwa do ligandu (czyti do tRNA). W przypadku procesu elongacji efekt allosterii

objawia sie tym, ze AA-tRNA zmienia strukture rybosomu obnizajagc powinowactwo
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deacylowanego tRNA do miejsca E i odwrotnie, jezeli deacylowany tRNA zlokalizowany jest
w miejscu E, to w miejscu A wystepuje obnizone powinowactwo do AA-tRNA. Dzieki
dowodom wskazujacym na istnienie dwoch dodatkowych hybrydowych miejsc wigzania, A/P
oraz P/E [113-115] oraz wiecej niz jednego miejsca E zaproponowano istnienie kilku (siedmiu
lub wiecej) miejsc wigzania tRNA na rybosomie oraz udokiladniony model elongacji
biosyntezy biatka. W gtéwnych zatozeniach modetu stanu hybrydowego (ang. hybrid-site
model), w rybosomie podczas elongacji istniejg stany posrednie, w ktorych dwa konce tRNA
moga znajdowac sie w roznych miejscach podjednostek. Oznacza to, ze tRNA moze
réwnoczesnie zajmowac na przyktad miejsce A w podjednostce 30S i miejsce P podjednostki
50S, tj. antykodon tRNA oddziatuje z kodonem mRNA w miejscu A matej podjednostki,
podczas gdy koniec akceptorowy znajduje sie miejscu P duzej podjednostki. Taki stan moze
powstaC na skutek przechytenia sie czasteczek tRNA lub ruchu podjednostki 50S wzgledem
podjednostki 30S.

W trakcie elongacji tancucha polipeptydowego w rybosomie maja miejsce trzy
zasadnicze procesy [21]:
- rozpoznanie mMRNA - AA-tRNA poprzez oddziatywanie kodon - antykodon,
- utworzenie wigzania peptydowego,

- przesuniecie tRNA i mRNA wzdtuz rybosomu (translokacja).e

¢ Rozpoznanie mRNA - AA-tRNA poprzez oddziatywanie kodon - antykodon

Podczas pierwszego etapu elongacji, nastepuje przytaczenie AA-tRNA do
rybosomalnego miejsca A, w procesie zaleznym od GTP, katalizowanym przez czynnik
elongacyjny eEFI [116]. Czynnik eEFIl (podobnie jak jego prokariotyczny odpowiednik,
EF-Tu) skfada sie z trzech domen [117]. Domena |, nazywana tez domeng G’, zbudowana jest
z ok. 200 aminokwaséw u prokariota i odpowiedzialna jest za wigzanie GTP lub GDP.
U organizmow eukariotycznych, stwierdzono, ze domena G’ posiada duze sekwencje
wstawione, jednak zadna z nich nie wplywa zasadniczo na funkcjonowanie czynnika.
Pozostate domeny, I1i Ill, sg zbudowane z ok. 1(X) reszt aminokwasowych i przybierajg ksztatt
P-baryiki.

eEFI tworzac kompleks potréjny z GTP i AA-tRNA (Rysunek 26 A), ochrania przed
hydrolizg wigzanie estrowe i dostarcza AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A [21] i prace

tam cytowane]. W miejscu tym zachodzi dwuetapowa selekcja AA-tRNA zalezna od kodonu:
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(a) wstepna selekcja przed hydrolizag GTP zwigzanego z eEFl (ang. initial selection) oraz
(b) selekcja korekcyjna po hydrolizie eEFI/GTP, ale przed utworzeniem wigzania
peptydowego (ang. proofreading) [116]. Podczas pierwszego etapu selekcji, kompleks
potrojny eEFI/GTP/AA-tRNA tworzy labilny wstepny kompleks inicjatorowy z rybosomem.
Ten etap przebiega niezaleznie od sekwencji kodonu mRNA [118]. Nastepujgce po nim
rozpoznanie odpowiedniego kodonu przez antykodon AA-tRNA powoduje stabilizacje
kompleksu potréjnego przez oddziatywanie AA-tRNA z mRNA w centrum dekodujagcym
rybosomu. Tworzenie stabithego kompleksu jest preferowane kiedy w pozycji 37 antykodonu
czasteczki tRNA znajduje sie reszta purynowa [119]. Stwierdzono réwniez, ze formowanie
dupleksu kodon-antykodon prowadzi do zmian konformacyjnych w regionach malej
podjednostki rybosomalnej, gdzie wystepujg konserwatywne reszty A1492, Al1493 oraz
G530 [42].

GDPNP

IRNA"

Rysunek 26. Struktura czynnika elongacyjnego EFI. (na podstawie [117])
A - struktura kompleksu potréjnego EF-Tu/GDPNP/AA-tRNA z T. auaticus.
GDPNP - niehydrolizowalny analog GTP. Cyframi oznaczono domeny czynnika elongacyjnego (1, I,
).
B - struktura czynnika elongacyjnego eEFI S. cerevisiae. Cyframi oznaczono domeny czynnika
elongacyjnego (I, Il, HI). Kolorem szarym przedstawiono fragment Katalityczny czynnika
wymieniajacego nukleotyd (eEFIBa).

Oddziatywanie kodon-antykodon jest sygnatem aktywujagcym centrum GTPazowe

rybosomu ze zwigzanym kompleksem eEFI/GTP/AA-tRNA, w wyniku czego ma miejsce
hydroliza GTP. W wyniku tej reakcji powstajg GDP oraz nieorganiczny fosforan Pi. Lokalne
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zmiany stnikturalne w centrum dekodujagcym powodujg na tym etapie globalne zmiany
podjednostki 40S, ktdéra przybiera bardziej zamknietg konformacje [120]. Badania z uzyciem
techniki sSmFRET (ang. single molecule fluorescence energy transfer) sugeruja, ze AA-tRNA
przyjmuje bardziej otwartg konformacje niz w poprzednich stanach [115]. Ramie
antykodonowe AA-tRNA w rybosomie ulega reorientacji poprzez pochylenie sie fragmentu
czasteczki tRNA na ztgczeniu ramienia antykodonowego i DHU w pozycjach 44, 45 i 26 [25].
W przypadku eEFI réwniez obserwowano zmiany konformacyjne na tym etapie elongacji.
Woystepujg one w obrebie domeny G’ i prowadzg do otwarcia hydrofobowej kieszeni eEFI
prowadzacej do katalitycznej reszty histydyny His84 [121].

Po hydrolizie GTP nastepuje uwolnienie AA-tRNA z kompleksu eEFI/GDP. Koniec
aminoacylowy czasteczki AA-tRNA jest wiec zdolny do przesuniecia sie do centrum
peptydylotransferazowego podjednostki 50S, aby mogto dojs¢ do syntezy wigzania

peptydowego w rybosomie.

» Utworzenie wigzania peptydowego w rybosomie

Kataliza wigzania peptydowego ma miejsce w centrum peptydylotransferazowym
rybosomu (PTC). Na podstawie badan struktury atomowej duzej podjednostki rybosomalnej
H. marismortui stwierdzono, ze miejsce aktywne rybosomu jest zbudowane wytgcznie z rRNA
- tworzg je nukleotydy centralnej petli domeny V 23S rRNA [1, 2, 5]. Podobng strukture
miejsca aktywnego obserwowano réwniez w przypadku Deinococcus radiourans [76]. W tych
obszarach duzej podjednostki wystepuja wysoce konserwatywne sekwencje L-rRNA zaréwno
w rybosomach pro- jak i eukariotycznych, co $wiadczy o ich zasadniczej funkcji w procesie
translacji i o tym, ze proces ten przebiega w ten sam sposdéb w rybosomach 70S i 80S. Z
domeng V 23S rRNA oddziatuje 15 biatek (Rysunek 27A). Najblizej PTC znajdujg sie
rybosomalne biatka L2, L3, L4 i LIOe, ktére penetrujg szkielet domeny V 23S rRNA i Kierujg
swe nieglobulame ,,ogony” w kierunku PTC [50]. Jednakze ze struktury Krystalicznej
podjednostki 50S H. marismortui mozna wnioskowa¢, ze nawet najblizsze z biatek nie
znajduje sie w takiej odlegtosci do centrum aktywnego PTC, aby mogto petni¢ aktywnag
funkcje jako katalizator w reakcji syntezy wigzania peptydowego (Rysunek 27B). Dzieki tym
odkryciom mozna jednoznacznie wnioskowaé, ze to 23S rRNA odgrywa gtéwng role w
katalizowaniu reakcji polimeryzacji reszt aminokwasowych w rybosomie. Mozna tez sadzié, ze
biatka rybosomalne petnig role stabilizujgca, utrzymujac odpowiednig strukture trzeciorzedowsg

domeny V 23S rRNA, warunkujacg jej aktywno$¢ [21 i prace tam cytowane]. Dzieki temu
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mozemy umiesci¢ rybosom, dajacy poczatek wszystkim biatkowym enzymom, na liscie

naturalnie wystepujacych rybozyméw.

Rysunek 27. Biatka rybosomalne znajdujace sie najblizej PTC. (na podstawie [50])

A - struktura Ill-rzedowa fragmentu domeny V 23S rRNA (kolor czerwony) i oddziatujgce z nig biatka
(pozostate kolory);

B - miejsce aktywne rybosomu z usunietg czasteczkg rRNA. Zaznaczono najblizsze biatka i odlegtosci
(w A) do centrum aktywnego.

W sercu PTC znajduje sie pie¢ wysoce konserwatywnych reszt: A2451, U2506, U2585,
C2452 i A2602 (numeracja wg. E.coli) [122-124].

Pofaczenie aminokwaséw kowalencyjnym wigzaniem peptydowym zachodzi miedzy
grupag a-aminowg AA-tRNA znajdujgcego sie w miejscu A rybosomu a grupg karboksylowg
P-tRNA w miejscu P (Rysunek 28). W pierwszym etapie grupa a-NH”" aminokwasu
z AA-tRNA ulega deprotonacji i tworzy sie nukleofilowa grupa NH: (etap 1). pKa tej grupy
wynosi okoto 8. Proton pochodzacy z tego etapu jest najprawdopodobniej przyjmowany przez
czasteczke wody. Nastepnie ma miejsce atak nukleofilowy grupy a-aminowej AA-tRNA na
etektrofilowag grupe karbonylowg P-tRNA (etap 2). Ta reakcja prowadzi do utworzenia
wstepnie protonowanego zwigzku przejsciowego, ktory poprzez deprotonacje (etap 3) tworzy
zwigzek posredni - wegiel o tetraedrycznym ukfadzie wigzan. Rozpad zwigzku przejsciowego
(etap 4), zainicjowany przez oddanie protonu na atom tlenu, prowadzi do powstania produktow
reakcji, tj. D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA niosgcego dodatkowy aminokwas (+1 aa)

w miejscu A.
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Rysunek 28. Mechanizm syntezy wigzania peptydowego. (zmodyfiko
| - deprotonacja grupy NHs";

2 - atak nukleofilowy grupy NH2 AA-tRNA na grupe C=0 P-tRNA;

3 - deprotonacja zwigzku przejsciowego;

4 - utworzenie produktow reakcji.
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wane wedtug [125])
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Substraty do utworzenia wigzania peptydowego, tj. aminoacylo-tRNA (AA-tRNA)
w rybosomalnym miejscu A i peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, muszg znajdowac sie
w odpowiedniej orientacji. Za jej przybranie odpowiedzialne sg specyficzne interakcje miedzy
czasteczkg tRNA a 23S rRNA i biatkami rybosomainymi matej i duzej podjednostki [126].
Usytuowanie czasteczki P-tRNA w miejscu P jest stabilizowane gtéwnie poprzez
oddziatywanie nukleotydow C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S rRNA,
ulokowanymi w tzw. petli P. Zasadnicze znaczenie majg réwniez interakcje miedzy A76
i A2450-C2501, tworzacymi tzw. motyw A-minor [50, 127]. Czasteczka AA-tRNA
zawdziecza odpowiednie umiejscowienie w miejscu A, przede wszystkim interakcjom
nukleotydu C75 z G2553 petli A 23S rRNA oraz oddziatywaniom typu A-minor miedzy A76
al2506-G2583 [50, 128].

Nadal otwarte pozostaje pytanie, czy oprdcz odpowiedniej orientacji substratow, rybosom
wymaga innych czynnikbw do katalizy syntezy wigzania peptydowego. Pochodzaca z
wczesnych badan hipoteza o tym, ze jedna z grup chemicznych rybosomalnego RNA moze
mie¢ aktywny udziat w tym procesie jest w sprzecznosci z pdzniejszymi eksperymentami.
Obecnie istnieje kilka koncepcji mechanizmu syntezy wigzania peptydowego, z ktérych dwie
sg najlepiej poparte dowodami eksperymentalnymi. Jedna z nich zaklada, ze sita katalityczna
rybosomu jest zwigzana z redukcjg entropii reakcji, natomiast inna przedstawia mozliwos¢
uczestniczenia jednej z grup chemicznych substratdw w reakcji syntezy.

Wedtug proponowanego w 2000 r. przez Nissena i Steitza zatozenia, za aktywnos$¢
katalityczng odpowiedzialny jest wysoce konserwatywny nukleotyd (A2451 u E. coli, A2486
u H. marismortui), znajdujacy sie najblizej reagujacych grup [50, 129]. Wed}ug tej hipotezy,
nastepuje oderwanie protonu przez N3 A2451 z reszty a-aminowej aminokwasu z AA-tRNA,
w wyniku czego nastepowatby nukleofilowy atak grupy a-aminowej na atom wegla grupy
karbonylowej P-tRNA. Uprotonowany N3 A2451 mogtby bra¢ udziat w stabilizacji
utworzonego zwigzku posredniego, poprzez wigzanie wodorowe z oksyanionem O'. Proton
zostatby nastepnie przekazany z N3 na koniec 3' deacylowanego tRNA, zwigzanego w miejscu
P, zaraz po odgczeniu od niego nowo utworzonego peptydu. W ten sposéb powstawatyby
produkty reakcji, tj. D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA z dodatkowym aminokwasem
W miejscu A.

Pomimo tego, ze model ten ma swoje uzasadnienie, pochodzace z wczesnych badan
biochemicznych z wykorzystaniem rybosoméw E. coli [130, 131], okazato sie, ze rola
nukleotydu A2451 w katalizowaniu syntezy wigzania peptydowego nie jest jednoznaczna.

Przeprowadzone w 2001 r. przez dwie grupy badaczy eksperymenty wykazaty, ze mutacje
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nukleotydu A2451 nie hamujg syntezy wigzania peptydowego in vitro [132, 133]. Ponadto
stwierdzono, ze wprowadzenie chemicznych modyfikacji zasady w pozycji 2451 (ktore
eliminowaty mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego atomow azotu NI lub N3 adeniny),
a nawet catkowita delecja zasady, ma jedynie marginalny wpltyw na tworzenie wigzania
peptydowego [134]. Natomiast grupa 2’OH rybozy w pozycji 2451 wydaje sie petni¢ wazng
role w katalitycznej aktywno$ci PTC i ulatwia transpeptydacje najprawdopodobniej poprzez
koordynacje atakujgcej grupy a-aminowej. Konserwatywny nukleotyd A2451 moze zatem
peic role w odpowiednim umiejscowieniu grupy 2’-hydroksylowej rybozy [135].

Ponadto, w 2004 r. Sievers i wspoOtpracownicy przeprowadzili serie eksperymentow, aby
sprawdzi¢, czy rybosom dziata na zasadzie chemicznej katalizy, czy tez synteza wigzania
peptydowego jest uzalezniona tylko od przyjecia odpowiedniej pozycji przez substraty w PTC
[136]. W tym celu poréwnano parametry kinetyczne rybosomalnej reakcji tworzenia wigzania
peptydowego i niekatalitycznej reakcji modelowej. Okazato sie, ze w przeciwienstwie do
wiekszosci biatkowych enzyméw, zwiekszenie szybkosci reakcji w rybosomie odbywa sie
wylacznie przez obnizanie entropii aktywacji, a ta pochodzi z prawidlowego ulokowania
czasteczek AA-tRNA i P-tRNA. Rezultaty te sg potwierdzeniem tezy, ze rybosom zwieksza
szybko$¢ reakcji syntezy wigzania peptydowego gtownie poprzez odpowiednig orientacje
substratow.

Brano roéwniez pod uwage mozliwo$é udziatu poszczegolnych grup chemicznych
czasteczek tRNA w tworzeniu wigzania peptydowego. Barta i wspdtpracownicy
zaproponowali w 2002 roku model, wedtug ktérego grupa 2’0OH A76 tRNA w miejscu P bierze
bezposredni udziat w tworzeniu wigzania peptydowego. W modelu tym, atakowi
nukleofilowemu grupy a-aminowej tRNA w miejscu A na elektrofilowy atom wegla tRNA
w miejscu P, towarzyszy zachodzace réwnolegle tworzenie wigzania wodorowego.
W wigzaniu tym donorem jest grupa a-NH: a akceptorem tlen w pozycji 2' rybozy tRNA
w miejscu P. Jednocze$nie zachodzi migracja protonu z grupy 2’-OH na atom 3’-0. Reakcje te
prowadza do utworzenia produktow; D-tRNA w miejscu P i P-tRNA w miejscu A.
Stwierdzono réwniez, ze grupa 2’-OH rybozy tRNA w miejscu P jest jedyng funkcjonalng
grupa chemiczng w bliskim sgsiedztwie miejsca aktywnego rybosomu [50], ktdrej usuniecie
powoduje wystarczajacy wptyw na szybko$¢ transpeptydacji, aby bra¢ pod uwage jej udziat
w katalizowaniu tej reakcji. Stwierdzono réwniez, ze niezwykle wazna dla tworzenia wigzania
peptydowego jest grupa 2’-OH rybozy reszty w pozycji A2451 23S rRNA. Bierze ona udziat
w tworzeniu sieci wigzan wodorowych w miejscu aktywnym rybosomu i oddziatuje z grupa

2’-OH rybozy tRNA w miejscu P. Substytucja 2’-OH rybozy reszty w pozycji A2451 przez
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atom wodoru prowadzita do zahamowania aktywnosci centrum peptydylotransferazowego
[134, 137]. Potwierdzenie tego modelu dostarczyty wyniki Strobla i wspotpracownikéw [138-
140], struktury krystaliczne PTC ze zwigzanym analogiem stanu przejSciowego [141], a takze
eksperymenty opierajgce sie¢ na metodach dynamiki molekularnej (ang. molecular dynamics,
MD) i pomiarach energii pétempiryczng metoda wigzan walencyjnych (ang. empirical valence

bond, EVB) [142, 143].
e Przesuniecie tRNA i mRNA wzdtuz rybosomu (translokacja)

Po utworzeniu wigzania peptydowego, w rybosomie znajdujg sie produkty reakcji, czyli
deacylowany tRNA w miejscu P oraz peptydylo-tRNA w miejscu A. Rybosomalne miejsce A
musi zosta¢ zwolnione, aby mogta zwigza¢ sie kolejna czasteczka aminoacylo-tRNA.
Nastepuje wéweczas przesuniecie tRNA i mMRNA wzdtuz rybosomu, proces zwany translokacja.
Najlepiej udokumentowany i potwierdzony licznymi badaniami biochemicznymi i
strukturalnymi jest model, w ktérym podczas dynamicznego procesu elongacji, wystepuja
stany hybrydowe czasteczek tRNA (model stanu hybrydowego, omdwiony w poprzednim
podrozdziale). Wedtug tego modelu [113], translokacja zachodzi w dwdch etapach. W
pierwszym etapie, ktory nastepuje spontanicznie po reakcji syntezy wigzania peptydowego,
konce akceptorowe D-tRNA i P-tRNA przesuwajg sie wzdluz duzej podjednostki
rybosomalnej z miejsc P i A do miejsc, odpowiednio, E i P. Korice antykodonowe tRNA nadal
pozostajg zwigzane z matg podjednostka. W rezultacie, czasteczki tRNA zajmujg stany
hybrydowe P/E oraz A/P (Rysunek 29E). W drugim etapie translokacji, ktory jest zalezny od
czynnika elongacyjnego eEF2 (EF-G u prokariota), nastepuje destabilizacja oddziatywan
kodon/antykodon [144], wskutek czego konce antykodonowe obu czasteczek tRNA przesuwajg
sie wzgledem matej podjednostki z miejsc P i A do miejsc, odpowiednio, E i P (Rysunek 29F).
W rezultacie, po translokacji D-tRNA zajmuje w rybosomie miejsce E (stan E/E), natomiast
P-tRNA zajmuje miejsce P (stan P/P). Kompleks eEF2/GDP ulega uwolnieniu z rybosomu,
ktory jest gotowy na ponowny cykl elongacyjny (Rysunek 29G).
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Rysunek 29. Translokacja tRNA podczas elongacji biosyntezy biatka (na podstawie [145]).

1 - Schemat przedstawiajacy gtéwne etapy cyklu translokacji (A-G) wedtug modelu hybrydowego.
Rybosom jest przedstawiony jako kwadrat i podzielony na podjednostki 50S i 30S oraz na miejsca A, P
| E. tRNA przedstawiono jako linie pionowe. PT oznacza transfer reszty peptydylowej.

2 - Tréjwymiarowy obraz gtéwnych etapy cyklu translokacji wedtug modelu hybrydowego (A-G jak

w 1).

Translokacja czasteczek tRNA w podjednostce 60S zachodzi dzieki réznemu

powinowactwu okreslonych miejsc rybosomu do poszczegélnych stanéw chemicznych konca

akceptorowego tRNA. Miejsce A w duzej podjednostce rybosomalnej jest specyficzne dla

grupy aminoacylowej, miejsce P - dla grupy peptydylowej, natomiast miejsce E dla wolnego.
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deacylowanego konca 3' czasteczki tRNA. Dlatego tez, kiedy AA-tRNA po utworzeniu
wigzania peptydowego staje sie P-tRNA, energetycznie faworyzowane jest przesuniecie tej
czasteczki do miejsca P. Natomiast kiedy P-tRNA staje sie D-tRNA, powinowactwo tej
czasteczki do miejsca E dostarcza energii niezbednej do translokacji. W obu przypadkach,
niezbedna energia jest ostatecznie dostarczana z chemicznego etapu reakcji syntezy wigzania
peptydowego.

Translokacja czgsteczek tRNA w obrebie podjednostki 40S jest bardziej skomplikowana.
Po pierwsze, przemieszczanie sie czgsteczek tRNA miedzy rybosomalnymi miejscami A, P i E
w matej podjednostce musi byé skoordynowane z przesuwaniem sie czasteczki mMRNA wzdtuz
rybosomu [146]. Po drugie, do translokacji wymagana jest obecno$¢ czynnika elongacyjnego
eEF2 (EF-G u prokariota) oraz energii w postaci GTP. Podczas kazdego przesuniecia
tRNA/MRNA do kolejnego miejsca w rybosomie zuzywana jest jedna czgsteczka GTP [147].
Mechanizm  molekularny  katalitycznej — aktywnosSci eEF2/EF-G  pozostaje  nadal
niewyjasniony [26]. Struktura czynnika prokariotycznego EF-G w kompleksie z GDP
(Rysunek 30A), [117, 148] przypomina ksztatltem strukture kompleksu EF-Tu/GTP/AA-tRNA
(Rysunek 26A), dlatego tez zaproponowano, ze przytgczanie EF-G do rybosomu nastepuje na
zasadzie podobienstwa strukturalnego do kompleksu potréjnego. Zjawisko takie nosi nazwe
mimikry molekularnej. Zaproponowano, ze nastepuje przytaczenie domeny IV EF-G do
miejsca A, co skutkuje wypchnieciem czasteczki AA-tRNA do miejsca P lub/i zajecie miejsca
A zapobiega ponownemu przesuwaniu czasteczki tRNA z miejsca P [25, 26, 145, 149].
Najnowsze badania wykazujg, ze czynnik elongacyjny EF-G charakteryzuje sie niskg
mobilnoScig podczas translokacji [147]. Mniej informacji jest dostepnych na temat
eukariotycznego czynnika eEF2, jednak zaréwno jego struktura krystaliczna [150] jak i model
wigzania do rybosomu rozwigzany metodami mikroskopii krioelektronowej [151] wskazujg na
wiele podobienstw w stosunku do EF-G. Czynnik eEF2 zbudowany jest z 6 domen: I, G’, Il,
I, 1IvV i V [117]. Domeny | oraz Il wykazujg homologie do domen | i Il czynnika
elongacyjnego eEFI. Jednak w eEF2 wystepuje duza insercja miedzy tymi domenami, ktora
stabilizuje powierzchnie miedzy nimi. Stwierdzono, ze domena | $cisle oddziatuje z duza
podjednostkg rybosomalng, natomiast domena Il z matg podjednostka. Konformacja domen
czynnika eEF2 ulega réwniez dynamicznym zmianom podczas katalizy procesu translokacji
[25, 148, 152]. Zasadniczg roznicg eEF2 w stosunku do EF-G jest struktura domeny 1V, ktora
jest duzo wieksza w przypadku eukariotycznego czynnika i co za tym idzie, jej struktura mniej

przypomina helise antykodonowsg czasteczki tRNA (Rysunek 30B). Ta obserwacja stawia wiec
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znak zapytania przy koncepcji mimikry molekularnej, wysunietej na podstawie podobienstwa

czynnika prokariotycznego do kompleksu potréjnego.

GDP

Rysunek 30. Struktura czynnika elongacyjnego EF2 (na podstawie [117]).

A - Struktura kompleksu czynnika prokariotycznego EF-G/GDP T. thermophilus. Cyframi oznaczono
domeny czynnika elongacyjnego (I, II, I, IV, V, G’).

B - Struktura czynnika eukariotycznego eEF2 S. cerevisiae. Cyframi oznaczono domeny czynnika
elongacyjnego (1, 11, 1ll, IV, V, G).

Podsumowujgc, w cyklu elongacyjnym procesu biosyntezy biatka, majg miejsce
nastepujace zdarzenia [152]; Z kompleksem inicjacyjnym, w ktérym rybosom zawiera tRNA w
miejscu P (Rysunek 3la) oddziatuje kompleks AA-tRNA/EF-Tu/GTP. Kompleks wigze sie do
rybosomu w miejscu A/T (Rysunek 3Ib). Po hydrolizie GTP do GDP i oddysocjowaniu EF-Tu
od rybosomu, tRNA przesuwa sie w miejsce A i rybosom osigga stan pretranslokacyjny
(Rysunek 31c). Po spontanicznej syntezie wigzania peptydowego koniec CCA tRNA
w miejscu A przesuwa sie na miejsce Apep (Rysunek 3Id). Do rybosomu przylacza sie
kompleks EF-G/GTP powodujgc translokacje tRNA z miejsc Apep i P do P i E (Rysunek 31e).
Oddysocjowanie EF-G z rybosomu po hydrolizie GTP do GDP pozostawia rybosom w stanie
posttranslokacyjnym (Rysunek 31f). Woweczas rybosom jest gotowy do przyjecia kolejnego
aminoacylo-tRNA do miejsca A. Podczas rozpoczecia kolejnego cyklu elongacyjnego, kiedy
obsadzane jest miejsce A, tRNA z miejsca E przesuwa sie na miejsca E2 (Rysunek 3Ig)

i dopiero z tego miejsca opuszcza rybosom.
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Rysunek 31. Sekwencja zdarzerr cyklu elongacyjnego w rybosomie 70S. (na podstawie [152]).
Kolorami ~ oznaczono:  z6ttym  transparentnym -  podjednostke ~ 30S,  niebieskim
transparentnym - podjednostke 50S, r6zowym - tRNA w miejscu A, fioletowym - tRNA w miejscu
Apep, zielonym - tRNA w miejscu P, z6ttym - tRNA w miejscu E, brazowym - tRNA w miejscu E2,
czerwonym - EF-Tu, niebieskim - EF-G. Oznaczenia literowe: h - wierzchotek, pt - platforma,
sp - ostroga, LI - wypuktos¢ LI, CP - centralna wypuktos¢, St - stupek L7/L12.
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3.2.3Terminacja procesu biosyntezy biatka.

Sygnatem do terminacji procesu biosyntezy biatka i uwolnienia nowoutworzonego
fancucha polipeptydowego jest wystgpienie kodonu STOP w miejscu A rybosomu [153].
Proces terminacji jest uniwersalny a podobne profile wrazliwosci na antybiotyki oraz
zaleznosci pH dwoch reakcji; hydrolizy peptydylo-tRNA (P-tRNA) oraz syntezy wigzania
peptydowego [154] S$wiadcza, ze obie te reakcje sag katalizowane przez centrum
peptydylotransferazowe rybosomu (PTC). Jednak funkcjonowanie PTC podczas terminacji
oraz elongacji jest znaczaco inne. W przeciwienstwie do tworzenia wigzania peptydowego,
uwolnienie peptydu z P-tRNA jest bezposrednio wspomagane przez biatka nazywane
czynnikami uwalniajacymi (ang. releasefactors, RF) oraz GTP. Istniejg dwie klasy czynnikdw
uwalniajgcych [155]. Klasa | rozpoznaje kodon STOP w mRNA i katalizuje hydrolize P-tRNA.
Czynniki uwalniajgce Il klasy nie sg specyficzne wzgledem kodondéw mRNA i wspomagaja
uwalnianie z rybosomu czynnikbw RFlI w procesie zaleznym od GTP [155]. Czynniki
uwalniajgce zostaly scharakteryzowane po raz pierwszy u prokariota, gdzie dwa podobne
biatka, RFI i RF2, funkcjonujajako czynniki klasy I, natomiast strukturalnie niespokrewniony
RF3 nalezy do klasy Il. Obydwa czynniki Kklasy | rozpoznajg kodon UAA; UAG jest
rozpoznawany wytacznie przez RFI, a UGA przez RF2. U eukariota wystepuja czynniki eRFI
(rozpoznaje wszystkie trzy kodony STOP) oraz eRF3.

Mechanizm molekularny dekodowania kodonu stop oraz uwalniania polipeptydu przez
:zynniki uwalniajace nie jest do konca poznany. Strukturalnie, klasa | RF przypomina
czasteczke tRNA. Wyniki wielu badan sugerujg istnienie zjawiska mimikry molekularnej.
Podobienstwo ogolnego ksztattu RF do czasteczki tRNA potwierdza réwniez struktura
crystaliczna ludzkiego eRFI [153]. Na podstawie tych badan zaproponowano model terminacji
latalizowanej przez RF (Rysunek 32).

Klasa | RF ma za zadanie koordynowanie i odpowiednie usytuowanie czasteczki wody
V centrum PTC, w tej samej pozycji co grupa aminowa czasteczki AA-tRNA. Nastepuje atak
lukleofilowy czasteczki wody na wigzanie estrowe P-tRNA w miejscu P. W wyniku tego
»staje uwolniony tancuch polipeptydowy z P-tRNA. Stwierdzono réwniez, ze konserwatywna
ekwencja czynnikdw uwalniajacych klasy I, GGQ (glicyna-glicyna-glutamina) znajduje sie
V takiej pozycji, ze mozna sugerowac jej bezposredni udziat w terminacji [156-159].
Zaproponowano zatem, ze reszta Gin-185 uczestniczy w koordynowaniu czgsteczki wody
(dpowiedzialnej za hydrolize wigzania estrowego P-tRNA w PTC [153, 157, 160-162]. Jednak
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prace z wykorzystaniem mutacji nie potwierdzaja bezposredniego uczestnictwa sekwencji

GGQ w katalizowaniu reakcji uwalniania peptydu [163, 164],

ERF1
| o u- CHR-NH-Polipeptyd
\ 0: C_O
N:. h/ o
H, ” NO-3’—ACC-tRNA

GIn-185

Rysunek 32. Model terminacji translacji katalizowany przez RF. (na podstawie [153]).
Kolorami oznaczono: czerwonym - eRFIl, zielonym - czagsteczke wody, niebieskim - P-tRNA,
pomaraficzowym - PTC.,

Inne modele terminacji translacji, ktére bardziej skupiaja sie na samym rybosomie,
przedstawiajg reakcje uwalniania peptydu jako zmodyfikowang wersje reakcji transferu
peptydu, podczas ktorej reszta polieptydowa jest przenoszona na czgsteczke wody zamiast na
grupe a-aminowg AA-tRNA (Rysunek 33). W takim przypadku, RF klasy | ogrywa role
modulatora, zmieniajgcego aktywno$¢ centrum PTC [165]. Prébowano wiec zidentyfikowac
elementy rybosomu, ktére mogtyby potaczy¢ dwie gtéwne reakcje, czyli transpeptydacje
i uwalnianie peptydu. Stwierdzono, ze mutacje w pozycji A2602 rybosoméw E. coli
catkowicie eliminowaty zalezng od RFI hydrolize P-tRNA [165, 166]. Zgodnie z wynikami
najnowszych badan, ryboza nukleotydu A2602 jest krytyczna dla wigzania RFI oraz dla
odpowiedniej orientacji RF w PTC, a takze moze by¢ bezposrednio zwigzana z katalizg
hydrolizy P-tRNA [167]. Zaproponowano zatem model terminacji translacji katalizowany
przez rybosom (Rysunek 33). Wedlug niego, wigzanie czynnika RFI w odpowiedzi na
wystepowanie kodonu STOP w rybosomalnym miejscu A powoduje zmiane konformacyjng
nukleotydu A2602. Ta reorientacja A2602 powoduje przetgczenie aktywnosci PTC z syntezy
wigzan peptydowych na hydrolize wigzah estrowych w P-tRNA. Dla tej regulatorowej funkcji
nukleotydu A2602 niezwykle wazna jest ryboza [167]. Rolg konserwatywnej sekwencji GGQ
czynnikéw uwalniajgcych bytoby w tym modelu koordynowanie A2602 w orientacji
wymaganej do przeprowadzenia reakcji. Nastepnie miatby miejsce atak nukleofilowy wody na
karbonylowy wegiel wigzania estrowego P-tRNA. Model ten potwierdzajg badania wykazujace

zmienno$¢ w utozeniu nukleotydu A2602 podczas procesu biosyntezy biatka [50, 122, 168-
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170] jak i struktura krystaliczna kompleksu RFI-rybosom, w ktorej motyw GGQ czynnika
uwalniajgcego znajduje sie w bliskim sasiedztwie nukleotydu A2602 [171].

Elonfiiicja Terniituicja
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Rysunek 33. Model terminacji translacji katalizowanej przez rybosom. (na podstawie [165]).

Rolg czynnika RF3 jest oddzielenie czynnikéw klasy | od rybosomu, z czym wigze sie
wymiana GDP na GTP po zwigzaniu RF3 do domeny sarcyny-rycyny L-rRNA. Ten etap
terminacji biosyntezy biatka konczy hydroliza GTP i uwolnienie czynnika RF3 [159].

W ostatnim etapie terminacji translacji biorg udziat czynnik elongacyjny EF-2 oraz
czynnik odzyskujacy rybosomu (ang. ribosome-recycling factor, RRF). Powodujg one
rozdysocjowanie rybosomu 80S i uwolnienie podjednostki 60S oraz kompleksu
40S/mRNA/tRNA [172, 173]. Wykazano, ze podczas swojego dziatania, RRF oddziatuje
z segmentami duzej podjednostki rybosomalnej, ktore sg zaangazowane w tworzenie dwdch
mostkow miedzypodjednostkowych, B2a i B3. Wigzanie RRF powoduje znaczgce zmiany
konformacyjne rybosomu [173, 174]. Natomiast nakladajgce sie na siebie miejsca wigzania
RRF, EF-2 i tRNA w miejscu P sugeruja, ze wigzanie EF-G powoduje usuniecie
deacylowanego tRNA z miejsca P poprzez przesuniecie RRF w kierunku miejsca E.
Nastepujgce po tym oddysocjowanie mRNA jest prawdopodobnie indukowane przez zmiane

konformacji helisy h44 18S rRNA, ktora oddziatuje z czasteczkg mRNA.
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3.3 Zmiany konformacyjne rybosomu podczas biosyntezy biatka.

Dynamiczny charakter procesu biosyntezy biatka sugeruje, ze rybosom zawiera ruchome
fragmenty, ktére umozliwiajg jego prawidtowe funkcjonowanie. Zmiany konformacji
rybosomu nastepujg w wielu etapach biosyntezy biatka, a relatywnie niewielkie zmiany w
strukturze drugorzedowej rRNA pociggajg za sobg rearanzacje konformacji podjednostek
rybosomalnych na duzg skale.

