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I. Wstęp

1. WSTĘP

Proces biosyntezy białka jest bardzo skomplikowany i do dziś nie jest w pełni poznany. 

Najlepiej poznano mechanizm translacji zachodzącej w organizmach prokariotycznych. Ze 

względu na mniejsze rozmiary oraz mniej skomplikowaną budowę rybosomów 

prokariotycznych (70S) badania na tym układzie są zdecydowanie łatwiejsze. Poznano już z 

rozdzielczością atomową budowę poszczególnych podjednostek rybosomalnych [1, 2] jak 

również strukturę całego rybosomu prokariotycznego [3-6]. Rybosomy eukariotyczne są 

bardziej złożone i stwarzają więcej trudności w trakcie badań. Dlatego dotychczas udało się 

określić strukturę krioelektronową rybosomów 80S kilku organizmów [7-11]. Uzyskane w ten 

sposób dane pozwalają na rozszyfrowanie jedynie morfologii rybosomu 80S.

O ile struktura rybosomu jest dość dobrze poznana, to zbadanie oddziaływań rybosomu z 

czynnikami biorącymi udział w biosyntezie białka (np. z tRNA) oraz określenie dynamicznych 

zmian tych oddziaływań podczas poszczególnych etapów translacji, nadal pozostaje wielkim 

wyzwaniem. Zmiany strukturalne rybosomu mają zasadnicze znaczenie funkcjonalne i 

regulatorowe podczas biosyntezy białka. Są one istotne dla całego kompleksu zagadnień 

ekspresji genu. Jedynie dzięki dalszym badaniom nad strukturą i funkcjonowaniem rybosomów 

możemy zbliżyć się do poznania specyfiki mechanizmu działania rybosomów eukariotycznych.





2. Cel pracx

2. CEL PRACY

Celem wykonanej przeze mnie pracy było określenie funkcji wybranych fragmentów 18S 

i 26S rRNA w układzie roślinnym, w trakcie etapu wydłużania łańcucha polipeptydowego, ze 

szczególnym uwzględnieniem korelacji struktury i funkcji tych fragmentów. Jako narzędzie 

badawcze zastosowałam strategię antysensowych oligodeoksynukleotydów oraz cząsteczki 

mini-tRNA.

Pierwszym etapem realizacji zamierzonego zadania było zdefiniowanie funkcjonalnie 

ważnych w roślinnym procesie translacji sekwencji 26S rRNA i 18S rRNA, a zarazem 

konserwatywnych sekwencyjnie, ze szczególnym uwzględnieniem miejsc oddziałujących z 

cząsteczką tRNA.

Badania te stały się podstawą do opracowania sekwencji antysensowych 

oligodeoksynukleotydów (a-DNA), komplementarnych do miejsc ważnych funkcjonalnie w 

26S rRNA i 18SrRNA, a zarazem konserwatywnych sekwencyjnie. A-DNA zastosowałam do 

badań funkcji poszczególnych fragmentów rRNA podczas biosyntezy białka.

Szczególnie interesujące były dla mnie oddziaływania rybosomu z cząsteczką tRNA, 

które zbadałam z zastosowaniem do tej pory niewykorzystywanych w takich celach cząsteczek 

mini-tRNA.





3.1 Struktura rybosomu eiikariotyczneeo

3. WPROWADZENIE

Rybosom jest makrokompleksem komórkowym, składającym się z dwóch różnej 

wielkości podjednostek. Pomimo wielu podobieństw w mechanizmie biosyntezy białka, 

istnieją zasadnicze różnice w budowie rybosomów organizmów różnych królestw. Rybosomy 

bakteryjne charakteryzują się stałą sedymentacji 70S i zbudowane są z dużej podjednostki 50S 

i małej 30S. Rybosomy eukariotyczne są większe: np. u drożdży Saccharomyces cerevisiae 

rybosomy sedymentują przy wartości 80S i składają się na nie: duża podjednostka 60S i mała 

40S [9]. Każda z podjednostek jest zbudowana z rybosomalnych białek oraz rybosomalnych 

kwasów nukleinowych (rRNA). Stwierdzono, że u eubakterii Escherichia coli 2/3 masy 

rybosomu stanowią rybosomalne RN A, a 1/3 - rybosomalne białka [12]. Podjednostka 50S 

tego organizmu zawiera 5S (120 nt) i 23S rRNA (około 2900 nt), natomiast podjednostka 30S 

zbudowana jest z 16S rRNA (około 1500 nt). Na frakcję białek rybosomalnych składa się 21 

różnych białek małej podjednostki i 33 białka dużej. W przypadku rybosomów 

eukariotycznych, zidentyfikowano około 20-30 dodatkowych białek, a rRNA są dłuższe dzięki 

insercjom dodatkowych sekwencji w specyficznych regionach. Są to sekwencje wstawione 

(ang. expansion segments, ES). W rybosomach 80S obserwujemy również dodatkową 

cząsteczkę rRNA - 5,8S rRNA. Wszystkie te trzy fakty sprawiają, że rybosomy eukariotyczne 

są o ok. 30% większe od prokariotycznych [13].

Zasadniczą funkcją rybosomu jest biosynteza białka. Proces ten jest bardzo 

skomplikowany i do dziś nie jest w pełni poznany. Widać jednak postępy w badaniach nad 

rybosomem 80S, mimo iż jest to cząsteczka bardziej złożona od rybosomów prokariotycznych 

i stwarza więcej trudności w trakcie badań. Poznano struktury rybosomów drożdżowych 

(S. cerevisiae) [9], szczurzych {Rattus norvegicus) [7], króliczych (Oryctolagus cuniculus)

[14] , nicienia (Trypanosoma cruzi) [11], grzyba (Thermomyces lanuginosus) [10], glonu 

(Chlamydomonas reinhardtii) [8] oraz rybosomów izolowanych z linii komórkowych HeLa

[15] . Struktury te rozwiązano metodą mikroskopii krioelektronowej, przy rozdzielczości 

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 pochodzące z map krioelektronowych pozwalają na rozszyfrowanie jedynie 

morfologii rybosomu 80S. Nadal nierozwiązana pozostaje jednak struktura krystaliczna 

rybosomu eukariotycznego, która pozwoliłaby na poznanie jego skomplikowanej budowy z 

rozdzielczością atomową. Trwają badania zmierzające do rozwiązania struktury krystalicznej 

rybosomów Homo sapiens. Do tej pory uzyskano kryształy rybosomalnego miejsca A 

skompleksowanego z aminoglikozydami [18]. Podczas porównania struktury krystalicznej 70S
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Z mapami krioelektronowymi 80S obserwuje się wysoką zgodność regionów odpowiadających 

wspólnemu rdzeniowi rybosomów. W związku z powyższym, w mojej rozprawie, podczas 

omawiania struktury bądź mechanizmu działania rybosomu eukariotycznego, będę również 

opierała się na danych dotyczących rybosomu prokariotycznego, które są bardziej szczegółowe 

i pozwalają na lepsze zrozumienie maszynerii biosyntezy białka.

3.1 Struktura rybosomu eukariotycznego.

Rybosom eukariotyczny 80S składa się z dwóch podjednostek: małej 40S i dużej 60S. 

Przy porównaniu struktur rybosomu 80S z różnych gatunków (Rysunek 1) widoczne jest, że 

rybosom S. cerevisiae jest mniejszy i bardziej zaokrąglony niż rybosomy izolowane z 

O. cuniculus, R. norvegicus lub komórek ludzkich. Jest to związane z występowaniem 

dodatkowych gęstości w mapach krio-EM rybosomów ssaczych, które nadają im bardziej 

trójkątny kształt.
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Rysunek 1. Struktura rybosomu prokariotycznego 70S i eukariotycznych 80S.
A - struktura rybosomu 70S E. coli [19], kolorami oznaczono: żółtym podjednostkę 30S, niebieskim - 
podjednostkę 50S, zielonym - tRNA w miejscu P;
B - struktura rybosomu 80S S. cerevisiae [9], kolorami oznaczono: żółtym - podjednostkę 40S, 
niebieskim - podjednostkę 60S, czerwonym- tRNA w miejscu P;
C - struktura rybosomu 80S T. cruzi [11], kolorami oznaczono: żółtym podjednostkę 40S, niebieskim - 
podjednostkę 60S;
D - struktura rybosomu 80S H. sapiens [15], kolorami oznaczono: żółtym podjednostkę 40S, 
niebieskim - podjednostkę 60S;
E - struktura rybosomu 80S O. cuniculus [17], kolorami oznaczono: niebieskim - podjednostkę 40S, 
granatowym - podjednostkę 60S;
F - struktura rybosomu 80S R. norvegicus [7], po lewej stronie umieszczono podjednostkę 40S, po 
prawej- podjednostkę 60S.





J. I Struktura mbosomu eukariotyczneeo

3.1.1 Struktura małej podjednostki rybosomalnej 40S.

Podjednostka 40S 5. cerevisiae zbudowana jest z 18S rRNA długości 1798 nt i 32 białek. 

18S rRNA jest u tego organizmu o 256 nt dłuższy niż 16S rRNA E. coli, a cały rybosom 

zawiera o 11 białek więcej [9]. Podjednostka 40S T. cruzi jest o 1/3 objętości większa od 40S 

5. cerevisiae [11], a 18S rRNA ma długość 2315 nt. Natomiast 18S rRNA z 40S Homo sapiens 

jest dłuższy jedynie o 71 nt od 18S rRNA S. cerevisiae i liczy 1869 nt [15].

W morfologii podjednostki 40S (Rysunek 2B-F) wyróżniono wierzchołek (ang. head), 

który połączony jest z podstawą (ang. body) przez przewężenie (ang. neck) w pobliżu 

platformy (ang. platform). Po prawej stronie podstawy znajduje się niewielkie ramię 

(ang. shoulder), pozostające w bliskim kontakcie z wierzchołkiem podjednostki, tworząc 

szczelinę między tymi elementami; oddziaływanie to jest niezbędne dla stabilności rybosomu. 

Nad ramieniem obserwowany jest dziób (ang. beak). U dołu podstawy znajduje się stopa 

(ang./oot), która w przeciwieństwie do prokariotycznej podjednostki 30S, jest wyraźnie 

rozdzielona na dwie części: prawą i lewą stopę (ang. right foot, left foot) [9]. Z tego względu 

w podjednostce 40S nie obserwowano wystającej helisy RNA nazwanej ostrogą (ang. spur), 

występującej w lewej dolnej części podstawy podjednostki 30S (Rysunek 2A) [2, 20].

Podobnie jak w przypadku 30S, powierzchnia 40S od strony oddziaływania podjednostek 

jest miejscem funkcjonalnie najważniejszym i odpowiada za tworzenie mostków łączących 

podjednostki rybosomalne oraz oddziaływanie z mRNA i tRNA.

W strukturze 40S O. cuniculus i R. norvegicus, opracowanych przy rozdzielczości
p

24 A [17], zaobserwowano, że przewężenie pomiędzy ramieniem a tylną częścią podjednostki 

prowadzi do tunelu tworzącego się u podstawy wierzchołka (Rysunek 2E). Tunel ten prowadzi 

do centrum dekodującego. Jego lokalizacja poprzez analogię do podjednostek bakteryjnymch 

sugeruje, że może on funkcjonować jako tunel wejścia mRNA.

W strukturze 40S zaobserwowano dodatkowe masy (w porównaniu z 30S, Rysunek 2) w 

czterech głównych obszarach: (1) u dołu 40S, odpowiedzialne za wydłużenie podjednostki, 

(2) poniżej platformy, tworzące prawą i lewą stopę, (3) w obrębie dzioba, (4) po zewnętrznej 

stronie wierzchołka, tworzące płat wierzchołka (ang. head lobe). Wszystkie te dodatkowe 

sekwencje znajdują się na zewnętrznej powierzchni podjednostki. Natomiast rdzeń 

podjednostki posiada jednakową strukturę zarówno u organizmów pro- jak i eukariotycznych 

[7, 9, 11, 14, 15, 17].
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Rysunek 2. Struktura małej 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-rzędowej 18S rRNA, podobnie jak w 16S rRNA, można wyróżnić 

cztery domeny: 5’, centralną, 3'major oraz 3'minor [21] i prace tam cytowane]. Podział 

małego rybosomalnego RNA na domeny wraz z ich lokalizacją w strukturze krystalicznej 

podjednostki 30S Thermus thermophilus [2] przedstawiłam na Rysunku 3 (A, B). Przy 

porównaniu struktury krystalicznej 16S rRNA i mapy krioelektronowej 40S H. sapiens 

(Rysunek 3C) zauważyć można wysoką zgodność regionów odpowiadających wspólnemu 

rdzeniowi małej podjednostki [9], Różnice w uformowaniu strukturalnym 16S i 18S rRNA 

zostaną omówione dla każdej domeny z osobna.

domena
centralna

domena 5'

domena 
3'major

tlomemi 
y minor

Wicr/cholek V

Dziób
Platlbrma

Podstawa

Ostroga (

Rysunek 3. Schemat struktury 16S rRNA (A, na podstawie [22]) i lokalizacja w strukturze 
krystalicznej małej podjednostki rybosomalnej 30S (B, struktura pobrana z [23], numer IFKA) 
i 40S (C, na podstawie [15]).
Kolorami (A, B) zaznaczone zostały domeny 16S rRNA: czerwony - 5', fioletowy - centralna, 
niebieski - 3' major, zielony- 3' minor.
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• Domena 5’ 18S rRNA

Domena 5’ (helisy hi - hi8) tworzy podstawę i ramię podjednostki 40S. Dokładne 

położenie poszczególnych helis poznane zostało z rozdzielczością atomową jedynie u 

prokariota, dlatego przestawiłam je na przykładzie podjednostki 30S T. thermophilus 

(Rysunek 4; schemat struktury Il-rzędowej 16S rRNA pobrany został z [22], numer X07998; 

koordynaty struktury Ill-rzędowej pobrane zostały z [23], numer IFKA).

Domena 5’ oddziałuje przede wszystkim z czynnikami elongacyjnymi. Wykazano, że 

helisa h5 oraz nukleotyd 368 (według numeracji E. coli) helisy hl5 oddziałują z czynnikiem 

elongacyjnym EF-Tu (odpowiednik eukariotycznego czynnika EFl) [24]. Natomiast para zasad 

57:356 oraz pętla helisy hl3 wykazują oddziaływanie z czynnikiem elongacyjnym EF-G 

(odpowiednik eukariotycznego EF-2) [25, 26]. Wykazano również oddziaływanie z cząsteczką 

mRNA w obrębie helisy hl8 w dwóch miejscach: nukleotyd 532 oddziałuje z mRNA 

w pozycji +11 [27], a nukleotyd 530 z mRNA w pozycji +12 [28]. Domena 5’ oddziałuje 

również z cząsteczką tRNA w rybosomalnym miejscu A (nukleotyd 530 16S rRNA 

z nukleotydami 34-36 tRNA) [5]. Stwierdzono, że helisa h6 jest niezwykle ważna podczas 

asocjacji podjednostek 30S i 50S w celu utworzenia aktywnego rybosomu [29]. Dwa spośród 

nukleotydów domeny 5’ (272 i 343) są zaangażowane w tworzenie mostków między 

podjednostkami. Problem ten zostanie szerzej omówiony w rozdziale 3.1.3.

W uformowaniu strukturalnym ramienia widoczna jest różnica pomiędzy podjednostkami 

30S i 40S. W podjednostce 30S heli.sa hl6 zwinięta jest w kierunku hl8 (tworzy się struktura 

pseudowęzła, por. Rysunek 4), natomiast helisa hl7 biegnie równolegle w stosunku do długiej 

osi podjednostki ku dołowi podstawy [2, 30]. W podjednostce S. cerevisiae i ssaków helisa hl6 

jest obrócona w kierunku boku podjednostki i wystaje ponad powierzchnię rybosomu [9]. 

Helisa hl7 jest krótsza w podjednostce 40S S. cerevisiae i zawiera więcej nieregularnych par 

zasad. Co więcej, poniżej białka S9 następuje ostry zwrot hl7, która obraca się w kierunku 

apikalnej pętli h21. Różnice między podjednostkami 30S i 40S w obrębie ramienia mogą 

wskazywać na odmienny mechanizm inicjacji translacji u organizmów pro- i eukariotycznych.
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D

E

Rysunek 4. Położenie domeny 5’ w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędowej 16S rRNA 
r. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer 
IFKA).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D, E - górna, środkowa i dolna część domeny 5’ i odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
struktury Il-rzędowej 16S rRNA T. thermophilus.

Przy porównaniu domen 5’ 18S rRNA i 16S rRNA, zaobserwowano kilka sekwencji 

wstawionych w strukturze 18S rRNA. Największa sekwencja wstawiona (ES3) ma 120 

nukleotydów długości i zlokalizowana jest w helisie h9 w obrębie lewej stopy [11, 14, 15, 31].
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ES3 jest bardzo zróżnicowana pod względem wielkości i sekwencji [32], jednak dane 

filogenetyczne wskazują na ogólne podobieństwo jej struktury w rybosomach różnych 

gatunków [22]. Rola jaką może pełnić ES3 pozostaje nadal niewyjaśniona, jednak wykazano 

występowanie interakcji trzeciorzędowych z inną sekwencją wstawioną, ES6 w rybosomach 

S. cerevisiae [33, 34].

Istnieje również mniejsza insercja (około 20 zasad) w miejscu połączenia helis h7 i h8 

(ES2). Natomiast w regionie helis hl6 i hl7 zaobserwowano delecję 25 zasad. Helisa h8, która 

w 30S tworzy strukturę palca (ang. toe), wraz z helisą h9 ulokowane są w podjednostce 40S 

w obrębie prawej stopy i połączenia z lewą stopą (Rysunek 5).

ES 9

ES 10 ES 10

ES 12 ES 3 ES 3

Rysunek 5. Struktura małej podjednostki rybosomalnej 40S T. cruzi [11] z zaznaczonymi 
sekwencjami wstawionymi.
A - widok od strony oddziaływania podjednostek:
B - widok od strony zewnętrznej.

• Domena centralna 18S rRNA

Centralna domena 18S rRNA zawiera helisy hl9 - h27 (Rysunek 6). Wykazano, że h27 

jest istotna dla przekształceń konformacyjnych rybosomu podczas procesu translacji. Cała 

domena centralna ma decydujące znaczenie dla wiązania tRNA w miejscu P oraz asocjacji 

podjednostek [36] i prace tam cytowane]. Opisano 11 pozycji rRNA tej domeny 

oddziałujących z cząsteczką tRNA, a większość z nich jest skupiona w obrębie helisy h23. Są 

to: nukleotydy 694 i 711 oddziałujące z parą zasad 20:1 cząsteczki tRNA [37]; nukleotydy 686, 

701 i 717 oddziałujące z łodygą antykodonową tRNA w pozycji 47 [38] oraz nukleotyd 693,
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który oddziałuje z łodygą antykodonową tRNA w pozycji 32 [39]. Wykazano również 

interakcje z pętlą antykodonową tRNA w miejscu P (nukleotydy 34 i 39 tRNA oddziałują z 

nukleotydami 926 i 790 16S rRNA [9]) oraz z cząsteczką tRNA w miejscu A (para zasad 20:1 

oddziałuje z nukleotydami 694 i 711 [37]). Nukleotyd 693 16S rRNA oddziałuje z pętlą 

antykodonową tRNA w miejscu E (pozycje 32 i 37), natomiast nukleotydy 694 i 695 

zaangażowane są w oddziaływanie z nukleotydami 38 i 39 tRNA [39]. W rejonie 3’ domeny 

centralnej (nukleotyd 926 helisy h28) znajduje się miejsce oddziaływania z mRNA w 

pozycji +2 [28]. Domena ta tworzy również cztery konserwatywne miejsca kontaktu z dużą 

podjednostką. Trzy z nich to mostki typu RNA-RNA, a czwarty to RNA-białko. Problem ten 

zostanie szerzej omówiony w rozdziale 3.1.3.

Ogólne ułożenie helis domeny centralnej jest bardzo podobne w podjednostkach 30S 

i 40S. Istnieją jednak różnice, wynikające przede wszystkim z obecności kilku sekwencji 

wstawionych w 18S rRNA. Helisa h21, która leży po zewnętrznej stronie podstawy 30S, jest 

rozbudowana w 40S o sekwencję wstawioną ES6, znalezioną we wszystkich poznanych 

strukturach rybosomów eukariotycznych. Długość ES6 jest zróżnicowana u różnych 

organizmów i wynosi od 170 nt u O. cuniculus [14] do 504 nt u T. cruzi [11]. ES6 znajduje się 

po zewnętrznej stronie platformy i ze względu na zmienność sekwencji może być podzielona 

na dwie części. Charakteryzująca się większą zmiennością część 5’ ES6 biegnie w kierunku 

ramienia, równolegle do helisy h21. Natomiast część 3’ ES6 wykazuje znaczną 

konserwatywność [22] i biegnie w kierunku podstawy podjednostki tworząc wraz ES3 lewą 

stopę [31, 33, 34]. Po nałożeniu h21 z 30S na strukturę 40S O. cuniculus lub R. norvegicus 

widoczne jest, że w podjednostce ssaczej, helisa ta zajmuje miejsce wzdłuż lewej stopy i 

dyskutowanej części podstawy [7, 14].
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Rysunek 6. Położenie domeny centralnej w strukturze Il-rzędowej oraz Ill-rzędowej 16S rRNA 
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer 
IFKA).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D - dwie części domeny centralnej i odpowiadająca im lokalizacja na diagramie struktury 
Il-rzędowej 16S rRNA T. thermophilus.

W obrębie domeny centralnej 18S rRNA T. cruzi wykazano obecność drugiej dużej 

sekwencji wstawionej, ES7 (insercja 147 nt) w helisie h26 [2, 19, 40]. Część ES7 

w połączeniu z fragmentem ES6, tworzy u T. cruzi dużą helikalną strukturę, nazwaną przez
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Gao i współpracowników wieżyczką (ang. turret), znajdującą się po bocznej stronie 40S, w 

pobliżu miejsca oddziaływania między podjednostkami (Rysunek 2C oraz Rysunek 5). 

Wieżyczka ma długość 205 A i jest najdłuższą strukturą helikalną obserwowaną w rybosomie. 

Jest ona zakończona ostrą spiralą o długości 50 A, którą nazwano iglicą (ang. spire), 

znajdującą się w odległości ~130 A od tunelu wyjścia mRNA. Dolna część wieżyczki 

skierowana jest ku dołowi podjednostki 40S. Przy końcu ulega ona zagięciu prawie o 90° 

i bierze udział w tworzeniu mostka z podjednostką 60S. Jest to unikatowy typ połączenia 

pomiędzy podjednostkami.

Poza wieżyczką, sekwencje wstawione ES6 i ES7 tworzą mniejsze dodatkowe struktury 

helikalne w podjednostce 40S (por. Rysunek 5). Dokładna rola jaką pełnią te sekwencje 

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

[11].

• Domena 3’major 18S rRNA

Domena 3'major (helisy h28 - h43) tworzy wierzchołek podjednostki 40S (Rysunek 7). 

W jej obrębie można wyróżnić wiele funkcjonalnych fragmentów oddziałujących z cząsteczką 

tRNA. Stwierdzono, że interakcje te są bardzo podobne u eukariota jak i prokariota [36]. 

W trzech regionach tej domeny (nukleotydy 1229 i 1230, 966 i 957 oraz 1338 i 1339) 

występują 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 części antykodonowej tRNA w miejscu E 

oddziałują z następującymi 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 więcej, wykazano oddziaływania tej domeny z czynnikiem 

elongacyjnym EF-G (nukleotyd 1044 helisy h33) [26, 41]. Natomiast nukleotydy helis h28 

(1052, 1196) i h34 (1395) biorą udział w interakcjach z cząsteczką mRNA w pozycjach: +6, 

+7 oraz +8 i +9 [28].

Zasadniczą różnicę między podjednostkami prokariotycznymi i eukariotycznymi 

w domenie 3'major stanowi pozycja i kształt dziobu, formowanego przez helisę h33. Pomimo, 

że h33 u S. cerevisiae jest dłuższa, to jednak brak dodatkowej helisy h33a powoduje, że cały 

ten element rRNA jest mniejszy w rybosomach eukariotycznych [9].

W helisach h39 i h41 stwierdzono występowanie krótkich sekwencji wstawionych 

u T. cruzi, nazwanych odpowiednio ES9 i ES 10 [11]. Tworzą one dodatkowe masy w obrębie
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wierzchołka podjednostki (por. Rysunek 5). Insercję 20 nt obserwowano w tym regionie 

również w przypadku rybosomów O. cuniculus [14].

D

41a

Rysunek 7. Położenie domeny 3’’mąjor w strukturze Il-rzędowej oraz Ill-rzędowej 16S rRNA 
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer 
IFKA).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D, E - górna, środkowa i dolna część domeny 3’major i odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
struktury Il-rzędowej 16S rRNA T. thermophilus.
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• Domena 3’minor 18S rRNA

Domena 3'minor 18S rRNA (Rysunek 8) zawiera dwie helisy: h44 i h45. h44 jest 

najdłuższą helisą w podjednostce 40S, położoną na zewnątrz powierzchni oddziaływania 

podjednostek. W rybosomach prokariotycznych zaobserwowano, że helisy h44 i h45 biorą 

udział w procesie asocjacji podjednostek rybosomalnych [2]. Domena 3'minor, wraz z 

helisami h27, hl8, h34, hl/h2, końcami 3’ i 5’ oraz centralnym pseudowęzłem tworzą centrum 

dekodujące, które odpowiada za translokację mRNA i tRNA oraz kontrolę wierności 

oddziaływań kodon - antykodon [30]. Sekwencje 16S rRNA i 18S rRNA wykazują w tym 

regionie znaczną konserwatywność [22], co jest zgodne z uniwersalnością procesu 

dekodowania.

B d'

MS ..
V V A

45

Rysunek 8. Położenie domeny 3'minor w strukturze Il-rzędowej oraz Ill-rzędowej 16S rRNA 
T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X07998 oraz z [23], numer 
IFKA).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C - domena 3’minor i odpowiadająca jej lokalizacja na diagramie struktury Il-rzędowej 16S rRNA 
T. thermophilus.
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Najważniejszą częścią centrum dekodującego jest górna część helisy h44. Fragmenty 

domeny 3'minor w pozycjach 1402 - 1408 i 1492 - 1498 tworzą rybosomalne miejsca A i P 

wiązania tRNA [5, 30, 42]. W pobliżu regionu dekodującego w helisie h44 (nukleotydy 

1492-1493) znajdują się również miejsca interakcji z czynnikiem elongacyjnym EF-Tu [26, 

41]. Cząsteczki tRNA w miejscu A oddziałują 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) oddziałuje z nukleotydami 1492-1494 helisy h44. Natomiast tRNA w 

miejscu E (nukleotydy 37 i 38) wykazuje oddziaływanie z nukleotydami 1510 i 1542 [2].

Unikalną cechą prokariotycznego 16S rRNA jest zlokalizowana w końcu 3’ sekwencja 

anty-Shine-Dalgamo, która odpowiada za prawidłowe wiązanie mRNA [44]. Z cząsteczką 

mRNA oddziałują ponadto nukleotydy 1402 i 1530 w pozycjach odpowiednio -1/-8 oraz +4 

[39]. Stwierdzono również, że helisa h44 zarówno 16S rRNA jak i 18S rRNA jest niezwykle 

ważna podczas asocjacji podjednostek w celu utworzenia aktywnego rybosomu [29]. H44 

tworzy mostki z dużą podjednostką rybosomalną aż w pięciu regionach. Problem ten zostanie 

omówiony szczegółowo w rozdziale 3.1.3.

Zasadnicze różnice pomiędzy 18S rRNA S. cerevisiae a 16S rRNA T. thermophilus 

występują w ulokowaniu dolnej części podstawy podjednostki 40S. W przypadku rybosomów 

eukariotycznych jest ona przesunięta w stronę ramienia (por. Rysunek 5). Ta różnica ma swoje 

odzwierciedlenie w ułożeniu helisy h44 [9]. W jej obrębie występuje sekwencja wstawiona 

ES 12, która tworzy zasadniczą część prawej stopy podjednostki 30S. Obecność ES 12 ma 

swoje odzwierciedlenie w zmiennej długości h44, która waha się od 103 nt u E. coli, przez 

113 nt u T. cruzi aż do 129 nt u S. cerevisiae [9, 26, 31 ]. •

• Rozmieszczenie białek rybosomalnych w podjednostce 40S.

Wszystkie rybosomalne białka małej podjednostki występują tylko w jednej kopii. W 40S 

5. cerevisiae zidentyfikowano 32 białka (SO - S31), z czego tylko 15 posiada homologi 

w podjednostce prokariotycznej. Analiza sekwencji z wykorzystaniem programu BLAST 

wykazała, że niemal wszystkie białka podjednostki 40S S. cerevisiae (z wyjątkiem S31) 

posiadają również swoje odpowiedniki u T. cruzi [11], co wskazuje na ich zachowawczość

Lokalizacja białek eukariotycznych w strukturze małej podjednostki rybosomalnej jest 

możliwa dzięki analizie porównawczej istniejących map krio-EM rybosomów 80S oraz 

struktury atomowej rybosomu 70S. Na tej podstawie można umiejscowić w strukturze 

przestrzennej konserwatywne białka posiadające swoje homologi w obu królestwach.
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Szczegółową lokalizację białek rybosomalnych przedstawiłam w strukturze krystalicznej 

podjednostki 30S T. thermophilus [2] na Rysunku 9. Podjednostka bakteryjna 30S zawiera 

21 białek rybosomalnych (SI - S21). Tylko jedno białko (SI2 u prokariota) jest 

umiejscowione po stronie oddziaływania podjednostek. Pozostałe białka zlokalizowane zostały 

po stronie zewnętrznej podjednostki. Stwierdzono również, że większość białek znajduje się w 

rejonie wierzchołka (domena 3’major 18S rRNA) a żadne rybosomalne białko nie oddziałuje z 

funkcjonalnie ważnym rejonem, domeną 3’/n/nor.

S12

Rysunek 9. Struktura trzeciorzędowa małej podjednostki rybosomalnej 30S (struktura pobrana 
z [23] numer IFKA).
Kolorem jasnoniebieskim zaznaczono 16S rRNA, pozostałymi kolorami - białka.
A - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej.

Poza białkami, które posiadają swoje prokariotyczne odpowiedniki, w mapach krio-EM 

rybosomu 5. cerevisiae [9] zidentyfikowano osiem regionów z dodatkowymi białkami. 

Większość z nich położona jest po zewnętrznej stronie podjednostki (Rysunek 10). Dwa 

zgrupowania białek umieszczone są w rejonie płata wierzchołka oraz wchodzą w skład dziobu, 

zastępując helisę h33a występującą w 16S rRNA. Kolejny klaster białek znajduje się w górnej 

części platformy, w rejonie otaczającym białko S14 i oddziałuje z białkiem S5. To 

oddziaływanie wierzchołka z platformą wyznacza część tunelu wyjścia mRNA.

Rejon 40S otaczający białko SOA jest powiększony w stosunku do jego odpowiednika 

w podjednostce 30S. Dodatkowe gęstości na mapie krioelektronowej, odpowiadające białkom
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znajdują się w pobliżu ES6 helisy h21 18S rRNA oraz w miejscu, gdzie w rybosomach 

prokariotycznych znajduje się białko SI6. Obecność tego drugiego zgrupowania dodatkowych 

białek, może być odpowiedzialna za różnice w ułożeniu helisy hl7 w 18S rRNA i 16S rRNA.

Ostatnie dwa zgrupowania dodatkowych białek znajdują się po stronie oddziaływania 

podjednostek, na dole prawej i lewej stopy. Klaster białek zlokalizowany w obrębie lewej 

stopy ma podobną pozycję jak prokariotyczne białko S20, dla którego nie znaleziono 

homologu eukariotycznego.

B

Rysunek 10. Położenie białek w małej podjednostce rybosomu drożdżowego [9].
Kolorami zaznaczono: żółty - 18S rRNA, niebieski - białka. Białka homologiczne z białkami prokariota 
przedstawiono jako łańuchy i oznaczono nazwami. Białka, dla których nie znane są homologi 
prokariotyczne oznaczono jako dodatkowa masa (kolor niebieski).
A - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej.

W 2004 roku zidentyfikowano dodatkowe białko występujące jedynie w rybosomach 

eukariotycznych, nazwane RACKl (ang. receptor for activated C kinase) [10]. Służy ono jako 

rusztowanie dla szerokiej gamy kinaz i receptorów związanych z błonami komórkowymi. 

Stwierdzono, że w rybosomie białko RACKl położone jest w sąsiedztwie helis h39 i h40 

18S rRNA oraz białka SI6. Przypuszcza się, że pełni ono funkcję podczas regulacji inicjacji 

translacji. Białko RACKl zostało uwidocznione po raz pierwszy w strukturze krioelektronowej 

rybosomu Thermomyces lanuginosus i okazało się, że jest obecne we wszystkich poznanych 

dotąd strukturach krio-EM rybosomów eukariotycznych (Rysunek 11). Jedynym wyjątkiem 

jest podjednostka 40S T. cruzi, gdzie nie obserwowano dodatkowej gęstości w miejscu
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odpowiadającym białku RACKl. Pomimo to, stwierdzono obecność homologu genu RACKl 

w genomie T. cruzi [11], co wskazuje na możliwość innego położenia w rybosomie.

i

j

J

Rysunek 11. Położenie białka RACKl (zaznaczono kolorem czerwonym) w małej podjednostce 
rybosomu T. lanuginosus (A), S. cerevisiae (B) oraz H. sapiens (C) [10].
Strzałkami zaznaczono tunel wejścia mRNA.

Pomimo coraz bardziej zaawansowanych badań, dokładna rola jaką pełnią białka 

rybosomalne została poznana jedynie dla kilku z nich (Tabela 1 na podstawie [12, 45, 46]). 

Wiadomo, że niektóre białka spełniają ważną funkcję podczas procesu składania podjednostek, 

natomiast ich udział w procesach pełnionych przez dojrzały rybosom nie jest znany [12]. 

Przypuszcza się, że białka takie odgrywają rolę w utrzymywaniu stabilności rybosomu (np. 

białko S16 u prokariota). Ponadto, białka rybosomalne mogą odgrywać rolę w fałdowaniu 

rRNA, transporcie prekursorów rybosomalnych lub w oddziaływaniu z innymi czynnikami 

ważnymi w procesie translacji. Sugeruje się również ich udział w procesach kotransłacyjnych, 

takich jak interakcje z czynnikami fałdowania białek w tunelu wyjścia polipeptydu [47] lub 

podczas procesu translokacji. Białka rybosomalne mogą mieć również wpływ na ważne dla 

działania rybosomu funkcje enzymatyczne, np. funkcję helikazy mRNA [48]. Wydaje się 

również, że białka S6, S9, S13, S17 oraz S20 nie są zasadnicze dla funkcjonowania rybosomu, 

ponieważ szczepy E. coli z usuniętymi genami tych białek wykazywały znaczną 

przeżywalność.

Funkcje rybosomalnych białek eukariotycznych nie są tak dobrze poznane jak 

prokariotycznych. Białko SO oddziałuje z powierzchnią czynnika inicjacyjnego transłacji 

eIF3 [49]. Sądzi się, że bierze ono udział w przyłączaniu eIF3 do małej podjednostki 

rybosomalnej. Białka S2, S9 i S28 są ważne dla utrzymywania dokładności i wierności procesu 

translacji. Według najnowszych doniesień, eukariotyczne białka SIO, S26, S3, SO, S15 i S2 

bezpośrednio uczestniczą w transporcie 18S rRNA podczas procesu jego dojrzewania [47]. 

Mutacje w białkach S5, S18 i S19 prowadzą do zaburzeń obróbki 18S rRNA, wskutek czego
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prekursor 18S rRNA (20S rRNA) zostaje zatrzymywany w jądrze komórkowym i nie jest 

transportowany do cytoplazmy. Natomiast brak S20 prowadzi do zaburzeń obróbki 20S rRNA 

w cytoplazmie.

Białko Funkcja
SI niespecyficzne wiązanie mRNA
S3, S4, S5 tworzą część tunelu wejścia mRNA, możliwe działanie jako helikaza mRNA
S4 utrzymywanie wierności translacji
S7, Sil wiązanie 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. Przykłady eukriotycznych białek małej podjednostki rybosomalnej o znanych 
funkcjach (na podstawie [12,45,46]).

3.1.2. Struktura dużej podjednostki rybosomalnej 60S.

Duża podjednostka rybosomalna 60S S. cerevisiae zbudowana jest z 25S rRNA (3392 

nt), 5,8S rRNA (-120 nt), 5S rRNA i 45 białek (LI -L45) [9], Ze względu na to, że 5,8S rRNA 

jest homologiczny do części 5’ 23S rRNA, rRNA dużej podjednostki S. cerevisiae jest o 646 nt 

dłuższy niż bakteryjny 23S rRNA E. coli (2904 nt) i 505 nt dłuższy niż archebakteryjny 

23S rRNA H. marismortui (3045 nt). Drożdżowa podjednostka 60S zawiera 12 rybosomalnych 

białek więcej niż 50S E. coli i 14 białek więcej niż podjednostka H. marismortui.

Na morfologię dużej podjednostki składają się cztery podstawowe elementy 

(Rysunek 12A-F): podstawa (ang. body), stanowiąca dolną część podjednostki oraz trzy 

wypukłości w górnej części: (1) centralna wypukłość (ang. central protuberance) ze 

zasocjowanym palcem miejsca A (ang. A-site finger, ASF; tworzy go helisa H38 L-rRNA), 

(2) wypukłość LI (ang. LI protuberance) i (3) słupek białek P, zwany kciukiem, oddziałujący 

z czynnikami elongacyjnymi. Słupek kwaśnych białek P jest odpowiednikiem wypukłości 

L7/L12 obecnej u organizmów prokariotycznych [9].
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Rysunek 12. Struktura dużej podjednostki rybosomalnej, prokariotycznej SOS i eukariotycznych 
60S.
A - struktura podjednostki 50S E. coli [19], kolorem zielonym oznaczono tRNA w miejscu P;
B - struktura podjednostki 60S S. cerevisiae [9], kolorem czerwonym oznaczono tRNA w miejscu P;
C - struktura podjednostki 60S T. cruzi', A, P, E oznaczają rybosomalne miejsca [11];
D - struktura podjednostki 60S H. sapiens [15];
E - struktura podjednostki 60S O. cuniculus [17];
F - struktura podjednostki 60S R. norvegicus [7]; ASF oznacza palec miejsca A, czerwonymi kropkami 
oznaczono brzeg szczeliny miejsca aktywnego.
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Przy porównaniu podjednostek 60S S. cerevisiae i T. cruzi widocznych jest kilka 

dodatkowych wypukłości w przypadku tego drugiego organizmu [11]. Najbardziej widoczną 

różnicą jest występowanie dużej helikalnej struktury nazwanej kolcem (ang. prong) 

zlokalizowanej pomiędzy centralną wypukłością a helisą H38. Co interesujące, struktura 

podobna do kolca zidentyfikowana została w rybosomach H. sapiens (oznaczona czerwoną 

kropką na Rysunku 12D), ale nie znaleziono jej w rybosomach S. cerevisiae 

i prokariotycznych.

W strukturze podjednostki 60S O. cuniculus [17] zaobserwowano, że poniżej centralnej 

wypukłości i ASF, między słupkiem białek P i wypukłością LI znajduje się konserwatywna 

szczelina (nazwana również przez Morgana i współpracowników kanionem). Jest to szczelina 

miejsca aktywnego rybosomu, tj. centrum peptydylotransferazowego 

(ang. peptidyltranspherase center, PTC), w którym odbywa się synteza wiązania peptydowego. 

Brzeg tej szczeliny (oznaczony czerwonymi kropkami na Rysunku 13 F) utworzony jest przez 

długie cylindryczne fragmenty o średnicy 20-25 A, co sugeruje, że mogą być one zbudowane z 

rRNA. U podstawy szczeliny znajduje się tunel wyjścia polipeptydu. Potwierdzeniem roli, jaką 

może pełnić ten tuneł jest fakt, że wyjście z tunelu nakłada się z miejscem występowania 

centralnego poru tunelu retikulum endoplazmatycznego w kompleksach translokacyjnych. W 

ten sposób powstawałoby przedłużenie tunelu wyjścia polipeptydu z PTC do retikulum.

Topologia tunelu wyjścia polipeptydu jest silnie konserwatywna. Jego długość wynosi 

około 100 A (polipeptyd o takiej długości jest chroniony przed proteolizą). Z dokładniejszych 

badań rybosomu 70S [50, 51] wiadomo, że tunel jest w znacznej jego części prosty, 

z wyjątkiem zagięcia 20-35 A w rejonie PTC (Rysunek 13). Średnica tunelu waha się od 20 A 
w najszerszym miejscu do około 10 A na samym jego początku oraz w odległości 28 A od 

miejsca wyjścia. Przeciętna średnica tunelu wynosi 15 A. Większą część ścian tunelu stanowi 

rRNA, jednak zidentyfikowano również kilka białek rybosomalnych w jego pobliżu. Są to 

białka L4, L22 i L39e. Cechą odróżniającą rybosomy 70S od 80S w tym regionie jest fakt, że 

miejsce wyjścia tunelu z dużej podjednostki rybosomalnej 60S znajduje się w jedynej płaskiej 

części rybosomu po jego zewnętrznej stronie [7]. Została ona nazwana płaską powierzchnią 

rybosomu (ang. flat ribosomal surface, FRS). Ze względu na istnienie FRS, ogólny zarys 

rybosomów 80S jest bardziej hemisferyczny w porównaniu ze sferycznym kształtem 70S. 

Wyjątek stanowią rybosomy T. cruzi, w przypadku których podjednostka 60S nie posiada 

płaskiej powierzchni. Dlatego też rybosomy te kształtem zbliżone są do bakteryjnych.





3.1 Struktura rvbosomu eukariotvcrneeo 27

30S

mRNA

AA-tRNA

P-tRNA

50S

D-tRNA
rund wvjrcia

Rysunek 13. Architektura rybosomu 70S E. coli (na podstawie [52]).
Przedstawiono strukturę krioelektronową rybosomu (podjednostka 30S - kolor pomarańczowy, 
podjednostka 50S - kolor niebieski) ze zasocjowanymi cząsteczkami: AA-tRNA w miej.scu A (kolor 
różowy), P-tRNA w miejscu P (kolor zielony) i D-tRNA w miejscu E (kolor jasny brązowy). 
Wmodelowano strukturę krystaliczną cząsteczki mRNA (kolor fioletowy) oraz łańcucha 
polipeptydowego (kolor jasnobrązowy). Część podjednostki 50S została usunięta w celu ukazania 
tunelu wyjścia polipeptydu (kolor żółty).

W strukturze Il-rzędowej zarówno bakteryjnego jak i eukariotycznego L-rRNA można 

wyróżnić sześć domen (oznaczane jako 1-VI) [1]. W obrębie cząsteczki 5S rRNA wyróżniamy 

pięć regionów dwuniciowych (oznaczanych jako helisy H I - H V) oraz pięć pętli 

(oznaczanych jako pętle A - E) [53]. Sześć domen 23S rRNA wraz z cząsteczką 5S rRNA 

tworzy skomplikowaną, jednolitą strukturę. W przeciwieństwie do małej podjednostki, domeny 

23S rRNA wzajemnie się ze sobą przeplatają. Podział rybosomalnych RNA dużej podjednostki 

na domeny wraz z ich lokalizacją w strukturze krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui 

[1] przedstawiłam na Rysunku 14.

Tak jak w przypadku 40S, po nałożeniu modelu atomowego 50S na mapę krio-EM 60S 

H. sapiens (Rysunek 14D) zauważyć można konserwatywny rdzeń podjednostki. Największe 

różnice w porównaniu ze strukturą krystaliczną 70S T. thermophilus [5] widoczne są w 

regionie wypukłości LI oraz LII. Helisy H43 i H44 tworzące wypukłość LII są przesunięte 

o 15 A w kierunku centralnej wypukłości T. thermophilus, natomiast helisa H78 jest
o

przesunięta 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 dużej podjednostki rybosomalnej 50S (C; struktura pobrana z [23], numer IFFK) 
oraz 60S (D; na podstawie [15]).
A, C - kolorami zaznaczone zostały domeny 23S rRNA; czerwony - domena I, zielony - domena II, 
pomarańczowy - domena HI, żółty - domena IV, niebieski - domena V, fioletowy - domena VI; liczby 
oznaczają numery helis
B - kolorami zaznaczone zostały pętle 5S rRNA: niebieski - pętla A, zielony - pętla B, żółty - pętla C, 
fioletowy - pętla D, czerwony - pętla E; H I - H V to oznaczenia helis.
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• Domena 1 L-rRNA

Domena I zbudowana jest z helis HI - H24 i leży po stronie zewnętrznej podjednostki, 

poniżej białka LI [1]. Wąska część tej domeny rozpoczyna się w pobliżu domeny VI, gdzie 

położone są końce 5’ i 3’ a następnie rozwija się w strukturę globulamą położoną z tyłu, 

poniżej regionu LI. Dokładne położenie poszczególnych helis tej domeny przestawiłam na 

schemacie struktury Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui (struktura pobrana z [22], numer 

AF034620) oraz w strukturze Ill-rzędowej podjednostki 50S H. marismortui (Rysunek 15, 

struktura pobrana z [23] numer IFFK).

