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»-RNA World”
Summary

Experimental data suggest that four billion years ago amino acids, purines
and pyrimidines could be present in prebiotic soup. Non- enzymatic synthesis of
peptides and RNA is possible. RNA can act as replicators and catalysts. Ribonu-
cleic acids are very likely to be recognized as the molecules that gave rise to
life. Riboorganisms used amino acids for the synthesis of purine and pyrimidine
rings. They developed genetic code and translation. First proteins were used to
create channels across phospholipid membranes and to stabilize ribozymes.
Ribonucleoproteins containing catalytic RNA can be regarded as relicts from
RNA World.
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1. Wprowadzenie

Od samego zarania dziejéw ludzie byli zafascynowani proble-
mem powstania zycia. W mitologiach wielu kultur mozna spo-
tka¢ przerdzne wyjasnienia tego zagadnienia. Naukowe podejs-
cie do tematu powstania zycia réwniez zaowocowato wykreowa-
niem wielu scenariuszy - od niemal fantastycznych po koncep-
cje oparte na doswiadczeniach symulujgcych warunki panujgce
na prebiotycznej Ziemi i ,Sledzeniu” skamielin molekularnych
w metabolizmie komoérkowym.



Zofia Szweykowska-Kulinska

2.Abiotyczna synteza zwiazkdw organicznych waznych biologicznie

Badaczy biopoezy mozna ,z grubsza” podzieli¢ na zwolennikéw dwdch réznych
podejs¢ do problemu pojawienia sie zycia. Sg to zwolennicy teorii ,Biatka pierwsze”
{Protein First Theory) (1) i zwolennicy teorii ,Swiata RNA” (RNA World) (2-5). Anali-
Zujac oba te podejscia, nalezy zada¢ sobie pytanie, czy czgsteczki, bedace budulcem
biatek i RNA, byty obecne w tzw. ,praoceanie” pokrywajacym potacie abiotycznej
Ziemi. Ot6z w eksperymentach symulujgcych warunki panujgce na Ziemi przed okoto
czterema miliardami lat, prowadzonych gtéwnie przez S. L. Millera, H. C. Ureya
i L. E. Orgela (przeglad dokonan w (6)) wykazano, ze mozemy w tych eksperymen-
tach zsyntetyzowac, i to w duzych ilosSciach, prawie wszystkie aminokwasy (bedace
skladnikami biatek) z wyjgtkiem aminokwaséw zasadowych, ktérych braku w mie-
szaninach poreakcyjnych nie potrafimy sobie wyttumaczyé. Mozna zatem stwier-
dzi¢, ze sktadniki wyjsciowe, stuzace do syntezy biatek, byly najprawdopodobniegj
obecne na abiotycznej Ziemi. Z kolei jesli chodzi o czgsteczki RNA - ich podstawo-
wym sktadnikiem sg rybonukleotydy. Nie potrafimy w eksperymentach symulu-
jacych warunki na prebiotycznej Ziemi uzyska¢ rybonukleotydéw. Rybonukleotyd
sktada sie z zasady azotowej, rybozy i przylaczonych do rybozy fosforanéw. W mie-
szaninach poreakcyjnych mozna zidentyfikowa¢ obecno$¢ czterech podstawowych
zasad azotowych wchodzacych w sklad rybonukleotydéw (adeniny, guaniny, cytozy-
ny i uracylu), ale sg duze ktopoty z uzyskaniem piecioweglowego cukru - rybozy.
Powstaje ona w pewnych eksperymentach, ale w niewielkich iloSciach i w obecnosci
przynajmniej kilkudziesieciu innych cukréw prostych. Nie potrafimy réwniez wydaj-
nie zsyntetyzowac rybonukleozydu, czyli zwigzku powstatego w wyniku potgczenia
zasady azotowej i rybozy wigzaniem N-glikozydowym. jesli abstrahowa¢ od proble-
mu abiotycznej syntezy rybozy i rybonukleozydu, to odpowiednia fosforylacja tego
ostatniego, prowadzgca do powstania rybonukleotydu, jest abiotycznie prosta i wy-
dajna. Czy eksperymenty, symulujace warunki panujgce na prebiotycznej Ziemi
moga odzwierciedla¢ rzeczywiste procesy zachodzgce kilka miliardow lat temu?
Jako argument potwierdzajacy te teze, badacze przytaczajg wyniki badan sktadu
chemicznego meteorytu z Murchison w Australii. Ot6z wykryto w nim obecnos¢ sze-
regu aminokwasOw i innych, istotnych z punktu widzenia syntezy zwigzkéw biolo-
gicznie czynnych, zwigzkéw chemicznych (7). Oznacza¢ to moze, ze synteza
zwigzkoéw organicznych biologicznie czynnych moze by¢ powszechna we Wszech-
Swiecie. Czy potrafimy, w eksperymentach symulujgcych warunki panujgce na abio-
tycznej Ziemi, uzyska¢ z aminokwasow i rybonukleotyddéw, odpowiednio biatka
i RNA? Ot6z mozna w takich warunkach uzyska¢ nawet okoto trzydziestoaminokwa-
sowe polimery biatek, z tym, ze ich budowa, nie wchodzac w szczegdty, odbiega od
budowy biatek syntetyzowanych w komadrce (8,9). Potrafimy rowniez w warunkach
abiotycznych (bez udzialu zadnych katalizatoréw) zsyntetyzowa¢ RNA na matrycy
czgsteczki RNA, na zasadzie komplementarnosci zasad (10).
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3. Czasteczki RNA sg katalitycznie aktywne