Juz na etapie formowania aktywnego rybosomu majg miejsce zmiany w jego
konformacji [175, 176]. Poréwnanie struktur izolowanych podjednostek rybosomalnych [1,2,
20] ze strukturg catego rybosomu [5, 43] wykazato wiele istotnych réznic w budowie
podjednostek. W podjednostce 30S najwieksze zmiany zaobserwowano w regionie ostrogi, w
helisie h44 16S rRNA, wierzchotku i gérnej czesci platformy. W podjednostce 50S najbardziej
widoczng zmiang jest globulama domena rRNA w obrebie wypuktosci LI oraz. zmiany
konformacyjne w helisach H38, H43, H61 i H69. Ponadto stwierdzono, ze w centrum
peptydylotransferazowym podjednostki 50S zachodza zmiany konformacyjne Kilku
nukleotydow w zaleznosci od tego, czy PTC przyjmuje aktywng czy nieaktywng forme.
Zmiany te obejmujg przede wszystkim utozenie nukleotydéw, A2572, U2584 [177] a takze
A2451 i A2602 [6, 165].

Przy uzyciu techniki wykorzystujacej zjawisko rezonansowego transferu energii Forster’a
(ang. Forster resonance energy transfer, FRET) stwierdzono przemieszczanie sie calej
podjednostki 30S w kierunku powierzchni oddziatywania z 50S oraz rotacje platformy zgodnie
z kierunkiem ruchu wskazéwek zegara [178]. Wyniki te zostaly potwierdzone z
>vykorzystaniem metody kalkulacji dostepnosci powierzchni nazwanej technikg POPS
mg. parameter optimized surfaces) [179]. Wyniki te potwierdzajag rowniez struktury
crioelektronowe wolnej podjednostki 30S i skompleksowanej z 50S, z takim wyjatkiem, ze w
nadaniach tych stwierdzono ruch platformy w przeciwnym kierunku [16].

Podczas asocjacji podjednostek nastepujg zmiany konformacyjne w obrebie helisy hll
lomeny 5 oraz helis h22, h23 i h24 domeny centralnej [180]. Zaobserwowano réwniez
miany strukturalne w dolnej czesci podstawy 30S w poblizu nukleotydéw w pozycjach 249
'212 oraz z prawej strony platformy w poblizu nukleotydow w pozycjach 672, 682 i 809.
V obrebie 23S rRNA zmiany obserwowane byly w regionach 1740-1750 oraz 2150-2000.
V strukturze krystalicznej region 1470-1750 wykazuje interakcje z regionem 249-272
6S rRNA [2], co sugeruje tworzenie dodatkowego kontaktu miedzy podjednostkami po ich
socjacji. Drugi region (2150-2(X)0) zlokalizowany jest w obrebie wypuktosci LI rybosomu.
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ktéra znajduje sie w bliskiej odlegtosci od platformy podjednostki 30S. Jak wykazano
w strukturze krystalicznej i krioelektronowej rybosomu 70S [4, 5, 41, 76], wypuktos¢ LI jest
strukturg wysoce mobilng. Badania Nguylene i wspdtpracownikéw dowodzg istnienia dwdch
alternatywnych konformacji wypuktosci LI, na ktére prawdopodobnie wptywa istnienie
mostka B7a [180].

Ponadto stwierdzono, ze biatko Sl, przytaczajac sie do regionu szyi matej podjednostki
w poblizu biatek S7 i Sil podczas asocjacji podjednostek powoduje zmiane struktury tego
fragmentu [181].

W trakcie inicjacji biosyntezy biatka nastepujg znaczace zmiany konformacji, zwiaszcza
w regionie wierzchotka podjednostki 30S. Podczas przytgczania czynnikéw inicjacyjnych
nastepuje poszerzenie tunelu wejScia  mMRNA pomiedzy podstawa, wierzchotkiem i
platformg [182], co prowadzi do reorganizacji struktury catej podjednostki 30S [183, 184].
Zaobserwowano rozluznienie potgczenia miedzy podstawg i platforma, rotacje platformy w
kierunku zewnetrznej czesci rybosomu oraz ruchy ,,sprezynowe” helisy hl8 18S rRNA.

Dzieki poroéwnaniu struktury krystalicznej wolnego rybosomu [4] i oddziatujgcego z
tRNA [6] stwierdzono zmiany wywotywane przez przylaczenie czasteczki tRNA. W matej
podjednostce najwieksza zmiana ma miejsce w regionie wierzchotka, ktéry obraca sie dookota
szyi (helisa h27 16S rRNA) tak, ze jego gorna czes¢ przesuwa sie o 15 A. W rezultacie,
nukleotydy w pozycjach 1240 i 1340 kolidujg z czasteczkami tRNA zajmujgcymi miejsce P
lub E. Ponadto w matej podjednostce zmianom ulega helisa h6 tworzgca w rybosomie
prokariotycznym ostroge, helisa h23 po prawej stronie platformy oraz helisa h44. W duzej
podjednostce rybosomalnej podczas przytaczenia czasteczki tRNA majg miejsce zmiany w
utozeniu wypuktosci LI na dystansie 40 A

Podczas kolejnego etapu, ktdrym jest translokacja, nastepuje przemieszczenie tRNA
zmiejsc A1 PdoPiEo20 ,& lub wiecej. U prokariota stwierdzono, ze zarowno wigzanie
EF-G jak i nastepujagca po nim hydroliza GTP, prowadzg do zmian struktury przestrzennej
podjednostki 30S [185] oraz reorganizacji potgczen miedzy rRNA obu podjednostek [186].
Stwierdzono wystepowanie rotacji matej podjednostki w stosunku do podjednostki 50S [25,
26, 145]. Rotacja przebiega w sposob, ktéry nazwano zapadkowym (ang. ratchet-like
movement). Najpierw nastepuje przesuniecie podjednostki 30S o 20 A (Rysunek 34C). W ten
spos6b ulega zmianie dystans miedzy biatkiem LI duzej podjednostki a platformag 30S
ook 10A (Rysunek 34A, B). Ruch ten ma réwniez znaczacy wptyw na pozycje ostrogi oraz
dziobu podjednostki 30S, ktéry staje sie bardziej wystajacy. Jednak gtoéwne roznice

obserwowane sg w obrebie przewezenia taczacego wierzchotek i podstawe [149].
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Obserwowano réwniez roznice w utozeniu helis h34, h28, h19/h27 [187]. Wszystkie te miejsca
sg zasadnicze dla akomodacji i translokacji czgsteczek tRNA.

Podczas etapu translokacji obserwowanych jest rowniez wiele zmian w strukturze duzej
podjednostki rybosomalnej. W czasie wigzania EF-G zachodza niewielkie zmiany w potozeniu
helisy H76, wypuktosci centralnej w obrebie 5S rRNA oraz helis H43 i H44 23S rRNA [186].
Najbardziej dynamiczny jest stupek L7/L12, ktéry rozszczepia sie na dwie subdomeny. Jedna
z nich zbudowana jest z biatka L6 oraz helisy H95 L-rRNA, znanej jako petla sarcyny-rycyny
(SRL). SRL oddziatuje z domeng G’ czynnika elongacyjnego EF-G stymulujgc aktywno$¢
GTPazowa tego czynnika. Druga subdomena stupka L7/L12 sklada sie z biatka LII
i 58-nukleotydowego fragmentu L-rRNA zawierajacego helisy H43 i H44. Kompleks ten nosi
nazwe centrum zwigzanego z aktywnoscia GTPazowg (ang. GTPase-associated center,
GAC) [25]. Stwierdzono, ze zwigzanie czynnika EF-G powoduje znaczne zmiany
konformacyjne w regionie biatka LI ! skutkujace aktywacjg centrum GAC [188-190]. Zmiany
te zachodzg przed hydroliza GTP oraz jednoczesnie z tym procesem [191]. Podczas hydrolizy
GTP, oddziatywania czynnika EF-G z rybosomem powoduje przesuniecie drugiej subdomeny
stupka w kierunku zewnetrznej czesci rybosomu. Ta niewielka zmiana konformacji pocigga za
sobg przesuniecie stupka L7/L12 w kierunku domeny G’ EF-G, wskutek czego stupek L7/L12
zajmuje rowniez pozycje blizej strony zewnetrznej rybosomu. Po hydrolizie GTP do GDP
stupek L7/L12 wraca do pojedynczej, wydtuzonej formy, odstaniajgc jednoczes$nie tukowate
potaczenie miedzy domeng G’ czynnika EF-G i wypukto$cig L7/L12.

Odkrycia te doprowadzity do zaproponowania dwustopniowej reakcji translokacji i
scharakteryzowania wigzacych sie z nimi zmian konformacyjnych rybosomu. W pierwszym
etapie, po przytaczeniu GTP do EF-G nastepuje wzajemna rotacja podjednostek, transpozycja
do mniej zwartej struktury rybosomu oraz kompleksowe rearanzacje w obrebie tunelu wejscia
mRNA w matej podjednostce oraz tunelu wyjscia polipeptydu w duzej podjednostce [145].
Nastepuje poszerzenie tunelu, w ktorym znajduje sie mMRNA o ok. 30%. W drugim etapie
translokacji, po hydrolizie GTP, nastepuje przemieszczanie kompleksu MRNA/(tRNA)2
w kierunku rotacji podjednostki 30S. Po uwolnieniu czynnika EF-G nastepuje rotacja malej
podjednostki w odwrotnym kierunku, wskutek czego zajmuje ona pozycje wyjsciowa, takajak
przed zmianami konformacyjnymi.

Podczas terminacji translacji rowniez zaobserwowano liczne zmiany konformacji
rybosomu. Stwierdzono, ze zwigzanie czynnika uwalniajgcego klasy 1l RF3 powoduje
znaczace zmiany w strukturze zarébwno matej jak i duzej podjednostki rybosomalnej [192].

Mata podjednostkg wykazuje ruch zapadkowy o 10°, natomiast wypuktos¢ LI przesuwa sie¢
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o okoto 20° w kierunku wypuktosci centralnej. Obie te zmiany sg identyczne jak podczas
wigzania czynnika elongacyjnego EF-G do rybosomu [25]. Czynnik RF3 powoduje réwniez
zmiany w obrebie regionu GAC. Region ten ulega skreceniu o okoto 6A w kierunku centrum
peptydylotransferazowego. Zmiana ta jest odwrdceniem zmian stukturalnych w GAC pod
wptywem przylaczenia czynnikbw RF1/RF2 [158]. ROwniez zwigzanie czynnika
odzyskujagcego rybosomu RRF powoduje znaczace zmiany konformacyjne. Nastepuje
przesuniecie podstawy kciuka podjednostki 50S o odlegtos¢ ok. 10 A oraz zmiana konformacji
helisy h44 18S rRNA, ktora oddziatuje z czgsteczkg mRNA [172-174]. Obserwowano takze
przesuniecie gornej czesci helisy H69 23S rRNA o 20A w kierunku helisy h44 matej
podjednostki [169]. Helisy H69 i h44 tworzg mostek miedzypodjednostkowy B2a, co sugeruje,
ze przytaczenie RRF powoduje zmiang w usytuowaniu réwniez mostka B2a.

Ponadto w wielu badaniach wykazano, ze zmiany konformacyjne na duzg skale pojawiaja
sie jako rezultat zmian w strukturze 1l-rzedowej rRNA. Przyktadem jest wystepowanie dwdch
alternatywnych mozliwosci tworzenia par zasad w obrebie regionu 912 16S rRNA
podjednostki 30S [175]. Udowodniono, ze przesuniecie par zasad z pozycji 912-910/885-887
do 912-910/888-890 wptywa na wigzanie mRNA i tRNA do rybosomu, a takze wywotuje
zmiany konformacyjne. Zmiany te obejmujg przede wszystkim obszary przewezenia i
podstawy podjednostki 30S. Potgczenie miedzy wierzchotkiem i podstawg w konformacji 912-
888 jest znaczaco przesuniete w stosunku do konformacji 912-885 i wplywa przez to na
zmiang morfologii tunelu wejscia mRNA. Ramie podjednostki 30S réwniez zmienia swoja
strukture i ulega splaszczeniu powodujac powstawanie wiekszej przestrzeni miedzy
podjednostkami. Kiedy struktura 16S rRNA zmienia sie z formy 912-885 do 912-888,
wierzchotek 30S ulega rotacji w stosunku do podjednostki 50 w kierunku od ramienia do
platformy. Rotacji tej towarzyszy zgiecie platformy w strone stupka LI. Zmiany
konformacyjne zachodza réwniez w nizszej czesci podstawy (miejsca wystepowania mostka
B6), ktora przesuwa sie w kierunku duzej podjednostki, podczas gdy ramie odsuwa sie od
regionu oddziatywan miedzy podjednostkami. Powoduje to ,zanik” palca ramienia
(ang. shoulderfinger), ktéry w konformacji 912-888 taczy sie z platforma i podjednostka 50S
(mostek B3).
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3.3 Antysensowe oligonukleotydy.

Antysensowe oligomery (a-DNA) sg to krotkie, jednoniciowe deoksyoligonukleotydy,
wigzace sie do DNA Ilub RNA na zasadzie hybrydyzacji z wykorzystaniem wigzan
wodorowych [193]. A-DNA sg projektowane tak, aby oddziatywaty z sekwencjg docelowg w
sposdb specyficzny sekwencyjnie. A-DNA sg komplementarne do sekwencji sensowej DNA
tub RNA, wiasnie dlatego przyjeto nazywaé je ,antysensowymi oligonukleotydami”.
Hybrydyzacja a-DNA do wilasciwego fragmentu DNA tub mRNA moze powodowac

zahamowanie procesu replikacji, transkrypcji lub translacji.

3.3.1 Podstawy strategii antysensu.

Strategiami antysensowymi nazywamy metody ingerencji w funkcjonowanie komérki za
pomocg krotkich  oligonukleotydéw komplementarnych do komorkowych — kwaséw
nukleinowych. Ze wzgledu na uniwersalny mechanizm dzialania antysensowych
oligonukleotydéw, mozna je stosowac do regulacji ekspresji gendéw praktycznie na kazdym jej
etapie. W strategii antygenowej, polegajacej na oddziatywaniu a-DNA z komplementarnym
fragmentem dwuniciowej czgsteczki DNA, zahamowa¢ mozna powstawanie transkryptu
MRNA. Dzieje sie to poprzez stabilizacje trypleksu a-DNA/dsDNA przez wigzania wodorowe
miedzy zasadami trzeciej nici a zasadami purynowymi, tzw. wigzania Hoogsten’a. Utworzony
trypleks moze inhibowac proces transkrypcji w zalezno$ci od miejsca hybrydyzacji poprzez
uniemozliwienie tworzenia sie kompleksu inicjujacego DNA-polimeraza (Rysunek 34C) lub
poprzez zablokowanie odczytu informacji DNA (Rysunek 34E).

W odréznieniu od strategii antygenowej, strategia antysensu zazwyczaj stosowana jest do
zahamowania translacji zsyntetyzowanego juz mRNA. W tym przypadku a-DNA przyfacza sie
do komplementarnego fragmentu mRNA tworzac heterodupteks mRNA - a-DNA za pomocg
wigzan typu Watsona-Cricka. W ten spos6b dochodzi do zablokowania dostepu rybosomu do
informacji zakodowanej w mRNA (Rysunek 34D). Dupleks a-DNA/MRNA moze réwniez
aktywowac dziatanie endogennego enzymu, RNazy H, ktéra przecina mRNA, uniemozliwiajac

w ten sposob proces biosyntezy biatka (Rysunek 34F) poprzez degradacje matrycy.
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Rysunek 34. Mechanizm dziatania antysensowych oligonukleotyddw. (na podstawie [194]).

A - prawidtowy proces transkrypcji;

B - inhibicja transkrypcji poprzez uniemozliwienie utworzenia kompleksu inicjujacego DNA-
polimeraza i rozplecenie DNA,

C - inhibicja transkrypcji poprzez zablokowanie odczytu informacji z DNA,;

D - prawidtowy proces translacji;

E - zablokowanie translacji poprzez uniemozliwienie odczytu mRNA przez rybosom;

F - inhibicja translacji spowodowana przecieciem mRNA przez RNaze H.
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Oprocz wymienionych powyzej dwdch podstawowych funkcji, oligonukleotydy sg
stosowane réwniez jako:
a) syntetyczne rybozymy - katalityczne oligonukleotydy degradujgce RNA. Skutkiem ich
dziatania jest eliminacja lub ograniczenie populacji czasteczek RNA niepozadanych
w komdrce [195]. Strategia degradacji RNA jest ukierunkowana gtdwnie na geny kodujace
biatka onkogenne [196], czynniki wzrostu, receptory powierzchniowe oraz na czasteczki
przekazujace sygnaly komérkowe [197]. Takze wirusowe RNA stanowig potencjalne
sekwencje docelowe [198-201].
b) aptamery - krétkie fragmenty kwaséw nukleinowych (uzyskiwane drogg selekcji in vitro),
ktore wykazujg wysokie powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania ze S$ciSle okreSlonymi
biomolekutami. Okre$lenie aptamer pochodzi od tacinskiego stowa ,,aptus”, - co oznacza
»pasowac” [202]. Aptamery moga petni¢ role inhibitorow biatek, ktorych funkcjg jest
rozpoznawanie i oddziatywanie z kwasami nukleinowymi (np.: polimeraz wirusowych) jak
i biatek, ktére w warunkach fizjologicznych z RNA nie oddziatuja. Mogg rowniez peic
funkcje katalityczne czy tez role ligandéw wigzacych inne molekuty, takie jak aminokwasy,
nukleotydy, antybiotyki, czy witaminy. Do tej pory uzyskano bardzo wiele aptameréw wobec
catego szeregu molekut, poczawszy od matych nieorganicznych czasteczek a skonczywszy na

organizmach jednokomorkowych [203-207].

3.3.2 Czynniki warunkujace optymalne dziatanie antysensowych
oligonukleotyddw.

W strategiach wykorzystujacych dziatanie antysensowych otigonukleotydéw zaktada sie,

ze w petni efektywne dziatanie a-DNA uwarunkowane jest przez szereg czynnikow [208]:

1) Wybor sekwencji docelowej w DNA lub RNA. Natezy wzigé pod uwage zaréwno
funkcjonalng wazno$¢ wybranego fragmentu genu lub mRNA jak i dostepnos¢ dla a-DNA
(struktura 1l- i [1ll-rzedowa kwasu nukleinowego, brak oddziatywarn z biatkami
komorkowymi).

2) Proces rozpoznawania docelowego DNA lub RNA. Powinien by¢ szybki oraz specyficzny
sekwencyjnie.

3) Stabilnos¢ a-DNA w komdrce. Oligonukleotydy nie powinny by¢ degradowane przez
enzymy nukleolityczne z szybkos$cig, ktora uniemozliwi utworzenie struktur trypleksowych
lub dupleksowych. Zwiekszenie stabilnosci a-DNA mozna uzyska¢ poprzez zastosowanie

optymalnej dtugosci a-DNA lub wprowadzenie modyfikacji chemicznych, np. otoczenia
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atomu fosforu w pozycjach niemostkowych. Jest to zamiana jednego z dwdch atoméw tlenu
intemukleotydowej grupy fosforanowej na atom siarki lub grupe metylowsa. Tak
zmodyfikowane oligonukleotydy sa okreSlone odpowiednio jako tiofosforanowe i
metanofosfonianowe analogi DNA.

4) Brak toksycznego wpltywu a-DNA na komérke. Wyniki licznych badan klinicznych
wskazujg, ze dawki a-DNA niezbedne do =zainicjowania dziatania antysensowego sg
bezpieczne dla komorki.

5) System dostarczania a-DNA do komérki. a-DNA dostarczane sg zazwyczaj do komorki
jako wolne oligonukleotydy badZz skompleksowane z kationowymi liposomami. Nalezy
zoptymalizowa¢ zaréwno dostarczenie a-DNA do zadanej tkanki jak i pobor odpowiedniej
ilosci oligonukleotydu przez komérki. Dlatego musi by¢ mozliwy transport syntetycznych
oligonukleotyddw poprzez btony komoérkowe. Dla utatwienia transportu a-DNA przez btony
komorkowe zaproponowano ich modyfikowanie zwigzkami o charakterze lipofitowym,
np. cholesterolem lub diugotancuchowymi alkoholami alifatycznymi. Innym sposobem jest
ich taczenie z dodatnio natadowanymi czgsteczkami, np. polilizyng. Ma to na celu
neutralizacje ujemnego tadunku tiofosforanowych wiazan internukleotydowych i utatwienie
kontaktu oligonukleotyddw z ujemnie natadowang btong komérkowa.

6) Produkty ewentualnej degradacji a-DNA. Nie powinny one powodowa¢ mutacji

genetycznych.

3.3.3 Zastosowanie antysensowych oligonukleotydow.

Mechanizm oddziatywania a-DNA z kwasami nukieinowymi prowadzi do inhibicji
procesow biosyntezy biatka w wyniku :
- zablokowania (inhibicja kompetytywna),
- zahamowania transkrypcji (formowanie trypleksu),
- zahamowania translacji (zazwyczaj adresowane do kodonu inicjacji),
- zniszczenia struktury RNA (zazwyczaj adresowane do struktury petla-todyga),
- aktywacji RNazy H (degradacja RNA w heterodupleksie).

Strategie antysensowe znajdujg liczne zastosowanie w agrobiotechnologii [194].
Zastosowanie a-DNA zwigzane jest nie tylko z zaletami, czesto technicznymi, ale rowniez
z odbiorem spotecznym zywnosci modyfikowanej technikami inzynierii genetycznej. Strategie

antysensu prowadza do obnizenia aktywnosci biotogicznej wybranego enzymu, a jednoczesnie
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pozwalajg unikng¢ wprowadzenia nowego np. bakteryjnego lub zwierzecego, czyli obcego
uktadu ekspresyjnego. Doskonatg ilustracjg tej tezy sa transgeniczne pomidory, w Kktorych
modyfikacji podlegaty dwie istotne cechy technologiczne: szybko$¢ dojrzewania (katalizowana
przez fitohormon etylen) oraz szybko$¢ miekniecia (trawienie przez poligalaktourynaze
pektyny - podstawowego skitadnika skdrki wietu owocow, odpowiedzialnego za jej jedmosc).
Dokonana modyfikacja FlavrSavr™ polegata na wprowadzeniu w orientacji antysensowej
fragmentu genu potigalaktourynazy, co spowodowato obnizenie aktywnosci tego enzymu w
pomidorach o 95%, a w konsekwencji spowotnienie degradacji skorki, a zatem zachowanie
jedmosci owocu.

Oprocz wykorzystania antysensu w agrobiotechnotogii, trwajg badania nad
zastosowaniem a-DNA jako terapeutykow. Z najwiekszych zainteresowaniem spotkaty sie
otigonukleotydy antysensowe wobec mRNA [209].

Whikanie oligomeréw do komdrki w celu zahamowania biosyntezy biatka ma przede
wszystkim zastosowanie w terapii medycznej, np. w leczeniu zto$liwych nowotworéw [210].
Trwajg badania kliniczne (faza Ill), w ktorych stosuje sie antysensowy DNA G3139 firmy
Genta (Genasense, oblimersen sodu), hamujacy czynno$¢ biatka antyapoptotycznego Bcl-2.
Biatko to pomaga komoérkom nowotworowym unikngé niszczenia przez chemioterapie.
Stwierdzono, ze poprzez zahamowanie produkcji Bcl-2, oblimersen sodu czyni komdrki
nowotworu bardziej podatnymi na chemioterapie i wywoluje apoptoze nawet w opornych na
leki komdrkach szpiczaka mnogiego [211], Ponadto, stosowanie G3139 jednoczes$nie z
naswietlaniem wzmacnia jego efekt antynowotworowy [212].

Chi i wspotpracownicy przedstawili w 2005 roku wyniki podawania oligonukleotydu
antysensowego OGX-011 wobec mRNA kodujacego klasteryne [213]. Stwierdzono, ze poziom
klasteryny wzrasta na wczesnym etapie rozwoju raka okreznicy i piersi. W ten sposob
nastepuje inhibicja pro-apoptotycznego biatka Bax zwigzanego z Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated
X protein), co skutkuje wydtuzeniem przezycia komérek nowotworowych. OGX-011 jest
2’-metoksyetytowg pochodng tiofosforanowa antysensowego oligonukleotydu
komplementarnego do mRNA klasteryny. W fazie | badan Kklinicznych stwierdzono, ze
OGX-011 skutecznie obniza ekspresje klasteryny, nawet do 90%, zwigkszajgc w ten sposéb
efektywno$¢ chemioterapii.

Trwajg réwniez badania zmierzajgce do syntezy a-DNA w celu zahamowania replikacji
wiruséw szkodliwych dla roélin, zwierzat i ludzi. Proponowana jest miedzy innymi terapia
genowa w przypadku wirusa uposledzenia odpornosci (ang. human immunodeficiency virus,

HIV). W terapii tej zakiada sie zablokowanie ekspresji okreslonych genéw w komorkach
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zainfekowanych wirusem HIV [210] lub wstrzymanie replikacji samego wirusa w
zainfekowanym uktadzie biologicznym za pomocg antysensowych oligonukleotydow RNA
(tek VRX496 firmy VIRXSYS w fazie | badan klinicznych) [214], W 2006 roku opublikowano
rowniez wyniki strategii antysensowej w leczeniu infekcji wirusa Ebola (EBOV) z uzyciem
tiofosforanowych oligomeréw morfolinowych (PMO). PMO komplementarne do wirusowych
MRNA kodujacych biatka VP24 i VP35 wykazywaty dziatanie ochronne przed infekcjg EBOV
w  75% pacjentdw [215]. W 2006 roku opublikowano réwniez doniesienie 0
wyselekcjonowaniu a-DNA specyficznie inhibujacych dziatanie receptora
asialogtikoproteinowego (ASGRP), ktdry bierze udziat w przylgczaniu wirusa zapalenia
watroby typu B (ang. hepatitis B virus, HBV) do hepatocytow. W badaniach tych
wyselekcjonowano a-DNA, ktore redukowaty poziom DNA wirusa, poziom antygenu
powierzchniowego wirusa (HbsAg) oraz poziom antygenu "e" wirusa (HbeAg) Scisle
zwigzanego z antygenem rdzeniowym HbcAg [216].

Najnowsze badania dotyczg réwniez wykorzystania wektoréw wirusowych kodujacych
sekwencje antysensowych oligonukleotydéw. Badania takie wykonywano miedzy innymi na
liniach komoérkowych zakazonych wirusem brodawczaka ludzkiego typu 16 (ang. human
papilloma virus, HPV). Zakazenie typem HPV 16 moze prowadzi¢ do niekontrolowanych
podziatbw komérkowych nabtonka szyjki macicy, czego skutkiem moze byé rak szyjki
macicy. W badaniach zastosowano wektory pochodzace z wirusa opryszczki pospolitej
(fac. herpes simplex virus, HSV), dla ekspresji antysensowego RNA komplementarnego do
genu E7 HPV-16. Stwierdzono, ze konstrukty takie skutecznie inhibujg ekspresje onkogenu
[217].

Trwajg rowniez badania Kliniczne (faza 1) w przypadku zastosowania leku
ISIS 301012 firmy Isis. Jest to antysensowy oligonukleotyd zawierajagcy modyfikacje
2’-0-metoksyetylowe rybozy, ktére powodujg wieksze powinowactwo do docelowej czasteczki
oraz lepsze wchianianie leku. ISIS 301012 powoduje inhibicje ekspresji apolipoproteiny B
(ApoB), odpowiedzialnej za transport cholesterolu lipoprotein o niskiej gestosci (ang. low
density lipoproteins, LDL) do tetnic. Skutkiem tego nastepuje gromadzenie sie cholesterolu
w btonie wewnetrznej tetnic, co moze prowadzi¢ do miazdzycy tetnic. Stwierdzono, ze ISIS
301012 powoduje skuteczne obnizenie poziomu LDL [209].

Antysensowe oligonukleotydy stosowane rowniez byty w cetu okre$lenia lokalizacji,
dostepnosci i funkcji rRNA w strukturze rybosoméw [218]. Stwierdzono, ze proces translacji
jest specyficznie hamowany przez antysensowe oligomery skierowane wobec regionéw
kontrolnych rRNA i/lub mRNA. Dla przyktadu:
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a) Inhibicje biosyntezy biatka w systemie roslinnym obserwowano przy zastosowaniu a-DNA
komplementarnych do domeny a-sarcyny podjednostki 50S . W przypadku E. coli takie same
oligomery powodowaty jedynie czeSciowy efekt, najprawdopodobniej ze wzgtedu na
istnienie zmian konformacyjnych tej domeny [220].

b) Rezultaty hybrydyzacji a-DNA do nieskompleksowanego 5S rRNA i do 5S rRNA
w strukturze rybosoméw 80S wskazujg na uczestnictwo petli C 5S rRNA podczas biosyntezy
biatka [221].

¢) Wykazano funkcjonalng wazno$¢ miejsca A w matej podjednostce rybosomatnej z pomoca
metylowanych pochodnych antysensowych oligodeoksynukleotydéw [222].

d) Stwierdzono inhibicje asocjacji podjednostek rybosomalnych pod wplywem a-DNA
skierowanych na wybrane sekwencje 18S rRNA i 5S rRNA [223].

e) Dzieki badaniom z wykorzystaniem specyficznych antysensowych oligonukleotydow
komplementarnych do 5,8S rRNA stwierdzono, ze czasteczka ta peini wazng role w
funkcjonowaniu eukariotycznych rybosomow [224].

Podsumowujgc, strategie antysensowe sg trudne w zastosowaniu, bowiem szereg
czynnikow warunkuje sukces takiej koncepcji modyfikowania szlaku metabolicznego.
Jednakze wiele waloréw tej technologii pozwala sadzi¢, ze medyczne i rolnicze zastosowania
beda coraz powszechniejsze. Nalezy jednak pamiegtac, ze szczegOlnie przy stosowaniu a-DNA
w komodrkach, efekty terapeutyczne moga by¢ wynikiem zaréwno bezposredniego dziatania
antysensowych otigonukleotydéw na sekwencje docelowg lub tez moze dochodzi¢ do
aktywacji mechanizmow, takich jak RNAI (interferencja RNA) czy aptamerow. W pierwszym
przypadku degradacja docelowego mRNA moze by¢ indukowana wprowadzeniem (lub
syntezg) dsRNA o homologicznej sekwencji. Ponadto, a-DNA zastosowany w celu
zahamowania biosyntezy okreslonego biatka poprzez hybrydyzacje z odpowiednim mRNA
i jego degradacje, moze okaza¢ sie aptamerem dla zupetnie innego biatka. W pewnych
przypadkach aptameryczny efekt dziatania oligonukleotydu moze wzmacnia¢ jego dziatanie
antysensowe, ale moze rowniez powodowac zdecydowanie negatywne skutki, szczegdlnie przy

dtugotrwatym podawaniu antysensowego specyfiku.
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3.4 Mini-tRNA.

w procesie biosyntezy biatka dochodzi do skoordynowanej wspotpracy wietu
makroczasteczek: mMRNA, tRNA, enzyméw aktywujacych, czynnikéw transtacyjnych
i rybosoméw. Czasteczki tRNA sg etementem faczacym podstawowg jednostke skiadowa
biatka, czyli aminokwas, z informacja genetyczng zakodowang w mRNA. W strukturze
Ill-rzedowej tRNA wyrdzniamy dwie gtéwne domeny: | - domene akceptorowg (nazwang
domeng minihelisy, w skiad ktérej wchodzi ramie akceptorowe oraz petla T'PC) oraz
Il - domene antykodonowg, zbudowang z ramienia i petli antykodonowej oraz ramienia i petli
DHU (Rysunek 35B). Kazda z domen tRNA oddziatuje z innymi cze$ciami rRNA rybosomu.
Ponadto, przynajmniej 10 syntetaz aminoacylo-tRNA jest zdolnych do aminoacylacji
hetikalnych substratbw RNA odpowiadajacych catej domenie | tub tylko jej fragmentowi.
Takie substraty nazywa sie odpowiednio mini- lub mikrohelisami [225]. Pomimo, ze
wszystkie badane czagsteczki mini-tRNA charakteryzowaly sie jedynie szczgtkowa aktywnoscig
akceptorowa, byly one skutecznie rozpoznawane przez odpowiednie klasy syntetaz
aminoacylo-tRNA. Dlatego tez mini-tRNA staly sie skutecznym narzedziem pomochym w
wielu aspektach badan dotyczacych proceséw zachodzacych w rybosomie. Badania takie moga
dotyczy¢ przyktadowo interakcji miedzy syntetazami aminoacylo-tRNA a czasteczkag tRNA,
poszczegllnych etapdéw translacji, korelacji struktury i funkcji rybosomu, a takze roli
poszczegblnych fragmentow tRNA w biosyntezie biatka. Zastosowanie mini-tRNA postuzyto
réwniez do zweryfikowania hipotezy o ewolucyjnym pochodzeniu syntetaz aminoacylo-tRNA.

Zastosowanie mini-tRNA w pracach eksperymentalnych wymaga prawidtowo
zaplanowanego modelu minimalnej czasteczki tRNA, tak, aby byta ona aktywna w procesie
aminoacylacji. Konieczne jest zatem przeanalizowanie elementow strukturalnych tRNA, ktore
sg niezbedne, by czasteczka ta specyficznie wypetniata swojg funkcje. Diatego wazne jest
poznanie regut, jakich nalezy przestrzega¢ przy konstrukcji mini-tRNA. Do przedstawienia

tego problemu wybratam kilka przyktadéw zastosowarn mini-tRNA.

3.4.1 Budowa ifunkcja czasteczki tRNA.

Czasteczki tRNA charakteryzujg sie specyficznym utozeniem nukleotydéw i okreslong
strukturg przestrzenng. Pomimo tego, ze dana czasteczka tRNA jest specyficzna wytgcznie dla

okreslonego aminokwasu, struktura wszystkich tRNA jest zblizona. W strukturze 1l-rzedowej
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przyjmuje ona postac ,liscia koniczyny” (Rysunek 35A) a w Ill-rzedowej wszystkie czagsteczki
tRNA przypominajg ksztattem titere L (Rysunek 35B). Czasteczki tRNA zawierajg wiele
nietypowych, modyfikowanych zasad, zazwyczaj 7-15 na molekute, co stanowi okoto
10 - 20 % wszystkich nukleotydow.
W strukturze Il-rzedowej tRNA mozna wyr6zni¢ pie¢ zasadniczych regiondw,
(tworzacych wspomniane juz wczesniej dwie gtdwne domeny). Sa to:
- region akceptorowy, skladajacy sie z ramienia i pethi akceptorowej, z charakterystyczng
sekwencjg 5’-CCA-3’, do ktérej przytaczany zostaje aminokwas;
- region antykodonowy (ramie i petla antykodonowa);
- region dihydrourydyny (ramie i petla DHU);
- region T'PC, zbudowany z ramienia oraz petli, w ktorej wystepuje charakterystyczny uktad
zasad: rybotymidyna, T; pseudourydyna, 'P; cytozyna, C;

- ramie zmienne znajdujace sie pomiedzy regionem antykodonowym a regionem T'FC.

+80A

40A

Rysunek 35. Struktura czasteczki tRNA.

A - struktura H-rzedowa czasteczki tRNA S. cerevisiae specyficznej wzgledem fenyloalaniny
(tRNA*™);

B - uktad przestrzenny czasteczki tRNA i wymiary.

Czasteczki tRNA sg molekularnymi adapterami, petnigcymi funkcje swoistych fgcznikéw
miedzy aminokwasami a kodonami mRNA. Poza zasadniczg funkcja, jaka petnig podczas

biosyntezy biatka, czasteczki tRNA biorg rowniez udziat w regulacji syntezy enzymoéw
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komérkowych, syntezie Sciany komoérkowej u bakterii, regulacji transportu aminokwaséw a

takze petnig role startera dla odwrotnej transkryptazy wielu wirusow [226].

3.4.2 Elementy tozsamosci czasteczki tRNA a konstruowanie mini-tRNA.

Zasadniczym etapem biosyntezy biatka jest rozpoznanie tRNA przez syntetazy
aminoacylo-tRNA. Proces ten jest kluczowy dla prawidtowego odszyfrowania kodu
genetycznego zapisanego w mRNA. Selekcja odpowiedniego tRNA do acylacji okreslonym
aminokwasem odbywa sie poprzez utworzenie unikatowego, specyficznego kompleksu
tRNA - syntetaza AA-tRNA. Dla okre$lenia swoistosci tego procesu uzywa sie okreslen
rozpoznanie i identyczno$é (tozsamosé) tRNA [227].