Zasadniczą funkcją domeny I jest tworzenie ścian tunelu wyjścia syntetyzowanego przez 

rybosom polipeptydu, który rozpoczyna się w centrum aktywnym rybosomu w domenie V 

i przebiegając przez domeny IV, III, II i I, kończy się po zewnętrznej stronie dużej 

podjednostki rybosomalnej [54]. W obrębie domeny I, w tworzeniu tunelu wyjścia biorą udział 

nukleotydy 23-37, 53-70, 85-97 oraz 442-517. Domena I oddziałuje ponadto z końcem CCA 

cząsteczki tRNA w miejscu E (nukleotyd 199 helisy Hll 23S rRNA [5]), oraz z sześcioma 

białkami rybosomalnymi [1, 55]. Helisy H19-H20 silnie oddziałują z białkiem L4, natomiast 

H2 wraz z H24 - z L22. Oba te białka regulują proces translacji poprzez oddziaływanie z nowo 

zsyntetyzowanym polipeptydem [12, 45, 46]. Wykazano również, że pary nukleotydowe 

194-201, 224-227 oraz 248-257 występujące odpowiednio w helisach Hll, H12 i H13 

oddziałują z białkiem L15. Zaobserwowano także interakcje między helisami H7 i H19-H20 

a białkiem L24 oraz pomiędzy helisami H5-H7 a białkiem L29, dla którego sugeruje się udział 

w tworzeniu miejsca wiązania SRP (ang. signal recognition particle). W strukturze 

krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui zaobserwowano także słabe oddziaływania 

pomiędzy nukleotydami domeny I a białkiem L23 [5].
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Rysunek 15. Położenie domeny I w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędowej 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer 
IFFK).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C - F - górna, dolna i środkowa część domeny 1 oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
struktury 11-rzędowej 23S rRNA H. marismortui;
F - rotacja o 180“ w lewo w stosunku do E.

W obrębie domeny I rybosomów 80S znaleziono kilka różnic w porównaniu z 70S. 

Zmiany te są relatywnie niewielkie, ale występują w rejonach funkcjonalnie ważnych, tj. w 

obrębie helis H7, HI8, H19 oraz H20 w rejonie tunelu wyjścia polipeptydu. W strukturze
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rybosomów ssaczych [7, 14, 17] nie obserwowano helisy HI, a w obrębie helis HI8 i H19 

zauważono dodatkowych 60 nukleotydów. Te sekwencje wstawione nazwano ES4 i ES5. 

Stwierdzono, że nie występują one oddzielnie, ale tworzą klastry z innymi sekwencjami 

wstawionymi w innych domenach 25S rRNA (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Sekwencje wstawione w 26S rRNA S. cerevisiae [9] oraz O. cuniculus [17].
A-D - podjednostka 60S S. cerevisiae, widok - odpowiednio, od strony: oddziaływania podjednostek, 
zewnętrznej, słupka białek P, wypukłości LI;
E - F - podjednostka 60S O. cuniculus, widok odpowiednio - od strony oddziaływania podjednostek 
oraz od strony słupka białek P.
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• Domena II L-rRNA

Domena II jest największą z sześciu domen 23S rRNA i stanowi największy obszar 

zewnętrznej części podjednostki (Rysunek 17). Zawiera helisy H25 - H46.
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Rysunek 17. Położenie domeny II w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędoweJ 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer 
IFFK).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C - E - górna, środkowa i dolna część domeny II oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
stmktury Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui.
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W strukturze domeny II można wyróżnić trzy wystające elementy, skierowane w stronę 

płaszczyzny oddziaływania podjednostek [1], Jeden z nich (zawierający hełisy H42 - H44) 

stanowi rusztowanie wypukłości L7/L12. Fragmenty helis H43 i H44 domeny I (nukleotydy 

w pozycjach 1051 - 1108) wraz z fragmentem domeny VI i białkami L6, LII, L4 i L7/L12 

tworzą centrum GTPazowe rybosomu (ang. GTPase-associated centre, GAC) [56, 57]. 

Centrum to odpowiedzialne jest za wiązanie czynników elongacyjnych (EF-1 i EF-2), czynnika 

inicjującego IF-2 i czynnika uwalniającego RF3. Wszystkie te czynniki należą do białek 

wykazujących właściwości GTPazy. Druga wypukłość domeny II to helisa H38, która jest 

najdłuższą nierozgałęzioną helisą w podjednostce. Rozpoczyna się ona od strony zewnętrznej 

50S, zagina pod kątem około 90 i kieruje w stronę małej podjednostki pomiędzy domeną V 

23S rRNA a cząsteczką 5S rRNA. Ponadto, nukleotydy 881-883 oraz 898-899 oddziałują 

odpowiednio z nukleotydami 17-19 pętli DHU oraz nukleotydem 56 pętli T4^C cząsteczki 

tRNA w miejscu A. Trzeci region domeny II (helisy H32 - H35.1) skierowany jest dokładnie 

w kierunku małej podjednostki. Jego koniec, pętla helisy H34, oddziałuje z helisą h20 i 

białkiem S15 małej podjednostki, tworząc mostek B4 [1].

Znaczny fragment domeny II tworzy również ściany tunelu wyjścia polipeptydu [50]. Z 

domeną tą oddziałuje aż 15 rybosomalnych białek dużej podjednostki [1, 55]. Są to białka LI, 

L3, L4, L6, L9, LIO, LI 1, L13, L15 oraz L30, wykazujące silne oddziaływania z nukleotydami 

23S rRNA oraz białka L2, L5, LI8 i LI2, oddziałujące słabiej z L-rRNA w obrębie tej 

domeny.

W domenie II 25S rRNA S. cerevisiae zidentyfikowano kilka sekwencji wstawionych, 

które są odpowiedzialne za występowanie dodatkowych wypukłości RNA pod słupkiem 

białek P [9]. Główna sekwencja wstawiona określana jako ES7 występuje się w helisie H25. 

Insercję tę obserwowano również w rybosomach ssaczych jako wydłużony kolec 

(Rysunek 6E, F), prawdopodobnie utworzony przez dwuniciowe rRNA o długości powyżej 

400 nt [7, 14, 17]. W przypadku podjednostki 50S R. norvegicus insercja ta ma 760 nt 

długości, a u //. sapiens jest dłuższa aż o 655 nukleotydów niż ES7 S. cerevisiae [15]. 

Mniejsza część tej dodatkowej sekwencji znajduje się poniżej słupka białek P, natomiast 

większa część tworzy strukturę w kształcie litery V po zewnętrznej stronie podjednostki 60S.

Dwie mniejsze insercje, ES9 oraz ES 12, ulokowane są z tyłu wypukłości centralnej 

(Rysunek 16B) [7, 9]. ES9 ma długość około 30-50 nukleotydów u R. norvegicus. ES 12 jest 

insercją w helisie H38, która jest związana z tworzeniem mostka między podjednostkami oraz 

wykazuje interakcje z ASF. W przypadku rybosomów R. norvegicus, insercja ta ma 90 

nukleotydów długości. ES 12 biegnie z tyłu centralnej wypukłości w kierunku LI. Przypuszcza
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się, że działa jako podpora, która wraz z cząsteczką 5S rRNA może brać udział w zazębianiu 

się zmian konformacyjnych tych fragmentów rybosomu, które oddziałują z domenami WC 

i DHU tRNA w miejscach A i P. Apikalna pętla ES 12 wykazuje interakcje z białkiem 

wiążącym 5S RNA (L15) w obrębie sekwencji specyficznej w tym białku jedynie dla 

eukariota.

Dodatkową wypukłość przypominającą palec (oznaczoną jako 4 na Rysunek 16E, F) 

obserwowano w tylnej części podjednostki O. cuniculus pod słupkiem białek P. Jest to insercja 

ES15 w helisie H45. Jest ona zbudowana z fragmentów rRNA o długości około 1(X) nt. 

Insercję w tym samym rejonie, długości 125 nukleotydów zaobserwowano również 

w rybosomach R. norvegicus, gdzie zidentyfikowano dodatkowych 90 nukleotydów również w 

obrębie helisy H29 [7]. Natomiast w strukturze podjednostki 60S T. cruzi i H. sapiens 

zidentyfikowano dużą helikalną strukturę, nazwaną kolcem, która występuje pomiędzy 

centralną wypukłością a helisą H38 po zewnętrznej stronie podjednostki 

(Rysunek 12 C, D)[ll].

• Domena III L-rRNA

Domena III jest zwartą, globulamą domeną, składającą się z helis H47 - H60 [1]. 

Zajmuje ona spodnią lewą część dużej podjednostki (Rysunek 18). Kształtem przypomina 

czteroramienną gwiazdę, której wierzchołki stanowią helisy: H48, H52, H57 i H58. 

Najbardziej rozległe oddziaływania domeny III mają miejsce z fragmentami domen I, IV i VI.

Strukturę domeny III stabilizują oddziaływania z czterema białkami, tj. z L2, L3, L22 

oraz L23 [1]. Najistotniejszym fragmentem są nukleotydy 1262-1621, które tworzą tunel 

wyjścia polipeptydu [50].

W obrębie domeny III zidentyfikowano dwie sekwencje wstawione w rybosomach 

ssaczych [14]. Występują one w helisach H52 (35 dodatkowych nukleotydów) oraz H54 

(insercja 40 nukleotydów).
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Rysunek 18. Położenie domeny III w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędowej 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer 
IFFK).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D, E - dolna, górna i środkowa część domeny IB oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
struktury Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui;
E - rotacja o 90" w prawo w stosunku do D.





i. / Struktura nhosomu eukariotyczneeo 36

• Domena IV L-rRNA

Domena IV zbudowana jest z helis H61 - H71. Zajmuje ona większą część płaszczyzny 

podjednostki 50S, która oddziałuje z 30S (Rysunek 19) [1]. Tworzy ona duży przekątny płat 

płaskiej powierzchni rybosomu i łączy się z domenami III i V po zewnętrznej stronie 

rybosomu.
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Rysunek 19. Położenie domeny IV w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędowej 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer IFFK; 
w helisie H69 brak nukleotydów w pozycjach 1952-1963).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C-D - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D - dolna i górna i część domeny IV oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie struktury 
Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui.

Helisy H67 - H71 stanowią najważniejszą część domeny IV i formują brzeg szczeliny 

miejsca aktywnego (por. Rysunek 12F). Jest to jeden z niewielu regionów 23S rRNA, który nie 

jest stabilizowany przez białka rybosomałne. Stwierdzono również interakcje helisy H69 

położonej w centralnym miejscu brzegu szczeliny z pętlą DHU cząsteczki tRNA zajmującej
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zarówno miejsce A (nukleotydy 11 i 12 tRNA oddziałują z nukleotydami 1914 i 1915 

23S rRNA; nukleotydy 25 i 26 tRNA oddziałują z nukleotydami 1913 i 1914 23S rRNA [5]), 

jak i miejsce P (nukleotydy 12 i 13 tRNA oddziałują z nukleotydami 1908 i 1909 23S rRNA; 

nukleotydy 25 i 26 tRNA oddziałują z nukleotydami 1922 i 1923 23S rRNA). W interakcjach 

z cząsteczką tRNA zajmującą rybosomałne miejsce P biorą również udział nukleotydy 

w pozycjach: 1916, 1918, 1926 oraz 1924. Oddziaływania te występują zarówno 

w rybosomach 80S [9] jak i 70S [5, 19]. Helisa H69 oddziałuje również z helisą h44 16S rRNA 

tworząc mostek między podjednostkami 40S i 60S. Fakt ten może mieć znaczący wpływ na 

dynamikę translacji, a szczególnie na sam mechanizm translokacji cząsteczek tRNA [9]. Pięć 

spośród nukleotydów helisy H68 jest zaangażowanych w oddziaływania z łodygą akceptorową 

cząsteczki tRNA w rybosomalnym miejscu E [5, 58]. Ponadto, część akceptorowa cząsteczki 

tRNA w miejscu A jest stabilizowana poprzez interakcje z nukleotydami 1942 i 1943 helisy 

H71 [5].

W obrębie całej domeny IV, jedynie nukleotydy 1654-1660 oraz \992-2000 helisy H61 

wykazują oddziaływania z białkiem rybosomalnym L3, helisa H66 wiąże białko L2, a helisa 

H62 odpowiada za interakcje z białkiem L14 [5, 55].

W helisie H63 domeny IV zidentyfikowano dużą insercję (560 nukleotydów w 

rybosomach ssaczych, [17]) nazwaną ES27. Helisa H63 zajmuje dolną część podjednostki 60S 

w płaszczyźnie między podjednostkami i biegnie od strony słupka białek P do wypukłości LI. 

ES27 umiejscowiona jest po stronie LI podjednostki (por. Rysunek 16 A-D). W strukturze 

rybosomów ssaczych jest ona widoczna jako wydłużony kolec (oznaczony jako 2 na 

Rysunku 17E, F) a w rybosomach S. cerevisiae przyjmuje charakterystyczną strukturę 

helikalną [9]. Struktura ta nie jest widoczna w podjednostce 60S T. lanuginosus, co wskazuje 

na jej niską zachowawczość [31]. ES27 najprawdopodobniej odgrywa rolę w regulowaniu 

dostępu czynników biorących udział w biosyntezie białka do tunelu wyjścia polipeptydu [59]. 

W przypadku rybosomów ssaczych zaobserwowano również delecję 15 nukleotydów 

w obrębie helisy H68 [17].
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• Domena V L-rRNA

Domena V, zawierająca helisy H72 - H93, jest umiejscowiona pomiędzy domenami 

IV i II (Rysunek 20). Centralna pętla domeny V, którą otaczają helisy H74, H89, H90, H93 i 

H73 stanowi centrum peptydylotransferazowe (PTC), którego funkcją jest synteza wiązania 

peptydowego oraz uwalnianie utworzonego polipeptydu z peptydylo-tRNA podczas terminacji 

translacji [1]. Domenę V można podzielić na trzy strukturalne regiony. Pierwszy rozpoczyna 

się helisą H75 i tworzy miejsce wiązania białka LI. Drugi zawiera helisy H80 - H88, położony 

jest między cząsteczką 5S rRNA i domeną II. Trzeci region (helisy H89 - H93) rozciąga się w 

kierunku domeny VI i pomaga stabilizować miejsce wiązania czynników elongacyjnych na 

rybosomie [24]. Wykazano, że helisy H80 i H93 23S rRNA są zaangażowane w oddziaływania 

z końcem CCA cząsteczek tRNA zajmujących rybosomałne miejsca P i E, natomiast 

nukleotydy tworzące helisę H89 silnie oddziałują z pętlą T'PC oraz końcem CCA cząsteczki 

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, że ma ona 

długość 30-50 nukleotydów i jest odpowiedzialna za dodatkową masę w strukturze rybosomów 

w dolnej części podjednostki od strony wypukłości LI (ES30 przedstawiona jest jako 5 na 

Rysunku 16E, F). Dodatkowa sekwencja około 65 nukleotydów (ES31) znajduje się w helisie 

H79. Stwierdzono, że w związku z obecnością ES31 w podjednostce S. cerevisiae, helisa H79 

wykazuje interakcje z domenami 1 i III [9]. Ponadto H79 ułożona jest warstwowo nad helisą 

H76, która z kolei stanowi podstawę wypukłości LI. Takie ułożenie helis może mieć wpływ na 

duże zmiany konformacyjne w obrębie wypukłości LI w rybosomie S. cerevisiae. Co więcej, 

ES31 bierze udział w tworzeniu mostka między podjednostkami.
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Rysunek 20. Położenie domeny V w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędowej 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer IFFK; 
brak nukleotydów 137-236 stanowiących helisy H77, H78 i fragment H76).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D, E - górna, dolna i środkowa część domeny V oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie 
struktury Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui.
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• Domena VI L-rRNA

Najmniejsza z domen L-rRNA, domena VI, zbudowana jest z helis H94 - HlOl i tworzy 

dużą część powierzchni podjednostki bezpośrednio poniżej słupka białek P [1]. Domena ta 

kształtem przypomina literę X (por. Rysunek 21 D).
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Rysunek 21. Położenie domeny VI w strukturze Il-rzędowej i Ill-rzędoweJ 23S rRNA 
H. marismortui (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer AF034620 oraz [23], numer 
IFFK)).
Kolorami i numerami zaznaczone zostały poszczególne helisy.
A, C, D, E - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej;
C, D, E - górna i dolna część domeny VI oraz odpowiadająca im lokalizacja na diagramie struktury 
Il-rzędowej 23S rRNA H. marismortui 
D - rotacja o 90" w lewo w stosunku do C.
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Najbardziej interesującym fragmentem tej domeny jest pętla sarcyny-rycyny (ang. sarcin- 

ricin loop, SRL), którą kształtuje hełisa H95. Nazwa SRL związana jest z bliskością: 

(1) miejsca w L-rRNA podlegającego selektywnej depurynacji przez grupę roślinnych 

białkowych rybotoksyn określanych mianem RIP (ang. ribosome inactivating protein), takich 

jak rycyna; (2) miejsca cięcia L-rRNA przez endorybonukleazy , których przedstawicielem jest 

a-sarcyna. Stwierdzono, że rybosomy ulegają całkowitej inaktywacji po hydrołizie tyłko 

jednego wiązania fosfodiestrowego w tej pętli [64], SRL jest zasadnicza dla wiązania czynnika 

uwalniającego RF3, czynników elongacyjnych EF-G (nukleotydy 2655 i 2659-2663 [24, 65]) 

i EF-Tu (nukleotydy 2654-2665 [25, 66]) oraz czynnika inicjującego IF-2 [67].

W domenie VI występują dwie zasadnicze insercje, wpływające na odmienny wygląd 

rybosomów 80S w porównaniu z 70S (Rysunek 16). Są to: ES39, długości 200 nukleotydów, w 

helisie H98 oraz ES41 - długości 20 nt w HlOl. O ile sekwencja wstawiona ES41 ma 

zachowawczy charakter w rybosomach eukariotycznych [9, 15, 17], to w przypadku ES39 

obserwowano różnice w ułożeniu strukturalnym tej sekwencji w rybosomach 5. cerevisiae 

i T. lanuginosus [31]. Stwierdzono, że jedna z helis ES39 przybiera kształt palca w tylnej 

części podjednostki 60S S. cerevisiae i kieruje się do wyjścia tunelu polipeptydu. W 

rybosomach T. lanuginosus ta część ma zasadniczo odmienną strukturę. Ulega ona rotacji o 

45° od wyjścia tunelu polipeptydu i w ten sposób znajduje się w bliskim sąsiedztwie klastra 

białek L4/L18/L32. Podobną pozycję ES39 obserwowano w strukturach krioelektronowych 

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

• 5S rRNA

Najmniejszym komponentem dużej podjednostki, obecnym we wszystkich rybosomach, 

jest 5S rRNA. Jest to cząsteczka o długości około 120 nukleotydów i masie ok. 40 kDa [53]. 

Pomimo tego, że znana jest struktura trzeciorzędowa zarówno nieskompleksowanego 5S rRNA 

[69-71], poszczególnych syntetycznych helis tej cząsteczki [72-75] a także w rybosomie, 

którego 5S rRNA stanowi nierozłączną część [1, 5, 9, 76], (Rysunek 14C oraz Rysunek 22B), 

dokładna rola jaką pełni cząsteczka 5S rRNA w procesie translacji pozostaje niewyjaśniona. 

Sugeruje się, że może ona działać jako przekaźnik sygnału pomiędzy centrum 

peptydylotransferazowym rybosomu a domeną II L-rRNA odpowiedzialną za proces 

translokacji [53, 77, 78]. Inna proponowana funkcja 5S rRNA miałaby polegać na 

utrzymywaniu stabilności dużej podjednostki rybosomalnej [78]. Funkcjonalna ważność 

cząsteczki 5S rRNA została wykazana u E. coli, gdzie delecja więcej niż jednego genu
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kodującego 5S rRNA skutkowała osłabieniem szybkości wzrostu bakterii [79]. Wykazano 

również, że natywna cząsteczka 5S rRNA jest naturałnym leadzymem, który tnie specyficznie 

inne cząsteczki RNA w obecności jonów ołowiu. Aktywność leadzymu 5S rRNA może być 

ważnym aspektem toksyczności ołowiu w żywych komórkach [80].

Na strukturę 5S rRNA składa się pięć helis: (I-V), dwie pętle apikalne (C, E), dwie pętle 

wewnętrzne (B, D) oraz region zawiasowy (A), zorganizowane w splot trzech helis. Strukturę 

II-rzędową5S rRNA przedstawia Rysunek 14B oraz Rysunek 22B.
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Rysunek 22. 5S rRNA.
A - struktura Ill-rzędowa 5S rRNA w krysztale podjednostki 50S H. marismortui wraz 
z oddziałującymi białkami (na podstawie [53]);
B - struktura U-rzędowa 5S rRNA H. marismortui, pobrana z [22], numer AF034620.

Interesującą cechą helisy H I jest obecność tandemowo ułożonych par G U 

stabilizowanych przez trzy cząsteczki wody, które pośredniczą w interakcjach między 

nukleotydami i rekompensują w ten sposób brak bezpośrednich oddziaływań 

wodorowych [72]. Helisa H II 5S rRNA stanowi miejsce wiązania białek rybosomalnych 

i czynnika tranksrypcyjnego IIIA (TFIIIA). Konserwatywnym regionem w tej hełisie jest 

wypętlenie jednego nukleotydu [74], które prawdopodobnie służy jako miejsce wiązania białek 

[81]. Helisa H III zawiera dwa lub trzy wypętlone nukleotydy w części 3’, które są wysoce 

konserwatywne zarówno u prokariota jak i eukariota. Jednak to jakie nukleotydy są wypętlone, 

oraz regiony otaczające je, różnią się u różnych organizmów. W przypadku 5S rRNA Xenopus 

laevis, dwie wypętlone adenozyny są zasadnicze dla wysoce specyficznego wiązania białka 

rybosomalnego L5 [73, 82]. Adenozyny te są ulokowane w małej bruździe helisy RNA 

i ułożone są powyżej sąsiadującej od strony 3’ adenozyny [83]. Interesującą cechą helisy H IV 

jest struktura rzadkiej pary zasad GC, która przyjmuje chwiejną konformację 

(ang. wobble-like) jako rezultat protonacji cytozyny. Ta para zasad jest stabilizowana przez
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cząsteczki wody oraz interakcje RNA-RNA [84]. Ponadto w helisie H IV występuje motyw 

tandemowo ułożonych par G U, w którym guanozyny są ułożone warstwowo, jednak po 

przeciwnych stronach nici [85]. W strukturze krystalicznej pętli D 5S rRNA Thermus flavus 

wykazano, że pętla ta wykazuje charakterystyczne cechy konserwatywnej klasy pętli 

czteronukleotydowych 5’-GNRA-3’ [86]. W strukturze tej, guanina z końca 5’ pętli D (G87) 

oddziałuje z adeniną z końca 3’ poprzez dwa wiązania wodorowe. Natomiast C88 oraz G89 są 

zwrócone w kierunku wody i nie tworzą wiązań wodorowych z żadnymi innymi nukleotydami. 

W organizmach prokariotycznych, pętla E jest miejscem wiązania rybosomalnego białka L25 

[87]. W strukturze tej pętli zaobserwowano wiele niekanonicznych par zasad [88, 89]. 

Najbardziej widoczną różnicą w cząsteczce 5S rRNA między eukariota i archebakteria a 

eubakteria jest struktura pętli E. W przypadku eubakteria obie nici tworzące tą wewnętrzną 

pętlę są równej długości, natomiast u eukariota pętla od strony 5’ jest dłuższa o jeden 

nukleotyd. W rezultacie tworzy się jednonunkleotydowe wypętlenie. Ponadto u tych 

organizmów, struktura pętli E wykazuje bardzo duże podobieństwo do motywu strukturalnego 

znalezionego w domenie sarcyny-rycyny L-rRNA [90-92].

• Rozmieszczenie białek rybosomalnych w podjednostce 60S

W strukturze dużej podjednostki rybosomalnej 60S S. cerevisiae zidentyfikowano 45 

białek, z czego 28 posiada swoje homologi w organizmach prokariotycznych [9], a 19 jest 

konserwatywnych we wszystkich trzech królestwach organizmów żywych [12]. Szczegółową 

lokalizację białek rybosomalnych przedstawiłam w strukturze krystalicznej podjednostki 50S 

H. marismortui na Rysunku 23.

Podjednostka bakteryjna 50S zawiera 36 białek rybosomalnych. Stwierdzono, że 

płaszczyzna 60S między podjednostkami jest bardzo uboga w białka [12]. Natomiast tunel 

wejścia mRNA, miejsce przyłączania czynników elongacyjnych w obrębie wypukłości L7/L12 

oraz wyjście tunelu mRNA jest zbudowane głównie z rybosomalnych białek (Rysunek 23).
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Rysunek 23. Struktura Ill-rzędowa dużej podjednostki rybosomalnej 50S (struktura pobrana 
z [23] numer IFFK).
Kolorem jasnoniebieskim zaznaczono 23S rRNA, pozostałymi kolorami - białka.
A - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony zewnętrznej.

Poza białkami, które posiadają swoje prokariotyczne odpowiedniki, w mapach krio-EM 

rybosomu S. cerevisiae [9] zidentyfikowano dwanaście regionów z dodatkowymi białkami. 

Stwierdzono, że większość z nich położona jest po zewnętrznej stronie podjednostki 

(Rysunek 24). Duże zgrupowanie białek wchodzące w skład rozciągniętego słupka zostało 

zidentyfikowane jako kompleks P0(P1/P2)2 [93], odpowiednik bakteryjnego kompleksu

L10(L7/L12)4. Słupek ten ma inną orientację u S. cerevisiae niż u organizmów 

prokariotycznych (Rysunek 12A). Co interesujące, słupek białek P0/P1/P2 posiada boczny 

płat, który ulokowany jest w bliskiej odległości od N-końcowej domeny białka L12. Dokładnie 

w tej pozycji występują w rybosomach eukariotycznych interakcje z czynnikiem elongacyjnym 

EF2. Oddziaływania takie nigdy nie były obserwowane w przypadku kompleksów 70S*EF-G 

E. coli (czynnik elongacyjny EF-G spełnia tę samą funkcję u prokariota jak czynnik 

elongacyjny EF-2 u eukariota). Podstawą tej specyficznej i unikatowej interakcji białek P 

z EF-2 jest możliwość dyskryminacji białek P między czynnikami: EF-G i EF-2.
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Rysunek 24. Położenie białek w dużej podjednostce rybosomu S. cerevisiae [9].
Kolorami zaznaczono: niebieski - 25S rRNA, pomarańczowy - białka. Białka homologiczne z białkami 
prokariota przedstawiono jako łańcuchy i oznaczono nazwami. Białka, dla których nie znane są 
homologi prokariotyczne przedstawiono jako dodatkowa masa i oznaczono cyframi rzymskimi.
A - widok od strony oddziaływania podjednostek;
B - widok od strony słupka białek P;
C - widok od strony wypukłości LI.

Podobnie jak w przypadku małej podjednostki rybosomalnej, dokładna rola białek 

poznana została jedynie w kilku przypadkach (Tabela 2). Białka LI oraz L16/L27 mogą brać 

udział w, odpowiednio, uwalnianiu i wiązaniu cząsteczki tRNA do rybosomu [12]. Białka L4 

i L22, które położone są w tunelu wejścia mRNA, warunkują odporność na antybiotyki 

makrolidowe. Ponadto sugeruje się oddziaływanie L22 z nowoutworzonym łańcuchem 

peptydowym i regułację syntezy poszczególnych białek. Sugeruje się również wpływ L9 na 

stabilność cząsteczki tRNA oraz ruch mRNA. Wykazano również negatywny wpływ mutacji 

w obrębie genu kodującego białko L9 na efektywność procesu translacji.
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Białko Funkcja
L5 oddziaływanie z tRNA w miejscu P oraz 5S rRNA
L9 wpływ na efektywność biosyntezy białka
LII sugerowany udział w procesie translokacji
L16 (LlOe) prawidłowe umiejscowienie domeny akceptorowej tRNA w miejscu A oraz 

P; oddziaływanie z czynnikiem odzyskującym rybosomu (ang. ribosome 
recycling factor, RRF)

L4/L22 regulacja translacji poprzez oddziaływanie z nowozsyntetyzowanym 
połipeptydem

L23/L24 obecne w tunełu wyjścia polipeptydu
L27 oddziaływanie z domeną akceptorową tRNA w miejscu P oraz z RRF
L29 ulokowane w sąsiedztwie tunelu wyjścia polipeptydu; sugeruje się udział w 

tworzeniu miejsca wiązania cząsteczki SRP (ang. signal recognition particle, 
SRP)

Tabela 2. Przykłady rybosomalnych białek dużej podjednostki eukariotycznej o znanych 
funkcjach (na podstawie [12,45,46]).

3.1.2 Wpływ jonów metali na stabilność rybosomu.

Dla prawidłowego fałdowania i utrzymywania stabilności dużych molekuł zbudowanych 

z kwasów nukleinowych, a w szczególności z RNA, niezbędne są jedno- i dwuwartościowe 

jony metali. Wiadomo, że zarówno struktura jak i funkcja rybosomu jest silnie uzależniona od 

obecności jonów metali, a w szczególności jonów magnezu Mg^"^, sodu Na"^ oraz potasu K^. 

Jony Mg^^ pełnią funkcję w neutralizowaniu ujemnie naładowanych reszt fosforanowych 

szkieletu RNA. Natomiast jony oraz Na"^ mają udział w stabiłizacji struktury 

trzeciorzędowej RNA. Dla przykładu, asocjacja in vitro małej i dużej podjednostki 

rybosomalnej w celu utworzenia aktywnego rybosomu silnie zależy od stężenia jonów 

Mg^"^ [94]. Zbyt małe stężenie jonów Mg^"^ podczas wzrostu E. coli powoduje zmniejszenie 

iłości powstających rybosomów. Na tej podstawie możemy wnioskować o funkcjonalnej 
ważności jonów Mg^"^ dla składania i strukturalnej integralności rybosomów. Inne rybosomałne 

funkcje, na które wpływ mają jony Mg^"^ to zależna od poli(U) polimeryzacja fenyloalaniny, 

wiązanie polinukleotydów do rybosomów oraz przyłączanie rybosomów do membrany 

retikułum endopłazmatycznego. O znaczeniu jonów dla struktury i funkcji rybosomu może 

świadczyć całkowite i nieodwracałne zahamowanie aktywności rybosomów oraz znaczne 

rozfałdowanie ich struktury obserwowane w przypadku braku jonów K'^ w ich otoczeniu. Co 

interesujące, zaobserwowano, że rybosomy E. coli ulegają dysocjacji na podjednostki pod 

wpływem wysokich stężeń K"^. Dzieje się to prawdopodobnie dlatego, że jony konkurują
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z jonami Mg^'^o miejsca wiązania na powierzchni rybosomu, które są absolutnie wymagane do 

asocjacji podjednostek.

W strukturze krystalicznej podjednostki 50S H. marismortui zidentyfikowano 116 jonów 

Mg2* oraz 88 jednowartościowych kationów, które wiążą się głównie do rRNA [94]. Stężenie 

tych jonów jest najwyższe w regionach silnie konserwatywnych we wszystkich królestwach 

organizmów. Prawie połowa wszystkich jonów Mg^"^ oraz jedna trzecia jonów oddziałuje 

z centrum peptydylotransferazowym w domenie V L-rRNA oraz z regionami 

konserwatywnymi w domenie II i IV w pobliżu domeny V.

Najczęstszym motywem wiążącym jony metali w L-rRNA są helikalne wypętlenia lub 

połączenia między helisami, które przerywają ciągi adenozyny oddziałujące warstwowo. Jony 

jednowartościowe oddziałujące z rybosomem mogą być podzielone na cztery klasy, 

w zależności od miejsc ich wiązania: (1) jony, które wiążą się do dużej bruzdy helisy RNA, 

(2) jony, które wiążą się wyłącznie do białek rybosomalnych, (3) jony, które wiążą się 

w regionach pomiędzy rybosomalnymi białkami a RNA, oraz (4) jony, które wiążą się 

do określonych motywów strukturalnych RNA. Najczęstszym miejscem wiązania 

jednowartościowych jonów metali w L-rRNA są guanozyny, często w kontekście 

strukturalnym chwiejnej pary G-U, z którą oddziałuje warstwowo para zasad G-C.

Istnieją dwie główne drogi, poprzez które jony metali mogą stabilizować III- lub 

IV-rzędową strukturę dużej podjednostki rybosomalnej. Po pierwsze, jony metali mogą 

wpływać pośrednio na interakcje trzeciorzędowe w 23S rRNA poprzez lokalną stabilizację 

struktury drugorzędowej rRNA. Jony metali znajdowane są w płaszczyznach pomiędzy 

niezależnie sfałdowanymi segmentami RNA jak i w płaszczyznach pomiędzy rybosomalnymi 

białkami i RNA. W ten sposób mogą bezpośrednio wpływać na strukturę III- i IV-rzędową 

RNA.

3.1.3 Interakcje pomiędzy podjednostkami rybosomalnymi.

Prawidłowy proces biosyntezy białka wymaga komunikacji między małą i duża 

podjednostką rybosomalną. Dla przykładu, sygnały z centrum dekodującego małej 

podjednostki do centrum peptydylotransferazowego dużej podjednostki mogą być 

przekazywane przez Ugandy, które oddziałują z oboma regionami (np. poprzez cząsteczki 

tRNA) lub poprzez mostki spajające dwie podjednostkami. Zatem struktura i dynamika
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mostków międzypodjednostkowych są niezwykle ważne dla zrozumienia mechanizmu 

biosyntezy białka.

Metodą mikroskopii krioełektronowej okreśłono położenie 13 mostków w rybosomach 

E. coli (BIa - Blc, B2a - B2e, B3, B4, B5a - B5b i B6) [19]. Natomiast z użyciem metod 

rentgenograficznych określono dokładne położenie mostków łączących podjednostki rybosomu 

70S T. thermophilus [5]. Na podstawie analizy porównawczej map krio-EM rybosomów 

eukariotycznych stwierdzono, że wszystkie mostki zidentyfikowane u organizmów 

prokariotycznych mają swoje odpowiedniki w rybosomach 80S. Ta znacząca konserwatywność 

obrazuje funkcjonalną ważność mostków spinających podjednostki rybosomu. Większość 

oddziaływań między podjednostkami to kontakty RNA-RNA, jednak zidentyfikowano również 

kilka mostków RNA-białko oraz jeden mostek białko-białko.

W strukturze rybosomu 5. cerevisiae uzyskanej z rozdzielczością 15 A uwidoczniono 

mostki eBl-eB7, które mają swoje odpowiedniki bakteryjne, oraz nowe mostki eB8 - eBll, 

charakterystyczne wyłącznie dla rybosomów eukariotycznych (Rysunek 25).

A B
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Rysunek 25. Umiejscowienie mostków między podjednostkami 40S i 60S w rybosomie 80S 
S. cerevisiae. (na podstawie [9])
Mała podjednostką 40S (A) oraz duża podjednostką 60S (B) ukazane zostały od strony oddziaływania 
podjednostek. Mostki między podjednostkami oznaczono kolorem czerwonym. Mostki występujące u 
prokariota oznaczono B1-B7, dodatkowe mostki występujące jedynie u eukariota oznaczono eB8-eBl 1 
i opisano kolorem czerwonym (patrz również Tabela 5).

Dwa mostki, Bla i Bib, łączą wierzchołek podjednostki 40S z centrałną wypukłością 

podjednostki 60S. Pętla apikalna helisy H38 25S rRNA (palec miejsca A, ASF) oddziałuje z 

białkiem S15 podjednostki 40S tworząc mostek Bla (Tabela 3) [9]. W przypadku rybosomów
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70S, białkowym komponentem tego mostka jest SI3. Ta różnica między elementami 

tworzącymi mostek Bla u pro- i eukariota wydaje się być zależna od gatunku z dwóch 

zasadniczych powodów. Po pierwsze, białko S13 występuje w innej pozycji w rybosomach 

pro- i eukariotycznych. Po drugie, w przypadku T. thermophilus nie występuje C-terminalne 

wydłużenie tego białka, oddziałujące z tRNA w miejscu P u eukariota. W górnej części 

rybosomu O. cuniculus [17] również znaleziono słabe oddziaływanie (nazwane eBl) pomiędzy 

wierzchołkiem małej podjednostki a centrałną wypukłością podjednostki 60S. Oddziaływanie 

to jest znacznie słabsze niż analogiczny mostek Bla u prokariota.

Drugi z mostków łączących wierzchołek 40S z centrałną wypukłością 60S to Bib, jedyny 

mostek utworzony wyłącznie przez oddziaływanie białek rybosomalnych. Są to białka: S18 

małej podjednostki i LI 1 dużej podjednostki.

Większość mostków, które łączą główną część podjednostki 60S z podstawą i platformą 

podjednostki 40S leży w przybliżeniu wzdłuż trzech równoległych linii, biegnących z górnej 

do dolnej części podjednostek [9]. Mostki leżące na linii najbliżej ramienia 40S lub słupka 

białek P 60S to: B2a, B3, B5a, B5b, eBlO i eBll (Rysunek 25). Mostki B2a, B3 i B5b 

utworzone są przez oddziaływania między małymi bruzdami helisy h44 18S rRNA i helisami 

domeny IV 25S rRNA. W strukturze rybosomu 80S O. cuniculus zidentyfikowano również 

mostki B2a i B3 (nazwane EB2 i EB3) w obrębie szczeliny miejsca aktywnego [17]. B2 łączy 

górną część szczeliny miejsca aktywnego podjednostki 60S z platformą małej podjednostki. 

Jest on tworzony przez oddziaływania helisy H69 L-rRNA z końcem helisy h44 18S rRNA. 

Natomiast mostek B3 łączy ścianę szczeliny miejsca aktywnego z punktem położonym 

bezpośrednio poniżej mostka B2 w regionie platformy [17]. Mostek B5a powstał dzięki 

oddziaływaniom pomiędzy helisą h44 18S rRNA i białkiem L23 podjednostki 60S.

Kierując się w dół hipotetycznej linii łączącej te mostki, znajdujemy dodatkowe mostki 

eBlO i eBll, które są najsilniejszymi oddziaływaniami w rybosomie S. cerevisiae. eBlO 

utworzony jest przez oddziaływanie RNA-RNA pomiędzy hełisami hll 18S rRNA i H65 

25S rRNA. Sugeruje się również udział specyficznego dła eukariota białka w tworzeniu tego 

mostka, co tłumaczyłoby dlaczego ta interakcja nie jest obserwowana w rybosomach 

prokariotycznych. eBll jest utworzony przez oddziaływania między helisą h9 18S rRNA 

i sekwencją wstawioną w helisie HlOl 25S rRNA.

Helisa h44 18S rRNA ulega zagięciu w strukturze rybosomu w kierunku ramienia 

podjednostki 40S i bierze przez to udział w tworzeniu lewej stopy, charakterystycznej 

wyłącznie dla rybosomów 80S [9]. To zagięcie znajduje się mniej więcej w pozycji mostka 

B5b. Nieco poniżej znajduje się kolejny mostek, który powstał poprzez oddziaływania helisy
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h44 18S rRNA. Jest to mostek B7. Partnerem w tym oddziaływaniu jest białko L24 

podjednostki 60S. Mostek B7 został wcześniej znałeziony w rybosomie 70S 

T. thermophilus [5], gdzie nazwano go mostkiem B6. Białko L24 nie posiada homologu 

w rybosomach 70S, dlatego sądzi się, że mostek B6 może być u T. thermophilus tworzony 

przez analogiczne białko. Kontakt ten został przypisany białku LI9 u prokariota [5].

40S 60S
MOSTEK TYP Komponent Przybliżona

pozycja Komponent Przybliżona
pozycja

eBl a białko-RNA S15 12 H38 889
eBlb/c białko-białko S18 LII
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-białko h22 671 L2

RNA-białko h23 713 L2
L43

eB3 RNA-RNA h44 1420/1481 H71 1948/1960
eB4 RNA-RNA hll 247 H34 711/720

RNA-RNA h20 583/761 H34 716
białko-RNA S13 H34 716

eB5a RNA-białko h44 1422 bb L23
eB5b RNA-RNA h44 1428/1472 H62 1689/1704
eB6 RNA-białko hl4 343 L23
eB7 RNA-białko h44 1446 L24 47
eB8 białko-RNA Sx H79 sekw. wstawiona
eB9 białko-białko Sx Lx

RNA-białko h21 sekw. wstawiona
eBlO RNA-RNA hll 272 H63 1713/1747

białko-RNA Sx
eBll RNA-RNA h9 187 HlOl sekw. wstawiona

białko-RNA Sx

Tabela 3. Mostki między podjednostką 40S a 60S (na podstawie [9]).

Mostki B2b, B2c oraz B4 leżą wzdłuż środkowej łinii wyznaczającej ułożenie mostków 

w rybosomie 80S (Rysunek 25). B2b i B2c są uformowane przez interakcje RNA-RNA, 

w które zaangażowana jest domena IV 25S rRNA [9]. W tworzeniu mostka B2b biorą udział 

helisy h24 oraz 3’-końcowa helisa 18S rRNA, h45. Mostek B2c jest tworzony przez helisę h27 

18S rRNA. B4 został wcześniej zidentyfikowany u T. thermophilus [5] jako kontakt między 

białkiem małej podjednostki S13 oraz hełisą H34 23S rRNA. W przypadku 5. cerevisiae
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mostek ten jest również tworzony przez S13 i H34, jednak wydaje się angażować również 

dodatkowe interakcje H43 z helisami hlO i hl 1 18S rRNA.

Trzecia linia wyznaczająca położenie mostków od strony LI podjednostki 60S zawiera 

mostki B2d, B2e oraz eB9 (Rysunek 25). B2d jest tworzony w wyniku oddziaływań h23 18S 

rRNA w części platformy 40S oraz małą bruzdą helisy H68 domeny IV 25S rRNA. B2e został 

wcześniej zidentyfikowany w rybosomach E. coli [19] jako mostek B8. B2e jest kontaktem 

typu RNA-białko a częścią białkową jest L2. Wykazano, że obecność białka L2 jest zasadnicza 

dla rybosomów 70S E. coli podczas asocjacji podjednostek 30S i 50S [95]. W przypadku 

5. cerevisiae, również białko L43 wydaje się brać udział w tym kontakcie, a komponentem 

pochodzącym z podjednostki 40S są u tego organizmu helisy h22 i h23 18S rRNA. Mostek 

eB9 jest tworzony przez komponenty, które są nieobecne w rybosomach 70S. Sugeruje się, 

że jest to białko specyficzne dla podjednostki 60S eukariota oraz sekwencja wstawiona 

w 18SrRNA.

Po najbardziej zewnętrznej stronie powierzchni oddziaływania podjednostek znajdują się 

dwa mostki, B6 oraz eB8 (Rysunek 25). B6 jest kontaktem między helisą hl4 18S rRNA 

i białkiem L23 60S [9]. W strukturze rybosomu O. cuniculus mostek ten zlokalizowano 

w dolnej części powierzchni oddziaływania podjednostek [17]. Natomiast mostek eB8 jest 

ulokowany nieco poniżej wypukłości LI [9, 17] i tworzony jest przez interakcje między 

białkiem specyficznym dla eukariotycznych 40S i sekwencją wstawioną w helisie H79 

25S rRNA. Ze względu na to, że H79 ułożona jest warstwowo nad helisą H76 tworzącą 

wypukłość LI, mostek eB8 może odrywać ważną funkcję w kontrolowaniu zmian 

konformacyjnych na dużą skalę, które mają miejsce w obrębie wypukłości LI.
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3.2 Funkcja rybosomu - biosynteza białka.

Zasadniczą funkcją rybosomu jest biosynteza białka. Rybosom pełni również funkcje w 

innych procesach w komórce, takich jak fałdowanie białek. U organizmów eukariotycznych, 

rybosom jest również związany z procesem transportu przez pory jądrowe.

3.2.1 Inicjacja procesu biosyntezy białka.

Inicjacja procesu translacji jest złożonym procesem, w którym cząsteczka inicjatorowego 

tRNA (Met-tRNAi) oraz podjednostki rybosomalne 40S i 60S są składane przy udziale 

czynników inicjatorowych (ang. eukaryotic initiation factors, elFs) w rybosom 80S. Proces ten 

obejmuje kilka etapów, wśród których wyróżniamy [96]:

1) Selekcję inicjatorowego tRNA z puli elongacyjnych cząsteczek tRNA przez eIF2 oraz 

wiązanie kompleksu potrójnego eIF2/GTP/Met-tRNAj. W ten sposób utworzony zostaje 

kompleks preinicjatorowy 43S (ang. preinitiation complex, PIC). Reakcja ta jest 

stymulowana przez czynniki elFl, elFlA, eIF3 i eIF3 zarówno in vitro [97-100] jak i in vivo 

[101-103].

2) Wiązanie 43S do mRNA. Najczęściej następuje poprzez wstępne rozpoznanie struktury 
kapu (m’G) na końcu 5’ mRNA przez eIF4E, który jest częścią składową czynnika eIF4F. Po 

tym następuje związanie 43S w bliskiej odległości od kapu. Drugorzędowa struktura mRNA 

w miejscu wiązania jest rozplatana przy udziale eIF4F, eIF4A oraz eIF4B [97].

