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Molecular basics of protein biosynthesis — function of 23S rRNA
Summary

The main function of ribosome is to serve as a site of mRNA translation into
a sequence of amino acids in a process called protein biosynthesis. Most impor-
tant for understanding the translational mechanism is how a ribosome interacts
with the factors playing role in this complicated cellular process. The key ele-
ments of these interactions are the functional domains of rRNAs. In this paper,
we present the functional importance of 23S rRNA in polypeptide biosynthesis.
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1. Wprowadzenie

Jednym z ostatnich etapow regulacji ekspresji genu jest pro-
ces translacji zachodzacy w rybosomie. Struktura rybosomu jest
dosc¢ dobrze poznana, natomiast oddziatywania rybosomu z czyn-
nikami biorgcymi udziat w biosyntezie biatka oraz okreslenie dy-
namicznych zmian tych interakcji podczas poszczegélnych eta-
poéw translagji, nadal pozostajg wielkim wyzwaniem. Zmiany struk-
turalne rybosomu majg zasadnicze znaczenie funkcjonalne i re-
gulatorowe podczas biosyntezy biatka. Sa one istotne dla catego
kompleksu zagadnien ekspresji genu.

W celu poznania mechanizmu dzialtania tej ztozonej maszy-
nerii komérkowej, przedstawiamy funkcje wybranych fragmen-
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tow 23S rRNA duzej podjednostki rybosomalnej w procesie biosyntezy biatka. Rola
jaka pelnia konserwatywne fragmenty 16S rRNA matej podjednostki rybosomalnej
zostala przez nas wczesniej opisana (1).

2. Budowa duiej podjednostki rybosomalne;j

Duza podjednostka 50S organizmoéw prokariotycznych zbudowana jest z 23S
rRNA, 5S rRNA i 34 biatek (L1 — L34) (2), sktadajacych sie na cztery podstawowe ele-

A 43 58
poy 59 68
Domena lll 757 8
42 56 77
66 2
52 53 ( o4 65 167 70
) 76
Domenall 51 63 6 P 1o 84
45 50 52 85
49) 808 8
40 46 . 60 Domena IV &1 7 82 L 86
39 36, 48 74 87
26 2 88 DomenaV
73 89
32/ /2 || 27
31 (28 93
351 1\ y od 94
33 U )
® Jps ||, " 8.9 99 95 §| 91
38 6f 15 100
3 34 24 10 5 92
4 96
5 13 1" 101
22\ 1 Domena VI
Domena | 12 19
21 16 18 20
B C
Centralna Centralna
wypukfo$c / 5S rRNA\ ~ wypukfosé
Wyouklosé L1 Domena V Domena Il
u
yp Stupek — 3,
L7/L12 Wypuktosc L1
Domena | :p,f Domena Vi Domena VI
Domena IV
Domena lll R Domena il

Podstawa

Podstawa

Rys. 1. Struktura duzej podjednostki rybosomalnej 50S: A — schemat struktury Il-rzedowej 23S
rRNA, liczby oznaczaja numery helis [na podstawie struktury 23S rRNA E. coli, struktura pobrana z (30),
numer J01695]; B — struktura trzeciorzedowa 50S H. marismortui, widok od strony oddziatywania pod-
jednostek [struktura pobrana z (31), numer 1FFK]; C — struktura trzeciorzedowa 50S H. marismortui, wi-
dok od strony zewnetrznej [struktura pobrana z (31), numer 1FFK].
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menty morfologiczne: podstawe (ang. body) w dolnej czesci podjednostki oraz trzy
wypuktosci: (1) centralng wypukios¢ (ang. central protuberance) ze zasocjowanym pal-
cem miejsca A (ASF, ang. A-site finger, tworzy go helisa H38 L-rRNA), (2) wypuktos$¢
biatka L1 (ang. L1 protuberance) i (3) stupek L7/L12 (ang. L7/L12 stalk), oddziatujgcy
z czynnikami elongacyjnymi (2-4). W strukturze Il-rzedowej duzego rybosomalnego
RNA (L-rRNA) mozna wyrézni¢ sze$¢ domen, oznaczanych jako I-VI ((2) i prace tam
cytowane), ktore wraz z czasteczkg 5S rRNA tworzg skomplikowang, jednolitg struk-
ture. W przeciwienstwie do matej podjednostki, domeny 23S rRNA wzajemnie sie ze
soba przeplataja. Podziat rybosomalnego L-RNA na domeny wraz z ich lokalizacja
w strukturze krystalicznej podjednostki 50S (2) przedstawiono na rysunkul.