Rozpoznanie odnosi sie do identyfikacji danego tRNA przez odpowiednig syntetaze
dzieki specyficznym elementom strukturalnym tRNA.

Identyczno$¢ (tozsamo$¢) tRNA jest pojeciem szerszym, okre$lajacym aktywnos¢
akceptorowg tRNA, obejmujagcym pozytywne elementy rozpoznania (determinanty,
ang. positive elements of recognition) oraz negatywne (antydeterminanty, ang. negative
elements of recognition) [228]. Obecnos¢ elementdw rozpioznania i identyczno$ci zwigzana jest
z faktem, ze do kompleksu rybosomalnego przenoszony jest kazdy AA-tRNA przez czynnik
elongacyjny EFI (w ukladzie prokariotycznym EF Tu-Ts), a o wbudowaniu do
nowozsyntetyzowanego polipeptydu decyduje interakcja kodon-antykodon. A zatem
aminokwas nie jest juz traktowany przez system jako element rozpoznania i poprawnosci
procesu translacji. Dlatego konieczne sg inne elementy warunkujgce poprawno$¢ odczytu

informacji genetycznej.

Determinanty czgsteczki tRNA

Determinanty (pozytywne elementy rozpoznania), wprowadzone do innej czasteczki
tRNA powodujg zmiang specyficznosci rozpoznania tej molekuty. Po raz pierwszy opisano je
w przypadku tRNA”* E. coli. W czasteczce tRNAA® determinanta jest para zasad utworzona
przez guanozyne w pozycji 3 i urydyne w pozycji 70 (G3:U70) [229]. Po zastgpieniu naturalnie
wystepujacych w tych pozycjach nukleotydow w czasteczkach tRNA*"@, tRNAM* oraz

tRNAM® na pare G3:U70, obserwowano obecnos¢ dodatkowych reszt alaniny w tworzgcych sie

biatkach [230].
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W przypadku, gdy w pozycji odpowiadajacej determinancie wystepowata mutacja,
obserwowano gwattowny spadek poziomu aminoacylacji takiej czagsteczki tRNA tub nawet jej
catkowity brak, w zwigzku z nieobecnoscig odpowiednich wigzan wodorowych [231].
Stwierdzono réwniez, ze im wiecej determinant znajduje sie w danej czasteczce tRNA, tym
mniejsze znaczenie ma kazda z nich. Je$li zatem silne determinanty zlokalizowane sg
w ramieniu akceptorowym czasteczki tRNA, to petnej dlugosci tRNA mdgtby byc
z powodzeniem zastgpiony przez minihelisy imitujace ten rejon.

Ponadto nalezy wyr6zni¢ determinanty gtdwne (ang. major) i poboczne (ang. minor)
[232]. Jednak takie rozréznienie nie jest tatwe i czesto bywa subiektywne. Za gtdwne uwaza
sie takie elementy, ktérych nieobecno$¢ prowadzi do znaczacych efektow, obserwowanych
in vitro jako zmniejszenie stopnia aminoacylacji oraz in vivo jako supresje. Natomiast
determinanty poboczne majg umiarkowany efekt i regulujg specyficznos¢ aminoacylacji.

Te Zdrugie elementy moga dziata¢ poprzez mechanizmy posrednie.

e Antydeterminanty czasteczki tRNA

Tozsamos$¢ czasteczki tRNA nie jest dyktowana jedynie obecno$cig pozytywnych
elementdw umozliwiajacych rozpoznanie przez specyficzng syntetaze. Istniejg réwniez
elementy negatywne, antydeterminanty, ktére uniemozliwiajg btedng aminoacyfacje. W
procesie regulowania bezbtednosci biosyntezy polipeptydu sg one réwnie waznym czynnikiem
jak determinanty.

Antydeterminantami  moga by¢ pojedyncze lub sparowane zasady azotowe,
zlokalizowane na catej dtugosci czasteczki tRNA. Pierwsza antydetemninanta zostata odkryta
w tRNA E. coli, gdzie zaobserwowano, ze modyfikacja atomu wegta zasady azotowej
w pozycji 34 zapobiega btednej aminoacylacji tRNA™ przez syntetaze specyficzng dla
tRNA*®' [228]. Sadzi sie, ze wszystkie tRNA zawierajg antydeterminanty przeciwko kilku

syntetazom.

e Specyfika struktury przestrzennej czasteczki tRNA

Elementem tozsamosci tRNA moze byC rowniez specyficzna struktura tej czasteczki.
Dla przyktadu, dfa poprawnej aminoacylacji tRNAM®" E. coli konieczny jest rejon zmienny,
gdzie wystepuje nietypowa para Levitt’a G15:G48 [233]. Optymalna efektywno$¢ procesu

aminoacylacji czesto zalezy od zachowania specyficznych cech architektury pnia tRNA. Dla
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rozpoznania przez GInRS lub AlaRS E. coli oraz PheRS z S. cerevisiae, wazne sg region
zmienny i odpowiednia diugo$¢ petli DHU [234]. W drozdzowym inicjatorowym tRNA™M*
istothym elementem sg wzajemne oddziatywania miedzy petla T'PC i petla DHU. Z drugiej
strony, syntetazy moga w pewnym stopniu tolerowa¢ zmiany w strukturze swoich substratow.
Takie zmiany moga polega¢ na braku modyfikacji nukleotydéw Ilub na zamianie
rybonukleotyddéw na ich odpowiedniki z serii deoksy. W wiekszosci systemow takim zmianom

towarzyszy zmniejszenie efektywno$ci aminoacylacji.

3.4.3Wybrane przyktady zastosowan mini-tRNA.

Dotychczasowe prace z zastosowaniem mini-tRNA miaty przede wszystkim na cetu
zglebienie procesu aminoacylacji. Badano zwlaszcza funkcje poszczegéinych reszt
nukleotydow czasteczki tRNA w tym procesie, specyficzng role determinant gtéwnych
i pobocznych [231]. Przewidywanie funkcji minimalnych substratow zawierajacych
determinanty aminoacylacji badano po raz pierwszy z uzyciem systemu tRNA E.coli
specyficznego wzgledem alaniny. Stwierdzono, ze do rozpoznania tRNA™® przez AlaRS
wystarczajaca jest obecnos¢ domeny akceptorowej a pozostata cze$¢ tej molekuty nie jest
istotna dta procesu aminoacylacji [235] i prace tam cytowane].

Minihelisy zbudowane z ramienia akceptorowego tych tRNA, ktorych gtowne
determinanty zlokalizowane sg w antykodonie, na przyktad tRNA specyficznego wzgledem
tryptofanu, metioniny, argininy, glicyny i waliny [236] i prace tam cytowane], powinny by¢
nieaktywne podczas aminoacylacji. Jednak takie minihelisy w wigkszosci przypadkow ulegaja
aminoacylacji, aczkolwiek na niskim poziomie [237] i prace tam cytowane]. Przytgczenie do
takiego konstruktu petli antykodonowej zwigksza stopieft aminoacylacji w przypadku minihelis
otrzymanych z tRNA" E. coli oraz tRNA™ S. cerevisiae. Dodanie antykodonu do
minihelisy"*" E.coli nie ma takiego efektu na aminoacytacje. Mini- i mikrohelisy uzyskane z
tRNA"® E. coli sg rowniez wydajnie aminoacylowane przez 1leRS, pomimo tego, ze zawierajg
jedynie cze$¢ determinant, a gtéwne determinanty znajdujg sie w ramieniu antykodonowym.
Stad tez wniosek, ze aminoacytacja niekoniecznie wymaga obecnosci gtéwnych determinant.
Aczkolwiek wydajno$¢ procesu aminoacylacji jest wowczas wyraznie nizsza (w przypadku
mini-tRNA" obserwowano 6x10" - krotne obnizenie aktywnosci aminoacylacji w poréwnaniu

z petnej dtugosci tRNA™" [228]).
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Dla tRNA, ktérych elementy tozsamosci o réznej sile rozproszone sg w catej dtugosci
czasteczki, niewiele wiadomo na temat wzajemnego powigzania miedzy tymi elementami oraz
0 roli determinant pobocznych. Bardzo dobrym modelem do badania tego zagadnienia jest
system tRNA. Aminoacylacja przez syntetaze walynylo-tRNA (ValRS) S. cerevisiae
wymaga nie tylko obecnosci determinant zlokalizowanych w antykodonie, ale réwniez
przynajmniej jednej z pozostatych determinant zlokalizowanych w duzej odlegtosci od petli
antykodonowej. Z badan tych okazato sie, ze minihelisy skonstruowane na podstawie domeny
akceptorowej tRNA"" skutecznie ulegaly aminoacylacji. Aminoacylacja byla dodatkowo
stymulowana po dodaniu helisy zawierajacej fragment domeny antykodonowej [228].

Badania procesu aminoacylacji z uzyciem mini-tRNA majg réwniez znaczenie dla
zrozumienia ewolucji. Dostarczono wiele dowodoéw na ewolucje determinant aminoacylacji od
E. coli przez S. cerevisiae do H. sapiens i koewolucje domen syntetaz, ktére oddziatujg z tymi
elementami [238]. Wiadomo, ze selekcja specyficznego tRNA jest determinowana przez
odpowiednie domeny strukturalne, ktore stanowig rézne regiony w czasteczce tRNA. Syntetaza
CysRS E. coli posiada domeny, ktére rozpoznajg tRNA zawierajace U73, antykodon GCA oraz
specyficzng strukture trzeciorzedowg rogu litery L, ktorej ksztalt przybiera czgsteczka tRNA
[236]. Enzym z E. coli nie jest zdolny do rozpoznania tRNACYys S. cerevisiae i H. sapiens, co
sugeruje ewolucje determinant aminoacylacji. Poprzez modyfikowanie tRNACys S. cerevisiae
I H. sapiens tak, aby byly one rozpoznawane przez enzym E. coli, Lipman i Hou
zidentyfikowali determinanty w tRNA, ktére sg wazne dla aminoacylacji, a ktore uleglty
dywergencji w procesie ewolucji.

Uzycie mini-tRNA przystuzyto sie rowniez do zgiebienia mechanizmu selekcji
aminokwasOw podczas aminoacylacji oraz dla poparcia hipotezy, ze dzisiejsze syntetazy
aminoacylo-tRNA powstaty z wczesniejszych form, ktére uczestniczyly w syntezie biatka
zaleznej od tioestrow [239]. Takie badania prowadzit miedzy innymi Jakubowski. Stosowat on
w swoich badaniach oprocz minihelis réwiez koenzym A (CoA-SH). Jest to przeno$nik grup
acylowych, ktdre w potaczeniu z nim sg substratami syntetaz wszystkich klas. Koenzym A
dziata jako analog tRNA. Jakubowski wykazat, ze syntetaza izoleucylo-tRNA E.coli jest
zdolna do aminoacylacji CoA-SH z uzyciem nie tylko izoleucyny, ale réwniez waliny,
leucyny, treoniny, alaniny i seryny. Syntetaza tRNA"®* katalizowata aminoacylacje CoA-SH
przez wahne, treonine, alaning, seryne i izoleucyne. Natomiast syntetaza LysRS skutecznie
aminoacylowata CoA-SH nastepujagcymi aminokwasami: Lys, Leu, Thr, Ala, Val i De.
Wszystkie wymienione syntetazy: 1leRS, ValRS oraz LysRS zachowujg sie jak syntetazy z

,»rozluzniong selektywnoscig aminokwasowg”. W przeciwienstwie, minihelisy RNA utworzone
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z petli akceptorowej tRNA”0 oraz tRNA* byly aminoacylowane wylacznie przez specyficzne
syntetazy.

Prace badawcze przeprowadzane z uzyciem minimalnych struktur tRNA przyczynity sie
do wyjasnienia wielu procesow zachodzacych z udziatem czasteczki tRNA. Dzieki
zastosowaniu minihelis, mikrohelis czy mniejszych struktur, uzyskano wiele cennych
informacji na temat aminoacylacji tRNA i mechanizmu funkcjonowania tej molekuty.
Skuteczno$¢ ich stosowania uzasadnia prowadzenie dalszych badan, ktére miatyby na celu

lepsze zrozumienie proceséw majacych miejsce w rybosomie.
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4. MATERIALY STOSOWANE W PRACY.

4.1. Materiat roslinny.

gatunek: tubin zo6tty (Lupinus luteus)
odmiana: Juno

klasa jakosci: |

rok zbioru: 2002, 2003, 2004, 2005

pochodzenie: Poznarska Hodowla Ro$lin Spotka z 0.0. w Tulcach k/Poznania

4.2 Odczynniki stosowane w pracy.

ODCZYNNIK

Akrylamid (amid kwasu akrylowego)
Alkohol etylowy
ATPNaz (adenozyno-5'-trifosforan sodu)

BD-celuloza (benzoilodietyloaminoetylo-celuloza)

Bis-akrylamid (N,N’-metyleno-bisakrylamid)
Btekit bromofenolowy (3,3°,5,5’-
tetrabromofenolosutfoftaleina)

Chlorek magnezu

Chlorek potasu

Chlorek sodu

Chloroform

DEAE-celuloza (dietyloaminoetyloceluloza)
DTT (ditiotreitol)

EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy)
Fenol

Glicerol

GTPLI (guanozyno-5'-trifosforan litu)

T4 Kinaza Polinukleotydowa {Polinucleotide Kinase T4)
Ksylencjanol FF

Kwas borowy

Kwas octowy

Kwas solny

L-(2,4-"H) fenyloalanina

Mocznik (karbonylodiamid)

Nadsiarczan amonu

Octan magnezu

Octan sodu

poli(U) (kwas poliurydynowy)

POPOP (1,4-di-[2-(5-fenylo)-oksazoil])
PPG (2,5-difnylo-oksazol)

Sacharoza

Siarczan amonu

PRODUCENT

Sigma

Polmos

Sigma

Boehringer Mannheim
GmbH

Sigma

Sigma

Merck
Merck
POCh
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
POCh
Sigma
Promega
Sigma
POCh
POCh
POCh
ICN
Sigma
Sigma
Sigma
POCh
Sigma
Sigma
Sigma
POCh
POCh
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ODCZYNNIK

TCA (kwas trichlorooctowy)

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodwuamina)
Toluen

Tris (tri(hydroksymetylo)-aminometan)
Wodorotlenek sodu

P-merkaptoetanol

4.3 Bufory stosowane w pracy.

Bufor do ekstrakcji tRNA (1)
100 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM NaCl

10 mM MgCh

0,1% SDS

2 MM EDTA

5 mM P-merkaptoetanol

PRODUCENT

Sigma
Sigma
POCh
Sigma
POCh
Sigma

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozv (2)

350 mM NacCl
10 mM CHjCOONa, pH 4,5
10 mM MgCh

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozv (3)

1 M NaCl
10 mM CHsCOONa, pH 4,5
10 mM MgCh

Bufor do oczyszczania tRNA na kolumnie z BD-celulozy (4)

1,5 M NaCl

10 mM CHsCOONa, pH 4,5
10 mM MgCl2
15%%C2H50H
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Bufor do izolacji rybosoméw (5)
50 mM Tris-HCI, pH 7,5

50 mM KClI

5 mM MgCl

2,5 mM P-merkaptoetanol

Bufor do izolacji rybosoméw (poduszka sacharozowa) (6)
50 mM Tris-HCI, pH 7,5

100 mM KCI

5 mM MgCl:

2.5 mM P -merkaptoetanol

17.5 % sacharoza

Bufor do przechowywania rybosomow (7)
50 mM Tris-HCI, pH 7,5

50 mM KCI

5 mM MgCl:

I mM DTT

50% glicerol

Bufor do izolacji frakcji enzymatycznej S-KX) (8)
50 mM Tris-HCI, pH 7,5

10 mM KCI

I mM MgCl:

5 mM p -merkaptoetanol

10% glicerol

Bufor do reakcji aminoacylacji (9)
100 mM Tris-HCI, pH 7,5

10 mM MgCl:

4 mM p -merkaptoetanol

4 mM ATP
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10% denaturujacy zel poliakrylamidowy (20)
10% akrylamid

0,33% N,N’-metyleno-bisakrylamid

8 M mocznik

45 mM TEB

do polimeryzacji na 100 ml:

1 ml 10% nadsiarczanu amonu

33 pi TEMED

Bufor do elektroforezy (TEB) (21)
0,9 M Tris

25 mM EDTA

0,9 M kwas borowy

Barwnik obcigzajacy (22)

10 M mocznik

0,25% bitekit bromofenolowy
0,25% ksylencjanol

Barwnik do barwienia RNA w zelu poliakrvlamidowvm (23)
40% metanol

10% kwas octowy

0,1% biekit toluidynowy
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5.METODY STOSOWANE W PRACY.

5.11zolacja tRNA.

Celem metody bylo otrzymanie fenyloalaninowego transferowego  kwasu
rybonukleinowego (tRNA**@) pozbawionego zanieczyszczen w postaci biatek, polisacharydow,
innych kwasow rybonukleinowych (RNA) i deoksyrybonukleinowych (DNA). Otrzymane
tRNA powinno sie cechowac niskim stopniem degradacji oraz wysoka specyficznoscig
mierzong w reakcji aminoacylacji tRNA.

1. 250 g nasion tubinu zamrozonych w -70°C zmielitam i dodatam : 1 buforu ekstrakcyjnego
(1), 500 ml fenolu i 500 ml chloroformu. Cato$¢ wytrzasatam kilkanascie razy
i pozostawitam do odstania.

2. Nastepnie zebratam gorng warstwe (wodng), dodatam do niej mieszanine fenol/chloroform
w ilosci 1/2 objetosci fazy wodnej i wytrzasatam.

3. Ponownie zebratam go6rng warstwe (wodng), dodatam chloroformu w iloSci 1/2 objetosci
zebranej fazy wodnej i energicznie wytrzgsatam. Etap ekstrakcji z chloroformem
powtarzatam kilkakrotnie, az do zaniku interfazy.

4. RNA wytrgcitam etanolem (3 objetosci warstwy wodnej) w obecnosci 20% CHsCOOK
pH 5,2 (1/10 objetosci warstwy wodnej). Przechowatam w -20°C przez noc.

5. Powstaty osad wirowatam (s 000xg, 10 min.), wysuszytam na lodzie, rozpuscitam w wodzie
i ponownie wirowatam w warunkach jw., w celu oddzielenia nierozpuszczalnych
zanieczyszczen towarzyszacych RNA.

&. Supernatant, o znanym stezeniu i iloSci NA, zawiesitam w DEAE-Celulozie (patrz metoda

5.2).

5.2 Oczyszczanie tRNA na DEAE-Celulozie.

DEAE-Celuloza  (dwuetyloaminoetyloceluloza) jest wymieniaczem  jonowym
stosowanym do izolacji tRNA. Przed rozpoczeciem procesu izolacji DEAE-Celuloze nalezy
zregenerowac. W tym celu umiescitam DEAE-Celuloze na lejku i przemywatam kolejno: wodg
destylowang (0,5 godz.), 0,5 M HCI (20 min.), wodg destylowang (doprowadzajagc do pH 7,0),
96% etanolem. Do przemywania ponownie zastosowatam wode destylowang, po czym

przemywatam DEAE-Celuloze 0,5 M NaOH (20 min.), a nastepnie wodg destylowang
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(doprowadzajagc do pH 7,0). Tak przygotowang DEAE-Celuloze zastosowatam do

oczyszczania tRNA.

1. Supernatant, pochodzacy z izolacji tRNA (patrz metoda 5.2.1) zawiesitam w
DEAE-Celulozie wedtug proporcji 50-100 A260/1 cm3 celulozy.

2. Po 24 godzinach przetozytam cato$¢ na lejek piankowy i zebratam przesacz.

3. Przemytam celuloze 0,25 M roztworem NaCl do wartosci A260 = 0,001 i zawiesitam do
nastepnego dnia w 1 M NaCl. Catos¢ ponownie przetozytam na lejek piankowy,
przesgczytam i przemywatam DEAE-Celuloze matymi porcjami (po 50 ml) 1| M NaCl.

4. Kazdorazowo mierzytam absorbancje przy dtugosci fali 260 nm i na tej podstawie zebratam
frakcje RNA (o najwyzszej wartosci A260).

5. DEAE-Celuloze przemywatam dalej | M NaCl w celu jej regeneraciji.

. RNA w zebranych frakcjach stracitam 3 objetosciami etanolu w obecnosci 20% CHsCOOK
(pH 5,2) i pozostawitam na noc w -20°C.

7. Osad, zwierajacy surowy niskoczgsteczkowy RNA, odwirowatam, wysuszytam na lodzie,
rozpuscitam w jak najmniejszej objetosci wody i naniostam na kolumne z BD-Celulozy

(patrz metoda 5.3.)

5.3. Oczyszczanie tRNA na BD-Celulozie.

Oczyszczanie na BD-Celulozie ma na celu rozdziat otrzymanej mieszaniny tRNA na
poszczegoblne frakcje odpowiadajgce specyficznym transferowym RNA.

1. Kolumne o wymiarach 2,6 x 90 cm wypetniong benzoilowang DEAE-Celulozg
(BD-Celuloza), przemywatam buforem (2) i naniostam ok. 6000 A260 (10 pmoli) preparatu
oczyszczonego wczesniej na DEAE-celulozie (patrz metoda 5.2).

2. W celu rozdziatlu tRNA wykorzystatam liniowy gradient stezenia NaCl w nastepujgcej
kolejnosci stosowanych buforéw:

- bufor (2) i (3) w ilosci 10 x wiekszej niz objeto$¢ robocza kolumny

- bufor (3) i (4) w ilosci 5 x wigkszej niz objeto$¢ robocza kolumny.

3. Objeto$¢ zbieranych frakcji wynosita | ml przy predkosci przeptywu przez kolumne
1 mly2o min.

4. Zawarto$¢ tRNA Sledzitam w co dziesigtej frakcji przez pomiar absorbancji przy dtugosci
fali 260 nm.

5. Specyficzne tRNA wykrywatam przeprowadzajac reakcje aminoacylacji co dziesigtej frakcji
(patrz metoda 5.6).
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s. Frakcje o najwyzszej zawartosci tRNA™0 stragcitam 3 objetosciami etanolu, odwirowatam

8 ooo X @, 10 min) i rozpuscitam w jak najmniejszej iloSci wody.

5.4 1zolacja rybosomoéw 80S z Lupinus luteus.

1. 150 g nasion tubinu zamrozonych w ciektym azocie zmielitam i poddatam homogenizacji
w 800 ml buforu (5), cato$¢ doprowadzajgc do pH 7,5 1 M Tris-em (pH 10,5).

2. Otrzymany supernatant wirowatam (30 000 x g, 15 min., temp. 4°C).

3. Roztwdr zdekantowatam i poddatam kolejnemu wirowaniu (140 000 x g, 3 godz.,
temp. 4°C).

4. Otrzymany supernatant poddawany byt dalszej obrébce do otrzymania aktywnych
biologicznie czynnikéw EFI i EF2, w dalszej czesci pracy okre$lanych jako SI100 (patrz
metoda 5.5).

5. Osad homogenizowatam w buforze (5) do otrzymania jednorodnej, klarownej, mlecznej
suspensji rybosomow.

. Rybosomy wirowatam w buforze (s), przez tzw. poduszke sacharozowg (po 5 ml),
naktadajac je bardzo ostroznie na jej powierzchnie. Wirowanie prowadzitam w probéwkach
typu Quick-Seal (kubki wiréwkowe 13.5 ml) w warunkach: 330 000 x g, 2 godz., temp. 4°C.

7. Osad rybosoméw powtdrnie homogenizowatam w buforze (5) i powt6rzytam proces
wirowania przez poduszke sacharozowg w warunkach jak wyzej.

s. Otrzymany osad rybosoméw homogenizowatam w buforze (7) i odwirowatam (2 000 x g,
5 min.).

9. Otrzymane rybosomy zawiesitam w buforze (7) i przechowywatam w temp. -70°C.
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5.5 lzolacja frakcji enzymatycznej S100.

1. Supernatant SIOO, otrzymany w czasie izolacji rybosoméw (patrz metoda 5.4), 0 znanej
objetosci, poddatam wysalaniu siarczanem amonu w dwoch etapach w temperaturze 0°C. W
pierwszym etapie dodawatam (NHa4)2Soa do uzyskania 35 % stezenia (194 g soli na 1000 ml
roztworu). Proces prowadzitam powoli dodajac sl matymi porcjami w czasie 30 minut przy
statym mieszaniu roztworu.

2. Nastepnie preparat wirowatam (30 000 x g, 30 min., temp. 4°C).

3. Supernatant, 0 znanej objetosci, poddatam drugiemu etapowi wysalania do uzyskania 60 %
stezenia (NHa4)2Soa w roztworze (184 g na 1000 ml roztworu). Sposéb dodawania soli i
nastepujace po nim wirowanie powtorzytam jak wyzej.

4, Otrzymany osad rozpuscitam w minimalnej ilosci buforu (s) i poddatam dializie w czasie
3,5 godziny, trzykrotnie zmieniajgc bufor (s).

5. Nastepnie preparat wirowatam s 000 x g, 5 min., 4°C), zebralam supernatant, zmierzytam

A280 i przechowywatam w temperaturze -70°C.

5.6 Reakcja aminoacylacji tRNA.

1. Mieszanine reakcyjng (50 pl) zawierajgcg: bufor (9), 300 pmoli [“H]-fenyloalaniny
(aktywno$¢ specyficzna 38 Ci/mmol) oraz zoptymalizowang ilos¢ tRNA i frakcji
enzymatycznej (SIOO) o znanym stezeniu, inkubowatam przez 15 min. w 37°C.

2. Mieszanine przemywatam jednokrotnie 10 % roztworem kwasu trichlorooctowego (TCA),
trzykrotnie 5 % roztworem TCA i jednokrotnie etanolem, jednoczes$nie przefiltrowujac przez
saczek z widkna szklanego Whatman GF/C.

3. Zatrzymang na saczkach radioaktywnos$¢ zmierzytam na liczniku scyntylacyjnym w

scyntylatorze toluenowym (19) na liczniku Beckmann LS 7000.
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5.7 Preparatywna reakcja aminoacylacji.

1. Mieszaning reakcyjng (5 ml) zawierajgca: bufor (9), 300 nmoli [*H]-fenyloalaniny
(aktywnos¢ specyficzna 38 Ci/mmol) i 9,8 nmoli tRNA™® inkubowatam przez 5 min.
w 37°C.

2. Nastepnie dodatam 150 ml frakcji enzymatycznej SI00 o stezeniu 244,5 A280/ml
i prowadzitam wiasciwa reakcje aminoacylacji przez 15 min. w temperaturze 37°C.

3. Po inkubacji probe wytrzasatam z fenolem o temperaturze 4°C w czasie 15 minut w celu
usuniecia syntetaz aminoacylo-tRNA.

4. Po odwirowaniu préby (12 000 x g, 20 min.) do warstwy wodnej dodatam 3 objetosci
etanolu i cato$¢ pozostawitam w temperaturze -20°C przez 60 minut. Miato to na celu
wytracenie ze sSrodowiska zsyntetyzowanego ["Hj-Phe-tRNA""0 oraz usuniecie fenolu.

5. Wytracony osad odwirowatam (12 000 x g, 20 min.) i rozpuscitam w wodzie.

&. Procedure wytrgcania etanolem powtarzatam kilkukrotnie w tych samych warunkach.

7. Osad ["*Hj-Phe-tRNA"" rozpuscitam w wodzie (300 pl) i przechowywatam w temperaturze

-70°C.

5.8 Nieenzymatyczne przeksztatcenie rybosomow w stan pretranslokacyjny.
5.8.1 Obsadzenie rybosomalnego miejsca P przez D-tRNA.

1. Mieszaning reakcyjng (9 pl) zawierajaca 12 pmoti rybosoméw w buforze (10), 10 pg poti(U)

o stezeniu 10 mg/ml i 20 pmoli deacylowanego tRNA, poddatam inkubacji w czasie 10 min.

w temperaturze 37°C.

5.8.2 Obsadzenie rybosomalnego miejsca Pprzez mini-tRNA.

1. Mieszanine reakcyjng (9 pl) zawierajgca 12 pmoli rybosoméw w buforze (10), 10 pg poli(U)
0 stezeniu 10 mg/ml i 20 pmoli mini-tRNA, poddatam inkubacji w czasie 10 min.

w temperaturze 37°C.
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5.8.3 Obsadzenie rybosomalnych miejsc: A przez Phe-tRNAM™ i P przez
D-tRNA.

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadzitam anatogicznie do metody opisanej w punkcie 5.8.1.
2. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej (9 pl) dodatam 20 pmoti Phe-tRNA""8 i inkubowatam
kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten spos6b nastgpito obsadzenie rybosomalnego

miejsca A.

5.8.4 Obsadzenie rybosomalnych miejsc: A przez Phe-tRNA™M" i P przez
mini-tRNA.

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadzitam analogicznie do metody opisanej w punkcie 5.8.2.

2. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej (9 pl) dodatam 20 pmoli Phe-tRNA*"" i inkubowatam
kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposéb nastgpito obsadzenie rybosomalnego

miejsca A.

5.9 Nieenzymatyczne przeksztatcenie rybosomoéw w stan posttranslokacyjny.

5.9.1 Obsadzenie rybosomalnego miejsca Pprzez Phe-tRNA™®

1. Mieszaning reakcyjng (9,5 pl) zawierajgcg 12 pmoli rybosoméw w buforze (11), 10 pg
poli(U) o stezeniu 10 mg/ml i 16 pmoli Phe-tRNA""*, poddatam inkubacji w czasie 10 minut

w temperaturze 37°C.

5.9.2 Obsadzenie rybosomalnych miejsc: Pprzez Phe-tRNAM oraz E przez
D-tRNA.

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadzitam anatogicznie do metody przedstawionej w punkcie
5.9.1L

2. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej (9,5 pl) dodatam 40 pmoti deacylowanego tRNA
i inkubowatam kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposob nastgpito obsadzenie

rybosomatnego miejsca E.
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5.9.3 Obsadzenie rybosomalnych miejsc: Pprzez Phe-tRNA™M* oraz Eprzez
mini-tRNA.

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadzitam anatogicznie do metody przedstawionej w punkcie
5.9.1.

2. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej (9,5 pl) dodatam 40 pmoti mini-tRNA i inkubowatam
kotejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposéb nastgpito obsadzenie rybosomalnego

miejsca E.

5.10 Reakcja enzymatycznego wigzania Phe-tRNA"*® do poli(U) rybosomoéw
(RW).

1. Mieszanina inkubacyjna (50 pl) zawierata: 5 pl buforu (12), 10 pl buforu (13), 12 pmoli
rybosomow i zoptymalizowang ilo$¢ frakcji enzymatycznej SIOO. Prébe kontrolng stanowita
mieszanina reakcyjna o takim samym sktadzie, niezawierajgca S1(X). Inkubacje prowadzitam
przez 5 min. w 37*C.

2. Nastepnie do mieszaniny inkubacyjnej dodatam ! ml schtodzonego buforu ptuczacego (14)
i sgczytam przez fittr nitrocelutozowy Mitlipore o $rednicy poréw 0,45 pm.

3. Fittr nitrocelulozowy plukatam trzykrotnie tym samym buforem, suszytam i zliczytam

radioaktywnos$¢ w scyntyfatorze toluenowym (19) na liczniku Beckmann LS 7000.

5.11 Znakowanie oligodeoksynukleotydéw oraz mini-tRNA [y-"P]-ATP na
koncu 5°.

1. Oligonukleotydy DNA i czasteczki mini-tRNA byty znakowane na koncu 5’ przy pomocy
[Y-"P]-ATP.

2. Mieszanina reakcyjna (12 pl) zawierata bufor (15), 6000 pmoli oligonukleotydu Ilub
mini-tRNA, 18000 pmoli ATP, 30 pCi [y-*P]-ATP (stezenie 10 pCi/pl) oraz 20 U kinazy
polinukleotydowej T4 (stezenie 10000 U/ml). Reakcje prowadzitam przez 35 minut w
temperaturze 37°C, a nastepnie przez 15 minut w temperaturze 65°C.

3. Znakowane oligonukleotydy oczyscitam przy pomocy chromatografii jonowymiennej na
kolumnach Qiagen-20, na ktére mozna nanositam nie wiecej niz 20 pg oligomeréw (okoto

6000 pmoli). Na kolumny doprowadzone do pH 7,0 buforem (16) naniostam preparaty
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rozcienczone buforem (16) (200 pl). Zatrzymane na kolumnie znakowane oligonukleotydy
wymywatam buforem (17) (2 ml) i stragcitam trzykrotnym nadmiarem etanotu (-70°C, Ih)
i odwirowatam (12 000 x g, 30 min., 4“C). Osad osuszytam, rozpuscitam w 200 pl wody
i przechowywatam w temperaturze -20°C.

4. Znakowane mini-tRNA oczysScitam za pomocg ekstrakcji fenot/chtoroform i stracitam
trzykrotnym nadmiarem etanolu (-70“C, Ih) i odwirowatam (12 000 x g, 30 min., 4°C). Osad

osuszytam, rozpuscitam w 200 pl wody i przechowywatam w temperaturze -70°C.

5.12 Reakcja hybrydyzacji oligonukleotydéw do rybosomoéw 80S.

1. Hybrydyzacje przeprowadzatam w buforze (18) w objetosci 25 pl. Préby zawieraty 12 pmoli
rybosoméw 80S przeksztatconych na drodze nieenzymatycznej w stan pre- lub
posttranslokacyjny (patrz metody 5.2.8. i 5.2.9.) oraz 360 pmoli oligonukleotydéw
znakowanych na koncu 5’ fosforem P (patrz metoda 5.11).

2. Oligodeoksynukleotydy preinkubowatam przez 2 min. w 65°C, w celu zdenaturowania
dwuniciowych struktur.

3. Inkubacje mieszanin reakcyjnych prowadzitam w 37°C w czasie 5 min., a nastepnie przez
2 godz. w temp. 0°C.

4. Nastepnie mieszaniny reakcyjne rozciefnczytam buforem (14) i przefiltrowatam przez filtry
nitrocelulozowe Mitlipore o S$rednicy poréw 0,45 pm, kilkakrotnie przemywajac buforem
(14).

5. Radioaktywnos$¢ zatrzymang na filtrach zmierzytam na liczniku scyntylacyjnym Beckmann

LS 7000 w scyntylatorze toluenowym (19).

5.13 Reakcja hybrydyzacji mieszanin oligonukleotydéw do rybosomoéw 80S.

1. Hybrydyzacje przeprowadzatam w buforze (18) w objetosci 25 pl. Proby zawieraty 12 pmoli
rybosoméw 80S przeksztatconych na drodze nieenzymatycznej w stan pre- lub
posttranslokacyjny (patrz metody 5.2.8 i 5.2.9) oraz po 180 pmoli kazdego oligonukleotydu
wchodzgcego w skfad kompozycji (w sumie 360 pmoli oligonukleotyd6w), z czego jeden byt
znakowany na kornicu 5’ [y-"P]-ATP (patrz metoda 5.11).

2. Oligodeoksynukleotydy preinkubowatam przez 2 min. w 65°C, w celu zdenaturowania

dwuniciowych struktur.






3. Catos¢ inkubowatam w 37°C w czasie 5 min., a nastepnie przez 2 godz. w temp. 0°C.

4. Nastepnie mieszaniny reakcyjne rozcienczytam buforem (14) i przefiltrowatam przez fittry
nitrocetutozowe Mitlipore o $rednicy porow 0,45 pm, kilkakrotnie przemywajac buforem
(14).

5. Radioaktywno$¢ zatrzymang na filtrach zmierzytam na liczniku scyntylacyjnym Beckmann

LS 7000 w scyntylatorze toluenowym (19).

5.14 Analiza kwaséw nukleinowych w zelach poliakrylamidowych.

1. Podczas etapow izolacji i oczyszczania tRNA (patrz metody 5.2 oraz 5.3) poddawatam
poszczegllne frakcje RNA analizie elektroforetycznej w 10% denaturujgcym zelu
poliakryloamidowym (20) w buforze do elektroforezy (21).

2. Na zel nanositam | OD preparatu z dodatkiem barwnika obcigzajgcego (22).

3. Rozdziat prowadzitam w zelu poddanym weczesniejszej preelektroforezie, przy natezeniu
5 mA i napieciu 250 - 400 V. Poczatkowe warunki rozdziatu wynosity; natezenie 10 mA,
napiecie 400V.