3) Przesuwanie kompleksu 43S wzdłuż cząsteczki mRNA od miejsca związania w regionie 

5’UTR (region nie ułegający translacji, ang. untranslated region) w kierunku kodonu 

inicjatorowego. Kodonem tym jest najczęściej pierwszy tryplet o sekwencji AUG poniżej 

5’UTR, w odległości zazwyczaj -50 do -100 nt od kapu [96]. Utworzony zostaje kompleks 

preinicjatorowy 48S, w którym kodon inicjatorowy mRNA jest związany poprzez parowanie 

z antykodonem cząsteczki inicjatorowej tRNA.

W przesuwaniu kompleksu 43S wzdłuż mRNA biorą udział czynniki elFl, elFlA i eIF4F (co 

stwierdzono w układzie łudzkim, [104]) a także eIF5 (w komórkach S. cerevisiae, [98, 102, 

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

przez elFlA [100].

4) Hydroliza GTP zwijanego z eIF2. Etap ten jest stymulowany przez eIF5 [106, 107]. 

Kompleks GDP/eIF2 ulega oddysocjowaniu [97].
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5) Uwolnienie pozostałych czynników z kompłeksu 48S oraz przyłączanie podjednostki 60S, 

co wymaga obecności eIF5B [108]. Utworzony zostaje rybosom 80S z cząsteczką 

Met-tRNAi przyłączoną w miejscu P.

Podczas procesu inicjacji translacji, wymagana jest obecność oddzielnie występujących 

podjednostek 40S i 60S [97]. Dlatego też po każdym cyklu biosyntezy białka, rybosomy 80S 

muszą zostać uwolnione z cząsteczki mRNA jako oddzielne podjednostki, chronione przed 

ponownym niespecyficznym zasocjowaniem. Pomimo tego, że mechanizm postterminacyjnego 

odzyskiwania nie jest do końca poznany u eukariota, sugeruje się udział eIF3 oraz elFlA 

w zapobieganiu reasocjacji wolnych podjednostek 40S i 60S oraz w dysocjacji rybosomów 

80S.

3.2.2 Elongacja procesu biosyntezy białka.

Ponad czterdzieści lat temu Watson i Crick zaproponowali pierwszy mechanizm 

biosyntezy peptydu w rybosomie, postulując istnienie dwóch miejsc; A - do którego przyłącza 

się tRNA niosący aminokwas (AA-tRNA) oraz P - w którym zlokalizowany jest 

peptydylo-tRNA (P-tRNA). Zgodnie z tym modelem, związanie kolejnego AA-tRNA uwalnia 

deacylowany tRNA, natomiast na rybosomie znajduje się P-tRNA [109]. Klasyczny model 

dwumiejscowy został zastąpiony przez model trójmiejscowy wraz z odkryciem rybosomalnego 

miejsca E (miejsce wyjścia, ang. exit site) przez Nierhausa i współpracowników [110]. 

W 1990 roku Nierhaus opisał model, w którym postulował większą łiczbę miejsc aktywnych w 

rybosomie i bardziej złożone mechanizmy translacji. Jest to allosteryczny trójmiejscowy model 

translacji (ang. allosteric three-site model) [111, 112]. Charakteryzuje się on obecnością 

w rybosomie zawsze dwóch cząsteczek tRNA, znajdujących się w odmiennych stanach 

translokacyjnych. W stanie pretranslokacyjnym, w miejscu A znajduje się AA-tRNA, 

natomiast w miejscu P znajduje się P-tRNA. W stanie posttranslokacyjnym obsadzone są 

również dwa miejsca i są to: miejsce P przez P-tRNA oraz miejsce E przez deacylowany tRNA 

(D-tRNA). Drugą charakterystyczną cechą modelu trój miejscowego jest wzajemne 

allosteryczne oddziaływanie między miejscami A i E. Zgodnie z definicją allosterii, następuje 

zmiana struktury cząsteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) powodująca zmianę 

powinowactwa do ligandu (czyłi do tRNA). W przypadku procesu elongacji efekt allosterii 

objawia się tym, że AA-tRNA zmienia strukturę rybosomu obniżając powinowactwo
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deacylowanego tRNA do miejsca E i odwrotnie, jeżeli deacylowany tRNA zlokalizowany jest 

w miejscu E, to w miejscu A występuje obniżone powinowactwo do AA-tRNA. Dzięki 

dowodom wskazującym na istnienie dwóch dodatkowych hybrydowych miejsc wiązania, A/P 

oraz P/E [113-115] oraz więcej niż jednego miejsca E zaproponowano istnienie kilku (siedmiu 

lub więcej) miejsc wiązania tRNA na rybosomie oraz udokładniony model elongacji 

biosyntezy białka. W głównych założeniach modełu stanu hybrydowego (ang. hybrid-site 

model), w rybosomie podczas elongacji istnieją stany pośrednie, w których dwa końce tRNA 

mogą znajdować się w różnych miejscach podjednostek. Oznacza to, że tRNA może 

równocześnie zajmować na przykład miejsce A w podjednostce 30S i miejsce P podjednostki 

50S, tj. antykodon tRNA oddziałuje z kodonem mRNA w miejscu A małej podjednostki, 

podczas gdy koniec akceptorowy znajduje się miejscu P dużej podjednostki. Taki stan może 

powstać na skutek przechyłenia się cząsteczek tRNA lub ruchu podjednostki 50S względem 

podjednostki 30S.

W trakcie elongacji łańcucha polipeptydowego w rybosomie mają miejsce trzy 

zasadnicze procesy [21]:

- rozpoznanie mRNA - AA-tRNA poprzez oddziaływanie kodon - antykodon,

- utworzenie wiązania peptydowego,

- przesunięcie tRNA i mRNA wzdłuż rybosomu (translokacja). •

• Rozpoznanie mRNA - AA-tRNA poprzez oddziaływanie kodon - antykodon

Podczas pierwszego etapu elongacji, następuje przyłączenie AA-tRNA do 

rybosomalnego miejsca A, w procesie zależnym od GTP, katalizowanym przez czynnik 

elongacyjny eEFl [116]. Czynnik eEFl (podobnie jak jego prokariotyczny odpowiednik, 

EF-Tu) składa się z trzech domen [117]. Domena I, nazywana też domeną G’, zbudowana jest 

z ok. 200 aminokwasów u prokariota i odpowiedzialna jest za wiązanie GTP lub GDP. 

U organizmów eukariotycznych, stwierdzono, że domena G’ posiada duże sekwencje 

wstawione, jednak żadna z nich nie wpływa zasadniczo na funkcjonowanie czynnika. 

Pozostałe domeny, II i III, są zbudowane z ok. 1(X) reszt aminokwasowych i przybierają kształt 

P-baryłki.

eEFl tworząc kompleks potrójny z GTP i AA-tRNA (Rysunek 26 A), ochrania przed 

hydrolizą wiązanie estrowe i dostarcza AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A [21] i prace 

tam cytowane]. W miejscu tym zachodzi dwuetapowa selekcja AA-tRNA zależna od kodonu:
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(a) wstępna selekcja przed hydrolizą GTP związanego z eEFl (ang. initial selection) oraz

(b) selekcja korekcyjna po hydrolizie eEFl/GTP, ale przed utworzeniem wiązania 

peptydowego (ang. proofreading) [116]. Podczas pierwszego etapu selekcji, kompleks 

potrójny eEFl/GTP/AA-tRNA tworzy labilny wstępny kompleks inicjatorowy z rybosomem. 

Ten etap przebiega niezależnie od sekwencji kodonu mRNA [118]. Następujące po nim 

rozpoznanie odpowiedniego kodonu przez antykodon AA-tRNA powoduje stabilizację 

kompleksu potrójnego przez oddziaływanie AA-tRNA z mRNA w centrum dekodującym 

rybosomu. Tworzenie stabiłnego kompleksu jest preferowane kiedy w pozycji 37 antykodonu 

cząsteczki tRNA znajduje się reszta purynowa [119]. Stwierdzono również, że formowanie 

dupleksu kodon-antykodon prowadzi do zmian konformacyjnych w regionach małej 

podjednostki rybosomalnej, gdzie występują konserwatywne reszty A1492, A1493 oraz 

G530 [42].

GDPNP

IRNA"

Rysunek 26. Struktura czynnika elongacyjnego EFl. (na podstawie [117])
A - struktura kompleksu potrójnego EF-Tu/GDPNP/AA-tRNA z T. auaticus.
GDPNP - niehydrolizowalny analog GTP. Cyframi oznaczono domeny czynnika elongacyjnego (I, II, 
III).
B - struktura czynnika elongacyjnego eEFl S. cerevisiae. Cyframi oznaczono domeny czynnika 
elongacyjnego (I, II, III). Kolorem szarym przedstawiono fragment katalityczny czynnika 
wymieniającego nukleotyd (eEFlBa).

Oddziaływanie kodon-antykodon jest sygnałem aktywującym centrum GTPazowe 

rybosomu ze związanym kompleksem eEFl/GTP/AA-tRNA, w wyniku czego ma miejsce 

hydroliza GTP. W wyniku tej reakcji powstają GDP oraz nieorganiczny fosforan Pi. Lokalne
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zmiany stnikturalne w centrum dekodującym powodują na tym etapie globalne zmiany 

podjednostki 40S, która przybiera bardziej zamkniętą konformację [120]. Badania z użyciem 

techniki smFRET (ang. single molecule fluorescence energy transfer) sugerują, że AA-tRNA 

przyjmuje bardziej otwartą konformację niż w poprzednich stanach [115]. Ramię 

antykodonowe AA-tRNA w rybosomie ulega reorientacji poprzez pochylenie się fragmentu 

cząsteczki tRNA na złączeniu ramienia antykodonowego i DHU w pozycjach 44, 45 i 26 [25]. 

W przypadku eEFl również obserwowano zmiany konformacyjne na tym etapie elongacji. 

Występują one w obrębie domeny G’ i prowadzą do otwarcia hydrofobowej kieszeni eEFl 

prowadzącej do katalitycznej reszty histydyny His84 [121].

Po hydrolizie GTP następuje uwolnienie AA-tRNA z kompleksu eEFl/GDP. Koniec 

aminoacylowy cząsteczki AA-tRNA jest więc zdolny do przesunięcia się do centrum 

peptydylotransferazowego podjednostki 50S, aby mogło dojść do syntezy wiązania 

peptydowego w rybosomie.

• Utworzenie wiązania peptydowego w rybosomie

Kataliza wiązania peptydowego ma miejsce w centrum peptydylotransferazowym 

rybosomu (PTC). Na podstawie badań struktury atomowej dużej podjednostki rybosomalnej 

H. marismortui stwierdzono, że miejsce aktywne rybosomu jest zbudowane wyłącznie z rRNA 

- tworzą je nukleotydy centralnej pętli domeny V 23S rRNA [1, 2, 5]. Podobną strukturę 

miejsca aktywnego obserwowano również w przypadku Deinococcus radiourans [76]. W tych 

obszarach dużej podjednostki występują wysoce konserwatywne sekwencje L-rRNA zarówno 

w rybosomach pro- jak i eukariotycznych, co świadczy o ich zasadniczej funkcji w procesie 

translacji i o tym, że proces ten przebiega w ten sam sposób w rybosomach 70S i 80S. Z 

domeną V 23S rRNA oddziałuje 15 białek (Rysunek 27A). Najbliżej PTC znajdują się 

rybosomalne białka L2, L3, L4 i LlOe, które penetrują szkielet domeny V 23S rRNA i kierują 

swe nieglobulame „ogony” w kierunku PTC [50]. Jednakże ze struktury krystalicznej 

podjednostki 50S H. marismortui można wnioskować, że nawet najbliższe z białek nie 

znajduje się w takiej odległości do centrum aktywnego PTC, aby mogło pełnić aktywną 

funkcję jako katalizator w reakcji syntezy wiązania peptydowego (Rysunek 27B). Dzięki tym 

odkryciom można jednoznacznie wnioskować, że to 23S rRNA odgrywa główną rolę w 

katalizowaniu reakcji polimeryzacji reszt aminokwasowych w rybosomie. Można też sądzić, że 

białka rybosomalne pełnią rolę stabilizującą, utrzymując odpowiednią strukturę trzeciorzędową 

domeny V 23S rRNA, warunkującą jej aktywność [21 i prace tam cytowane]. Dzięki temu





3.2. Funkcja rybosomu - biosynteza białka 57

możemy umieścić rybosom, dający początek wszystkim białkowym enzymom, na liście 

naturalnie występujących rybozymów.

(i 23 5

Rysunek 27. Białka rybosomalne znajdujące się najbliżej PTC. (na podstawie [50])
A - struktura Ill-rzędowa fragmentu domeny V 23S rRNA (kolor czerwony) i oddziałujące z nią białka 
(pozostałe kolory);
B - miejsce aktywne rybosomu z usuniętą cząsteczką rRNA. Zaznaczono najbliższe białka i odległości 
(w A) do centrum aktywnego.

W sercu PTC znajduje się pięć wysoce konserwatywnych reszt: A2451, U2506, U2585, 

C2452 i A2602 (numeracja wg. E.coli) [122-124].

Połączenie aminokwasów kowalencyjnym wiązaniem peptydowym zachodzi między 

grupą a-aminową AA-tRNA znajdującego się w miejscu A rybosomu a grupą karboksylową 

P-tRNA w miejscu P (Rysunek 28). W pierwszym etapie grupa a-NH^'’’ aminokwasu 

z AA-tRNA ulega deprotonacji i tworzy się nukleofilowa grupa NH2 (etap 1). pKa tej grupy 

wynosi około 8. Proton pochodzący z tego etapu jest najprawdopodobniej przyjmowany przez 

cząsteczkę wody. Następnie ma miejsce atak nukleofilowy grupy a-aminowej AA-tRNA na 

ełektrofilową grupę karbonylową P-tRNA (etap 2). Ta reakcja prowadzi do utworzenia 

wstępnie protonowanego związku przejściowego, który poprzez deprotonację (etap 3) tworzy 

związek pośredni - węgiel o tetraedrycznym układzie wiązań. Rozpad związku przejściowego 

(etap 4), zainicjowany przez oddanie protonu na atom tlenu, prowadzi do powstania produktów 

reakcji, tj. D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA niosącego dodatkowy aminokwas (+1 aa) 

w miejscu A.
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Rysunek 28. Mechanizm syntezy wiązania peptydowego. (zmodyfikowane według [125])
1 - deprotonacja grupy NHs'’';
2 - atak nukleofilowy grupy NH2 AA-tRNA na grupę C=0 P-tRNA;
3 - deprotonacja związku przejściowego;
4 - utworzenie produktów reakcji.
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Substraty do utworzenia wiązania peptydowego, tj. aminoacylo-tRNA (AA-tRNA) 

w rybosomalnym miejscu A i peptydylo-tRNA (P-tRNA) w miejscu P, muszą znajdować się 

w odpowiedniej orientacji. Za jej przybranie odpowiedzialne są specyficzne interakcje między 

cząsteczką tRNA a 23S rRNA i białkami rybosomałnymi małej i dużej podjednostki [126]. 

Usytuowanie cząsteczki P-tRNA w miejscu P jest stabilizowane głównie poprzez 

oddziaływanie nukleotydów C74 i C75 tRNA z resztami zasad G2253 i G2252 23S rRNA, 

ulokowanymi w tzw. pętli P. Zasadnicze znaczenie mają również interakcje między A76 

i A2450-C2501, tworzącymi tzw. motyw A-minor [50, 127]. Cząsteczka AA-tRNA 

zawdzięcza odpowiednie umiejscowienie w miejscu A, przede wszystkim interakcjom 

nukleotydu C75 z G2553 pętli A 23S rRNA oraz oddziaływaniom typu A-minor między A76 

aU2506-G2583 [50, 128].

Nadal otwarte pozostaje pytanie, czy oprócz odpowiedniej orientacji substratów, rybosom 

wymaga innych czynników do katalizy syntezy wiązania peptydowego. Pochodząca z 

wczesnych badań hipoteza o tym, że jedna z grup chemicznych rybosomalnego RNA może 

mieć aktywny udział w tym procesie jest w sprzeczności z późniejszymi eksperymentami. 

Obecnie istnieje kilka koncepcji mechanizmu syntezy wiązania peptydowego, z których dwie 

są najlepiej poparte dowodami eksperymentalnymi. Jedna z nich zakłada, że siła katalityczna 

rybosomu jest związana z redukcją entropii reakcji, natomiast inna przedstawia możliwość 

uczestniczenia jednej z grup chemicznych substratów w reakcji syntezy.

Według proponowanego w 2000 r. przez Nissena i Steitza założenia, za aktywność 

katalityczną odpowiedzialny jest wysoce konserwatywny nukleotyd (A2451 u E. coli, A2486 

u H. marismortui), znajdujący się najbliżej reagujących grup [50, 129]. Według tej hipotezy, 

następuje oderwanie protonu przez N3 A2451 z reszty a-aminowej aminokwasu z AA-tRNA, 

w wyniku czego następowałby nukleofilowy atak grupy a-aminowej na atom węgla grupy 

karbonylowej P-tRNA. Uprotonowany N3 A2451 mógłby brać udział w stabilizacji 

utworzonego związku pośredniego, poprzez wiązanie wodorowe z oksyanionem O'. Proton 

zostałby następnie przekazany z N3 na koniec 3’ deacylowanego tRNA, związanego w miejscu 

P, zaraz po odłączeniu od niego nowo utworzonego peptydu. W ten sposób powstawałyby 

produkty reakcji, tj. D-tRNA w miejscu P oraz P-tRNA z dodatkowym aminokwasem 

w miejscu A.

Pomimo tego, że model ten ma swoje uzasadnienie, pochodzące z wczesnych badań 

biochemicznych z wykorzystaniem rybosomów E. coli [130, 131], okazało się, że rola 

nukleotydu A2451 w katalizowaniu syntezy wiązania peptydowego nie jest jednoznaczna. 

Przeprowadzone w 2001 r. przez dwie grupy badaczy eksperymenty wykazały, że mutacje
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nukleotydu A2451 nie hamują syntezy wiązania peptydowego in vitro [132, 133]. Ponadto 

stwierdzono, że wprowadzenie chemicznych modyfikacji zasady w pozycji 2451 (które 

eliminowały możliwość tworzenia wiązania wodorowego atomów azotu N1 lub N3 adeniny), 

a nawet całkowita delecja zasady, ma jedynie marginalny wpływ na tworzenie wiązania 

peptydowego [134]. Natomiast grupa 2’OH rybozy w pozycji 2451 wydaje się pełnić ważną 

rolę w katalitycznej aktywności PTC i ułatwia transpeptydację najprawdopodobniej poprzez 

koordynację atakującej grupy a-aminowej. Konserwatywny nukleotyd A2451 może zatem 

pełnić rolę w odpowiednim umiejscowieniu grupy 2’-hydroksylowej rybozy [135].

Ponadto, w 2004 r. Sievers i współpracownicy przeprowadzili serię eksperymentów, aby 

sprawdzić, czy rybosom działa na zasadzie chemicznej katalizy, czy też synteza wiązania 

peptydowego jest uzależniona tylko od przyjęcia odpowiedniej pozycji przez substraty w PTC 

[136]. W tym celu porównano parametry kinetyczne rybosomalnej reakcji tworzenia wiązania 

peptydowego i niekatalitycznej reakcji modelowej. Okazało się, że w przeciwieństwie do 

większości białkowych enzymów, zwiększenie szybkości reakcji w rybosomie odbywa się 

wyłącznie przez obniżanie entropii aktywacji, a ta pochodzi z prawidłowego ulokowania 

cząsteczek AA-tRNA i P-tRNA. Rezultaty te są potwierdzeniem tezy, że rybosom zwiększa 

szybkość reakcji syntezy wiązania peptydowego głównie poprzez odpowiednią orientację 

substratów.

Brano również pod uwagę możliwość udziału poszczególnych grup chemicznych 

cząsteczek tRNA w tworzeniu wiązania peptydowego. Barta i współpracownicy 

zaproponowali w 2002 roku model, według którego grupa 2’OH A76 tRNA w miejscu P bierze 

bezpośredni udział w tworzeniu wiązania peptydowego. W modelu tym, atakowi 

nukleofilowemu grupy a-aminowej tRNA w miejscu A na elektrofilowy atom węgla tRNA 

w miejscu P, towarzyszy zachodzące równolegle tworzenie wiązania wodorowego. 

W wiązaniu tym donorem jest grupa a-NH2 a akceptorem tlen w pozycji 2’ rybozy tRNA 

w miejscu P. Jednocześnie zachodzi migracja protonu z grupy 2’-OH na atom 3’-0. Reakcje te 

prowadzą do utworzenia produktów; D-tRNA w miejscu P i P-tRNA w miejscu A. 

Stwierdzono również, że grupa 2’-OH rybozy tRNA w miejscu P jest jedyną funkcjonalną 

grupą chemiczną w bliskim sąsiedztwie miejsca aktywnego rybosomu [50], której usunięcie 

powoduje wystarczający wpływ na szybkość transpeptydacji, aby brać pod uwagę jej udział 

w katalizowaniu tej reakcji. Stwierdzono również, że niezwykle ważna dla tworzenia wiązania 

peptydowego jest grupa 2’-OH rybozy reszty w pozycji A2451 23S rRNA. Bierze ona udział 

w tworzeniu sieci wiązań wodorowych w miejscu aktywnym rybosomu i oddziałuje z grupą 

2’-OH rybozy tRNA w miejscu P. Substytucja 2’-OH rybozy reszty w pozycji A2451 przez
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atom wodoru prowadziła do zahamowania aktywności centrum peptydylotransferazowego 

[134, 137]. Potwierdzenie tego modelu dostarczyły wyniki Strobla i współpracowników [138­

140], struktury krystaliczne PTC ze związanym analogiem stanu przejściowego [141], a także 

eksperymenty opierające się na metodach dynamiki molekularnej (ang. molecular dynamics, 

MD) i pomiarach energii półempiryczną metodą wiązań walencyjnych (ang. empirical valence 

bond, EVB) [142, 143].

• Przesunięcie tRNA i mRNA wzdłuż rybosomu (translokacja)

Po utworzeniu wiązania peptydowego, w rybosomie znajdują się produkty reakcji, czyli 

deacylowany tRNA w miejscu P oraz peptydylo-tRNA w miejscu A. Rybosomalne miejsce A 

musi zostać zwolnione, aby mogła związać się kolejna cząsteczka aminoacylo-tRNA. 

Następuje wówczas przesunięcie tRNA i mRNA wzdłuż rybosomu, proces zwany translokacją. 

Najlepiej udokumentowany i potwierdzony licznymi badaniami biochemicznymi i 

strukturalnymi jest model, w którym podczas dynamicznego procesu elongacji, występują 

stany hybrydowe cząsteczek tRNA (model stanu hybrydowego, omówiony w poprzednim 

podrozdziale). Według tego modelu [113], translokacja zachodzi w dwóch etapach. W 

pierwszym etapie, który następuje spontanicznie po reakcji syntezy wiązania peptydowego, 

końce akceptorowe D-tRNA i P-tRNA przesuwają się wzdłuż dużej podjednostki 

rybosomalnej z miejsc P i A do miejsc, odpowiednio, E i P. Końce antykodonowe tRNA nadal 

pozostają związane z małą podjednostką. W rezultacie, cząsteczki tRNA zajmują stany 

hybrydowe P/E oraz A/P (Rysunek 29E). W drugim etapie translokacji, który jest zależny od 

czynnika elongacyjnego eEF2 (EF-G u prokariota), następuje destabilizacja oddziaływań 

kodon/antykodon [144], wskutek czego końce antykodonowe obu cząsteczek tRNA przesuwają 

się względem małej 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, 

który jest gotowy na ponowny cykl elongacyjny (Rysunek 29G).
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Rysunek 29. Translokacja tRNA podczas elongacji biosyntezy białka (na podstawie [145]).
1 - Schemat przedstawiający główne etapy cyklu translokacji (A-G) według modelu hybrydowego. 
Rybosom jest przedstawiony jako kwadrat i podzielony na podjednostki 50S i 30S oraz na miejsca A, P
1 E. tRNA przedstawiono jako linie pionowe. PT oznacza transfer reszty peptydylowej.
2 - Trójwymiarowy obraz głównych etapy cyklu translokacji według modelu hybrydowego (A-G jak 
w 1).

Translokacja cząsteczek tRNA w podjednostce 60S zachodzi dzięki różnemu 

powinowactwu określonych miejsc rybosomu do poszczególnych stanów chemicznych końca 

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

grupy aminoacylowej, miejsce P - dla grupy peptydylowej, natomiast miejsce E dla wolnego.
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deacylowanego końca 3’ cząsteczki tRNA. Dlatego też, kiedy AA-tRNA po utworzeniu 

wiązania peptydowego staje się P-tRNA, energetycznie faworyzowane jest przesunięcie tej 

cząsteczki do miejsca P. Natomiast kiedy P-tRNA staje się D-tRNA, powinowactwo tej 

cząsteczki do miejsca E dostarcza energii niezbędnej do translokacji. W obu przypadkach, 

niezbędna energia jest ostatecznie dostarczana z chemicznego etapu reakcji syntezy wiązania 

peptydowego.

Translokacja cząsteczek tRNA w obrębie podjednostki 40S jest bardziej skomplikowana. 

Po pierwsze, przemieszczanie się cząsteczek tRNA między rybosomalnymi miejscami A, P i E 

w małej podjednostce musi być skoordynowane z przesuwaniem się cząsteczki mRNA wzdłuż 

rybosomu [146]. Po drugie, do translokacji wymagana jest obecność czynnika elongacyjnego 

eEF2 (EF-G u prokariota) oraz energii w postaci GTP. Podczas każdego przesunięcia 

tRNA/mRNA do kolejnego miejsca w rybosomie zużywana jest jedna cząsteczka GTP [147]. 

Mechanizm molekularny katalitycznej aktywności eEF2/EF-G pozostaje nadal 

niewyjaśniony [26]. Struktura czynnika prokariotycznego EF-G w kompleksie z GDP 

(Rysunek 30A), [117, 148] przypomina kształtem strukturę kompleksu EF-Tu/GTP/AA-tRNA 

(Rysunek 26A), dlatego też zaproponowano, że przyłączanie EF-G do rybosomu następuje na 

zasadzie podobieństwa strukturalnego do kompleksu potrójnego. Zjawisko takie nosi nazwę 

mimikry molekularnej. Zaproponowano, że następuje przyłączenie domeny IV EF-G do 

miejsca A, co skutkuje wypchnięciem cząsteczki AA-tRNA do miejsca P lub/i zajęcie miejsca 

A zapobiega ponownemu przesuwaniu cząsteczki tRNA z miejsca P [25, 26, 145, 149]. 

Najnowsze badania wykazują, że czynnik elongacyjny EF-G charakteryzuje się niską 

mobilnością podczas translokacji [147]. Mniej informacji jest dostępnych na temat 

eukariotycznego czynnika eEF2, jednak zarówno jego struktura krystaliczna [150] jak i model 

wiązania do rybosomu rozwiązany metodami mikroskopii krioelektronowej [151] wskazują na 

wiele podobieństw w stosunku do EF-G. Czynnik eEF2 zbudowany jest z 6 domen: I, G’, II, 

III, IV i V [117]. Domeny I oraz II wykazują homologię do domen I i II czynnika 

elongacyjnego eEFl. Jednak w eEF2 występuje duża insercja między tymi domenami, która 

stabilizuje powierzchnię między nimi. Stwierdzono, że domena I ściśle oddziałuje z dużą 

podjednostką rybosomalną, natomiast domena II z małą podjednostką. Konformacja domen 

czynnika eEF2 ulega również dynamicznym zmianom podczas katalizy procesu translokacji 

[25, 148, 152]. Zasadniczą różnicą eEF2 w stosunku do EF-G jest struktura domeny IV, która 

jest dużo większa w przypadku eukariotycznego czynnika i co za tym idzie, jej struktura mniej 

przypomina helisę antykodonową cząsteczki tRNA (Rysunek 30B). Ta obserwacja stawia więc





i

3.2. Funkcja rybosomu - biosynteza białka 64

znak zapytania przy koncepcji mimikry molekularnej, wysuniętej na podstawie podobieństwa 

czynnika prokariotycznego do kompleksu potrójnego.

B

GDP

IV

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, III, IV, V, G’).
B - Struktura czynnika eukariotycznego eEF2 S. cerevisiae. Cyframi oznaczono domeny czynnika 
elongacyjnego (I, II, III, IV, V, G’).

Podsumowując, w cyklu elongacyjnym procesu biosyntezy białka, mają miejsce 

następujące zdarzenia [152]; Z kompleksem inicjacyjnym, w którym rybosom zawiera tRNA w 

miejscu P (Rysunek 3la) oddziałuje kompleks AA-tRNA/EF-Tu/GTP. Kompleks wiąże się do 

rybosomu w miejscu A/T (Rysunek 3Ib). Po hydrolizie GTP do GDP i oddysocjowaniu EF-Tu 

od rybosomu, tRNA przesuwa się w miejsce A i rybosom osiąga stan pretranslokacyjny 

(Rysunek 31c). Po spontanicznej syntezie wiązania peptydowego koniec CC A tRNA 

w miejscu A przesuwa się na miejsce Apep (Rysunek 3Id). Do rybosomu przyłącza się 

kompleks EF-G/GTP powodując translokację 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). Wówczas rybosom jest gotowy do przyjęcia kolejnego 

aminoacylo-tRNA do miejsca A. Podczas rozpoczęcia kolejnego cyklu elongacyjnego, kiedy 

obsadzane jest miejsce A, tRNA z miejsca E przesuwa się na miejsca E2 (Rysunek 3Ig) 

i dopiero z tego miejsca opuszcza rybosom.
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Rysunek 31. Sekwencja zdarzeń cyklu elongacyjnego w rybosomie 70S. (na podstawie [152]). 
Kolorami oznaczono: żółtym transparentnym - podjednostkę 30S, niebieskim
transparentnym - podjednostkę 50S, różowym - tRNA w miejscu A, fioletowym - tRNA w miejscu 
Apep, zielonym - tRNA w miejscu P, żółtym - tRNA w miejscu E, brązowym - tRNA w miejscu E2, 
czerwonym - EF-Tu, niebieskim - EF-G. Oznaczenia literowe: h - wierzchołek, pt - platforma, 
sp - ostroga, LI - wypukłość LI, CP - centralna wypukłość, St - słupek L7/L12.
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3.2.3 Terminacja procesu biosyntezy białka.

Sygnałem do terminacji procesu biosyntezy białka i uwolnienia nowoutworzonego 

łańcucha polipeptydowego jest wystąpienie kodonu STOP w miejscu A rybosomu [153]. 

Proces terminacji jest uniwersalny a podobne profile wrażliwości na antybiotyki oraz 

zależności pH dwóch reakcji; hydrolizy peptydylo-tRNA (P-tRNA) oraz syntezy wiązania 

peptydowego [154] świadczą, że obie te reakcje są katalizowane przez centrum 

peptydylotransferazowe rybosomu (PTC). Jednak funkcjonowanie PTC podczas terminacji 

oraz elongacji jest znacząco inne. W przeciwieństwie do tworzenia wiązania peptydowego, 

uwolnienie peptydu z P-tRNA jest bezpośrednio wspomagane przez białka nazywane 

czynnikami uwalniającymi (ang. release factors, RF) oraz GTP. Istnieją dwie klasy czynników 

uwalniających [155]. Klasa I rozpoznaje kodon STOP w mRNA i katalizuje hydrolizę P-tRNA. 

Czynniki uwalniające II klasy nie są specyficzne względem kodonów mRNA i wspomagają 

uwalnianie z rybosomu czynników RFl w procesie zależnym od GTP [155]. Czynniki 

uwalniające zostały scharakteryzowane po raz pierwszy u prokariota, gdzie dwa podobne 

białka, RFl i RF2, funkcjonują jako czynniki klasy I, natomiast strukturalnie niespokrewniony 

RF3 należy do klasy II. Obydwa czynniki klasy I rozpoznają kodon UAA; UAG jest 

rozpoznawany wyłącznie przez RFl, a UGA przez RF2. U eukariota występują czynniki eRFl 

(rozpoznaje wszystkie trzy kodony STOP) oraz eRF3.

Mechanizm molekularny dekodowania kodonu stop oraz uwalniania polipeptydu przez 

:zynniki uwalniające nie jest do końca poznany. Strukturalnie, klasa I RF przypomina 

cząsteczkę tRNA. Wyniki wielu badań sugerują istnienie zjawiska mimikry molekularnej. 

Podobieństwo ogólnego kształtu RF do cząsteczki tRNA potwierdza również struktura 

crystaliczna ludzkiego eRFl [153]. Na podstawie tych badań zaproponowano model terminacji 

latalizowanej przez RF (Rysunek 32).

Klasa I RF ma za zadanie koordynowanie i odpowiednie usytuowanie cząsteczki wody

V centrum PTC, w tej samej pozycji co grupa aminowa cząsteczki AA-tRNA. Następuje atak 

lukleofilowy cząsteczki wody na wiązanie estrowe P-tRNA w miejscu P. W wyniku tego 

»staje uwolniony łańcuch polipeptydowy z P-tRNA. Stwierdzono również, że konserwatywna 

ekwencja czynników uwalniających klasy I, GGQ (glicyna-glicyna-glutamina) znajduje się

V takiej pozycji, że można sugerować jej bezpośredni udział w terminacji [156-159]. 

Zaproponowano zatem, że reszta Gin-185 uczestniczy w koordynowaniu cząsteczki wody 

(dpowiedzialnej za hydrolizę wiązania estrowego P-tRNA w PTC [153, 157, 160-162]. Jednak
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prace z wykorzystaniem mutacji nie potwierdzają bezpośredniego uczestnictwa sekwencji 

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

ERF1
I /O

\

Gln-185

N:.
H,

u- CHR-NH-Polipeptyd

O: C_0
h/ o
” ^0-3’-ACC-tRNA

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

Inne modele terminacji translacji, które bardziej skupiają się na samym rybosomie, 

przedstawiają reakcję uwalniania peptydu jako zmodyfikowaną wersję reakcji transferu 

peptydu, podczas której reszta polieptydowa jest przenoszona na cząsteczkę wody zamiast na 

grupę a-aminową AA-tRNA (Rysunek 33). W takim przypadku, RF klasy I ogrywa rolę 

modulatora, zmieniającego aktywność centrum PTC [165]. Próbowano więc zidentyfikować 

elementy rybosomu, które mogłyby połączyć dwie główne reakcje, czyli transpeptydację 

i uwalnianie peptydu. Stwierdzono, że mutacje w pozycji A2602 rybosomów E. coli 

całkowicie eliminowały zależną od RFl hydrolizę P-tRNA [165, 166]. Zgodnie z wynikami 

najnowszych badań, ryboza nukleotydu A2602 jest krytyczna dla wiązania RFl oraz dla 

odpowiedniej orientacji RF w PTC, a także może być bezpośrednio związana z katalizą 

hydrolizy P-tRNA [167]. Zaproponowano zatem model terminacji translacji katalizowany 

przez rybosom (Rysunek 33). Według niego, wiązanie czynnika RFl w odpowiedzi na 

występowanie kodonu STOP w rybosomalnym miejscu A powoduje zmianę konformacyjną 

nukleotydu A2602. Ta reorientacja A2602 powoduje przełączenie aktywności PTC z syntezy 

wiązań peptydowych na hydrolizę wiązań estrowych w P-tRNA. Dla tej regulatorowej funkcji 

nukleotydu A2602 niezwykle ważna jest ryboza [167]. Rolą konserwatywnej sekwencji GGQ 

czynników uwalniających byłoby w tym modelu koordynowanie A2602 w orientacji 

wymaganej do przeprowadzenia reakcji. Następnie miałby miejsce atak nukleofilowy wody na 

karbonylowy węgiel wiązania estrowego P-tRNA. Model ten potwierdzają badania wykazujące 

zmienność w ułożeniu nukleotydu A2602 podczas procesu biosyntezy białka [50, 122, 168-
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170] jak i struktura krystaliczna kompleksu RFl-rybosom, w której motyw GGQ czynnika 

uwalniającego znajduje się w bliskim sąsiedztwie nukleotydu A2602 [171].
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Rysunek 33. Model terminacji translacji katalizowanej przez rybosom. (na podstawie [165]).

Rolą czynnika RF3 jest oddzielenie czynników klasy I od rybosomu, z czym wiąże się 

wymiana GDP na GTP po związaniu RF3 do domeny sarcyny-rycyny L-rRNA. Ten etap 

terminacji biosyntezy białka kończy hydroliza GTP i uwolnienie czynnika RF3 [159].

W ostatnim etapie terminacji translacji biorą udział czynnik elongacyjny EF-2 oraz 

czynnik odzyskujący rybosomu (ang. ribosome-recycling factor, RRF). Powodują one 

rozdysocjowanie rybosomu 80S i uwolnienie podjednostki 60S oraz kompleksu 

40S/mRNA/tRNA [172, 173]. Wykazano, że podczas swojego działania, RRF oddziałuje 

z segmentami dużej podjednostki rybosomalnej, które są zaangażowane w tworzenie dwóch 

mostków międzypodjednostkowych, B2a i B3. Wiązanie RRF powoduje znaczące zmiany 

konformacyjne rybosomu [173, 174]. Natomiast nakładające się na siebie miejsca wiązania 

RRF, EF-2 i tRNA w miejscu P sugerują, że wiązanie EF-G powoduje usunięcie 

deacylowanego tRNA z miejsca P poprzez przesunięcie RRF w kierunku miejsca E. 

Następujące po tym oddysocjowanie mRNA jest prawdopodobnie indukowane przez zmianę 

konformacji helisy h44 18S rRNA, która oddziałuje z cząsteczką mRNA.
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3.3 Zmiany konformacyjne rybosomu podczas biosyntezy białka.

Dynamiczny charakter procesu biosyntezy białka sugeruje, że rybosom zawiera ruchome 

fragmenty, które umożliwiają jego prawidłowe funkcjonowanie. Zmiany konformacji 

rybosomu następują w wielu etapach biosyntezy białka, a relatywnie niewielkie zmiany w 

strukturze drugorzędowej rRNA pociągają za sobą rearanżacje konformacji podjednostek 

rybosomalnych na dużą skalę.

Już na etapie formowania aktywnego rybosomu mają miejsce zmiany w jego 

konformacji [175, 176]. Porównanie struktur izolowanych podjednostek rybosomalnych [1,2, 

20] ze strukturą całego rybosomu [5, 43] wykazało wiele istotnych różnic w budowie 

podjednostek. W podjednostce 30S największe zmiany zaobserwowano w regionie ostrogi, w 

helisie h44 16S rRNA, wierzchołku i górnej części platformy. W podjednostce 50S najbardziej 

widoczną zmianą jest globulama domena rRNA w obrębie wypukłości LI oraz. zmiany 

konformacyjne w helisach H38, H43, H61 i H69. Ponadto stwierdzono, że w centrum 

peptydylotransferazowym podjednostki 50S zachodzą zmiany konformacyjne kilku 

nukleotydów w zależności od tego, czy PTC przyjmuje aktywną czy nieaktywną formę. 

Zmiany te obejmują przede wszystkim ułożenie nukleotydów, A2572, U2584 [177] a także 

A2451 i A2602 [6, 165].

Przy użyciu techniki wykorzystującej zjawisko rezonansowego transferu energii Forster’a 

(ang. Forster resonance energy transfer, FRET) stwierdzono przemieszczanie się całej 

podjednostki 30S w kierunku powierzchni oddziaływania z 50S oraz rotację platformy zgodnie 

z kierunkiem ruchu wskazówek zegara [178]. Wyniki te zostały potwierdzone z 

>vykorzystaniem metody kalkulacji dostępności powierzchni nazwanej techniką POPS 

mg. parameter optimized surfaces) [179]. Wyniki te potwierdzają również struktury 

crioelektronowe wolnej podjednostki 30S i skompleksowanej z 50S, z takim wyjątkiem, że w 

nadaniach tych stwierdzono ruch platformy w przeciwnym kierunku [16].

Podczas asocjacji podjednostek następują zmiany konformacyjne w obrębie helisy hll 

lomeny 5’ oraz helis h22, h23 i h24 domeny centralnej [180]. Zaobserwowano również 

miany strukturalne w dolnej części podstawy 30S w pobliżu nukleotydów w pozycjach 249 

'212 oraz z prawej strony platformy w pobliżu nukleotydów w pozycjach 672, 682 i 809.

V obrębie 23S rRNA zmiany obserwowane były 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 między podjednostkami po ich 

socjacji. Drugi region (2150-2(X)0) zlokalizowany jest w obrębie wypukłości LI rybosomu.
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która znajduje się w bliskiej odległości od platformy podjednostki 30S. Jak wykazano 

w strukturze krystalicznej i krioelektronowej rybosomu 70S [4, 5, 41, 76], wypukłość LI jest 

strukturą wysoce mobilną. Badania Nguylene i współpracowników dowodzą istnienia dwóch 

alternatywnych konformacji wypukłości LI, na które prawdopodobnie wpływa istnienie 

mostka B7a [180].

Ponadto stwierdzono, że białko SI, przyłączając się do regionu szyi małej podjednostki 

w pobliżu białek S7 i Sil podczas asocjacji podjednostek powoduje zmianę struktury tego 

fragmentu [181].

W trakcie inicjacji biosyntezy białka następują znaczące zmiany konformacji, zwłaszcza 

w regionie wierzchołka podjednostki 30S. Podczas przyłączania czynników inicjacyjnych 

następuje poszerzenie tunelu wejścia mRNA pomiędzy podstawą, wierzchołkiem i 

platformą [182], co prowadzi do reorganizacji struktury całej podjednostki 30S [183, 184]. 

Zaobserwowano rozluźnienie połączenia między podstawą i platformą, rotację platformy w 

kierunku zewnętrznej części rybosomu oraz ruchy „sprężynowe” helisy hl8 18S rRNA.

Dzięki porównaniu struktury krystalicznej wolnego rybosomu [4] i oddziałującego z 

tRNA [6] stwierdzono zmiany wywoływane przez przyłączenie cząsteczki tRNA. W małej 

podjednostce największa zmiana ma miejsce w regionie wierzchołka, który obraca się dookoła 

szyi (helisa h27 16S rRNA) tak, że jego górna część przesuwa się o 15 A. W rezultacie, 

nukleotydy w pozycjach 1240 i 1340 kolidują z cząsteczkami tRNA zajmującymi miejsce P 

lub E. Ponadto w małej podjednostce zmianom ulega helisa h6 tworząca w rybosomie 

prokariotycznym ostrogę, helisa h23 po prawej stronie platformy oraz helisa h44. W dużej 

podjednostce rybosomalnej podczas przyłączenia cząsteczki tRNA mają miejsce zmiany w 

ułożeniu wypukłości LI na dystansie 40 A.
Podczas kolejnego etapu, którym jest translokacja, następuje przemieszczenie tRNA 
... . ®z miejsc A 1 P do P 1 E o 20 A lub więcej. U prokariota stwierdzono, że zarówno wiązanie 

EF-G jak i następująca po nim hydroliza GTP, prowadzą do zmian struktury przestrzennej 

podjednostki 30S [185] oraz reorganizacji połączeń między rRNA obu podjednostek [186]. 

Stwierdzono występowanie rotacji małej podjednostki w stosunku do podjednostki 50S [25, 

26, 145]. Rotacja przebiega w sposób, który nazwano zapadkowym (ang. ratchet-like 

movement). Najpierw następuje przesunięcie podjednostki 30S o 20 A (Rysunek 34C). W ten 

sposób ulega zmianie dystans między białkiem LI dużej podjednostki a platformą 30S 

o ok. 10 A (Rysunek 34A, B). Ruch ten ma również znaczący wpływ na pozycję ostrogi oraz 

dziobu podjednostki 30S, który staje się bardziej wystający. Jednak główne różnice 

obserwowane są w obrębie przewężenia łączącego wierzchołek i podstawę [149].

L
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Obserwowano również różnice w ułożeniu helis h34, h28, hl9/h27 [187]. Wszystkie te miejsca 

są zasadnicze dla akomodacji i translokacji cząsteczek tRNA.

Podczas etapu translokacji obserwowanych jest również wiele zmian w strukturze dużej 

podjednostki rybosomalnej. W czasie wiązania EF-G zachodzą niewielkie zmiany w położeniu 

helisy H76, wypukłości centralnej w obrębie 5S rRNA oraz helis H43 i H44 23S rRNA [186]. 