Badacze biopoezy wskazali na trzy gtdbwne wtasciwosci czgsteczek, ktére muszg
by¢ spetnione aby dane czgsteczki mogly da¢ poczatek zyciu:

1) pamie¢ molekularna,

2) zdolnos¢ do katalizy,

3) zmiennosgé.

ad. I - pamie¢ molekularna oznacza, ze czasteczka moze sie odtworzy¢. Jest to
niezwykle istotna cecha z punktu widzenia powstania zycia, gdyz tylko powielajace
sie czasteczki, o korzystnych wtasciwosciach katalitycznych, majg szanse na prze-
trwanie i utrwalenie. Czasteczki o wspaniatych wtasciwosciach katatitycznych, ale
bez mozliwosci syntezy wilasnych kopii, po pewnym czasie utegna rozpadowi
i odejda w niebyt;

ad. 2 - zdotnos¢ do katatizy moze zapewnia¢ mozliwos¢ szybkiego samopowie-
lania sie i akumulacji czasteczek o korzystnych wtasciwosciach;

ad. 3 - zmienno$¢ jest podwaling ewolucji: samopowielajacy sie katalitycznie
uktad nie bedzie ewoluowal, jesli co pewien czas nie bedg wprowadzane do czaste-
czek zmiany. tatwo to sobie wyobrazi¢, jesli zalozymy, ze czagsteczka dajgca po-
czatek zyciu byla polimerem zbudowanym z kilku r6znych elementéw podstawo-
wych, jesli przy samoodtwarzaniu dojdzie co pewien czas do wbudowania innego,
niz dotychczas elementu podstawowego w okreslone miejsce polimeru, to moze sie
zdarzy¢, ze taki polimer bedzie sprawniejszym replikatorem. Takie zdarzenia spo-
wodujg, ze populacja dotychczasowych czgsteczek samopowielajacych sie zostanie
w okreslonym czasie zdominowana przez nowg generacje replikatoréw. Nalezy so-
bie uzmystowié¢, ze opisane zdarzenia ekstrapotujg darwinowska koncepcje ,przezy-
wania najlepiej dostosowanego” na Swiat nieozywiony.

O ile teoria ,Biatka pierwsze” spetnia warunek, ze czgsteczki sg zdolne do katali-
zowania reakcji chemicznych, o tyle problem pojawia sie w przypadku replikacji
biatek: nie ma dotad przekonujgcych eksperymentéw, w ktérych wykazano by, ze
biatka moga sie replikowac. Olbrzymia wiekszo$¢ biatek powstaje w procesie trans-
lacji komorkowej, gdzie informacja zawarta w RNA zostaje przettumaczona na jezyk
aminokwasow, a proces odbywa sie na czgstkach komérkowych zwanych rybosoma-
mi. Istniejg co prawda przyktady krotkich bialek syntetyzowanych nie na ryboso-
mach, ale enzymatycznie, przy udziale kilku przynajmniej enzymow. Te ostatnie
jednak powstajg na rybosomach, a informacja co do ich budowy zawarta jest w RNA.
Z kolei teoria ,Swiata RNA” od poczatku rozwigzywata problem powielania sie
czasteczek, na zasadzie komplementarnosci zasad zawartych w RNA, ale dtugi czas
nie potrafiono sobie poradzi¢ z problemem zdolnosci katalitycznych RNA.

Obie teorie, powstate w latach szescdziesigtych ubiegtego stulecia, wspotegzy-
stowaly przez szereg lat, majac tylez samo zwolennikdw co przeciwnikow.