4. Po wejsciu preparatéw w zel, natezenie podwyzszatam do 20 mA, a napiecie do 2000V.

5. Produkty rozdziatu etektroforetycznego analizowatam po wybarwieniu barwnikiem do RNA

(25).
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6. WYNIKI | DYSKUSJA.

6.1 lzolacja i oczyszczanie tRNA*"@.

Izolacje i oczyszczanie tRNA*"" przeprowadzitam zgodnie z metodami 5.1, 5.2 oraz 5.3.

Celem tych procedur bylo otrzymanie moztiwie czystego fenyloalaninowego, transferowego
RNA (tRNA*"7), pozbawionego zanieczyszczen w postaci biatek, polisacharydéw, RNA

i DNA. Do izolacji uzytam 250 g nasion L. luteus.
Na Rysunku 36 przedstawitam obraz rozdziatu etektroforetycznego (wedtug metody

5.14) preparatu pochodzgcego z poszczegolnych etapdw oczyszczania tRNA.

5SrRNA(I20 nt)
1 IRNA™ (76 nt)

Rysunek 36. Obraz rozdzialu elektroforetycznego (10% denaturujgcy PAA) preparatu
pochodzacego z oczyszczania tRNA.

| - preparat przed natozeniem na DEAE-Celuloze;

2, 3 - preparat po oczyszczaniu na DEAE-celulozie; frakcja wysokoczasteczkowych (2) oraz
niskoczasteczkowych RNA (3);

4 - tRNA™™ po oczyszczaniu na BD-Celulozie;

5 - marker wielkosci, 5S rRNA izolowany z L. luteus.

Na Rysunku 37 zamiesScitam przebieg oczyszczania tRNA w gradiencie stezei na

kolumnie z BD-Celulozg (wedtug metody 5.3).
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Rysuiek 37. Przebieg rozdzialu niskoczgsteczkowych RNA na kolumnie wypetnionej BD-

Celultza.
Kolonmi oznaczono: granatowym - wyniki pomiaru stezenia kazdej frakcji [pmol/ml], czerwonym -
wynik reakcji aminoacylacji [dpm]. Niebieska strzatka oznacza zmiane gradientu NaCl.

?ierwsze  maksimum odpowiada miedzy innymi tRNA*®, natomiast drugie
charatteryzuje tRNA*"6. W wyniku rozdziatlu otrzymatam oczyszczony tRNA*"0 o stezeniu
1,35 umol/ml. Aktywno$¢ specyficzna wydzielonego preparatu, zmierzona w reakcji

aminoicylacji wynosita 900 pmol/Azs0-

6.2 1zolacja rybosomow 80S z L. luteus.

kolacje rybosoméw przeprowadzitam wedlug metody 5.4. Do izotacji uzytam 150g

tubinu zéttego. Otrzymatam rybosomy o stezeniu 24 mg/ml.

6.3 Iz)lacja frakcji enzymatycznej S-100.

liolacje frakcji enzymatycznej przeprowadzitam wedtug metody 5.5. Stezenie uzyskanej
frakcji enzymatycznej SIOO wynosito 244,5 Azso/ml. Aktywnos$¢ preparatu zostata okrestona

w reakcji enzymatycznego wigzania AA-tRNA do rybosoméw (5.10).
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6.4 Preparatywna reakcja aminoacylacji tRNAP®

Reakcje aminoacylacji preparatywnej tRNA*'® przeprowadzitam wedlug metody 5.7.
W wyniku aminoacyfacji otrzymatam ~H-fenytoatanylo-tRNA""® o stezeniu 72,6 nmola/ml.

Radioaktywno$¢ specyficzna otrzymanego preparatu wynosita 176 dpm/pmol.

6.5 Zastosowanie oligonukleotyddw antysensowych i mini-tRNA do badan
zmian konformacyjnych rybosomu 80S.

Na podstawie znanych struktur I- i ll-rzedowych rRNA [22] oraz danych literaturowych
dotyczacych funkcjonalnej waznosci poszczegdlnych nukleotydéw rRNA w procesie translacji,
zaprojektowatam dwie serie oligodeoksynukleotyddw:

a) oligonukleotydy komplementarne do wybranych sekwencji w 18S rRNA;
b) oligonukleotydy komplementarne do wybranych sekwencji w 26S rRNA.

W celu wylowienia sekwencji a-DNA, ktore posiadajg tylko jedno miejsce
komplementarne o silnym powinowactwie, zastosowatam metody bioinformatyczne
i specjalistyczne bazy danych sekwencji kwaséw nukleinowych (The Comparative RNA Web
(CRW) Site; The European small subunit ribosomal RNA database; The European large
subunit ribosomal RNA database) [22, 240, 241] a takze oprogramowanie umozliwiajgce
selekcje fragmentdbw o pozadanych wiasciwosciach: diugo$¢ (badania in  silico),
komplementamo$¢ oraz stabitno$¢ heterodupleksu (metoda obliczeniowa parametrow
termodynamicznych wedtug [242]).

W celu wytowienia oligodeoksynukteotydéw specyficznych wzgledem tylko jednej
sekwencji docelowej, przeprowadzitam analize fragmentow 18S rRNA, 26S rRNA i 5S rRNA,
do ktorych zaprojektowane przeze mnie a-DNA wykazujg czesciowa komplementamosc.
W celu zweryfikowania mozliwosci przytaczania badanych otigonukleotydéw do
potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczytam warto$ci energii  swobodnej (AG)
dupteksow RNA/DNA, wedtug metody opisanej w [242]. Najbardziej istotnym parametrem
w moich eksperymentach jest stosunek energii swobodnej obliczonej dla niespecyficznej
sekwencji docelowej do energii swobodnej obliczonej dla specyficznej sekwencji docelowej
(AGnonspec/AGspec)- Im mniejsza warto$¢ AGnonspec/AGspec, tym jest bardziej prawdopodobne, ze
niespecyficzny heterodupleks jest niestabilny w wamnkach optymalnych dla istnienia w petni

komplementarnego dupleksu. W zwigzku z tym, niska warto$¢ AGnonspec/AGspec $wiadczy o
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tym, Zze obserwowany stopien hybrydyzacji jest rezultatem wystepowania wytgcznie
specyficznych dupleksow.

Ponadto, aby upewnic sie, ze obserwowana przeze mnie hybrydyzacja oligonukleotyddw
zachodzi jedynie do specyficznych, w peini komptementamych miejsc w rRNA,
przeprowadzitam szczegOtowag analize stopnia hybrydyzacji wszystkich testowanych
oligonukleotydéw w zaleznosci od stosunku molowego oligonukleotydu do rybosomu.
Zwiekszatam nadmiar oligonukteotydu w stosunku do rybosomu az do uzyskania catkowitego
wysycenia rybosomu oligonukleotydem. Utworzytam w ten sposéb krzywe wysyceniowe
i zoptymalizowatam jednoczesnie itosé otigonukleotydu hybrydyzowanego do rybosomu. Jesti
wigzanie otigonukleotydu zachodzitoby w miejscach niespecyficznych, nalezatoby sie
spodziewaé, ze stopien hybrydyzacji wzrastatby nieustannie wraz ze zwiegkszajgcym sie
stezeniem otigonukleotydu w reakcji. Wowczas magtby przekracza¢ nawet wartos¢ 100% [60].
Natomiast w przypadku, gdy oligonukleotyd hybrydyzuje do jednego, specyficznego miejsca,
po jego wysyceniu wzrost stezenia oligonukleotydu nie spowoduje zwiekszonego stopnia
hybrydyzacji i nie powinien przekroczy¢ wartosci 100%.

Oligonukleotydy zostaty zsyntetyzowane chemicznie oraz oczyszczone za pomocg
wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (ang. High Pressure Liquid Chromatography,
HPLC) w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Ponadto skonstruowatam trzy rodzaje czasteczek mini-tRNA, z ktérych wykluczone
zostaty pewne strukturalne fragmenty ,kompletnych” tRNA specyficznych wzgledem
fenyloalaniny. Mini-tRNA zostaty zsyntetyzowane chemicznie oraz oczyszczone za pomocg

wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej w IBA GMBH Germany.
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6.5.1 Zastosowanie oligonukleotydow antysensowych komplementarnych do
wybranych fragmentéw 18S rRNA.

W celu okreSlenia zmian konformacyjnych zachodzacych w rybosomie ro$linnym
podczas biosyntezy biatka, zastosowatam 7 antysensowych otigodeoksyrybonukleotydow
(a-DNA) komplementarnych do wysoce konserwatywnych sekwencji w 18S rRNA malej

podjednostki rybosomalnej Lupinus luteus.

e Konserwatywnos¢ 18S rRNA

Dane na temat konserwatywnosci 18S rRNA uzyskatam z bazy danych sekwencji
i struktur RNA Comparative RNA Web Site [22]. Stopien konserwatywnosci nukleotydow
matej podjednostki rybosomalnej opracowany zostat na podstawie analizy 5591 sekwenciji,
w tym 4213 sekwencji bakteryjnych, 155 sekwencji archebakteryjnych i 1223 sekwencji
eukariotycznych. Ze wzgledu na brak struktury drugorzedowej 18S rRNA L. luteus, przy
projektowaniu antysensowych oligomerow wykorzystatam strukture drugorzedowg Glycine
max (struktura pobrana z [22], numer X02623). Sposrdd 16 gatunkdw roslin, ktérych struktury
drugorzedowe 18S rRNA zdeponowane sg w bazie danych Comparative RNA Web Site,
G. mojc jest najbardziej zblizona filogenetycznie do L. luteus. Obie te rosliny nalezg do rodziny

motylkowatych (Leguminosae). Petng systematyke G. max i L. luteus przedstawitam w Tabeli 4.
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Domena Eukaryota Eukaryota
Krolestwo Viridiplantae Viridiplantae
Nadgromada Spermatophyta Spermatophyta
Gromada Magnoliophyta Magnoliophyta
Podgromada Magnoliophytina Magnoliophytina
Klasa Rosopsida Rosopsida
Podklasa Rosidae Rosidae
Nadrzad Fabanae Fabanae

Rzad Fabales Fabales
Rodzina Leguminosae Leguminosae
Podrodzina Papilionoideae Glycinoideae
Plemie Genisteae Glycineae
Rodzaj Lupinus Glycine
Gatunek Lupinus luteus Glycine max
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Tabela 4. Klasyfikacja taksonomiczna Lupinus luteus oraz Glycine max wedtug systemu
Reveata [243].

W celu otrzymania diagramu konserwatywnosci 18S rRNA, na strukture Il-rzedowg
18S rRNA G. max naniostam nukleotydy konserwatywne w trzech domenach organizméw
zywych (Archaea, (eu)Bacteria, Eucarya\ wedtug [244]). Korzystatam z istniejgcego diagramu
konserwatywnosci 16S rRNA E. coli (struktura pobrana z [22], numer JO1695). Wyr6znitam
cztery zakresy konserwatywnosci nukleotydow 18S rRNA: ponizej 80%; 80-90%; 90-98%
oraz 98% i wiecej konserwatywnosci. Lokalizacje nukleotydoéw konserwatywnych
przedstawitam w strukturze ll-rzedowej 18S rRNA Glycine max oraz lll-rzedowej 16S rRNA
Thermus thermophilus na Rysunkach 38 i 39 (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer
X02623 oraz [23], numer IFKA). Zachowawczo$¢ nukleotydow w strukturze Ill-rzedowej
opracowatam przy uzyciu programu UCSF Chimera package uzyskanego z Resource for
Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of California, San

Francisco [245].
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Rysunek 38. Struktura Il-rzedowa 18S rRNA G. max (struktura pobrana z [22], numer X02623)

z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.
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» Miejsca funkcjonalnie wazne w biosyntezie biatka w 18S rRNA

Na otrzymang w ten sposob mape nukleotyddéw konserwatywnych w trzech domenach
organizméw, naniostam omowione w literaturze sekwencje wazne funkcjonalnie w procesie
biosyntezy biatka (Tabele 5-10). Poszczeg6lne nukleotydy zostaty zdefiniowane jako wazne w
procesie translacji na podstawie danych uzyskanych dla rybosoméw prokariotycznych jak i
nielicznych danych dla rybosomoéw eukariotycznych [21] i prace tam cytowane].

Pozycja Pozycja

Oddziatywanie W MRNA w 165 TRNA Referencje
MRNA - 16S rRNA Shine- H45 [44]
Dalgamo
mRNA- 16S rRNA (H28) +2 926 [28]
MRNA- 16S rRNA (H44) +4 1402 [27]
MRNA- 16S rRNA (H34) +6 1052 [27]
mMRNA- 16S rRNA (H28) +7 1395 [27]
MRNA- 16S rRNA (H34) +8,9 1196 [28]
mMRNA- I6SrRNA (HI8) +11 532 [27]
mMRNA- 16S rRNA (HI8) +12 530 [28]
mMRNA- 16S rRNA -1/-8 H22 (335) [37]
H43(1360)
H45(1530)

Tabela 5. Nukleotydy 16S rRNA oddzitujace z czgsteczkg mRNA (numeracja wedtug E. coli).

Oddziatywanie Pozycja w 16S rRNA Referencje
EF-1 - 16S rRNA h5 [24]
h15(368)
EF-2 - 16S rRNA h5 (bp 57:356) [15. 25]
hi3
h33(1044)
h34(1208)

ha4 (1492-1493)

Tabela 6. Nukleotydy 16S rRNA biorace udziat wigzaniu czynnikéw elongacyjnych (numeracja
wedtug E. coli).

Funkcja Pozycja w 16S rRNA Referencje
Tworzenie tunelu wejscia 1360 [44]
mRNA 1401
1196
h28 1397
16

Tabela 7. Nukleotydy 16S rRNA odpowiedzialne za tworzenie tunelu wejscia mRNA (numeracja
wedtug E. coli).
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Oddziatywanie

Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (}i30)
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h31)
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h24)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h43)

Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA

Ramie akceptorowe tRNA - 16S rRNA (li45)
Ramie DHU tRNA - 16S rRNA (h23)

Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h23)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (}i31)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h44)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h23)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h29)
Ramie DHU tRNA - 16S rRNA (h44)

Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (}i44)
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h44)

Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h44)

Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA

Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA

Ramie akceptorowe/DHU tRNA - 16S rRNA (h23)
Ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h43)

Petla i ramie antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h29)

Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h28)
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA

Ramie antykodonowe tRNA -16S rRNA (h23)
Ramie antykodonowe tRNA -16S rRNA (h43)
Petla antykodonowa tRNA - 16S rRNA

Pozycja
w tRNA

28-30

34

39

40

40

41

34

34

8
20
32
32
34
47
47
12
34-35, 36
38
34
34
40

20:1
32

35, 36
30

34

33
37-38
37
38-39
32

32

37

Pozycja
w 16S rRNA
1229-12230
966
790
1339
1339
1338
1400
926
1498
1531-1542
694,711
693
957, 966
1400
686, 701,717
1345, 1348
1923
530
1493
1493
1492
955
1494
694,711
1378
1339, 1340

1382

937
788-789
693
694-695
693
1376,1378
1510-1542
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Referencje

[2,5,9, 19,
40, 66, 179,
246]

[43, 179]
[9. 179]

[247]
[247]

[39]

[39]

[38]

(38]

[38]

[248]

2,5, 19, 20,
30, 40,42,
43, 179,
246, 249]

[250]

[247]

(39]

2,5, 40, 43,
248]

[39]
[39]
[251]

Tabela 8. Nukleotydy 16S rRNA biorace udziat wigzaniu tRNA w miejscach A, P i E (numeracja

wedtug E. coli).

Funkcja
Tworzenie miejsc Ai P w 1492-98
podjednostce 30S 1402-1408

Pozycja w 16S rRNA

Referencje

[30, 42]

Tabela 9. Nukleotydy 16S rRNA odpowiedzialne za tworzenie rybosomalnych miejsc A i P

w podjednostce 30S (humeracja wedtug E. coli).
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RNA-

RNA 16S rRNA  Pozycja w 16S rRNA 23S rRNA Pozycja w 23S rRNA
eB2a H44 1408/1493 H69 1910-1920
eB2b H24 784/800 H68 1847

H45 1515 1939-1941
eB2c H27 899 H62 1693

H24 771 H67 1832
eB2d H23 698-703 H68 1848/1895
eB3 H44 1418/1482 H71 1948/1960
eB4 Hll 247 H34 711/720

H20 580/761 H34 716

H34 716
eB5b H44 1428/1472 H62 1689/1704
eBIO HIl 272 H63 1713/1747
HIOI
eBll H9 187 HIOI Sekwencja w.stawiona
RNA- . . . .
biatko 16S rRNA  Pozycjaw 16S rRNA Biatko Pozycja w biatku

eB2e H22 671 L43 C-koniec

H23 712/713 L2 136
eB5a H44 1422 L23
eB6 H14 343 L23 132
eB7 H44 1446 L24 47

Tabela 10. Nukleotydy 16S rRNA tworzgce mostki 16S rRNA- 23S rRNA oraz 16S rRNA -biatko
(numeracja wedtug E. coli) [5,9,20].

Nukleotydy 18S rRNA biorace udziat w procesie biosyntezy biatka, charakteryzujgce sie
wysoka zachowawczoscig ewolucyjng, zebratam na Rysunkach 40-43. Przygotowane w ten
sposéb analizy zachowawczosci poszczegdlnych nukleotyddw RNA malej podjednostki
rybosomalnej biorgcych udziat w biosyntezie biatka, postuzyty mi w dalszej cze$ci pracy do
zaprojektowania antysensowych oligonukleotydow celem zbadania korelacji struktury i funkcji

rybosomu eukariotycznego.
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Tunel wejscia mRNA

Mostki

18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi
waznymi (struktura pobrana z [22], numer
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Rysunek 41. Struktura Il-rzedowa domeny centralnej 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer

X02623).
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Rysunek 42. Struktura ll-rzedowa domeny ymajor 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
X02623).
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Rysunek 43. Struktura ll-rzedowa domeny 3'minor 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
X02623).

Z analizy struktury ll-rzedowej 18S rRNA G. max, na ktorej uwidocznitam nukleotydy
konserwatywne oraz wazne w procesie translacji, mozna wyciggna¢ wniosek, iz miejsca, ktore
zostaty opisane jako funkcjonalne w biosyntezie biatka u organizméw prokariotycznych
charakteryzujg sie wysokim stopniem konserwatywnosci. Zatozytlam zatem, ze ich
zachowawczo$¢ we wszystkich domenach organizméw zywych Swiadczy o tym, ze petnig te
sama role w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych. Teza ta ma silne poparcie
w wynikach prac z rybosomami eukariotycznymi. Spahn zaobserwowat, ze nukleotydy rRNA
oddziatujgce z czasteczkg tRNA w miejscu P, tworzace mostki rybosomalne oraz oddziatujgce
z czynnikiem elongacyjnym EF2, wystepujg w takich samych pozycjach w ukfadach 70S
i 80S [9, 26]. Natomiast badania Phelps’a dostarczyly dowoddéw na konserwatywno$é

oddziatywan rybosomu z ramieniem i petlg antykodonowg tRNA zajmujacego miejsce A.
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e Charakterystyka antysensowych oligonukleotyd6w

Na podstawie danych dotyczacych konserwatywnosci oraz funkcji poszczegolnych
nukleotydéw 18S rRNA w procesie biosyntezy biatka, zaprojektowatam serig 7 antysensowych
oligodeoksyrybonukleotydéw, komplementarnych do specyficznych miejsc rRNA matej
podjednostki rybosomalnej. Lokalizacje wybranych przeze mnie sekwencji w 18S rRNA, do
ktorych zaprojektowatam komplementarne oligonukleotydy (Rysunek 44) przedstawitam na
schemacie struktury Il-rzedowej 18S rRNA G. max oraz w strukturze Ill-rzedowej 16S rRNA
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X02623 oraz [23], numer

IFKA). Charakterystyke stosowanych oligonukleotyddw przedstawia Tabela 11.

domena
centralna

domena 5’

Rysunek 44. Pozycja badanych miejsc, waznych w procesie translacji (numery odnoszg sie do
numerow komplementarnych a-DNA).

A - struktura Il-rzedowa 18S rRNA G. max

B - struktura Ill-rzedowa 16S rRNA T. thermophilus, widok od strony oddziatywania podjednostek.
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Pozycja sekwencji
Nr Sekwencja Miejsca oddziatywania docelowej
a-DNA .sekwencji docelowej 18S rRNA w 18S rRNA
[5°-3'] z czynnikami biorgcymi udziat w translacji (G. max)
#1 GCCTTT CTC AGG 397-408 - EF-2 397-408
domena 5
#2 CGT ATT ACCGC 581 - mRNA (+12) 578-588
581 - tRNA w miejscu A (34-36) domena 5'
583-mRNA (+11)
#3 TTT CACCTC TGA 901- tRNA w miejscu P (47) 899-901
908 - tRNA w miejscu P (32) i E (32, 37) domena centralna
909 - tRNA w miejscu P i A (20:1) oraz E
(38, 39)
910 - tRNA w miejscu E (38, 39)
#4  AAATCC AAG AAT 913, 918 - H68 23S rRNA (mostek eB2d) 911-922
916 - tRNA w miejscu P (47) domena centralna
#5 GGT ATCTGATC 1002, 1003 - tRNA w miejscu E (37,38) 1001-1011
1005 - tRNA w miejscu P (39) domena centralna
#6 AGC GAC GGG CGG 1642 - tRNA w miejscu P (34) 1641-1652
1645-mRNA (+4) domena 3'minor
1650 - H96 23S rRNA (mostek eB2a)
1643-1651 - tworzenie miejsc A i P
#7 TGTTACGACTTCT 1762-1764 - tRNA w miejscu A (34, 38) 1760-1772
1768 - tRNA w miejscu P (34) domena 3'minor
1762-1768 - tworzenie miejsc A i P
#3 CAC ATGTTA KONTROLA —

Tabela 11. Oligonukleotydy antysensowe do badan zmian konformacyjnych matej podjednostki

rybosomalnej.

etapOw procesu biosyntezy biatka zaprojektowatam kompozycje ztozone z dwdch réznych

W celu wykazania skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas kolejnych

oligodeoksynukleotydow. Stosowatam nastepujgce mieszaniny oligonukleotydow:

- mieszanina | - oligonukleotydy #1 oraz #4;

- mieszanina 2 - oligonukleotydy #3 oraz #5;

- mieszanina 3 - oligonukleotydy #6 oraz #7.e

e SpecyHcznosc oddziatywan antysensowych oligonukleotyddéw z rybosomem

W celu wylowienia oligodeoksynukleotyddw specyficznych wzgledem tylko jednej
sekwencji docelowej w 18S rRNA, przeprowadzitam kompletng i szczegétowa analize innych
fragmentéw czesciowo komplementarnych do testowanych a-DNA. Potencjalne miejsca

wigzania a-DNA zostaty zidentyfikowane z uzyciem programu BLAST-N [252]. Dodatkowe
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miejsca komplementarne wyszukiwatam w obrebie sekwencji 18S rRNA G. max (numer
18729) oraz 26S rRNA Oryza saliva (numer 169818). Wylonitam 14 potencjalnych
niespecyficznych sekwencji docelowych dla 7 badanych a-DNA (Rysunek 45).

Rysunek 45. Pozycja niespecyficznych sekwencji komplementarnych do badanych a-DNA.
(numeracja jak w Tabeli 12).

A - stmktura Il-rzedowa 26S rRNA 0. saliva,

B - struktura Il-rzedowa 18S rRNA G. max.
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W celu zweryfikowania mozliwosci przytagczania badanych oligonukleotydow do
wytonionych potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczytam wartosci energii swobodnej

(AG) duplekséw RNA/DNA oraz stosunek AGnonspec/AGspec *

Pozycja Pozycja AG AGnonspec
Nr Sekwencja w 18S rRNA w 26S rRNA (kcal) TAGsph
G. max 0. sativa

#1 CCU GAG AAA CGG 397-408 — -12.4

#1-1 U GAG AAA U 1086-1093 — -5.0 0.40
#1-2 G AAA CGG — 1705-1711 -6.2 0.50
#2 GCG GUA AUA CG 578-588 — -11.1
#2-1 UA AUA CG 171-165 — -9.0 0.81
#2-2 GCG GUA AU 578-585 — -3.8 0.34
#2-3 GCG GUA A — 300-306 -1.0 0.63
#3 UCA GAG GUG AAA 899-901 -10.5
#3-1 AG GUG AA 1780-1789 — -6.9 0.65
#3-2 AG GUG AA — 1852-1858 -6.9 0.65
#3-3 A GAG GUG — 2434-3440 -7.9 0.75
#3-4 A GAG GUG — 2781-2787 -7.9 0.75
#4 AUU CUU GGA UuU 911-922 — -10.4
#4-1 UU GGA UU — 2906-2912 -5.0 0.48
#5 GAU CAG AUA CC 1(H)1-1011 -8.1
#6 CCG Cccc guc Ggeu 1641-1652 -15.1 —
#6-1 CCCGUCG — 1968-1974 -6.7 0.44
#7 AGA AGU CGUAACA 1760-1772 -11.9
#7-1 AGA AGUC 1726-1732 — -5.9 0.49
#7-2 GA AGU CG — 1244-1250 5.7 0.47
#7-3 GA AGU CG — 1892-1898 5.7 0.47
#8 CAC ATGTTA — — — —

Tabela 12. Specyficznos$¢ interakcji a-DNA - rybosom.

Kolorem czerwonym zaznaczono specyficzne sekwencje docelowe dla a-DNA, kolorem czarnym
niespecyficzne sekwencje (numeracjajak na Rysunku 45).

AG obliczono wedtug [242].

Rezultaty opisanych analiz wskazuja, ze jedynie oligonukleotyd #5 nie posiada innych
potencjalnych miejsc hybrydyzacji niz wybrana przeze mnie sekwencja docelowa
w 18S rRNA. Oligonukleotyd #8 nie posiada zadnych miejsc kompelentamych, nawet
czesciowo, zarowno w 18S rRNA jak i 26S rRNA. Zostat on zaprojektowany jako kontrola
testow biologicznych. Oligonukleotyd #1 moze potencjalnie hybrydyzowaé do jednej
niespecyficznej sekwencji w rRNA matej podjednostki (#1-1) oraz do jednej w 26S rRNA
(#1-2). Jednak zgodnie z niska wartoScig AGnonspec/AGspec (odpowiednio, 0.40 i 0.50) oraz
lokalizacjg tej sekwencji w rejonie dwuniciowym (sekwencja #1-1, Rysunek 49) lub

W przewazajgcej czesSci dwuniciowym (sekwencja #1-2), zaktadam, ze warunki te nie sg
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wystarczajgce do utworzenia stabilnego kompleksu. Podobne konkluzje wyciggnetam dla
dodatkowych miejsc komplementarnych dla oligonukleotydow: #2 (target #2-3), #3 (targety
#3-1 oraz #3-2), #4 (target #4-1), #6 (target #6-1) oraz #7 (target #7-1). Sekwencje dodatkowe
#3-3 1 #3-4, do ktorej moze potencjalnie hybrydyzowac¢ oligonukleotyd #3 charakteryzuja sie
wzglednie wysoka wartoscig AGnonspec/AGspec. jednak obie zlokalizowane sg w dwuniciowych
regionach 26S rRNA. W przypadku dodatkowych sekwencji #2-2 oraz #7-2 i #7-3,
obserwowatam przeciwng sytuacje. Wylonione sekwencje dodatkowe sg ulokowane
w jednoniciowych fragmentach rRNA ale potencjalne hybrydy charakteryzuje bardzo niska
wartos¢ AGnonspec/AGspec. Te obserwacje pozwolity na konkluzje, ze interakcje te nie mogg by¢
stabilne. Jedna niespecyficzna sekwencja dodatkowa (#2-1) posiada wzglednie wysoka warto$¢
AGnonspec/AGspec i wystepuje w regionie jednoniciowym rRNA. Jednak obserwowany przeze
mnie stopien hybrydyzacji oligonukleotydu #2 do rybosomu w Zzadnym stanie
konformacyjnym rybosomu nie przekraczat 100%, co jest dalszym argumentem popierajgcym
konkluzje o specyficznosci oddziatywan a-DNA z badanymi sekwencjami w 18S rRNA.
Ponadto, aby upewnic sie, ze obserwowana przeze mnie hybrydyzacja oligonukleotyddw
zachodzi jedynie do specyficznych, w petni komplementarnych miejsc w 18S rRNA,
wykonatam krzywe wysycenia dla wszystkich badanych a-DNA. W tym celu przeprowadzitam
znakowanie oligonukleotydéw oraz proces hybrydyzacji wyznakowanych oligonukleotydow

do rybosomoéw przeprowadzonych w odpowiedni stan konformacyjny.

e Znakowanie oligonukleotyddw

W wyniku znakowania 5' konca przy pomocy [y-*P]-ATP (metoda 5.11) poszczegdlne
oligonukleotydy wykazywaty zamieszczone w Tabeli 8 radioaktywnosci

specyficzne [dpm/pmol].

Oligonukleotyd #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
Radioaktywnos$¢ specyficzna 247 139 187 171 332 112 113 498
(dpm/pmol)

Tabela 13. Radioaktywno$¢ specyficzna [dpm/pmol] oligonukleotydéw po znakowaniu
[Y-APJ-ATP.
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« Krzywe wysycenia rybosomow 80S przez antysensowe oligonukleotydy

Wyizolowane rybosomy przeprowadzatam w stan pretranslokacyjny poprzez obsadzenie
miejsca P przez deacylowany tRNA (D-tRNA) - stan PRE-P (metoda 5.8.1) oraz jednoczesne
obsadzenie miejsc: A przez aminoacylo - tRNA (AA-tRNA) i P przez D-tRNA - stan PRE-AP
(metoda 5.8.3). Stan posttranslokacyjny osiggniety zostat przez obsadzenie miejsca P przez
AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz réwnoczesne zablokowanie miejsc: P przez
AA-tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzatam reakcje hybrydyzacji
antysensowych  oligonukleotydédw  (metoda 5.12), stosujac  nastepujacy  nadmiar

oligonukleotydow do rybosomu (przy statej ilosci rybosomow, to jest 12 pmoli):

A) 1:1 (12 pmoli a-DNA)

B) 10:1 (120 pmoli a-DNA)
C) 20:1 (240 pmoli a-DNA)
D) 25:1 (300 pmoli a-DNA)
E) 30:1 (360 pmoli a-DNA)
F) 35:1 (420 pmoli a-DNA)
G) 40:1 (480 pmoli a-DNA)
H) 45:1 (540 pmoli a-DNA)
) 50:1 (600 pmoli a-DNA).

Uzyskane wyniki zestawitam na Rysunku 46. Zaobserwowatam, ze wszystkie badane
oligonukleotydy hybrydyzuja specyficznie tylko do jednego, wybranego przeze mnie miejsca
w rybosomie w kazdym stanie translokacyjnym. Swiadczy o tym stopien wysycenia rybosomu
przez badane oligonukleotydy. Wysycenie rybosomu nastepuje wowczas, gdy wzrost stezenia
oligonukleotydu nie powoduje dalszego wzrostu stopnia hybrydyzacji komplementarnego
oligonukleotydu. Proces taki obserwowatam w wiekszosci przypadkéw, kiedy stosunek
molowy antysensowego oligonukleotydu do rybosomu wynosit 25:1. W pozostatych
przypadkach, stan wysycenia osiggany byt przy stosunku 30:1. Réznice te wynikajg zapewne z
dostepnosci oraz lokalizacji miejsca docelowego w 18S rRNA. Wyniki te Swiadczg zatem

o specyficzno$ci wigzania badanych przeze mnie oligonukleotydow.
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*PRE-P

*PRE-AP
POST-P

-POST-PE

“PRE-P

*PRE-AP
POST-P

“POST-PE
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mPRE-AP
POST-P

-POST-PE

Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajgce stezenie oligonukleotydow
(12-600 pmoli).

Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

A - oligonukleotyd #1,;

B - oligonukleotyd #2;

C - oligonukleotyd #3.
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-PRE-P

*PRE-AP
POST-P

-POST-PE

PRE-P

PRE-AP
POST-P

-POST-PE

Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajace stezenie oligonukleotydéw
(12-600 pmoli).

Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

D - oligonukleotyd #4;

E - oligonukleotyd #5;

F - oligonukleotyd #6.
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Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajace stezenie oligonukleotydéw

(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

G - oligonukleotyd #7.
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e Rezultaty inhibicji biosyntezy biatka przez antysensowe oligonukleotydy

komplementarne do wybranych fragmentow 18S rRNA

Wyizolowane rybosomy przeprowadzatam w stan pretranslokacyjny poprzez obsadzenie
miejsca P przez deacylowany tRNA (D-tRNA) - stan PRE-P (metoda 5.8.1) oraz jednoczesne
obsadzenie miejsc: A przez aminoacylo - tRNA (AA-tRNA) i P przez D-tRNA - stan PRE-AP
(metoda 5.8.3). Stan posttranslokacyjny osiggniety zostat przez obsadzenie miejsca P przez
AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz réwnoczesne zablokowanie miejsc: P przez AA-
tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzatam reakcje hybrydyzacji
antysensowych oligonukleotydéw (metoda 5.12) lub kompozycji dwdch oligonukleotydow
(metoda 5.13) w stosunku molamym a-DNA/rybosom wynoszacym 30:1 a nastepnie inhibicje
reakcji wigzania Phe-tRNA* M,

Schematyczne przedstawienie przeprowadzanych doswiadczalnie reakcji ujetam na
Rysunkach 47 i 48.

Reakcje hybrydyzacji a-DNA oraz inhibicji reakcji wigzania Phe-IRNA*® przez
zhybrydyzowane antysensowe oligonukleotydy powtarzatam trzykrotnie. W Tabelach 14-17

oraz na Rysunkach 49-53 przedstawitam u$rednione wyniki.
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PRE-P

PRE-AP

POST-P

POST-
PE

a-DNA
Wynik hybrydyzacji
[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos$¢ hybrydyzacji
1%]
Wynik hybrydyzacji
[pmol; a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajno$¢ hybrydyzacji
%] '
Wynik hybrydyzacji
[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ hybrydyzacji
[%]
Wynik hybrydyzacji
[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos$¢ hybrydyzacji
[%] '

#1
0,17
17
0,27
27
0,48
48
041

41

#2
0,61
61
0,77
77
0,68
68
0,57

57

#3
0,44
44
0,56
56
0,66
66
0,85

85

#4
0,14
14
0,34
34
0,61
61
0,43

43

#5
0,49
49
0,55
55
0,39
39
0,30

30

#6
0,19
19
0,59
59
0,97
97
0,79

79

#7
0,22
22
0,55
55
0,65
65
0,43

43

129

#8

0,0

0,0

0,0

0,01

1

Tibela 14. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydéw do rybosomow
przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
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Mieszanina [y-"~P]-  #l-i- [y-""P]-  #3-I- [y-““P]- #6+
ATP#1 [Y-~P]- ATP#3 [y-"P]- ATP#6 [y-“P]-
-hitd ATP#4 145 ATP#5  +#7 ATP#7

a-DNA #1 #4 #3 #5 #6 #7
PRE-P Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA

/pmol rybosomu] 0,37 0,53 0,42 0,49 0,47 0,86

Wydajnos¢

hybrydyzacji [%] 37 53 42 49 47 86
PRE-AP  Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA

/pmol rybosomu] 0,43 0,51 0,71 0,62 0,70 0,43

Wydajnos¢

hybrydyzacji [%] 43 51 71 62 70 43
POST-P  Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA

/pmol rybosomu] 0,14 0,54 0,62 0,52 0,11 0,39

Wydajnos¢

hybrydyzacji [%] 14 54 62 52 u 39
POST-PE Woynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA

/pmol rybosomu] 0,50 0,57 0,62 0,29 0,69 0,78

Wydajnos¢

hybrydyzacji [%] 50 57 62 29 69 78

Tabela 15. Wyniki reakcji hybrydyzacji mieszanin ekwimoiarnych antysensowych
oligonukleotyddw do rybosomoéw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.

PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

Przedstawiono wyniki hybrydyzacji usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.
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a-DNA #1  #2 #3 #4 #5 #6  #T  #8
PRE-  Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA"*
P [pmol Phe-tRNA™** [pmol rybosomu] 0,22 0,17 0,64 0,27 031 035 0,16 0,99
Wydajnosc¢ reakcji wigzania
Phe-tRNA™"* [%] 2 17 64 27 31 3B 16 99
Inhibicja reakcji wigzania
Phe-tRNA"™ [%] 78 8 3B 73 69 65 84 !