Najbardziej dynamiczny jest słupek L7/L12, który rozszczepia się na dwie subdomeny. Jedna 

z nich zbudowana jest z białka L6 oraz helisy H95 L-rRNA, znanej jako pętla sarcyny-rycyny 

(SRL). SRL oddziałuje z domeną G’ czynnika elongacyjnego EF-G stymulując aktywność 

GTPazową tego czynnika. Druga subdomena słupka L7/L12 składa się z białka LII 

i 58-nukleotydowego fragmentu L-rRNA zawierającego helisy H43 i H44. Kompleks ten nosi 

nazwę centrum związanego z aktywnością GTPazową (ang. GTPase-associated center, 

GAC) [25]. Stwierdzono, że związanie czynnika EF-G powoduje znaczne zmiany 

konformacyjne w regionie białka LI 1 skutkujące aktywacją centrum GAC [188-190]. Zmiany 

te zachodzą przed hydrolizą GTP oraz jednocześnie z tym procesem [191]. Podczas hydrolizy 

GTP, oddziaływania czynnika EF-G z rybosomem powoduje przesunięcie drugiej subdomeny 

słupka w kierunku zewnętrznej części rybosomu. Ta niewielka zmiana konformacji pociąga za 

sobą przesunięcie słupka L7/L12 w kierunku domeny G’ EF-G, wskutek czego słupek L7/L12 

zajmuje również pozycję bliżej strony zewnętrznej rybosomu. Po hydrolizie GTP do GDP 

słupek L7/L12 wraca do pojedynczej, wydłużonej formy, odsłaniając jednocześnie łukowate 

połączenie między domeną G’ czynnika EF-G i wypukłością L7/L12.

Odkrycia te doprowadziły do zaproponowania dwustopniowej reakcji translokacji i 

scharakteryzowania wiążących się z nimi zmian konformacyjnych rybosomu. W pierwszym 

etapie, po przyłączeniu GTP do EF-G następuje wzajemna rotacja podjednostek, transpozycja 

do mniej zwartej struktury rybosomu oraz kompleksowe rearanżacje w obrębie tunelu wejścia 

mRNA w małej podjednostce oraz tunelu wyjścia polipeptydu w dużej podjednostce [145]. 

Następuje poszerzenie tunelu, w którym znajduje się mRNA o ok. 30%. W drugim etapie 

translokacji, po hydrolizie GTP, następuje przemieszczanie kompleksu mRNA/(tRNA)2 

w kierunku rotacji podjednostki 30S. Po uwolnieniu czynnika EF-G następuje rotacja małej 

podjednostki w odwrotnym kierunku, wskutek czego zajmuje ona pozycję wyjściową, taką jak 

przed zmianami konformacyjnymi.

Podczas terminacji translacji również zaobserwowano liczne zmiany konformacji 

rybosomu. Stwierdzono, że związanie czynnika uwalniającego klasy II RF3 powoduje 

znaczące zmiany w strukturze zarówno małej jak i dużej podjednostki rybosomalnej [192]. 

Mała podjednostką wykazuje ruch zapadkowy o 10°, natomiast wypukłość LI przesuwa się
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O około 20° w kierunku wypukłości centralnej. Obie te zmiany są identyczne jak podczas 

wiązania czynnika elongacyjnego EF-G do rybosomu [25]. Czynnik RF3 powoduje również 

zmiany w obrębie regionu GAC. Region ten ulega skręceniu o około 6A w kierunku centrum 

peptydylotransferazowego. Zmiana ta jest odwróceniem zmian stukturalnych w GAC pod 

wpływem przyłączenia czynników RF1/RF2 [158]. Również związanie czynnika 

odzyskującego rybosomu RRF powoduje znaczące zmiany konformacyjne. Następuje 

przesunięcie podstawy kciuka podjednostki 50S o odległość ok. 10 A oraz zmiana konformacji 

helisy h44 18S rRNA, która oddziałuje z cząsteczką mRNA [172-174]. Obserwowano także 

przesunięcie górnej części helisy H69 23S rRNA o 20A w kierunku helisy h44 małej 

podjednostki [169]. Helisy H69 i h44 tworzą mostek międzypodjednostkowy B2a, co sugeruje, 

że przyłączenie RRF powoduje zmianę w usytuowaniu również mostka B2a.

Ponadto w wielu badaniach wykazano, że zmiany konformacyjne na dużą skalę pojawiają 

się jako rezultat zmian w strukturze Il-rzędowej rRNA. Przykładem jest występowanie dwóch 

alternatywnych możliwości tworzenia par zasad w obrębie regionu 912 16S rRNA 

podjednostki 30S [175]. Udowodniono, że przesunięcie par zasad z pozycji 912-910/885-887 

do 912-910/888-890 wpływa na wiązanie mRNA i tRNA do rybosomu, a także wywołuje 

zmiany konformacyjne. Zmiany te obejmują przede wszystkim obszary przewężenia i 

podstawy podjednostki 30S. Połączenie między wierzchołkiem i podstawą w konformacji 912­

888 jest znacząco przesunięte w stosunku do konformacji 912-885 i wpływa przez to na 

zmianę morfologii tunelu wejścia mRNA. Ramię podjednostki 30S również zmienia swoją 

strukturę i ulega spłaszczeniu powodując powstawanie większej przestrzeni między 

podjednostkami. Kiedy struktura 16S rRNA zmienia się z formy 912-885 do 912-888, 

wierzchołek 30S ulega rotacji w stosunku do podjednostki 50 w kierunku od ramienia do 

platformy. Rotacji tej towarzyszy zgięcie platformy w stronę słupka LI. Zmiany 

konformacyjne zachodzą również w niższej części podstawy (miejsca występowania mostka 

B6), która przesuwa się w kierunku dużej podjednostki, podczas gdy ramię odsuwa się od 

regionu oddziaływań między podjednostkami. Powoduje to „zanik” palca ramienia 

(ang. shoulder finger), który w konformacji 912-888 łączy się z platformą i podjednostką 50S 

(mostek B3).
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3.3 Antysensowe oligonukleotydy.

Antysensowe oligomery (a-DNA) są to krótkie, jednoniciowe deoksyoligonukleotydy, 

wiążące się do DNA lub RNA na zasadzie hybrydyzacji z wykorzystaniem wiązań 

wodorowych [193]. A-DNA są projektowane tak, aby oddziaływały z sekwencją docelową w 

sposób specyficzny sekwencyjnie. A-DNA są komplementarne do sekwencji sensowej DNA 

łub RNA, właśnie dlatego przyjęto nazywać je „antysensowymi oligonukleotydami”. 

Hybrydyzacja a-DNA do właściwego fragmentu DNA łub mRNA może powodować 

zahamowanie procesu replikacji, transkrypcji lub translacji.

3.3.1 Podstawy strategii antysensu.

Strategiami antysensowymi nazywamy metody ingerencji w funkcjonowanie komórki za 

pomocą krótkich oligonukleotydów komplementarnych do komórkowych kwasów 

nukleinowych. Ze względu na uniwersalny mechanizm działania antysensowych 

oligonukleotydów, można je stosować do regulacji ekspresji genów praktycznie na każdym jej 

etapie. W strategii antygenowej, polegającej na oddziaływaniu a-DNA z komplementarnym 

fragmentem dwuniciowej cząsteczki DNA, zahamować można powstawanie transkryptu 

mRNA. Dzieje się to poprzez stabilizację trypleksu a-DNA/dsDNA przez wiązania wodorowe 

między zasadami trzeciej nici a zasadami purynowymi, tzw. wiązania Hoogsten’a. Utworzony 

trypleks może inhibować proces transkrypcji w zależności od miejsca hybrydyzacji poprzez 

uniemożliwienie tworzenia się kompleksu inicjującego DNA-polimeraza (Rysunek 34C) lub 

poprzez zablokowanie odczytu informacji DNA (Rysunek 34E).

W odróżnieniu od strategii antygenowej, strategia antysensu zazwyczaj stosowana jest do 

zahamowania translacji zsyntetyzowanego już mRNA. W tym przypadku a-DNA przyłącza się 

do komplementarnego fragmentu mRNA tworząc heterodupłeks mRNA - a-DNA za pomocą 

wiązań typu Watsona-Cricka. W ten sposób dochodzi do zablokowania dostępu rybosomu do 

informacji zakodowanej w mRNA (Rysunek 34D). Dupleks a-DNA/mRNA może również 

aktywować działanie endogennego enzymu, RNazy H, która przecina mRNA, uniemożliwiając 

w ten sposób proces biosyntezy białka (Rysunek 34F) poprzez degradację matrycy.
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Rysunek 34. Mechanizm działania antysensowych oligonukleotydów. (na podstawie [194]).
A - prawidłowy proces transkrypcji;
B - inhibicja transkrypcji poprzez uniemożliwienie utworzenia kompleksu inicjującego DNA- 
polimeraza i rozplecenie DNA;
C - inhibicja transkrypcji poprzez zablokowanie odczytu informacji z DNA;
D - prawidłowy proces translacji;
E - zablokowanie translacji poprzez uniemożliwienie odczytu mRNA przez rybosom;
F - inhibicja translacji spowodowana przecięciem mRNA przez RNazę H.
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Oprócz wymienionych powyżej dwóch podstawowych funkcji, oligonukleotydy są 

stosowane również jako:

a) syntetyczne rybozymy - katalityczne oligonukleotydy degradujące RNA. Skutkiem ich 

działania jest eliminacja lub ograniczenie populacji cząsteczek RNA niepożądanych 

w komórce [195]. Strategia degradacji RNA jest ukierunkowana głównie na geny kodujące 

białka onkogenne [196], czynniki wzrostu, receptory powierzchniowe oraz na cząsteczki 

przekazujące sygnały komórkowe [197]. Także wirusowe RNA stanowią potencjalne 

sekwencje docelowe [198-201].

b) aptamery - krótkie fragmenty kwasów nukleinowych (uzyskiwane drogą selekcji in vitro), 

które wykazują wysokie powinowactwo i specyficzność wiązania ze ściśle określonymi 

biomolekułami. Określenie aptamer pochodzi od łacińskiego słowa „aptus”, - co oznacza 

„pasować” [202]. Aptamery mogą pełnić rolę inhibitorów białek, których funkcją jest 

rozpoznawanie i oddziaływanie z kwasami nukleinowymi (np.: polimeraz wirusowych) jak 

i białek, które w warunkach fizjologicznych z RNA nie oddziałują. Mogą również pełnić 

funkcje katalityczne czy też rolę ligandów wiążących inne molekuły, takie jak aminokwasy, 

nukleotydy, antybiotyki, czy witaminy. Do tej pory uzyskano bardzo wiele aptamerów wobec 

całego szeregu molekuł, począwszy od małych nieorganicznych cząsteczek a skończywszy na 

organizmach jednokomórkowych [203-207].

3.3.2 Czynniki warunkujące optymalne działanie antysensowych 
oligonukleotydów.

W strategiach wykorzystujących działanie antysensowych ołigonukleotydów zakłada się,

że w pełni efektywne działanie a-DNA uwarunkowane jest przez szereg czynników [208]:

1) Wybór sekwencji docelowej w DNA lub RNA. Nałeży wziąć pod uwagę zarówno 

funkcjonalną ważność wybranego fragmentu genu lub mRNA jak i dostępność dla a-DNA 

(struktura II- i Ill-rzędowa kwasu nukleinowego, brak oddziaływań z białkami 

komórkowymi).

2) Proces rozpoznawania docelowego DNA lub RNA. Powinien być szybki oraz specyficzny 

sekwencyjnie.

3) Stabilność a-DNA w komórce. Oligonukleotydy nie powinny być degradowane przez 

enzymy nukleolityczne z szybkością, która uniemożliwi utworzenie struktur trypleksowych 

lub dupleksowych. Zwiększenie stabilności a-DNA można uzyskać poprzez zastosowanie 

optymalnej długości a-DNA lub wprowadzenie modyfikacji chemicznych, np. otoczenia
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atomu fosforu w pozycjach niemostkowych. Jest to zamiana jednego z dwóch atomów tlenu 

intemukleotydowej grupy fosforanowej na atom siarki lub grupę metylową. Tak 

zmodyfikowane oligonukleotydy są określone odpowiednio jako tiofosforanowe i 

metanofosfonianowe analogi DNA.

4) Brak toksycznego wpływu a-DNA na komórkę. Wyniki licznych badań klinicznych 

wskazują, że dawki a-DNA niezbędne do zainicjowania działania antysensowego są 

bezpieczne dla komórki.

5) System dostarczania a-DNA do komórki. a-DNA dostarczane są zazwyczaj do komórki 

jako wolne oligonukleotydy bądź skompleksowane z kationowymi liposomami. Należy 

zoptymalizować zarówno dostarczenie a-DNA do żądanej tkanki jak i pobór odpowiedniej 

ilości oligonukleotydu przez komórki. Dlatego musi być możliwy transport syntetycznych 

oligonukleotydów poprzez błony komórkowe. Dla ułatwienia transportu a-DNA przez błony 

komórkowe zaproponowano ich modyfikowanie związkami o charakterze lipofiłowym, 

np. cholesterolem lub długołańcuchowymi alkoholami alifatycznymi. Innym sposobem jest 

ich łączenie z dodatnio naładowanymi cząsteczkami, np. polilizyną. Ma to na celu 

neutralizację ujemnego ładunku tiofosforanowych wiązań internukleotydowych i ułatwienie 

kontaktu oligonukleotydów z ujemnie naładowaną błoną komórkową.

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

genetycznych.

3.3.3 Zastosowanie antysensowych oligonukleotydów.

Mechanizm oddziaływania a-DNA z kwasami nukłeinowymi prowadzi do inhibicji 

procesów biosyntezy białka w wyniku :

- zablokowania (inhibicja kompetytywna),

- zahamowania transkrypcji (formowanie trypleksu),

- zahamowania translacji (zazwyczaj adresowane do kodonu inicjacji),

- zniszczenia struktury RNA (zazwyczaj adresowane do struktury pętla-łodyga),

- aktywacji RNazy H (degradacja RNA w heterodupleksie).

Strategie antysensowe znajdują liczne zastosowanie w agrobiotechnologii [194]. 

Zastosowanie a-DNA związane jest nie tylko z zaletami, często technicznymi, ale również 

z odbiorem społecznym żywności modyfikowanej technikami inżynierii genetycznej. Strategie 

antysensu prowadzą do obniżenia aktywności biołogicznej wybranego enzymu, a jednocześnie
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pozwalają uniknąć wprowadzenia nowego np. bakteryjnego lub zwierzęcego, czyli obcego 

układu ekspresyjnego. Doskonałą ilustracją tej tezy są transgeniczne pomidory, w których 

modyfikacji podlegały dwie istotne cechy technologiczne: szybkość dojrzewania (katalizowana 

przez fitohormon etylen) oraz szybkość mięknięcia (trawienie przez poligalaktourynazę 

pektyny - podstawowego składnika skórki wiełu owoców, odpowiedzialnego za jej jędmość). 

Dokonana modyfikacja FlavrSavr™ polegała na wprowadzeniu w orientacji antysensowej 

fragmentu genu połigalaktourynazy, co spowodowało obniżenie aktywności tego enzymu w 

pomidorach o 95%, a w konsekwencji spowołnienie degradacji skórki, a zatem zachowanie 

jędmości owocu.

Oprócz wykorzystania antysensu w agrobiotechnołogii, trwają badania nad 

zastosowaniem a-DNA jako terapeutyków. Z największych zainteresowaniem spotkały się 

ołigonukleotydy antysensowe wobec mRNA [209].

Wnikanie oligomerów do komórki w celu zahamowania biosyntezy białka ma przede 

wszystkim zastosowanie w terapii medycznej, np. w leczeniu złośliwych nowotworów [210]. 

Trwają badania kliniczne (faza III), w których stosuje się antysensowy DNA G3139 firmy 

Genta (Genasense, oblimersen sodu), hamujący czynność białka antyapoptotycznego Bcl-2. 

Białko to pomaga komórkom nowotworowym uniknąć niszczenia przez chemioterapię. 

Stwierdzono, że poprzez zahamowanie produkcji Bcl-2, oblimersen sodu czyni komórki 

nowotworu bardziej podatnymi na chemioterapię i wywołuje apoptozę nawet w opornych na 

leki komórkach szpiczaka mnogiego [211], Ponadto, stosowanie G3139 jednocześnie z 

naświetlaniem wzmacnia jego efekt antynowotworowy [212].

Chi i współpracownicy przedstawili w 2005 roku wyniki podawania oligonukleotydu 

antysensowego OGX-011 wobec mRNA kodującego klasterynę [213]. Stwierdzono, że poziom 

klasteryny wzrasta na wczesnym etapie rozwoju raka okrężnicy i piersi. W ten sposób 

następuje inhibicja pro-apoptotycznego białka Bax związanego z Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated 

X protein), co skutkuje wydłużeniem przeżycia komórek nowotworowych. OGX-011 jest 

2’-metoksyetyłową pochodną tiofosforanową antysensowego oligonukleotydu 

komplementarnego do mRNA klasteryny. W fazie I badań klinicznych stwierdzono, że 

OGX-011 skutecznie obniża ekspresję klasteryny, nawet do 90%, zwiększając w ten sposób 

efektywność chemioterapii.

Trwają również badania zmierzające do syntezy a-DNA w celu zahamowania replikacji 

wirusów szkodliwych dla roślin, zwierząt i ludzi. Proponowana jest między innymi terapia 

genowa w przypadku wirusa upośledzenia odporności (ang. human immunodeficiency virus, 

HIV). W terapii tej zakłada się zablokowanie ekspresji określonych genów w komórkach
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zainfekowanych wirusem HIV [210] lub wstrzymanie replikacji samego wirusa w 

zainfekowanym układzie biologicznym za pomocą antysensowych oligonukleotydów RNA 

(łek VRX496 firmy VIRxSYS w fazie I badań klinicznych) [214], W 2006 roku opublikowano 

również wyniki strategii antysensowej w leczeniu infekcji wirusa Ebola (EBOV) z użyciem 

tiofosforanowych oligomerów morfolinowych (PMO). PMO komplementarne do wirusowych 

mRNA kodujących białka VP24 i VP35 wykazywały działanie ochronne przed infekcją EBOV 

w 75% pacjentów [215]. W 2006 roku opublikowano również doniesienie o 

wyselekcjonowaniu a-DNA specyficznie inhibujących działanie receptora 

asialogłikoproteinowego (ASGRP), który bierze udział w przyłączaniu wirusa zapalenia 

wątroby typu B (ang. hepatitis B virus, HBV) do hepatocytów. W badaniach tych 

wyselekcjonowano a-DNA, które redukowały poziom DNA wirusa, poziom antygenu 

powierzchniowego wirusa (HbsAg) oraz poziom antygenu "e" wirusa (HbeAg) ściśle 

związanego z antygenem rdzeniowym HbcAg [216].

Najnowsze badania dotyczą również wykorzystania wektorów wirusowych kodujących 

sekwencje antysensowych oligonukleotydów. Badania takie wykonywano między innymi na 

liniach komórkowych zakażonych wirusem brodawczaka ludzkiego typu 16 (ang. human 

papilloma virus, HPV). Zakażenie typem HPV 16 może prowadzić do niekontrolowanych 

podziałów komórkowych nabłonka szyjki macicy, czego skutkiem może być rak szyjki 

macicy. W badaniach zastosowano wektory pochodzące z wirusa opryszczki pospolitej 

(łac. herpes simplex virus, HSV), dla ekspresji antysensowego RNA komplementarnego do 

genu E7 HPV-16. Stwierdzono, że konstrukty takie skutecznie inhibują ekspresję onkogenu 

[217].

Trwają również badania kliniczne (faza II) w przypadku zastosowania leku 

ISIS 301012 firmy Isis. Jest to antysensowy oligonukleotyd zawierający modyfikacje 

2’-o-metoksyetylowe rybozy, które powodują większe powinowactwo do docelowej cząsteczki 

oraz lepsze wchłanianie leku. ISIS 301012 powoduje inhibicję ekspresji apolipoproteiny B 

(ApoB), odpowiedzialnej za transport cholesterolu lipoprotein o niskiej gęstości (ang. Iow 

density lipoproteins, LDL) do tętnic. Skutkiem tego następuje gromadzenie się cholesterolu 

w błonie wewnętrznej tętnic, co może prowadzić do miażdżycy tętnic. Stwierdzono, że ISIS 

301012 powoduje skuteczne obniżenie poziomu LDL [209].

Antysensowe oligonukleotydy stosowane również były w cełu określenia lokalizacji, 

dostępności i funkcji rRNA w strukturze rybosomów [218]. Stwierdzono, że proces translacji 

jest specyficznie hamowany przez antysensowe oligomery skierowane wobec regionów 

kontrolnych rRNA i/lub mRNA. Dla przykładu:
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a) Inhibicję biosyntezy białka w systemie roślinnym obserwowano przy zastosowaniu a-DNA 

komplementarnych do domeny a-sarcyny podjednostki 50S . W przypadku E. coli takie same 

oligomery powodowały jedynie częściowy efekt, najprawdopodobniej ze wzgłędu na 

istnienie zmian konformacyjnych tej domeny [220].

b) Rezultaty hybrydyzacji a-DNA do nieskompleksowanego 5S rRNA i do 5S rRNA 

w strukturze rybosomów 80S wskazują na uczestnictwo pętli C 5S rRNA podczas biosyntezy 

białka [221].

c) Wykazano funkcjonalną ważność miejsca A w małej podjednostce rybosomałnej z pomocą 

metylowanych pochodnych antysensowych oligodeoksynukleotydów [222].

d) Stwierdzono inhibicję asocjacji podjednostek rybosomalnych pod wpływem a-DNA 

skierowanych na wybrane sekwencje 18S rRNA i 5S rRNA [223].

e) Dzięki badaniom z wykorzystaniem specyficznych antysensowych oligonukleotydów 

komplementarnych do 5,8S rRNA stwierdzono, że cząsteczka ta pełni ważną rolę w 

funkcjonowaniu eukariotycznych rybosomów [224].

Podsumowując, strategie antysensowe są trudne w zastosowaniu, bowiem szereg 

czynników warunkuje sukces takiej koncepcji modyfikowania szlaku metabolicznego. 

Jednakże wiele walorów tej technologii pozwala sądzić, że medyczne i rolnicze zastosowania 

będą coraz powszechniejsze. Należy jednak pamiętać, że szczególnie przy stosowaniu a-DNA 

w komórkach, efekty terapeutyczne mogą być wynikiem zarówno bezpośredniego działania 

antysensowych ołigonukleotydów na sekwencję docelową lub też może dochodzić do 

aktywacji mechanizmów, takich jak RNAi (interferencja RNA) czy aptamerów. W pierwszym 

przypadku degradacja docelowego mRNA może być indukowana wprowadzeniem (lub 

syntezą) dsRNA o homologicznej sekwencji. Ponadto, a-DNA zastosowany w celu 

zahamowania biosyntezy określonego białka poprzez hybrydyzację z odpowiednim mRNA 

i jego degradację, może okazać się aptamerem dla zupełnie innego białka. W pewnych 

przypadkach aptameryczny efekt działania oligonukleotydu może wzmacniać jego działanie 

antysensowe, ale może również powodować zdecydowanie negatywne skutki, szczególnie przy 

długotrwałym podawaniu antysensowego specyfiku.
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3.4 Mini-tRNA.

w procesie biosyntezy białka dochodzi do skoordynowanej współpracy wiełu 

makrocząsteczek: mRNA, tRNA, enzymów aktywujących, czynników transłacyjnych 

i rybosomów. Cząsteczki tRNA są ełementem łączącym podstawową jednostkę składową 

białka, czyli aminokwas, z informacją genetyczną zakodowaną w mRNA. W strukturze 

Ill-rzędowej tRNA wyróżniamy dwie główne domeny: I - domenę akceptorową (nazwaną 

domeną minihelisy, w skład której wchodzi ramię akceptorowe oraz pętla T'PC) oraz 

II - domenę antykodonową, zbudowaną z ramienia i pętli antykodonowej oraz ramienia i pętli 

DHU (Rysunek 35B). Każda z domen tRNA oddziałuje z innymi częściami rRNA rybosomu. 

Ponadto, przynajmniej 10 syntetaz aminoacylo-tRNA jest zdolnych do aminoacylacji 

hełikalnych substratów RNA odpowiadających całej domenie I łub tylko jej fragmentowi. 

Takie substraty nazywa się odpowiednio mini- lub mikrohelisami [225]. Pomimo, że 

wszystkie badane cząsteczki mini-tRNA charakteryzowały się jedynie szczątkową aktywnością 

akceptorową, były one skutecznie rozpoznawane przez odpowiednie klasy syntetaz 

aminoacylo-tRNA. Dlatego też mini-tRNA stały się skutecznym narzędziem pomocnym w 

wielu aspektach badań dotyczących procesów zachodzących w rybosomie. Badania takie mogą 

dotyczyć przykładowo interakcji między syntetazami aminoacylo-tRNA a cząsteczką tRNA, 

poszczególnych etapów translacji, korelacji struktury i funkcji rybosomu, a także roli 

poszczególnych fragmentów tRNA w biosyntezie białka. Zastosowanie mini-tRNA posłużyło 

również do zweryfikowania hipotezy o ewolucyjnym pochodzeniu syntetaz aminoacylo-tRNA.

Zastosowanie mini-tRNA w pracach eksperymentalnych wymaga prawidłowo 

zaplanowanego modelu minimalnej cząsteczki tRNA, tak, aby była ona aktywna w procesie 

aminoacylacji. Konieczne jest zatem przeanalizowanie elementów strukturalnych tRNA, które 

są niezbędne, by cząsteczka ta specyficznie wypełniała swoją funkcję. Dłatego ważne jest 

poznanie reguł, jakich należy przestrzegać przy konstrukcji mini-tRNA. Do przedstawienia 

tego problemu wybrałam kilka przykładów zastosowań mini-tRNA.

3.4.1 Budowa i funkcja cząsteczki tRNA.

Cząsteczki tRNA charakteryzują się specyficznym ułożeniem nukleotydów i określoną 

strukturą przestrzenną. Pomimo tego, że dana cząsteczka tRNA jest specyficzna wyłącznie dla 

określonego aminokwasu, struktura wszystkich tRNA jest zbliżona. W strukturze Il-rzędowej
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przyjmuje ona postać „liścia koniczyny” (Rysunek 35A) a w III-rzędowej wszystkie cząsteczki 

tRNA przypominają kształtem łiterę L (Rysunek 35B). Cząsteczki tRNA zawierają wiele 

nietypowych, modyfikowanych zasad, zazwyczaj 7-15 na molekułę, co stanowi około 

10 - 20 % wszystkich nukleotydów.

W strukturze Il-rzędowej tRNA można wyróżnić pięć zasadniczych regionów, 

(tworzących wspomniane już wcześniej dwie główne domeny). Są to:

- region akceptorowy, składający się z ramienia i pętłi akceptorowej, z charakterystyczną 

sekwencją 5’-CCA-3’, do której przyłączany zostaje aminokwas;

- region antykodonowy (ramię i pętla antykodonowa);

- region dihydrourydyny (ramię i pętla DHU);

- region T'PC, zbudowany z ramienia oraz pętli, w której występuje charakterystyczny układ 

zasad: rybotymidyna, T; pseudourydyna, 'P; cytozyna, C;

- ramię zmienne znajdujące się pomiędzy regionem antykodonowym a regionem T'FC.

B

t80A

40 A

i oA

Rysunek 35. Struktura cząsteczki tRNA.
A - struktura H-rzędowa cząsteczki tRNA S. cerevisiae specyficznej względem fenyloalaniny
(tRNA*™);
B - układ przestrzenny cząsteczki tRNA i wymiary.

Cząsteczki tRNA są molekularnymi adapterami, pełniącymi funkcję swoistych łączników 

między aminokwasami a kodonami mRNA. Poza zasadniczą funkcją, jaką pełnią podczas 

biosyntezy białka, cząsteczki tRNA biorą również udział w regulacji syntezy enzymów
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komórkowych, syntezie ściany komórkowej u bakterii, regulacji transportu aminokwasów a 

także pełnią rolę startera dla odwrotnej transkryptazy wielu wirusów [226].

3.4.2 Elementy tożsamości cząsteczki tRNA a konstruowanie mini-tRNA.

Zasadniczym etapem biosyntezy białka jest rozpoznanie tRNA przez syntetazy 

aminoacylo-tRNA. Proces ten jest kluczowy dla prawidłowego odszyfrowania kodu 

genetycznego zapisanego w mRNA. Selekcja odpowiedniego tRNA do acylacji określonym 

aminokwasem odbywa się poprzez utworzenie unikatowego, specyficznego kompleksu 

tRNA - syntetaza AA-tRNA. Dla określenia swoistości tego procesu używa się określeń 

rozpoznanie i identyczność (tożsamość) tRNA [227].

Rozpoznanie odnosi się do identyfikacji danego tRNA przez odpowiednią syntetazę 

dzięki specyficznym elementom strukturalnym tRNA.

Identyczność (tożsamość) tRNA jest pojęciem szerszym, określającym aktywność 

akceptorową tRNA, obejmującym pozytywne elementy rozpoznania (determinanty, 

ang. positive elements of recognition) oraz negatywne (antydeterminanty, ang. negative 

elements of recognition) [228]. Obecność elementów rozpioznania i identyczności związana jest 

z faktem, że do kompleksu rybosomalnego przenoszony jest każdy AA-tRNA przez czynnik 

elongacyjny EFl (w układzie prokariotycznym EF Tu-Ts), a o wbudowaniu do 

nowozsyntetyzowanego polipeptydu decyduje interakcja kodon-antykodon. A zatem 

aminokwas nie jest już traktowany przez system jako element rozpoznania i poprawności 

procesu translacji. Dlatego konieczne są inne elementy warunkujące poprawność odczytu 

informacji genetycznej.

Determinanty cząsteczki tRNA

Determinanty (pozytywne elementy rozpoznania), wprowadzone do innej cząsteczki 

tRNA powodują zmianę specyficzności rozpoznania tej molekuły. Po raz pierwszy opisano je

w przypadku tRNA'^'* E. coli. W cząsteczce tRNA^'“ determinantą jest para zasad utworzonaAla

przez guanozynę w pozycji 3 i urydynę w pozycji 70 (G3:U70) [229]. Po zastąpieniu naturalnie 

występujących w tych pozycjach nukleotydów w cząsteczkach tRNA*’’’®, tRNA^^* oraz 

tRNA^^® na parę G3:U70, obserwowano obecność dodatkowych reszt alaniny w tworzących się 

białkach [230].
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W przypadku, gdy w pozycji odpowiadającej determinancie występowała mutacja, 

obserwowano gwałtowny spadek poziomu aminoacylacji takiej cząsteczki tRNA łub nawet jej 

całkowity brak, w związku z nieobecnością odpowiednich wiązań wodorowych [231]. 

Stwierdzono również, że im więcej determinant znajduje się w danej cząsteczce tRNA, tym 

mniejsze znaczenie ma każda z nich. Jeśli zatem silne determinanty zlokalizowane są 

w ramieniu akceptorowym cząsteczki tRNA, to pełnej długości tRNA mógłby być 

z powodzeniem zastąpiony przez minihelisy imitujące ten rejon.

Ponadto należy wyróżnić determinanty główne (ang. major) i poboczne (ang. minor) 

[232]. Jednak takie rozróżnienie nie jest łatwe i często bywa subiektywne. Za główne uważa 

się takie elementy, których nieobecność prowadzi do znaczących efektów, obserwowanych 

in vitro jako zmniejszenie stopnia aminoacylacji oraz in vivo jako supresję. Natomiast 

determinanty poboczne mają umiarkowany efekt i regulują specyficzność aminoacylacji. 

Te Zdrugie elementy mogą działać poprzez mechanizmy pośrednie.

• Antydeterminanty cząsteczki tRNA

Tożsamość cząsteczki tRNA nie jest dyktowana jedynie obecnością pozytywnych 

elementów umożliwiających rozpoznanie przez specyficzną syntetazę. Istnieją również 

elementy negatywne, antydeterminanty, które uniemożliwiają błędną aminoacyłację. W 

procesie regulowania bezbłędności biosyntezy polipeptydu są one równie ważnym czynnikiem 

jak determinanty.

Antydeterminantami mogą być pojedyncze lub sparowane zasady azotowe, 

zlokalizowane na całej długości cząsteczki tRNA. Pierwsza antydetemninanta została odkryta 

w tRNA E. coli, gdzie zaobserwowano, że modyfikacja atomu węgła zasady azotowej 

w pozycji 34 zapobiega błędnej aminoacylacji tRNA”° przez syntetazę specyficzną dla 

tRNA*^®' [228]. Sądzi się, że wszystkie tRNA zawierają antydeterminanty przeciwko kilku 

syntetazom.

• Specyfika struktury przestrzennej cząsteczki tRNA

Elementem tożsamości tRNA może być również specyficzna struktura tej cząsteczki. 

Dla przykładu, dła poprawnej aminoacylacji tRNA^®^ E. coli konieczny jest rejon zmienny, 

gdzie występuje nietypowa para Levitt’a G15:G48 [233]. Optymalna efektywność procesu 

aminoacylacji często zależy od zachowania specyficznych cech architektury pnia tRNA. Dla
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rozpoznania przez GlnRS lub AlaRS E. coli oraz PheRS z S. cerevisiae, ważne są region 

zmienny i odpowiednia długość pętli DHU [234]. W drożdżowym inicjatorowym tRNA”^^* 

istotnym elementem są wzajemne oddziaływania między pętlą T'PC i pętlą DHU. Z drugiej 

strony, syntetazy mogą w pewnym stopniu tolerować zmiany w strukturze swoich substratów. 

Takie zmiany mogą polegać na braku modyfikacji nukleotydów lub na zamianie 

rybonukleotydów na ich odpowiedniki z serii deoksy. W większości systemów takim zmianom 

towarzyszy zmniejszenie efektywności aminoacylacji.

3.4.3 Wybrane przykłady zastosowań mini-tRNA.

Dotychczasowe prace z zastosowaniem mini-tRNA miały przede wszystkim na cełu 

zgłębienie procesu aminoacylacji. Badano zwłaszcza funkcje poszczegółnych reszt 

nukleotydów cząsteczki tRNA w tym procesie, specyficzną rolę determinant głównych 

i pobocznych [231]. Przewidywanie funkcji minimalnych substratów zawierających 

determinanty aminoacylacji badano po raz pierwszy z użyciem systemu tRNA E.coli 

specyficznego względem alaniny. Stwierdzono, że do rozpoznania tRNA'^'® przez AlaRS 

wystarczająca jest obecność domeny akceptorowej a pozostała część tej molekuły nie jest 

istotna dła procesu aminoacylacji [235] i prace tam cytowane].

Minihelisy zbudowane z ramienia akceptorowego tych tRNA, których główne 

determinanty zlokalizowane są w antykodonie, na przykład tRNA specyficznego względem 

tryptofanu, metioniny, argininy, glicyny i waliny [236] i prace tam cytowane], powinny być 

nieaktywne podczas aminoacylacji. Jednak takie minihelisy w większości przypadków ulegaja 

aminoacylacji, aczkolwiek na niskim poziomie [237] i prace tam cytowane]. Przyłączenie do 

takiego konstruktu pętli antykodonowej zwiększa stopień aminoacylacji w przypadku minihelis 

otrzymanych z tRNA"° E. coli oraz tRNA'^^' S. cerevisiae. Dodanie antykodonu do 

minihelisy''*'’ E.coli nie ma takiego efektu na aminoacyłację. Mini- i mikrohelisy uzyskane z 

tRNA"® E. coli są również wydajnie aminoacylowane przez IleRS, pomimo tego, że zawierają 

jedynie część determinant, a główne determinanty znajdują się w ramieniu antykodonowym. 

Stąd też wniosek, że aminoacyłacja niekoniecznie wymaga obecności głównych determinant. 

Aczkolwiek wydajność procesu aminoacylacji jest wówczas wyraźnie niższa (w przypadku 

mini-tRNA'^^' obserwowano 6x10^ - krotne obniżenie aktywności aminoacylacji w porównaniu 

z pełnej długości tRNA''"^ [228]).
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Dla tRNA, których elementy tożsamości o różnej sile rozproszone są w całej długości 

cząsteczki, niewiele wiadomo na temat wzajemnego powiązania między tymi elementami oraz

0 roli determinant pobocznych. Bardzo dobrym modelem do badania tego zagadnienia jest 
system tRNA'^‘^. Aminoacylacja przez syntetazę walynylo-tRNA (ValRS) S. cerevisiae 

wymaga nie tylko obecności determinant zlokalizowanych w antykodonie, ale również 

przynajmniej jednej z pozostałych determinant zlokalizowanych w dużej odległości od pętli 

antykodonowej. Z badań tych okazało się, że minihelisy skonstruowane na podstawie domeny 
akceptorowej tRNA'^“' skutecznie ulegały aminoacylacji. Aminoacylacja była dodatkowo 

stymulowana po dodaniu helisy zawierającej fragment domeny antykodonowej [228].

Badania procesu aminoacylacji z użyciem mini-tRNA mają również znaczenie dla 

zrozumienia ewolucji. Dostarczono wiele dowodów na ewolucję determinant aminoacylacji od 

E. coli przez S. cerevisiae do H. sapiens i koewolucję domen syntetaz, które oddziałują z tymi 

elementami [238]. Wiadomo, że selekcja specyficznego tRNA jest determinowana przez 

odpowiednie domeny strukturalne, które stanowią różne regiony w cząsteczce tRNA. Syntetaza 

CysRS E. coli posiada domeny, które rozpoznają tRNA zawierające U73, antykodon GCA oraz 

specyficzną strukturę trzeciorzędową rogu litery L, której kształt przybiera cząsteczka tRNA 

[236]. Enzym z E. coli nie jest zdolny do rozpoznania tRNACys S. cerevisiae i H. sapiens, co 

sugeruje ewolucję determinant aminoacylacji. Poprzez modyfikowanie tRNACys S. cerevisiae

1 H. sapiens tak, aby były one rozpoznawane przez enzym E. coli, Lipman i Hou 

zidentyfikowali determinanty w tRNA, które są ważne dla aminoacylacji, a które uległy 

dywergencji w procesie ewolucji.

Użycie mini-tRNA przysłużyło się również do zgłębienia mechanizmu selekcji 

aminokwasów podczas aminoacylacji oraz dla poparcia hipotezy, że dzisiejsze syntetazy 

aminoacylo-tRNA powstały z wcześniejszych form, które uczestniczyły w syntezie białka 

zależnej od tioestrów [239]. Takie badania prowadził między innymi Jakubowski. Stosował on 

w swoich badaniach oprócz minihelis rówież koenzym A (CoA-SH). Jest to przenośnik grup 

acylowych, które w połączeniu z nim są substratami syntetaz wszystkich klas. Koenzym A 

działa jako analog tRNA. Jakubowski wykazał, że syntetaza izoleucylo-tRNA E.coli jest 

zdolna do aminoacylacji CoA-SH z użyciem nie tylko izoleucyny, ale również waliny, 

leucyny, treoniny, alaniny i seryny. Syntetaza tRNA'^®* katalizowała aminoacylację CoA-SH 

przez wahnę, treoninę, alaninę, serynę i izoleucynę. Natomiast syntetaza LysRS skutecznie 

aminoacylowała CoA-SH następującymi aminokwasami: Lys, Leu, Thr, Ala, Val i De. 

Wszystkie wymienione syntetazy: IleRS, ValRS oraz LysRS zachowują się jak syntetazy z 

„rozluźnioną selektywnością aminokwasową”. W przeciwieństwie, minihelisy RNA utworzone
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z pętli akceptorowej tRNA”® oraz tRNA'^“* były aminoacylowane wyłącznie przez specyficzne 

syntetazy.

Prace badawcze przeprowadzane z użyciem minimalnych struktur tRNA przyczyniły się 

do wyjaśnienia wielu procesów zachodzących z udziałem cząsteczki tRNA. Dzięki 

zastosowaniu minihelis, mikrohelis czy mniejszych struktur, uzyskano wiele cennych 

informacji na temat aminoacylacji tRNA i mechanizmu funkcjonowania tej molekuły. 

Skuteczność ich stosowania uzasadnia prowadzenie dalszych badań, które miałyby na celu 

lepsze zrozumienie procesów mających miejsce w rybosomie.
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4. MATERIAŁY STOSOWANE W PRACY.

4.1. Materiał roślinny.

gatunek: łubin żółty (Lupinus luteus)
odmiana: Juno
klasa jakości: I
rok zbioru: 2002, 2003, 2004, 2005
pochodzenie: Poznańska Hodowla Roślin Spółka z o.o. w Tulcach k/Poznania

4.2 Odczynniki stosowane w pracy.

ODCZYNNIK PRODUCENT

Akrylamid (amid kwasu akrylowego) Sigma
Alkohol etylowy Polmos
ATPNa2 (adenozyno-5'-trifosforan sodu) Sigma

BD-celuloza (benzoilodietyloaminoetylo-celuloza) Boehringer Mannheim
GmbH

Bis-akrylamid (N,N’-metyleno-bisakrylamid) Sigma
Błękit bromofenolowy (3,3’,5,5’- 
tetrabromofenolosułfoftaleina) Sigma

Chlorek magnezu Merck
Chlorek potasu Merck
Chlorek sodu POCh
Chloroform Sigma
DEAE-celuloza (dietyloaminoetyloceluloza) Sigma
DTT (ditiotreitol) Sigma
EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) Sigma
Fenol Sigma
Glicerol POCh
GTPLi (guanozyno-5'-trifosforan litu) Sigma
T4 Kinaza Polinukleotydowa {Polinucleotide Kinase T4) Promega
Ksylencjanol FF Sigma
Kwas borowy POCh
Kwas octowy POCh
Kwas solny POCh
L-(2,4-^H) fenyloalanina ICN
Mocznik (karbonylodiamid) Sigma
Nadsiarczan amonu Sigma
Octan magnezu Sigma
Octan sodu POCh
poli(U) (kwas poliurydynowy) Sigma
POPOP (1,4-di-[2-(5-fenylo)-oksazoil]) Sigma
PPG (2,5-difnylo-oksazol) Sigma
Sacharoza POCh
Siarczan amonu POCh
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ODCZYNNIK PRODUCENT

TCA (kwas trichlorooctowy) Sigma
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodwuamina) Sigma
Toluen POCh
Tris (tri(hydroksymetylo)-aminometan) Sigma
Wodorotlenek sodu POCh
P-merkaptoetanol Sigma

4.3 Bufory stosowane w pracy.

Bufor do ekstrakcji tRNA (1)

100 mM Tris-HCl, pH 7,5 

100 mM NaCl 

10 mM MgCh 

0,1% SDS 

2 mM EDTA 

5 mM P-merkaptoetanol

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

350 mM NaCl

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 rybosomów (5)

50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

50 mM KCl 

5 mM MgCl2

2,5 mM P-merkaptoetanol

Bufor do izolacji rybosomów (poduszka sacharozowa) (6)

50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

100 mM KCl 

5 mM MgCl2

2.5 mM P -merkaptoetanol

17.5 % sacharoza

Bufor do przechowywania rybosomów (7)

50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

50 mM KCl 

5 mM MgCl2 

1 mM DTT 

50% glicerol

Bufor do izolacji frakcji enzymatycznej S-KX) (8)

50 mM Tris-HCl, pH 7,5 

10 mM KCl 

1 mM MgCl2 

5 mM p -merkaptoetanol 

10% glicerol

Bufor do reakcji aminoacylacji (9)

100 mM Tris-HCl, pH 7,5 

10 mM MgCl2 

4 mM p -merkaptoetanol 

4 mM ATP
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10% denaturujący żel 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 obciążający (22)

10 M mocznik

0,25% błękit bromofenolowy 

0,25% ksylencjanol

Barwnik do barwienia RNA w żelu poliakrvlamidowvm (23)

40% metanol 

10% kwas octowy 

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

5.1 Izolacja tRNA.

Celem metody było otrzymanie fenyloalaninowego transferowego kwasu 
rybonukleinowego (tRNA*’*'®) pozbawionego zanieczyszczeń w postaci białek, polisacharydów, 

innych kwasów rybonukleinowych (RNA) i deoksyrybonukleinowych (DNA). Otrzymane 

tRNA powinno się cechować niskim stopniem degradacji oraz wysoką specyficznością 

mierzoną w reakcji aminoacylacji tRNA.

1. 250 g nasion łubinu zamrożonych w -70°C zmieliłam i dodałam 1 1 buforu ekstrakcyjnego 

(1), 500 ml fenolu i 500 ml chloroformu. Całość wytrząsałam kilkanaście razy 

i pozostawiłam do odstania.

2. Następnie zebrałam górną warstwę (wodną), dodałam do niej mieszaninę fenol/chloroform 

w ilości 1/2 objętości fazy wodnej i wytrząsałam.

3. Ponownie zebrałam górną warstwę (wodną), dodałam chloroformu w ilości 1/2 objętości 

zebranej fazy wodnej i energicznie wytrząsałam. Etap ekstrakcji z chloroformem 

powtarzałam kilkakrotnie, aż do zaniku interfazy.

4. RNA wytrąciłam etanolem (3 objętości warstwy wodnej) w obecności 20% CH3COOK 

pH 5,2 (1/10 objętości warstwy wodnej). Przechowałam w -20°C przez noc.

5. Powstały osad wirowałam (8 OOOxg, 10 min.), wysuszyłam na lodzie, rozpuściłam w wodzie 

i ponownie wirowałam w warunkach jw., w celu oddzielenia nierozpuszczalnych 

zanieczyszczeń towarzyszących RNA.

6. Supernatant, o znanym stężeniu i ilości NA, zawiesiłam 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 rozpoczęciem procesu izolacji DEAE-Celulozę należy 

zregenerować. W tym celu umieściłam DEAE-Celulozę na lejku i przemywałam kolejno: wodą 

destylowaną (0,5 godz.), 0,5 M HCl (20 min.), wodą destylowaną (doprowadzając do pH 7,0), 

96% etanolem. Do przemywania ponownie zastosowałam wodę destylowaną, po czym 

przemywałam DEAE-Celulozę 0,5 M NaOH (20 min.), a następnie wodą destylowaną
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(doprowadzając do pH 7,0). Tak przygotowaną DEAE-Celulozę zastosowałam do

oczyszczania tRNA.