Pierwsze dowody, ze czgsteczki RNA mogg miec¢ aktywno$¢ katalityczng zostaty
opublikowane na poczatku lat osiemdziesigtych XX w. Thomas Cech, nagrodzony za
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Rys. 1. Reakcje autokatalitycznego splicingu pre-rRNA duzej podjednostki rybosomowej u Tetrahy-
mena thermophila. A - hybrydyzacja 3' korica lewego egzonu z sekwencjg naprowadzajaca, znajdujgca
sie w intronie. B - przylaczenie kofaktora - guanozyny do pre-rRNA. C - atak nukleofilowy grupy
3’0OH guanozyny na wigzanie fosfodiestrowe miedzy lewym egzonem a intronem. W efekcie uwolniony
zostaje lewy egzon, a guanozyna zostaje przytagczona do 5' konica intronu. D - grupa 3'OH lewego eg-
zonu atakuje wigzanie fosfodiestrowe na granicy intron - prawy egzon. Powstaje dojrzaty rRNA i linio-
wa forma intronu. Warto zauwazy¢, ze w reakcjach tych nie powstaje netto zadne nowe wigzanie fosfo-
diestrowe; sg to reakcje transestryfikacji, w wyniku ktérych (1) wigzanie miedzy lewym egzonem a intro-
nem zostaje zastgpione wigzaniem fosfodiestrowym guanozyna - intron oraz (2) wigzanie fosfodie-
strowe miedzy intronem i prawym egzonem zostaje zastgpione wigzaniem lewy egzon - prawy egzon.
Intron, po wycieciu, podlega jeszcze dwuetapowemu skréceniu w wyniku wewnatrzczasteczkowych re-
akcji transestryfikacji (E - J). Rysunek wykonany na podstawie pracy (11), zmodyfikowany.

swoje odkrycia Nagrodg Nobla, odkryt, ze introny z pewnych prekursorowych RNA
wycinajg sie same, co oznacza, Ze proces jest autokatalityczny i przebiega bez
udziatu biatek. Na rysunku | przedstawiono przebieg autokatalitycznego wycinania,
czyli splicingu intronu grupy ! z jadrowego pre-rRNA Tetrahymena (11).

Oto najwazniejsze cechy reakcji autokatalitycznego splicingu pre-RNA.

1) autokatalityczny splicing introndw przebiega poprzez dwie reakcje transestry-
fikacji,

2) reakcje te nie wymagajg nakladu energii,

3) reakcje te wymagaja obecnosci kofaktora (moze to by¢ nukleotyd guanozyno-
wy lub guanozyna).
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Katalitycznie aktywne czasteczki RNA nazwano rybozymami. Dokonajmy porow-
nania miedzy autokatalitycznie wycinajgcym sie intronem z pre-rRNA a biatkowymi
enzymami. Na poczgtku przyjrzyjmy sie podobiernistwom enzymow i rybozymow:

1) RNA i biatka mogg by¢ katalizatorami,

2) zarowno w przypadku rybozymow jak i enzymow wazna jest orientacja prze-
strzenna substratow,

3) jedne i drugie wykorzystujg kofaktory,

4) wptyw czynnikéw denaturujgcych na aktywnos¢ obu rodzajéw katalizatorow
jest podobny,

5) przyspieszenie reakcji katalizowanej przez rybozym wynosito 10" razy; nie-
ktére enzymy charakteryzujg sie przyspieszeniem reakcji 10-100 krotnie wiekszym.

Zauwazmy jednak pewng istotng réznice miedzy autokatalitycznie wycinajgcym
sie intronem grupy | a enzymami: otéz introny dziatajg w uktadzie cis i tylko na
same siebie, po wycieciu sg w zasadzie nieaktywne i ulegajg degradacji, natomiast
enzymy dzialajg w ukladzie trans i przeprowadzajg wielokrotnie te samg reakcje:
wigzg substrat(y), przeksztaicajg je w produkt(y), uwalniajg produkt(y) i sg gotowe
do wigzania kolejnych substratéw.

Zaczeto poszukiwaé czasteczek RNA, ktére spetniatyby warunek wielokrotnego
przeksztatcania substratu w produkt. Wyniki dostarczone z laboratorium Sidneya
Altmana przyniosty oczekiwane rezultaty. Badania dotyczyly RNazy P z Escherichia
coli, ktéra jest rybonukleoproteing (a zatem jest zbudowana z RNA i biatka), odpo-
wiedzialna za procesy dojrzewania kohcow 5' czgsteczek tRNA. Rozfrakcjonowano
sktadniki RNazy P i stwierdzono, ze cze$¢ biatkowa nie ma aktywnosci enzymatycz-
nej, natomiast reakcje katalizuje RNA (12). Ten RNA zachowuje sie jak klasyczny en-
zym: dziata w uktadzie trans, rozpoznaje i wigze substrat, katalizuje reakcje, uwal-
nia produkty i jest gotowy do wigzania kolejnego substratu. Za swoje odkrycia
S. Altman zostatl uhonorowany Nagroda Nobla, wspélnie z T. Cechem.

