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Function of selected fragments of 16S rRNA of small ribosomal sub-

unit in protein biosynthesis
Summary

The mechanism of protein biosynthesis and selected fragments of rRNAs
are universally conserved. Understanding structural basis for the functional ca-
pabilities of rRNAs is essential to regulation of protein synthesis. In this paper
| describe function of the most important fragments of 16S rRNA of small ribo-
somal subunit.
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1. Wprowadzenie

Biosynteza biatka, skomplikowany i wieloetapowy proces,
jest koordynowana przez ziozong strukture rybosomu, sktada-
jaca sie z biatek i kwaséw nukleinowych. Oba komponenty sg
funkcjonalne i aktywne w tym procesie. Oddziatywanie biatek ry-
bosomalnych i rRNA miedzy sobg powoduje stabilizacje kom-
pleksu rybosomalnego, a rRNA bezposrednio uczestniczy w pro-
cesie translacji. Kluczem do wyjasnienia i zrozumienia mecha-
nizmu dziatania rybosomu jest poznanie jego ziozonej struk-

tury.
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Rys. 1. Struktura matej podjednostki rybosomalnej 30S: A - struktura trzeciorzedowa 30S H. mansmortui,
widok od strony zewnetrznej; B - struktura drugorzedowa 16S rRNA (liczby oznaczaja numery helis).

2. Struktura malej podjednostki rybosomalnej

Rybosom prokariotyczny 70S sklada sie z dwdch podjednostek: matej 30S i du-
zej 50S. Podjednostka 30S zbudowana jest z 16S rRNA (—1500 nt) i 21 biatek (okres-
lane jako SI - S21), natomiast podjednostka 50S z 23S rRNA (—2900 nt), 5S rRNA
(—120 nt) i 34 biatek (U -L34).

W obrebie matej podjednostki (rys. 1A) wyr6zniono wierzchotek (head), ktory po-
taczony jest z podstawg (body) przez przewezenie (neck) w poblizu platformy (platform).
Po prawej stronie podstawy znajduje sie niewielkie ramie (shoulder), pozostajace w bli-
skim kontakcie z wierzchotkiem podjednostki, tworzgc szczeling miedzy tymi elemen-
tami; oddziatywanie to jest niezbedne dla stabilnosci rybosomu [1]. Na dole po prawej
stronie podstawy znajduje sie wystajgca helisa RNA nazwana ostrogg (spur). Powierzch-
nia podjednostki stanowi najwazniejszg funkcjonalnie cze$¢ i utworzona jest gtdwnie
z helikalnych nici 16S rRNA tworzacych szkielet podstawy, ramienia i platformy [2].

W strukturze ll-rzedowej 16S rRNA (rys. IB) mozna wyrdzni¢ cztery domeny: 5,
centralng, 3' major oraz 3' minor ([3] i prace tam cytowane).

3. Funkcja zachowawczych fragmentéw 16S rRNA
Dla zrozumienia mechanizmu translacji niezbedne jest poznanie w jaki sposob

rybosom oddzialuje z komponentami niezbednymi w procesie translacji, m. in.
z mRNA, tRNA, czy czynnikami elongacyjnymi. mRNA stanowi matryce dla biosynte-
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zy peptydu, zatem poznanie miejsc i sposobu oddziatywania tej czgsteczki z ryboso-
mem jest niezwykle wazne. W malej podjednostce rybosomalnej znajduje sie tunel
wejscia mRNA, w ktorym odbywa sie oddziatywanie mRNA - 16S rRNA. Oddzialy-
wanie tRNA z podjednostkg 30S we wszystkich trzech miejscach (A, P i E) odbywa
sie poprzez domene antykodonowsa i nie tylko stabilizuje mechanizm wigzania tRNA
do rybosomu, ale jest réwniez niezbedne w procesach takich jak: mechanizm rozpo-
znania, translokacja tRNA i kataliza powstawania wigzania peptydowego. Natomiast
czynnik elongacyjny EF-Tu ochrania wigzanie estrowe zacylowanego AA-tRNA przed
hydrolizg pod wptywem wody oraz jest zaangazowany w dostarczenie AA-tRNA do
wlasciwego miejsca w rybosomie. Drugim czynnikiem elongacyjnym, zaleznym od
hydrolizy GTP, jest EF-G, ktory odpowiedzialny jest za translokacje tRNA odpowied-
nio z miejsc A i P do Pi E,

Uniwersalny we wszystkich krélestwach organizméw zywych mechanizm proce-
su biosyntezy biatka jest prawdopodobnie konsekwencjg zachowawczego charakte-
ru niektérych fragmentéw 16S rRNA. Kazda z czterech domen 16S rRNA zawiera
konserwatywne nukleotydy, ktére odgrywajg istotng role w procesie translaciji.