1. Supernatant, pochodzący z izolacji tRNA (patrz metoda 5.2.1) zawiesiłam w 

DEAE-Celulozie według proporcji 50-100 A260/1 cm3 celulozy.

2. Po 24 godzinach przełożyłam całość na lejek piankowy i zebrałam przesącz.

3. Przemyłam celulozę 0,25 M roztworem NaCl do wartości A260 = 0,001 i zawiesiłam do 

następnego dnia w 1 M NaCl. Całość ponownie przełożyłam na lejek piankowy, 

przesączyłam i przemywałam DEAE-Celulozę małymi porcjami (po 50 ml) 1 M NaCl.

4. Każdorazowo mierzyłam absorbancję przy długości fali 260 nm i na tej podstawie zebrałam 

frakcje RNA (o najwyższej wartości A260).

5. DEAE-Celulozę przemywałam dalej 1 M NaCl w celu jej regeneracji.

6. RNA w zebranych frakcjach strąciłam 3 objętościami etanolu w obecności 20% CH3COOK 

(pH 5,2) i pozostawiłam na noc w -20°C.

7. Osad, zwierający surowy niskocząsteczkowy RNA, odwirowałam, wysuszyłam na lodzie, 

rozpuściłam w jak najmniejszej objętości wody i naniosłam na kolumnę z BD-Celulozy 

(patrz metoda 5.3.)

5.3. Oczyszczanie tRNA na BD-Celulozie.

Oczyszczanie na BD-Celulozie ma na celu rozdział otrzymanej mieszaniny tRNA na

poszczególne frakcje odpowiadające specyficznym transferowym RNA.

1. Kolumnę o wymiarach 2,6 x 90 cm wypełnioną benzoilowaną DEAE-Celulozą 

(BD-Celuloza), przemywałam buforem (2) i naniosłam ok. 6000 A260 (10 pmoli) preparatu 

oczyszczonego wcześniej na DEAE-celulozie (patrz metoda 5.2).

2. W celu rozdziału tRNA wykorzystałam liniowy gradient stężenia NaCl w następującej 

kolejności stosowanych buforów:

- bufor (2) i (3) w ilości 10 x większej niż objętość robocza kolumny

- bufor (3) i (4) w ilości 5 x większej niż objętość robocza kolumny.

3. Objętość zbieranych frakcji wynosiła 1 ml przy prędkości przepływu przez kolumnę 

1 ml/10 min.

4. Zawartość tRNA śledziłam w co dziesiątej frakcji przez pomiar absorbancji przy długości 

fali 260 nm.

5. Specyficzne tRNA wykrywałam przeprowadzając reakcję aminoacylacji co dziesiątej frakcji 

(patrz metoda 5.6).
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6. Frakcje o najwyższej zawartości tRNA””® strąciłam 3 objętościami etanolu, odwirowałam 

(8 000 X g, 10 min) i rozpuściłam w jak najmniejszej ilości wody.

5.4 Izolacja rybosomów 80S z Lupinus luteus.

1. 150 g nasion łubinu zamrożonych w ciekłym azocie zmieliłam i poddałam homogenizacji 

w 800 ml buforu (5), całość doprowadzając do pH 7,5 1 M Tris-em (pH 10,5).

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

3. Roztwór zdekantowałam i poddałam kolejnemu wirowaniu (140 000 x g, 3 godz., 

temp. 4°C).

4. Otrzymany supernatant poddawany był dalszej obróbce do otrzymania aktywnych 

biologicznie czynników EFl i EF2, w dalszej części pracy określanych jako SI00 (patrz 

metoda 5.5).

5. Osad homogenizowałam w buforze (5) do otrzymania jednorodnej, klarownej, mlecznej 

suspensji rybosomów.

6. Rybosomy wirowałam w buforze (6), przez tzw. poduszkę sacharozową (po 5 ml), 

nakładając je bardzo ostrożnie na jej powierzchnię. Wirowanie prowadziłam w probówkach 

typu Quick-Seal (kubki wirówkowe 13.5 ml) w warunkach: 330 000 x g, 2 godz., temp. 4°C.

7. Osad rybosomów powtórnie homogenizowałam w buforze (5) i powtórzyłam proces 

wirowania przez poduszkę sacharozową w warunkach jak wyżej.

8. Otrzymany osad rybosomów homogenizowałam w buforze (7) i odwirowałam (2 000 x g, 

5 min.).

9. Otrzymane rybosomy zawiesiłam w buforze (7) i przechowywałam w temp. -70°C.
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5.5 Izolacja frakcji enzymatycznej SIOO.

1. Supernatant SlOO, otrzymany w czasie izolacji rybosomów (patrz metoda 5.4), o znanej 

objętości, poddałam wysalaniu siarczanem amonu w dwóch etapach w temperaturze 0°C. W 

pierwszym etapie dodawałam (NH4)2S04 do uzyskania 35 % stężenia (194 g soli na 1000 ml 

roztworu). Proces prowadziłam powoli dodając sól małymi porcjami w czasie 30 minut przy 

stałym mieszaniu roztworu.

2. Następnie preparat wirowałam (30 000 x g, 30 min., temp. 4°C).

3. Supernatant, o znanej objętości, poddałam drugiemu etapowi wysalania do uzyskania 60 % 

stężenia (NH4)2S04 w roztworze (184 g na 1000 ml roztworu). Sposób dodawania soli i 

następujące po nim wirowanie powtórzyłam jak wyżej.

4. Otrzymany osad rozpuściłam w minimalnej ilości buforu (8) i poddałam dializie w czasie 

3,5 godziny, trzykrotnie zmieniając bufor (8).

5. Następnie preparat wirowałam (6 000 x g, 5 min., 4°C), zebrałam supernatant, zmierzyłam 

A280 i przechowywałam w temperaturze -70°C.

5.6 Reakcja aminoacylacji tRNA.

1. Mieszaninę reakcyjną (50 pl) zawierającą: bufor (9), 300 pmoli [^H]-fenyloalaniny 

(aktywność specyficzna 38 Ci/mmol) oraz zoptymalizowaną ilość tRNA i frakcji 

enzymatycznej (SlOO) o znanym stężeniu, inkubowałam przez 15 min. w 37°C.

2. Mieszaninę przemywałam jednokrotnie 10 % roztworem kwasu trichlorooctowego (TCA), 

trzykrotnie 5 % roztworem TCA i jednokrotnie etanolem, jednocześnie przefiltrowując przez 

sączek z włókna szklanego Whatman GF/C.

3. Zatrzymaną na sączkach radioaktywność zmierzyłam na liczniku scyntylacyjnym w 

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

1. Mieszaninę reakcyjną (5 ml) zawierającą: bufor (9), 300 nmoli [^H]-fenyloalaniny 

(aktywność specyficzna 38 Ci/mmol) i 9,8 nmoli tRNA”’® inkubowałam przez 5 min. 

w 37°C.

2. Następnie dodałam 150 ml frakcji enzymatycznej SI00 o stężeniu 244,5 A280/ml 

i prowadziłam właściwą reakcję aminoacylacji przez 15 min. w temperaturze 37°C.

3. Po inkubacji próbę wytrząsałam z fenolem o temperaturze 4°C w czasie 15 minut w celu 

usunięcia syntetaz aminoacylo-tRNA.

4. Po odwirowaniu próby (12 000 x g, 20 min.) do warstwy wodnej dodałam 3 objętości 

etanolu i całość pozostawiłam w temperaturze -20°C przez 60 minut. Miało to na celu 

wytrącenie ze środowiska zsyntetyzowanego [^Hj-Phe-tRNA’’*’® oraz usunięcie fenolu.

5. Wytrącony osad odwirowałam (12 000 x g, 20 min.) i rozpuściłam w wodzie.

6. Procedurę wytrącania etanolem powtarzałam kilkukrotnie w tych samych warunkach.

7. Osad [^Hj-Phe-tRNA’’’’'^ rozpuściłam w wodzie (300 pl) i przechowywałam w temperaturze 

-70°C.

5.8 Nieenzymatyczne przekształcenie rybosomów w stan pretranslokacyjny.

5.8.1 Obsadzenie rybosomalnego miejsca P przez D-tRNA.

1. Mieszaninę reakcyjną (9 pl) zawierająca 12 pmołi rybosomów w buforze (10), 10 pg połi(U) 

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

w temperaturze 37°C.

5.8.2 Obsadzenie rybosomalnego miejsca Pprzez mini-tRNA.

1. Mieszaninę reakcyjną (9 pl) zawierająca 12 pmoli rybosomów w buforze (10), 10 pg poli(U) 

o stężeniu 10 mg/ml i 20 pmoli mini-tRNA, poddałam inkubacji w czasie 10 min. 

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

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadziłam anałogicznie do metody opisanej w punkcie 5.8.1.

2. Następnie do mieszaniny reakcyjnej (9 pl) dodałam 20 pmołi Phe-tRNA'’'’® i inkubowałam 

kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposób nastąpiło obsadzenie rybosomalnego 

miejsca A.

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

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

2. Następnie do mieszaniny reakcyjnej (9 pl) dodałam 20 pmoli Phe-tRNA*^' i inkubowałam 

kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposób nastąpiło obsadzenie rybosomalnego 

miejsca A.

5.9 Nieenzymatyczne przekształcenie rybosomów w stan posttranslokacyjny.

Phe5.9.1 Obsadzenie rybosomalnego miejsca Pprzez Phe-tRNA

1. Mieszaninę reakcyjną (9,5 pl) zawierającą 12 pmoli rybosomów w buforze (11), 10 pg 

poli(U) o stężeniu 10 mg/ml i 16 pmoli Phe-tRNA’'’’’^, poddałam inkubacji w czasie 10 minut 

w temperaturze 37°C.

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

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadziłam anałogicznie do metody przedstawionej w punkcie 

5.9.1.

2. Następnie do mieszaniny reakcyjnej (9,5 pl) dodałam 40 pmołi deacylowanego tRNA 

i inkubowałam kolejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposób nastąpiło obsadzenie 

rybosomałnego miejsca E.
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5.9.3 Obsadzenie rybosomalnych miejsc: Pprzez Phe-tRNA^^* oraz Eprzez 
mini-tRNA.

1. Pierwszy etap reakcji przeprowadziłam anałogicznie do metody przedstawionej w punkcie 

5.9.1.

2. Następnie do mieszaniny reakcyjnej (9,5 pl) dodałam 40 pmołi mini-tRNA i inkubowałam 

kołejne 10 minut w temperaturze 37°C. W ten sposób nastąpiło obsadzenie rybosomalnego 

miejsca E.

5.10 Reakcja enzymatycznego wiązania Phe-tRNA’’*'® do poli(U) rybosomów 

(RW).

1. Mieszanina inkubacyjna (50 pl) zawierała: 5 pl buforu (12), 10 pl buforu (13), 12 pmoli 

rybosomów i zoptymalizowaną ilość frakcji enzymatycznej SIOO. Próbę kontrolną stanowiła 

mieszanina reakcyjna o takim samym składzie, niezawierająca S1(X). Inkubację prowadziłam 

przez 5 min. w 37*’C.

2. Następnie do mieszaniny inkubacyjnej dodałam 1 ml schłodzonego buforu płuczącego (14) 

i sączyłam przez fiłtr nitrocelułozowy Miłlipore o średnicy porów 0,45 pm.

3. Fiłtr nitrocelulozowy płukałam trzykrotnie tym samym buforem, suszyłam i zliczyłam 

radioaktywność w scyntyłatorze toluenowym (19) na liczniku Beckmann LS 7000.

5.11 Znakowanie oligodeoksynukleotydów oraz mini-tRNA [y-^^P]-ATP na 

końcu 5’.

1. Oligonukleotydy DNA i cząsteczki mini-tRNA były znakowane na końcu 5’ przy pomocy 
[Y-^^P]-ATP.

2. Mieszanina reakcyjna (12 pl) zawierała bufor (15), 6000 pmoli oligonukleotydu lub 
mini-tRNA, 18000 pmoli ATP, 30 pCi [y-^^P]-ATP (stężenie 10 pCi/pl) oraz 20 U kinazy 

polinukleotydowej T4 (stężenie 10000 U/ml). Reakcję prowadziłam przez 35 minut w 

temperaturze 37°C, a następnie przez 15 minut w temperaturze 65°C.

3. Znakowane oligonukleotydy oczyściłam przy pomocy chromatografii jonowymiennej na 

kolumnach Qiagen-20, na które można nanosiłam nie więcej niż 20 pg oligomerów (około 

6000 pmoli). Na kolumny doprowadzone do pH 7,0 buforem (16) naniosłam preparaty
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rozcieńczone buforem (16) (200 pl). Zatrzymane na kolumnie znakowane oligonukleotydy 

wymywałam buforem (17) (2 ml) i strąciłam trzykrotnym nadmiarem etanołu (-70°C, Ih) 

i odwirowałam (12 000 x g, 30 min., 4“C). Osad osuszyłam, rozpuściłam w 200 pl wody 

i przechowywałam w temperaturze -20°C.

4. Znakowane mini-tRNA oczyściłam za pomocą ekstrakcji fenoł/chłoroform i strąciłam 

trzykrotnym nadmiarem etanolu (-70“C, Ih) i odwirowałam (12 000 x g, 30 min., 4°C). Osad 

osuszyłam, rozpuściłam w 200 pl wody i przechowywałam w temperaturze -70°C.

5.12 Reakcja hybrydyzacji oligonukleotydów do rybosomów 80S.

1. Hybrydyzację przeprowadzałam w buforze (18) w objętości 25 pl. Próby zawierały 12 pmoli 

rybosomów 80S przekształconych na drodze nieenzymatycznej w stan pre- lub 

posttranslokacyjny (patrz metody 5.2.8. i 5.2.9.) oraz 360 pmoli oligonukleotydów 

znakowanych na końcu 5’ fosforem P (patrz metoda 5.11).

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

dwuniciowych struktur.

3. Inkubację mieszanin reakcyjnych prowadziłam w 37°C w czasie 5 min., a następnie przez 

2 godz. w temp. 0°C.

4. Następnie mieszaniny reakcyjne rozcieńczyłam buforem (14) i przefiltrowałam przez filtry 

nitrocelulozowe Miłlipore o średnicy porów 0,45 pm, kilkakrotnie przemywając buforem 

(14).

5. Radioaktywność zatrzymaną na filtrach zmierzyłam na liczniku scyntylacyjnym Beckmann 

LS 7000 w scyntylatorze toluenowym (19).

5.13 Reakcja hybrydyzacji mieszanin oligonukleotydów do rybosomów 80S.

1. Hybrydyzację przeprowadzałam w buforze (18) w objętości 25 pl. Próby zawierały 12 pmoli 

rybosomów 80S przekształconych na drodze nieenzymatycznej w stan pre- lub 

posttranslokacyjny (patrz metody 5.2.8 i 5.2.9) oraz po 180 pmoli każdego oligonukleotydu 

wchodzącego w skład kompozycji (w sumie 360 pmoli oligonukleotydów), z czego jeden był 

znakowany na końcu 5’ [y-^^P]-ATP (patrz metoda 5.11).

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

dwuniciowych struktur.





3. Całość inkubowałam w 37°C w czasie 5 min., a następnie przez 2 godz. w temp. 0°C.

4. Następnie mieszaniny reakcyjne rozcieńczyłam buforem (14) i przefiltrowałam przez fiłtry 

nitrocełułozowe Miłlipore o średnicy porów 0,45 pm, kilkakrotnie przemywając buforem 

(14).

5. Radioaktywność zatrzymaną na filtrach zmierzyłam na liczniku scyntylacyjnym Beckmann 

LS 7000 w scyntylatorze toluenowym (19).

5.14 Analiza kwasów nukleinowych w żelach poliakrylamidowych.

1. Podczas etapów izolacji i oczyszczania tRNA (patrz metody 5.2 oraz 5.3) poddawałam 

poszczególne frakcje RNA analizie elektroforetycznej w 10% denaturującym żelu 

poliakryloamidowym (20) w buforze do elektroforezy (21).

2. Na żel nanosiłam 1 OD preparatu z dodatkiem barwnika obciążającego (22).

3. Rozdział prowadziłam w żelu poddanym wcześniejszej preelektroforezie, przy natężeniu 

5 mA i napięciu 250 - 400 V. Początkowe warunki rozdziału wynosiły; natężenie 10 mA, 

napięcie 400V.

4. Po wejściu preparatów w żel, natężenie podwyższałam do 20 mA, a napięcie do 2000V.

5. Produkty rozdziału ełektroforetycznego analizowałam po wybarwieniu barwnikiem do RNA 

(25).
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6. WYNIKI I DYSKUSJA.

6.1 Izolacja i oczyszczanie tRNA*’’’®.

Izolację i oczyszczanie tRNA*’'’^ przeprowadziłam zgodnie z metodami 5.1, 5.2 oraz 5.3. 

Celem tych procedur było otrzymanie możłiwie czystego fenyloalaninowego, transferowego 

RNA (tRNA*’’’^), pozbawionego zanieczyszczeń w postaci białek, polisacharydów, RNA 

i DNA. Do izolacji użyłam 250 g nasion L. lułeus.

Na Rysunku 36 przedstawiłam obraz rozdziału ełektroforetycznego (według metody 

5.14) preparatu pochodzącego z poszczególnych etapów oczyszczania tRNA.

5SrRNA(l20 nt) 

■ IRNA"" (76 nt)

Rysunek 36. Obraz rozdziału ełektroforetycznego (10% denaturujący PAA) preparatu 
pochodzącego z oczyszczania tRNA.
1 - preparat przed nałożeniem na DEAE-Celulozę;
2, 3 - preparat po oczyszczaniu na DEAE-celulozie; frakcja wysokocząsteczkowych (2) oraz 
niskocząsteczkowych RNA (3);
4 - tRNA’’*“ po oczyszczaniu na BD-Celulozie;
5 - marker wielkości, 5S rRNA izolowany z L. luteus.

Na Rysunku 37 zamieściłam przebieg oczyszczania tRNA w gradiencie stężeń na 

kolumnie z BD-Celulozą (według metody 5.3).
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Rysuiek 37. Przebieg rozdziału niskocząsteczkowych RNA na kolumnie wypełnionej BD- 
Celultzą.
Kolonmi oznaczono: granatowym - wyniki pomiaru stężenia każdej frakcji [pmol/ml], czerwonym - 
wynik reakcji aminoacylacji [dpm]. Niebieska strzałka oznacza zmianę gradientu NaCl.

?ierwsze maksimum odpowiada między innymi tRNA*'^®', natomiast drugie

charałteryzuje tRNA*’’’®. W wyniku rozdziału otrzymałam oczyszczony tRNA*’’’® o stężeniu 

1,35 umol/ml. Aktywność specyficzna wydzielonego preparatu, zmierzona w reakcji 

aminoicylacji wynosiła 900 pmol/A26o-

6.2 Izolacja rybosomów 80S z L. luteus.

kolację rybosomów przeprowadziłam według metody 5.4. Do izołacji użyłam 150g 

łubinu żółtego. Otrzymałam rybosomy o stężeniu 24 mg/ml.

6.3 Iz)lacja frakcji enzymatycznej S-100.

liolację frakcji enzymatycznej przeprowadziłam według metody 5.5. Stężenie uzyskanej 

frakcji enzymatycznej SlOO wynosiło 244,5 A28o/ml. Aktywność preparatu została okreśłona 

w reakcji enzymatycznego wiązania AA-tRNA do rybosomów (5.10).
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Phe6.4 Preparatywna reakcja aminoacylacji tRNA

Reakcję aminoacylacji preparatywnej tRNA*^® przeprowadziłam według metody 5.7. 

W wyniku aminoacyłacji otrzymałam ^H-fenyłoałanylo-tRNA’’’’® o stężeniu 72,6 nmola/ml. 

Radioaktywność specyficzna otrzymanego preparatu wynosiła 176 dpm/pmol.

6.5 Zastosowanie oligonukleotydów antysensowych i mini-tRNA do badań 
zmian konformacyjnych rybosomu 80S.

Na podstawie znanych struktur I- i Il-rzędowych rRNA [22] oraz danych literaturowych 

dotyczących funkcjonalnej ważności poszczególnych nukleotydów rRNA w procesie translacji, 

zaprojektowałam dwie serie oligodeoksynukleotydów:

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

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

W celu wyłowienia sekwencji a-DNA, które posiadają tylko jedno miejsce 

komplementarne o silnym powinowactwie, zastosowałam metody bioinformatyczne 

i specjalistyczne bazy danych sekwencji kwasów 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 także oprogramowanie umożliwiające 

selekcję fragmentów o pożądanych właściwościach: długość (badania in silico),

komplementamość oraz stabiłność heterodupleksu (metoda obliczeniowa parametrów 

termodynamicznych według [242]).

W celu wyłowienia oligodeoksynukłeotydów specyficznych względem tylko jednej 

sekwencji docelowej, przeprowadziłam analizę fragmentów 18S rRNA, 26S rRNA i 5S rRNA, 

do których zaprojektowane przeze mnie a-DNA wykazują częściową komplementamość. 

W celu zweryfikowania możliwości przyłączania badanych ołigonukleotydów do 

potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczyłam wartości energii swobodnej (AG) 

dupłeksów RNA/DNA, według 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 wartość AGnonspec/AGspec, tym jest bardziej prawdopodobne, że 

niespecyficzny heterodupleks jest niestabilny w wamnkach optymalnych dla istnienia w pełni 

komplementarnego dupleksu. W związku z tym, niska wartość AGnonspec/AGspec świadczy o
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tym, że obserwowany stopień hybrydyzacji jest rezultatem występowania wyłącznie 

specyficznych dupleksów.

Ponadto, aby upewnić się, że obserwowana przeze mnie hybrydyzacja oligonukleotydów 

zachodzi jedynie do specyficznych, w pełni kompłementamych miejsc w rRNA, 

przeprowadziłam szczegółową analizę stopnia hybrydyzacji wszystkich testowanych 

oligonukleotydów w zależności od stosunku molowego oligonukleotydu do rybosomu. 

Zwiększałam nadmiar oligonukłeotydu w stosunku do rybosomu aż do uzyskania całkowitego 

wysycenia rybosomu oligonukleotydem. Utworzyłam w ten sposób krzywe wysyceniowe 

i zoptymalizowałam jednocześnie iłość ołigonukleotydu hybrydyzowanego do rybosomu. Jeśłi 

wiązanie ołigonukleotydu zachodziłoby w miejscach niespecyficznych, należałoby się 

spodziewać, że stopień hybrydyzacji wzrastałby nieustannie wraz ze zwiększającym się 

stężeniem ołigonukleotydu w reakcji. Wówczas mógłby przekraczać nawet wartość 100% [60]. 

Natomiast w przypadku, gdy oligonukleotyd hybrydyzuje do jednego, specyficznego miejsca, 

po jego wysyceniu wzrost stężenia oligonukleotydu nie spowoduje zwiększonego stopnia 

hybrydyzacji i nie powinien przekroczyć wartości 100%.

Oligonukleotydy zostały zsyntetyzowane chemicznie oraz oczyszczone za pomocą 

wysokociśnieniowej chromatografii cieczowej (ang. High Pressure Liquid Chromatography, 

HPLC) w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Ponadto skonstruowałam trzy rodzaje cząsteczek mini-tRNA, z których wykluczone 

zostały pewne strukturalne fragmenty „kompletnych” tRNA specyficznych względem 

fenyloalaniny. Mini-tRNA zostały zsyntetyzowane chemicznie oraz oczyszczone za pomocą 

wysokociśnieniowej chromatografii cieczowej w IBA GMBH Germany.
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6.5.1 Zastosowanie oligonukleotydów antysensowych komplementarnych do 
wybranych fragmentów 18S rRNA.

W celu określenia zmian konformacyjnych zachodzących w rybosomie roślinnym 

podczas biosyntezy białka, zastosowałam 7 antysensowych ołigodeoksyrybonukleotydów 

(a-DNA) komplementarnych do wysoce konserwatywnych sekwencji w 18S rRNA małej 

podjednostki rybosomalnej Lupinus luteus.

• Konserwatywność 18S rRNA

Dane na temat konserwatywności 18S rRNA uzyskałam z bazy danych sekwencji 

i struktur RNA Comparative RNA Web Site [22]. Stopień konserwatywności nukleotydów 

małej podjednostki rybosomalnej opracowany został na podstawie analizy 5591 sekwencji, 

w tym 4213 sekwencji bakteryjnych, 155 sekwencji archebakteryjnych i 1223 sekwencji 

eukariotycznych. Ze względu na brak struktury drugorzędowej 18S rRNA L. luteus, przy 

projektowaniu antysensowych oligomerów wykorzystałam strukturę drugorzędową Glycine 

max (struktura pobrana z [22], numer X02623). Spośród 16 gatunków roślin, których struktury 

drugorzędowe 18S rRNA zdeponowane są w bazie danych Comparative RNA Web Site, 

G. mojc jest najbardziej zbliżona filogenetycznie do L. luteus. Obie te rośliny należą do rodziny 

motylkowatych (Leguminosae). Pełną systematykę G. max i L. luteus przedstawiłam w Tabeli 4.
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Domena Eukaryota Eukaryota

Królestwo Viridiplantae Viridiplantae

Nadgromada Spermatophyta Spermatophyta

Gromada Magnoliophyta Magnoliophyta

Podgromada Magnoliophytina Magnoliophytina

Klasa Rosopsida Rosopsida

Podklasa Rosidae Rosidae

Nadrząd Fabanae Fabanae

Rząd Fabales Fabales

Rodzina Leguminosae Leguminosae

Podrodzina Papilionoideae Glycinoideae

Plemię Genisteae Glycineae

Rodzaj Lupinus Glycine

Gatunek Lupinus luteus Glycine max

Tabela 4. Klasyfikacja taksonomiczna Lupinus luteus oraz Glycine max według systemu 
Reveała [243].

W celu otrzymania diagramu konserwatywności 18S rRNA, na strukturę Il-rzędową 

18S rRNA G. max naniosłam nukleotydy konserwatywne w trzech domenach organizmów 

żywych (Archaea, (eu)Bacteria, Eucarya\ według [244]). Korzystałam z istniejącego diagramu 

konserwatywności 16S rRNA E. coli (struktura pobrana z [22], numer JO 1695). Wyróżniłam 

cztery zakresy konserwatywności nukleotydów 18S rRNA: poniżej 80%; 80-90%; 90-98% 

oraz 98% i więcej konserwatywności. Lokalizację nukleotydów konserwatywnych 

przedstawiłam w strukturze Il-rzędowej 18S rRNA Glycine max oraz Ill-rzędowej 16S rRNA 

Thermus thermophilus na Rysunkach 38 i 39 (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer 

X02623 oraz [23], numer IFKA). Zachowawczość nukleotydów w strukturze Ill-rzędowej 

opracowałam przy użyciu programu UCSF Chimera package uzyskanego z Resource for 

Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of California, San 

Francisco [245].





6. Wyniki i dvskusia 108

UUAW«A*A ‘*CO• I II M I I II 4AUACU

<VCOCAUCC6AACOAAACVCCUOACAl^UAAAOAA WUUCAUUOU
c‘'ooceoo«‘'cau«‘^*'’ccoou®

2 I I • I • I I I I • • MII-
guccuooccy^coo^^ęoocca^^

ceauo^®®Acco«ucoocucouecc® 
c I I•I I I I I • I Ił ■ > ' I ■ •I I I . ^ccoc . uoocuAocuaoouuoeo

ACCAAC 
I I • I I 1

COCA O —CCU®tUAA* “aOCU * U GU 00 A 06 U.

,0 * O- l»0
O - c • C-0 C-0

- aO

*aV -O-C
c. ® o
®*CC-6W*

M--1
U6AOUCUGOVA WUG 
AcUCGOaCCAU AACAAUj,

•«u V WW •®"‘' ''
**.e c „

%OUC B.
• • I • f • • I

I OOa. o cc «a‘\uiAC-';-CCL *yuGACCAAOflOC*

c • c c - o 
0-c

•c^ec• C I • I I • *oucc>
oeuo'^
ecAi/A

'^V r 11.11IIIMAC UOUUUCCCOU 1.-C
CG .6

v.\
"UUCCOUACOU^•......-Ml °c.AAOOCOUCC A

U - AC - O C-0

r»*- y

• -‘■“A -00

c t • u U*«”t

AftU AC *'0 • u m A - U A — U

c -O o o A o O A A 00

^O^Gcco OCOA C
®uecooe^cocw

cuc« i«i I QV«C
ACCOUAOU* • I t I A 
CCACAUCyU

; /S.‘“b-"
9 X c“ 

e*
„cS'a^

At'(iU - 98% i więcej konserwatywności 
ACGU - 90-98% konserwatywności 
ACCiU - 80-90% konserwatywności 
ACGU - poniżej 80% konserwatywności

Rysunek 38. Struktura Il-rzędowa 18S rRNA G. max (struktura pobrana z [22], numer X02623) 
z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.





6. Wyniki i dvskusia 109

OVioĉ
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• Miejsca funkcjonalnie ważne w biosyntezie białka w 18S rRNA

Na otrzymaną w ten sposób mapę nukleotydów konserwatywnych w trzech domenach 

organizmów, naniosłam omówione w literaturze sekwencje ważne funkcjonalnie w procesie 

biosyntezy białka (Tabele 5-10). Poszczególne nukleotydy zostały zdefiniowane jako ważne w 

procesie translacji na podstawie danych uzyskanych dla rybosomów prokariotycznych jak i 

nielicznych danych dla rybosomów eukariotycznych [21] i prace tam cytowane].

Oddziaływanie Pozycja 
w mRNA

Pozycja 
w 16S rRNA Referencje

mRNA - 16S rRNA Shine-
Dalgamo

H45 [44]

mRNA- 16S rRNA (H28) +2 926 [28]
mRNA- 16S rRNA (H44) +4 1402 [27]
mRNA- 16S rRNA (H34) +6 1052 [27]
mRNA- 16S rRNA (H28) +7 1395 [27]
mRNA- 16S rRNA (H34) +8,9 1196 [28]
mRNA- lóSrRNA (HI8) +11 532 [27]
mRNA- 16S rRNA (HI8) +12 530 [28]
mRNA- 16S rRNA -1/-8 H22 (335)

H43(1360)
H45(1530)

[37]

Tabela 5. Nukleotydy 16S rRNA oddziłujące z cząsteczką mRNA (numeracja według E. coli).

Oddziaływanie Pozycja w 16S rRNA Referencje
EF-1 - 16S rRNA h5

hl5(368)
[24]

EF-2 - 16S rRNA h5 (bp 57:356) 
hl3
h33(1044) 
h34(1208) 
h44 (1492-1493)

[15. 25]

Tabela 6. Nukleotydy 16S rRNA biorące udział wiązaniu czynników elongacyjnych (numeracja 
według E. coli).

Funkcja Pozycja w 16S rRNA Referencje
Tworzenie tunelu wejścia 1360 [44]
mRNA 1401

1196
h28 1397
16

Tabela 7. Nukleotydy 16S rRNA odpowiedzialne za tworzenie tunelu wejścia mRNA (numeracja 
według E. coli).
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Oddziaływanie Pozycja 
w tRNA

Pozycja 
w 16S rRNA

Referencje

Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (łi30) 28-30 1229-12230 [2,5,9, 19,
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h31) 34 966 40, 66, 179,
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h24) 39 790 246]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h43) 40 1339

40 1339
41 1338

Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 34 1400 [43, 179]
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 34 926 [9. 179]

1498
Ramię akceptorowe tRNA - 16S rRNA (li45) 8 1531-1542 [247]
Ramię DHU tRNA - 16S rRNA (h23) 20 694,711 [247]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h23) 32 693 [39]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (łi31) 32 957, 966 [39]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h44) 34 1400 [38]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h23) 47 686, 701,717 [38]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h29) 47 1345, 1348 [38]
Ramię DHU tRNA - 16S rRNA (h44) 12 1923 [248]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (łi44) 34-35, 36 530 [2, 5, 19, 20,
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h44) 38 1493 30, 40,42,

34 1493 43, 179,
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h44) 34 1492 246, 249]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA 40 955
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA 1494 [250]
Ramię akceptorowe/DHU tRNA - 16S rRNA (h23) 20:1 694,711 [247]
Ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h43) 32 1378 [39]
Pętla i ramię antykodonowe tRNA - 16S rRNA (h29) 35, 36 1339, 1340 [2, 5, 40, 43,

30 248]
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA (h28) 34 1382
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 33 937
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 37-38 788-789
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 37 693

38-39 694-695
Ramię antykodonowe tRNA -16S rRNA (h23) 32 693 [39]
Ramię antykodonowe tRNA -16S rRNA (h43) 32 1376,1378 [39]
Pętla antykodonowa tRNA - 16S rRNA 37 1510-1542 [251]

Tabela 8. Nukleotydy 16S rRNA biorące udział wiązaniu tRNA w miejscach A, P i E (numeracja 
według E. coli).

Funkcja Pozycja w 16S rRNA Referencje
Tworzenie miejsc A i P w 
podjednostce 30S

1492-98
1402-1408

[30, 42]

Tabela 9. Nukleotydy 16S rRNA odpowiedzialne za tworzenie rybosomalnych miejsc A i P 
w podjednostce 30S (numeracja według 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
eBlO Hll 272 H63 1713/1747

HlOl
eBll H9 187 HlOl Sekwencja w.stawiona

RNA-
białko 16S rRNA Pozycja w 16S rRNA Białko Pozycja w białku

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 tworzące mostki 16S rRNA- 23S rRNA oraz 16S rRNA -białko 
(numeracja według E. coli) [5,9,20].

Nukleotydy 18S rRNA biorące udział w procesie biosyntezy białka, charakteryzujące się 

wysoką zachowawczością ewolucyjną, zebrałam na Rysunkach 40-43. Przygotowane w ten 

sposób analizy zachowawczości poszczególnych nukleotydów RNA małej podjednostki 

rybosomalnej biorących udział w biosyntezie białka, posłużyły mi w dalszej części pracy do 

zaprojektowania antysensowych oligonukleotydów celem zbadania korelacji struktury i funkcji 

rybosomu eukariotycznego.
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Rysunek 40. Struktura Il-rzędowa domeny 5’ 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi 
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie ważnymi (struktura pobrana z [22], numer 
X02623).
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Rysunek 41. Struktura Il-rzędowa domeny centralnej 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi 
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie ważnymi (struktura pobrana z [22], numer 
X02623).
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Rysunek 42. Struktura Il-rzędowa domeny ymajor 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi 
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie ważnymi (struktura pobrana z [22], numer 
X02623).
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Rysunek 43. Struktura Il-rzędowa domeny 3'minor 18S rRNA Glycine max z zaznaczonymi 
nukleotydami konserwatywnymi i funkcjonalnie ważnymi (struktura pobrana z [22], numer 
X02623).

Z analizy struktury Il-rzędowej 18S rRNA G. max, na której uwidoczniłam nukleotydy 

konserwatywne oraz ważne w procesie translacji, można wyciągnąć wniosek, iż miejsca, które 

zostały opisane jako funkcjonalne w biosyntezie białka u organizmów prokariotycznych 

charakteryzują się wysokim stopniem konserwatywności. Założyłam zatem, że ich 

zachowawczość we wszystkich domenach organizmów żywych świadczy o tym, że pełnią tę 

samą rolę w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych. Teza ta ma silne poparcie 

w wynikach prac z rybosomami eukariotycznymi. Spahn zaobserwował, że nukleotydy rRNA 

oddziałujące z cząsteczką tRNA w miejscu P, tworzące mostki rybosomalne oraz oddziałujące 

z czynnikiem elongacyjnym EF2, występują w takich samych pozycjach w układach 70S 

i 80S [9, 26]. Natomiast badania Phelps’a dostarczyły dowodów na konserwatywność 

oddziaływań rybosomu z ramieniem i pętlą antykodonową tRNA zajmującego miejsce A.
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• Charakterystyka antysensowych oligonukleotydów

Na podstawie danych dotyczących konserwatywności oraz funkcji poszczególnych 

nukleotydów 18S rRNA w procesie biosyntezy białka, zaprojektowałam serię 7 antysensowych 

oligodeoksyrybonukleotydów, komplementarnych do specyficznych miejsc rRNA małej 

podjednostki rybosomalnej. Lokalizację wybranych przeze mnie sekwencji w 18S rRNA, do 

których zaprojektowałam komplementarne oligonukleotydy (Rysunek 44) przedstawiłam na 

schemacie struktury Il-rzędowej 18S rRNA G. max oraz w strukturze Ill-rzędowej 16S rRNA 

T. thermophilus (struktury pobrane odpowiednio z [22], numer X02623 oraz [23], numer 

IFKA). Charakterystykę stosowanych oligonukleotydów przedstawia Tabela 11.

domena
centralna

domena 5’

Rysunek 44. Pozycja badanych miejsc, ważnych w procesie translacji (numery odnoszą się do 
numerów komplementarnych a-DNA).
A - struktura Il-rzędowa 18S rRNA G. max
B - struktura Ill-rzędowa 16S rRNA T. thermophilus, widok od strony oddziaływania podjednostek.
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Nr Sekwencja
a-DNA
[5’-3’]

Miejsca oddziaływania 
.sekwencji docelowej 18S rRNA 

z czynnikami biorącymi udział w translacji

Pozycja sekwencji 
docelowej 

w 18S rRNA 
(G. max)

#1 GCC TTT CTC AGG 397-408 - EF-2 397-408 
domena 5’

#2 CGT ATT ACC GC 581 - mRNA (+12)
581 - tRNA w miejscu A (34-36)
583-mRNA (+11)

578-588 
domena 5’

#3 TTT CAC CTC TGA 901- tRNA w miejscu P (47)
908 - tRNA w miejscu P (32) i E (32, 37)
909 - tRNA w miejscu P i A (20:1) oraz E 
(38, 39)
910 - tRNA w miejscu E (38, 39)

899-901
domena centralna

#4 AAA TCC AAG AAT 913, 918 - H68 23S rRNA (mostek eB2d)
916 - tRNA w miejscu P (47)

911-922
domena centralna

#5 GGT ATC TGA TC 1002, 1003 - tRNA w miejscu E (37,38)
1005 - tRNA w miejscu P (39)

1001-1011 
domena centralna

#6 AGC GAC GGG CGG 1642 - tRNA w miejscu P (34)
1645-mRNA (+4)
1650 - H96 23S rRNA (mostek eB2a) 
1643-1651 - tworzenie miejsc A i P

1641-1652 
domena 3'minor

#7 TGT TAC GAC TTC T 1762-1764 - tRNA w miejscu A (34, 38)
1768 - tRNA w miejscu P (34)
1762-1768 - tworzenie miejsc A i P

1760-1772 
domena 3'minor

#8 CAC ATG TTA KONTROLA —

Tabela 11. Oligonukleotydy antysensowe do badań zmian konformacyjnych małej podjednostki 
rybosomalnej.

W celu wykazania skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas kolejnych 

etapów procesu biosyntezy białka zaprojektowałam kompozycje złożone z dwóch różnych 

oligodeoksynukleotydów. Stosowałam następujące mieszaniny oligonukleotydów:

- mieszanina 1 - oligonukleotydy #1 oraz #4;

- mieszanina 2 - oligonukleotydy #3 oraz #5;

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

• SpecyHcznosc oddziaływań antysensowych oligonukleotydów z rybosomem

W celu wyłowienia oligodeoksynukleotydów specyficznych względem tylko jednej 

sekwencji docelowej w 18S rRNA, przeprowadziłam kompletną i szczegółową analizę innych 

fragmentów częściowo komplementarnych do testowanych a-DNA. Potencjalne miejsca 

wiązania a-DNA zostały zidentyfikowane z użyciem programu BLAST-N [252]. Dodatkowe
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miejsca komplementarne wyszukiwałam w obrębie sekwencji 18S rRNA G. max (numer 

18729) oraz 26S rRNA Oryza saliva (numer 169818). Wyłoniłam 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-rzędowa 26S rRNA O. saliva,
B - struktura Il-rzędowa 18S rRNA G. max.
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W celu zweryfikowania możliwości przyłączania badanych oligonukleotydów do 

wyłonionych potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczyłam wartości energii swobodnej 

(AG) dupleksów RNA/DNA oraz stosunek AGnonspec/AGspec •

Nr Sekwencja
Pozycja 

w 18S rRNA
G. max

Pozycja 
w 26S rRNA

O. sativa

AG
(kcal)

AGnonspcc 
/AGsp^

#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 -7.0 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 CCC GUC GCU 1641-1652 --- -15.1 —

#6-1 CCC GUC G — 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 ATG TTA — — — —

Tabela 12. Specyficzność interakcji a-DNA - rybosom.
Kolorem czerwonym zaznaczono specyficzne sekwencje docelowe dla a-DNA, kolorem czarnym 
niespecyficzne sekwencje (numeracja jak na Rysunku 45).
AG obliczono według [242].

Rezultaty opisanych analiz wskazują, że jedynie oligonukleotyd #5 nie posiada innych 

potencjalnych miejsc hybrydyzacji niż wybrana przeze mnie sekwencja docelowa 

w 18S rRNA. Oligonukleotyd #8 nie posiada żadnych miejsc kompelentamych, nawet 

częściowo, zarówno w 18S rRNA jak i 26S rRNA. Został on zaprojektowany jako kontrola 

testów biologicznych. Oligonukleotyd #1 może potencjalnie hybrydyzować do jednej 

niespecyficznej sekwencji w rRNA małej podjednostki (#1-1) oraz do jednej w 26S rRNA 

(#1-2). Jednak zgodnie z niską wartością AGnonspec/AGspec (odpowiednio, 0.40 i 0.50) oraz 

lokalizacją tej sekwencji w rejonie dwuniciowym (sekwencja #1-1, Rysunek 49) lub 

w przeważającej części dwuniciowym (sekwencja #1-2), zakładam, że warunki te nie są
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wystarczające do utworzenia stabilnego kompleksu. Podobne konkluzje wyciągnęłam dla 

dodatkowych miejsc komplementarnych dla oligonukleotydów: #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 i #3-4, do której może potencjalnie hybrydyzować oligonukleotyd #3 charakteryzują się 

względnie wysoką wartością AGnonspec/AGspec. jednak obie zlokalizowane są w dwuniciowych 

regionach 26S rRNA. W przypadku dodatkowych sekwencji #2-2 oraz #7-2 i #7-3, 

obserwowałam przeciwną sytuację. Wyłonione sekwencje dodatkowe są ulokowane 

w jednoniciowych fragmentach rRNA ale potencjalne hybrydy charakteryzuje bardzo niska 

wartość AGnonspec/AGspec. Te obserwacje pozwoliły na konkluzję, że interakcje te nie mogą być 

stabilne. Jedna niespecyficzna sekwencja dodatkowa (#2-1) posiada względnie wysoką wartość 

AGnonspec/AGspec i występuje w regionie jednoniciowym rRNA. Jednak obserwowany przeze 

mnie stopień hybrydyzacji oligonukleotydu #2 do rybosomu w żadnym stanie 

konformacyjnym rybosomu nie przekraczał 100%, co jest dalszym argumentem popierającym 

konkluzje o specyficzności oddziaływań a-DNA z badanymi sekwencjami w 18S rRNA.

Ponadto, aby upewnić się, że obserwowana przeze mnie hybrydyzacja oligonukleotydów 

zachodzi jedynie do specyficznych, w pełni komplementarnych miejsc w 18S rRNA, 

wykonałam krzywe wysycenia dla wszystkich badanych a-DNA. W tym celu przeprowadziłam 

znakowanie oligonukleotydów oraz proces hybrydyzacji wyznakowanych oligonukleotydów 

do rybosomów przeprowadzonych w odpowiedni stan konformacyjny.

• Znakowanie oligonukleotydów

W wyniku znakowania 5’ końca przy pomocy [y-^^P]-ATP (metoda 5.11) poszczególne 

oligonukleotydy wykazywały zamieszczone w Tabeli 8 radioaktywności 

specyficzne [dpm/pmol].

Oligonukleotyd #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
Radioaktywność specyficzna 

(dpm/pmol)
247 139 187 171 332 112 113 498

Tabela 13. Radioaktywność specyficzna [dpm/pmol] oligonukleotydów po znakowaniu 
[Y-^^P]-ATP.
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• Krzywe wysycenia rybosomów 80S przez antysensowe oligonukleotydy

Wyizolowane rybosomy przeprowadzałam 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 osiągnięty został przez obsadzenie miejsca P przez 

AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz równoczesne zablokowanie miejsc: P przez 

AA-tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzałam reakcję hybrydyzacji 

antysensowych oligonukleotydów (metoda 5.12), stosując następujący nadmiar 

oligonukleotydów do rybosomu (przy stałej ilości rybosomów, 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)

I) 50:1 (600 pmoli a-DNA).