Czy w przyrodzie jest wiecej przyktadow aktywnosci rybozymowych, tudziez
Lhietypowych” funkcji RNA (czyli abstrahujemy od klasycznych funkcji RNA zwigza-
nych z translacjg biatka)?

Tabela
Zebrane przykitady rybozymowych aktywnosci RNA i nietypowych funkcji RNA
Nazwa czastki/czasteczki Rodzaj aktywnosci
1 2
rybosomy rybonukleoproteiny odpowiedzialne za translacje. Istniejg dowody do$wiadczalne na to,
ze to RNA rybosoméw sg odpowiedzialne za synteze wigzan peptydowych
SnRNP mate jadrowe rybonukleoproteiny, podstawowe w procesie splicingu pre-mRNA. Na

podstawie posrednich dowoddéw wskazuje sig na to, ze to czasteczki RNA katalizujg spli-
cing
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| 2
rybozymy typu hammerhead, fragmenty czasteczek wirusoidowych RNA, rozcinajgce konkatamery replikacyjne RNA

hairpin, HDV na pojedyncze czasteczki

introny grupy | i Il ulegajace autokatalitycznemu splicingowi introny odkryte w réznych genomach Pro-
i Eukaryota

RNaza P rybonukleoproteina bedaca rybozymem generujacym dojrzate korice 5' pre-tRNA

SNORNP mate jaderkowe rybonukleoproteiny podstawowe w procesach dojrzewania jadrowych
pre-rRNA. ,Naprowadzajg” odpowiednie enzymy do miejsc reakcji

Guide RNA czasteczki RNA zaangazowane w procesy redagowania RNA

telomeraza rybonukleoproteina odpowiedzialna za dobudowywanie ,korcéwek” chromosomoéw,

tzw. telomeréw. RNA stuzy jako matryca do dobudowywania sekwencji telomerowych
stRNA {smali temporal RNA) krotkie czasteczki RNA regulujgce, na poziomie translacji, poziom syntetyzowanego
biatka (hybrydyzujg z 3’- UTR niRNA blokujac translacje)
SiRNA {smali interfering RNA) krotkie czasteczki RNA regulujgce ekspresje genetyczng na poziomie mRNA (hybrydy-
zuja z mRNA doprowadzajac do selektywnej degradacji tego ostatniego)

W tabeli przedstawiono przyktady takich aktywnosci i funkcji.

W ostatniej dekadzie rozwinieta zostata technika SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) zwana réwniez ewolucja in vitro (13), za pomoca
ktérej mozna generowac i izolowa¢ czasteczki RNA o aktywnosci specyficznego
wigzania innych czgsteczek (biatek, peptyddw, innych zwigzkéw) (14-17) i katalizo-
wania przeréznych reakcji chemicznych (hydrolizy, ligacji, polimeryzacji, syntezy
wigzania N-glikozydowego miedzy rybozg a uracylem, autoalkilacji, transferu reszt
acylowych, aminoacylacji RNA, peptydylacji RNA itd. (18-23)).

Cho¢ obecnosci takich rybozymow nie stwierdzamy w przyrodzie, to dzieki tej
technice wiemy, ze rybozymy potencjalnie moga wykazywac przerdzne aktywnosci.

4. Swiat ryboorganizmoéw

Poniewaz czagsteczki RNA, jak sie okazato, sg tymi, ktore spetniajg wszystkie wy-
mogi czasteczek mogacych da¢ poczatek zyciu (pamie¢ molekularna, kataliza,
zmiennos$c¢), hipoteza ,Swiata RNA” zdobyta wielu zwolennikéw i od potowy lat
osiemdziesigtych ubiegtego wieku lawinowo przybywa opublikowanych prac do-
tyczacych RNA i tzw. ryboorganizméw, ktérych caly metabolizm oparty byt pierwot-
nie na czasteczkach RNA.

Zakfada sie, ze:

- pierwsze formy zycia skladaly sie z RNA,

- ich synteze katalizowata RNA polimeraza bedgca czgsteczka RNA,

- czasteczki RNA posiadaty wkasciwosci umozliwiajgce katalize i replikacje (24).

