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Wybrane konserwatywne sekwencje
w duzym rybosomalnym RNA
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W sierpniu 1999 r. rozwigzano rentgenograficznie strukture
rybosomu 70S przy rozdzielczosci 7.5 A (1). W przeprowadzo-
nych badaniach wykazano z duza doktadnoscig jak utozone sg
rRNA i biatka w podjednostkach oraz wzgledem siebie, a takze
jakie oddziatywania zachodzg miedzy podjednostkami po ich asoc-
jacji. Od tej pory co roku ukazywaly sie kolejne artykuty opi-
sujace struktury zaréwno rybosomu (2,3) jak i poszczeg6inych
podjednostek 50S (4-6) i 30S (7-11) z coraz wiekszg dokladno-
Scig. W maju 2001 r. rozwigzano strukture rybosomu 70S przy
rozdzielczosci 5.5 A (12). Pokazano roznice konformacyjne mie-
dzy rybosomem 70S i pojedynczymi podjednostkami, co potwier-
dza wczesniejsze hipotezy dotyczace zmian konformacyjnych za-
chodzacych w rybosomie po asocjacji podjednostek. Zaobserwo-
wano np. réznice w potozeniu przedostatniej helisy 16S rRNA
w rybosomie 70S w poréwnaniu z jej potozeniem w izolowanej
podjednostce. Helisa ta jest jednym z najwazniejszych miejsc
podjednostki 30S, poniewaz tworzy mostki fgczace podjednost-
ki ze sobg i wkasnie tym tlumaczy sie zmiane jej konformaciji.
Réwniez w podjednostce 50S znaleziono réznice Swiadczace o dy-
namice rybosomu podczas asocjacji podjednostek. Wczesniej stup-
ki L7/L12 i LI opisywano jako bardzo elastyczne, co utrudniato
ich charakterystyke (4-6). Na podstawie réznic ich konformacji
w strukturze rybosomu 70S wysnuto wniosek, ze elementy te
prawdopodobnie stabilizowane sg przez interakcje z podjed-
nostka 30S.
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Niezbedna dla prawidlowego funkcjonowania rybosomu asocjacja powoduje utwo-
rzenie mostkow tgczacych dwie podjednostki, a to powoduje réwniez zmiane kon-
formacji rRNA. Mostki utworzone miedzy podjednostkami byly juz opisywane, nig-
dy jednak z takg doktadnoscig. Struktura rybosomu 70S rozwigzana przy rozdziel-
czosci 5.5 A pozwolita wyodrebni¢ poszczegdlne nukleotydy i aminokwasy biorgce
udziat w tworzeniu mostkéw. Z takg sama doktadnoscig opisano interakcje miedzy
tRNA, rRNA i biatkami w rybosomie w miejscach A, P i E. Tak jednoznaczne scharak-
teryzowanie miejsc oddziatywania tRNA z rybosomem sklonito mnie do badan nad
konserwatywnymi sekwencjami L-rRNA.

Konserwatywne sekwencje w duzym rybosomalnym RNA prébowano opisaé juz
wczesniej, np. w 1990 r. (13), jednak opracowano je na podstawie 42 sekwencji r6z-
nych organizmow. Ponad dziesie€ lat pdzniej dysponujemy o wiele wieksza liczbg
znanych sekwencji. Korzystajgc z bazy danych The European Large Subunit Ribosomal
RNA Database (14), przedstawiam konserwatywne sekwencje w L-rRNA. Szczego6lnie
zainteresowaty mnie ze wzgledu na swe zachowawcze sekwencje, potozenie i funk-
cje w procesie elongacji tancucha polipeptydowego cztery miejsca, scharakteryzo-
wane w tabeli 1.

Tabela 1

Wybrane konserwatywne sekwencje L-rRNA, ora* ich potozenie.

Nr Sekwencja Potozenie w strukturze 1l rz. L-rRNA  Pozycja dla E. coli  Pozycja dla O saliva

1 RUA GCU GGU UC H31a/H32 801-812 934-945

2 UAA GGU AGC H69 1926-1934 2255-2203

3 CUG GGG CGG H80 2248-2256 2606-26:4

4 GGU GGU GAG AGA GKU H93 2590-2605 2932-2946
R=AlubG
K=Ulub G

Sekwencja nr 1, potozona w strukturze li-rzedowej L rRNA miedzy helisami H31a
i H32 (rys. IA), w strukturze lll-rzedowej rybosomu 70S znajduje sie w gtebszej cze-
éci podjednoski 50S od strony potaczenia podjednostek, w badaniach wykazano, ze
miedzy innymi ten fragment duzego rRNA tworzy tunel wyjscia polipeptydu z rybo-
somu (6). Tunel wyjscia zbudowany jest z wielu fragmentéw L-rRNA, zazwycza sg to
petle w strukturze ll-rzedowej zawierajgce sie w domenach 1-V, a takze z nieglobu-
larnych czesci biatek rybosomatnych L4, L22 i L39.
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Rys. 1. Schemat L-rRNA z wyszczego6lnionymi konserwatywnymi sekwencjami: A - sekwencja nr 1;
B - sekwencja nr 2; C - sekwencja nr 3; D - sekwencja nr 4.