Uzyskane wyniki zestawiłam na Rysunku 46. Zaobserwowałam, że wszystkie badane 

oligonukleotydy hybrydyzują specyficznie tylko do jednego, wybranego przeze mnie miejsca 

w rybosomie w każdym stanie translokacyjnym. Świadczy o tym stopień wysycenia rybosomu 

przez badane oligonukleotydy. Wysycenie rybosomu następuje wówczas, gdy wzrost stężenia 

oligonukleotydu nie powoduje dalszego wzrostu stopnia hybrydyzacji komplementarnego 

oligonukleotydu. Proces taki obserwowałam w większości przypadków, kiedy stosunek 

molowy antysensowego oligonukleotydu do rybosomu wynosił 25:1. W pozostałych 

przypadkach, stan wysycenia osiągany był przy stosunku 30:1. Różnice te wynikają zapewne z 

dostępności oraz lokalizacji miejsca docelowego w 18S rRNA. Wyniki te świadczą zatem 

o specyficzności wiązania badanych przeze mnie oligonukleotydów.
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Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
A - oligonukleotyd #1;
B - oligonukleotyd #2;
C - oligonukleotyd #3.
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•PRE-P
•PRE-AP
POST-P
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Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
D - oligonukleotyd #4;
E - oligonukleotyd #5;
F - oligonukleotyd #6.
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Rysunek 46. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
G - oligonukleotyd #7.
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• Rezultaty inhibicji biosyntezy białka przez antysensowe oligonukleotydy 

komplementarne do wybranych fragmentów 18S rRNA

Wyizolowane rybosomy przeprowadzałam 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 osiągnięty został przez obsadzenie miejsca P przez 

AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz równoczesne zablokowanie miejsc: P przez AA- 

tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzałam reakcję hybrydyzacji 

antysensowych oligonukleotydów (metoda 5.12) lub kompozycji dwóch oligonukleotydów 

(metoda 5.13) w stosunku molamym a-DNA/rybosom wynoszącym 30:1 a następnie inhibicję 

reakcji wiązania Phe-tRNA*^^.

Schematyczne przedstawienie przeprowadzanych doświadczalnie reakcji ujęłam na 

Rysunkach 47 i 48.

Reakcje hybrydyzacji a-DNA oraz inhibicji reakcji wiązania Phe-lRNA*^® przez 

zhybrydyzowane antysensowe oligonukleotydy powtarzałam trzykrotnie. W Tabelach 14-17 

oraz na Rysunkach 49-53 przedstawiłam uśrednione wyniki.
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a-DNA #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
PRE-P Wynik hybrydyzacji 

[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,17 0,61 0,44 0,14 0,49 0,19 0,22 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
l%] 17 61 44 14 49 19 22 0

PRE-AP Wynik hybrydyzacji 
[pmol; a-DNA/pmol rybosomu] 0,27 0,77 0,56 0,34 0,55 0,59 0,55 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
f%] ' 27 77 56 34 55 59 55 0

POST-P Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,48 0,68 0,66 0,61 0,39 0,97 0,65 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%] 48 68 66 61 39 97 65 0

POST-
PE

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,41 0,57 0,85 0,43 0,30 0,79 0,43 0,01
Wydajność hybrydyzacji 
[%] ' 41 57 85 43 30 79 43 1

Tibela 14. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydów do rybosomów 
przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas
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Mieszanina [y-"^P]-
ATP #1 
-h#4

#l-i-
[Y-^'P]-
ATP#4

[y-"^P]- 
ATP#3 
-I-#5

#3-i-
[y-''P]-
ATP#5

[y-“P]-
ATP#6 
+ #7

#6 + 
[y-“P]-
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
Wydajność 
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
Wydajność 
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
Wydajność 
hybrydyzacji [%] 14 54 62 52 11 39

POST-PE Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA 
/pmol rybosomu] 0,50 0,57 0,62 0,29 0,69 0,78
Wydajność 
hybrydyzacji [%] 50 57 62 29 69 78

Tabela 15. Wyniki reakcji hybrydyzacji mieszanin ekwimoiarnych antysensowych 
oligonukleotydów do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
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a-DNA #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
PRE­
P

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA‘’’“
[pmol Phe-tRNA'*'* /pmol rybosomu] 0,22 0,17 0,64 0,27 0,31 0,35 0,16 0,99
Wydajność reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*'* [%] 22 17 64 27 31 35 16 99
Inhibicja reakcji wiązania 
Phe-tRNA'’'"’ [%] 78 83 36 73 69 65 84 1

PRE-
AP

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA'*'"
[pmol Phe-tRNA'*'* /pmol rybosomu] 0,96 0,63 0,67 0,59 0,44 0,51 0,58 0,99
Wydajność reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*'* [%] 96 63 67 59 44 51 58 99
inhibicja reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*'" [%] 4 37 33 41 56 49 42 1

POST-
P

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA'*'"
[pmol Phe-tRNA'*'" /pmol rybosomu] 0,80 0,73 0,78 0,59 0,96 0,56 0,40 0,98
Wydajność reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*"* [%] 80 73 78 59 96 56 40 98
Inhibicja reakcji wiązania 
Phe-tRNA'’"*
[%1 20 27 22 41 4 44 60 2

POST-
PE

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA'*"*
[pmol Phe-tRNA'*"* /pmol rybosomu] 0,93 0,68 0,72 0,56 0,56 0,69 0,67 0,99
Wydajność reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*"* [%] 93 68 72 56 56 69 67 99
Inhibicja reakcji wiązaniu 
Phe-tRNA'*"* [%] 7 32 28 44 44 31 33 1

Tabela 16. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'’'’' przez zhybrydyzowane antysensowe 
oligonukleotydy do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA’’'“ bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA*’'^ /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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a-DNA #1 + #4 #3 +#5 #6 +#7
PRE-P Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA'*"*

[pmol Phe-tRNA'*"* /pmol rybosomu] 0,29 0,31 0,26
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA'*"*
[%] 29 31 26
Inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA'"*
[%] 71 69 74

PRE-AP Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA**"*
[pmol Phe-IRNA**"* /pmol rybosomu] 0,28 0,40 0,37
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA'*"*
[%] 28 40 37
Inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA'"*
[%1 ' 72 60 63

POST-P Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA**"*
[pmol Phe-tRNA'*"* /pmol rybosomu] 0,27 0,26 0,11
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA'*"*
[%] 27 26 11
Inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA' "*
[%] 73 74 89

POST-PE Wynik reakcji wiązania Phe-iRNA**"*
[pmol Phe-tRNA'*"* /pmol rybosomu] 0,62 0,68 0,68
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA**"*
[%] 62 68 68
Inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA'"*
[%J ' ' 32 35 35

Tabela 17. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-IRNA’*"' przez zhybrydyzowane mieszaniny 
ekwimolarne antysensowych oligonukleotydów do rybosomów przekształconych w stan pre- lub 
posttranslokacyjny.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-iRNA**"* bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA'*"* /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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Oligonukleotydy #1 i #4

Sekwencja oligonukleotydu #1 została zaprojektowana tak, aby oddziaływać z pętlą 

apikalną helisy hl3 18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11). Helisa ta charakteryzuje się 

wysoce konserwatywną sekwencją (7 spośród 12 docelowych nukleotydów wykazuje 98% 

konserwatywności; dane na podstawie [22]) i stanowi miejsce wiązania czynnika 

elongacyjnego eEF-2 [25, 26]. Natomiast sekwencja oddziałująca z oligonukleotydem #4 

znajduje się w obrębie centralnej domeny 18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11) i wykazuje 

również silną konserwatywność. Miejsce to jest odpowiedzialne za dwie zasadnicze interakcje. 

Urydyna w pozycji 701 oddziałuje z nukleotydem w pozycji 47 cząsteczki tRNA znajdującej 

się w rybosomalnym miejscu P [38]. Najbardziej konserwatywne nukleotydy tej sekwencji 

zajmują pozycje 698 oraz 703 i wykazują 98% zachowawczości. Wykazano, że wraz z 

nukleotydami 1848 i 1895 helisy H68 26S rRNA biorą one udział w tworzeniu mostka eB2d 

między podjednostkami [5, 9, 20]. Obydwa wyżej wymienione miejsca w 18S rRNA uznałam 

za szczególnie interesujące w badaniu zależności pomiędzy ich strukturą i funkcją pełnioną 

podczas poszczególnych etapów biosyntezy białka.

Wydajność inhibicji reakcji wiązania Phe-tHNA**"* do rybosomów była szczególnie 

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 są konieczne dla prawidłowego związania AA-tRNA 

do rybosomu. Efekt ten wydaje się jeszcze silniejszy, jeśli weźmiemy pod uwagę stosunkowo 

niski stopień hybrydyzacji każdego z tych oligonukleotydów do rybosomu w stanie PRE-P 

(odpowiednio, 37% i 42%; Rysunek 49A). Jednak, kiedy stosowałam mieszaninę obu 

oligonukleotydów, wówczas obserwowałam, że stopień hybrydyzacji #4 ulega zwiększeniu do 

53%. Prawdopodobnie przyłączenie oligonukleotydu #1 do helisy hl3, a więc jednoczesne 

uniemożliwienie oddziaływań tego miejsca w 18S rRNA z czynnikiem elongacyjnym EF-2, 

pociąga za sobą zmianę konformacji rybosomu w obrębie helisy h23, która staje się bardziej 

dostępna dla oddziaływań z komplementarnym a-DNA. Jednocześnie w stanie PRE-P 

następowała inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA’’’’® przez mieszaninę oligonukleotydów na 

poziomie 29%, a więc o około 50% niższa niż w przypadku hybrydyzacji pojedynczych 

oligonukleotydów. Wynik ten może świadczyć o zaistnieniu kolejnych zmian 

konformacyjnych w rybosomie pod wpływem hybrydyzacji a-DNA #1 i #4. Zmiany 

te prawdopodobnie powodują odsłonięcie w rybosomie innych miejsc wiązania czynnika 

elongacyjnego EF-2 lub tRNA w miejscu P, dzięki którym jedna lub obie te cząsteczki są 

stabilnie związane z rybosomem i elongacja biosyntezy białka nie zostaje zaburzona.
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W przypadku oligonukleotydu #1, w pozostałych stanach translokacyjnych nie 

obserwowałam wysokiego stopnia inhibicji reakcji wiązania (4-20% inhibicji). Inhibicja 

reakcji wiązania Phe-tRNA’’*’® pod wpływem hybrydyzacji kompozycji oligonukleotydów #1 

i #4 jest więc prawdopodobnie spowodowana blokującym działaniem #4. Wynik taki nasuwa 

wniosek, że czynnik elongacyjny eEF-2 nie musi oddziaływać z pętlą apikalną helisy hl3 

po utworzeniu wiązania peptydowego i translokacji.

■ •Iwkornpozy^ ■ Mwkompozycp

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

I #1 □ #4 ■ #1 -f #4

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

Niższy stopień inhibicji w stanie posttranslokacyjnym (odpowiednio 7% i 20% dla 

oligonukleotydu #1; 44% i 41% dla oligonukleotydu #4 oraz 27% i 32% dla kompozycji obu 

oligonukleotydów) w połączeniu z dość wysokim stopniem hybrydyzacji, ilustruje również 

zmiany w konformacji rybosomu. Po utworzeniu wiązania peptydowego następuje 

„rozluźnienie” struktury rybosomu w regionie belisy hl3. Jest to wyrażone poprzez wyższy 

stopień hybrydyzacji oligonukleotydu #1 niż w stanie PRE-AP (odpowiednio, 48% 

w przypadku #1 i 61% w przypadku #4). W stanie POST-P zaobserwowałam również ciekawą 

zależność między konformacją helisy hl3 i h24. Mianowicie hybrydyzacja #1 w mieszaninie 

z #4 przedstawia się na poziomie aż o 34% niższym niż samego oligonukleotydu #1. 

Jednocześnie, stopień hybrydyzacji a-DNA #4 utrzymywał się na wyrównanym poziomie 

zarówno w mieszaninie #l-i-#4, jak i kiedy dodawany był do układu reakcyjnego samodzielnie. 

Jest to nieobserwowany dotąd wynik, który nasuwa nowy wniosek, że w rybosomie przed 

utworzeniem wiązania peptydowego, pod wpływem zablokowania helisy h23 przez 

komplementarny oligonukleotyd, dochodzi do zmian w konformacji helisy hl3. Jej 

struktura ulega zacieśnieniu i rybosom staje się bardziej „zamknięty” w tym regionie.
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Po translokacji rybosom przygotowuje się do uwolnienia deacylowanego tRNA z 

miejsca E oraz do nowego cyklu elongacyjnego. Jest to wyrażone coraz niższym stopniem 

hybrydyzacji oligonukleotydów do docelowych miejsc aż do najniższej wartości obserwowanej 

w stanie PRE-P (oligonukleotyd #1 hybrydyzował z wydajnością równą 17%, a oligonukleotyd 

#4 - 14%). Aby możliwe było przyłączenie cząsteczki AA-tRNA do miejsca A, rybosom 

musi ponownie „rozluźnić” swoją strukturę. Dlatego też w stanie PRE-AP obserwowałam 

lepszą hybrydyzację oligonukleotydów do komplementarnego miejsca w 18S rRNA (27% dla 

#1 oraz 34% dla #4).

Oligonukleotyd #2

Oligonukleotyd #2 został zaprojektowany tak, aby hybrydyzował do komplementarnego 

miejsca w 18S rRNA oddziałującego z cząsteczką mRNA w pozycjach +11 oraz +12 

(Rysunek 44 oraz Tabela 11). W tej części małego rybosomalnego RNA szczególnie ważne są 

nukleotydy G530 [28] oraz A532 [247]. Ponadto, w 2005 roku ustalono, że mutacje w 

pozycjach 527, 528 oraz 536 są letalne w E. coli [253]. Konserwatywność tej wybranej przeze 

mnie sekwencji 18S rRNA jest bardzo wysoka i oscyluje między 98% a 100% dla 

poszczególnych nukleotydów [22].

Zgodnie z uzyskanymi przeze mnie rezultatami, w stanie pretranslokacyjnym 

z obsadzonym miejscem P, oligonukleotyd #2 hybrydyzuje z wydajnością równą 61%. Gdy 

dodatkowo obsadziłam miejsce A, efektywność hybrydyzacji wzrastała do 77% (Rysunek 

50A). Wynik taki świadczy o zaistnieniu zmiany konformacji rybosomu po obsadzeniu 

miejsc A i P w rybosomie, w obrębie helisy hl8 18S rRNA, na bardziej otwartą. W 

konsekwencji nastąpiło zwiększenie dostępności miejsca komplementarnego dla 

oligonukleotydu #2. W stanie posttranslokacyjnym różnice w efektywności hybrydyzacji 

oligonukleotydu w poszczególnych stanach są mniejsze (POST-P 68% i POST-PE 57%). 

Stwierdziłam, że konformacja małej podjednostki rybosomu w regionie oddziałującym z 

mRNA w pozycjach +11 i +12 prawdopodobnie nie ulega dużym zmianom w trakcie 

obsadzania miejsc P i E w stanie posttranslokacyjnym, a także podczas etapu uwalniania 

deacylowanego tRNA z rybosomu.

Stopień inhibicji wiązania AA-tRNA do rybosomu pod wpływem zhybrydyzowanego 

oligonukleotydu #2 jasno wskazuje na funkcjonalną ważność wybranego przeze mnie miejsca 

w 18S rRNA podczas biosyntezy białka we wszystkich stanach translokacyjnych 

(Rysunek 50B). Oddziaływania nukleotydów w pozycjach 530 i 532 18S rRNA z 

cząsteczką mRNA w pozycjach +11 i +12 są istotne na każdym etapie biosyntezy białka.
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Wynik ten jest zgodny z wcześniejszymi rezultatami uzyskanymi przez Sergieva w 1997 roku 

oraz Yusupov’a w 2001 roku [5, 28].

PRE-P PRE-AP P06T-P P06T-PE

Rysunek 50. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #2 (A) ze stopniem inhibicji 
reakcji wiązania Phe-tRNA’’'“ pod wpływem hybrydyzowanego oligonukleotydu #2 (B).

Wykazałam, że oligonukleotyd #2 skutecznie inhibuje reakcję wiązania Phe-tRNA'^® do 

rybosomu, zwłaszcza w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P (83% inhibicji. 

Rysunek 50B). Tak wysoki stopień inhibicji nie jest spowodowany wyłącznie wysoką 

wydajnością hybrydyzacji oligonukleotydu. Bowiem w pozostałych .stanach pośrednich 

oligonukleotyd #2 hybrydyzował z większą wydajnością niż w stanie PRE-P, jednak stopień 

inhibicji reakcji wiązania AA-tRNA do rybosomu jest ponad dwukrotnie mniejszy. Być może 

helisa hl8 angażując się w wiązanie AA-tRNA do miejsca A wzmacnia oddziaływanie 

z cząsteczką mRNA w pozycjach +11 oraz +12 i dzięki temu dostęp do niej staje się 

utrudniony. Inhibicja reakcji wiązania AA-tRNA do miejsca A w rybosomach z obsadzonymi 

miejscami A i P, P oraz P i E przebiegła z podobną wydajnością (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 oddziałujący z mRNA w tych pozycjach znajdują się w podobnej konformacji 

po utworzeniu wiązania peptydowego i translokacji.

Oligonukleotydy #3 i #5

Oligonukleotydy #3 i #5 są komplementarne do dwóch różnych fragmentów domeny 

centralnej 18S rRNA, które oddziałują z ramieniem antykodonowym cząsteczek tRNA 

zajmujących miejsca P i E (Rysunek 44 oraz Tabela 11). Miejsce docelowe oligonukleotydu #3 

jest odpowiedzialne za stabilizację cząsteczki tRNA poprzez następujące interakcje:
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1) nukleotydy w pozycji 686 i 701 18S rRNA oddziałują z nukleotydem w pozycji 47 tRNA 

w miejscu P [38];

2) nukleotyd w pozycji 693 18S rRNA oddziałuje 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 oddziałują 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 którego zaprojektowałam oligonukleotyd #5 zawiera wysoce 

konserwatywną pętlę apikalną helisy h24 18S rRNA. Jak wykazały badania Yusupov’a, pętla 

ta jest zaangażowana w interakcje z nukleotydami 37-38 tRNA w miejscu E oraz 

z nukleotydem 39 tRNA w miejscu P [5].
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Rysunek 51. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydów #3 i #5 stosowanych 
samodzielnie lub w kompozycji (A), ze stopniem inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'*'’' przez 
zhybrydyzowane oligonukleotydy #3 lub/i #5 (B).

Inhibicja wywołana przez oligonukleotyd #3 wahała się na poziomie 22-38% i w miarę 

następowania kolejnych etapów translacji, wykazywała tendencję do spadku (Rysunek 5IB). 

Jednocześnie następował 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 podetapów translacji coraz bardziej otwartą konformację. 

Co więcej, w stanie PRE-AP, przy jednoczesnym przyłączaniu #5, obserwowałam zwiększenie 

stopnia hybrydyzacji #3 z 56% do 71% (Rysunek 51 A). Najwidoczniej obecność 

oligonukleotydu #5 w układzie powoduje taką zmianę konformacji rybosomu, że helisa h23 

staje się bardziej dostępna dla komplementarnego #3. Natomiast w stanie POST-PE sytuacja 

przedstawiała się odwrotnie. Obserwowałam wyraźny 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 

mających miejsce przed utworzeniem wiązania peptydowego oraz po translokacji.
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Po uwolnieniu D-tRNA z miejsca E obserwowałam ponowne zamknięcie struktury 

rybosomu w badanym regionie, konieczne do związania cząsteczki AA-tRNA w miejscu A.

Zarówno dla samego oligonukleotydu #3, jak i w mieszaninie z #5, w stanie POST-P 

obserwowałam wysoki poziom hybrydyzacji (odpowiednio, 62% i 66%) i jednocześnie 

stosunkowo niski poziom inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA”*® (odpowiednio, 26% i 28%). 

Wydaje się, że po translokacji ramię antykodonowe cząsteczki tRNA zajmującej 

miejsce P (pozycje 32 i 47) lub E (pozycje 32, 37-39) nie jest ściśle związane z rybosomem 

w pozycjach 693-696 oraz 701. Co więcej, oddziaływanie to nie jest niezbędne dla 

związania cząsteczki tRNA w miejscu A.

Wyniki hybrydyzacji oligonukleotydu #5 są następujące: w stanie pretranslokacyjnym 

oligonukleotyd lepiej hybrydyzuje gdy obsadzone są miejsca A i P, natomiast w stanie 

posttranslokacyjnym - gdy obsadzone jest tylko miejsce P. Takie same wyniki obserwowałam 

dla oligonukleotydu #5 podczas hybrydyzacji mieszaniny #3 + #5. Prawdopodobnie można 

tłumaczyć ten fakt większą dostępnością helisy h24 pod wpływem zmian konformacyjnych 

rybosomu. W stanie PRE-AP oligonukleotyd #5 hybrydyzuje z dużą wydajnością, sięgającą 

55%, co świadczy o dostępności miejsca komplementarnego w 18S rRNA. W mieszaninie 

z oligonukleotydem #3, stopień hybrydyzacji #5 wynosił w tym stanie 62%. Najwidoczniej po 

przyłączeniu cząsteczki AA-tRNA do rybosomu, jednoczesna hybrydyzacja oligonukleotydu 

#3 do fragmentu h23 18S rRNA powoduje zwiększenie dostępności innego fragmentu domeny 

centralnej, helisy h24. Wynika z tego również, że łodyga antykodonowa tRNA zajmującego 

miejsce P (pozycja 39) lub E (pozycje 37 i 38) nie musi oddziaływać z rybosomem przed 

utworzeniem wiązania peptydowego. Jednak wysoki procent inhibicji reakcji wiązania pod 

wpływem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #5 świadczy o tym, że aby zaszła reakcja, 

niezbędne jest oddziaływanie łodygi antykodonowej tRNA w miejscach P i E z pętlą 

apikalną helisy h24.

W stanie posttranslokacyjnym POST-P zaobserwowałam, że hybrydyzacja 

oligonukleotydu #5 w mieszaninie z #3 jest na wyższym poziomie niż samego #5. Świadczy to 

o skumulowanych zmianach konformacji rybosomu w obrębie helis h23 i h24 po utworzeniu 

wiązania peptydowego i translokacji. Natomiast bardzo mały procent inhibicji w stanie 

POST-PE (4% inhibicji) potwierdza rolę miejsca E w tworzeniu odpowiedniej konformacji 

rybosomu. W kompozycji 2 obserwowałam inhibicję w tym stanie wynoszącą 35%, jednak jest 

ona zapewne spowodowana jednoczesnym działaniem oligonukleotydu #3 (inhibicja 

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

Oligonukleotydy #6 oraz #7 zostały zaprojektowane względem fragmentów helisy h44 

18S rRNA (Rysunek 44 oraz Tabela 11), które tworzą centrum dekodujące rybosomu [2, 30, 

42, 254]. Ten fragment domeny 3'minor 18S rRNA, tworzący rybosomalne miejsca A i P 

w małej podjednostce, posiada wysoce konserwatywną sekwencję. Nukleotydy w pozycjach 

1402-1408 oraz 1492-1498 charakteryzują się konserwatywnością wynoszącą 98% [22]. W tej 

części 18S rRNA, liczne nukleotydy oddziałują z cząsteczką tRNA. Są 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 cząsteczką 

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 względu na ogromną ważność 

funkcjonalną wybranego miejsca, zdecydowałam zaprojektować dwa antysensowe 

oligonukleotydy, #6 oraz #7.

Rysunek 52. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydów #6 i #7 stosowanych 
samodzielnie lub w kompozycji (A), ze stopniem inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'’'’* pod 
wpływem hybrydyzowanych oligonukleotydów #6 lub/i #7 (B).

Najwyższy stopień inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA obserwowałam w obu 

przypadkach w stanie PRE-P (65% inhibicji przez oligonukleotyd #6 i 84% inhibicji przez #7; 

Rysunek 52B). Wynik taki, w połączeniu ze stosunkowo niskim stopniem hybrydyzacji obu 

oligonukleotydów w tym stanie (odpowiednio, 19% i 22%; Rysunek 52A) nasuwa wniosek, 

że prawidłowa konformacja centrum dekodującego 18S rRNA, a także oddziaływania 

z cząsteczkami tRNA w miejscach A i P, są niezwykle ważne podczas przyłączania 

cząsteczki Phe-tRNA'*''* do rybosomalnego miejsca A. Wysoki wynik inhibicji może
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również sugerować, że centrum dekodujące zostało zablokowane przez antysensowy 

oligonukleotyd i reakcja translacji nie może zachodzić. Rezultat ten jest zgodny z badaniami 

mutacyjnymi przeprowadzonymi w rybosomach E. coli przez Abdi i Fredricka w 2005 

roku [255]. Wykazali oni, że każda substytucja pozycji A1492 w rybosomalnym miejscu A 

prowadzi do całkowitego zahamowania procesu translacji. Co więcej, mutacje A1493U oraz 

A1493G powodowały ponad 20-krotny spadek aktywności translacyjnej rybosomów. Ponadto, 

Yassin wykazał, że mutacje w pozycjach 1406 i 1494 są letalne w przypadku E. coli [253]. 

Kiedy do rybosomów przekształconych do stanu PRE-P hybrydyzowałam mieszaninę 

oligonukleotydów #6 i #7, nie obserwowałam wysokiego poziomu inhibicji reakcji wiązania 
Phe-tRNA'*''*. Moim zdaniem konieczna była zmiana konformacji rybosomu, umożliwiająca 

prawidłowe usytuowanie substratów do utworzenia wiązania peptydowego w miejscach A i P 

oraz odsłonięcie nukleotydu w pozycji A1493.

W stanie PRE-AP pomimo, że obserwowałam wyższą zdolność oligonukleotydów do 

hybrydyzacji (59% dla #6, 55% dla #7), inhibicja reakcji wiązania przez nie powodowana nie 

była tak wysoka jak w stanie PRE-P (49% inhibicji przez 36 oraz 42% inhibicji przez #7). Fakt 

ten sugeruje, że przyłączenie cząsteczki AA-tRNA do miejsca A rybosomu powoduje zmianę 

jego konformacji i „rozluźnienie” w regionie centrum dekodującego 40S. Rozluźnienie 

struktury w obrębie centrum dekodującego dowodzą również wyniki hybrydyzacji kompozycji 

oligonukleotydów #6 i #7. Obserwowana przeze mnie hybrydyzacja każdego z tych 

oligonukleotydów była na znacznie wyższym poziomie (nawet do 64% różnicy), kiedy a-DNA 

stosowałam jednocześnie. Fakt ten sugeruje wyraźne i skorelowane ze sobą zmiany 

konformacji dwóch przeciwbieżnych fragmentów helisy h44 w stanie PRE-P oraz 

PRE-AP.

Po translokacji obserwowałam dalsze otwieranie struktury rybosomu w badanym 

miejscu, wyrażone jako zwiększoną dostępność oligonukleotydów do komplementarnych 

miejsc. Ponadto, niemal 100% hybrydyzacja oligonukleotydu #6 w stanie POST-P nasuwa 

wniosek, że po utworzeniu wiązania peptydowego, mRNA w pozycji +4 a także tRNA 

w miejscu P w pozycji 34, nie muszą oddziaływać z rybosomem. Jednak obserwowana 

inhibicja reakcji wiązania w tym stanie świadczy o tym, że aby zaszła reakcja, 

oddziaływania mRNA w pozycji +4 a także tRNA w miejscu P w pozycji 34 są niezbędne. 

Inhibicja wiązania tRNA zachodzi w stanie POST- z wydajnością 31-60%, stąd też wniosek, 

iż najwyraźniej po hybrydyzacji oligonukleotydów zostaje zablokowany fragment centrum 

dekodującego, jednak nadal możliwe jest częściowe wiązanie tRNA do miejsca A. Fakt ten jest
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Zgodny z badaniami Abdi i Fredricka, które wskazują, że miejsce P w podjednostce 30S 

wykazuje większą tolerancję na zmiany mutacyjne niż miejsce A [255].

W stanie POST-P obserwowałam, że wydajność hybrydyzacji a-DNA #6 i #7 

stosowanych samodzielnie, znacznie przewyższa hybrydyzację obu oligonukleotydów 

w kompozycji. Moim zdaniem, przyłączenie jednego z a-DNA do rybosomu z AA-tRNA 

w miejscu P powoduje osłabienie oddziaływań rybosomu w jednym fragmencie centrum 

dekodującego z czynnikami biorącymi udział w translacji i jednoczesne wzmocnienie innych 

oddziaływań w innym miejscu centrum dekodowania. W rezultacie, struktura rybosomu ulega 

zacieśnieniu i miejsca w 18S rRNA, do których komplementarne są a-DNA, nie są dostępne 

dla hybrydyzacji.

Ciekawą sytuację obserwowałam również w stanie POST-PE. Oligonukleotyd #6 

charakteryzował się niższym stopniem hybrydyzacji, kiedy w kompozycji obecny był również 

oligonukleotyd #7. Natomiast przeciwna sytuacja miała miejsce dla oligonukleotydu #7. Jest to 

również jasny dowód na to, że dynamika przestrzenna ułożenia dwóch przeciwbieżnych 

fragmentów helisy h44, tworzących centrum dekodujące małej podjednostki rybosomalnej, jest 

ze sobą ściśle skorelowana.

Oligonukleotyd #8

Jako kontrolę stosowałam oligonukleotyd #8, ponieważ jego sekwencja nie jest 

komplementarna do żadnego fragmentu rRNA (Tabela 11). Niemal we wszystkich stanach 

konformacyjnych rybosomu nie obserwowałam hybrydyzacji tego oligonukleotydu. Fakt, że 
reakcja wiązania Phe-tRNA'**’* do miejsca A w rybosomie zachodzi niemal w 100% w 

obecności oligonukleotydu #8 w mieszaninie reakcyjnej dowodzi tego, że nie jest on w stanie 

hybrydyzować do rybosomu. Zakładam zatem, że obserwowana hybrydyzacja wszystkich 

pozostałych oligonukleotydów zachodzi specyficznie do wybranych przeze mnie 

komplementarnych miejsc w 18S rRNA.

Podsumowując, wykorzystując strategię antysensu, wykazałam wyraźne różnice 

w efektywności hybrydyzacji poszczególnych oligonukleotydów oraz jej ścisłą korelację 

z poziomem inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'*'“ do rybosomów.

Reakcje hybrydyzacji oligonukleotydów do wybranych fragmentów rRNA zachodzą 

z różną wydajnością w zależności od miejsca obsadzenia rybosomu przez tRNA.
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Oligonukleotydy hybrydyzują z najwyższą efektywnością do rybosomów znajdujących się 

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

I PRE-P □ PRE-AP ■ POST-P ■ POST-PE

Rysunek 53. Procent hybrydyzacji oligonukleotydów do rybosomu.
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (+3%) z trzech niezależnych eksperymentów.

Sytuację tę można wyjaśnić różną dostępnością miejsc komplementarnych dla 

oligonukleotydów pod wpływem zmian konformacyjnych rybosomu. Rybosom z obsadzonym 

miejscem P przez tRNA'*'’* znajduje się w stanie pretranslokacyjnym, jednak niepełnym. 

Obserwowałam przyłączanie oligodeoksynukleotydów do komplementarnych sekwencji 

w 18S rRNA w rybosomie na wysokim poziomie w kilku przypadkach. Przyłączanie to było 

możliwe, gdyż następujące miejsca w rybosomie są w tym stanie udostępniane dla a-DNA: 

helisy hl8, h23 i h24 18S rRNA. Jednak w porównaniu ze stanem posttranslokacyjnym 

z obsadzonymi miejscami P i E, który w moich badaniach jest ostatnim etapem cyklu 

elongacyjnego, obserwowałam wyraźnie zamykanie struktury małej podjednostki w obrębie 

helis hl3, hl8, h23 i h44. Wyniki te są potwierdzeniem i uzupełnieniem badań Ogle 

i współpracowników, którzy wykazali, że aby możliwe było związanie cząsteczki AA-tRNA 

do miejsca A, konieczne jest zamknięcie się struktury 30S w regionie helisy h44. Towarzyszą 

temu globalne zmiany małej podjednostki. Wierzchołek ulega rotacji w kierunku ramienia 

(pozycje te zajmują białka S14, S12 oraz region otaczający funkcjonalnie ważny nukleotyd 

w pozycji 530). Natomiast ramię, a wraz z nim hl3, przesuwa się w kierunku regionu h44/h27 

w obrębie platformy powodując w ten sposób zacieśnienie struktury rybosomu w tym regionie.
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Możliwe, że zmiana struktury helis h27 i h44 wpływa również na ułożenie sąsiadującej z nimi 

helisy hl8.

Zaobserwowałam, że po obsadzeniu dodatkowo miejsca A przez Phe-tRNA'*''* rybosom 

przyjmuje pełny stan pretranslokacyjny i w wyniku rearanżacji strukturalnych zmienia swą 

konformację na bardziej „otwartą” w obrębie helis hl3, hl8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA.

Za faktyczny stan pretranslokacyjny należy więc uznać rybosom z zajętymi miejscami A 

i P (PRE-AP). Nieenzymatyczne przekształcenie rybosomu w stan PRE- z przyłączonym 

deacylowanym tRNA w miejscu P nie odpowiada żadnemu fizjologicznie występującemu 

stanowi podczas procesu biosyntezy białka. Jest to jednak etap pośredni uzyskania stanu 

pretranslokacyjnego rybosomu in vitro. Zmiany hybrydyzacji oligonukleotydów w stanach 

PRE-P i PRE-AP umożliwiają analizę potencjalnych zmian konformacyjnych struktury 

rybosomu.

Proces biosyntezy białka rozpoczyna się od dostarczenia przez czynniki inicjacyjne 

aminoacylo-tRNA w miejsce P, dlatego za odpowiednik konformacyjny tego stanu można 

uznać nieenzymatyczne przekształcenie rybosomu w stan POST-P. Wynikiem tego jest 

udostępnienie ważnych funkcjonalnie sekwencji rRNA, co świadczy o gotowości rybosomu do 

przyłączenia AA-tRNA w miejscu A i przeprowadzenia kolejnych etapów cyklu elongacyjnego 

translacji. Obserwowany przeze mnie wysoki stopień hybrydyzacji oligodeoksynukleotydów 

do rybosomu świadczy o tym, że w stanie post-translokacyjnym, kiedy w rybosomie 

obsadzone jest miejsce P, jego konformacja nadal utrzymywana jest w stanie „otwartym” 

w obrębie helis hl3, hl8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA. Nastąpiła wzajemna rotacja 

podjednostek oraz przejście do mniej zwartej struktury rybosomu, która utrzymuje się podczas 

tworzenia wiązania peptydowego i translokacji. Wynik ten ma swoje uzasadnienie 

w obserwowanych z pomocą mikroskopii krioelektronowej zmianach konformacyjnych małej 

podjednostki rybosomalnej, która przesuwała się o 3-10 A zgodnie z ruchem wskazówek 

zegara podczas przyłączania AA-tRNA. Wyniki te potwierdzają również wcześniejsze 

doniesienia na temat kompleksowych rearanżacji po przyłączeniu czynnika elongacyjnego 

EF-G w obrębie tunelu wejścia mRNA [145, 149].

Zajęcie miejsca E przez tRNA'*'’* jest sygnałem do zakończenia cyklu elongacyjnego 

i przyjęcia przez rybosom struktury bardziej „zamkniętej” w obrębie helis hl3, h24 oraz 

w części h44. Taka konformacja rybosomu uniemożliwia przyłączenie kolejnego AA-tRNA 

w miejscu A. Wyniki te są potwierdzeniem i uzupełnieniem dla wcześniejszych badań, 

z których wywnioskowano, że po uwolnieniu czynnika EF-G następuje rotacja małej
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podjednostki w odwrotnym kierunku niż w stanie pretranslokacyjnym, wskutek czego zajmuje 

ona pozycję wyjściową, taką jak przed zmianami konformacyjnymi [145, 149].

Ponadto wykazałam istnienie skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas 

kolejnych etapów procesu biosyntezy białka, przy użyciu mieszanin antysensowych 

oligodeoksynukleotydów. Zgodnie z moimi wynikami, w rybosomie mają miejsce 

skumulowane zmiany konformacyjne helis h23 i h24 18S rRNA przed utworzeniem wiązania 

peptydowego oraz po translokacji. Ponadto, dynamika ułożenia przestrzennego dwóch 

przeciwbieżnych fragmentów helisy h44 tworzących centrum dekodujące małej podjednostki 

rybosomalnej, jest ze sobą ściśle skorelowana jeszcze przed utworzeniem wiązania 

peptydowego.
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6.5.2 Zastosowanie cząsteczek mini- tRNA oraz oligonukleotydów 
antysensowych komplementarnych do wybranych fragmentów 26S rRNA.

w celu określenia zmian konformacyjnych zachodzących w rybosomie roślinnym 

podczas biosyntezy białka, zastosowałam 9 antysensowych oligodeoksyrybonukleotydów 

(a-DNA) komplementarnych do wysoce konserwatywnych sekwencji w 26S rRNA dużej 

podjednostki rybosomalnej Lupinus luteus oraz 3 cząsteczki mini-tRNA.

• Konserwatywność 26S rRNA

Dane na temat konserwatywności 26S rRNA zaczerpnęłam z bazy danych sekwencji 

i struktur RNA Comparative RNA Web Site [22]. Stopień konserwatywności nukleotydów 

dużej podjednostki rybosomalnej opracowany został na podstawie analizy 585 sekwencji, 

w tym 431 sekwencji bakteryjnych, 39 sekwencji archebakteryjnych i 115 sekwencji 

eukariotycznych. Podczas projektowania antysensowych oligonukleotydów korzystałam ze 

struktury Il-rzędowej Oryza sativa (struktura pobrana z [22], numer M11585m), ponieważ 

struktura 26S rRNA L. luteus pozostaje nierozwiązana. Wybór O. sativa jako struktury 

referencyjnej podyktowany był faktem, iż spośród 6 organizmów eukariotycznych, których 

struktury Il-rzędowe 26S rRNA zdeponowane są w bazie danych Comparative RNA Web Site, 

O. sativa jest najbardziej zbliżona filogenetycznie do L. luteus. Pełną systematykę O. sativa 

i L. luteus przedstawiłam w Tabeli 18.
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Domena Eukaryota Eukaryota

Królestwo Viridiplantae Viridiplantae

Nadgromada Spermatophyta Spermatophyta

Gromada Magnoliophyta Magnoliophyta

Podgromada Magnoliophytina Magnoliophytina

Klasa Rosopsida Liliopsida

Podklasa Rosidae Commelinidae

Nadrząd Fabanae Juncanae

Rząd Fabales Poales

Rodzina Leguminosae Poaceae

Podrodzina Papilionoideae Ehrhartoideae

Plemię Genisteae Oryzeae

Rodzaj Lupinus Oryza

Gatunek Lupinus luteus Oryza sativa

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

Aby antysensowe oligomery, zaprojektowane jako komplementarne względem sekwencji 

26S rRNA O. sativa, były specyficzne i funkcjonalne również w układzie L luteus, docelowe 

sekwencje rRNA muszą być wysoce konserwatywne we wszystkich organizmach. W celu 

zweryfikowania konserwatywności nukleotydów RNA dużej podjednostki rybosomalnej, 

przygotowałam diagram zachowawczości 26S rRNA. W tym celu na strukturę Il-rzędową 

26S rRNA O. sativa naniosłam nukleotydy konserwatywne w trzech domenach organizmów 

żywych (Archaea, (eu)Bacteria, Eucarya', według [244]). Korzystałam z istniejącego diagramu 

konserwatywności 23S rRNA E. coli (struktura pobrana z [22], numer J01695). Wyróżniłam 

cztery zakresy konserwatywności nukleotydów 26S rRNA: poniżej 80%; 80-90%; 90-98% 

oraz 98% i więcej konserwatywności. Lokalizację nukleotydów konserwatywnych 

przedstawiłam w strukturze Il-rzędowej 26S rRNA Oryza sativa (struktura pobrana z [22], 

numer M11585m) oraz w strukturze trzeciorzędowej 23S rRNA Haloarcula marismortui 

(struktura utworzona na podstawie [23], numer IFFK;) na Rysunkach 54-56.
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Rysunek 54. Struktura Il-rzędowa części 5’ 26S rRNA O. sativa (struktura pobrana z [22], numer 
M11585m) z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.
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ACGU - 98% i więcej konserwatywności 
ACGU - 90-98% konserwatywności 
ACGU - 80-90% konserwatywności 
ACGU - poniżej 80% konserwatywności

Rysunek 55. Struktura Il-rzędowa części 3’ 26S rRNA O. sativa (struktura pobrana z [22], numer 
M 11585m) z zaznaczonymi nukleotydami konserwatywnymi.
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• Miejsca funkcjonalnie ważne w biosyntezie białka w 26S rRNA

Po uzyskaniu diagramów konserwatywności poszczególnych nukleotydów 26S rRNA, 

opracowałam mapę pozycji nukleotydów funkcjonalnie ważnych w procesie biosyntezy białka 

(Tabele 19-21). Przedstawiam Ją jako strukturę Il-rzędową poszczególnych domen (I-VI) 26S 

rRNA Oryza sativa na Rysunkach 57-62. Poszczególne nukleotydy zostały zdefiniowane jako 

ważne w procesie translacji na podstawie danych uzyskanych dla rybosomów 

prokariotycznych jak i nielicznych danych dla rybosomów eukariotycznych .

Oddziaływanie Pozycja w 23S rRNA Referencje
Tworzenie tunelu wyjścia 
polipeptydu

H2 (23-37), H5 i H6 (53-70), H7 (85-97),
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 i H93 (2572-2616)

[50]

Tabela 19. Nukleotydy 23S rRNA odpowiedzialne za tworzenie tunelu wyjścia polipeptydu 
(numeracja według E. coli).
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Oddziaływanie Pozycja 
w tRNA

Pozycja 
w 23S rRNA

Referencje

Ramię DHU tRNA- 23S rRNA (H69) 11, 12 1914-1915 [5, 179]
Ramię DHU tRNA - 23S rRNA (H69) 25, 26 1913-1914

Pętla DHU tRNA - 23S rRNA (H38) 17
19

881-882
882-883

[5, 179]

Pętla TTC tRNA - 23S rRNA (H38) 56 898-899 [5, 179]

Ramię T'FC tRNA - 23S rRNA (H89) 50-53
64-65

2470-2472
2482-2484

[5, 179]

Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H71) 72-73 1942-1943 [5, 179]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H89) 74-76 2452, 2494 [5, 179]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA 75 2553 [5, 179]

75 2588 [63]
Ramię DHU tRNA- 23S rRNA (H69) 12, 13 1908-1909 [5.9]

25, 26 1922-1923
Ramię DHU tRNA- 23S rRNA (H69) 14 1924 [9, 61, 62, 179,

1916, 1918 
1926, 2251

256]

Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA 74 2252, 2253 [5, 43, 61, 62, 
179, 248, 256]

Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80) 2 2255 [248]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80) 3 2255-2256 

2439,2451 
2505, 2506

[5, 9,61,62]

Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 71/72 2594 [5]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H80) 74 2286 [63]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 74 2601 [248]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 75 2602 [5.9]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 75 2584 [61,63]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 75 2251,2063 [248]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 76 2585 [5,61,62, 256]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H93) 76 2450,2451, 

2063, 2548
[248]

Pętla DHU - 23S rRNA 19 2112-2113 [5, 248, 256]
Pętla TTC tRNA - 23S rRNA 56 2116-2117 [9]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68) 70 1893 [248]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68) 2-71 1852-1853 [9]

71 1892
3-5 1850-1853

Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68) 71 1892 [5, 58]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H68) 71 1851 [248]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H75) 73 2235

2392
[5, 256]

2394
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H74) 76 2433-2434 [5, 58]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (HI 1) 76 199 [9]
Ramię akceptorowe tRNA - 23S rRNA (H74) 76 2394,2421, 

2422, 2432
[248]

Tabela 20. Nukleotydy 23S rRNA udział wiązaniu tRNA w miejscach A, P i E (numeracja 
według E. coli).
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Oddziaływanie Pozycja w 23S rRNA Referencje
EF-1 - 23S rRNA H43 (1065-1068)

H44 (1093-1095)
[24]

EF-1 - 23S rRNA H 89 (2471-2474) [24]
EF-1 - 23S rRNA H95 (2655, 2659-2663) [24]
EF-2 - 23S rRNA H95 (2654-2665, 2661-2663) [25, 66]
Oddziaływanie Pozycja w 23S rRNA Referencje
EF-1 - 23S rRNA H43 (1065-1068)

H44 (1093-1095)
[24]

EF-1 - 23S rRNA H 89 (2471-2474) [24]
EF-1 - 23S rRNA H95 (2655, 2659-2663) [24]
EF-2 - 23S rRNA H95 (2654-2665, 2661-2663) [25, 66]

Tabela 21. Nukleotydy 23S rRNA biorące udział wiązaniu czynników elongacyjnych (numeracja 
według E. coli).
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Tunel wyjścia polipeptydu 
Oddziaływanie z białkami rybosonialnymi

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

Podczas analizy mapy funkcjonalności nukleotydów 26S rRNA, widoczny staje się fakt, 

iż nukleotydy RNA dużej podjednostki rybosomalnej, związane z procesem translacji, 

wykazują wysoki stopień zachowawczości ewolucyjnej. Założyłam zatem, że podobnie jak 

w przypadku małej podjednostki, ich konserwatywność świadczy o odgrywaniu tej samej roli 

w rybosomach 70S i 80S. Na poparcie mojego założenia przytoczę badania Spahn’a 

i współpracowników z rybosomami Saccharomyces cerevisiae. Zaobserwowali oni, 

że nukleotydy rRNA oddziałujące z cząsteczką tRNA w miejscu P i tworzące mostki 

rybosomalne między małą i dużą podjednostką, występują w identycznych pozycjach 

w układach 70S i 80S [9, 26]. Ponadto, na podstawie opublikowanych w 2004 roku wyników,
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ta sama grupa badaczy wyciągnęła wniosek, iż interakcje czynników elongacyjnych z 

rybosomem eukariotycznym mają miejsce w większości przypadków w takich samych 

pozycjach jak w rybosomie prokariotycznym [26].