Koncepcja ,Swiata RNA” rozwigzuje kilka waznych probleméw dzisiejszego me-
tabolizmu komérkowego, a mianowicie:

- co bylo pierwsze: biatko czy DNA?
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Rozpatrujgc dzisiejsze komoérki nalezy stwierdzi¢, ze aby uzyska¢ biatko, po-
trzebna jest do tego informacja zawarta w DNA. Aby uzyska¢ DNA, potrzebna jest
ogromna maszyneria biatkowa zaangazowana w reptikacje DNA. jesli spojrzymy in-
nymi oczami na czasteczke mRNA, to mozna sie pokusi¢ o zaskakujaca odpowiedz
na postawione pytanie. Ot6z w obecnym metabolizmie mRNA petni funkcje posred-
nika miedzy DNA a biatkiem, jesli zalozymy jednak, ze DNA jest p6Znym osiggnie-
ciem ewolucyjnym, pézniejszym niz RNA, to stwierdzimy, Ze czasteczki mRNA moga
by¢ reminiscencjg pradawnego Swiata, w ktorym RNA pehnit funkcje magazynu infor-
macji genetycznej. W takim Swietle postawione pytanie i odpowiedZ nie sg, jak sie
wydaje, jasne: ani DNA, ani biatka nie byly pierwszymi czasteczkami organizmow,
taka czgsteczkg byt RNA.

- Obecnos¢ rRNA jako gtdéwnego sktadnika rybosomoéw.

Rybosomy, odpowiedzialne za synteze biatek, sg zbudowane w 2/3 z rRNA. Ma-
jac do dyspozycji wspomniane juz dowody, ze za synteze wigzan peptydowych od-
powiedzialny jest jeden z rRNA, a nie zadne z rybosomowych biatek, mozna zatozyc,
ze pierwotne rybosomy zbudowane byly tylko z czagsteczek RNA.

- Fakt, ze wiele kofaktoréw reakcji enzymatycznych zawiera sktadniki RNA.

Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD) to dwa rybonukleotydy (adenino-
wy i nikotynoamidowy) potaczone dwiema resztami fosforanowymi wiazaniem typu
5'-5’, a dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) zawiera rybonukleozyd adeninowy, po-
taczony réwniez dwiema resztami fosforanowymi z flawing. Oba kofaktory biorg
udziat w catym wachlarzu reakcji utleniania i redukcji przebiegajacych w komérce.
S-adenozylometionina (SAM) - donor grup metylowych w wielu reakcjach enzyma-
tycznych réwniez zawiera ugrupowanie rybonukleozydu adeninowego, podobnie
koenzym A (CoA) - biorca i donor grup acylowych, ktory zawiera 3’-monofosforan
adenozyny. Na rysunku 2 przedstawiono wymienione czagsteczki z zaznaczonymi
resztami adenozynowymi lub fosforanami adenozyny. Szereg innych kofaktoréw re-
akcji biochemicznych réwniez zawiera badz rybonukleozydy, badz ich pochodne,
lub kofaktorami sa pochodne zasad azotowych. W $wietle teorii ,Swiata RNA” po-
stuluje sie, ze reszty rybonukleozydowe szeregu kofaktoréw stanowig relikt z cza-
s6w ryboorganizmdw, ktérych metabolizm byt oparty na czgsteczkach RNA. Reszty
te ulegly niemal catkowitej atrofii, a to co dzisiaj obserwujemy w kofaktorach to po-
zostatosci po adaptorowych czasteczkach RNA. Ich zadaniem bylo przynoszenie do
centrow katalitycznych istotnych z punktu widzenia metabolizmu, reszt chemicz-
nych. Argument wspierajgcy te hipoteze jest nastepujacy: w przypadku kilku kofak-
toréw zawierajacych elementy RNA, jak sie wydaje, czesci te nie petnig zadnej istot-
nej roli. Skonstruowano analogi kofaktoréw, w ktérych usunieto czes¢ RNA - po-
dobng i zaobserwowano, ze petnig identyczne funkcje biologiczne jak czasteczki
Ltypu dzikiego” (25). Poniewaz w olbrzymiej wiekszosci funkcje czgsteczek RNA
z tamtych czasow ,przechwycity” dzisiaj biatka, to w kofaktorach nukleotydowych
obserwujemy juz niemal catkowity zanik czesci adaptorowej. Waznym dowodem
eksperymentalnym potwierdzajacym te przypuszczenia jest praca z laboratorium
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Rys. 2. Przyktady kofaktoréw zawierajgcych reszty adenozynowe badz fosforany adenozyny. Czesci
RNA kofaktoréw zostaly wzigte w ramki.

Yarusa pokazujgca, ze CoA, NAD i FAD moga by¢ syntetyzowane przez wyizolowane
droga selekcji in vitro rybozymy z ATP oraz, odpowiednio, fosfopantoteiny, NMN
(mononuklotydu nikotynoamidowego) i FMN (mononukleotydu flawinowego) (26)
oraz, ze mozna wyselekcjonowaé réwniez rybozymy przenoszace CoA na koniec 5'
adaptorowej czasteczki RNA (27).
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- Kofaktory sg zaangazowane w rodzaje szlakéw metabolicznych, ktére uznaje
sie za ewolucyjnie stare i pierwotne.