2.1. Domena I 23S rRNA

Domene | tworzg helisy H1 — H24, umiejscowione po zewnetrznej stronie
podjednostki (2). Waska cze$¢ tej domeny rozpoczyna sie w poblizu domeny VI,
gdzie potozone sg konce 5’ i 3’ stanowigce helise H1, a nastepnie rozwija sie
w globularng strukture potozona z tytu podjednostki, ponizej regionu L1. Zasad-
nicza funkcjg domeny I jest tworzenie $cian tunelu wyj$cia syntetyzowanego przez
rybosom polipeptydu (ang. nascent-peptide exit tunnel), ktéry rozpoczyna sie w cen-
trum aktywnym rybosomu w domenie V i przebiegajac przez domeny IV, III, 11i I,
konczy sie po zewnetrznej stronie duzej podjednostki rybosomalnej (5). Sciany tu-
nelu wyjscia polipeptydu sa zbudowane gtoéwnie z rRNA. W obrebie domeny I,
w tworzeniu tunelu wyj$cia biorg udzial nukleotydy 23-37% 53-70, 85-97 oraz
442-517. Wszystkie z nich znajdujg sie w regionach jednoniciowych 23S rRNA
i tworza petle. Dlugo$¢ tunelu wynosi okolo 100 A (polipeptyd o takiej dlugosci
jest chroniony przed proteolizg), a Srednica od 10 do 20 A. Z doktadniejszych ba-
dan rybosomu 70S ((6,7) i prace tam cytowane) wiadomo, ze w obrebie domeny I,
tunel jest w wiekszoSci prosty.

Domena | oddzialuje ponadto z koncem CCA czgsteczki tRNA w miejscu E (nukle-
otyd 199 helisy H11 23S rRNA) (4), oraz z szeScioma biatkami rybosomalnymi (2,8).
Helisy H19-H20 silnie oddziatuja z biatkiem L4, natomiast H2 z H24 — z L22. Oba te
biatka regulujg proces translacji poprzez oddzialywanie z nowo zsyntetyzowanym
polipeptydem (9-11). Wykazano rowniez, ze nukleotydy 194-201, 224-227 oraz 248-
-257 tworzace odpowiednio helisy H11, H12 i H13 oddziatuja z biatkiem L15. Po-
nadto zaobserwowano interakcje miedzy helisami H7 i H19-H20 a biatkiem L24 oraz
pomiedzy helisami H5-H7 a biatkiem L29, dla ktérego sugeruje sie udziatl w tworze-
niu miejsca wiazania SRP (ang. signal recognition particle). W strukturze krystalicznej
podjednostki 50S H. marismortui obserwowano takze stabe oddziatywania pomiedzy
nukleotydami domeny | a biatkiem L23 (2).

* Wszystkie pozycje nukleotydow wymienione w tekscie dotyczg E. coli.
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Rys. 2. Schemat struktury drugorzedowej domeny | 23S rRNA. Pogrubiong linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powigkszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujgce z biatkami
rybosomalnymi (szare kwadraty) oraz nukleotydy tworzace tunel wyjscia polipeptydu (szare obramowa-
nie).

Doktadne potozenie nukleotydéw konserwatywnych we wszystkich krélestwach,
ktére sg funkcjonalnie wazne w procesie translacji, przestawiono na schemacie
struktury Il-rzedowej tej domeny na rysunku 2.