3.1. Domena 5 16S rRNA

Domena 5' (helisy hl - hi8) tworzy podstawe podjednostki 30S, silnie upako-
wang na spodzie i zwezajgca sie do pojedynczych helis w gornej czesci [4]. Na rysun-
ku 2 przestawiono sekwencje drugorzedowag tej domeny, z naniesionymi nukleoty-
dami konserwatywnymi oraz funkcjonalnie waznymi w procesie translacji, oddziatu-
jacymi z poszczego6lnymi elementami uktadu translacyjnego.

Domena 5 oddziatuje przede wszystkim z czynnikami elongacyjnymi. Helisa 5
oraz nukleotyd 368* helisy 15 oddziatujg z czynnikiem EF-Tu [5]. Natomiast para za-
sad 57:356 oraz petla nalezaca do helisy 13 wykazuja oddziatywanie z czynnikiem
elongacyjnym EF-G [6,7]. Wykazano réwniez oddzialywanie z czasteczka mRNA
w obrebie helisy 18 w dwdéch miejscach. Sg to nukleotyd 532 [8] oraz nukleotyd 530
[9] oddziatujgce z czgsteczkg mRNA odpowiednio w pozycjach -Fil i -F 12. Domena
5' (nukleotyd 530) oddziatuje réwniez z czasteczkg tRNA (z nukleotydami 34-36)
w rybosomalnym miejscu A [IOj. Dwa sposréd nukleotydéw domeny 5' sg zaanga-
zowane w tworzenie mostkow miedzy podjednostkami. Nukleotyd 272 (hl 1) tworzy
z parg zasad 1713:1747 23S rRNA (H63:H101) mostek typu RNA-RNA nazywany
eBIO. Natomiast nukleotyd 343 (hl4) oddziatujgc biatkiem duzej podjednostki L23
tworzy mostek RNA-biatko, eB6 [10-12].

' Wszystkie pozycje nukleotydéw wymienione w tek$cie dotycza E. coli.
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Rys. 2. Struktura drugorzedowa domeny 5' 16S rRNA. Pogrubiong linia zaznaczone zostaly sekwen-
cje konserwatywne. Na powigekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujace z mRNA,
tRNA, czynnikami elongacyjnymi i nukleotydy tworzace mostki.

3.2. Domena centralna 16S rRNA

Centralna domena 16S rRNA zawiera helisy hl9 - h27 (rys. 3). Ten fragment
rRNA, wraz z asocjowanymi biatkami, ksztattuje platforme i cze$¢ podstawy podjed-
nostki 30S. Na podstawie badan stwierdzono, ze wewnetrzna struktura trzeciorze-
dowa domeny centralnej to wiele kroétkich helis wspdlnie upakowanych ([3] i prace
tam cytowane). Labilna struktura platformy zawiera elementy o decydujgcym zna-
czeniu dla wigzania tRNA w miejscu P oraz asocjacji podjednostek. Na koncu 3' do-
meny centralnej znajduje sie helisa h27, ktéra jest istotna dla przeksztalcen konfor-
macyjnych rybosomu podczas procesu translacji. Z domeng centralng oddziatujg
biatka: S2, S7, S12, S16 [4], S4, S5, S6, S8, S15, S17 [2,4,14] oraz Sl | i S18 [2,15].

W obrebie domeny centralnej znaleziono az 11 pozycji oddziatujgcych z czas-
teczkg tRNA. Najwiecej nukleotydow oddziatuje z czagsteczkg tRNA w miejscu P.
Wiekszos$¢ z nich jest skupionych w obrebie helisy 23. Sag to: nukleotydy 694 1711
oddzialujgce z parg zasad 20:1 czgsteczki tRNA ]16]; nukleotydy 686, 701 i 717 od-
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Rys. 3. Struktura drugorzedowa domeny centralnej 16S rRNA. Pogrubiona linig zaznaczone zostaty
sekwencje konserwatywne. Na powigekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujace z tRNA,
mRNA i nukleotydy tworzace mostki.