Za taki wczesny szlak metaboliczny uznaje sie metabolizm kwaséw tluszczo-
wych. W reakcjach biochemicznych tego szlaku bierze udziat wiele kofaktoréw.
Moze to sugerowac ich wytgczny udziat we wczesnym metabolizmie komorkowym,
zanim pojawity sie katalizatory biatkowe (enzymy) wykorzystujace je do tych sa-
mych reakc;ji.

- Kofaktory, takie jak witaminy B], Bz i Biz, regulujg swoéj poziom w komérkach
prokariotycznych poprzez bezposrednie wigzanie sie do niekodujgcych czesci od-
powiednich mRNA, uniemozliwiajgc translacje.

Wymienione tu witaminy biochemicznie ,przypominajg” RNA (witamina Biz za-
wiera adenozyne) i uwaza sie, ze odkryty niedawno mechanizm regulacji poziomu
mRNA poprzez wigzanie metabolitu (witaminy) jest reliktem ,Swiata RNA”. Z pew-
noscig wyjasnienie to zostatoby mocno wsparte poprzez podobne obserwacje regu-
lacji poziomu innych metabolitéw, uwazanych réwniez za pierwotne i stare (28,29).

Z przedstawionych juz wczesniej rozwazan wynika, ze teoria ,Swiata RNA” za-
ktada p6ézne pojawienie sie DNA na arenie zycia, najprawdopodobniej po wprowa-
dzeniu syntezy deoksyrybonukleotyddw i procesu odwrotnej transkrypcji. Przestanki,
bedace podstawg przypuszczen o péznym ewolucyjnie pochodzeniu DNA, sg naste-
pujace:

- mMRNA, tRNA i rRNA biorg udziat w biosyntezie biatka, a obecno$¢ w tym pro-
cesie czgsteczek DNA jest niepotrzebna;

- RNA moze by¢ replikowany przez RNA polimeraze bedaca czasteczkg RNA;

- replikacja RNA jest mato skomplikowana w poréwnaniu z replikacja DNA;

- deoksyrybonukleotydy w dzisiejszym metabolizmie komérkowym sg syntety-
zowane z rybonukleotydéw;

- rybonukleotydy petnig podstawowg role w metabolizmie komaérkowym (ATP
- fosforylacja, kofaktor wielu reakcji enzymatycznych, magazyn energii dla réznych
procesow komérkowych, GTP - m.in. udziat w translacji i transdukcji sygnatu, UTP
- metabolizm cukrowcéw, CTP - metabolizm tluszczowcéw) podczas gdy brak po-
dobnych funkcji dla deoksyrybonukleotydéw. Swiadczy¢ to moze o tym, ze metabo-
lizm komérkowy istniat znacznie wczesniej, zanim pojawity sie deoksyrybonukle-
otydy.