PRE-  Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA™*"
AP [pmol Phe-tRNA™*"* /pmol rybosomu] 0,96 063 0,67 059 044 051 058 0,99
Wydajnos¢ reakcji wigzania

Phe-tRNA™*"* [%)] % 63 67 59 44 51 58 99
inhibicja reakcji wigzania
Phe-tRNA™"" [%] 4 37 33 41 5 49 42 |
POST- Woynik reakcji wigzania Phe-tRNA™*"
P [pmol Phe-tRNA™*" /pmol rybosomu] 0,80 0,73 0,78 059 0,96 056 0,40 0,98
Wydajnos¢ reakcji wigzania
Phe-tRNA™*"* [%)] 80 73 78 59 9% 56 40 98
Inhibicja reakcji wigzania
Phe-tRNA"*
[%1 20 21 22 4 4 44 60 2

POST- Woynik reakcji wigzania Phe-tRNA™*"*
PE [pmol Phe-tRNA™"* [pmol rybosomu] 0,93 0,68 0,72 056 056 0,69 0,67 0,99
Wydajno$¢ reakcji wigzania

Phe-tRNA™*"* [%)] 93 68 72 5 56 69 67 99
Inhibicja reakcji wigzaniu
Phe-tRNA™*"* [%] 732 28 4 44 3 33 l

Tabela 16. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA"" przez zhybrydyzowane antysensowe
oligonukleotydy do rybosoméw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.

PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.

Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA™ bez udziatu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA*"* /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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PRE-P

PRE-AP

POST-P

POST-PE

a-DNA
Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA™*"*
[pmol Phe-tRNA™*"* /pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji wigzania Phe-tRNA™*"*
[%6]
Inhibicja reakcji wigzania Phe-tRNA™*
[%6]
Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA**"*
[pmol Phe-IRNA**"* [pmol rybosomu]
Wydajnosé reakcji wigzania Phe-tRNA™*"*
[%6]
Inhibicja reakcji wigzania Phe-tRNA"*
[%1 '
Whynik reakcji wigzania Phe-tRNA**"*
[pmol Phe-tRNA™*"* [pmol rybosomu]
Wydajnosc¢ reakcji wigzania Phe-tRNA™*"*
[%6]
Inhibicja reakcji wigzania Phe-tRNA' "™
[%6]
Wynik reakcji wigzania Phe-IRNA**"*
[pmol Phe-tRNA™*"* /pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji wigzania Phe-tRNA**"*
[%]
Inhibicja reakcji wigzania Phe-tRNA"™*
[%) ‘

#1 +4#4
0,29
29
71
0,28
28
72
0,27
27
73
0,62
62

32

#3 +#5
0,31
31
69
0,40
40
60
0,26
26
74
0,68
68

35

132

#6 +#7
0,26
26
74
0,37
37
63
0,11
u
89
0,68
68

35

Tabela 17. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-IRNA*" przez zhybrydyzowane mieszaniny
ekwimolarne antysensowych oligonukleotydéw do rybosoméw przeksztatconych w stan pre- lub
posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.

Wynik reakcji wigzania Phe-IRNA**"* bez udziatu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA™*"* /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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Oligonukleotydy #1 i #4

Sekwencja oligonukleotydu #1 zostata zaprojektowana tak, aby oddziatywaC z petlg
apikalng helisy h13 18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11). Helisa ta charakteryzuje sie
wysoce konserwatywng sekwencjg (7 sposréd 12 docelowych nukleotydow wykazuje 98%
konserwatywno$ci; dane na podstawie [22]) i stanowi miejsce wigzania czynnika
elongacyjnego eEF-2 [25, 26]. Natomiast sekwencja oddziatujgca z oligonukleotydem #4
znajduje sie w obrebie centralnej domeny 18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11) i wykazuje
rowniez silng konserwatywno$¢. Miejsce to jest odpowiedzialne za dwie zasadnicze interakcje.
Urydyna w pozycji 701 oddziatuje z nukleotydem w pozycji 47 czasteczki tRNA znajdujacej
sie w rybosomalnym miejscu P [38]. Najbardziej konserwatywne nukleotydy tej sekwencji
zajmujg pozycje 698 oraz 703 i wykazujg 98% zachowawczosci. Wykazano, ze wraz z
nukleotydami 1848 i 1895 helisy H68 26S rRNA biorg one udziat w tworzeniu mostka eB2d
miedzy podjednostkami [5, 9, 20]. Obydwa wyzej wymienione miejsca w 18S rRNA uznatam
za szczegOlnie interesujgce w badaniu zalezno$ci pomiedzy ich strukturg i funkcjg petniong
podczas poszczegolnych etapdw biosyntezy biatka.

Wydajno$¢ inhibicji reakcji wigzania Phe-tHNA**"* do rybosomoéw byla szczegolnie
wysoka w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P (78% inhibicji przez #1 oraz
73% przez #4, Rysunek 49B). Interakcje helis hl3 i h23 18S rRNA z eEF-2, tRNA
w miejscu P oraz 26S rRNA sg konieczne dla prawidtowego zwigzania AA-tRNA
do rybosomu. Efekt ten wydaje sie jeszcze silniejszy, jesli wezmiemy pod uwage stosunkowo
niski stopien hybrydyzacji kazdego z tych oligonukleotydoéw do rybosomu w stanie PRE-P
(odpowiednio, 37% i 42%; Rysunek 49A). Jednak, kiedy stosowatam mieszaning obu
oligonukleotyddw, wowczas obserwowatam, ze stopien hybrydyzacji #4 ulega zwiekszeniu do
53%. Prawdopodobnie przytaczenie oligonukleotydu #1 do helisy hl3, a wiec jednoczesne
uniemozliwienie oddziatywan tego miejsca w 18S rRNA z czynnikiem elongacyjnym EF-2,
pocigga za sobg zmiane konformacji rybosomu w obrebie helisy h23, ktora staje sie bardziej
dostepna dla oddziatywan z komplementarnym a-DNA. Jednocze$nie w stanie PRE-P
nastepowata inhibicja reakcji wigzania Phe-tRNA"™8 przez mieszanine oligonukleotydéw na
poziomie 29%, a wiec o okoto 50% nizsza niz w przypadku hybrydyzacji pojedynczych
oligonukleotydow. Wynik ten moze $wiadczy¢ o zaistnieniu kolejnych  zmian
konformacyjnych w rybosomie pod wplywem hybrydyzacji a-DNA #1 | #4. Zmiany
te prawdopodobnie powodujg odstoniecie w rybosomie innych miejsc wigzania czynnika
elongacyjnego EF-2 lub tRNA w miejscu P, dzieki ktéorym jedna lub obie te czgsteczki sg

stabilnie zwigzane z rybosomem i elongacja biosyntezy biatka nie zostaje zaburzona.
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W przypadku oligonukleotydu #1, w pozostatych stanach translokacyjnych nie
obserwowatam wysokiego stopnia inhibicji reakcji wigzania (4-20% inhibicji). Inhibicja
reakcji wigzania Phe-tRNA™0 pod wptywem hybrydyzacji kompozycji oligonukleotydow #1
i #4 jest wiec prawdopodobnie spowodowana blokujacym dziataniem #4. Wynik taki nasuwa
whniosek, ze czynnik elongacyjny eEF-2 nie musi oddziatywac z petlg apikalng helisy hl3

po utworzeniu wigzania peptydowego i translokacji.

PRE-P PRE-AP POST-P POST-PE

u «lwkornpozy” m Mwkompozycp 1#1 O#4 m#l f#4

Rysunek 49. Por6éwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydéw #1 i #4 stosowanych
samodzielnie lub w mieszaninie (A), ze stopniem inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA*"" przez
zhybrydyzowane oligonukleotydy #1 lub/i #4 (B).

Nizszy stopien inhibicji w stanie posttranslokacyjnym (odpowiednio 7% i 20% dla
oligonukleotydu #1; 44% i 41% dla oligonukleotydu #4 oraz 27% i 32% dla kompozycji obu
oligonukleotydéw) w potgczeniu z dos¢ wysokim stopniem hybrydyzacji, ilustruje réwniez
zmiany w konformacji rybosomu. Po utworzeniu wigzania peptydowego nastepuje
,»rozluznienie” struktury rybosomu w regionie belisy hl3. Jest to wyrazone poprzez wyzszy
stopien hybrydyzacji oligonukleotydu #1 niz w stanie PRE-AP (odpowiednio, 48%
w przypadku #1 i 61% w przypadku #4). W stanie POST-P zaobserwowatam réwniez ciekawa
zalezno$¢ miedzy konformacjg helisy hl3 i h24. Mianowicie hybrydyzacja #1 w mieszaninie
z #4 przedstawia sie na poziomie az 0 34% nizszym niz samego oligonukleotydu #1.
Jednocze$nie, stopien hybrydyzacji a-DNA #4 utrzymywat sie¢ na wyréwnanym poziomie
zaréwno w mieszaninie #l-i-#4, jak i kiedy dodawany byt do uktadu reakcyjnego samodzielnie.
Jest to nieobserwowany dotad wynik, ktéry nasuwa nowy wniosek, ze w rybosomie przed
utworzeniem wigzania peptydowego, pod wptywem zablokowania helisy h23 przez
komplementarny oligonukleotyd, dochodzi do zmian w konformacji helisy hiI3. Jej

struktura ulega zacie$nieniu i rybosom staje sie bardziej ,,zamkniety” w tym regionie.
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Po translokacji rybosom przygotowuje sie do uwolnienia deacylowanego tRNA z
miejsca E oraz do nowego cyklu elongacyjnego. Jest to wyrazone coraz nizszym stopniem
hybrydyzacji oligonukleotydéw do docelowych miejsc az do najnizszej wartosci obserwowanej
w stanie PRE-P (oligonukleotyd #1 hybrydyzowat z wydajnoscig rowng 17%, a oligonukleotyd
#4 - 14%). Aby mozliwe byto przylaczenie czgsteczki AA-tRNA do miejsca A, rybosom
musi ponownie ,,rozluzni¢” swojg strukture. Dlatego tez w stanie PRE-AP obserwowatam
lepszg hybrydyzacje oligonukleotydéw do komplementarnego miejsca w 18S rRNA (27% dla
#1 oraz 34% dla#4).

Oligonukleotyd #2

Oligonukleotyd #2 zostat zaprojektowany tak, aby hybrydyzowat do komplementarnego
miejsca w 18S rRNA oddzialujgcego z czgsteczkg mRNA w pozycjach +11 oraz +12
(Rysunek 44 oraz Tabela 11). W tej czeSci matego rybosomalnego RNA szczegdlnie wazne sg
nukleotydy G530 [28] oraz AS532 [247]. Ponadto, w 2005 roku ustalono, ze mutacje w
pozycjach 527, 528 oraz 536 sg letalne w E. coli [253]. Konserwatywnos¢ tej wybranej przeze
mnie sekwencji 18S rRNA jest bardzo wysoka i oscyluje miedzy 98% a 100% dla
poszczeg6lnych nukleotydow [22].

Zgodnie z uzyskanymi przeze mnie rezultatami, w stanie pretranslokacyjnym
z obsadzonym miejscem P, oligonukleotyd #2 hybrydyzuje z wydajnoscig réwng 61%. Gdy
dodatkowo obsadzitam miejsce A, efektywno$¢ hybrydyzacji wzrastata do 77% (Rysunek
50A). Wynik taki $wiadczy o zaistnieniu zmiany konformacji rybosomu po obsadzeniu
miejsc A i P w rybosomie, w obrebie helisy hl8 185 rRNA, na bardziej otwarta. W
konsekwencji  nastgpito  zwiekszenie dostepnosci  miejsca komplementarnego dla
oligonukleotydu #2. W stanie posttranslokacyjnym roznice w efektywnosci hybrydyzacji
oligonukleotydu w poszczegblnych stanach sg mniejsze (POST-P 68% i POST-PE 57%).
Stwierdzitam, ze konformacja matej podjednostki rybosomu w regionie oddziatujagcym z
mMRNA w pozycjach +11 i +12 prawdopodobnie nie ulega duzym zmianom w trakcie
obsadzania miejsc P i E w stanie posttranslokacyjnym, a takze podczas etapu uwalniania
deacylowanego tRNA z rybosomu.

Stopien inhibicji wigzania AA-tRNA do rybosomu pod wptywem zhybrydyzowanego
oligonukleotydu #2 jasno wskazuje na funkcjonalng wazno$¢ wybranego przeze mnie miejsca
w 185 rRNA podczas biosyntezy biatka we wszystkich stanach translokacyjnych
(Rysunek 50B). Oddziatywania nukleotydow w pozycjach 530 i 532 18S rRNA z
czasteczkg mMRNA w pozycjach +11 i +12 sg istotne na kazdym etapie biosyntezy biatka.
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Whynik ten jest zgodny z wczesniejszymi rezultatami uzyskanymi przez Sergieva w 1997 roku

oraz Yusupov’aw 2001 roku [5, 28].

PRE-P PRE-AP PO6T-P PO6T-PE

Rysunek 50. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #2 (A) ze stopniem inhibicji
reakcji wigzania Phe-tRNA™ pod wptywem hybrydyzowanego oligonukleotydu #2 (B).

Wykazatam, ze oligonukleotyd #2 skutecznie inhibuje reakcje wiazania Phe-tRNA® do
rybosomu, zwilaszcza w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P (83% inhibicji.
Rysunek 50B). Tak wysoki stopief inhibicji nie jest spowodowany wytgcznie wysoka
wydajnoscig hybrydyzacji oligonukleotydu. Bowiem w pozostatych .stanach posrednich
oligonukleotyd #2 hybrydyzowat z wiekszg wydajnoscig niz w stanie PRE-P, jednak stopien
inhibicji reakcji wigzania AA-tRNA do rybosomu jest ponad dwukrotnie mniejszy. By¢ moze
helisa hI8 angazujgc sie w wigzanie AA-tRNA do miejsca A wzmacnia oddziatywanie
z czasteczkg mMRNA w pozycjach +11 oraz +12 i dzieki temu dostep do niej staje sie
utrudniony. Inhibicja reakcji wigzania AA-tRNA do miejsca A w rybosomach z obsadzonymi
miejscami A i P, P oraz P i E przebiegta z podobng wydajnoscig (37% w stanie PRE-AP, 33%
w stanie POST-P i 29% w stanie POST-PE). mRNA w pozycjach +11 i +12 oraz fragment
helisy hl8 oddziatujgcy z mRNA w tych pozycjach znajdujg sie w podobnej konformacji

po utworzeniu wigzania peptydowego i translokacji.

Oligonukleotydy #3 i #5

Oligonukleotydy #3 i #5 sg komplementarne do dwéch réznych fragmentéw domeny
centralnej 18S rRNA, ktére oddziatujg z ramieniem antykodonowym czgsteczek tRNA
zajmujacych miejsca P i E (Rysunek 44 oraz Tabela 11). Miejsce docelowe oligonukleotydu #3

jest odpowiedzialne za stabilizacje czasteczki tRNA poprzez nastepujace interakcje:






6. Wyniki i dyskusja 137

1) nukleotydy w pozycji 686 i 701 18S rRNA oddziatujg z nukleotydem w pozycji 47 tRNA
w miejscu P [38];

2) nukleotyd w pozycji 693 18S rRNA oddziatuje z nukleotydem w pozycji 32 tRNA
w miejscach P lub E [39] oraz z nukleotydem w pozycji 37 tRNA w miejscu E [5];

3) nukleotydy w pozycjach 694 i 695 18S rRNA oddziatujg z nukleotydami w pozycjach 38
i 39 tRNA w miejscu E [5] oraz z nukleotydem w pozycji 20 tRNA w miejscach A lub P [247].
Natomiast miejsce, do ktérego zaprojektowatam oligonukleotyd #5 zawiera wysoce
konserwatywna petle apikalng helisy h24 18S rRNA. Jak wykazaty badania Yusupov’a, petla
ta jest zaangazowana w interakcje z nukleotydami 37-38 tRNA w miejscu E oraz
z nukleotydem 39 tRNA w miejscu P [5].

mr =
e r = = -1
o 60 - 7 60
J -
. non g
1 m = 1
20 20
ft
PRE-AP POST-P POST-PE PR&P PRE-AP POST-P POST-PE

1#3 O #5 m #3 w konpozycji m #5w konpozycji

Rysunek 51. Pordéwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydéw #3 i #5 stosowanych
samodzielnie lub w kompozycji (A), ze stopniem inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA'*"" przez
zhybrydyzowane oligonukleotydy #3 lub/i #5 (B).

Inhibicja wywotana przez oligonukleotyd #3 wahata sie na poziomie 22-38% i w miare
nastepowania kolejnych etapow translacji, wykazywata tendencje do spadku (Rysunek 5IB).
Jednoczesnie nastepowatl wzrost stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu od 44 % w stanie
PRE-P do 85% w stanie POST-PE. Najwidoczniej rybosom w badanym przeze mnie miejscu
przybiera podczas kolejnych podetapéw translacji coraz bardziej otwartg konformacje.
Co wiecej, w stanie PRE-AP, przy jednoczesnym przyfaczaniu #5, obserwowatam zwiekszenie
stopnia hybrydyzacji #3 z 56% do 71% (Rysunek 51A). Najwidoczniej obecno$¢
oligonukleotydu #5 w ukiadzie powoduje takg zmiane konformacji rybosomu, ze helisa h23
staje sie bardziej dostepna dla komplementarnego #3. Natomiast w stanie POST-PE sytuacja
przedstawiata sie odwrotnie. Obserwowatam wyrazny spadek hybrydyzacji oligonukleotydu #3
w kompozycji z #5 85% (sam oligonukleotyd #3) do 62% (mieszanina #3 i #5). Nasuwa to
wniosek o skumulowanych zmianach konformacyjnych helis h23 i h24 18S rRNA

majacych miejsce przed utworzeniem wigzania peptydowego oraz po translokacji.
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Po uwolnieniu D-tRNA z miejsca E obserwowatam ponowne zamkniecie struktury

rybosomu w badanym regionie, konieczne do zwigzania czasteczki AA-tRNA w miejscu A.

Zarowno dla samego oligonukleotydu #3, jak i w mieszaninie z #5, w stanie POST-P
obserwowatam wysoki poziom hybrydyzacji (odpowiednio, 62% i 66%) i jednocze$nie
stosunkowo niski poziom inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA’0 (odpowiednio, 26% i 28%).
Wydaje sie, ze po translokacji ramie antykodonowe czasteczki tRNA zajmujgcej
miejsce P (pozycje 32 i 47) lub E (pozycje 32, 37-39) nie jest Scisle zwigzane z rybosomem
w pozycjach 693-696 oraz 701. Co wiecej, oddziatywanie to nie jest niezbedne dla
zwigzania czgsteczki tRNA w miejscu A.

Wyniki hybrydyzacji oligonukleotydu #5 sg nastepujace: w stanie pretranslokacyjnym
oligonukleotyd lepiej hybrydyzuje gdy obsadzone sg miejsca A i P, natomiast w stanie
posttranslokacyjnym - gdy obsadzone jest tylko miejsce P. Takie same wyniki obserwowatam
dla oligonukleotydu #5 podczas hybrydyzacji mieszaniny #3 + #5. Prawdopodobnie mozna
thumaczy¢ ten fakt wiekszg dostepnosciag helisy h24 pod wptywem zmian konformacyjnych
rybosomu. W stanie PRE-AP oligonukleotyd #5 hybrydyzuje z duzg wydajnoscia, siegajaca
55%, co $wiadczy o dostepnosci miejsca komplementarnego w 18S rRNA. W mieszaninie
z oligonukleotydem #3, stopien hybrydyzacji #5 wynosit w tym stanie 62%. Najwidoczniej po
przytaczeniu czasteczki AA-tRNA do rybosomu, jednoczesna hybrydyzacja oligonukleotydu
#3 do fragmentu h23 18S rRNA powoduje zwigkszenie dostepnosci innego fragmentu domeny
centralnej, helisy h24. Wynika z tego réwniez, ze todyga antykodonowa tRNA zajmujacego
miejsce P (pozycja 39) lub E (pozycje 37 i 38) nie musi oddziatywaé z rybosomem przed
utworzeniem wigzania peptydowego. Jednak wysoki procent inhibicji reakcji wigzania pod
wptywem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #5 Swiadczy o tym, ze aby zaszla reakcja,
niezbedne jest oddziatywanie todygi antykodonowej tRNA w miejscach P i E z petlg
apikalng helisy h24.

W stanie posttranslokacyjnym POST-P  zaobserwowatam, ze hybrydyzacja
oligonukleotydu #5 w mieszaninie z #3 jest na wyzszym poziomie niz samego #5. Swiadczy to
0 skumulowanych zmianach konformacji rybosomu w obrebie helis h23 i h24 po utworzeniu
wigzania peptydowego i translokacji. Natomiast bardzo maty procent inhibicji w stanie
POST-PE (4% inhibicji) potwierdza role miejsca E w tworzeniu odpowiedniej konformacji
rybosomu. W kompozycji 2 obserwowatam inhibicje w tym stanie wynoszacg 35%, jednak jest
ona zapewne spowodowana jednoczesnym dziataniem oligonukleotydu #3 (inhibicja

powodowana przez sam #3 wynosita w stanie POST-PE 22%).
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Oligonukleotydy #6 i #7

Oligonukleotydy #6 oraz #7 zostaty zaprojektowane wzgledem fragmentoéw helisy h44
18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11), ktére tworzg centrum dekodujace rybosomu [2, 30,
42, 254]. Ten fragment domeny 3'minor 18S rRNA, tworzacy rybosomalne miejsca A i P
w matej podjednostce, posiada wysoce konserwatywng sekwencje. Nukleotydy w pozycjach
1402-1408 oraz 1492-1498 charakteryzujg sie konserwatywnos$cig wynoszaca 98% [22]. W tej
czesci 185 rRNA, liczne nukleotydy oddziatujg z czasteczkg tRNA. Sg to nukleotydy
w pozycjach: Cl400 i U1498 (z tRNA w miejscu P) oraz A1492, A1493, G1494 (z tRNA
w miejscu A). Dodatkowo, nukleotyd A1402 jest odpowiedzialny za interakcje z czasteczkg
MRNA w pozycji +4 [247]. Para zasad w pozycjach 1428-1472 18S rRNA tworzy mostek
eB5b z nukleotydami 1689-1704 helisy H62 26S rRNA. Ze wzgledu na ogromng waznos¢
funkcjonalna wybranego miejsca, zdecydowatam zaprojektowa¢ dwa antysensowe

oligonukleotydy, #6 oraz #7.

Rysunek 52. Por6wnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydéw #6 i #7 stosowanych
samodzielnie lub w kompozycji (A), ze stopniem inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA""* pod
wptywem hybrydyzowanych oligonukleotyddw #6 lub/i #7 (B).

Najwyzszy stopien inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA  obserwowatam w obu
przypadkach w stanie PRE-P (65% inhibicji przez oligonukleotyd #6 i 84% inhibicji przez #7;
Rysunek 52B). Wynik taki, w potgczeniu ze stosunkowo niskim stopniem hybrydyzacji obu
oligonukleotydéw w tym stanie (odpowiednio, 19% i 22%; Rysunek 52A) nasuwa wniosek,
ze prawidtowa konformacja centrum dekodujgcego 18S rRNA, a takze oddziatywania

z czasteczkami tRNA w miejscach A i P, sg niezwykle wazne podczas przytgczania

czgsteczki Phe-tRNA™"* do rybosomalnego miejsca A. Wysoki wynik inhibicji moze
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rébwniez sugerowaé, ze centrum dekodujgce zostalo zablokowane przez antysensowy
oligonukleotyd i reakcja translacji nie moze zachodzi¢. Rezultat ten jest zgodny z badaniami
mutacyjnymi przeprowadzonymi w rybosomach E. coli przez Abdi i Fredricka w 2005
roku [255]. Wykazali oni, ze kazda substytucja pozycji A1492 w rybosomalnym miejscu A
prowadzi do catkowitego zahamowania procesu translacji. Co wiecej, mutacje A1493U oraz
A1493G powodowaty ponad 20-krotny spadek aktywnosci translacyjnej rybosomoéw. Ponadto,
Yassin wykazat, ze mutacje w pozycjach 1406 i 1494 sg letalne w przypadku E. coli [253].
Kiedy do rybosoméw przeksztatconych do stanu PRE-P hybrydyzowatam mieszanine
oligonukleotydéw #6 i #7, nie obserwowatam wysokiego poziomu inhibicji reakcji wiazania
Phe-tRNA™"*, Moim zdaniem konieczna byla zmiana konformacji rybosomu, umozliwiajaca
prawidtowe usytuowanie substratdbw do utworzenia wigzania peptydowego w miejscach A i P
oraz odstoniecie nukleotydu w pozycji A1493.

W stanie PRE-AP pomimo, ze obserwowatam wyzszg zdolno$¢ oligonukleotydéw do
hybrydyzacji (59% dla #6, 55% dla #7), inhibicja reakcji wigzania przez nie powodowana nie
byta tak wysoka jak w stanie PRE-P (49% inhibicji przez 36 oraz 42% inhibicji przez #7). Fakt
ten sugeruje, ze przylaczenie czgsteczki AA-tRNA do miejsca A rybosomu powoduje zmiane
jego konformacji i ,rozluznienie” w regionie centrum dekodujgcego 40S. RozluZnienie
struktury w obrebie centrum dekodujacego dowodzg rowniez wyniki hybrydyzacji kompozycji
oligonukleotydow #6 i #7. Obserwowana przeze mnie hybrydyzacja kazdego z tych
oligonukleotydéw byta na znacznie wyzszym poziomie (nawet do 64% réznicy), kiedy a-DNA
stosowatam jednocze$nie. Fakt ten sugeruje wyrazne i skorelowane ze sobg zmiany
konformacji dwdch przeciwbieznych fragmentéw helisy h44 w stanie PRE-P oraz

PRE-AP.

Po translokacji obserwowatam dalsze otwieranie struktury rybosomu w badanym
miejscu, wyrazone jako zwigkszong dostepno$¢ oligonukleotydéw do komplementarnych
miejsc. Ponadto, niemal 100% hybrydyzacja oligonukleotydu #6 w stanie POST-P nasuwa
wniosek, ze po utworzeniu wigzania peptydowego, mRNA w pozycji +4 a takze tRNA
w miejscu P w pozycji 34, nie muszg oddziatywa¢ z rybosomem. Jednak obserwowana
inhibicja reakcji wigzania w tym stanie S$wiadczy o tym, ze aby zaszia reakcja,
oddziatywania mRNA w pozycji +4 a takze tRNA w miejscu P w pozycji 34 sg niezbedne.
Inhibicja wigzania tRNA zachodzi w stanie POST- z wydajnoscig 31-60%, stad tez wniosek,
iz najwyrazniej po hybrydyzacji oligonukleotyddéw zostaje zablokowany fragment centrum

dekodujacego, jednak nadal mozliwe jest czesSciowe wigzanie tRNA do miejsca A. Fakt ten jest
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Zgodny z badaniami Abdi i Fredricka, ktore wskazujg, ze miejsce P w podjednostce 30S

wykazuje wigkszg tolerancje na zmiany mutacyjne niz miejsce A [255].

W stanie POST-P obserwowatam, ze wydajnos¢ hybrydyzacji a-DNA #6 i #7
stosowanych samodzielnie, znacznie przewyzsza hybrydyzacje obu oligonukleotyddw
w kompozycji. Moim zdaniem, przylaczenie jednego z a-DNA do rybosomu z AA-tRNA
w miejscu P powoduje ostabienie oddziatywan rybosomu w jednym fragmencie centrum
dekodujgcego z czynnikami biorgcymi udziat w translacji i jednoczesne wzmocnienie innych
oddziatywar w innym miejscu centrum dekodowania. W rezultacie, struktura rybosomu ulega
zacie$nieniu i miejsca w 18S rRNA, do ktérych komplementarne sg a-DNA, nie sg dostepne

dla hybrydyzacji.

Ciekawg sytuacje obserwowatam rowniez w stanie POST-PE. Oligonukleotyd #6
charakteryzowat sie nizszym stopniem hybrydyzacji, kiedy w kompozycji obecny byt rowniez
oligonukleotyd #7. Natomiast przeciwna sytuacja miata miejsce dla oligonukleotydu #7. Jest to
réwniez jasny dowdd na to, ze dynamika przestrzenna utozenia dwdch przeciwbieznych
fragmentow helisy h44, tworzacych centrum dekodujace matej podjednostki rybosomalnej, jest

ze sobag Scisle skorelowana.

Oligonukleotyd #8

Jako kontrole stosowatam oligonukleotyd #8, poniewaz jego sekwencja nie jest
komplementarna do zadnego fragmentu rRNA (Tabela 11). Niemal we wszystkich stanach
konformacyjnych rybosomu nie obserwowatam hybrydyzacji tego oligonukleotydu. Fakt, ze
reakcja wigzania Phe-tRNA™** do miejsca A w rybosomie zachodzi niemal w 100% w
obecnosci oligonukleotydu #8 w mieszaninie reakcyjnej dowodzi tego, ze nie jest on w stanie
hybrydyzowa¢ do rybosomu. Zakladam zatem, ze obserwowana hybrydyzacja wszystkich
pozostatych oligonukleotydéw zachodzi specyficznie do wybranych przeze mnie

komplementarnych miejsc w 18S rRNA.

Podsumowujac, wykorzystujgc strategie antysensu, wykazatam wyrazne roznice
w efektywnos$ci hybrydyzacji poszczeg6lnych oligonukleotydoéw oraz jej Scistg korelacje
z poziomem inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA*"*“* do rybosomdw.

Reakcje hybrydyzacji oligonukleotydow do wybranych fragmentow rRNA zachodza

zr6zng wydajnoscia w zaleznoSci od miejsca obsadzenia rybosomu przez tRNA.
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Oligonukleotydy hybrydyzujg z najwyzsza efektywnoscig do rybosomoéw znajdujgcych sie
w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonymi miejscami A i P (stan PRE-AP) lub w stanie

post-translokacyjnym z obsadzonym miejscem P (stan POST-P, Rysunek 53).

2 3 4
oligonukleotyd

| PRE-P O PRE-AP m POST-P m POST-PE

Rysunek 53. Procent hybrydyzacji oligonukleotydéw do rybosomu.
Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

Sytuacje te mozna wyjasni¢ rézng dostepnoscig miejsc komplementarnych dla
oligonukleotydéw pod wptywem zmian konformacyjnych rybosomu. Rybosom z obsadzonym
miejscem P przez tRNA™"* znajduje sie w stanie pretranslokacyjnym, jednak niepetnym.
Obserwowatam przylaczanie oligodeoksynukleotydéw do komplementarnych sekwencji
w 18S rRNA w rybosomie na wysokim poziomie w Kilku przypadkach. Przylgczanie to byto
mozliwe, gdyz nastepujace miejsca w rybosomie sg w tym stanie udostepniane dla a-DNA:
helisy hI8, h23 i h24 18S rRNA. Jednak w poréwnaniu ze stanem posttranslokacyjnym
z obsadzonymi miejscami P i E, ktéry w moich badaniach jest ostatnim etapem cyklu
elongacyjnego, obserwowatam wyraznie zamykanie struktury matej podjednostki w obrebie
helis h13, hlI8, h23 i h44. Wyniki te sg potwierdzeniem i uzupetnieniem badan Ogle
i wspotpracownikdéw, ktorzy wykazali, ze aby mozliwe byto zwigzanie czasteczki AA-tRNA
do miejsca A, konieczne jest zamkniecie sie struktury 30S w regionie helisy h44. Towarzyszg
temu globalne zmiany matej podjednostki. Wierzchotek ulega rotacji w kierunku ramienia
(pozycje te zajmujg biatka S14, S12 oraz region otaczajgcy funkcjonalnie wazny nukleotyd
w pozycji 530). Natomiast ramie, a wraz z nim hl3, przesuwa sie w kierunku regionu h44/h27

w obrebie platformy powodujac w ten spos6b zaciesnienie struktury rybosomu w tym regionie.
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Mozliwe, ze zmiana struktury helis h27 i h44 wptywa réwniez na utozenie sgsiadujacej z nimi
helisy hl8.

Zaobserwowatam, ze po obsadzeniu dodatkowo miejsca A przez Phe-tRNA™"* rybosom
przyjmuje petny stan pretranslokacyjny i w wyniku rearanzacji strukturalnych zmienia swa
konformacje na bardziej ,,otwartg” w obrebie helis h13, hl8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA.

Za faktyczny stan pretranslokacyjny nalezy wiec uznac¢ rybosom z zajetymi miejscami A
i P (PRE-AP). Nieenzymatyczne przeksztatcenie rybosomu w stan PRE- z przytgczonym
deacylowanym tRNA w miejscu P nie odpowiada zadnemu fizjologicznie wystepujacemu
stanowi podczas procesu biosyntezy biatka. Jest to jednak etap posredni uzyskania stanu
pretranslokacyjnego rybosomu in vitro. Zmiany hybrydyzacji oligonukleotydéw w stanach
PRE-P i PRE-AP umozliwiajg analize potencjalnych zmian konformacyjnych struktury
rybosomu.

Proces biosyntezy biatka rozpoczyna sie od dostarczenia przez czynniki inicjacyjne
aminoacylo-tRNA w miejsce P, dlatego za odpowiednik konformacyjny tego stanu mozna
uzna¢ nieenzymatyczne przeksztalcenie rybosomu w stan POST-P. Wynikiem tego jest
udostepnienie waznych funkcjonalnie sekwencji rRNA, co $wiadczy o gotowosci rybosomu do
przytaczenia AA-tRNA w miejscu A i przeprowadzenia kolejnych etapdéw cyklu elongacyjnego
translacji. Obserwowany przeze mnie wysoki stopien hybrydyzacji oligodeoksynukleotydow
do rybosomu $wiadczy o tym, ze w stanie post-translokacyjnym, kiedy w rybosomie
obsadzone jest miejsce P, jego konformacja nadal utrzymywana jest w stanie ,,otwartym”
w obrebie helis hI3, hI8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA. Nastgpita wzajemna rotacja
podjednostek oraz przejscie do mniej zwartej struktury rybosomu, ktora utrzymuje sie podczas
tworzenia wigzania peptydowego i translokacji. Wynik ten ma swoje uzasadnienie
w obserwowanych z pomocg mikroskopii krioelektronowej zmianach konformacyjnych malej
podjednostki rybosomalnej, ktéra przesuwata sie o 3-10 A zgodnie z ruchem wskazowek
zegara podczas przylaczania AA-tRNA. Wyniki te potwierdzajg réwniez wczesniejsze
doniesienia na temat kompleksowych rearanzacji po przytaczeniu czynnika elongacyjnego
EF-G w obrebie tunelu wejscia mRNA [145, 149].

Zajecie miejsca E przez tRNA™"* jest sygnatem do zakonczenia cyklu elongacyjnego
i przyjecia przez rybosom struktury bardziej ,,zamknietej” w obrebie helis hl3, h24 oraz
w czesci h44. Taka konformacja rybosomu uniemozliwia przytgczenie kolejnego AA-tRNA
w miejscu A. Wyniki te sg potwierdzeniem i uzupetnieniem dla wcze$niejszych badan,

z ktérych wywnioskowano, ze po uwolnieniu czynnika EF-G nastepuje rotacja matej
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podjednostki w odwrotnym kierunku niz w stanie pretranslokacyjnym, wskutek czego zajmuje
ona pozycje wyjsciowa, takajak przed zmianami konformacyjnymi [145, 149].

