Adres do korespondencji

Beata Dudzinska,
Instytut Chemii
Bioorganicznej,

Polska Akademia Nauk,

ul. Noskowskiego 12/14,

61-704 Poznan;
e-mail:
madej@ibch.poznan.pl

biotechnologia

3 (58) 178-188 2002

PRACE PRZEGLADOWE

Rola konserwatywnych struktur
rybosomu w procesie biosyntezy
biatka

Beata Dudzifiska, Tomasz Twardowski

Instytut Chemii Bioorganicznej, Polska Akademia Nauk, Poznan

The Function of Conservative Structural Elements of Ribosome in
Protein Biosynthesis

Summary

The mechanism of protein biosynthesis is common in all organism. The
structural elements of ribosomes participating in substeps of this process are
conserved. The best studied fragment of L-rRNA - a-sarcin domain is identical
within all leaving ogranisms. In this paper, we described main steps of polypeptide
synthesis carried out by ribosomes.
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1. Wprowadzenie

Jednym z trzech etapdw biosyntezy biatka u organizmow zy-
wych jest proces elongacji, czyli wydtuzania tancucha polipepty-
dowego. W procesie tym biorg udziat czynniki eiongacyjne: EF-Tu
i EF-G u prokariota, EFl i EF2 u eukariota. Czynnik elongacyjny
EF-Tu (EFI) odpowiedzialny jest za dostarczenie aminoacyto-tRNA
do miejsca A na rybosomie, natomiast czynnik elongacyjny EF-G
(EF2) odpowiada za translokacje czasteczek tRNA z miejsc A i P
do miejsc P i E na rybosomie czemu towarzyszy przesuniecie
mRNA o jeden kodon. Oba czynniki eiongacyjne wykazujg wtas-
ciwosci GTP-azy (hydroliza GTP do GDP).
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Do tej pory najlepiej poznano czynniki elongacyjne organizmow prokariotycz-
nych i wtasnie dzieki tym badaniom mozemy lepiej zrozumie¢ mechanizm elongac;ji
tancucha polipeptydowego.

Badania nad roslinnymi czynnikami elongacyjnymi podjalem w katedrze kiero-
wanej przez prof. Jerzego Pawelkiewicza w zespole prof. Andrzeja B. Legockiego na
poczatku lat siedemdziesigtych. W tym czasie sam fakt wydzielenia czynnikéw elon-
gacyjnych byt istotnym etapem pracy badawczej. W ciggu trzydziestu lat badania
nad mechanizmami regulacji biosyntezy biatka byly bardzo intensywnie prowadzo-
ne. Obecnie mozliwa jest dyskusja nad funkcjg pojedynczych nukleotyddéw ryboso-
malnych RNA w makrokompleksie uczestniczacym w tym ztozonym procesie. Z pew-
noscia zastosowanie wspétczesnych technik, gtéwnie in silico, umozliwi dalszy za-
sadniczy postep. Uwazamy, ze znalezienie korelacji struktury i funkcji rybosomal-
nych RNA i czynnikéw biatkowych partycypujacych w syntezie peptydu na ryboso-
mie ma podstawowe znaczenie dla zrozumienia istoty mechanizméw regulatoro-
wych biosyntezy biatka.

2. Czynnik elongacyjny EF-Tu

Czynnik elongacyjny EF-Tu odpowiedzialny jest za wigzanie aminoacylo-tRNA,
chronigc w ten sposéb przed hydrolizg wigzanie estrowe miedzy aminokwasem
i tRNA, oraz za dostarczenie AA-tRNA do miejsca A w rybosomie (rys. 1). Proces ten
jest jednym z miejsc kontroli biosyntezy biatka, poniewaz EF-Tu nie oddziatuje
z formytlometionylo-tRNA (fMet-tRNA/A*"), co oznacza, ze inicjatorowy tRNA nie be-
dzie dostarczony do miejsca A. Formylometionyto-tRNA dostarczany jest do miejsca
P w rybosomie przez czynnik inicjujgcy IF2.