Nasuwa sie pytanie: skoro w ryboorganizmach czgsteczki RNA petnity funkcje ka-
talityczne, to dlaczego bialka zastgpity je w tych funkcjach? Dlaczego metabolizm
dzisiejszych komorek jest gtdwnie oparty na enzymach biatkowych, a nie na rybozy-
mach? Postrzegajac ten problem ewolucyjnie, nalezy znalez¢é powéd, do czego ,Swiat
RNA” mogt wykorzystywa¢ aminokwasy i pierwsze, prymitywne (ale juz zapewne
kodowane) peptydy? Nie nalezy zapominac, ze najprawdopodobniej w praoceanie
pokrywajacym potacie Ziemi kilka miliardéw lat temu, znajdowalty sie aminokwasy.
Odpowiedz przychodzi dzisiaj ze strony metabolizmu komoérkowego: ot6z zasady
azotowe (skladowe rybonukleozyddéw) sa syntetyzowane m.in. z aminokwaséw!
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Aminokwasy mogtly by¢ zatem wykorzystywane jako budulec RNA. Mogty byé wigzane
do adaptorowych czasteczek RNA (dzi$ tRNA wigza specyficznie aminokwasy i trans-
portuja do rybosomoéw w celu syntezy biatka), przenoszone do rybozymowych cen-
trow katalitycznych i wykorzystywane do budowy zasad azotowych. Z tego pierwot-
nego przeznaczenia mogly rozwingé sie dalsze etapy ,uzalezniania” kwaséw rybo-
nukleinowych i aminokwaséw. Wyobrazmy sobie rybozymowe centrum katalityczne
rozpoznajace specyficznie i wigzgce adaptorowg czasteczke RNA z przylaczonym
aminokwasem, je$li takie centrum ulegnie duplikacji, to otrzymamy twér RNA zdol-
ny do wigzania dwéch adaptorowych czasteczek RNA z przytlgczonymi aminokwasa-
mi (30). Dalszy scenariusz tez, jak sie wydaje, jest realny, jesli wezmiemy pod uwage
fakt, ze za synteze wigzania peptydowego na rybosomie odpowiadajg kwasy rybo-
nukleinowe (31,32). Taki prymitywny protorybosom, z dwoma miejscami wigzania
adaptorowych czgsteczek RNA potgczonych z aminokwasami i zdolnoscig do synte-
zy wigzania peptydowego, mogt produkowac najprawdopodobniej krétkie homopo-
limery peptydowe lub krétkie, skladajgce sie z naprzemiennie ulokowanych amino-
kwaséw, peptydy. Czy takie peptydy mogty mie¢ wartos¢ dla ryboorganizméw? Wy-
daje sie, ze tak. Otdéz nawet krotkie, skladajgce sie z naprzemiennie ulokowanych
aminokwasow peptydy (np. Leu-Lys) majg pewne wiasciwosci, jakich nie majg
czasteczki RNA: moga tworzy¢ kanaly jonowe w poprzek bton komérkowych (33).
Ostatnio ukazaly sie doniesienia, w ktérych wskazuje sie, ze kilkuczgsteczkowe
kompleksy RNA moga jednak tworzy¢ kanaty btonowe (34)). Organizmy, ktérych me-
tabolizm byt oparty na RNA, mogty dopiero wtedy ,zamkna¢ sie” w otoczkach fosfo-
lipidowych. Wczesniejsze zamknigcie mijato sie z celem, gdyz tylko kanaty blonowe
umozliwityby wymiane ,wnetrza” komoérki z otoczeniem (pozbycie sie produktow
przemiany materii i pobranie substratéw metabolicznych to warunek przetrwania
komorki). Poniewaz w komorkach do syntezy dzisiejszych biatek wykorzystywanych
jest 20 réznych aminokwaséw z réznorodnymi ugrupowaniami chemicznymi, a do
syntezy RNA wykorzystywanych jest raptem cztery rodzaje nukleotyddéw, to poten-
cjalnie biatka otwieraly mozliwosci w ,Swiecie RNA” dotad niedostepne. Badania
nad skltadem nukleotydowym dzisiejszych RNA, zwlaszcza tRNA wykazaly, ze wiele
rybonukleotydéw moze byé modyfikowanych. Oznacza to, ze w ,Swiecie RNA”
mogly one by¢ réwniez modyfikowane i nabywa¢ nietypowe ugrupowania chemicz-
ne, istotne z punktu widzenia rozszerzania wachlarza katalizowanych reakcji che-
micznych. jednak do takich modyfikacji niezbedne byly kolejne rybozymy katali-
zujgce dane reakcje. Bialka oferowaly bogatg game ugrupowan chemicznych tylko
i wytgcznie dzieki zréznicowanej budowie poszczegdlnych aminokwaséw. Z energe-
tycznego punktu widzenia aminokwasy okazaty sie bardziej korzystnym nabytkiem
metabolizmu ryboorganizméw. W takim razie, jak doszto do ,przechwycenia” przez
biatka funkcji katalitycznych w komoérce? Wydaje sie, ze oprécz funkcji tworzenia
kanatow btonowych, pierwsze peptydy (to nie mogty by¢ przeciez od razu kataliza-
tory doréwnujace w dziataniu wyrafinowaniem kwasom rybonukleinowym) mogty
oddziatywac z czasteczkami RNA stabilizujgc je. ,Reliktami” tego okresu bylyby ry-
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bonukleoproteiny typu RNaza P, gdzie RNA petni funkcje katalityczne, a cze$¢ biatkowa
umozliwia czasteczce RNA przyjecie optymalnej dla katalizy struktury przestrzen-
nej. Kolejnym etapem ,przechwytywania” funkcji katalitycznych przez biatka bytyby
rybonukleoproteiny, gdzie RNA nadal petni funkcje katalityczne, ale biatka sg juz
niezbedne do uzyskania odpowiedniej konformacji RNA (rybosomy, snRNP, introny
grupy 11). W kolejnym etapie nastepuje redukcja czasteczki RNA (wystepuje juz tylko
w formie szczatkowej w kofaktorach) i przejecie funkcji katalitycznych przez biatka.