Ponadto wykazatam istnienie skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas
kolejnych etapdéw procesu biosyntezy biatka, przy uzyciu mieszanin antysensowych
oligodeoksynukleotydéw. Zgodnie z moimi wynikami, w rybosomie majg miejsce
skumulowane zmiany konformacyjne helis h23 i h24 18S rRNA przed utworzeniem wigzania
peptydowego oraz po translokacji. Ponadto, dynamika utozenia przestrzennego dwaoch
przeciwbieznych fragmentow helisy h44 tworzacych centrum dekodujace matej podjednostki
rybosomalnej, jest ze sobg SciSle skorelowana jeszcze przed utworzeniem wigzania

peptydowego.
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6.5.2 Zastosowanie czgsteczek mini- tRNA oraz oligonukleotyddw
antysensowych komplementarnych do wybranychfragmentow 26S rRNA.

w celu okreslenia zmian konformacyjnych zachodzacych w rybosomie roslinnym
podczas biosyntezy biatka, zastosowatam 9 antysensowych oligodeoksyrybonukleotyddw
(a-DNA) komplementarnych do wysoce konserwatywnych sekwencji w 26S rRNA duzej

podjednostki rybosomalnej Lupinus luteus oraz 3 czasteczki mini-tRNA.

e Konserwatywno$¢ 26S rRNA

Dane na temat konserwatywnosci 26S rRNA zaczerpnetam z bazy danych sekwencji
i struktur RNA Comparative RNA Web Site [22]. Stopien konserwatywnosci nukleotydow
duzej podjednostki rybosomalnej opracowany zostat na podstawie analizy 585 sekwencji,
wtym 431 sekwencji bakteryjnych, 39 sekwencji archebakteryjnych i 115 sekwencji
eukariotycznych. Podczas projektowania antysensowych oligonukleotydéw korzystatam ze
struktury Il-rzedowej Oryza sativa (struktura pobrana z [22], numer M11585m), poniewaz
struktura 26S rRNA L. luteus pozostaje nierozwigzana. Wybor O. sativa jako struktury
referencyjnej podyktowany byt faktem, iz sposrod 6 organizmow eukariotycznych, ktérych
struktury Il-rzedowe 26S rRNA zdeponowane sg w bazie danych Comparative RNA Web Site,
O. sativa jest najbardziej zblizona filogenetycznie do L. luteus. Pelng systematyke O. sativa

i L. luteus przedstawitam w Tabeli 18.
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Domena Eukaryota Eukaryota
Krolestwo Viridiplantae Viridiplantae
Nadgromada Spermatophyta Spermatophyta
Gromada Magnoliophyta Magnoliophyta
Podgromada Magnoliophytina Magnoliophytina
Klasa Rosopsida Liliopsida
Podklasa Rosidae Commelinidae
Nadrzad Fabanae Juncanae

Rzad Fabales Poales
Rodzina Leguminosae Poaceae
Podrodzina Papilionoideae Ehrhartoideae
Plemie Genisteae Oryzeae

Rodzaj Lupinus Oryza

Gatunek Lupinus luteus Oryza sativa

146

Tabela 18. Klasyfikacja taksonomiczna Lupinus luteus oraz Oryza sativa wedtug Reveala [243].

Aby antysensowe oligomery, zaprojektowane jako komplementarne wzgledem sekwencji

26S rRNA 0. sativa, byly specyficzne i funkcjonalne réwniez w uktadzie L luteus, docelowe
sekwencje rRNA muszg by¢ wysoce konserwatywne we wszystkich organizmach. W celu
zweryfikowania konserwatywnosci nukleotydow RNA duzej podjednostki rybosomalnej,
przygotowatam diagram zachowawczo$ci 26S rRNA. W tym celu na strukture Il-rzedowa
26S rRNA O. sativa naniostam nukleotydy konserwatywne w trzech domenach organizmow
zywych (Archaea, (eu)Bacteria, Eucarya', wedtug [244]). Korzystatam z istniejgcego diagramu
konserwatywnos$ci 23S rRNA E. coli (struktura pobrana z [22], numer J01695). Wyrdznitam
cztery zakresy konserwatywnosci nukleotydéw 26S rRNA: ponizej 80%; 80-90%; 90-98%
oraz 98% i wiecej konserwatywnosci. Lokalizacje nukleotydow konserwatywnych
przedstawitam w strukturze Il-rzedowej 26S rRNA Oryza sativa (struktura pobrana z [22],
numer M11585m) oraz w strukturze trzeciorzedowej 23S rRNA Haloarcula marismortui

(struktura utworzona na podstawie [23], numer IFFK;) na Rysunkach 54-56.
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Rysunek 54. Struktura ll-rzedowa czesci 5' 26S rRNA 0. sativa (struktura pobrana z [22], numer
M11585m) z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.
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ACGU - 98% i wiecej konserwatywnosci
ACGU - 90-98% konserwatywnosci
ACGU - 80-90% konserwatywnosci
ACGU - ponizej 80% konserwatywnosci

Rysunek 55. Struktura Il-rzedowa czesci 3' 26S rRNA O. sativa (struktura pobrana z [22], numer
M 11585m) z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.
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* Miejsca funkcjonalnie wazne w biosyntezie biatka w 26S rRNA

Po uzyskaniu diagramdéw konserwatywnosci poszczegélnych nukleotydow 26S rRNA,
opracowatam mape pozycji nukleotydéw funkcjonalnie waznych w procesie biosyntezy biatka
(Tabele 19-21). Przedstawiam Jajako strukture Il-rzedowg poszczeg6inych domen (I-VI) 26S
rRNA Oryza sativa na Rysunkach 57-62. Poszczeg6lne nukleotydy zostaty zdefiniowane jako
wazne w procesie translacji na podstawie danych uzyskanych dla rybosoméw

prokariotycznych jak i nielicznych danych dla rybosomoéw eukariotycznych .

Oddziatywanie Pozycja w 23S rRNA Referencje
Tworzenie tunelu wyjscia H2 (23-37), H5 i H6 (53-70), H7 (85-97), [50]
polipeptydu H23 (442-517), H24 (563-585), H32 i H33 (671-

689), H35 (736-759), H32 i H33
(773-812), H39 (953-964), H26 (1250-1272), H47
(1281-1289), H49 i H50 (1308-1344), H49(1603-
1621), H61 (1656-1659),

H62 (1673-1678), H65 (1775-1789),

H70 (1937-1943), H64 (1980-1984),

H61 (2010-2022), H72 (2022-2040),

H74 (2059-2065), H80 (2244-2255),

H 74 (2434-2460), H89 i H90 (2490-2512), H92
(2552-2559), H90 | H93 (2572-2616)

Tabela 19. Nukleotydy 23S rRNA odpowiedzialne za tworzenie tunelu wyjscia polipeptydu
(numeracja wedtug E. coli).
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Oddziatywanie

Ramie DHU tRNA- 23S rRNA (H69)
Ramie DHU tRNA - 23S rRNA (H69)

Petla DHU tRNA - 23S rRNA (H38)
Petla TTC tRNA - 23S rRNA (H38)
Ramie T'FC tRNA - 23S rRNA (H89)

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H71)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H89)
Ramig akceptorowe tRNA - 23S rRNA

Ramie DHU tRNA- 23S rRNA (H69)

Ramie DHU tRNA- 23S rRNA (H69)

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80)

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93)

Petla DHU - 23S rRNA

Petla TTC tRNA - 23S rRNA

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68)

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68)
Ramig akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H75)

Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H74)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (HI 1)
Ramie akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H74)

Pozycja
w tRNA
11, 12
25, 26
17

19

56
50-53
64-65
72-73
74-76
75

75

12, 13
25, 26
14

74

2
3

71/72
74
74
75
75
75
76
76

19
56
70
2-71
71
3-5
71
71
73

76
76
76

Pozycja

w 23S rRNA
1914-1915
1913-1914
881-882
882-883
898-899
2470-2472
2482-2484
1942-1943
2452, 2494
2553

2588
1908-1909
1922-1923
1924

1916, 1918
1926, 2251
2252, 2253

2255
2255-2256
2439,2451
2505, 2506
2594

2286

2601

2602

2584
2251,2063
2585
2450,2451,
2063, 2548
2112-2113
2116-2117
1893
1852-1853
1892
1850-1853
1892

1851

2235

2392

2394
2433-2434
199
2394,2421,
2422, 2432

151

Referencje
[5, 179]
[5, 179]

[5, 179]
[5, 179]

[5, 179]
[5, 179]
[5, 179]
(63]
[5.9]

[9, 61, 62, 179,
256]

[5, 43, 61, 62,
179, 248, 256]
[248]

5, 9,61,62]

[5]

[63]

[248]

[5.9]

[61,63]

[248]
[5,61,62, 256]
[248]

[5, 248, 256]
(9]

[248]

(9]

[5, 58]
[248]
[5, 256]

[5, 58]
(4]
[248]

Tabela 20. Nukleotydy 23S rRNA udziat wigzaniu tRNA w miejscach A, P i E (numeracja

wedtug E. coli).
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Oddziatywanie
EF-1 - 23S rRNA

EF-1 - 23S rRNA
EF-1 - 23S rRNA
EF-2 - 23S rRNA
Oddziatywanie

EF-1 - 23S rRNA

EF-1 - 23S rRNA
EF-1 - 23S rRNA
EF-2 - 23S rRNA

Pozycja w 23S rRNA

H43 (1065-1068)

H44 (1093-1095)

H 89 (2471-2474)

H95 (2655, 2659-2663)

H95 (2654-2665, 2661-2663)
Pozycja w 23S rRNA

H43 (1065-1068)

H44 (1093-1095)

H 89 (2471-2474)

H95 (2655, 2659-2663)

H95 (2654-2665, 2661-2663)

L5

Referencje
[24]

[24]

[24]

[25, 66]
Referencje
[24]

[24]
[24]
[25, 66]

Tabela 21. Nukleotydy 23S rRNA biorgce udziat wigzaniu czynnikéw elongacyjnych (numeracja

wedtug E. coli).
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Rysunek 59. Struktura Il-rzedowa domeny III 26S rRNA Oryza sativa z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
M11585m).
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Rysunek 60. Struktura Il-rzedowa domeny FV 26S rRNA Oryza sativa z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
M11585m).
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Rysunek 61. Struktura Il-rzedowa domeny V 26S rRNA Oryza sativa z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
MI1585m).
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Rysunek 62. Struktura Il-rzedowa domeny VI 26S rRNA Oryza sativa z zaznaczonymi
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie waznymi (struktura pobrana z [22], numer
M11585m).

Podczas analizy mapy funkcjonalnosci nukleotydéw 26S rRNA, widoczny staje sie fakt,
iz nukleotydy RNA duzej podjednostki rybosomalnej, zwigzane z procesem translacji,
wykazujg wysoki stopien zachowawczosci ewolucyjnej. Zatozytam zatem, ze podobnie jak
w przypadku matej podjednostki, ich konserwatywnos¢ $wiadczy o odgrywaniu tej samej roli
w rybosomach 70S i 80S. Na poparcie mojego zalozenia przytocze badania Spahn’a
i wspoOtpracownikébw z rybosomami Saccharomyces cerevisiae. Zaobserwowali oni,
ze nukleotydy rRNA oddziatujgce z czasteczkg tRNA w miejscu P i tworzgce mostki
rybosomalne miedzy malg i duzg podjednostka, wystepujg w identycznych pozycjach
w uktadach 70S i 80S [9, 26]. Ponadto, na podstawie opublikowanych w 2004 roku wynikdw,
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ta sama grupa badaczy wyciggneta wniosek, iz interakcje czynnikow elongacyjnych z
rybosomem eukariotycznym majg miejsce w wiekszosci przypadkéw w takich samych

pozycjach jak w rybosomie prokariotycznym [26].

e Charakterystyka antysensowych oligonukleotydow

Na podstawie przygotowanych przeze mnie wczesniej danych dotyczacych
konserwatywnos$ci oraz funkcji nukleotydow 26S rRNA w translacji, zaprojektowatam serie
9 antysensowych oligodeoksyrybonukleotydow, komplementarnych do specyficznych miejsc
rRNA duzej podjednostki rybosomalnej oddziatujacych z poszczegdlnymi fragmentami
czasteczki tRNA. Lokalizacje wybranych przeze mnie sekwencji docelowych w 26S rRNA
(Rysunek 63) przedstawitam na schemacie struktury Il-rzedowej 26S rRNA Oryza sativa
(struktura pobrana z [22], numer M11585m) oraz w strukturze Ill-rzedowej 23S rRNA
Haloarcula marismortui (struktura pobrana z [23], numer IFFK). Charakterystyke

zastosowanych oligonukleotyddw przedstawitam w Tabeli 22.

domena IV

domena V

14
15
16
17

Rysunek 63. Pozycja badanych miejsc, waznych w procesie translacji (numery odnoszg sie do
numeréw komplementarnych a-DNA).

A- struktura drugorzedowa czesci 5' 26S rRNA 0. sativa;

B - struktura trzeciorzedowa 23S rRNA H. marismortui, widok od strony oddziatywania podjednostek.
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Pozycja sekwencji

Nr  Sekwencja Miejsca oddziatywania docelowej
a-DNA sekwencji docelowej 26S rRNA w 26S rRNA
[5°-3 z czasteczka tRNA (O.sativa)

#9 ACG AGG CATTTG C 2273, U 2274 - faricuch CCA (72, 73) 2265-2276

tRNA w miejscu A domena IV

#10 TAC CTT AAG AGA C 2252, U 2253 - faficuch D (25, 26) tRNA  2251-2262

w miejscu P domena IV
#11 ATA GTT ACT CCC A 2243, C 2244 - fancuch D (25, 26) tRNA  2236-2247
W miejscu A domena IV
C 2244, U 2245 - tancuch D (11, 12) tRNA
W miejscu A
#12 ACG TGT CTC ACG A 2965 - koniec CCA (75) tRNA w miejscu  2954-2965
P domena V
#13 TCT AAA CCC AGC U 2938 - koniec CCA (75) tRNA w miejscu 2938-2949
P domena V
#14 CAA CGT CGC TAT A2842, C2843, G2844 - ramie TTC (64- 2836-2847
65) tRNA w miejscu A domena V
#15 AAC GCT TGG CTG G283, C2832, G2833 - ramie TTC (50- 2823-2834
53) tRNA w miejscu A domena V
#16 AGC CAGTTATCC C2812 - koniec CCA (74-76) tRNA w 2806-2817
miejscu A domena V
#17 TGG CCG CCC CAG G2610 - koniec CCA (74) tRNA w miejscu  2606-2617
P domena V
G2614 - fancuch CCA (73) tRNA w
miejscu P
#3 CACATGTTA KONTROLA

Tabela 22. Oligonukleotydy antysensowe do badari zmian konformacyjnych duzej podjednostki
rybosomalnej.

e Specyficzno$¢ oddziatywan antysensowych oligonukleotydéw z rybosoinem

W celu wytowienia oligodeoksynukleotydow komplementarnych tylko do tylko jednej,
specyficznej sekwencji docelowej w 26S rRNA, przeprowadzitam kompletng i szczegdtowa
analize wszystkich fragmentow czesciowo komplementarnych do testowanych a-DNA.
Mozliwe miejsca wigzania a-DNA identyfikowatam przy uzyciu programu BLAST-N [252],
w obrebie sekwencji 18S rRNA G. max (numer 18729) oraz 26S rRNA O. sativa (numer
169818). Wytonitam 10 potencjalnych niespecyficznych sekwencji docelowych dla wszystkich
9 badanych a-DNA, w tym 6 w obrebie 18S rRNA a 4 - w 26S rRNA (Rysunek 64).
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Rysunek 64. Pozycja niespecyficznych sekwencji komplementarnych do badanych a-DNA.
(numeracjajak w Tabeli 23).

A - struktura Il-rzedowa 26S rRNA O. sativa;

B - struktura Il-rzedowa 18S rRNA G. max.

W celu zweryfikowania mozliwosci przytaczania badanych oligonukleotydéw do
wylonionych potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczytam wartosci energii swobodnej

(AG) dupleksow RNA/DNA oraz stosunek AGnonspec/AGspec *
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Sekwencja Pozycja Pozycja AG AGnonspec
Nr w 18SrRNA  w 26S rRNA (kcal) /AGspec
G. max 0. sativa
#9 CAA AUG CCU CcauU 2265-2276 -9.6
#10 UCU CUU AAG GUA 2251- 2262 -8.7
#11 GGG AGC AAC UAU 2236-2247 12.2
#11-1 GGG AGU A 1114-1120 — -8.0 0.65
#12 CGU GAG ACA CGU 2954-2965 -12.2
#13 GCU GGG UUU AGA 2938-2949 -12.7 —
#14 AUA GCG ACG UUG 2836-2847 -12.2
#14-1 A GCG ACG — 169-175 -1.6 0.62
#14-2  AUAGCGA — 341-347 -1.7 0.63
#14-3  AUAGCG A — 2836-2842 -1.7 0.63
#14-4 GCG ACG UUG 1715-1723 — -9,5 0.77
#15 CAG CCA AGC GUU 2823-2834 -13.4
#16 GGA UAA CUG GCU 2806-2817 -13.3
#16-1 AA CUGGC — 2839-2847 -8.4 0.63
#16-2 UAA CUG GC 720-727 — -8.7 0.65
#16-3 GGAUAAC 807-813 — -5.9 0.44
#16-4 GGAUAAC 141-147 — -5.9 0.44
#16-5 GA UAA CUC GU 256-265 — -8.1 0.60
#17 CUG GGG CGG CCA 2606-2617 -18.2
#8 CAC ATG TTA —

Tabela 23. Specyflcznos$¢ interakcji a-DNA - rybosom.

Kolorem czerwonym zaznaczytam specyficzne sekwencje docelowe dla a-DNA, kolorem czarnym
niespecyficzne sekwencje (numeracjajak na Rysunku 63).

AG obliczono wedtug [242].

Zgodnie z moimi wynikami, az 6 testowanych przeze mnie oligodeoksynukleotydéw
nie posiada innych potencjalnych miejsc hybrydyzacji niz wybrana przeze mnie sekwencja
docelowa w 26S rRNA. Pozostate 3 oligonukleotydy (#11, #14 oraz #16) posiadajg kilka
miejsc, do ktorych sg czesciowo komplementarne. Oligonukleotyd #8 zostat zaprojektowany
jako kontrola testow biologicznych i nie posiada zadnych miejsc kompelentamych
w 18S rRNA i 26S rRNA. Oligonukleotyd #11 moze potencjalnie hybrydyzowac¢ do jednej
niespecyficznej sekwencji w 18S rRNA (#11-1). Sekwencja ta jest czeSciowo jednoniciowa,
jednak ze wzgledu na do$¢ niskg warto$¢ AGnonspec/AGspec zatozytam, ze warunki te nie sg
wystarczajgce do utworzenia stabilnego dupleksu. Podobne wnioski wyciggnetam dla
dodatkowego miejsca komplementarnego oligonukleotydu #14 (target #14-3) oraz dla
oligonukleotydu #16 (target #16-5). Jedna niespecyficzna sekwencja dodatkowa (#14-4)
posiada wzglednie wysokg wartoS¢ AGnonspec/AGspec (0.77) i wystepuje w regionie
jednoniciowym 18S rRNA. Jednak obserwowany przeze mnie stopien hybrydyzacji

oligonukleotydu #14 do rybosomu w zadnym stanie konformacyjnym rybosomu nie
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przekraczat 100%, co jest dalszym argumentem popierajacym poprawnos¢ zatozenia
o0 specyficznosci oddziatywan a-DNA z badanymi sekwencjami w 26S rRNA. Wszystkie
pozostate sekwencje dodatkowe charakteryzujg sie niskg (#14-1, #14-2, #16-1, #16-2) lub
bardzo niska (##16-3, #16-4) wartoscig AGnonspec/AGspec- Dlatego tez nawet lokalizacja
niektorych z nich nie jest wystarczajgca, aby doszto do utworzenia stabilnego kompleksu
z a-DNA. Te obserwacje pozwolity mi na konkluzje, ze wszystkie badane przeze mnie
antysensowe oligodeoksynukleotydy hybrydyzujgjedynie do specyficznych, wybranych przeze
mnie miejsc w 26S rRNA.

Kolejnym argumentem potwierdzajagcym specyficznos¢ oddziatywan a-DNA/26S rRNA
sg krzywe wysycenia badanych oligonukleotydéw. W celu zaobserwowania stopnia wysycenia
rybosoméw  w  czterech  podstawowych  stanach  konformacyjnych badanymi
oligonukleotydami, przeprowadzitam reakcje znakowania oligonukleotyddéw oraz proces
hybrydyzacji wyznakowanych a-DNA do rybosoméw przeprowadzonych w odpowiedni stan

konformacyjny.

e Znakowanie oligonukleotydow

W wyniku znakowania 5' konca przy pomocy [y-"P]-ATP (metoda 5.11) poszczegdlne
oligonukleotydy = wykazywaty = zamieszczone ~ w  Tabeli 24 radioaktywnosci
specyficzne [dpm/pmol].

Oligonukleotyd #9  #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
Radioaktywno$¢ specyficzna 436 635 491 211 4 126 532 253 453 568 498
(dpm/pmol)

Tabela 24. Radioaktywno$¢ specyficzna [dpm/pmol] oligonukleotydéw po znakowaniu
[y-“P]-ATP.

» Krzywe wysycenia rybosoméw 80S przez antysensowe oligonukleotydy

Wyizolowane rybosomy przeprowadzatam w stan pretranslokacyjny poprzez obsadzenie
miejsca P przez deacylowany tRNA (D-tRNA) - stan PRE-P (metoda 5.8.1) oraz jednoczesne
obsadzenie miejsc: A przez aminoacylo - tRNA (AA-tRNA) i P przez D-tRNA - stan PRE-AP

(metoda 5.8.3). Stan posttranslokacyjny osiggniety zostat przez obsadzenie miejsca P przez
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AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz réwnoczesne zablokowanie miejsc: P przez
AA tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzatam reakcje hybrydyzacji
antysensowych  oligonukleotydéw (metoda 5.12), stosujgc  nastepujacy  nadmiar

oligonukleotyddw do rybosomu (przy statej ilosci rybosomow, to jest 12 pmoli):

A) 1:1 (12 pmoli a-DNA)

B) 10:1 (120 pmoli a-DNA)
C) 20:1 (240 pmoli a-DNA)
D) 25:1 (300 pmoli a-DNA)
E) 30:1 (360 pmoli a-DNA)
F) 35:1 (420 pmoli a-DNA)

G) 40:1 (480 pmoli a-DNA)
H) 45:1 (540 pmoli a-DNA)
l) 50:1 (600 pmoli a-DNA).

Uzyskane wyniki przedstawitam na Rysunku 65. Zgodnie z moimi wynikami, wysycenie
rybosomu przez antysensowe oligonukleotydy, obserwowatam przy stosunku molowym
a-DNA:rybosom wynoszagcym 30:1. Dalsze zwigkszanie stezenia dodanego do reakcji
oligodeoksyrybonukleotydu nie powodowato zwigkszenia stopnia hybrydyzacji. Fakt ten
Swiadczy o tym, iz obserwowana przeze mnie hybrydyzacja a-DNA zachodzi jedynie

w specyficznych, wybranych przeze mnie miejscach w 26S rRNA.
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Rysunek 65. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajgce stezenie oligonukleotydow

(12-600 pmoli).

Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

A - oligonukleotyd #9;
B - oligonukleotyd #10;
C - oligonukleotyd #11.
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Rysunek 65. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajgce stezenie oligonukleotydow

(12-600 pmoli).

Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

D - oligonukleotyd #12;
E - oligonukleotyd #13,;
F - oligonukleotyd #14,
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Rysunek 65. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastajgce stezenie oligonukleotyddw
(12-600 pmoli).

Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (£3%) z trzech niezaleznych eksperyment6w.

G - oligonukleotyd #15;

H - oligonukleotyd #16;

| - oligonukleotyd #17.
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e Charakterystyka czasteczek mini-tRNA

Skonstruowatam trzy rodzaje czasteczek mini-tRNA, z ktérych wykluczone zostaty
pewne strukturalne fragmenty ,.kompletnych” tRNA specyficznych wzgledem fenyloalaniny

(Rysunek 66).
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Rysunek 66. Struktura Il-rzedowa czasteczek mini-tRNA (A-C) oraz tRNA* S. cerevisiae (D)

z zaznaczonymi nukleotydami oddziatujgcymi z rRNA.
Oznaczenia: ANTYKODONOWE - mini-tRNA antykodonowe, DHU - mini-tRNA DHU,

TTC - mini tRNATTC.
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Powstate w ten spos6b czasteczki mini-tRNA oznaczytam jako:

1) mini-tRNA antykodonowe - czasteczka powstata w wyniki usuniecia ramienia i petli DHU
oraz ramienia i petli T'PC z tRNA*'\®;

2) mini-tRNA DHU - czasteczka powstata w wyniki usuniecia ramienia i petli antykodonowej
oraz ramienia i petli TTC z tRNA*\,

3) mini-tRNA TTC - czasteczka powstata w wyniki usuniecia ramienia i petli DHU oraz
ramienia i petli antykodonowej z tRNA**M,

W strukturze tRNA*"9 S. cerevisiae wyrdzniono 5 gtéwnych determinant. Sg to reszty
AT73, G20 i trzy nukleotydy antykodonu [237]. Stwierdzono rowniez, ze nukleotydy zwigzane
z tworzeniem trzeciorzedowej struktury tRNA nie sg konieczne dla funkcjonowania tej
molekuty. Stosowane przeze mnie konstrukty posiadajg elementy konieczne dla ich
funkcjonowania jako mini-tRNA (determinanty czgsteczek tRNA lub/oraz przewidziana

struktura drugorzedowa typu spinki do wtoséw; Rysunek 67).

A-c .

" DIk

Rysunek 67. Przewidziana struktura drugorzedowa czasteczek mini-tRNA (z uzyciem programu
mfold [257]).

A - mini-tRNA antykodonowe;

B - mini-tRNA DHU;

C - mini-tRNA TTC.

e Wigzanie mini-tRNA do rybosomu

Czasteczkami mini-tRNA obsadzatam miejsca P (metoda 5.8.2 oraz 5.8.4) lub E (metoda
5.9.3) rybosomoéw L. luteus zaprogramowanych czasteczkg poli(U). Wydajno$¢ wigzania

poszczegblnych mini-tRNA sprawdzatam po uprzednim wyznakowaniu 5 konca tych
czasteczek przy pomocy [y-P]-ATP (metoda 5.11). Radioaktywno$¢ przygotowanych w ten
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spos6b mieszanin reakcyjnych zliczytam na liczniku Beckmann LS 7000, uprzednio
odmywajac niezwigzane czasteczki mini-tRNA jak w metodzie 5.10.

Wydajnosc¢ reakcji wigzania mini-tRNA do rybosomalnych miejsc P i E przedstawitam w
Tabeli 25.

Mini-tRNA ANT DHU TPC

Miejsce P Wynik wigzania

[pmol mini-tRNA/pmol rybosomu] 0,92 0,97 0,95

Wydajnos$¢ wigzania

19] 92 97 95
Miejsce E Wynik wigzania

[pmol mini-tRNA /pmol rybosomu] 0,97 ! 0,94

Wydajnos¢ wigzania

[%1 97 100 94

Tabela 25. Wyniki reakcji wigzania mini-tRNA do rybosomalnych miejsc P lub E.
ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA DHU; TTC - mini-tRNA TTC.
Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.

Zgodnie z moimi wynikami, czasteczki mini-tRNA: antykodonowe, DHU i TFC
skutecznie obsadzajg rybosomalne miejsca P lub E. Zasadne jest stosowanie ich rownocze$nie
z a-DNA komplementarnymi do rejonéw rRNA odpowiedzialnych za oddziatywanie z tymi

fragmentami czasteczki tRNA, ktdre zostaty wykluczone z mini-tRNA.

* Rezultaty inhibicji biosyntezy biatka przez antysensowe oligonukleotydy

komplementarne do wybranych fragmentéw 26S rRNA

Wyizolowane rybosomy przeprowadzatam w stan pretranslokacyjny poprzez obsadzenie
miejsca P przez deacylowany tRNA (D-tRNA) (metoda 5.8.1) lub mini-tRNA (metoda 5.8.2)
- stan PRE-P oraz jednoczesne obsadzenie miejsc: A przez aminoacylo - tRNA (AA-tRNA)
i P przez D-tRNA (metoda 5.8.3) lub mini-tRNA (metoda 5.8.4) - stan PRE-AP. Stan
posttranslokacyjny osiggniety zostat przez obsadzenie miejsca P przez AA-tRNA (stan
POST-P, metoda 5.9.1) oraz réwnoczesne zablokowanie miejsc: P przez AA-tRNA oraz E
przez D-tRNA (metoda 5.9.2) lub mini-tRNA (metoda 5.9.3) - stan POST-PE.

Do tak przygotowanych rybosomow hybrydyzowatam antysensowe oligonukleotydy
(metoda 5.12) i obserwowatam inhibicje reakcji wigzania Phe-tRNAM"0.

Schematyczne przedstawienie przeprowadzanych doswiadczalnie reakcji ujetam na
Rysunkach 45 i 46.
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Reakcje hybrydyzacji a-DNA oraz inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA™'0 przez
zhybrydyzowane antysensowe oligonukleotydy powtarzatam trzykrotnie. W Tabelach 26-33

oraz na Rysunkach 84-87 przedstawitam usrednione wyniki.

a-DNA #9  #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P  Wynik hybrydyzacji
[pmol a-DNA/pmol
rybosomu] 015 047 034 0,70 0,85 0,33 047 026 050 0,0
Wydajnos¢
hybrydyzacji
[%1 15 47 34 70 8 33 47 26 50 0
PRE- Wynik hybrydyzacji
AP [pmol a-DNA/pmol
rybosomu] 023 029 035 061 054 0,26 027 057 055 0,0
Wydajnos¢
hybrydyzacji
\%] 23 29 3% 61 54 26 27 57 55 0
POST-P  Wynik hybrydyzacji
[pmol a-DNA/pmol
rybosomu] 0,20 0,27 031 049 040 029 041 019 033 00
Wydajnos¢
hybrydyzacji
[%1 " 20 27 31 49 40 29 4 19 33 0
POST-  Wynik hybrydyzacji
PE [pmol a-DNA/pmol 0,0
rybosomu] 012 0,26 027 032 033 0,23 030 017 0,28 !
Wydajnos¢
hybrydyzacji
[%1 2 26 27 32 33 23 30 17 28 |

Tabela 26. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydéw do rybosomow
przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez D-tRNA.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegblne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

Przedstawiono wyniki hybrydyzacji usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.
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a-DNA #9  #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P  Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol

rybosomu] 023 0,18 050 082 048 034 087 055 056 0,0

Wydajnos¢

hybrydyzacji

%l 23 18 50 8 48 34 8 5 56 0
PRE- Wynik hybrydyzacji
AP [pmol a-DNA/pmol

rybosomu] 0,30 0,15 043 094 058 030 033 034 045 00

Wydajnos¢

hybrydyzacji

\%] 30 15 43 94 58 30 33 34 45 0
POST-P Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol

rybosomu] 042 022 049 085 040 028 040 022 040 00

Wydajnos¢

hybrydyzacji

[%] 42 22 49 8 40 28 40 22 40 0
POST-  Wynik hybrydyzacji
PE [pmol a-DNA/pmol

rybosomu] 022 016 021 061 045 029 040 0,20 0,28 0,01

Wydajnos¢

hybrydyzacji

[%1 2 16 21 61 4 29 40 20 28 !

Tabela 27. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydéw do rybosomoéw
przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez mini-
tRNA antykodonowe.

PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

Przedstawiono wyniki hybrydyzacji usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.
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PRE-P

PRE-
AP

POST-P

POST-
PE

a-DNA

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajno$¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajno$¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos$é hybrydyzacji

[%1

#9
0,60
60
0,59
59
0,33
33
0,24

24

#12
0,12
12
0,12
12
0,20
20
0,08

8

#13
0,33
33
0,38
38
0,34
34
0,11

11

#14
0,22
22
0,25
25
0,32
32
0,15

15

#15
0,38
38
0,37
37
0,35
35
0,30

30

#16
0,20
20
0,24
24
0,18
18
0,25

25

173

#17 #8
032 00
32 0
035 00
35 0
026 0,0
26 0
0,35 0,01
35 1

Tabela 28. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydéw do rybosomow
przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez
mini-tRNA DHU.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji usrednione z trzech niezaleznych eksperymentdw.

PRE-P

PRE-AP

POST-P

POST-PE

a-DNA

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos$¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajnos$¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajno$¢ hybrydyzacji

[%1

Wynik hybrydyzacji

[pmol a-DNA/pmol rybosomu]
Wydajno$¢ hybrydyzacji

[%1

#9
0,22
22
0,42
42
0,32
32
0,10

10

#10
0,36
36
0,44
44
0,39
39
0,34

34

#11
0,50
50
0,67
67
0,84
84
0,46

46

#12
0,10
10
0,14
14
0,22
22
0,10

10

#13
0,37
37
0,26
26
0,36
36
0,18

18

#16
0,22
22
0,15
15
0,57
57
0,27

27

#17 48
034 00
34 0
020 0,0
20 0
027 0,0
27 0
0,27 0,01
27 1

Tabela 29. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydéw do rybosomoéw
przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez
mini tRNA T'PC.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegblne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji usrednione z trzech niezaleznych eksperymentéw.
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PRE-P

PRE-
AP

POST-

POST-
PE

a-DNA

Whynik reakcji wigzania
Phe-tRNA*"*

[pmol Phe-tENA™"
/pmol rybosomu]
Wydajnosé reakcji
wigzania Phe-tRNA™""
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA™
[%6]

Whynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"™"*

[pmol Phe-tENA™"
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA™*"*
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Plie-tRNA*""
[%ol

Wynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"*

[pmol Phe-tRNA™*"
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA"*
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-iRNA™*"
[%1

Wynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"™*

[pmol Phe-tRNA™
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Pbe-tRNA"*
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA""
[%]

174

#9  #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8

078 07 082 0,75 0,73 067 075 0,77 048 0,99

8 76 8 75 73 67 75 77 48 99

2 24 18 25 27 33 3»H 23 32 1

064 076 071 0,77 082 089 072 069 052 0,99

64 76 71 7 82 8 72 69 52 99

36 24 29 23 18 11 28 31 48 1

053 043 052 0,75 053 053 070 058 042 098

53 43 52 75 53 53 70 58 42 98

47 57 48 25 47 47 30 42 58 2

044 061 063 060 061 061 063 065 024 0,99

4 61 63 60 61 61 63 65 24 99

46 39 37 40 39 39 37 3B 76 !

Tabela 30. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA™*” przez zhybrydyzowane antysensowe
oligonukleotydy do rybosomoéw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P
lub E obsadzone przez D-tRNA.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegdlne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.

Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA™“ bez udziatlu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA™* /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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PRE-P

PRE-
AP

POST-

POST-
PE

a-DNA

Whynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"

[pmol Phe-tRNA™
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakciji
wigzania Phe-tRNA""*
[%]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA™"
[%l

Wynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"”

[pmol Phe-IRNA™"
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA™
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA""*
[%1

Wynik reakcji wigzania
Phe-tRNA”*

[pmol Phe-tRNA*""
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA*"
[%0]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA"
[%1

Wynik reakcji wigzania
Phe-tRNA"

[pmol Phe-tRNA™”
/pmol rybosomu]
Wydajnos¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA"
[%6]

Inhibicja reakcji
wigzania Phe-tRNA"*
[%l

175

#9  #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8

0,40 045 043 044 041 048 043 049 044 099

40 45 43 44 41 48 43 49 44 99

60 55 57 56 59 52 57 51 56 1

0,57 053 051 05 050 058 051 048 048 0,99

57 53 b1 56 50 58 51 48 48 99

43 47 49 4 50 42 49 52 52 1

0,67 083 086 061 044 080 0,76 0,73 0,62 0,98

67 8 86 61 44 80 76 73 62 98

33 17 14 39 5 20 24 27 38 2

0,66 060 047 05 046 063 060 064 061 0,99

66 60 47 56 46 63 60 64 61 99

34 40 53 44 54 37 40 36 39 1

Tabela 31. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA*"* przez zhybrydyzowane antysensowe
oligonukleotydy do rybosoméw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P
lub E obsadzone przez mini-tRNA antykodonowe.

PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegolne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentéw.

Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA™* bez udzialu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA™*"* /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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PRE-P

PRE-
AP

POST-

POST-
PE

a-DNA

Whynik reakcji wigzania Phe-
tRNA"

[pmol Phe-tRNA*"* /pmol
rybosomu]

Wydajnosc¢ reakcji wigzania Phe-
tRNA*" [%)]

Inhibicja reakcji wigzania Phe-
irna”™

[%1

Wynik reakcji wigzania Phe-
tRNA*"

[pmol Phe-tRNA"" /pmol
rybosomu]

WKIdamoéé reakcji wigzania Phe-
tRNAN [%]

Inhibicja reakcji wigzania Phe-
tRNA™

[%1

Wynik reakcji wigzania Phe-
tRNA*"

[pmol Phe-tRNA™* /[pmol
rybosomu]

W%g\amo[ﬁ% Teakcji wigzania Phe-

Inhibicja reakcji wig/.ania Phe-
tRNA"™"

[%l

Wynik reakcji wigzania Phe-
IRNA™"™

[pmol Phe-tRNA"* [pmol
rybosomu]

Wydajnos$¢ reakcji wigzania Phe-
tRNA”" [%]

Inhibicja reakcji wigzania Phe-
tENA""

[%0l

#9

0,26

26

74

0,59

59

41

0,39

39

61

0,49

49

51

#12

0,30

30

70

0,58

58

42

0,60

60

40

0,38

38

62

#13

0,40

40

60

0,61

61

39

0,48

48

52

0,46

46

54

#14

0,45

45

55

0,56

56

44

0,53

53

47

0,22

22

78

#15

0,42

42

58

0,53

53

47

0,59

59

41

0,49

49

51

#16

0,38

38

62

0,50

50

50

0,55

55

45

0,42

42

58

#17

0,40

40

60

0,58

58

42

0,45

45

55

0,20

20

80

176

#8

0,99

99

0,99

99

0,98

98

0,99

99

!

Tabela 32. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA" przez zhybrydyzowane antysensowe
oligonukleotydy do rybosoméw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P
lub E obsadzone przez mini-tRNA DHU.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegblne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.
Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA"” bez udziatu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA**"* /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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PRE-P

PRE-
AP

POST-

POST-
PE

a-DNA
Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA”*
[pmol Phe-tRNA™’ /pmol rybosomu]

}ng@j\noﬁ% ]*eakcji wigzania Phe-

Inhibicja reakcji wigzania Phe-
tRNA"

[%]

Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA”"
[pmol Phe-tRNA" /pmol rybosomu]
Wydajnos$¢ reakcji wigzania Phe-
tRNA"" [%]

{Rhibicja reakcji wigzania Phe-

[%1

Whynik reakcji wigzania Phe-tRNA”"
[pmol Phe-tRNA*" /[pmol rybosomu]
WKIdajnoéé reakcji wigzania Phe-
tRNA™* [%]

Inhibicja reakcji wigzania Phe-
tRNA"™ '

[%J

Whynik reakcji wigzania Phe-tRNA™"
[pmol Phe-tRNA™ /pmol rybosomu]

Wikainof reakeji wiazania Phe-

Inhibic)!'a reakcji wigzania Phe-
tRNA"A

[%1

#9
0,47

47

53
0,71

71

29
0,75

75

25
0,58

58

42

#10
0,41

41

59
0,57

57

43
0,85

85

15
0,27

27

63

#11
0,46

46

54
0,54

54

46
0,86

86

14
0,60

60

40

#12
0,48

48

52
0,53

53

47
0,60

60

40
0,60

60

40

#13
041

41

59
0,59

59

41
0,45

45

55
0,60

60

40

#16
0,38

38

62
0,75

75

25
0,65

65

35
0,69

69

31

#17
0,20

20

80
0,70

70

30
0,46

46

54
0,48

48

52

177

#8
0,99

99

0,99

99

0,98

98

0,99

99

!

Tabela 33. Wyniki inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA"" przez zhybrydyzowane antysensowe
oligonukleotydy do rybosoméw przeksztatconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. P~ejsce P
lub E obsadzone przez mini-tRNA T'FC.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczajg poszczegolne stany translokacyjne rybosomu podczas
biosyntezy biatka.
Przedstawiono wyniki usrednione z trzech niezaleznych eksperymentow.
Wynik reakcji wigzania Phe-tRNA”* bez udzialu a-DNA wynosit 0,94 pmola Phe-tRNA" /pmol
rybosomu (94% wydajnosci).
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Oligonukleotydy #9 i #16

Oligonukleotydy #9 i #16 zostaty przeze mnie zaprojektowane jako komplementarne do
fragmentow 26S rRNA oddziatujagcych z ramieniem akceptorowym czasteczki tRNA
zajmujacej rybosomalne miejsce A. Oligonukleotyd #9 jest komplementarny do
jednoniciowego fragmentu domeny IV 26S rRNA, znajdujacego sie miedzy helisami H70
i H71 (nukleotydy 2265-2276 wedtug numeracji O. sativa; Rysunek 63). Fragment ten
(nukleotydy w pozycjach 2275 i 2276 L-rRNA) jest odpowiedzialny za oddziatywania
z nukleotydami 72 i 73 ramienia akceptorowego czasteczki tRNA w miejscu A (Tabela 21).
Oligonukleotyd #16 jest komplementarny do fragmentu petli centralnej domeny V 26S rRNA,
miedzy helisami H74 i H89 (nukleotydy 2446-2457), odpowiedzialnego za oddziatywania
z nukleotydami 74 - 76 konica CCA czasteczki tRNA w miejscu A (Rysunek 63 i Tabela 22).
Z tego wzgledu do badan wptywu a-DNA #9 i #16 na proces translacji, zastosowatam
czasteczki mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA DHU, mini-tRNA T'PC oraz D-tRNA.

Sekwencja, do ktorej zaprojektowatam oligodeoksynukleotyd #9 charakteryzuje sie
wysoka zachowawczoscig, az 7 sposrdd 12 nukleotydow wykazuje ponad 98%
konserwatywnosci. Sekwencja docelowa dla a-DNA #16 jest rowniez zachowawcza,
3 nukleotydy wykazujg konserwatywno$¢ w ponad 98%, a 2 - w ponad 90% (dane na
podstawie [22]).

W stanie pretranslokacyjnym, oligonukleotyd #9 hybrydyzowat z wydajnoscig rowng
23%, 22%, 60% i 15% (Rysunek 68), odpowiednio dla stanu z obsadzonym miejscem P przez
mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA T'PC, mini-tRNA DHU i deacylowany tRNA. Gdy
dodatkowo obsadzitam miejsce A (przez Phe-tRNAM*® we wszystkich przypadkach),
efektywnos¢ hybrydyzacji wzrosta tylko w jednej z 4 testowanych mozliwosci - gdy
rybosomalne miejsce P bylo obsadzone przez mini-tRNA DHU. Taka sytuacja zwigzana jest
zapewne z faktem, ze mini-tRNA DHU posiada inne miejsca interakcji z 26S rRNA niz
pozostate czasteczki mini-tRNA oraz czasteczka tRNA. Kiedy w miejscu P znajduje sie
mini-tRNA DHU, w rybosomie istnieje wiecej mozliwosci oddziatywan z czasteczkami
bioracymi udziat w translacji oraz z a-DNA niz w przypadku tRNA, stad obserwowany wyzszy
poziom hybrydyzacji. Taka sama sytuacja prawdopodobnie ma miejsce rowniez w przypadku
pozostatych mini-tRNA, jednak nizsza hybrydyzacja w poréwnaniu z rybosomami
obsadzonymi tRNA sugeruje, ze w oddziatywania te nie sg zaangazowane wprowadzane do
uktadu a-DNA. By¢ moze wystepujg dodatkowe oddziatywania Ill-rzedowe w 26S rRNA,
z biatkami rybosomalnymi lub/i z innymi czasteczkami aktywnymi w procesie translacji.

Obserwowatam znaczny wzrost poziomu hybrydyzacji w przypadku obsadzenia miejsca P
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przez D-tRNA, mini-tRNA T'PC oraz mini-tRNA antykodonowe w stanie PRE-AP. Wynika z
tego, ze po utworzeniu wigzania peptydowego, maja miejsce zmiany konformacyjne
w obrebie helis H70 i H71. W konsekwencji rybosom przybiera bardziej otwartg
strukture.

Rysunek 68. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #9 do rybosoméw obsadzonych
mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA T'PC.

W stanie posttranslokacyjnym POST-P, efektywno$¢ hybrydyzacji utrzymywata sie na
wysokim poziomie w poréwnaniu ze stanem pretranslokacyjnym (w przypadku miejsca P
obsadzonego przez D-tRNA) lub stopniowo zaczynata male¢ (w przypadku obsadzenia miejsca
P przez mini-tRNA T'PC i DHU; Rysunek 68). Kiedy miejsce P w tym stanie byto obsadzone
mini-tRNA T'PC, nastepowato zwiekszenie stopnia hybrydyzacji a-DNA #9 o 12%. Takie
réznice w hybrydyzacji wynikajg zapewne z roznic strukturalnych miedzy czasteczkami
mini-tRNA.

Natomiast przy przejsciu do stanu POST-PE we wszystkich przypadkach obserwowatam
znaczny spadek hybrydyzacji oligonukleotydu #9, dochodzacy do 20% roznicy. Wynik ten
wskazuje na zmiane konformacji rybosomu po translokacji czasteczki tRNA do miejsca
E, ktora prowadzi do mniejszej dostepnosci jednoniciowego fragmentu pomiedzy
helisami H70 i H71.

Poréwnujac procent hybrydyzacji dla rybosomoéw obsadzonych r6znymi mini-tRNA oraz
D-tRNA, zauwazytam, ze w kazdym stanie hybrydyzacja oligonukleotydu #9 zachodzita ze
znacznie mniejsza wydajnoscig przy obsadzeniu rybosoméw przez czasteczke tRNA.
Jednoznacznie obserwowatam nieco odmienng konformacje rybosomow, gdy miejsce P lub E

zajete byly przez rozne czasteczki mini-tRNA lub tRNA. Na podstawie tego wyniku
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wyciaggnetam wniosek, ze nukleotydy w pozycjach 72 i 73 czasteczki tRNA zajmujacej
miejsce A oraz fragment 26S rRNA pomiedzy helisami H70 i H71 oddziatujgcy z tRNA
w tych pozycjach, znajdujg sie w podobnej konformacji na kazdym etapie biosyntezy
biatka. Jednocze$nie potgczenie miedzy nimi jest na tyle silne, ze badana cze$¢ L-rRNA nie
jest w duzej mierze dostepna dla innych oddziatywan, na przyktad z komplementarnym
oligodeoksynukleotydem. Ogdlnie, gdy rybosomalne miejsca P lub E byly zajete przez
czasteczki mini-tRNA, konformacja rybosomu wydawata sie byC bardziej rozluzniona,
»otwarta” w regionie miedzy helisami H70 i H71 26S rRNA. Moim zdaniem jest to
spowodowane faktem, ze peinej dtugosci czasteczka tRNA posiada wiecej miejsc oddziatywan
z 26S rRNA. Woystepowanie tych interakcji moze czyni¢ miejsce docelowe dla
oligodeoksynukleotydu mniej dostepnym dla hybrydyzacji. Natomiast wykluczenie
z czasteczki tRNA kilku badz kilkunastu miejsc interakcji z L-rRNA powoduje wieksza
dostepnos¢ sekwencji docelowej dla oligonukleotydu, co obserwowatam jako wiekszy stopien
hybrydyzacji.

We wszystkich stanach translokacyjnych obserwowatam duze r6znice pomiedzy
stopniem hybrydyzacji oligonukleotydu #16 przy obsadzonych miejscach P lub E przez rdzne
molekuty (Rysunek 69). Wyniki te wskazujg na istnienie odmiennych wzoréw zmian

konformacyjnych rybosomu w zaleznosci od czasteczki obsadzajacej rybosom.

Rysunek 69. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #16 do rybosomoéw obsadzonych
mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

W stanie PRE-P w rybosomie obsadzonym przez mini-tRNA antykodonowe, sekwencja
docelowa a-DNA #16 byla wysoce dostepna (50 % hybrydyzacji). Po obsadzeniu réwniez
miejsca A przez AA-tRNA badany fragment petli centralnej domeny V 26S rRNA stat sie

mniej dostepny (34 %). W stanie posttranslokacyjnym, w obu przypadkach, zaréwno
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z obsadzonym tylko miejscem P jak i z obsadzonymi miejscami P i E, dostepnos$¢ tego
fragmentu nie zmienita sie (stopien hybrydyzacji wynosit 22 % i 21 %). Wynika z tego, ze
zaraz po translokacji nastgpita zmiana konformacji petli centralnej domeny V
w sgsiedztwie helis H74 i H89 na zamknietg. Konformacja ta utrzymuje sie az do
nastepnego cyklu elongacyjnego, gdzie po zajeciu miejsca P przez AA-tRNA, rybosom
ponownie rozluzni strukture w tym regionie.

W stanie PRE-P w rybosomie obsadzonym przez mini-tRNA TTC sekwencja docelowa
jest w niewielkim stopniu dostepna dla oligonukleotydu #16, a po obsadzeniu réwniez miejsca
A fragment ten stal sie jeszcze mniej dostepny (zmiana stopnia hybrydyzacji z 22% do 15 %).
W stanie posttranslokacyjnym nastgpit wzrost dostepnosci docelowej sekwencji (57%
hybrydyzacji) a nastepnie jej spadek az o 30%. Wskazuje to na istnienie otwartej struktury
rybosomu w stanie posttranslokacyjnym przy obsadzonym miejscu P przez mini-tRNA TTC
i jej zamykanie sie po dodatkowym obsadzeniu miejsca E. Podobne zmiany w stanie POST-
wystepujg przy obsadzeniu miejsca P przez D-tRNA. Jednak w tym przypadku majg miejsce
odmienne zmiany konformacyjne w stanie pretranslokacyjnym. W stanie PRE-P badany
fragment domeny V jest w 27% dostepny dla oligonukleotydu. Po obsadzeniu rowniez miejsca
A przez AA-tRNA dostepno$¢ tego miejsca ulega zwiekszeniu ponad dwukrotnie (do 57%).
Nastgpita zmiana konformacji w bliskim sasiedztwie helis H74 i H89 i rybosom przyjat w tym
regionie strukture bardziej rozluzniona.

Natomiast w przypadku obsadzenia miejsca P przez mini-tRNA DHU, najwyzszy stopien
hybrydyzacji oligonukleotydu #16 obserwowatam w stanie PRE-P (20%) oraz POST-PE
(25%). Taki wynik wskazuje na zmiane konformacji rybosomu zaraz po translokacji
i utrzymywanie sie jej az do nastepnego cyklu elongacyjnego.

Stopien inhibicji wigzania AA-tRNA do rybosomdéw obsadzonych czgsteczkg D-tRNA
pod wplywem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #9 Ilub #16 utrzymywal sie na
wyréwnanym poziomie we wszystkich stanach translokacyjnych (Rysunek 70 i Rysunek 71).
a-DNA #9 inhibowal proces biosyntezy biatka w 22-46%, a-DNA #16 - w 23-42%. Z
wynikoéw tych wyciaggnetam wniosek, ze przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w
pozycjach 72 i 73 oraz 74-76 ramienia akceptorowego czasteczki tRNA zajmujacej
miejsce A nie muszag oddziatywaé z fragmentami petli centralnej domeny V 26S rRNA

znajdujacymi sie, pomiedzy helisami H70 i H71 oraz H74 i H89.
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Poréwnujac procent inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA""0 dla rybosomdw obsadzonych
réznymi mini-tRNA oraz D-tRNA, zauwazytam, ze nie dla kazdego mini-tRNA obserwowany
efekt inhibitorowy a-DNA #9 lub #16 byt wyzszy niz przy obsadzeniu rybosomow przez
czasteczke tRNA (Rysunek 70 i Rysunek 71). Kiedy w rybosomalnych miejscach P lub E
znajdowata sie czasteczka mini-tRNA DHU, we wszystkich stanach translokacyjnych
obserwowatam znacznie wyzszg inhibicje reakcji wigzania Phe-tRNA"0 przez a-DNA #9 lub
#16, w poréwnaniu z rybosomami z przyfaczong czasteczkg D-tRNA. Podobna sytuacja miata
miejsce, kiedy rybosomy obsadzone byly przez czasteczke mini-tRNA antykodonowe
w stanach PRE-P i PRE-AP oraz mini-tRNA TTC w stanach PRE-P oraz POST-P. Wyniki te,
w potaczeniu z wyzszg wydajnoscig hybrydyzacji oligonukleotydéw #9 oraz #16 w tych
stanach, wskazujg na réznice konformacyjne rybosomu w zaleznosci od molekuty obsadzajacej

miejsce P.

Rysunek 70. Poréwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA”* powodowanej przez
oligonukleotyd #9 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Wykazatam, ze oligonukleotydy #9 oraz #16 skutecznie inhibujg reakcje wigzania
Phe-tRNA"™8 do rybosomu, zwiaszcza w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P
przez mini-tRNA DHU (odpowiednio, 74% i 62% inhibicji). W stanie PRE-AP
oligonukleotydy #9 i #16 hybrydyzowaty z podobng wydajnoscig jak w stanie PRE-P, jednak
stopien inhibicji reakcji wigzania AA-tRNA do rybosomu byt znacznie nizszy w obu
przypadkach. Prawdopodobnie regiony miedzy helisami H70 i H71 oraz miedzy helisami H74
i H89, angazujgc sie w wigzanie AA-tRNA do miejsca A, wzmacniajg oddziatywanie z
czasteczkg mini-tRNA DHU zajmujaca miejsce P i dzieki temu dostep do niej staje sie
utrudniony.

W czterech testowanych przypadkach zaobserwowatam stabsze inhibitorowe dziatanie

a-DNA #9 w poréwnaniu do jego efektu w rybosomach z przytgczong czasteczkg D-tRNA. Sg
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to nastepujace przypadki; w stanie PRE-AP z mini-tRNA TTC w miejscu P (5% réznicy dla
a-DNA #9 oraz 6% dla a-DNA #16), w stanie POST-P z mini-tRNA antykodonowym
w miejscu E (14% rdznicy dla a-DNA #9 oraz 15% dla a-DNA #16) oraz w stanie POST-PE
z mini-tRNA TTC (6% roznicy dla a-DNA #9 oraz 4% dla a-DNA #16) lub mini-tRNA
antykodonowym w miejscu E (12% réznicy dla a-DNA #9 oraz 10% dla a-DNA #16). Rdznice
w stopniu inhibicji wigzania AA-tRNA do rybosomu obsadzonego mini-tRNA TTC lub
D-tRNA nie wydaja sie by¢ statystycznie istotne, dlatego wyciggnetam wniosek, ze w obu tych
przypadkach rybosom znajduje sie w podobnej konformacji. Natomiast niemal dwukrotnie
wyzszy poziom hybrydyzacji a-DNA #9 lub #16 do rybosoméw obsadzonych mini-tRNA TTC

wynika zapewne z mniejszych rozmiarow tej czasteczki w poréwnaniu z D-tRNA.

DHU

IPRE-PBPRE-APB POST-P m POST-P*

Rysunek 71. Poréwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA" powodowanej przez
oligonukleotyd #16 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Dos$¢ duze réznice w inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA”® rybosoméw z mini-tRNA
antykodonowym oraz D-tRNA w stanie posttranslokacyjnym jednoznacznie $wiadczg o ich
odmiennej konformacji. Jednoczesnie ponad dwukrotnie wyzsza hybrydyzacja oligonukleotydu
#9 w tym stanie sugeruje konformacje bardziej ,,rozluzniong” w obrebie helis H70 i H71, kiedy
w rybosomie znajduje sie czasteczka mini-tRNA antykodonowe. Jak nalezato sie¢ spodziewac,
wynik ten spowodowany jest zapewne mniejszym rozmiarem czgsteczki mini-tRNA. Ze
wzgledu na brak ramienia i petli DHU oraz TTC, w mini-tRNA antykodonowym nie
wystepuje 5 oddziatywan z 26S rRNA, typowych dla czasteczek tRNA zajmujgcych miejsce P
(pozycje 1910, 1923, 1924 26S rRNA) lub E (pozycje 2112 oraz 2117 26S rRNA)
pozostawiajgc te rejony wolne dla oddziatywania z a-DNA. Ma to swoje odzwierciedlenie
réwniez w nizszym stopniu inhibicji wigzania AA-tRNA, dlatego, ze z miejscami tymi moga

oddziatywac pozostate czynniki biorgce udziat w procesie translacji. Skutkiem tego bytaby
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dalsza mozliwo$¢ przeprowadzania biosyntezy biatka, niezaleznie od a-DNA obecnego w
rybosomie.

Duze roznice pomiedzy stopniem hybrydyzacji oligonukleotyddéw #9 i #16 Swiadczg
jednoznacznie o odmiennych wzorach zmian konformacyjnych rybosomu w pozycjach
2265-2276 i 2265-2276. Jednak podobna inhibicja powodowana przez te a-DNA we
wszystkich stanach translokacyjnych Swiadczy, ze regiony te ogrywajg istotng role w wigzaniu
ramienia akceptorowego czasteczki tRNA w miejscu A na tych samych etapach biosyntezy
biatka.

Oligonukleotydy #10 i #11

Oligonukleotydy #10 i #11 sg komplementarne do dwoch réznych miejsc w domenie IV
26S rRNA (Rysunek 63), jednak w obu przypadkach miejsca te odgrywajg istotng role
w oddziatywaniach z ramieniem DHU czasteczki tRNA. Z tego wzgledu do badarn wptywu
a DNA #10 i #11 na proces translacji, zastosowatam D-tRNA oraz czasteczki, z ktdrych
wykluczytam ramie i petle DHU, to jest mini-tRNA antykodonowe oraz mini-tRNA TTC.

Oligonukleotyd #10 jest komplementarny do helisy H70 26S rRNA (nukleotydy
2251-2262 wedtug numeracji O. sativa), odpowiedzialnej za oddziatywania z nukleotydami
251 26 ramienia DHU czasteczki tRNA zajmujgcej rybosomalne miejsce P (Tabela 21).
Sekwencja docelowa a-DNA #10 jest wysoce zachowawcza ewolucyjnie, az 10 sposrod 12
nukleotydow sktadajgcych sie na ta sekwencje wykazuje ponad 98% konserwatywnosci, a
jeden nukleotyd - powyzej 90% (dane na podstawie [22]).

Oligonukleotyd #11 jest komplementarny do petli apikalnej helisy H69 26S rRNA
(nukleotydy 2236-3347 wedlug numeracji O. sativa), odpowiedzialnej za interakcje
z nukleotydami 11, 12, 25 i 26 ramienia DHU czasteczki tRNA w miejscu A (Tabela 21) .
Sekwencja docelowa a-DNA #11 jest wysoce zachowawcza ewolucyjnie, az 10 sposrod 12
nukleotydéw skfadajagcych sie na tg sekwencje wykazuje ponad 98% konserwatywnosci,
ajeden nukleotyd - powyzej 80% (dane na podstawie [22]).

Obserwowatam znaczace réznice w stopniu hybrydyzacji tych dwéch oligonukleotydow,
jednak rowniez pewne zaleznosci jednoznacznie $wiadczace o odmiennej konformacji
przestrzennej rybosomu obsadzonego czasteczkg tRNA lub mini-tRNA. Stopien hybrydyzacji
a-DNA #10 oraz #11 do rybosomdéw obsadzonych czasteczka mini-tRNA antykodonowe
zawsze byt nizszy niz w rybosomach obsadzonych czasteczkg D-tRNA lub mini-tRNA TTC
(Rysunek 72 i Rysunek 73). Kluczem do wyjasnienia tej sytuacji jest liczba oddziatywan, jakie
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moze tworzy¢ czasteczka mini-tRNA antykodonowe w poréwnaniu do petnej diugosci
czasteczki tRNA Iub mini-tRNA T'PC. Mini-tRNA antykodonowe jest pozbawione
7 oddziatywan, obecnych w czasteczce tRNA oraz mini-tRNA WC, w ramieniu TTC. Sa to
oddziatywania nukleotydéw w pozycjach 49-53 tRNA w miejscu A z nukleotydami 2470
i 2472 26S rRNA oraz nukleotydéw 63-64 tRNA w miejscu A z nukleotydami 2482-2484 26S
rRNA (Rysunek 66D). W konsekwencji, kiedy w miejscach P lub E znajduje sie czasteczka
mini-tRNA antykodonowe, w rybosomie istnieje wiecej mozliwosci oddziatywan z innymi
czasteczkami bioragcymi udziat w translacji. W pozostawionej przez mini-tRNA antykodonowe
wolnej przestrzeni moga rowniez wystgpi¢ dodatkowe oddziatywania Ill-rzedowe
w 26S rRNA. W takiej sytuacji, a-DNA #10 ma mniejszy dostep do komplementarnego
miejsca w H70, stad tez obserwowatam nizszy niz w przypadku D-tRNA lub mini-tRNA T'FC
stopien hybrydyzacji.

Rysunek 72. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #10 do rybosomdw obsadzonych
mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; TTC - mini-tRNA

TTC.

W przypadku obsadzenia rybosomu przez mini-tRNA T'PC, stopien hybrydyzacji a-DNA
#10 we wszystkich stanach translokacyjnych utrzymywat sie na wyréwnanym poziomie,
w przedziale 15-22%. W obecnosci mini-tRNA T'PC, helisa H70 ma podobng konformacje
podczas wszystkich etapdw biosyntezy biatka. Natomiast w przypadku obsadzenia rybosomu
przez D-tRNA, jedyna znaczng roznice w stopniu hybrydyzacji pomiedzy poszczeg6lnymi
stanami obserwowatam w stanie PRE-P. Skutecznos$¢ hybrydyzacji a-DNA #10 siegata w tym
stanie 47% (w pozostatych - 26-29%). Najwiekszy stopien hybrydyzacji jest jednoczesnie
wyznacznikiem najwiekszej dostepnosci badanego regionu w helisie H70 26S rRNA dla

oligonukleotydu #10.
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Gdy rybosomalne miejsca P lub E byly obsadzone przez mini-tRNA antykodonowe,
obserwowatam wieksze wahania w stopniu hybrydyzacji oligonukleotydu #10. W stanie
PRE-AP nastepowat nieznaczny wzrost wydajnosci hybrydyzacji a-DNA wzgledem stanu
z obsadzonym tylko miejscem P (z 36% do 44%). Natomiast w stanie posttranslokacyjnym
widoczny byt 5% spadek efektywnosci hybrydyzacji, ktéra wynosita 39% dla stanu
z obsadzonym miejscem P i 34 % dla stanu z obsadzonymi miejscami P i E. Wyniki
te wyraznie wskazujag na zmiane konformacji rybosomu obsadzonego mini-tRNA
antykodonowym, ktérej skutkiem jest stopniowe odstanianie helisy H70 w stanie pre-
i zastanianie w stanie posttranslokacyjnym. Najwyzszy poziom hybrydyzacji obserwowany byt
w stanie PRE-AP, z czego wyciggnetam wniosek o najwiekszej dostepnosci badanego regionu
w helisie H70 26S rRNA dla oligonukleotydu #10.

Poréwnujac wydajno$¢é hybrydyzacji oligonukleotydu #11 dla rybosomoéw obsadzonych
roznymi mini-tRNA oraz D- tRNA, zauwazytam, ze w kazdym stanie hybrydyzacja
a-DNA #11 zachodzita ze znacznie mniejszg wydajnoscig przy obsadzeniu rybosoméw przez
czasteczke tRNA (siegajagca nawet do 33% roznicy; Rysunek 73). Jednoznacznie
obserwowatam odmienng konformacje przestrzenng w obrebie helisy H70 rybosomu
obsadzonego czgsteczkg tRNA lub mini-tRNA. Ponadto, kiedy miejsce P lub E obsadzone
byty przy pomocy D-tRNA, nie obserwowatam znacznych réznic w hybrydyzacji a-DNA #11
w poszczegOlnych stanach translokacyjnych. Petla apikalna helisy H69, byta jednakowo
dostepna przed i po translokacji, a obsadzenie dodatkowych miejsc w rybosomie przez

czgsteczki AA-tRNA nie zmienito jej dostepnosci.

N N
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Rysunek 73. Porownanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #11 do rybosoméw obsadzonych

mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; TT'C - mini-tRNA

TTC.
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W przypadku obsadzenia rybosomu przez mini-tRNA antykodonowe, zaobserwowatam,
ze w stanie pre- i posttranslokacyjnym nastepowat spadek efektywnos$ci hybrydyzacji przy
obsadzaniu dodatkowego miejsca w rybosomie. Swiadczy to o bardzo dynamicznych zmianach
konformacji rybosomu podczas poszczegdlnych etapéw elongacji. A-DNA #11 hybrydyzowat
z wydajnoscig rowng 50% w stanie PRE-P. Gdy dodatkowo obsadzitam miejsce A,
efektywnos$¢ hybrydyzacji zmalata do 43%. Sugemje to zmiane konformacji rybosomu na
mniej  otwartg, powodujgcg mniejszg hybrydyzacje  oligodeoksynukleotydu do
komplementarnego miejsca w helisie H69 26S rRNA. Natomiast w stanie posttranslokacyjnym
efektywno$¢ hybrydyzacji ponownie wzrosta do 49% w przypadku obsadzenia miejsca P,
a nastepnie spadta o 3% dla stanu z obsadzonymi miejscami E i P. Musiaty wiec nastgpic¢
kolejne zmiana konformacji rybosomu. Po utworzeniu wigzania peptydowego nastepuje
rozluznienie struktury rybosomu w obrebie H69, a po translokacji ponowne jej
zacie$nienie. Po obsadzeniu miejsca E, podjednostki rybosomalne wracajg do swojej
wyjsciowej konformacji, aby zacza¢ nowy cykl elongacji taricucha polipeptydowego.

Kiedy miejsce P obsadzone zostalo przez mini-tRNA TTC w stanie PRE-P,
oligonukleotyd #11 hybrydyzowat z wydajnoscig rowng 50%. Gdy dodatkowo obsadzitam
miejsce A, efektywno$¢ hybrydyzacji wzrosta do 67%. Sugeruje to powstanie zmiany
konformacji rybosomu na bardziej otwarta, umozliwiajagca lepszg hybrydyzacje
oligodeoksynukleotydu do komplementarnego miejsca w helisie H69 26S rRNA. Natomiast
w stanie posttranslokacyjnym efektywno$¢ hybrydyzacji nadal wzrastata do 84% w przypadku
obsadzenia miejsca P, a nastepnie znacznie spadia az do 21% dla stanu z obsadzonymi
miejscami E i P. Musiata wiec nastgpic¢ kolejna zmiana konformacji rybosomu, po translokacji
czasteczki tRNA do miejsca E.

Wydajnos¢ reakcji wigzania AA-tRNA do rybosomoéw obsadzonych czgsteczkg D-tRNA
przy hybrydyzowanym a-DNA #10 utrzymywata sie na niezbyt wysokim poziomie zaréwno
dla stanu z obsadzonym miejscem P jak i miejscami A i P. W obu przypadkach obserwowatam
24% inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA""0 przez oligonukleotyd #10 (Rysunek 74). Wynik
taki sugeruje, ze w stanie rybosomalnym przed translokacjg oddziatywanie ramienia DHU
czasteczki tRNA w miejscu P w pozycjach 25 i 26 nie jest konieczne. W przypadku obsadzenia
rybosomalnego miejsca P przez czasteczke tRNA w stanie PRE-P, nie obserwowatam réwniez
wysokiego stopnia inhibicji reakcji wigzania przez oligonukleotyd #11 (18% inhibicji.
Rysunek 745). Wynik taki nasuwa wniosek, ze czgsteczka AA-tRNA nie musi oddziatywac z

petla apikalna helisy H69 poprzez ramie DHU na tym etapie biosyntezy biatka.
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Rysunek 74. Poréwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-IRNA”* powodowanej przez
oligonukleotyd #10 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Po obsadzeniu dodatkowo miejsca A w stanie pretranslokacyjnym, zwiekszata sie ilos¢
przytaczanego a-DNA i jednoczesnie jego efekt inhibitorowy. Reakcja wigzania AA-tRNA
mogta jednak nadal czeSciowo zachodzic. Moim zdaniem oddziatywania miedzy
nukleotydami 11,12, 25 i 26 czasteczki tRNA z rybosomem, przed utworzeniem wigzania
peptydowego nie sg silne i moze dochodzi¢ do ich cze$ciowego rozluznienia wskutek
dynamiki rybosomu. Whniosek ten potwierdza réwniez wysoki stopien inhibicji translacji
powodowanej przez oligonukleotydy #10 i #11 zhybrydyzowane do rybosoméw obsadzonych
mini-tRNA antykodonowym lub mini-tRNA TTC. Brak ramienia i petli DHU, a co z tym idzie
oddziatywan ramie DHU-rybosom, powoduje inhibicje reakcji wigzania Phe-tRNA**® w stanie
pretranslokacyjnym na poziomie 43-59%. Fakt ten rowniez $wiadczy o tym, ze przed
utworzeniem wigzania peptydowego i translokacja, oddziatywania miedzy nukleotydami
11,12, 25 i 26 czgsteczki tRNA zajmujacej miejsce A lub P z rybosomem, sg konieczne dla
prawidtowego procesu biosyntezy biatka. Jednocze$nie interakcje te sa na tyle stabe, ze
na skutek zmian konformacji rybosomu moze dochodzi¢ do ich czesciowego rozluznienia.

Po utworzeniu wiagzania peptydowego, w stanie POST-P wydajno$¢ reakcji inhibicji
spowodowanej zarowno przez a-DNA #10 jak i #11 wzrosta: do 57% dla a-DNA #10 oraz do
48% dla a-DNA #11. Jednak w przypadku rybosomow obsadzonych czagsteczkami mini-tRNA
pozbawionymi ramienia i petli DHU, obserwowatam w tym stanie do$¢ duzg wydajnosc¢
reakcji wigzania Phe-tRNA**" Po polaczeniu tych faktow wyciggnetam wniosek, ze dla
prawidtowego procesu biosyntezy biatka, oddziatywania rybosomu z nukleotydami 11,12,

25 i 26 czasteczki tRNA nie sg niezbedne po utworzeniu wigzania peptydowego.
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Rysunek 75. Por6wnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA"" powodowanej przez
oligonukleotyd #11 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

W stanie POST-PE oligonukleotydy #10 i #11 powodowaty w wysokim stopniu inhibicje
wigzania Phe-tRNA™*", zarbwno w rybosomach obsadzonych mini-tRNA jak i D-tRNA
(39% - 63%). Jednocze$nie obserwowatam niezbyt wysoka wydajnos¢ hybrydyzacji a-DNA
w tym stanie. Wyniki te jasno wskazuja, ze po translokacji czasteczki tRNA do miejsca E,
ramie DHU jest SciSle zwigzane z rybosomem i kontakt ten jest niezbedny dla

przytaczenia czasteczki AA-tRNA do miejsca A.

Oligonukleotydy #12, #13 i #17

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydéw #12, #13 i #17 zlokalizowane sg w domenie
V 26S rRNA (Rysunek 63) i odpowiadajg za interakcje z kohcem CCA czasteczki tRNA
w miejscu P (Tabela 22). Zajmujg one nastepujace pozycje 26S rRNA (numeracja O. saliva):
(1) 2954-2965 w helisie H89 dla oligonukleotydu #12;
(2) 2938-2949 w helisie H89 dla oligonukleotydu #13;
(3) 2606-2617 w helisie H80 dla oligonukleotydu #17.

Sekwencja docelowa a-DNA #12 jest wysoce zachowawcza ewolucyjnie, az 11 spos$rod
12 nukleotydéw skiadajacych sie na tg sekwencje wykazuje ponad 98% konserwatywnosci,
ajeden nukleotyd - powyzej 90%. 8 z 12 nukleotydow sekwencji docelowej oligonukleotydu
#13 jest konserwatywnych w niemal 100%, a 5 nukleotydéw sekwencji do ktorej
komplementarny jest a-DNA #17 - w ponad 98% (dane na podstawie [22]).

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydow #12, #13 i #17 pelnig takie same funkcje
podczas biosyntezy biatka. Jednak ich lokalizacja, struktura 1 i Il-rzedowa, a takze

w niektérych przypadkach pozycja w czasteczce tRNA, z ktorg oddziatuja, sg rozne.
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Sekwencje docelowe oligonukleotydow #12 i #13 oddziatujg z nukleotydem 75 konca
3 tRNA, natomiast sekwencja docelowa oligonukleotydu #17 wykazuje interakcje
z nukleotydami 73 i 74 [5, 61, 62, 256]. Z tego wzgledu do badan wptywu a-DNA #12, #13
i #17 na proces translacji, zastosowatam czasteczki mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA
DHU, mini-tRNA TTC oraz D-tRNA.

Stopien hybrydyzacji oligonukleotydu #12 byt bardzo zréznicowany w zaleznosci od

czasteczki, ktora obsadzata miejsce P (Rysunek 76).