2.2. Domena II L-rRNA

Domena Il jest najwieksza z szeSciu domen 23S rRNA i stanowi najwiekszy ob-
szar zewnetrznej czesci podjednostki. Zawiera helisy H25 — H46. W strukturze do-
meny Il mozna wyréznic trzy wystajace elementy, skierowane w strone ptaszczyzny
oddziatywania podjednostek (2). Jeden z nich (zawierajgcy helisy H42 — H44) stano-
wi cze$¢ rRNA wypuktosci L7/L12. Fragmenty helis H43 i H44 (nukleotydy w pozy-
cjach 1051 — 1108, patrz rys. 3) wraz z fragmentem domeny VI i biatkami L6, L11,
L4 1 L7/L12 tworza centrum GTPazowe rybosomu (GAC, ang. GTPase-associated centre)
(12,13). Centrum to odpowiedzialne jest za wigzanie czynnikéw elongacyjnych
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(EF-G i EF-Tu), czynnika inicjujacego IF-2 i czynnika uwalniajgcego RF3. Wszystkie te
czynniki nalezg do biatek wykazujgcych wtasciwosci GTPazy. Druga wypuktos$¢ do-
meny Il to helisa H38, ktéra jest najdiuzszg nierozgateziong helisg w podjednostce.
Rozpoczyna sie ona od strony zewnetrznej 50S, zagina pod katem okofo 90° i kieru-
je w strone matej podjednostki pomiedzy domeng V 23S rRNA a czasteczkg 5S rRNA.
Tworzy w ten spos6éb mostek miedzy podjednostkami, Bla, w ktéry ze strony pod-
jednostki 30S zaangazowane sg biatka S13 i S19. Ponadto, nukleotydy 881-883 oraz
898-899 oddziatuja odpowiednio z nukleotydami 17-19 petli DHU oraz nukleoty-
dem 56 petli T¥C czasteczki tRNA w miejscu A (patrz fragment 3 na rys. 3). Trzeci
region domeny Il (helisy H32 — H35.1) skierowany jest doktadnie w kierunku matej
podjednostki. Jego koniec, petla helisy H34, oddzialuje bezposrednio z helisa h20
i biatkiem S15 matej podjednostki, tworzac mostek B4 (4).

Znaczny fragment domeny Il tworzy réwniez Sciany tunelu wyjscia polipeptydu
(7). Z domeng tg oddzialuje az 15 rybosomalnych biatek duzej podjednostki (2,8). Sa
to biatka L1, L3, L4, L6, L9, L10, L11, L13, L15, L30, wykazujace silne oddziatywania
z nukleotydami 23S rRNA oraz biatka L2, L5, L18 i L12, oddziatujgce stabiej z L-rRNA
w obrebie tej domeny.
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Rys. 3. Schemat struktury drugorzedowej domeny II 23S rRNA. Pogrubiong linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujgce z czyn-
nikiem elongacyjnym (EF-G), tRNA w miejscu A (A-tRNA) oraz tworzace mostki (Bla, B4).
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2.3. Domena III L-rRNA

Domena IlI jest zwartg, globularng domena, sktadajaca sie z helis H47 — H60
(2). Zajmuje ona spodnig lewa czes$¢ duzej podjednostki. Ksztaltem przypomina
czteroramienng gwiazde, ktorej wierzchotki stanowia helisy: H48, H52, H57 i H58.
Najbardziej rozlegte oddzialywania domeny Il majg miejsce z fragmentami domen
I, IV i VI, natomiast w przeciwienstwie do pozostatych domen tylko w niewielkim
stopniu oddziatuje z domeng V. Strukture tej domeny stabilizuja oddziatywania
z czterema biatkami, tj. z L2, L3, L22 oraz L23 (2,8) a fragmenty domeny Il w obrebie
nukleotydow 1262-1621 tworza tunel wyjscia polipeptydu (rys. 4) (7).