5. Dzisiejszy ,,Swiat RNA”

Czy w takim razie metabolizm dzisiejszych komadrek to schytek ery znaczenia
czagsteczek RNA? Ostatnie lata przynoszg zaskakujgce informacije co do nadal wyrafi-
nowanego wplywu kwasow rybonukleinowych na funkcjonowanie komérki. W ostat-
nich czasach wszyscy emocjonowaliSmy sie zakornczeniem sekwencjonowania jagdro-
wego genomu cziowieka, czy tez pierwszej rosliny - Arabidopsis thaliana (35). Licz-
ba gendw zidentyfikowanych jako geny kodujace biatka u cziowieka jest szacowna
obecnie na okoto 30 000-40 000 (36). Tymczasem liczba zidentyfikowanych biatek
ludzkich wielokrotnie przekracza te szacunkowa liczbe genéw. Na jakim etapie
»,Mnozg sie” biatka? Jednym z nich jest wiasnie etap dojrzewania transkryptow RNA.
Jadrowe pre-mRNA zawierajg introny - od kilku do kilkudziesieciu. Proces ich wy-
cinania prowadzi do powstania dojrzatego RNA, mogacego ulega¢ translacji. Czasa-
mi zdarza sie, ze pewne egzony ulegng wycieciu. Jest to proces Scisle regulowany,
prowadzacy do powstania nieco innego, dojrzalego transkryptu, ktéry po translacji
da nieco zmienione biatko. Proces r6znego wycinania introndw z jednego pre-mRNA
nazywany jest alternatywnym splicingiem. Na rysunku 3 przedstawiono schemat po-
wstawania dwoch, nieco réznych, dojrzatych mRNA. Przyréwnanie sekwencji EST
(Expressed Sequence Tag) i mapowanie otrzymanych rodzin mRNA w ludzkim genomie
wskazuje, ze przynajmniej 35% ludzkich genéw daje produkty bedace wynikiem al-
ternatywnego splicingu (37). Przykladem moga by¢ pewne biatka wchodzace w skiad
kanatéw potasowych w btonach komoérek rzesatych w slimaku ucha ludzkiego.
Z pre-mRNA, wskutek alternatywnego splicingu, powstaje okoto piecset biatek nie-
znacznie réznigcych sie budowa i o nieznacznie innych wiasciwosciach decydu-
jacych o otwarciu/zamknieciu kanatu. Z uwagi na te r6zne wtasciwosci, kazdy z ka-
natdw reaguje na rézna czestotliwos¢ fali dzwiekowej, powodujac przekazanie sy-
gnatlu do komoérek nerwowych. Wiasnie ta réznorodnosc¢ biatek odpowiedzialna
jest, m.in. za zakres naszej percepcji stuchowej dzwiekdw o réznej czestotliwosci
(38,39).

Ostatnio ukazuje sie duzo prac na temat tzw. niekodujacych RNA. Jedna z klas
tych czasteczek - tzw. stRNA (smali temporal RNA) jest odpowiedzialna za regulacje
ekspresji genéw na poziomie translacji. Owe stRNA hybrydyzujg z 3'UTR komple-
mentarnego mMRNA blokujgc translacje, co w efekcie ma przetozenie na prawidtowy
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splicing

mMRNAL alternatywny
5 Egzoni [Egzon2 Egzon3 Egzon4 EgzonS 3 splicing

MRNA2

5 Egzoni Egzon2 Egzon3 EgzonSA — 3

Rys. 3. Teoretyczny przyktad alternatywnego splicingu pre-mRNA, w wyniku ktérego pojawiajg sie
dwa r6zne mRNA. W konsekwencji powstang dwa, rézniace si¢ nieco wiasciwosciami, biatka.

rozwoj larwalny. Takie stRNA zaobserwowano u nicienia Caenorhabditis elegans, ale
ich homologi zidentyfikowano nawet w genomie cztowieka, co sugeruje uniwersal-
nos¢ opisanego mechanizmu regulacji ekspresji genetycznej (40). Czgsteczki RNA sg
zatem generatorem olbrzymiej réznorodnosci biatek, pochodzacych z informaciji za-
kodowanej ijednym genie, jak i regulatorami prawidtowego rozwoju. Chociaz
»ztoty wiek Swiata RNA” minagt bezpowrotnie, to czgsteczki te nadal odgrywajg pod-
stawowa role w tworzeniu informacji genetycznej przekfadanej na jezyk biatka oraz
w catej plejadzie innych zjawisk obserwowanych w komodrce. Nalezy oczekiwag, ze
najblizsze lata przyniosg eksplozje odkry¢ zwigzanych z funkcjonowaniem nisko-
czgsteczkowych RNA oraz ich gtdbwnym znaczeniem w regulacji podstawowych pro-
cesow komorkowych.
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