Rysunek 76. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #12 w rybosomach obsadzonych
przez mini-tRNA i D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

We wszystkich stanach translokacyjnych w rybosomach z obsadzonym miejscem P przez
D-tRNA, zawsze obserwowatam nizszy stopier hybrydyzacji a-DNA #12 niz w rybosomach
obsadzonych przez mini-tRNA antykodonowe, chociaz hybrydyzacja do rybosomow
obsadzonych D-tRNA zachodzita na do$¢ wysokim poziomie. W stanie PRE-AP
oligonukleotyd #12 hybrydyzowat z bardzo wysoka wydajnosciag, wynoszacg 95%
w rybosomach obsadzonych mini-tRNA antykodonowym lub 61% w rybosomach
obsadzonych D-tRNA. Kiedy obsadzone byto tylko miejsce P, a-DNA #12 hybrydyzowat z
rownie wysoka wydajnoscig (odpowiednio, 82% i 70%). Wynika z tego, ze rybosom po
przejsciu w catkowity stan pretranslokacyjny zmienia swojg konformacje na bardziej
otwartg w regionie helisy H93. W stanie posttranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P,
rybosom nadal utrzymuje otwartg konformacje, ale nastepuje jej zmiana, gdyz poziom
hybrydyzacji nieznacznie spada. Obserwowatam réwniez spadek stopnia hybrydyzacji az
023% przy przejsciu do stanu POST-PE. RozluZniona struktura helisy H93 ulega
nieznacznemu zacie$nieniu po utworzeniu wigzania peptydowego i silnemu po etapie

translokacji. W rybosomach z obsadzonym miejscem P przez mini-tRNA TTC lub






6. Wyniki i dvskusia 191

mini-tRNA DHU, w stanie pretranslokacyjnym hybrydyzacja oligonukleotydu #12 jest bardzo
staba w obu badanych przypadkach (10 - 14%). Zapewne, kiedy obsadzone jest tylko miejsce P
konformacja rybosomu jest nadal zamknieta i dlatego oligonukleotydy hybrydyzujg z niska
wydajnoscig. Natomiast przy obsadzonych obu miejscach, by¢ moze koniec CCA ma inng
konformacje, lub rybosom nie udostepnia tego miejsca dla a-DNA. Stad niska wydajno$¢
reakcji w obu stanach posrednich. W stanie posttranslokacyjnym oligonukleotyd #12
hybrydyzowat z nieco wyzszg wydajnoscig jedynie w stanie z obsadzonym miejscem P
(odpowiednio 22 i 20%). W tym stanie rybosom jest juz po translokacji i przybiera
konformacje otwartag. Kolejna zmiana konformacyjna powoduje spadek wydajnosci
hybrydyzacji (do 10 i 8%) i zamkniecie struktury rybosomu.

Obserwowatam wysokg inhibicje wigzania Phe-tRNA*""" przez a-DNA #12 w rybosomach
obsadzonych mini-tRNA (Rysunek 77). Wynik ten jednoznacznie wskazuje, ze
oddziatywanie konca CCA tRNA w miejscu P z helisg H93 jest konieczne na wszystkich
etapach biosyntezy biatka. Jednocze$nie obserwowatam wysokg wydajno$¢ reakcji wigzania
Phe-tRNA*"® w stanie pretranslokacyjnym oraz posttranslokacyjnym POST-P w rybosomach
obsadzonych D-tRNA. Oznacza to, ze dla prawidtowego umiejscowienia substratow w celu
utworzenia wigzania peptydowego sg konieczne wszystkie oddziatywania miedzy tRNA

i L-rRNA.

OHU T4C

1 PRE-P B PRE-AP B POST-P B POST-PE

Rysunek 77. Poréwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA™** powodowanej przez
oligonukleotyd #12 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Poziom hybrydyzacji oligonukleotydu #13 w zaleznosci od czasteczki, ktora obsadza
miejsce P, jest rownie zr6znicowany jak w przypadku oligonukleotydu #12 (Rysunek 78). Przy
obsadzeniu kazdej z czasteczek obserwowatam odmienny wzér zmian konformacyjnych

rybosomu, jednak stopien hybrydyzacji jest dla poszczeg6lnych przypadkéw poréwnywalny.
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R&zni je jedynie poziom hybrydyzacji w poszczeg6lnych stanach translokacyjnych. W dwdch
z badanych mozliwosci najwyzszy poziom hybrydyzacji a-DNA #13 obserwowatam w stanie
PRE-AP (gdy czasteczkg obsadzajgcg miejsce P byla mini-tRNA antykodonowe lub
mini-tRNA DHU). Jednak w tym drugim przypadku obserwowatam mniejszg réznice
w hybrydyzacji w poréwnaniu do stanu PRE-P. Wynosita ona jedynie 4% (w pierwszym
przypadku - 11%). Taka zmiana w stopniu hybrydyzacji a-DNA #13 moze sugerowac, ze
rybosom po przejsciu w catkowity stan pretranslokacyjny (z obsadzonymi miejscami A
i P) zmienia swojg konformacje na bardziej otwartg w petli centralnej domeny V
w regionie miedzy helisami H92 i H93. Natomiast gdy czasteczka obsadzajgcg rybosomalne
miejsce P byla mini-tRNA TTC Ilub D-tRNA, najwyzszy poziom hybrydyzacji
oligonukleotydu #13 obserwowatam w stanie PRE-P (odpowiednio 37% i 85%). W
pozostatych stanach warto$¢ hybrydyzacji jest nizsza. Dane te wskazujg na to, ze w miare
nastepowania kolejnych etapow biosyntezy biatka nastepuje stopniowe zamykanie

struktury rybosomu miedzy helisami H92 i H93.

Rysunek 78. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #13 w rybosomach obsadzonych
przez mini-tRNA i D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe;

DHU - mini-tRNA DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

W stanie posttranslokacyjnym rowniez wnioskowatam o dynamicznych zmianach
konformacyjnych rybosomu. W stanie POST-P, rybosom znajduje sie w konformacji po
translokacji, ale jeszcze otwartej, bardziej dostepnej dla oligonukleotydu. Obserwowatam
spadek stopnia hybrydyzacji przy przejsciu do stanu POST-PE w przypadku obsadzenia
rybosoméw mini-tRNA DHU (trzykrotny), mini-tRNA TTC (dwukrotny) oraz tRNA (0 5%).
Na tej podstawie wnioskuje, ze dopiero zakonczenie translokacji powoduje powazng
zmiane konformacji rybosomu. Rybosom zamyka sie lub/i do miejsc tych silnie zwigzany

Jest koniec CCA tRNA. W konsekwencji miejsca te stajg sie niedostepne dla a-DNA #13.
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Niewielkg dostepno$¢ mozna zaobserwowac jedynie w przypadku obsadzenia miejsca P przez
D-tRNA. Nastepuje wowczas ponowne otwieranie si¢ rybosomu. Moze to sugerowac

przygotowanie sie tego fragmentu rybosomu na kolejny cykl elongacyjny juz na tym etapie.

Rysunek 79. Poréwnanie stopnia inhibicji reakcji wiazania Phe-tRNA**'” powodowanej przez
oligonukleotyd #13 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Obserwowatam wysoka inhibicje wigzania Phe-tRNA*'® przez a-DNA #13 w rybosomach
obsadzonych mini-tRNA (Rysunek 79). Oddziatywanie kornca CCA tRNA w miejscu P
z petlg centralng domeny V pomiedzy helisami H92 i H93, jest konieczne na wszystkich
etapach biosyntezy biatka. Jednocze$nie obserwowatam do$¢ wysoka wydajnos$¢ reakcji
wigzania Phe-tRNA""0 w stanie pretranslokacyjnym w rybosomach obsadzonych D-tRNA. Do
prawidtowego umiejscowienia substratobw do utworzenia wigzania peptydowego s3
konieczne wszystkie oddziatywania miedzy tRNA i L-rRNA.

Stopien hybrydyzacji oligonukleotydu #17, w zalezno$ci od czasteczki, ktora obsadzata
miejsce P, byt bardziej zrownowazony niz w przypadku oligonukleotydow #12 i #13. Przy
obsadzeniu miejsca P przez mini-tRNA antykodonowe lub D-tRNA, we wszystkich stanach
oprécz POST-PE stopien hybrydyzacji byt znaczaco wyzszy niz przy obsadzeniu rybosomu
przez mini-tRNA TTC lub mini-tRNA DHU. W stanie pretranslokacyjnym, roznica
hybrydyzacji miedzy stanami z obsadzonym miejscem P i obsadzonymi miejscami A i P byfa
najbardziej zréznicowana i wynosita 5 - 14%. Stopien hybrydyzacji wykazywat tendencje do
wzrostu (obsadzenie rybosomu przez mini-tRNA DHU Ilub D-tRNA) lub do spadku
(obsadzenie rybosomu przez mini-tRNA antykodonowe lub mini-tRNA TTC). Sugeruje to
powstanie zmiany konformacji rybosomu na, odpowiednio: bardziej lub mniej otwartg

i zmiane dostepnosci miejsca komplementarnego w 26S rRNA dla oligonukleotydu #17.
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W stanie posttranslokacyjnym w przypadku obsadzenia miejsca E przez mini-tRNA
TTC, stopien hybrydyzacji pozostawat bez zmian (27%). Konformacja rybosomu w obrebie
helisy H80 przy obsadzeniu miejsca E przez mini-tRNA TTC nie ulega duzym zmianom
w czasie translokacji. Zmiany wydajnosci hybrydyzacji obserwowatam w przypadku
obsadzenie miejsca P przez mini-tRNA antykodonowe i D-tRNA (spadek, odpowiednio z 40%
do 29% oraz z 33% do 29%) oraz mini-tRNA DHU (wzrost z 26% do 35%). Pierwszy wynik
wskazuje na zamykanie sie struktury rybosomu w obrebie helisy H80 po utworzeniu
wigzania peptydowego w rybosomie i translokacji. Natomiast drugi wynik moze
sugerowac¢ przygotowywanie sie tego fragmentu rybosomu na kolejny cykl elongacyjny

juz na tym etapie.

Rysunek 80. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #17 w rybosomach obsadzonych
przez mini-tRNA i D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU; TTC - mini-tRNA TTC.

Rysunek 81. Pordwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA*" powodowanej przez
oligonukleotyd #17 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA

DHU; TTC - mini-tRNA TTC.
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Inhibicje wigzania Phe-tRNA™0 przez a-DNA #17 byla na wszystkich etapach
translokacyjnych rybosomu bardzo wysoka (Rysunek 81). Wynik ten jednoznacznie
wskazuje, ze oddziatywanie korica CCA tRNA w miejscu P z helisg H80 jest niezbedne na
wszystkich etapach biosyntezy biatka.

Oligonukleotydy #14 i #15

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydéw #14 i #15 zlokalizowane sg w domenie V
26S rRNA (w pozycjach odpowiednio: 2836-2847 oraz 2823-2834, Rysunek 63). Obydwie
sekwencje sg odpowiedzialne za interakcje z ramieniem TTC czasteczki tRNA w miejscu A
(Tabela 22). a-DNA #14 jest komplementarny do miejsca oddziatujgcego z nukleotydami
w pozycjach 64-65 tRNA, natomiast a-DNA #15 - do miejsca oddziatujagcego z nukleotydami
50-53 czasteczki tRNA [5]. Z tego wzgledu do badan wptywu a-DNA #14 i #15 na proces
translacji, zastosowatam czasteczke D-tRNA oraz mini-tRNA, z ktérych usungtam ramig TTC:
mini-tRNA antykodonowe i mini-tRNA DHU.

Nukleotydy oddziatujgce z czgsteczka tRNA w obrebie sekwencji docelowych a-DNA
#14 i #15 sg wysoce zachowawcze ewolucyjnie i wykazujg 90-98% konserwatywnosci (dane

na podstawie [22]).

Rysunek 82. Porownanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #14 do rybosomoéw obsadzonych
mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA

DHU.

Fragmenty domeny V, do ktorej komplementarne sg oligonukleotydy #14 i #15, w stanie
PRE-P sg wysoce dostepne dla tych a-DNA kiedy rybosomalne miejsce P obsadzitam mini-
tRNA (55-97% hybrydyzacji; Rysunek 82 i Rysunek 83). Obsadzenie miejsca A przez AA-
tRNA powodowato nieco stabsze udostepnienie docelowych miejsc w 26S rRNA. Nastgpita
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wyrazna zmiana konformacji rybosomu w helisie H89 pod wpltywem przylgczenia
czynnika elongacyjnego EF-1 i obsadzenia miejsca A przez AA-tRNA. Po translokaciji,
badane fragmenty domeny V sg réwniez dostepne dla oligonukleotydéw. Widoczne sg jednak
zmiany konformacyjne helisy H89 $wiadczace o zamykaniu sie rybosomu po zakoriczeniu
elongacji. Taki wniosek jest wynikiem obserwowanego spadku stopnia hybrydyzacji przy
przejsciu ze stanu POST-P do POST-PE w przypadku rybosoméw obsadzonych przez
mini-tRNA DHU lub D-tRNA.

DHU

| PREP m PREAP O POST-P m POST-PE

Rysunek 83. Poréwnanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #15 do rybosoméw obsadzonych
mini-tRNA lub D-tRNA.

Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA
DHU.

Stopien inhibicji wigzania AA-tRNA do rybosoméw obsadzonych czasteczkg D-tRNA
pod wptywem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #14 Ilub #15 utrzymywat sie na
wyréwnanym poziomie we wszystkich stanach translokacyjnych (Rysunek 84 i Rysunek 85).
a-DNA #14 inhibowat proces biosyntezy biatka w 21-47%, a-DNA #15 - w 28-37%. Wyniki
te sugerujg, ze przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w pozycjach 64-65 oraz 50-53
ramienia TTC czasteczki tRNA zajmujacej miejsce A nie muszg oddziatywaé z helisg H89.
Jednak w przypadku obsadzenia rybosomalnego miejsca P lub czgsteczkami mini-tRNA,
z ktoérych usunetam ramie TTC, obserwowatam znaczng inhibicje powodowang przez a-DNA
#14 w stanach PRE-P, PRE-AP i POST-P oraz przez a-DNA #15 w stanach PRE-P i PRE-AP.
Ponadto, w stanie PRE-P oba oligonukleotydy hybrydyzujg w bardzo wysoka wydajno$cia do
rybosoméw z obsadzonym miejscem P przez mini-tRNA. Aby reakcja wigzania AA-tRNA
do miejsca A zaszta prawidtowo, niezbedne sa oddziatywania nukleotydéw w pozycjach
64-65 oraz 50-53 tRNA z helisg H89 przed utworzeniem wigzania peptydowego. Po

utworzeniu wigzania peptydowego i translokacji, nukleotydy w pozycjach 50-53 nie muszg
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oddziatywa¢ z rybosomem. Dla prawidtowego uwalniania D-tRNA z miejsca E konieczne

sg oddziatywania nukleotyddw 64 i 65 tRNA w miejscu A z helisg H89.

Rysunek 84. Pordwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA'*"* powodowanej przez
oligonukleotyd #14 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA

DHU.

Rysunek 85. Pordwnanie stopnia inhibicji reakcji wigzania Phe-tRNA™* powodowanej przez
oligonukleotyd #15 w rybosomach obsadzonych mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA

DHU.

Oligonukleotyd #8

Jako kontrole stosowatam oligonukleotyd #8, poniewaz jego sekwencja nie jest
komplementarna do zadnego fragmentu rRNA (Tabela 11). Niemal we wszystkich stanach
konformacyjnych rybosomu nie obserwowatam hybrydyzacji tego oligonukleotydu. Fakt, ze
reakcja wigzania Phe-tRNA™® do miejsca A w rybosomie zachodzi niemal w 100%
w obecnosci oligonukleotydu #8 w mieszaninie reakcyjnej dowodzi tego, ze nie jest on

w stanie hybrydyzowa¢ do rybosomu, ani tez nie inhibuje reakcji wigzania w sposéb
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niespecyficzny. Zaktadam zatem, ze obserwowana hybrydyzacja wszystkich pozostatych
oligonukleotyddw zachodzi specyficznie do wybranych przeze mnie komplementarnych miejsc

w 18S rRNA, a obserwowane zmiany sg spowodowane wiasnie tym procesem.

Podsumowujac, zaobserwowatam oscylowanie rybosomu pomiedzy gtéwnymi stanami
podczas cyklu elongacyjnego, powodujace odstanianie i zastanianie poszczeg6linych
funkcjonalnie waznych miejsc w 26S rRNA. Konsekwencjg tych zmian konformacyjnych jest
niejednakowa dostepno$¢ miejsc waznych funkcjonalnie 26S rRNA dla antysensowych
oligonukleotydéw. Rownoczesne zastosowanie okreslonych a-DNA komplementarnych do
rejondw 26S rRNA odpowiedzialnych za oddziatywanie z tymi fragmentami czasteczki tRNA,
ktore zostaty wykluczone z mini-tRNA, pozwolito na precyzyjne opisanie zmian
konformacyjnych rybosomu eukariotycznego w korelacji do funkcji, jakie petnig te
strategiczne sekwencje.

Gdy zablokowatam miejsce P deacylowanym tRNA lub mini-tRNA, wymusitam zmiany
konformacji rybosomu do stanu pretranslokacyjnego. Obserwowatam przyfgczanie
oligodeoksynukleotydéw do komplementarnych sekwencji w 26S rRNA w rybosomie na

wysokim poziomie (Rysunek 86).
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| D-tRNA O Mini-tRNA antykodonowe [ Mini-tRNA DHU = Mini-tRNAT'K;

Rysunek 86. Procent hybrydyzacji oligonukleotyddéw do rybosomu w stanie pretranslokacyjnym

PRE-P.
Miejsce P obsadzone przez D-tRNA, mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA DHU lub mini-tRNA

TTC. Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (£3%) z trzech niezaleznych
eksperymentow.
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Przytaczanie to bytlo mozliwe, gdyz nastepujgce miejsca w rybosomie sg w tym stanie
udostepniane dla antysensowych oligomerow; helisy H69, H93, H80, H89 oraz fragmenty petli
centralnej domeny V miedzy helisami H92 i H93 oraz H74 i H89.

Zablokowanie dodatkowo miejsca A poprzez aminoacylo-tRNA spowodowato catkowite
przeksztatcenie rybosomoéw do stanu pretranslokacyjnego (Rysunek 87). Obserwowatam
wowczas:

- zwiekszenie ilosci przytaczonych oligodeoksynukleotydéw do komplementarnych
miejsc w helisach: H69, H70 i H80 oraz w odcinkach jednoniciowych 26S rRNA pomiedzy
helisami H70 i H71 oraz H74 i H89;

- zmniejszanie ilosci hybrydyzowanych a-DNA do komplementarnych miejsc w helisach:
H93, H89 i pomiedzy helisami H92 i H93.

Wyniki te potwierdzajg doniesienia na temat kompleksowych zmian strukturalnych w
duzej podjednostce rybosomalnej po przytaczeniu czynnika elongacyjnego EF-G [145, 149].
Obserwowano woOwczas poszerzenie tunelu wyjscia polipeptydu. Uzyskane przeze mnie
wyniki wskazuja, ze zmiany te mogg rowniez prowadzi¢ do rozluZnienia struktury rybosomu
w obrebie helis H89, H92 i H93, zlokalizowanych w bliskim sasiedztwie w regionie centralnej

petli domeny V 26S rRNA, stanowiacej centrum peptydylotransferazowe.
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#9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
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| D-tRNA O Mni-tRNAantykodonowe = Mini-tRNA DHU = Mini-tRNAT+C

Rysunek 87. Procent hybrydyzacji oligonukleotyddéw do rybosomu w stanie pretranslokacyjnym

PRE-AP.
Miejsce P obsadzone przez D-tRNA, mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA DHU lub mini-tRNA

TTC. Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (£3%) z trzech niezaleznych
eksperymentow.
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Ciekawa zalezno$¢ daje sie zauwazy¢ dla a-DNA #14, #15, #16 oraz #17. Mianowicie,
gdy miejsce P obsadzone bylo przez D-tRNA, wdwczas nastepowato zwiekszenie stopnia
hybrydyzacji tych oligonukleotyddéw. Natomiast, gdy molekuta zajmujacg miejsce P byta jedna
z czgsteczek mini-tRNA, obserwowatam nizszy niz w stanie PRE-P procent hybrydyzaciji.
Moim zdaniem wynika to z faktu, ze w poréwnaniu z peinej diugosci tRNA, czasteczki
mini-tRNA nie angazujg wszystkich oddziatywan z rRNA. Prawdopodobnie nukleotydy
w obrebie helis H80 i H89 26S rRNA, ktére nie oddziatujg z mini-tRNA (tylko z tRNA)
pozostajg wolne dla interakcji z innymi nukleotydami rRNA.

Podobne zmiany obserwowatam odnosnie stanu posttranslokacyjnego.
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| D-tRNA [ Mni-tRNA antykodonowe = Mni-tRNA DHU = Mni-tRNATMO

Rysunek 88. Procent hybrydyzacji oligonukleotydéw do rybosomu w stanie posttranslokacyjnym
POST-P.
Rezultaty obarczone sg odchyleniem standardowym (£3%) z trzech niezaleznych eksperymentow.

Zablokowanie miejsca P aminoacylo-tRNA powodowalo zwigkszenie stopnia
hybrydyzacji a-DNA jedynie do czesci helisy H89 26S rRNA (Rysunek 88). W pozostatych
badanych przeze mnie miejscach obserwowatam zamykanie sie struktury duzej podjednostki
rybosomalnej. RozluZnienie struktury rybosomu w regionie H89 wigze sie ze zmniejszeniem
odlegto$ci miedzy innymi regionami i $cislejsze upakowanie helis H69, H70, H71, H74, H92 i
H93.

Obsadzenie obu miejsc jednoczesnie, to jest miejsca P przez aminoacylo-tRNA i miejsca

E przez D-tRNA lub mini-tRNA nie dawato wysokich warto$ci stopnia hybrydyzacji (Rysunek
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89). Po zakonczeniu etapu elongacji tancucha polipeptydowego, rybosom przyjmuje
konformacje na tyle zamknietg, ze wazne funkcjonalnie miejsca w obrebie helis H70, H89,
H93, H80 i w odcinkach jednoniciowych rRNA miedzy helisami H92 i H93, H74 i H89 oraz
H70 i H71 stajg sie mniej dostepne dla wprowadzonych komplementarnych oligonukleotyddw.
Wyjatkiem byt oligonukleotyd #10, dla ktorego stopie hybrydyzacji w obu etapach stanu
posttranslokacyjnego byt poréwnywalny. Wyciggnetam wniosek, ze po utworzeniu wigzania
peptydowego i po translokacji helisa H70 nie zmienia swej orientacji przestrzennej wzgledem

pozostatych elementéw strukturalnych rybosomu.
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Rysunek 89. Procent hybrydyzacji oligonukleotydéw do rybosomu w stanie posttranslokacyjnym

POST-PE.
Miejsce E obsadzone przez D-tRNA, mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA DHU lub mini-tRNA

TTC. Rezultaty obarczone sa odchyleniem standardowym (£3%) 2z trzech niezaleznych
eksperymentow.
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7.WNIOSKI

e Zmiany konformacyjne rybosomu podczas biosyntezy biatka

Zastosowanie strategii antysensu doprowadzito mnie do konkluzji na temat zmian
konformacyjnych rybosomu podczas procesu translacji. W wyniku przeksztatcenia rybosomow
w stan pre- lub posttranslokacyjny, charakteryzujg sie one odmienng konformacjg przestrzenna.
Konsekwencjg wystepowania tych standéw jest niejednakowa dostepno$¢ miejsc waznych
funkcjonalnie w rRNA dla antysensowych oligonukleotydéw (Rysunki 90 i 91). Jest to nowy
dowdd na istnienie zmian strukturalnych rybosomu, niezwykle waznych dla procesu translacji.

Rybosom z obsadzonym miejscem P znajduje sie w stanie pretranslokacyjnym, jednak
niepelnym. Obserwowatam przylgczanie oligodeoksynukleotydéw do komplementarnych
sekwencji w 18S rRNA Ilub 26S rRNA w rybosomie na wysokim poziomie w kilku
przypadkach. Przyfaczanie to byto mozliwe, gdyz nastepujace miejsca w rybosomie sg w tym
stanie udostepniane dla a-DNA: helisy hl8, h23 i h24 18S rRNA oraz helisy H70, H69, H93,
H89, H80 i fragment petli centralnej domeny V miedzy helisami H92 i H93 26S rRNA.

Po obsadzeniu dodatkowo miejsca A przez Phe-tRNA*"® rybosom przyjmuje petny stan
pretranslokacyjny i w wyniku zmian utozenia przestrzennego poszczegdlnych fragmentow
rRNA, zmienia swa konformacje na bardziej ,,otwartg” w nastepujgcych regionach:

- w 18S rRNA - w obrebie helis hi13, hl8, h23, h24 oraz h44;

- w 26S rRNA - w obrebie helis H69, H93, H80 oraz w petli centralnej domeny V
miedzy helisami H92 i H93 oraz H74 i H89.

W stanie posttranslokacyjnym, kiedy w rybosomie obsadzone jest miejsce P, jego
konformacja nadal utrzymywana jest w stanie ,,otwartym” w nastepujacych regionach:

- w obrebie helis hI3, hl8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA,;

- w regionie helisy H93 26S rRNA.

Nastgpita wzajemna rotacja podjednostek oraz przejscie do mniej zwartej struktury
rybosomu, ktéra utrzymuje sie podczas tworzenia wigzania peptydowego i translokacji.

Zajecie miejsca E przez IRNA™*® jest sygnatem do zakoriczenia cyklu elongacyjnego
i przyjecia przez rybosom struktury bardziej ,,zamknietej”. Takg konformacje rybosomu
obserwowatam w nastepujacych fragmentach rRNA:

- w 18S rRNA - w obrebie helis h13, h24 oraz w czesci h44,

- w 26S rRNA - w obrebie helis H70, H89, H93, H80 oraz w odcinkach jednoniciowych
rRNA miedzy helisami H92 i H93, H74 i H89 oaz H70 i H71.
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W drugim etapie translokacji, nastepuje rotacja malej podjednostki w odwrotnym
kierunku niz w stanie pretranslokacyjnym, wskutek czego zajmuje ona pozycje wyjsciowa,
takajak przed zmianami konformacyjnymi.

Ponadto wykazatam istnienie skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas
kolejnych etapdw procesu biosyntezy biatka, przy uzyciu mieszanin antysensowych
oligodeoksynukleotydéw. Zgodnie z moimi wynikami, w rybosomie majg miejsce
skumulowane zmiany konformacyjne helis h23 i h24 18S rRNA przed utworzeniem wigzania
peptydowego oraz po translokacji. Ponadto, utozenie przestrzenne dwdch przeciwbieznych
fragmentow helisy h44 tworzacych centrum dekodujgce matej podjednostki rybosomalnej, jest

ze sobg Scisle skorelowane przed utworzeniem wigzania peptydowego.
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PRE-P PRE-AP
POST-P POST-PE

Rysunek 90. Zmiany konformacyjne matej podjednostki rybosomalnej podczas kolejnych etapow

biosyntezy biatka.
Struktura 30S utworzona na podstawie [23], numer IFKA.
Kolory wskazujg tendencje poszczegdlnych fragmentow 18S rRNA do zamykania (czerwony) lub

otwierania (niebieski) struktury rybosomu.
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PRR-P PRF-AP
POST-P POST-PF

Rysunek 91. Zmiany konformacyjne duzej podjednostki rybosomalnej podczas biosyntezy biatka.

Struktura 50S utworzona na podstawie [23], numer IFFK.
Kolory wskazujg tendencje poszczegolnych fragmentéw 26S rRNA do zamykania (czerwony) lub

otwierania (niebieski) struktury rybosomu.
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e Funkcja wybranych fragmentéw rRNA w procesie biosyntezy biatka.

Zastosowanie strategii antysensu pozwolito mi odpowiedzie¢ na pytanie o funkcjonalng

wazno$¢ wybranych fragmentéw rRNA podczas procesu biosyntezy biatka. Uzyskane wyniki

sktonity mnie do nastepujacych konkluzji:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9

Interakcje helis hI3 i h23 18S rRNA z eEF-2, tRNA w miejscu P oraz 26S rRNA sg
konieczne dla prawidtowego zwigzania AA-tRNA do rybosomu.

Po utworzeniu wigzania peptydowego i translokacji czynnik elongacyjny eEF-2 nie musi
oddziatywac z petlg apikalng helisy hl3.

Oddziatywania nukleotydéw w pozycjach 530 i 532 18S rRNA z czasteczkg mRNA
w pozycjach +11 i +12 sg istotne na kazdym etapie biosyntezy biatka.

Po translokacji ramie antykodonowe czasteczki tRNA zajmujgcej miejsce P (pozycje 32
i 47) lub E (pozycje 32, 37-39) nie jest SciSle zwigzane z 18S rRNA w pozycjach 693-696
oraz 701. Oddziatywanie to nie jest niezbedne dla zwigzania czasteczki tRNA w miejscu A.
Dla zwigzania czasteczki AA-tRNA do rybosomu, niezbedne sg oddziatywania ramienia
antykodonowego tRNA zajmujgcego miejsce P (pozycja 39) lub E (pozycje 37 i 38)
z helisg h24 18S rRNA.

Prawidtowa konformacja centrum dekodujgcego 18S rRNA, a takze oddziatywania
z czgsteczkami tRNA w miejscach A i P, sg niezwykle wazne podczas przylgczania
czasteczki AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A.

Po translokacji niezbedne sg oddziatywania rybosomu z mRNA w pozycji +4 a takze
z tRNA w miejscu P w pozycji 34 z helisg h44 18S rRNA.

Przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w pozycjach 72-76 ramienia akceptorowego
czasteczki tRNA zajmujacej miejsce A nie muszg oddziatywa¢ z fragmentami petli
centralnej domeny V 26S rRNA znajdujgcymi sie pomiedzy helisami H70 i H71 oraz H74
iH89.

Przed utworzeniem wigzania peptydowego, oddziatywania rybosomu z nukleotydami
11-12 i 25-26 czasteczki tRNA zajmujacej miejsce A lub P, sg konieczne dla prawidtowego
procesu biosyntezy biatka. Interakcje te sg jednak stabe i wskutek zmian konformacji

rybosomu moze dochodzi¢ do ich czeSciowego rozluznienia.

10) Dla prawidtowego procesu biosyntezy biatka, oddziatywania rybosomu z nukleotydami 11,

12, 25 i 26 czasteczki tRNA nie sg niezbedne po utworzeniu wigzania peptydowego.
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11) Po translokacji czasteczki tRNA do miejsca E, ramie DHU jest SciSle zwigzane
z rybosomem i kontakt ten jest niezbedny dla przytgczenia kolejnej czasteczki AA-tRNA
do miejsca A.

12) Oddziatywanie korica CCA tRNA w miejscu P z helisg H93, petlg centralng domeny V
pomiedzy helisami H92 i H93, jak i helisg H80, jest konieczne na wszystkich etapach
biosyntezy biatka.

13) Do prawidtowego umiejscowienia substratbw do utworzenia wigzania peptydowego
konieczne sg wszystkie oddziatywania miedzy tRNA i L-rRNA.

14) Aby reakcja wigzania AA-tRNA do miejsca A zaszta prawidlowo, niezbedne sg
oddziatywania nukleotydéw w pozycjach 64-65 oraz 50-53 tRNA w miejscu A z helisg
H89.

15) Dla prawidtowego uwalniania D-tRNA z miejsca E konieczne sg oddziatywania
nukleotyddéw 64 i 65 tRNA w miejscu A z helisg H89.
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8. STRESZCZENIE

Z mechanizmu biosyntezy biatka wynika, ze rybosom zawiera podlegajagce zmianom
konformacyjnym fragmenty, ktére umozliwiajg jego prawidtowe funkcjonowanie. Badania
metoda mikroskopii krioelektronowej wskazujg na zmiane konformacji zarébwno w matej jak i
w duzej podjednostce.

Celem mojej pracy byto okreSlenie korelacji miedzy strukturg i funkcjg wybranych
fragmentéw rybosomalnych kwaséw nukleinowych (26S rRNA oraz 18S rRNA) w trakcie
etapu wydtuzania fancucha polipeptydowego, z zastosowaniem strategii antysensowych
oligodeoksynukleotydow oraz czgsteczek mini-tRNA.

Strategia antysensu jest jedng z metod pozwalajgca bada¢ miejsca oddziatywania rRNA
z innymi czynnikami, waznymi w biosyntezie biatka. W swojej rozprawie doktorskiej
wykorzystatam jeden z wariantow tej strategii. Polega on na wprowadzeniu do rybosomu
krétkich jednoniciowych tancuchéw DNA (antysensowe DNA, a-DNA) o sekwencji
komplementarnej do wybranego fragmentu rRNA i utworzeniu miedzy nimi heterodupleksu.
Hybrydyzacja a-DNA do specyficznej sekwencji rRNA uczestniczacej w procesie biosyntezy
biatka hamuje proces translacji. Zaobserwowatam, ze inhibicja biosyntezy biatka przez
zhybrydyzowane a-DNA zachodzi z r6zng wydajnoscig w roznych stanach translokacyjnych.
Jest to nowy dowdd na istnienie zmian strukturalnych rybosomu, niezwykle waznych dla
procesu translacji. Natomiast szczeg6towa analiza stopnia inhibicji powodowanej przez
specyficzne a-DNA, pozwolita mi odpowiedzie¢ na pytanie o funkcjonalng waznos¢

poszczegolnych fragmentéw rRNA w procesie biosyntezy biatka.

Na podstawie wynikdw przeprowadzonych przeze mnie badan stwierdzitam, ze;

1) W wyniku przeksztatcenia rybosoméw w stan pretranslokacyjny lub posttranslokacyjny
podczas procesu biosyntezy biatka, charakteryzujg sie one odmienng konformacjg
przestrzenna.

2) Zmiany ulozenia przestrzennego w jednych regionach rRNA powodujg odmienng
konformacje innych fragmentoéw rybosomalnego RNA.

3) Nie wszystkie kontakty rybosomu z czagsteczkami tRNA sg niezbedne dla prwidtowego

przebiegu biosyntezy biatka
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4) Uniwersalny we wszystkich domenach organizméw zywych mechanizm biosyntezy biatka
jest konsekwencjg zachowawczego charakteru niektorych fragmentow 26S i 18S rRNA.
5) Zmiany konformacyjne towarzyszace procesowi biosyntezy biatka sg podobne

w rybosomach prokariotycznych i eukariotycznych.
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9. WYKAZ SKROTOW

AA-tRNA

a-DNA
ASF
ATP
D-tRNA
EF-G
EF-Tu
EF-Ts
EF-1
EF-2
FRET
FRS
GAC
GDP
GTP

elF
L-rRNA
itiRNA

nt

Phe-tRNA™

PIC
poli(U)
POPS
POST
PRE
PTC
P-tRNA
RF

RIP
RRF
rRNA

aminoacylo-tRNA

antysensowy oligonukleotyd

palec miejsca A

5"-trifosforan adenozyny

deacylowany tRNA

prokariotyczny czynnik elongacyjny G
prokariotyczny czynnik elongacyjny Tu
prokariotyczny czynnik elongacyjny Ts
eukariotyczny czynnik elongacyjny |
eukariotyczny czynnik elongacyjny 2
rezonansowy transfer energii Forster’a
ptaska powierzchnia rybosomu

centrum GTPazowe rybosomu
5'-difosforan guanozyny

5'-trifosforan guanozyny
eukariotyczny czynnik inicjatorowy
rRNA duzej podjednostki rybosomalnej
matrycowy RNA

nukleotyd

fenyloalanylo-tRNA"'

kompleks preinicjatorowy

kwas poliurydylowy

metoda kalkulacji dostepno$ci powierzchni
stan rybosomalny posttranslokacyjny
stan rybosomalny pretranslokacyjny
centrum peptydylotransferazowe rybosomu
peptydylo-tRNA

czynnik uwalniajacy

biatko inaktywujgce rybosomy

czynnik odzyskujacy rybosomu

rybosomalny RNA
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RW reakcja enzymatycznego wigzania Phe-tRNA™™  do poli(U)
rybosoméw

SRL petla sarcyny-rycyny

TCA kwas trichlorooctowy

TF czynnik transkrypcyjny

tRNA transferowy RNA

tRNA™"= tRNA specyficzny dla fenyloalaniny

UTR region mRNA nie ulegajacy translacji

70S rybosom prokariotyczny

80S rybosom eukariotyczny
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