Sekwencja nr 2 jest czescig helisy H70 L rRNA (Rys. IB). Helisa H69 odpowie-
dzialna jest za wigzanie ramienia petli D tRNA do rybosomu w miejscu A i P, nato-
miast helisa H71 za wigzanie ramienia akceptorowego tRNA do rybosomu w miejscu
A. Helisa H70, potozona jest w strukturze lll-rzedowej bardzo blisko tych dwéch he-
lis i, mimo ze nie wymienia sie jej jako fragmentu odpowiedzialnego za wigzanie
tRNA, to wtasnie tutaj znajduje sie 9-nukleotydowa konserwatywna sekwencja,
najdtuzsza w tym obszarze. Bardzo ciekawe, jak sie wydaje, jest réwniez to, ze H70,
podobnie jak H69 i H71, wysuniete sg na zewnatrz ptaszczyzny oddziatywania pod-
jednostek. jest catkiem prawdopodobne, ze i H70 odgrywa role w tworzeniu wigza-
nia peptydowego na rybosomie.
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Sekwencja nr 3 (rys. 1C), odpowiedzialna jest za wigzanie ramienia akceptoro-
wego tRNA w miejscu P na rybosomie. Fragment ten, potozony jest w modelu tréj-
wymiarowym rybosomu (5) réwniez na zewnatrz ptaszczyzny oddziatywania podjed-
nostek.

Sekwencja nr 4 jest najdluzszg znaleziong przeze mnie konserwatywna sekwen-
cja w L-rRNA, mimo ze wczesniej wydawato sie, ze takg sekwencjg jest fragment do-
meny a-sarcyny (por. 15 i ref. tam cytowane). Najdtuzsza konserwatywna sekwencja
tworzy helise HI93 (rys. ID), ktéra odpowiedzialna jest za wigzanie konca CCA tRNA
w miejscu P na rybosomie. Tak jak dwie wczesniej omawiane sekwencje, w modelu
tréjwymiarowym rybosomu, wysunieta jest ona na zewnatrz ptaszczyzny oddzia-
tywania podjednostek.

Do opracowania konserwatywnych sekwencji uzytam 37 sekwencji archebakte-
ryjnych, 399 bakteryjnych i 156 eukariotycznych. Bardzo interesujgce, jak sie wyda-
je jest to, ze fragmenty, ktére sg konserwatywne dla wszystkich krélestw, biorg bez-
posredni udziat w procesie elongacji polipeptydu w rybosomie 70S. Istniejg donie-
sienia literaturowe, w ktérych wykazano podobienstwo budowy podjednostek, ry-
bosoméw 70S i 80S (16,17) pod wzgledem ogdlnym (podziat morfologiczny) oraz
specyficznych miejsc, takich jak: centrum peptydylotransferazowe podjednostki
60S, centrum dekodujgce podjednostki 40S, a takze ptaszczyzny oddziatywania pod-
jednostek ze soba. Na tej podstawie oraz na podstawie konserwatywnosci sekwen-

UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUCGGCUGCUAUcuacu Haloarcula marismortui AF034619

UUUAAACCGUCGUGAGACAGGUUGGUUGCUAUCUGCU
UUCAGACCGUCGUGAGACAGGUCGGUCUCUACCCGCG
UUUAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCCCUAUCCGCC
UUCAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCCAUAUCCGGU
UUCAGTYVCGUCGUGAGACAGUUCGGUCCCUAUCCGUC
UUUAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCCCUAUCUGCC
UUUAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCCCUAUCUGCC
UUUAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCCCUAUCUGCC
UUCAGAACGUCGUGAGACAGUUUGGUCCCUAUCUGCC
UUCAGAACGUCGUGAGACAGUUCGGUCUCUAUCCGCC
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU
UUUAGACCGUCGUGAGACAGGUUAGUUUUACCCUACU

Methanococcus jannaschii AU67472
Aeropyrum pernix AB019554
Frankia sp. M55343
Synechocystis sp. D90916
Bacillus sp. X60981

Rickettsia rickettsii U11022
Escherichia coli D12649
Salmonella bongori U77927
Borrelia burgdorferi AU03396
Thermus thermophilus X12612
Humulus lupulus AF223066
Xenopus laevis X02995

Oryza sativa M16845

Funaria hygrometrica X74114
Homosapiens J01866

Mus muscullus J00623
Saccharomyces cerevisiae U53879
Arabidopsis thaliana AC006837
Citrus limon X05910

Rys. 2. Poréwnanie sekwencji 20 organizméw. Ciemniejszym kolorem zaznaczono sekwencje kon-

serwatywng nr 4.
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cji waznych funkcjonalnie, przypuszczam, ze opisane przeze mnie fragmenty L-rRNA
biorg udziat w elongaciji tancucha polipeptydowego, zaréwno w rybosomach proka-
riotycznych 70S jak i eukariotycznych 80S.
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