dziatujace z todyga antykodonowg tRNA w pozyciji 47 [17] oraz nukleotyd 693, ktory
oddzialuje z todyga antykodonowag tRNA w pozycji 32 [18]. Wykazano roéwniez
interakcje miedzy petla antykodonowa tRNA w miejscu P (nukleotydy 34 i 39) a 16S
rRNA w pozycji odpowiednio 926 i 790 [11]. Z czasteczka tRNA w miejscu A (para za-
sad 20:1) oddzialujg jedynie dwa nukleotydy: 694 i 711, uwidocznione metoda
cross-linking [16]. Nukleotyd 693 oddzialuje z petlg antykodonowg tRNA w miejscu E
(pozycje 32 i 37), natomiast nukleotydy 694 i 695 zaangazowane sg w oddziatywa-
nie z nukleotydami 38 i 39 tRNA [18]. W rejonie 3' domeny centralnej (h28, pozycja
926) znajduje sie miejsce oddziatywania z mRNA w pozycji -f2 [9]. Domena ta two-
rzy réwniez cztery konserwatywne miejsca kontaktu z duzg podjednostkg. Trzy
z nich to mostki typu RNA-RNA. W ich tworzeniu biorg udziat nukleotydy: 698 i 703
(mostek eB2d kontaktujgcy sie z nukleotydami 1848 i 1895 helisy H68 23S rRNA),
para zasad 580:761 (mostek eB4 tworzacy kontakt z nukleotydem w pozycji 716 he-
lisy H34) oraz nukleotyd 899 (mostek eB2c - kontakt z H62 w pozycji 1693). Istnie-
je réwniez mostek eB2e, w powstaniu ktérego bierze udziat nukleotyd 712 (h23)
oraz biatko L2.
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Rys. 4. Struktura drugorzedowa domeny 3'major 16S rRNA. Pogrubiong linia zaznaczone zostaty se-
kwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujace z tRNA,
mRNA i nukleotydy tworzace mostki.

3.3. Domena 3' major 16S rRNA

Wierzchotek podjednostki 30S zbudowany Jest z domeny 3' major (helisy h28 -
h43 (rys. 4). Trzeciorzedowa strukture tej domeny o skomplikowanej architekturze,
ztozong z krétkich helis i kilku wielohelisowych potaczen stabilizuje zgrupowanie
biatek w obrebie wierzchotka. Zwtaszcza biatko S7, jak sie wydaje, wptywa na stabil-
nos¢ struktury w obrebie catego centrum dekodujacego, stanowigcego czes¢ wierz-
chotka [15]. Z domeng 3' major oddziatujg rowniez biatka: S2, S3, S9, SIO, S13, S14
i S19 |4,15).

W obrebie domeny 3' major mozna wyrdzni¢ wiele funkcjonalnych fragmentéw
oddziatujacych z czgsteczkg tRNA we wszystkich trzech miejscach. Az w szesciu
sposrad tych fragmentdw ma miejsce oddziatywanie z todygg lub petlg antykodo-
nowag tRNA w miejscu A. Nukleotydy 1229 i 1230 helisy h30 wykazujg oddziatywanie
z nukleotydami 28 i 30 czasteczki tRNA. Pozycja 966 16S rRNA (h31) oddziatuje
z nukleotydem 34 i wraz z pozycjg 957, rowniez z nukleotydem 32 [18j. Natomiast
dwa nukleotydy helisy h43 (1338, 1339) sg zaangazowane w interakcje z todyga an-
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tykodonowa tRNA W pozycjach 40 i 41 [2,4,14,21]. Znaleziono réwniez dwa miejsca
oddziatywania z tRNA w miejscu A w pozycji 32 i 40. Sg to odpowiednio nukleotydy
1378 i 955 |18|. Nukleotydy 30-36 todygi i petli antykodonowej tRNA w miejscu E
wykazujg oddziatywanie z nukleotydami: 1339, 1340 (30, 35, 36 w tRNA), 1376,
1378 (32 w tRNA), 937 (33 w tRNA), 1382 (34 w tRNA) [2,4,12,18,21].

Nukleotydy helis h33 i h44 (1044, 1208) oddziatujg z czynnikiem elongacyjnym
EF-G [6,7]. Dwa inne nukleotydy (1360, 1196) tworza tunel wejscia mRNA [19]. Nato-
miast nukleotydy helis h28 (1052, 1196) i h34 (1395) biorg udziat w interakcjach
z czasteczka mRNA w pozycjach: -1-6, -1-7 (8) oraz -f8 i -1-9 (9).