• Charakterystyka antysensowych oligonukleotydów

Na podstawie przygotowanych przeze mnie wcześniej danych dotyczących 

konserwatywności oraz funkcji nukleotydów 26S rRNA w translacji, zaprojektowałam serię 

9 antysensowych oligodeoksyrybonukleotydów, komplementarnych do specyficznych miejsc 

rRNA dużej podjednostki rybosomalnej oddziałujących z poszczególnymi fragmentami 

cząsteczki tRNA. Lokalizację wybranych przeze mnie sekwencji docelowych w 26S rRNA 

(Rysunek 63) przedstawiłam na schemacie struktury Il-rzędowej 26S rRNA Oryza sativa 

(struktura pobrana z [22], numer M11585m) oraz w strukturze Ill-rzędowej 23S rRNA 

Haloarcula marismortui (struktura pobrana z [23], numer IFFK). Charakterystykę 

zastosowanych oligonukleotydów przedstawiłam w Tabeli 22.

domena IV

domena V

14
15
16 
17

Rysunek 63. Pozycja badanych miejsc, ważnych w procesie translacji (numery odnoszą się do 
numerów komplementarnych a-DNA).
A- struktura drugorzędowa części 5’ 26S rRNA O. sativa;
B - struktura trzeciorzędowa 23S rRNA H. marismortui, widok od strony oddziaływania podjednostek.
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Nr Sekwencja
a-DNA
[5’-3’l

Miejsca oddziaływania 
sekwencji docelowej 26S rRNA 
z cząsteczką tRNA

Pozycja sekwencji 
docelowej 
w 26S rRNA 
(O.sativa)

#9 ACG AGG CAT TTG C 2273, U 2274 - łańcuch CCA (72, 73) 
tRNA w miejscu A

2265-2276 
domena IV

#10 TAC CTT AAG AGA C 2252, U 2253 - łańcuch D (25, 26) tRNA 
w miejscu P

2251-2262 
domena IV

#11 ATA GTT ACT CCC A 2243, C 2244 - łańcuch D (25, 26) tRNA 
w miejscu A
C 2244, U 2245 - łańcuch D (11, 12) tRNA 
w miejscu A

2236-2247 
domena IV

#12 ACG TGT CTC ACG A 2965 - koniec CCA (75) tRNA w miejscu 
P

2954-2965 
domena V

#13 TCT AAA CCC AGC U 2938 - koniec CCA (75) tRNA w miejscu 
P

2938-2949 
domena V

#14 CAA CGT CGC TAT A2842, C2843, G2844 - ramię TTC (64­
65) tRNA w miejscu A

2836-2847 
domena V

#15 AAC GCT TGG CTG G2831, C2832, G2833 - ramię TTC (50­
53) tRNA w miejscu A

2823-2834 
domena V

#16 AGC CAG TTA TCC C2812 - koniec CCA (74-76) tRNA w 
miejscu A

2806-2817 
domena V

#17 TGG CCG CCC CAG G2610 - koniec CCA (74) tRNA w miejscu
P
G2614 - łańcuch CCA (73) tRNA w 
miejscu P

2606-2617 
domena V

#8 CAC ATG TTA KONTROLA

Tabela 22. Oligonukleotydy antysensowe do badań zmian konformacyjnych dużej podjednostki 
rybosomalnej.

• Specyficzność oddziaływań antysensowych oligonukleotydów z rybosoinem

W celu wyłowienia oligodeoksynukleotydów komplementarnych tylko do tylko jednej, 

specyficznej sekwencji docelowej w 26S rRNA, przeprowadziłam kompletną i szczegółową 

analizę wszystkich fragmentów częściowo komplementarnych do testowanych a-DNA. 

Możliwe miejsca wiązania a-DNA identyfikowałam przy użyciu programu BLAST-N [252], 

w obrębie sekwencji 18S rRNA G. max (numer 18729) oraz 26S rRNA O. sativa (numer 

169818). Wyłoniłam 10 potencjalnych niespecyficznych sekwencji docelowych dla wszystkich 

9 badanych a-DNA, w tym 6 w obrębie 18S rRNA a 4 - w 26S rRNA (Rysunek 64).
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Rysunek 64. Pozycja niespecyficznych sekwencji komplementarnych do badanych a-DNA.
(numeracja jak w Tabeli 23).
A - struktura Il-rzędowa 26S rRNA O. sativa;
B - struktura Il-rzędowa 18S rRNA G. max.

W celu zweryfikowania możliwości przyłączania badanych oligonukleotydów do 

wyłonionych potencjalnych niespecyficznych miejsc, obliczyłam wartości energii swobodnej 

(AG) dupleksów RNA/DNA oraz stosunek AGnonspec/AGspec •
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Nr
Sekwencja Pozycja 

w 18S rRNA
G. max

Pozycja 
w 26S rRNA

O. sativa

AG
(kcal)

^Gnonspec 
/ AGspec

#9 CAA AUG CCU CGU ... 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 -7.6 0.62
#14-2 AUA GCG A — 341-347 -7.7 0.63
#14-3 AUA GCG A — 2836-2842 -7.7 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 CUG GC — 2839-2847 -8.4 0.63
#16-2 UAA CUG GC 720-727 — -8.7 0.65
#16-3 GGA UAA C 807-813 — -5.9 0.44
#16-4 GGA UAA C 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. Specyflczność interakcji a-DNA - rybosom.
Kolorem czerwonym zaznaczyłam specyficzne sekwencje docelowe dla a-DNA, kolorem czarnym 
niespecyficzne sekwencje (numeracja jak na Rysunku 63).
AG obliczono według [242].

Zgodnie z moimi wynikami, aż 6 testowanych przeze mnie oligodeoksynukleotydów 

nie posiada innych potencjalnych miejsc hybrydyzacji niż wybrana przeze mnie sekwencja 

docelowa w 26S rRNA. Pozostałe 3 oligonukleotydy (#11, #14 oraz #16) posiadają kilka 

miejsc, do których są częściowo komplementarne. Oligonukleotyd #8 został zaprojektowany 

jako kontrola testów biologicznych i nie posiada żadnych miejsc kompelentamych 

w 18S rRNA i 26S rRNA. Oligonukleotyd #11 może potencjalnie hybrydyzować do jednej 

niespecyficznej sekwencji w 18S rRNA (#11-1). Sekwencja ta jest częściowo jednoniciowa, 

jednak ze względu na dość niską wartość AGnonspec/AGspec założyłam, że warunki te nie są 

wystarczające do utworzenia stabilnego dupleksu. Podobne wnioski wyciągnęłam dla 

dodatkowego miejsca komplementarnego oligonukleotydu #14 (target #14-3) oraz dla 

oligonukleotydu #16 (target #16-5). Jedna niespecyficzna sekwencja dodatkowa (#14-4) 

posiada względnie wysoką wartość AGnonspec/AGspec (0.77) i występuje w regionie 

jednoniciowym 18S rRNA. Jednak obserwowany przeze mnie stopień hybrydyzacji 

oligonukleotydu #14 do rybosomu w żadnym stanie konformacyjnym rybosomu nie
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przekraczał 100%, co jest dalszym argumentem popierającym poprawność założenia 

o specyficzności oddziaływań a-DNA z badanymi sekwencjami w 26S rRNA. Wszystkie 

pozostałe sekwencje dodatkowe charakteryzują się niską (#14-1, #14-2, #16-1, #16-2) lub 

bardzo niską (##16-3, #16-4) wartością AGnonspec/AGspec- Dlatego też nawet lokalizacja 

niektórych z nich nie jest wystarczająca, aby doszło do utworzenia stabilnego kompleksu 

z a-DNA. Te obserwacje pozwoliły mi na konkluzję, że wszystkie badane przeze mnie 

antysensowe oligodeoksynukleotydy hybrydyzują jedynie do specyficznych, wybranych przeze 

mnie miejsc w 26S rRNA.

Kolejnym argumentem potwierdzającym specyficzność oddziaływań a-DNA/26S rRNA 

są krzywe wysycenia badanych oligonukleotydów. W celu zaobserwowania stopnia wysycenia 

rybosomów w czterech podstawowych stanach konformacyjnych badanymi 

oligonukleotydami, przeprowadziłam reakcje znakowania oligonukleotydów oraz proces 

hybrydyzacji wyznakowanych a-DNA do rybosomów przeprowadzonych w odpowiedni stan 

konformacyjny.

• Znakowanie oligonukleotydów

W wyniku znakowania 5’ końca przy pomocy [y-^^P]-ATP (metoda 5.11) poszczególne 

oligonukleotydy wykazywały zamieszczone w Tabeli 24 radioaktywności 

specyficzne [dpm/pmol].

Oligonukleotyd #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
Radioaktywność specyficzna 

(dpm/pmol)
436 635 491 211 4 126 532 253 453 568 498

Tabela 24. Radioaktywność specyficzna [dpm/pmol] oligonukleotydów po znakowaniu
[y-“P]-ATP.

• Krzywe wysycenia rybosomów 80S przez antysensowe oligonukleotydy

Wyizolowane rybosomy przeprowadzałam 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 osiągnięty został przez obsadzenie miejsca P przez
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AA-tRNA (stan POST-P, metoda 5.9.1) oraz równoczesne zablokowanie miejsc: P przez 

AA tRNA oraz E przez D-tRNA (stan POST-PE, metoda 5.9.2).

Na tak przygotowanych rybosomach przeprowadzałam reakcję hybrydyzacji 

antysensowych oligonukleotydów (metoda 5.12), stosując następujący nadmiar 

oligonukleotydów do rybosomu (przy stałej ilości rybosomów, 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)

I) 50:1 (600 pmoli a-DNA).

Uzyskane wyniki przedstawiłam na Rysunku 65. Zgodnie z moimi wynikami, wysycenie 

rybosomu przez antysensowe oligonukleotydy, obserwowałam przy stosunku molowym 

a-DNA:rybosom wynoszącym 30:1. Dalsze zwiększanie stężenia dodanego do reakcji 

oligodeoksyrybonukleotydu nie powodowało zwiększenia stopnia hybrydyzacji. Fakt ten 

świadczy o tym, iż 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 wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
A - oligonukleotyd #9;
B - oligonukleotyd #10;
C - oligonukleotyd #11.
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Rysunek 65. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
D - oligonukleotyd #12;
E - oligonukleotyd #13;
F - oligonukleotyd #14,





6. Wyniki i dyskusja 167

•PRE-P

•PRE-AP

POST-P

•POST-PE

■PRE-P

•PRE-AP

POST-P

•POST-PE

stosunek molowy a-DNA/rybosom

Rysunek 65. Krzywe wysycenia 12 pmoli rybosomu przez wzrastające stężenie oligonukleotydów 
(12-600 pmoli).
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.
G - oligonukleotyd #15;
H - oligonukleotyd #16;
I - oligonukleotyd #17.
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• Charakterystyka cząsteczek mini-tRNA

Skonstruowałam trzy rodzaje cząsteczek mini-tRNA, z których wykluczone zostały 

pewne strukturalne fragmenty „kompletnych” tRNA specyficznych względem fenyloalaniny 

(Rysunek 66).
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Rysunek 66. Struktura Il-rzędowa cząsteczek mini-tRNA (A-C) oraz tRNA*^^ S. cerevisiae (D) 
z zaznaczonymi nukleotydami oddziałującymi z rRNA.
Oznaczenia: ANTYKODONOWE - mini-tRNA antykodonowe, DHU - mini-tRNA DHU,
TTC - mini tRNA TTC.
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Powstałe w ten sposób cząsteczki mini-tRNA oznaczyłam jako:

1) mini-tRNA antykodonowe - cząsteczka powstała w wyniki usunięcia ramienia i pętli DHU 

oraz ramienia i pętli T'PC z tRNA*^®;

2) mini-tRNA DHU - cząsteczka powstała w wyniki usunięcia ramienia i pętli antykodonowej 

oraz ramienia i pętli TTC z tRNA*^^;

3) mini-tRNA TTC - cząsteczka powstała w wyniki usunięcia ramienia i pętli DHU oraz 

ramienia i pętli antykodonowej z tRNA**^^.

W strukturze tRNA*’’’® S. cerevisiae wyróżniono 5 głównych determinant. Są to reszty 

A73, G20 i trzy nukleotydy antykodonu [237]. Stwierdzono również, że nukleotydy związane 

z tworzeniem trzeciorzędowej struktury tRNA nie są konieczne dla funkcjonowania tej 

molekuły. Stosowane przeze mnie konstrukty posiadają elementy konieczne dla ich 

funkcjonowania jako mini-tRNA (determinanty cząsteczek tRNA lub/oraz przewidziana 

struktura drugorzędowa typu spinki do włosów; Rysunek 67).

A-c *»• '»n •

Rysunek 67. Przewidziana struktura drugorzędowa cząsteczek mini-tRNA (z użyciem programu 
mfold [257]).
A - mini-tRNA antykodonowe;
B - mini-tRNA DHU;
C - mini-tRNA TTC.

• Wiązanie mini-tRNA do rybosomu

Cząsteczkami mini-tRNA obsadzałam miejsca P (metoda 5.8.2 oraz 5.8.4) lub E (metoda 

5.9.3) rybosomów L. luteus zaprogramowanych cząsteczką poli(U). Wydajność wiązania 

poszczególnych mini-tRNA sprawdzałam po uprzednim wyznakowaniu 5’ końca tych

cząsteczek przy pomocy [y-^^P]-ATP (metoda 5.11). Radioaktywność przygotowanych w ten
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sposób mieszanin reakcyjnych zliczyłam na liczniku Beckmann LS 7000, uprzednio 

odmywając niezwiązane cząsteczki mini-tRNA jak w metodzie 5.10.

Wydajność reakcji wiązania mini-tRNA do rybosomalnych miejsc P i E przedstawiłam w 

Tabeli 25.

Mini-tRNA ANT DHU T'PC
Miejsce P Wynik wiązania

[pmol mini-tRNA/pmoI rybosomu] 0,92 0,97 0,95
Wydajność wiązania
I%] 92 97 95

Miejsce E Wynik wiązania
[pmol mini-tRNA /pmol rybosomu] 0,97 1 0,94
Wydajność wiązania 
[%1 97 100 94

Tabela 25. Wyniki reakcji wiązania mini-tRNA do rybosomalnych miejsc P lub E.
ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA DHU; TTC - mini-tRNA TTC.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.

Zgodnie z moimi wynikami, cząsteczki mini-tRNA: antykodonowe, DHU i T'FC 

skutecznie obsadzają rybosomalne miejsca P lub E. Zasadne jest stosowanie ich równocześnie 

z a-DNA komplementarnymi do rejonów rRNA odpowiedzialnych za oddziaływanie z tymi 

fragmentami cząsteczki tRNA, które zostały wykluczone z mini-tRNA.

• Rezultaty inhibicji biosyntezy białka przez antysensowe oligonukleotydy 

komplementarne do wybranych fragmentów 26S rRNA

Wyizolowane rybosomy przeprowadzałam 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 osiągnięty został przez obsadzenie miejsca P przez AA-tRNA (stan 

POST-P, metoda 5.9.1) oraz równoczesne 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 rybosomów hybrydyzowałam antysensowe oligonukleotydy 

(metoda 5.12) i obserwowałam inhibicję reakcji wiązania Phe-tRNA^'’®.

Schematyczne przedstawienie przeprowadzanych doświadczalnie reakcji ujęłam na 

Rysunkach 45 i 46.
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Reakcje hybrydyzacji a-DNA oraz inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA^*’® przez 

zhybrydyzowane antysensowe oligonukleotydy powtarzałam trzykrotnie. W Tabelach 26-33 

oraz na Rysunkach 84-87 przedstawiłam uśrednione wyniki.

a-DNA #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P Wynik hybrydyzacji 

[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,15 0,47 0,34 0,70 0,85 0,33 0,47 0,26 0,50 0,0
Wydajność
hybrydyzacji
[%1 15 47 34 70 85 33 47 26 50 0

PRE-
AP

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,23 0,29 0,35 0,61 0,54 0,26 0,27 0,57 0,55 0,0
Wydajność
hybrydyzacji
\%] 23 29 35 61 54 26 27 57 55 0

POST-P Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,20 0,27 0,31 0,49 0,40 0,29 0,41 0,19 0,33 0,0
Wydajność 
hybrydyzacji 
[%1 ‘ ' 20 27 31 49 40 29 41 19 33 0

POST-
PE

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,12 0,26 0,27 0,32 0,33 0,23 0,30 0,17 0,28

0,0
1

Wydajność
hybrydyzacji
[%1 12 26 27 32 33 23 30 17 28 1

Tabela 26. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydów do rybosomów 
przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez D-tRNA. 
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
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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] 0,23 0,18 0,50 0,82 0,48 0,34 0,87 0,55 0,56 0,0
Wydajność
hybrydyzacji
f%l 23 18 50 82 48 34 87 55 56 0

PRE-
AP

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,30 0,15 0,43 0,94 0,58 0,30 0,33 0,34 0,45 0,0
Wydajność 
hybrydyzacji 
\%] ' 30 15 43 94 58 30 33 34 45 0

POST-P Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,42 0,22 0,49 0,85 0,40 0,28 0,40 0,22 0,40 0,0
Wydajność
hybrydyzacji
[%] 42 22 49 85 40 28 40 22 40 0

POST-
PE

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol 
rybosomu] 0,22 0,16 0,21 0,61 0,45 0,29 0,40 0,20 0,28 0,01
Wydajność
hybrydyzacji
[%1 22 16 21 61 45 29 40 20 28 1

Tabela 27. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydów do rybosomów 
przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez mini- 
tRNA antykodonowe.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
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a-DNA #9 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P Wynik hybrydyzacji 

[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,60 0,12 0,33 0,22 0,38 0,20 0,32 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 60 12 33 22 38 20 32 0

PRE-
AP

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,59 0,12 0,38 0,25 0,37 0,24 0,35 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 59 12 38 25 37 24 35 0

POST-P Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,33 0,20 0,34 0,32 0,35 0,18 0,26 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 33 20 34 32 35 18 26 0

POST-
PE

Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,24 0,08 0,11 0,15 0,30 0,25 0,35 0,01
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 24 8 11 15 30 25 35 1

Tabela 28. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydów do rybosomów 
przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez 
mini-tRNA DHU.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.

a-DNA #9 #10 #11 #12 #13 #16 #17 #8
PRE-P Wynik hybrydyzacji 

[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,22 0,36 0,50 0,10 0,37 0,22 0,34 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 22 36 50 10 37 22 34 0

PRE-AP Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,42 0,44 0,67 0,14 0,26 0,15 0,20 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 42 44 67 14 26 15 20 0

POST-P Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,32 0,39 0,84 0,22 0,36 0,57 0,27 0,0
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 32 39 84 22 36 57 27 0

POST-PE Wynik hybrydyzacji 
[pmol a-DNA/pmol rybosomu] 0,10 0,34 0,46 0,10 0,18 0,27 0,27 0,01
Wydajność hybrydyzacji 
[%1 10 34 46 10 18 27 27 1

Tabela 29. Wyniki reakcji hybrydyzacji antysensowych oligonukleotydów do rybosomów 
przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P lub E obsadzone przez 
mini tRNA T'PC.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki hybrydyzacji uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
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a-DNA #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P Wynik reakcji wiązania 

Phe-tRNA*^*
[pmol Phe-tENA’’"'
/pmol rybosomu] 0,78 0,76 0,82 0,75 0,73 0,67 0,75 0,77 0,48 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA'*'’' 
[%] 78 76 82 75 73 67 75 77 48 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA'''' 
[%] 22 24 18 25 27 33 35 23 52 1

PRE-
AP

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA''"*
[pmol Phe-tENA’’"'
/pmol rybosomu] 0,64 0,76 0,71 0,77 0,82 0,89 0,72 0,69 0,52 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA'*''* 
[%] 64 76 71 77 82 89 72 69 52 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Plie-tRNA*’'’' 
[%l 36 24 29 23 18 11 28 31 48 1

POST-
P

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA'’'*
[pmol Phe-tRNA'*'“
/pmol rybosomu] 0,53 0,43 0,52 0,75 0,53 0,53 0,70 0,58 0,42 0,98
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’’“ 
[%] 53 43 52 75 53 53 70 58 42 98
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-iRNA'*"
[%1 47 57 48 25 47 47 30 42 58 2

POST-
PE

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA"'*
[pmol Phe-tRNA’’'“
/pmol rybosomu] 0,44 0,61 0,63 0,60 0,61 0,61 0,63 0,65 0,24 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Pbe-tRNA‘’*“ 
[%] 44 61 63 60 61 61 63 65 24 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA'''' 
[%] 46 39 37 40 39 39 37 35 76 1

Tabela 30. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA’*'” przez zhybrydyzowane antysensowe 
oligonukleotydy do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P 
lub E obsadzone przez D-tRNA.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA’*'“ bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA’’'“ /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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a-DNA #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P Wynik reakcji wiązania 

Phe-tRNA"“
[pmol Phe-tRNA’’'"
/pmol rybosomu] 0,40 0,45 0,43 0,44 0,41 0,48 0,43 0,49 0,44 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’’'* 
[%] 40 45 43 44 41 48 43 49 44 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA''’' 
[%I 60 55 57 56 59 52 57 51 56 1

PRE-
AP

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA"”
[pmol Phe-IRNA’’"'
/pmol rybosomu] 0,57 0,53 0,51 0,56 0,50 0,58 0,51 0,48 0,48 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’’'' 
[%] 57 53 51 56 50 58 51 48 48 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA'’'^ 
[%1 43 47 49 44 50 42 49 52 52 1

POST-
P

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA”“
[pmol Phe-tRNA*’'"
/pmol rybosomu] 0,67 0,83 0,86 0,61 0,44 0,80 0,76 0,73 0,62 0,98
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA'*''' 
[%] 67 83 86 61 44 80 76 73 62 98
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA''’*
[%1 33 17 14 39 56 20 24 27 38 2

POST-
PE

Wynik reakcji wiązania 
Phe-tRNA'^
[pmol Phe-tRNA'’’”
/pmol rybosomu] 0,66 0,60 0,47 0,56 0,46 0,63 0,60 0,64 0,61 0,99
Wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’^ 
[%] 66 60 47 56 46 63 60 64 61 99
Inhibicja reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’*'' 
[%l 34 40 53 44 54 37 40 36 39 1

Tabela 31. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'*''* przez zhybrydyzowane antysensowe 
oligonukleotydy do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P 
lub E obsadzone przez mini-tRNA antykodonowe.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA’’** bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA'*''* /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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a-DNA #9 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #8
PRE-P Wynik reakcji wiązania Phe- 

tRNA"“
[pmol Phe-tRNA*’’’' /pmol 
rybosomu] 0,26 0,30 0,40 0,45 0,42 0,38 0,40 0,99
Wydajność reakcji wiązania Phe- 
tRNA*^ [%] 26 30 40 45 42 38 40 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe-
irna'’”'
[%1 74 70 60 55 58 62 60 1

PRE-
AP

Wynik reakcji wiązania Phe- 
tRNA*^
[pmol Phe-tRNA'’'" /pmol 
rybosomu] 0,59 0,58 0,61 0,56 0,53 0,50 0,58 0,99
Wydamość reakcji wiązania Phe- 
tRNA’^' [%] 59 58 61 56 53 50 58 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe- 
tRNA'’"'
[%1 41 42 39 44 47 50 42 1

POST-
P

Wynik reakcji wiązania Phe- 
tRNA*^
[pmol Phe-tRNA’’’'* /pmol 
rybosomu] 0,39 0,60 0,48 0,53 0,59 0,55 0,45 0,98
Wydajność reakcji wiązania Phe- tRNA'^"* [%] 39 60 48 53 59 55 45 98
Inhibicja reakcji wią/.ania Phe- 
tRNA'’"''
[%l 61 40 52 47 41 45 55 2

POST-
PE

Wynik reakcji wiązania Phe- 
IRNA”"*
[pmol Phe-tRNA'^* /pmol 
rybosomu] 0,49 0,38 0,46 0,22 0,49 0,42 0,20 0,99
Wydajność reakcji wiązania Phe- 
tRNA”“ [%] 49 38 46 22 49 42 20 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe- 
tENA'’"'
[%l 51 62 54 78 51 58 80 1

Tabela 32. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA’’'“ przez zhybrydyzowane antysensowe 
oligonukleotydy do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. Miejsce P 
lub E obsadzone przez mini-tRNA DHU.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA'’'^ bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA**''* /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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a-DNA #9 #10 #11 #12 #13 #16 #17 #8
PRE-P Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA”“

[pmol Phe-tRNA’’” /pmol rybosomu] 0,47 0,41 0,46 0,48 0,41 0,38 0,20 0,99
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA’^'“ [%] 47 41 46 48 41 38 20 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe- 
tRNA'’*^
[%] 53 59 54 52 59 62 80 1

PRE-
AP

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA”"
[pmol Phe-tRNA’’'“ /pmol rybosomu] 0,71 0,57 0,54 0,53 0,59 0,75 0,70 0,99
Wydajność reakcji wiązania Phe-
tRNA’’"' [%] 71 57 54 53 59 75 70 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe-tRNA-'

[%1 29 43 46 47 41 25 30 1
POST-
P

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA”"
[pmol Phe-tRNA*’"' /pmol rybosomu] 0,75 0,85 0,86 0,60 0,45 0,65 0,46 0,98
Wydajność reakcji wiązania Phe-
tRNA’^"* [%] 75 85 86 60 45 65 46 98
Inhibicja reakcji wiązania Phe-
tRNA'’’“ '
[%J 25 15 14 40 55 35 54 2

POST-
PE

Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA”"
[pmol Phe-tRNA™ /pmol rybosomu] 0,58 0,27 0,60 0,60 0,60 0,69 0,48 0,99
Wydajność reakcji wiązania Phe-tRNA'^’* [%] 58 27 60 60 60 69 48 99
Inhibicja reakcji wiązania Phe-
tRNA’’^'
[%1 42 63 40 40 40 31 52 1

Tabela 33. Wyniki inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'’*" przez zhybrydyzowane antysensowe 
oligonukleotydy do rybosomów przekształconych w stan pre- lub posttranslokacyjny. P^ejsce P 
lub E obsadzone przez mini-tRNA T'FC.
PRE-P, PRE-AP, POST-P, POST-PE oznaczają poszczególne stany translokacyjne rybosomu podczas 
biosyntezy białka.
Przedstawiono wyniki uśrednione z trzech niezależnych eksperymentów.
Wynik reakcji wiązania Phe-tRNA”“ bez udziału a-DNA wynosił 0,94 pmola Phe-tRNA‘’’“ /pmol 
rybosomu (94% wydajności).
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Oligonukleotydy #9 i #16

Oligonukleotydy #9 i #16 zostały przeze mnie zaprojektowane jako komplementarne do 

fragmentów 26S rRNA oddziałujących z ramieniem akceptorowym cząsteczki tRNA 

zajmującej rybosomalne miejsce A. Oligonukleotyd #9 jest komplementarny do 

jednoniciowego fragmentu domeny IV 26S rRNA, znajdującego się między helisami H70 

i H71 (nukleotydy 2265-2276 według numeracji O. sativa; Rysunek 63). Fragment ten 

(nukleotydy w pozycjach 2275 i 2276 L-rRNA) jest odpowiedzialny za oddziaływania 

z nukleotydami 72 i 73 ramienia akceptorowego cząsteczki tRNA w miejscu A (Tabela 21). 

Oligonukleotyd #16 jest komplementarny do fragmentu pętli centralnej domeny V 26S rRNA, 

między helisami H74 i H89 (nukleotydy 2446-2457), odpowiedzialnego za oddziaływania 

z nukleotydami 74 - 76 końca CCA cząsteczki tRNA w miejscu A (Rysunek 63 i Tabela 22). 

Z tego względu do badań wpływu a-DNA #9 i #16 na proces translacji, zastosowałam 

cząsteczki mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA DHU, mini-tRNA T'PC oraz D-tRNA.

Sekwencja, do której zaprojektowałam oligodeoksynukleotyd #9 charakteryzuje się 

wysoką zachowawczością, aż 7 spośród 12 nukleotydów wykazuje ponad 98% 

konserwatywności. Sekwencja docelowa dla a-DNA #16 jest również zachowawcza, 

3 nukleotydy wykazują konserwatywność w ponad 98%, a 2 - w ponad 90% (dane na 

podstawie [22]).

W stanie pretranslokacyjnym, oligonukleotyd #9 hybrydyzował z wydajnością równą 

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 obsadziłam miejsce A (przez Phe-tRNA^**® we wszystkich przypadkach), 

efektywność hybrydyzacji wzrosła tylko w jednej z 4 testowanych możliwości - gdy 

rybosomalne miejsce P było obsadzone przez mini-tRNA DHU. Taka sytuacja związana jest 

zapewne z faktem, że mini-tRNA DHU posiada inne miejsca interakcji z 26S rRNA niż 

pozostałe cząsteczki mini-tRNA oraz cząsteczka tRNA. Kiedy w miejscu P znajduje się 

mini-tRNA DHU, w rybosomie istnieje więcej możliwości oddziaływań z cząsteczkami 

biorącymi udział w translacji oraz z a-DNA niż w przypadku tRNA, stąd obserwowany wyższy 

poziom hybrydyzacji. Taka sama sytuacja prawdopodobnie ma miejsce również w przypadku 

pozostałych mini-tRNA, jednak niższa hybrydyzacja w porównaniu z rybosomami 

obsadzonymi tRNA sugeruje, że w oddziaływania te nie są zaangażowane wprowadzane do 

układu a-DNA. Być może występują dodatkowe oddziaływania Ill-rzędowe w 26S rRNA, 

z białkami rybosomalnymi lub/i z innymi cząsteczkami aktywnymi w procesie translacji. 

Obserwowałam 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, że po utworzeniu wiązania peptydowego, mają miejsce zmiany konformacyjne 

w obrębie helis H70 i H71. W konsekwencji rybosom przybiera bardziej otwartą 

strukturę.

Rysunek 68. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #9 do rybosomów 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, efektywność hybrydyzacji utrzymywała się na 

wysokim poziomie w porównaniu ze stanem pretranslokacyjnym (w przypadku miejsca P 

obsadzonego przez D-tRNA) lub stopniowo zaczynała maleć (w przypadku obsadzenia miejsca 

P przez mini-tRNA T'PC i DHU; Rysunek 68). Kiedy miejsce P w tym stanie było obsadzone 

mini-tRNA T'PC, następowało zwiększenie stopnia hybrydyzacji a-DNA #9 o 12%. Takie 

różnice w hybrydyzacji wynikają zapewne z różnic strukturalnych między cząsteczkami 

mini-tRNA.

Natomiast przy przejściu do stanu POST-PE we wszystkich przypadkach obserwowałam 

znaczny spadek hybrydyzacji oligonukleotydu #9, dochodzący do 20% różnicy. Wynik ten 

wskazuje na zmianę konformacji rybosomu po translokacji cząsteczki tRNA do miejsca 

E, która prowadzi do mniejszej dostępności jednoniciowego fragmentu pomiędzy 

helisami H70 i H71.

Porównując procent hybrydyzacji dla rybosomów obsadzonych różnymi mini-tRNA oraz 

D-tRNA, zauważyłam, że w każdym stanie hybrydyzacja oligonukleotydu #9 zachodziła ze 

znacznie mniejszą wydajnością przy obsadzeniu rybosomów przez cząsteczkę tRNA. 

Jednoznacznie obserwowałam nieco odmienną konformację rybosomów, gdy miejsce P lub E 

zajęte były przez różne cząsteczki mini-tRNA lub tRNA. Na podstawie tego wyniku
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wyciągnęłam wniosek, że nukleotydy w pozycjach 72 i 73 cząsteczki tRNA zajmującej 

miejsce A oraz fragment 26S rRNA pomiędzy helisami H70 i H71 oddziałujący z tRNA 

w tych pozycjach, znajdują się w podobnej konformacji na każdym etapie biosyntezy 

białka. Jednocześnie połączenie między nimi jest na tyle silne, że badana część L-rRNA nie 

jest w dużej mierze dostępna dla innych oddziaływań, na przykład z komplementarnym 

oligodeoksynukleotydem. Ogólnie, gdy rybosomalne miejsca P lub E były zajęte przez 

cząsteczki mini-tRNA, konformacja rybosomu wydawała się być bardziej rozluźniona, 

„otwarta” w regionie między helisami H70 i H71 26S rRNA. Moim zdaniem jest to 

spowodowane faktem, że pełnej długości cząsteczka tRNA posiada więcej miejsc oddziaływań 

z 26S rRNA. Występowanie tych interakcji może czynić miejsce docelowe dla 

oligodeoksynukleotydu mniej dostępnym dla hybrydyzacji. Natomiast wykluczenie 

z cząsteczki tRNA kilku bądź kilkunastu miejsc interakcji z L-rRNA powoduje większą 

dostępność sekwencji docelowej dla oligonukleotydu, co obserwowałam jako większy stopień 

hybrydyzacji.

We wszystkich stanach translokacyjnych obserwowałam duże różnice pomiędzy 

stopniem hybrydyzacji oligonukleotydu #16 przy obsadzonych miejscach P lub E przez różne 

molekuły (Rysunek 69). Wyniki te wskazują na istnienie odmiennych wzorów zmian 

konformacyjnych rybosomu w zależności od cząsteczki obsadzającej rybosom.

Rysunek 69. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #16 do rybosomów 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 była wysoce dostępna (50 % hybrydyzacji). Po obsadzeniu również 

miejsca A przez AA-tRNA badany fragment pętli centralnej domeny V 26S rRNA stał się 

mniej dostępny (34 %). W stanie posttranslokacyjnym, w obu przypadkach, zarówno
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z obsadzonym tylko miejscem P jak i z obsadzonymi miejscami P i E, dostępność tego 

fragmentu nie zmieniła się (stopień hybrydyzacji wynosił 22 % i 21 %). Wynika z tego, że 

zaraz po translokacji nastąpiła zmiana konformacji pętli centralnej domeny V 

w sąsiedztwie helis H74 i H89 na zamkniętą. Konformacja ta utrzymuje się aż do 

następnego cyklu elongacyjnego, gdzie po zajęciu miejsca P przez AA-tRNA, rybosom 

ponownie rozluźni strukturę w tym regionie.

W stanie PRE-P w rybosomie obsadzonym przez mini-tRNA TTC sekwencja docelowa 

jest w niewielkim stopniu dostępna dla oligonukleotydu #16, a po obsadzeniu również miejsca 

A fragment ten stal się jeszcze mniej dostępny (zmiana stopnia hybrydyzacji z 22% do 15 %). 

W stanie posttranslokacyjnym nastąpił wzrost dostępności docelowej sekwencji (57% 

hybrydyzacji) a następnie jej spadek aż o 30%. Wskazuje to na istnienie otwartej struktury 

rybosomu w stanie posttranslokacyjnym przy obsadzonym miejscu P przez mini-tRNA TTC 

i jej zamykanie się po dodatkowym obsadzeniu miejsca E. Podobne zmiany w stanie POST- 

występują przy obsadzeniu miejsca P przez D-tRNA. Jednak w tym przypadku mają miejsce 

odmienne zmiany konformacyjne w stanie pretranslokacyjnym. W stanie PRE-P badany 

fragment domeny V jest w 27% dostępny dla oligonukleotydu. Po obsadzeniu również miejsca 

A przez AA-tRNA dostępność tego miejsca ulega zwiększeniu ponad dwukrotnie (do 57%). 

Nastąpiła zmiana konformacji w bliskim sąsiedztwie helis H74 i H89 i rybosom przyjął w tym 

regionie strukturę bardziej rozluźnioną.

Natomiast w przypadku obsadzenia miejsca P przez mini-tRNA DHU, najwyższy stopień 

hybrydyzacji oligonukleotydu #16 obserwowałam w stanie PRE-P (20%) oraz POST-PE 

(25%). Taki wynik wskazuje na zmianę konformacji rybosomu zaraz po translokacji 

i utrzymywanie się jej aż do następnego cyklu elongacyjnego.

Stopień inhibicji wiązania AA-tRNA do rybosomów obsadzonych cząsteczką D-tRNA 

pod wpływem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #9 lub #16 utrzymywał się na 

wyrównanym poziomie we wszystkich stanach translokacyjnych (Rysunek 70 i Rysunek 71). 

a-DNA #9 inhibował proces biosyntezy białka w 22-46%, a-DNA #16 - w 23-42%. Z 

wyników tych wyciągnęłam wniosek, że przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w 

pozycjach 72 i 73 oraz 74-76 ramienia akceptorowego cząsteczki tRNA zajmującej 

miejsce A nie muszą oddziaływać z fragmentami pętli centralnej domeny V 26S rRNA 

znajdującymi się, pomiędzy helisami H70 i H71 oraz H74 i H89.
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Porównując procent inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA’’’’® dla rybosomów obsadzonych 

różnymi mini-tRNA oraz D-tRNA, zauważyłam, że nie dla każdego mini-tRNA obserwowany 

efekt inhibitorowy a-DNA #9 lub #16 był wyższy niż przy obsadzeniu rybosomów przez 

cząsteczkę tRNA (Rysunek 70 i Rysunek 71). Kiedy w rybosomalnych miejscach P lub E 

znajdowała się cząsteczka mini-tRNA DHU, we wszystkich stanach translokacyjnych 

obserwowałam znacznie wyższą inhibicję reakcji wiązania Phe-tRNA'’*’® przez a-DNA #9 lub 

#16, w porównaniu z rybosomami z przyłączoną cząsteczką D-tRNA. Podobna sytuacja miała 

miejsce, kiedy rybosomy obsadzone były przez cząsteczkę mini-tRNA antykodonowe 

w stanach PRE-P i PRE-AP oraz mini-tRNA TTC w stanach PRE-P oraz POST-P. Wyniki te, 

w połączeniu z wyższą wydajnością hybrydyzacji oligonukleotydów #9 oraz #16 w tych 

stanach, wskazują na różnice konformacyjne rybosomu w zależności od molekuły obsadzającej 

miejsce P.

Rysunek 70. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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.

Wykazałam, że oligonukleotydy #9 oraz #16 skutecznie inhibują reakcję wiązania 
Phe-tRNA’’*’® do rybosomu, zwłaszcza w stanie pretranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P 

przez mini-tRNA DHU (odpowiednio, 74% i 62% inhibicji). W stanie PRE-AP 

oligonukleotydy #9 i #16 hybrydyzowały z podobną wydajnością jak w stanie PRE-P, jednak 

stopień inhibicji reakcji wiązania AA-tRNA do rybosomu był znacznie niższy w obu 

przypadkach. Prawdopodobnie regiony między helisami H70 i H71 oraz między helisami H74 

i H89, angażując się w wiązanie AA-tRNA do miejsca A, wzmacniają oddziaływanie z 

cząsteczką mini-tRNA DHU zajmującą miejsce P i dzięki temu dostęp do niej staje się 

utrudniony.

W czterech testowanych przypadkach zaobserwowałam słabsze inhibitorowe działanie 

a-DNA #9 w porównaniu do jego efektu w rybosomach z przyłączoną cząsteczką D-tRNA. Są
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to następujące przypadki; w stanie PRE-AP z mini-tRNA TTC w miejscu P (5% różnicy dla 

a-DNA #9 oraz 6% dla a-DNA #16), w stanie POST-P z mini-tRNA antykodonowym 

w miejscu E (14% różnicy dla a-DNA #9 oraz 15% dla a-DNA #16) oraz w stanie POST-PE 

z mini-tRNA TTC (6% różnicy dla a-DNA #9 oraz 4% dla a-DNA #16) lub mini-tRNA 

antykodonowym w miejscu E (12% różnicy dla a-DNA #9 oraz 10% dla a-DNA #16). Różnice 

w stopniu inhibicji wiązania AA-tRNA do rybosomu obsadzonego mini-tRNA TTC lub 

D-tRNA nie wydają się być statystycznie istotne, dlatego wyciągnęłam wniosek, że w obu tych 

przypadkach rybosom znajduje się w podobnej konformacji. Natomiast niemal dwukrotnie 

wyższy poziom hybrydyzacji a-DNA #9 lub #16 do rybosomów obsadzonych mini-tRNA TTC 

wynika zapewne z mniejszych rozmiarów tej cząsteczki w porównaniu z D-tRNA.

DHU

IPRE-PBPRE-APB POST-P ■ POST-P^

Rysunek 71. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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.

Dość duże różnice w inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA^® rybosomów z mini-tRNA 

antykodonowym oraz D-tRNA w stanie posttranslokacyjnym jednoznacznie świadczą o ich 

odmiennej konformacji. Jednocześnie ponad dwukrotnie wyższa hybrydyzacja oligonukleotydu 

#9 w tym stanie sugeruje konformację bardziej „rozluźnioną” w obrębie helis H70 i H71, kiedy 

w rybosomie znajduje się cząsteczka mini-tRNA antykodonowe. Jak należało się spodziewać, 

wynik ten spowodowany jest zapewne mniejszym rozmiarem cząsteczki mini-tRNA. Ze 

względu na brak ramienia i pętli DHU oraz TTC, w mini-tRNA antykodonowym nie 

występuje 5 oddziaływań z 26S rRNA, typowych dla cząsteczek tRNA zajmujących miejsce P 

(pozycje 1910, 1923, 1924 26S rRNA) lub E (pozycje 2112 oraz 2117 26S rRNA) 

pozostawiając te rejony wolne dla oddziaływania z a-DNA. Ma to swoje odzwierciedlenie 

również w niższym stopniu inhibicji wiązania AA-tRNA, dlatego, że z miejscami tymi mogą 

oddziaływać pozostałe czynniki biorące udział w procesie translacji. Skutkiem tego byłaby
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dalsza możliwość przeprowadzania biosyntezy białka, niezależnie od a-DNA obecnego w 

rybosomie.

Duże różnice pomiędzy stopniem hybrydyzacji oligonukleotydów #9 i #16 świadczą 

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 świadczy, że regiony te ogrywają istotną rolę w wiązaniu 

ramienia akceptorowego cząsteczki tRNA w miejscu A na tych samych etapach biosyntezy 

białka.

Oligonukleotydy #10 i #11

Oligonukleotydy #10 i #11 są komplementarne do dwóch różnych miejsc w domenie IV 

26S rRNA (Rysunek 63), jednak w obu przypadkach miejsca te odgrywają istotną rolę 

w oddziaływaniach z ramieniem DHU cząsteczki tRNA. Z tego względu do badań wpływu 

a DNA #10 i #11 na proces translacji, zastosowałam D-tRNA oraz cząsteczki, z których 

wykluczyłam ramię i pętlę DHU, to jest mini-tRNA antykodonowe oraz mini-tRNA TTC.

Oligonukleotyd #10 jest komplementarny do helisy H70 26S rRNA (nukleotydy 

2251-2262 według numeracji O. sativa), odpowiedzialnej za oddziaływania z nukleotydami 

25 i 26 ramienia DHU cząsteczki tRNA zajmującej rybosomalne miejsce P (Tabela 21). 

Sekwencja docelowa a-DNA #10 jest wysoce zachowawcza ewolucyjnie, aż 10 spośród 12 

nukleotydów składających się na tą sekwencję wykazuje ponad 98% konserwatywności, a 

jeden nukleotyd - powyżej 90% (dane na podstawie [22]).

Oligonukleotyd #11 jest komplementarny do pętli apikalnej helisy H69 26S rRNA 

(nukleotydy 2236-3347 według numeracji O. sativa), odpowiedzialnej za interakcje 

z nukleotydami 11, 12, 25 i 26 ramienia DHU cząsteczki tRNA w miejscu A (Tabela 21) . 

Sekwencja docelowa a-DNA #11 jest wysoce zachowawcza ewolucyjnie, aż 10 spośród 12 

nukleotydów składających się na tą sekwencję wykazuje ponad 98% konserwatywności, 

a jeden nukleotyd - powyżej 80% (dane na podstawie [22]).