2.4. Domena IV L-rRNA

Domena IV zbudowana jest z helis H61 — H71. Zajmuje ona wiekszg cze$¢ plasz-
czyzny podjednostki 50S, ktora oddziatuje z 30S (2). Tworzy ona duzy przekatny
plat ptaskiej powierzchni rybosomu i taczy sie z domenami Ill i V po zewnetrznej
stronie rybosomu.
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Rys. 4. Schemat struktury drugorzedowej domeny Il 23S rRNA. Pogrubiona linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddzialujgce z biatkami
rybosomalnymi (szare kwadraty) oraz nukleotydy tworzace tunel wyjscia polipeptydu (szare obramowa-
nie).
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Helisy H67 — H71 stanowia najwazniejszg cze$¢ domeny IV i formuja brzeg
szczeliny miejsca aktywnego (patrz powiekszony fragment na rys. 5). W tym rejonie
domeny IV wystepujg liczne interakcje miedzy 23S rRNA a innymi czynnikami bio-
racymi udziat w biosyntezie biatka. Pie¢ sposrod nukleotydow helisy H68 jest zaan-
gazowanych w oddzialywania z todygg akceptorowg czasteczki tRNA znajdujgcej sie
w rybosomalnym miejscu E (4,14). Ponadto, cze$¢ akceptorowa czasteczki tRNA
w miejscu A jest stabilizowana poprzez interakcje z nukleotydami 1942 i 1943 heli-
sy H71 (4). Stwierdzono réwniez interakcje helis H69 i H70 potozonych w central-
nym miejscu brzegu szczeliny z todyga DHU czasteczki tRNA, zajmujgcej zaréwno
miejsce A (nukleotydy 11 i 12 tRNA oddzialuja z nukleotydami 1914 i 1915 23S
rRNA; nukleotydy 25 i 26 tRNA oddziatuja z nukleotydami 1913 i 1914 23S rRNA (4)),
jak i miejsce P (nukleotydy 12 i 13 tRNA oddziatujg z nukleotydami 1908 i 1909 23S
rRNA; nukleotydy 25 i 26 tRNA oddzialujg z nukleotydami 1922 i 1923 23S rRNA
(4,15,16)). W interakcjach z czasteczka tRNA zajmujacg rybosomalne miejsce P biorg
rowniez udzial nukleotydy w pozycjach: 1916, 1918, 1926 (17,18) oraz 1924 (15).
Niezwykle wazna helisa H69 (nukleotydy 1912-1913, 1918) oddziatuje réwniez z he-
lisa h44 16S rRNA w pozycjach 1409-1410 oraz 1495-1496, tworzgc mostek B2a
miedzy podjednostkami (19). Fakt ten moze mie¢ znaczacy wpltyw na dynamike
translacji, a szczegélnie na sam mechanizm translokacji czgsteczek tRNA. W rejonie
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Rys. 5. Schemat struktury drugorzedowej domeny IV 23S rRNA. Pogrubionag linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujace z tRNA
w miejscu A, P oraz E (A-tRNA, P-tRNA, E-tRNA), biatkami rybosomalnymi (L2), nukleotydy tworzace
mostki (B2a, B2b, B2c, B3, B7a) oraz tunel wyjscia polipeptydu (szare obramowanie).

192 PRACE PRZEGLADOWE



Molekularne podstawy biosyntezy biatka — funkcja 23S rRNA

tym istnieje ponadto 6 innych mostkéw spinajacych obie podjednostki (4,19). Sa to:
1) mostek B2b, tworzony poprzez oddzialywania helis H67, H69 oraz H71 23S rRNA
z fragmentami helis H24 i H45 16S rRNA, 2) mostek B2c, w ktérego udzial zaanga-
zowane sg H66 i H67 oraz H24 i H27, 3) mostek B3, pomiedzy H71 i H44, 4) mostek
B5, tworzony zaréwno dzieki oddziatywaniom RNA-RNA (H62, H64 i H71 wiazg sie
z H44) jak i biatko-RNA (L14-H44), 5) mostek B6, w ktérym oddziatujg helisy H62
z H44 oraz biatko L19 z helisg H44, oraz 6) mostek B7a, tworzony dzieki interak-
cjom helisy H68 z helisg H23.

Fragment domeny IV zawierajgcy helisy H67 — H71 to jeden z niewielu regio-
now 23S rRNA, ktory nie jest stabilizowany przez biatka rybosomalne. W obrebie
catej domeny, jedynie nukleotydy 1654-1660 oraz 1992-2000 helisy H61 wykazuja
oddzialywania z biatkiem rybosomalnym L3, helisa H66 wigze biatko L2, a helisa
H62 odpowiada za interakcje z biatkiem L14 (4,8).

2.5. Domena V L-rRNA

Domena V, zawierajaca helisy H72 — H93, jest umiejscowiona pomiedzy dome-
nami IV i ll. Oddzialuja z nig biatka L2, L3, L5, L15, L18 oraz L22 (2,8). Domene V
mozna podzieli¢ na trzy strukturalne regiony. Pierwszy rozpoczyna sie helisg H75
i tworzy miejsce wiazania biatka L1. Drugi zawiera helisy H80 — H88, pofozony jest
miedzy czasteczka 5S rRNA i domeng II. Trzeci region (helisy H89 — H93) rozciaga
sie w kierunku domeny VI i pomaga stabilizowa¢ miejsce wigzania czynnika elonga-
cyjnego EF-G w rybosomie (20). Wykazano réwniez, ze helisy H80 i H93 23S rRNA sa
zaangazowane w oddzialywania z koncem 3’CCA czasteczek tRNA zajmujacych ry-
bosomalne miejsca P i E , natomiast nukleotydy tworzace helise H89 silnie od-
dziatujg z petla T¥YC oraz koncem CCA czasteczki tRNA w miejscu A (4,15-18,21)
(rys. 6).