3.4. Domena 3' minor 16S rRNA

Domena 3' minor 16S rRNA (rys. 5) zawiera tylko dwie helisy: h44 i h45. Helisa
h44 jest najdluzszg helisg w podjednostce 30S, polozona jest na zewnatrz po-
wierzchni oddziatywania podjednostek i odpowiada wraz z helisg h45 za asocjacje
z podjednostkg 50S [4]. Domena 3’ minor, wraz z helisami h27, hl8, h34, hl/h2, kon-
cami 3' i 5 oraz centralnym pseudowezlem tworzg centrum dekodujace, ktére od-
powiada za translokacje mRNA i tRNA oraz kontrole wiernosci oddziatywan ko-
don-antykodon [15[. Sekwencje 16S rRNA w tym regionie wykazujg znaczng konser-
watywnos$é, co jest zgodne z uniwersalnosciag procesu dekodowania.

Najwazniejszg czescig centrum dekodujgcego jest gorna czesé helisy h44. Frag-
ment helisy powyzej petli zewnetrznej (nuleotydy: 1402 - 1408 i 1492 - 1498)
tworzy miejsca A i P wigzania tRNA [10,15,20|. Petle antykodonowe tRNA w miegj-
scach A i P oraz sekwencje kodonowe mRNA nie oddzialujg z zadnym biatkiem malej
podjednostki. Ponadto czasteczki tRNA w miejscu A oddziatujg z helisami: h29
(1345, 1348) z nukleotydem 47 todygi antykodonowej [17], h44 (1400) z nukleoty-
dem 34 petli antykodonowej [21,22] oraz h45 (1531, 1542) z nukleotydem 8 ramie-
nia akceptorowego (16) tRNA w miejscu P (nukleotydy 34 i 38) oddziatuje z nukle-
otydami 1492-1494 helisy h44. Natomiast tRNA w miegjscu E (nukleotydy 37 i 38) wy-
kazuje oddziatywanie z nukleotydami 1510 i 1542 [4].

Elastyczny koniec 3' zawiera sekwencje anty-Shine-Dalgarno, ktéra odpowiada
za prawidiowe wigzanie mRNA [19[. Elementy centrum dekodujacego znajdujgce sie
pomiedzy podstawg a wierzchotkiem podjednostki (nukleotydy 1196 i 1360) tworzg
tunel wejscia mRNA [19[. Z czgsteczkg mRNA oddziatujg ponadto nukleotydy 1402
i 1530 w pozycjach odpowiednio -1/-8 oraz -f-4 [8].

W domenie 3’'minor, w poblizu regionu dekodujgcego w helisie h44 (1492-1493)
znajdujg sie rOdwniez miejsca interakcji z czynnikiem elongacyjnym EF-Tu [6,7].
W miejscu tym znajdujg sie tez biatka S4, S5 i SI2.

Helisa H44 tworzy mostki z podjednostkg 50S az w pieciu regionach B2a, B3,
B5a i b, B7 [10|. Para zasad 1408:1493 tworzy mostek eB2a z nukleotydami
1910-1920 helisy H69. Mostek eB3 tworzg pary zasad 1418:1482 oraz 1948:1960
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Rys. 5. Struktura drugorzedowa domeny 3’ minor 16S rRNA. Pogrubiong linig zaznaczone zostaty se-
kwencje konserwatywne. Na powiekszonych fragmentach wyrézniono nukleotydy oddziatujgce z tRNA,
mRNA, czynnikami elongacyjnymi, nukleotydy tworzace mostki oraz rybosomalne miejsca A i P.

helisy H71. Na mostek eB5b sktadajg sie oddzialywania miedzy parg 1428:1472
a parg 1689:1704 helisy H62. Mostki eB5a i eB7 to oddziatywania typu RNA-biatko.
Oprocz nukleotydow 1422 i 1446 sg w nie zaangazowane odpowiednio biatko L23
i L24.

6. Podsumowanie

Jednym z najwazniejszych proceséw zyciowych na poziomie komérkowym jest
biosynteza biatka. Wtasnie biatka odpowiedzialne sg za prawidtowy przebieg wiek-
szosci reakcji w zywym organizmie. Proces ten jest bardzo skomplikowany i do dzis
nie jest w pelni poznany. Aby biosynteza biatka zachodzita we witasciwy sposéb nie-
zbedne jest skoordynynowane wspétdziatanie wielu makroczasteczek. Biorg w niej
udziat czasteczki tRNA, mRNA, wiele biatek i rybosomy, ktére sg molekularnymi
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.maszynami” koordynujgcymi caly ten ztozony proces. Poznanie elementéw tego
ztozonego ukfadu nukleoproteinowego umozliwi regulacje biosyntezy polipeptydu.
Natomiast znajomo$¢ mechanizméw regulujgcych proces biosyntezy biatka, a w kon-
sekwencji umiejetnosci manipulowania nimi, ma zasadnicze znaczenie dla produkcji
opartych na procesie syntezy bialka.
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