Obserwowałam znaczące różnice w stopniu hybrydyzacji tych dwóch oligonukleotydów, 

jednak również pewne zależności jednoznacznie świadczące o odmiennej konformacji 

przestrzennej rybosomu obsadzonego cząsteczką tRNA lub mini-tRNA. Stopień hybrydyzacji 

a-DNA #10 oraz #11 do rybosomów obsadzonych cząsteczką mini-tRNA antykodonowe 

zawsze był niższy niż w rybosomach obsadzonych cząsteczką D-tRNA lub mini-tRNA TTC 

(Rysunek 72 i Rysunek 73). Kluczem do wyjaśnienia tej sytuacji jest liczba oddziaływań, jakie
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może tworzyć cząsteczka mini-tRNA antykodonowe w porównaniu do pełnej długości 

cząsteczki tRNA lub mini-tRNA T'PC. Mini-tRNA antykodonowe jest pozbawione 

7 oddziaływań, obecnych w cząsteczce tRNA oraz mini-tRNA WC, w ramieniu TTC. Są to 

oddziaływania nukleotydów w pozycjach 49-53 tRNA w miejscu A z nukleotydami 2470 

i 2472 26S rRNA oraz nukleotydów 63-64 tRNA w miejscu A z nukleotydami 2482-2484 26S 

rRNA (Rysunek 66D). W konsekwencji, kiedy w miejscach P lub E znajduje się cząsteczka 

mini-tRNA antykodonowe, w rybosomie istnieje więcej możliwości oddziaływań z innymi 

cząsteczkami biorącymi udział w translacji. W pozostawionej przez mini-tRNA antykodonowe 

wolnej przestrzeni mogą również wystąpić dodatkowe oddziaływania Ill-rzędowe 

w 26S rRNA. W takiej sytuacji, a-DNA #10 ma mniejszy dostęp do komplementarnego 

miejsca w H70, stąd też obserwowałam niższy niż w przypadku D-tRNA lub mini-tRNA T'FC 

stopień hybrydyzacji.

Rysunek 72. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #10 do rybosomów 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, stopień hybrydyzacji a-DNA 

#10 we wszystkich stanach translokacyjnych utrzymywał się na wyrównanym poziomie, 

w przedziale 15-22%. W obecności mini-tRNA T'PC, helisa H70 ma podobną konformację 

podczas wszystkich etapów biosyntezy białka. Natomiast w przypadku obsadzenia rybosomu 

przez D-tRNA, jedyną znaczną różnicę w stopniu hybrydyzacji pomiędzy poszczególnymi 

stanami obserwowałam w stanie PRE-P. Skuteczność hybrydyzacji a-DNA #10 sięgała w tym 

stanie 47% (w pozostałych - 26-29%). Największy stopień hybrydyzacji jest jednocześnie 

wyznacznikiem największej dostępności badanego regionu w helisie H70 26S rRNA dla 

oligonukleotydu #10.
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Gdy rybosomalne miejsca P lub E były obsadzone przez mini-tRNA antykodonowe, 

obserwowałam większe wahania w stopniu hybrydyzacji oligonukleotydu #10. W stanie 

PRE-AP następował nieznaczny wzrost wydajności hybrydyzacji a-DNA względem stanu 

z obsadzonym tylko miejscem P (z 36% do 44%). Natomiast w stanie posttranslokacyjnym 

widoczny był 5% spadek efektywności hybrydyzacji, która wynosiła 39% dla stanu 

z obsadzonym miejscem P i 34 % dla stanu z obsadzonymi miejscami P i E. Wyniki 

te wyraźnie wskazują na zmianę konformacji rybosomu obsadzonego mini-tRNA 

antykodonowym, której skutkiem jest stopniowe odsłanianie helisy H70 w stanie pre- 

i zasłanianie w stanie posttranslokacyjnym. Najwyższy poziom hybrydyzacji obserwowany był 

w stanie PRE-AP, z czego wyciągnęłam wniosek o największej dostępności badanego regionu 

w helisie H70 26S rRNA dla oligonukleotydu #10.

Porównując wydajność hybrydyzacji oligonukleotydu #11 dla rybosomów obsadzonych 

różnymi mini-tRNA oraz D- tRNA, zauważyłam, że w każdym stanie hybrydyzacja 

a-DNA #11 zachodziła ze znacznie mniejszą wydajnością przy obsadzeniu rybosomów przez 

cząsteczkę tRNA (sięgającą nawet do 33% różnicy; Rysunek 73). Jednoznacznie 

obserwowałam odmienną konformację przestrzenną w obrębie helisy H70 rybosomu 

obsadzonego cząsteczką tRNA lub mini-tRNA. Ponadto, kiedy miejsce P lub E obsadzone 

były przy pomocy D-tRNA, nie obserwowałam znacznych różnic w hybrydyzacji a-DNA #11 

w poszczególnych stanach translokacyjnych. Pętla apikalna helisy H69, była jednakowo 

dostępna przed i po translokacji, a obsadzenie dodatkowych miejsc w rybosomie przez 

cząsteczki AA-tRNA nie zmieniło jej dostępności.

! n n
■NC

I PRE-P ■ PREAP □ POST-P ■ POST-PE

Rysunek 73. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #11 do rybosomów 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, zaobserwowałam, 

że w stanie pre- i posttranslokacyjnym następował spadek efektywności hybrydyzacji przy 

obsadzaniu dodatkowego miejsca w rybosomie. Świadczy to o bardzo dynamicznych zmianach 

konformacji rybosomu podczas poszczególnych etapów elongacji. A-DNA #11 hybrydyzował 

z wydajnością równą 50% w stanie PRE-P. Gdy dodatkowo obsadziłam miejsce A, 

efektywność hybrydyzacji zmalała do 43%. Sugemje to zmianę konformacji rybosomu na 

mniej otwartą, powodującą mniejszą hybrydyzację oligodeoksynukleotydu do 

komplementarnego miejsca w helisie H69 26S rRNA. Natomiast w stanie posttranslokacyjnym 

efektywność hybrydyzacji ponownie wzrosła do 49% w przypadku obsadzenia miejsca P, 

a następnie spadła o 3% dla stanu z obsadzonymi miejscami E i P. Musiały więc nastąpić 

kolejne zmiana konformacji rybosomu. Po utworzeniu wiązania peptydowego następuje 

rozluźnienie struktury rybosomu w obrębie H69, a po translokacji ponowne jej 

zacieśnienie. Po obsadzeniu miejsca E, podjednostki rybosomalne wracają do swojej 

wyjściowej konformacji, aby zacząć nowy cykl elongacji łańcucha polipeptydowego.

Kiedy miejsce P obsadzone zostało przez mini-tRNA TTC w stanie PRE-P, 

oligonukleotyd #11 hybrydyzował z wydajnością równą 50%. Gdy dodatkowo obsadziłam 

miejsce A, efektywność hybrydyzacji wzrosła do 67%. Sugeruje to powstanie zmiany 

konformacji rybosomu na bardziej otwartą, umożliwiającą lepszą hybrydyzację 

oligodeoksynukleotydu do komplementarnego miejsca w helisie H69 26S rRNA. Natomiast 

w stanie posttranslokacyjnym efektywność hybrydyzacji nadal wzrastała do 84% w przypadku 

obsadzenia miejsca P, a następnie znacznie spadła aż do 21% dla stanu z obsadzonymi 

miejscami E i P. Musiała więc nastąpić kolejna zmiana konformacji rybosomu, po translokacji 

cząsteczki tRNA do miejsca E.

Wydajność reakcji wiązania AA-tRNA do rybosomów obsadzonych cząsteczką D-tRNA 

przy hybrydyzowanym a-DNA #10 utrzymywała się na niezbyt wysokim poziomie zarówno 

dla stanu z obsadzonym miejscem P jak i miejscami A i P. W obu przypadkach obserwowałam 

24% inhibicji reakcji wiązania Phe-tRNA'"'’® przez oligonukleotyd #10 (Rysunek 74). Wynik 

taki sugeruje, że w stanie rybosomalnym przed translokacją oddziaływanie ramienia DHU 

cząsteczki tRNA w miejscu P w pozycjach 25 i 26 nie jest konieczne. W przypadku obsadzenia 

rybosomalnego miejsca P przez cząsteczkę tRNA w stanie PRE-P, nie obserwowałam również 

wysokiego stopnia inhibicji reakcji wiązania przez oligonukleotyd #11 (18% inhibicji. 

Rysunek 745). Wynik taki nasuwa wniosek, że cząsteczka AA-tRNA nie musi oddziaływać z 

pętlą apikalną helisy H69 poprzez ramię DHU na tym etapie biosyntezy białka.
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Rysunek 74. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania Phe-lRNA”** 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, zwiększała się ilość 

przyłączanego a-DNA i jednocześnie jego efekt inhibitorowy. Reakcja wiązania AA-tRNA 

mogła jednak nadal częściowo zachodzić. Moim zdaniem oddziaływania między 

nukleotydami 11,12, 25 i 26 cząsteczki tRNA z rybosomem, przed utworzeniem wiązania 

peptydowego nie są silne i może dochodzić do ich częściowego rozluźnienia wskutek 

dynamiki rybosomu. Wniosek ten potwierdza również wysoki stopień inhibicji translacji 

powodowanej przez oligonukleotydy #10 i #11 zhybrydyzowane do rybosomów obsadzonych 

mini-tRNA antykodonowym lub mini-tRNA TTC. Brak ramienia i pętli DHU, a co z tym idzie 

oddziaływań ramię DHU-rybosom, powoduje inhibicję reakcji wiązania Phe-tRNA*^® w stanie 

pretranslokacyjnym na poziomie 43-59%. Fakt ten również świadczy o tym, że przed 

utworzeniem wiązania peptydowego i translokacją, oddziaływania między nukleotydami 

11,12, 25 i 26 cząsteczki tRNA zajmującej miejsce A lub P z rybosomem, są konieczne dla 

prawidłowego procesu biosyntezy białka. Jednocześnie interakcje te są na tyle słabe, że 

na skutek zmian konformacji rybosomu może dochodzić do ich częściowego rozluźnienia.

Po utworzeniu wiązania peptydowego, w stanie POST-P wydajność reakcji inhibicji 

spowodowanej zarówno przez a-DNA #10 jak i #11 wzrosła: do 57% dla a-DNA #10 oraz do 

48% dla a-DNA #11. Jednak w przypadku rybosomów obsadzonych cząsteczkami mini-tRNA 

pozbawionymi ramienia i pętli DHU, obserwowałam w tym stanie dość dużą wydajność 

reakcji wiązania Phe-tRNA*’*’^. Po połączeniu tych faktów wyciągnęłam wniosek, źe dla 

prawidłowego procesu biosyntezy białka, oddziaływania rybosomu z nukleotydami 11,12, 

25 i 26 cząsteczki tRNA nie są niezbędne po utworzeniu wiązania peptydowego.
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Rysunek 75. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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 powodowały w wysokim stopniu inhibicję 
wiązania Phe-tRNA'*'’®, zarówno w rybosomach obsadzonych mini-tRNA jak i D-tRNA 

(39% - 63%). Jednocześnie obserwowałam niezbyt wysoką wydajność hybrydyzacji a-DNA 

w tym stanie. Wyniki te jasno wskazują, że po translokacji cząsteczki tRNA do miejsca E, 

ramię DHU jest ściśle związane z rybosomem i kontakt ten jest niezbędny dla 

przyłączenia cząsteczki AA-tRNA do miejsca A.

Oligonukleotydy #12, #13 i #17

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydów #12, #13 i #17 zlokalizowane są w domenie 

V 26S rRNA (Rysunek 63) i odpowiadają za interakcje z końcem CCA cząsteczki tRNA 

w miejscu P (Tabela 22). Zajmują one następujące 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, aż 11 spośród 

12 nukleotydów składających się na tą sekwencję wykazuje ponad 98% konserwatywności, 

a jeden nukleotyd - powyżej 90%. 8 z 12 nukleotydów sekwencji docelowej oligonukleotydu 

#13 jest konserwatywnych w niemal 100%, a 5 nukleotydów sekwencji do której 

komplementarny jest a-DNA #17 - w ponad 98% (dane na podstawie [22]).

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydów #12, #13 i #17 pełnią takie same funkcje 

podczas biosyntezy białka. Jednak ich lokalizacja, struktura I i Il-rzędowa, a także 

w niektórych przypadkach pozycja w cząsteczce tRNA, z którą oddziałują, są różne.
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Sekwencje docelowe oligonukleotydów #12 i #13 oddziałują z nukleotydem 75 końca 

3’ tRNA, natomiast sekwencja docelowa oligonukleotydu #17 wykazuje interakcje 

z nukleotydami 73 i 74 [5, 61, 62, 256]. Z tego względu do badań wpływu a-DNA #12, #13 

i #17 na proces translacji, zastosowałam cząsteczki mini-tRNA antykodonowe, mini-tRNA 

DHU, mini-tRNA TTC oraz D-tRNA.

Stopień hybrydyzacji oligonukleotydu #12 był bardzo zróżnicowany w zależności od 

cząsteczki, która obsadzała miejsce P (Rysunek 76).

Rysunek 76. Porównanie 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 obserwowałam niższy stopień hybrydyzacji a-DNA #12 niż w rybosomach 

obsadzonych przez mini-tRNA antykodonowe, chociaż hybrydyzacja do rybosomów 

obsadzonych D-tRNA zachodziła na dość wysokim poziomie. W stanie PRE-AP 

oligonukleotyd #12 hybrydyzował z bardzo wysoką wydajnością, wynoszącą 95% 

w rybosomach obsadzonych mini-tRNA antykodonowym lub 61% w rybosomach 

obsadzonych D-tRNA. Kiedy obsadzone było tylko miejsce P, a-DNA #12 hybrydyzował z 

równie wysoką wydajnością (odpowiednio, 82% i 70%). Wynika z tego, że rybosom po 

przejściu w całkowity stan pretranslokacyjny zmienia swoją konformację na bardziej 

otwartą w regionie helisy H93. W stanie posttranslokacyjnym z obsadzonym miejscem P, 

rybosom nadal utrzymuje otwartą konformację, ale następuje jej zmiana, gdyż poziom 

hybrydyzacji nieznacznie spada. Obserwowałam również spadek stopnia hybrydyzacji aż 

o 23% przy przejściu do stanu POST-PE. Rozluźniona struktura helisy H93 ulega 

nieznacznemu zacieśnieniu po utworzeniu wiązania peptydowego i silnemu po etapie 

translokacji. W rybosomach z obsadzonym miejscem P przez mini-tRNA TTC lub
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mini-tRNA DHU, w stanie pretranslokacyjnym hybrydyzacja oligonukleotydu #12 jest bardzo 

słaba w obu badanych przypadkach (10 - 14%). Zapewne, kiedy obsadzone jest tylko miejsce P 

konformacja rybosomu jest nadal zamknięta i dlatego oligonukleotydy hybrydyzują z niską 

wydajnością. Natomiast przy obsadzonych obu miejscach, być może koniec CCA ma inną 

konformację, lub rybosom nie udostępnia tego miejsca dla a-DNA. Stąd niska wydajność 

reakcji w obu stanach pośrednich. W stanie posttranslokacyjnym oligonukleotyd #12 

hybrydyzował z nieco wyższą wydajnością jedynie w stanie z obsadzonym miejscem P 

(odpowiednio 22 i 20%). W tym stanie rybosom jest już po translokacji i przybiera 

konformację otwartą. Kolejna zmiana konformacyjna powoduje spadek wydajności 

hybrydyzacji (do 10 i 8%) i zamknięcie struktury rybosomu.

Obserwowałam wysoką inhibicję wiązania Phe-tRNA*’’’^ przez a-DNA #12 w rybosomach 

obsadzonych mini-tRNA (Rysunek 77). Wynik ten jednoznacznie wskazuje, że 

oddziaływanie końca CCA tRNA w miejscu P z helisą H93 jest konieczne na wszystkich 

etapach biosyntezy białka. Jednocześnie obserwowałam wysoką wydajność reakcji wiązania 
Phe-tRNA*’’'® w stanie pretranslokacyjnym oraz posttranslokacyjnym POST-P w rybosomach 

obsadzonych D-tRNA. Oznacza to, że dla prawidłowego umiejscowienia substratów w celu 

utworzenia wiązania peptydowego są konieczne wszystkie oddziaływania między tRNA 

i L-rRNA.

I I I

OHU T4C

I PRE-P B PRE-AP B POST-P B POST-PE

Rysunek 77. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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 zależności od cząsteczki, która obsadza 

miejsce P, jest równie zróżnicowany jak w przypadku oligonukleotydu #12 (Rysunek 78). Przy 

obsadzeniu każdej z cząsteczek obserwowałam odmienny wzór zmian konformacyjnych 

rybosomu, jednak stopień hybrydyzacji jest dla poszczególnych przypadków porównywalny.
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Różni je jedynie poziom hybrydyzacji w poszczególnych stanach translokacyjnych. W dwóch 

z badanych możliwości najwyższy poziom hybrydyzacji a-DNA #13 obserwowałam w stanie 

PRE-AP (gdy cząsteczką obsadzającą miejsce P była mini-tRNA antykodonowe lub 

mini-tRNA DHU). Jednak w tym drugim przypadku obserwowałam mniejszą różnicę 

w hybrydyzacji w porównaniu do stanu PRE-P. Wynosiła ona jedynie 4% (w pierwszym 

przypadku - 11 %). Taka zmiana w stopniu hybrydyzacji a-DNA #13 może sugerować, że 

rybosom po przejściu w całkowity stan pretranslokacyjny (z obsadzonymi miejscami A 

i P) zmienia swoją konformację na bardziej otwartą w pętli centralnej domeny V 

w regionie między helisami H92 i H93. Natomiast gdy cząsteczką obsadzającą rybosomalne 

miejsce P była mini-tRNA TTC lub D-tRNA, najwyższy poziom hybrydyzacji 

oligonukleotydu #13 obserwowałam w stanie PRE-P (odpowiednio 37% i 85%). W 

pozostałych stanach wartość hybrydyzacji jest niższa. Dane te wskazują na to, że w miarę 

następowania kolejnych etapów biosyntezy białka następuje stopniowe zamykanie 

struktury rybosomu między helisami H92 i H93.

Rysunek 78. Porównanie 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 również wnioskowałam o dynamicznych zmianach 

konformacyjnych rybosomu. W stanie POST-P, rybosom znajduje się w konformacji po 

translokacji, ale jeszcze otwartej, bardziej dostępnej dla oligonukleotydu. Obserwowałam 

spadek stopnia hybrydyzacji przy przejściu do stanu POST-PE w przypadku obsadzenia 

rybosomów mini-tRNA DHU (trzykrotny), mini-tRNA TTC (dwukrotny) oraz tRNA (o 5%). 

Na tej podstawie wnioskuję, że dopiero zakończenie translokacji powoduje poważną 

zmianę konformacji rybosomu. Rybosom zamyka się lub/i do miejsc tych silnie związany 

Jest koniec CCA tRNA. W konsekwencji miejsca te stają się niedostępne dla a-DNA #13.
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Niewielką dostępność można zaobserwować jedynie w przypadku obsadzenia miejsca P przez 

D-tRNA. Następuje wówczas ponowne otwieranie się rybosomu. Może to sugerować 

przygotowanie się tego fragmentu rybosomu na kolejny cykl elongacyjny już na tym etapie.

Rysunek 79. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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.

Obserwowałam wysoką inhibicję wiązania Phe-tRNA^*'® przez a-DNA #13 w rybosomach 

obsadzonych mini-tRNA (Rysunek 79). Oddziaływanie końca CCA tRNA w miejscu P 

z pętlą centralną domeny V pomiędzy helisami H92 i H93, jest konieczne na wszystkich 

etapach biosyntezy białka. Jednocześnie obserwowałam dość wysoką wydajność reakcji 
wiązania Phe-tRNA’’’’® w stanie pretranslokacyjnym w rybosomach obsadzonych D-tRNA. Do 

prawidłowego umiejscowienia substratów do utworzenia wiązania peptydowego są 

konieczne wszystkie oddziaływania między tRNA i L-rRNA.

Stopień hybrydyzacji oligonukleotydu #17, w zależności od cząsteczki, która obsadzała 

miejsce P, był bardziej zrównoważony niż w przypadku oligonukleotydów #12 i #13. Przy 

obsadzeniu miejsca P przez mini-tRNA antykodonowe lub D-tRNA, we wszystkich stanach 

oprócz POST-PE stopień hybrydyzacji był znacząco wyższy niż przy obsadzeniu rybosomu 

przez mini-tRNA TTC lub mini-tRNA DHU. W stanie pretranslokacyjnym, różnica 

hybrydyzacji między stanami z obsadzonym miejscem P i obsadzonymi miejscami A i P była 

najbardziej zróżnicowana i wynosiła 5 - 14%. Stopień hybrydyzacji wykazywał tendencję do 

wzrostu (obsadzenie rybosomu przez mini-tRNA DHU lub 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 otwartą 

i zmianę dostępności miejsca komplementarnego w 26S rRNA dla oligonukleotydu #17.
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W stanie posttranslokacyjnym w przypadku obsadzenia miejsca E przez mini-tRNA 

TTC, stopień hybrydyzacji pozostawał bez zmian (27%). Konformacja rybosomu w obrębie 

helisy H80 przy obsadzeniu miejsca E przez mini-tRNA TTC nie ulega dużym zmianom 

w czasie translokacji. Zmiany wydajności hybrydyzacji obserwowałam 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 się struktury rybosomu w obrębie helisy H80 po utworzeniu 

wiązania peptydowego w rybosomie i translokacji. Natomiast drugi wynik może 

sugerować przygotowywanie się tego fragmentu rybosomu na kolejny cykl elongacyjny 

już na tym etapie.

Rysunek 80. Porównanie 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. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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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Inhibicję wiązania Phe-tRNA'’*’® przez a-DNA #17 była na wszystkich etapach 

translokacyjnych rybosomu bardzo wysoka (Rysunek 81). Wynik ten jednoznacznie 

wskazuje, że oddziaływanie końca CCA tRNA w miejscu P z helisą H80 jest niezbędne na 

wszystkich etapach biosyntezy białka.

Oligonukleotydy #14 i #15

Sekwencje docelowe dla oligonukleotydów #14 i #15 zlokalizowane są w domenie V 

26S rRNA (w pozycjach odpowiednio: 2836-2847 oraz 2823-2834, Rysunek 63). Obydwie 

sekwencje są odpowiedzialne za interakcje z ramieniem TTC cząsteczki tRNA w miejscu A 

(Tabela 22). a-DNA #14 jest komplementarny do miejsca oddziałującego z nukleotydami 

w pozycjach 64-65 tRNA, natomiast a-DNA #15 - do miejsca oddziałującego z nukleotydami 

50-53 cząsteczki tRNA [5]. Z tego względu do badań wpływu a-DNA #14 i #15 na proces 

translacji, zastosowałam cząsteczkę D-tRNA oraz mini-tRNA, z których usunęłam ramię TTC: 

mini-tRNA antykodonowe i mini-tRNA DHU.

Nukleotydy oddziałujące z cząsteczką tRNA w obrębie sekwencji docelowych a-DNA 

#14 i #15 są wysoce zachowawcze ewolucyjnie i wykazują 90-98% konserwatywności (dane 

na podstawie [22]).

Rysunek 82. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #14 do rybosomów obsadzonych 
mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA 
DHU.

Fragmenty domeny V, do której komplementarne są oligonukleotydy #14 i #15, w stanie 

PRE-P są wysoce dostępne dla tych a-DNA kiedy rybosomalne miejsce P obsadziłam mini- 

tRNA (55-97% hybrydyzacji; Rysunek 82 i Rysunek 83). Obsadzenie miejsca A przez AA- 

tRNA powodowało nieco słabsze udostępnienie docelowych miejsc w 26S rRNA. Nastąpiła
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wyraźna zmiana konformacji rybosomu w helisie H89 pod wpływem przyłączenia 

czynnika elongacyjnego EF-1 i obsadzenia miejsca A przez AA-tRNA. Po translokacji, 

badane fragmenty domeny V są również dostępne dla oligonukleotydów. Widoczne są jednak 

zmiany konformacyjne helisy H89 świadczące o zamykaniu się rybosomu po zakończeniu 

elongacji. Taki wniosek jest wynikiem obserwowanego spadku stopnia hybrydyzacji przy 

przejściu ze stanu POST-P do POST-PE w przypadku rybosomów obsadzonych przez 

mini-tRNA DHU lub D-tRNA.

mil II
DHU

I PREP ■ PREAP □ POST-P ■ POST-PE

Rysunek 83. Porównanie stopnia hybrydyzacji oligonukleotydu #15 do rybosomów obsadzonych 
mini-tRNA lub D-tRNA.
Oznaczenia: D-tRNA - deacylowany tRNA; ANT - mini-tRNA antykodonowe; DHU - mini-tRNA 
DHU.

Stopień inhibicji wiązania AA-tRNA do rybosomów obsadzonych cząsteczką D-tRNA 

pod wpływem zhybrydyzowanego oligonukleotydu #14 lub #15 utrzymywał się na 

wyrównanym poziomie we wszystkich stanach translokacyjnych (Rysunek 84 i Rysunek 85). 

a-DNA #14 inhibował proces biosyntezy białka w 21-47%, a-DNA #15 - w 28-37%. Wyniki 

te sugerują, że przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w pozycjach 64-65 oraz 50-53 

ramienia TTC cząsteczki tRNA zajmującej miejsce A nie muszą oddziaływać z helisą H89. 

Jednak w przypadku obsadzenia rybosomalnego miejsca P lub cząsteczkami mini-tRNA, 

z których usunęłam ramię TTC, obserwowałam znaczną inhibicję powodowaną 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 hybrydyzują w bardzo wysoką wydajnością do 

rybosomów z obsadzonym miejscem P przez mini-tRNA. Aby reakcja wiązania AA-tRNA 

do miejsca A zaszła prawidłowo, niezbędne są oddziaływania nukleotydów w pozycjach 

64-65 oraz 50-53 tRNA z helisą H89 przed utworzeniem wiązania peptydowego. Po 

utworzeniu wiązania peptydowego i translokacji, nukleotydy w pozycjach 50-53 nie muszą
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oddziaływać z rybosomem. Dla prawidłowego uwalniania D-tRNA z miejsca E konieczne 

są oddziaływania nukleotydów 64 i 65 tRNA w miejscu A z helisą H89.

Rysunek 84. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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. Porównanie stopnia inhibicji reakcji wiązania 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 kontrolę stosowałam oligonukleotyd #8, ponieważ jego sekwencja nie jest 

komplementarna do żadnego fragmentu rRNA (Tabela 11). Niemal we wszystkich stanach 

konformacyjnych rybosomu nie obserwowałam hybrydyzacji tego oligonukleotydu. Fakt, że 

reakcja wiązania Phe-tRNA'^'’® do miejsca A w rybosomie zachodzi niemal w 100% 

w obecności oligonukleotydu #8 w mieszaninie reakcyjnej dowodzi tego, że nie jest on 

w stanie hybrydyzować do rybosomu, ani też nie inhibuje reakcji wiązania w sposób
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niespecyficzny. Zakładam zatem, że obserwowana hybrydyzacja wszystkich pozostałych 

oligonukleotydów zachodzi specyficznie do wybranych przeze mnie komplementarnych miejsc 

w 18S rRNA, a obserwowane zmiany są spowodowane właśnie tym procesem.

Podsumowując, zaobserwowałam oscylowanie rybosomu pomiędzy głównymi stanami 

podczas cyklu elongacyjnego, powodujące odsłanianie i zasłanianie poszczególnych 

funkcjonalnie ważnych miejsc w 26S rRNA. Konsekwencją tych zmian konformacyjnych jest 

niejednakowa dostępność miejsc ważnych funkcjonalnie 26S rRNA dla antysensowych 

oligonukleotydów. Równoczesne zastosowanie określonych a-DNA komplementarnych do 

rejonów 26S rRNA odpowiedzialnych za oddziaływanie z tymi fragmentami cząsteczki tRNA, 

które zostały wykluczone z mini-tRNA, pozwoliło na precyzyjne opisanie zmian 

konformacyjnych rybosomu eukariotycznego w korelacji do funkcji, jakie pełnią te 

strategiczne sekwencje.

Gdy zablokowałam miejsce P deacylowanym tRNA lub mini-tRNA, wymusiłam zmiany 

konformacji rybosomu do stanu pretranslokacyjnego. Obserwowałam przyłączanie 

oligodeoksynukleotydów do komplementarnych sekwencji w 26S rRNA w rybosomie na 

wysokim poziomie (Rysunek 86).
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Rysunek 86. Procent hybrydyzacji oligonukleotydów 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 są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych 
eksperymentów.
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Przyłączanie to było możliwe, gdyż następujące miejsca w rybosomie są w tym stanie 

udostępniane dla antysensowych oligomerów; helisy H69, H93, H80, H89 oraz fragmenty pętli 

centralnej domeny V między helisami H92 i H93 oraz H74 i H89.

Zablokowanie dodatkowo miejsca A poprzez aminoacylo-tRNA spowodowało całkowite 

przekształcenie rybosomów do stanu pretranslokacyjnego (Rysunek 87). Obserwowałam 

wówczas:

- zwiększenie ilości przyłączonych oligodeoksynukleotydów do komplementarnych 

miejsc w helisach: H69, H70 i H80 oraz w odcinkach jednoniciowych 26S rRNA pomiędzy 

helisami H70 i H71 oraz H74 i H89;

- zmniejszanie ilości hybrydyzowanych a-DNA do komplementarnych miejsc w helisach: 

H93, H89 i pomiędzy helisami H92 i H93.

Wyniki te potwierdzają doniesienia na temat kompleksowych zmian strukturalnych w 

dużej podjednostce rybosomalnej po przyłączeniu czynnika elongacyjnego EF-G [145, 149]. 

Obserwowano wówczas poszerzenie tunelu wyjścia polipeptydu. Uzyskane przeze mnie 

wyniki wskazują, że zmiany te mogą również prowadzić do rozluźnienia struktury rybosomu 

w obrębie helis H89, H92 i H93, zlokalizowanych w bliskim sąsiedztwie w regionie centralnej 

pętli domeny V 26S rRNA, stanowiącej centrum peptydylotransferazowe.
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Rysunek 87. Procent hybrydyzacji oligonukleotydów 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 są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych 
eksperymentów.
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Ciekawą zależność daje się zauważyć dla a-DNA #14, #15, #16 oraz #17. Mianowicie, 

gdy miejsce P obsadzone było przez D-tRNA, wówczas następowało zwiększenie stopnia 

hybrydyzacji tych oligonukleotydów. Natomiast, gdy molekułą zajmującą miejsce P była jedna 

z cząsteczek mini-tRNA, obserwowałam niższy niż w stanie PRE-P procent hybrydyzacji. 

Moim zdaniem wynika to z faktu, że w porównaniu z pełnej długości tRNA, cząsteczki 

mini-tRNA nie angażują wszystkich oddziaływań z rRNA. Prawdopodobnie nukleotydy 

w obrębie helis H80 i H89 26S rRNA, które nie oddziałują z mini-tRNA (tylko z tRNA) 

pozostają wolne dla interakcji z innymi nukleotydami rRNA.

Podobne zmiany obserwowałam odnośnie stanu posttranslokacyjnego.
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Rysunek 88. Procent hybrydyzacji oligonukleotydów do rybosomu w stanie posttranslokacyjnym 
POST-P.
Rezultaty obarczone są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych eksperymentów.

Zablokowanie miejsca P aminoacylo-tRNA powodowało zwiększenie stopnia 

hybrydyzacji a-DNA jedynie do części helisy H89 26S rRNA (Rysunek 88). W pozostałych 

badanych przeze mnie miejscach obserwowałam zamykanie się struktury dużej podjednostki 

rybosomalnej. Rozluźnienie struktury rybosomu w regionie H89 wiąże się ze zmniejszeniem 

odległości między innymi regionami i ściślejsze upakowanie helis H69, H70, H71, H74, H92 i 

H93.

Obsadzenie obu miejsc jednocześnie, to jest miejsca P przez aminoacylo-tRNA i miejsca 

E przez D-tRNA lub mini-tRNA nie dawało wysokich wartości stopnia hybrydyzacji (Rysunek
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89). Po zakończeniu etapu elongacji łańcucha polipeptydowego, rybosom przyjmuje 

konformację na tyle zamkniętą, że ważne funkcjonalnie miejsca w obrębie helis H70, H89, 

H93, H80 i w odcinkach jednoniciowych rRNA między helisami H92 i H93, H74 i H89 oraz 

H70 i H71 stają się mniej dostępne dla wprowadzonych komplementarnych oligonukleotydów. 

Wyjątkiem był oligonukleotyd #10, dla którego stopień hybrydyzacji w obu etapach stanu 

posttranslokacyjnego był porównywalny. Wyciągnęłam wniosek, że po utworzeniu wiązania 

peptydowego i po translokacji helisa H70 nie zmienia swej orientacji przestrzennej względem 

pozostałych elementów strukturalnych rybosomu.
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Rysunek 89. Procent hybrydyzacji oligonukleotydów 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 są odchyleniem standardowym (±3%) z trzech niezależnych 
eksperymentów.
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7. WNIOSKI

• Zmiany konformacyjne rybosomu podczas biosyntezy białka

Zastosowanie strategii antysensu doprowadziło mnie do konkluzji na temat zmian 

konformacyjnych rybosomu podczas procesu translacji. W wyniku przekształcenia rybosomów 

w stan pre- lub posttranslokacyjny, charakteryzują się one odmienną konformacją przestrzenną. 

Konsekwencją występowania tych stanów jest niejednakowa dostępność miejsc ważnych 

funkcjonalnie w rRNA dla antysensowych oligonukleotydów (Rysunki 90 i 91). Jest to nowy 

dowód na istnienie zmian strukturalnych rybosomu, niezwykle ważnych dla procesu translacji.

Rybosom z obsadzonym miejscem P znajduje się w stanie pretranslokacyjnym, jednak 

niepełnym. Obserwowałam przyłączanie oligodeoksynukleotydów do komplementarnych 

sekwencji w 18S rRNA lub 26S rRNA w rybosomie na wysokim poziomie w kilku 

przypadkach. Przyłączanie to było możliwe, gdyż następujące miejsca w rybosomie są w tym 

stanie udostępniane dla a-DNA: helisy hl8, h23 i h24 18S rRNA oraz helisy H70, H69, H93, 

H89, H80 i fragment pętli centralnej domeny V między helisami H92 i H93 26S rRNA.

Po obsadzeniu dodatkowo miejsca A przez Phe-tRNA*^® rybosom przyjmuje pełny stan 

pretranslokacyjny i w wyniku zmian ułożenia przestrzennego poszczególnych fragmentów 

rRNA, zmienia swą konformację na bardziej „otwartą” w następujących regionach:

- w 18S rRNA - w obrębie helis hl3, hl8, h23, h24 oraz h44;

- w 26S rRNA - w obrębie helis H69, H93, H80 oraz w pętli centralnej domeny V 

między 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 następujących regionach:

- w obrębie helis hl3, hl8, h23, h24 oraz h44 18S rRNA;

- w regionie helisy H93 26S rRNA.

Nastąpiła wzajemna rotacja podjednostek oraz przejście do mniej zwartej struktury 

rybosomu, która utrzymuje się podczas tworzenia wiązania peptydowego i translokacji.

Zajęcie miejsca E przez IRNA^**® jest sygnałem do zakończenia cyklu elongacyjnego 

i przyjęcia przez rybosom struktury bardziej „zamkniętej”. Taką konformację rybosomu 

obserwowałam w następujących fragmentach rRNA:

- w 18S rRNA - w obrębie helis hl3, h24 oraz w części h44;

- w 26S rRNA - w obrębie helis H70, H89, H93, H80 oraz w odcinkach jednoniciowych 

rRNA między helisami H92 i H93, H74 i H89 oaz H70 i H71.
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W drugim etapie translokacji, następuje rotacja małej podjednostki w odwrotnym 

kierunku niż w stanie pretranslokacyjnym, wskutek czego zajmuje ona pozycję wyjściową, 

taką jak przed zmianami konformacyjnymi.

Ponadto wykazałam istnienie skorelowanych zmian konformacyjnych rybosomu podczas 

kolejnych etapów procesu biosyntezy białka, przy użyciu mieszanin antysensowych 

oligodeoksynukleotydów. Zgodnie z moimi wynikami, w rybosomie mają miejsce 

skumulowane zmiany konformacyjne helis h23 i h24 18S rRNA przed utworzeniem wiązania 

peptydowego oraz po translokacji. Ponadto, ułożenie przestrzenne dwóch przeciwbieżnych 

fragmentów helisy h44 tworzących centrum dekodujące małej podjednostki rybosomalnej, jest 

ze sobą ściśle skorelowane przed utworzeniem wiązania peptydowego.
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PRE-P

POST-P

PRE-AP

POST-PE

Rysunek 90. Zmiany konformacyjne małej podjednostki rybosomalnej podczas kolejnych etapów 
biosyntezy białka.
Struktura 30S utworzona na podstawie [23], numer IFKA.
Kolory wskazują tendencje poszczególnych fragmentów 18S rRNA do zamykania (czerwony) lub 
otwierania (niebieski) struktury rybosomu.
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PRR-P
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PRF-AP

POST-P POST-PF

Rysunek 91. Zmiany konformacyjne dużej podjednostki rybosomalnej podczas biosyntezy białka. 
Struktura 50S utworzona na podstawie [23], numer IFFK.
Kolory wskazują tendencje poszczególnych fragmentów 26S rRNA do zamykania (czerwony) lub 
otwierania (niebieski) struktury rybosomu.
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• Funkcja wybranych fragmentów rRNA w procesie biosyntezy białka.

Zastosowanie strategii antysensu pozwoliło mi odpowiedzieć na pytanie o funkcjonalną

ważność wybranych fragmentów rRNA podczas procesu biosyntezy białka. Uzyskane wyniki

skłoniły mnie do następujących konkluzji:

1) Interakcje helis hl3 i h23 18S rRNA z eEF-2, tRNA w miejscu P oraz 26S rRNA są 

konieczne dla prawidłowego związania AA-tRNA do rybosomu.

2) Po utworzeniu wiązania peptydowego i translokacji czynnik elongacyjny eEF-2 nie musi 

oddziaływać z pętlą apikalną helisy hl3.

3) Oddziaływania nukleotydów w pozycjach 530 i 532 18S rRNA z cząsteczką mRNA 

w pozycjach +11 i +12 są istotne na każdym etapie biosyntezy białka.

4) Po translokacji ramię antykodonowe cząsteczki tRNA zajmującej miejsce P (pozycje 32 

i 47) lub E (pozycje 32, 37-39) nie jest ściśle związane z 18S rRNA w pozycjach 693-696 

oraz 701. Oddziaływanie to nie jest niezbędne dla związania cząsteczki tRNA w miejscu A.

5) Dla związania cząsteczki AA-tRNA do rybosomu, niezbędne są oddziaływania ramienia 

antykodonowego tRNA zajmującego miejsce P (pozycja 39) lub E (pozycje 37 i 38) 

z helisą h24 18S rRNA.

6) Prawidłowa konformacja centrum dekodującego 18S rRNA, a także oddziaływania 

z cząsteczkami tRNA w miejscach A i P, są niezwykle ważne podczas przyłączania 

cząsteczki AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A.

7) Po translokacji niezbędne są oddziaływania rybosomu z mRNA w pozycji +4 a także 

z tRNA w miejscu P w pozycji 34 z helisą h44 18S rRNA.

8) Przed i po reakcji translokacji, nukleotydy w pozycjach 72-76 ramienia akceptorowego 

cząsteczki tRNA zajmującej miejsce A nie muszą oddziaływać z fragmentami pętli 

centralnej domeny V 26S rRNA znajdującymi się pomiędzy helisami H70 i H71 oraz H74 

iH89.

9) Przed utworzeniem wiązania peptydowego, oddziaływania rybosomu z nukleotydami 

11-12 i 25-26 cząsteczki tRNA zajmującej miejsce A lub P, są konieczne dla prawidłowego 

procesu biosyntezy białka. Interakcje te są jednak słabe i wskutek zmian konformacji 

rybosomu może dochodzić do ich częściowego rozluźnienia.

10) Dla prawidłowego procesu biosyntezy białka, oddziaływania rybosomu z nukleotydami 11, 

12, 25 i 26 cząsteczki tRNA nie są niezbędne po utworzeniu wiązania peptydowego.
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11) Po translokacji cząsteczki tRNA do miejsca E, ramię DHU jest ściśle związane 

z rybosomem i kontakt ten jest niezbędny dla przyłączenia kolejnej cząsteczki AA-tRNA 

do miejsca A.

12) Oddziaływanie końca CCA tRNA w miejscu P z helisą H93, pętlą centralną domeny V 

pomiędzy helisami H92 i H93, jak i helisą H80, jest konieczne na wszystkich etapach 

biosyntezy białka.

13) Do prawidłowego umiejscowienia substratów do utworzenia wiązania peptydowego 

konieczne są wszystkie oddziaływania między tRNA i L-rRNA.

14) Aby reakcja wiązania AA-tRNA do miejsca A zaszła prawidłowo, niezbędne są 

oddziaływania nukleotydów w pozycjach 64-65 oraz 50-53 tRNA w miejscu A z helisą 

H89.

15) Dla prawidłowego uwalniania D-tRNA z miejsca E konieczne są oddziaływania 

nukleotydów 64 i 65 tRNA w miejscu A z helisą H89.
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8. STRESZCZENIE

Z mechanizmu biosyntezy białka wynika, że rybosom zawiera podlegające zmianom 

konformacyjnym fragmenty, które umożliwiają jego prawidłowe funkcjonowanie. Badania 

metodą mikroskopii krioelektronowej wskazują na zmianę konformacji zarówno w małej jak i 

w dużej podjednostce.

Celem mojej pracy było określenie korelacji między strukturą i funkcją wybranych 

fragmentów rybosomalnych kwasów nukleinowych (26S rRNA oraz 18S rRNA) w trakcie 

etapu wydłużania łańcucha polipeptydowego, z zastosowaniem strategii antysensowych 

oligodeoksynukleotydów oraz cząsteczek mini-tRNA.

Strategia antysensu jest jedną z metod pozwalającą badać miejsca oddziaływania rRNA 

z innymi czynnikami, ważnymi w biosyntezie białka. W swojej rozprawie doktorskiej 

wykorzystałam jeden z wariantów tej strategii. Polega on na wprowadzeniu do rybosomu 

krótkich jednoniciowych łańcuchów DNA (antysensowe DNA, a-DNA) o sekwencji 

komplementarnej do wybranego fragmentu rRNA i utworzeniu między nimi heterodupleksu. 

Hybrydyzacja a-DNA do specyficznej sekwencji rRNA uczestniczącej w procesie biosyntezy 

białka hamuje proces translacji. Zaobserwowałam, że inhibicja biosyntezy białka przez 

zhybrydyzowane a-DNA zachodzi z różną wydajnością w różnych stanach translokacyjnych. 

Jest to nowy dowód na istnienie zmian strukturalnych rybosomu, niezwykle ważnych dla 

procesu translacji. Natomiast szczegółowa analiza stopnia inhibicji powodowanej przez 

specyficzne a-DNA, pozwoliła mi odpowiedzieć na pytanie o funkcjonalną ważność 

poszczególnych fragmentów rRNA w procesie biosyntezy białka.

Na podstawie wyników przeprowadzonych przeze mnie badań stwierdziłam, że;

1) W wyniku przekształcenia rybosomów w stan pretranslokacyjny lub posttranslokacyjny 

podczas procesu biosyntezy białka, charakteryzują się one odmienną konformacją 

przestrzenną.

2) Zmiany ułożenia przestrzennego w jednych regionach rRNA powodują odmienną 

konformację innych fragmentów rybosomalnego RNA.

3) Nie wszystkie kontakty rybosomu z cząsteczkami tRNA są niezbędne dla prwidłowego 

przebiegu biosyntezy białka
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4) Uniwersalny we wszystkich domenach organizmów żywych mechanizm biosyntezy białka 

jest konsekwencją zachowawczego charakteru niektórych fragmentów 26S i 18S rRNA.

5) Zmiany konformacyjne towarzyszące procesowi biosyntezy białka są podobne 

w rybosomach prokariotycznych i eukariotycznych.
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9. WYKAZ SKRÓTÓW

AA-tRNA aminoacylo-tRN A

a-DNA antysensowy oligonukleotyd

ASF palec miejsca A

ATP 5"-trifosforan adenozyny

D-tRNA deacylowany tRNA

EF-G prokariotyczny czynnik elongacyjny G

EF-Tu prokariotyczny czynnik elongacyjny Tu

EF-Ts prokariotyczny czynnik elongacyjny Ts

EF-1 eukariotyczny czynnik elongacyjny 1

EF-2 eukariotyczny czynnik elongacyjny 2

FRET rezonansowy transfer energii Forster’a

FRS płaska powierzchnia rybosomu

GAC centrum GTPazowe rybosomu

GDP 5'-difosforan guanozyny

GTP 5'-trifosforan guanozyny

elF eukariotyczny czynnik inicjatorowy

L-rRNA rRNA dużej podjednostki rybosomalnej

itiRNA matrycowy RNA

nt nukleotyd

Phe-tRNA’’''" fenyloalanylo-tRNA^*’®

PIC kompleks preinicjatorowy

poli(U) kwas poliurydylowy

POPS metoda kalkulacji dostępności powierzchni

POST stan rybosomalny posttranslokacyjny

PRE stan rybosomalny pretranslokacyjny

PTC centrum peptydylotransferazowe rybosomu

P-tRNA peptydylo-tRNA

RF czynnik uwalniający

RIP białko inaktywujące rybosomy

RRF czynnik odzyskujący rybosomu

rRNA rybosomalny RNA
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RW reakcja enzymatycznego wiązania Phe-tRNA

rybosomów

SRL pętla sarcyny-rycyny

TCA kwas trichlorooctowy

TF czynnik transkrypcyjny

tRNA transferowy RNA

tRNA”"= tRNA specyficzny dla fenyloalaniny

UTR region mRNA nie ulegający translacji

70S rybosom prokariotyczny

80S rybosom eukariotyczny

Phe do poli(U)
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