Centralna petla domeny V, ktérg otaczaja helisy H73, H74, H89, H90 i H93 stano-
wi najwazniejszy region duzej podjednostki rybosomalnej. Stanowi ona centrum
peptydylotransferazowe (PTC, ang. peptidyltransferase center), ktérego zasadnicza funk-
Cja jest synteza wigzania peptydowego w rybosomie, a zatem fgczenie wigzaniami
kowalencyjnymi kolejnych reszt aminokwasowych i tworzenie tancucha polipepty-
dowego (22 i prace tam cytowane). Druga fundamentalng reakcja prowadzong przez
PTC jest uwalnianie utworzonego polipeptydu z peptydylo-tRNA podczas terminagji
translacji (23). Sugeruje sie udzial konserwatywnego nukleotydu A2602 w tej reakcji
(24).

Miejsce aktywne rybosomu jest zbudowane wylgcznie z rRNA (2,25). Najblizsze
z biatek nie znajduje sie w takiej odleglosci do centrum aktywnego PTC, aby mogto
petni¢ aktywng funkcje jako katalizator w reakcji syntezy wigzania peptydowego
(7,22). Dzieki temu mozemy umiesci¢ rybosom na liScie naturalnie wystepujgcych
rybozymow.
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Rys. 6. Schemat struktury drugorzedowej domeny V 23S rRNA. Pogrubiong linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujace z tRNA
w miejscu A, P i E (A-tRNA, P-tRNA, E-tRNA), biatkami rybosomalnymi (L2, L3), czynnikiem elongacyjnym
(EF-G) oraz nukleotydy tworzace tunel wyjscia polipeptydu (szare obramowanie).

2.6. Domena VI L-rRNA

Najmniejsza z domen 23S rRNA, domena VI, zbudowana jest z helis H94 — H101
i tworzy duzg cze$¢ powierzchni podjednostki bezposrednio ponizej stupka L7/L12
(2). Domena ta ksztattem przypomina litere X. Najbardziej interesujacym fragmen-
tem tej domeny jest domena sarcyny-rycyny (SRL, ang. sarcin-ricin loop) wchodzgca
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L14

Rys. 7. Schemat struktury drugorzedowej domeny VI 23S rRNA. Pogrubionag linig zaznaczone zostaly
sekwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujgce z czyn-
nikiem elongacyjnym (EF-G, EF-Tu) oraz oddzialujace z biatkami rybosomalnymi (L3, L14).

w skiad centrum GTP-azowego, ktorg ksztaltuje helisa H95 (patrz powiekszony frag-
ment na rys. 7). Stwierdzono, ze rybosomy ulegajg catkowitej inaktywacji po hydro-
lizie tylko jednego wigzania fosfodiestrowego w tej petli rybotoksyna a-sarcyna
(przecina wigzanie fosfodiestrowe po stronie 3’ nukleotydu G2661) lub po depury-
nacji nukleotydu A2660 N-glikozydaza rycyng (26 i prace tam cytowane). SRL jest za-
sadnicza dla wiazania czynnikéw elongacyjnych EF-G (nukleotydy 2655 i 2659-2663,
(16,20)) i EF-Tu (nukleotydy 2654-2665, (27,28)) oraz czynnika inicjujacego IF-2 (29).

3. Podsumowanie

W roku 2007 mija 7 lat od rozwigzania struktury krystalicznej rybosomu proka-
riotycznego. Dzi$, w rezultacie wielu badan, dysponujemy o wiele wiekszg wiedza
na temat tej molekuly, bardzo ztozonej zaréwno pod wzgledem strukturalnym jak
i funkcjonalnym. Postep wiedzy z zakresu struktury jak i funkcji rybosomu otwiera
w niezbyt odlegtej perspektywie mozliwosci jej aplikacyjnego wykorzystania. Uzy-
skang nowa wiedze bedzie mozna wykorzysta¢ dla celowej regulacji biosyntezy na
duzg skale okreslonych biatek, np. o znaczeniu terapeutycznym, kosmetycznym, czy
pomocnych w wytwarzaniu zywnoS$ci funkcjonalnej.

Praca finansowana z grantu MNiSW nr 2 PO6A 015 29.
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