Czynnik EF-Tu zbudowany jest z trzech domen, a domena N-koricowa (domena G
lub 1) wykazuje aktywnos¢ GTP-azowa, tzn. ze czynnik ten oscyluje pomiedzy dwo-
ma formami: EF-Tu-GTP i EF-Tu-GDP. Flydroliza GTP do GDP odpowiedzialna jest za
oddysocjowanie EF-Tu od kompleksu aktywnego rybosomu, a tym samym umozli-
wia reakcje syntezy wiazania peptydowego. Uwolniony z rybosomu kompleks
EF-Tu-GDP wigze sie do czynnika EF-Ts, ktory powoduje uwolnienie GDP i przy-
taczenie GTP. Powinowactwo EF-Tu do jego partneréw zmienia sie wraz z hydroliza
GTP do GDP (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat mechanizmu dziatania czynnika elongacyjnego EF-Tu.

W badaniach wykonanych metodg mikroskopii krioelektronowej przy rozdziel-
czosci 18 A (1), udato sie doktadniej poznaé miejsca oddziatywania EF-Tu z ryboso-
mom. Do badan uzyto kompleks yoS-fMet-tRNAfAMMA-Phe-tRNAMAMA-ER-TU-GTP, Kom-
pleks ten uzyskano w wyniku inkubacji fMet-tRNAf*" z czynnikami inicjacyjnymi
i rybosomom 70S, obsadzajgc w ten spos6b miejsce P na rybosomie, oraz komplek-
sem EF-Tu-GTP-Phe-tRNAP**, obsadzajgc miejsce A. Zastosowanie antybiotyku kiro-
mycyny, ktéra op6znia proces natychmiastowego wigzania tRNA do miejsca A (po
rozpoznaniu kodonu) i hydrolize GTP, spowodowato zachowanie konformacji rybo-
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Rys. 2. Schemat miejsc oddziatywania domen czynnika elongacyjnego EF-Tu z rybosomem. (Panel
lewy - mata podjednostka, panel prawy - duza podjednostka rybosomalna).

somu prawdopodobnie takiej jakg ma w trakcie wigzania EF-Tu. Wykazano, ze do-
mena | oddziatuje z podstawg stupka L7/L12 na obszarze podjednostki 50S. W tym
miejscu znajdujg sie biatka LIO i LIl oraz domena a-sarcyny (A2654 - A2665*),
konserwatywna sekwencja 23S rRNA, znajdujaca sie na jego 3'-koricu. Domena 2 od-
dziatuje z rybosomem w poblizu centrum dekodujgcego, tj. miedzy podstawg i plat-
forma podjednostki 30S (2). W tym regionie znajdujg sie biatka S4, S5 i S12 oraz od-
dziatujaca z nimi petla 530 16S rRNA. Domena 3 potaczona jest z ramieniem akcep-
torowym AA-tRNA (rys. 2). Prawdopodobnie wszystkie elementy strukturalne rybo-
somu potaczone z EF-Tu pomagaja w odnalezieniu wlasciwego miejsca oddziatywa-
nia kodon-antykodon dla AA-tRNA transportowanego przez ten czynnik elongacyjny
do rybosomu.

3. Czynnik elongagnjny EF-G

Czynnik elongacyjny EF-G jest zbudowany z pieciu domen, a domena ! sktada sie
z dwoch subdomen: G (wigzaca GTP) i G'. EF-G odpowiada za proces translokacji po
utworzeniu sie wigzania peptydowego miedzy aminokwasem zwigzanym z tRNA
w miejscu A i polipeptydem zwigzanym z tRNA w miejscu P. Po przylgczeniu sie do
rybosomu w stanie pretranslokacyjnym kompleksu EF-G-GTP nastepuje przesuniecie

Wszystkie pozycje nukleotydéw wymienione w tek$cie dotyczg E. coli.
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deacylowanego tRNA z miejsca P na miejsce E, peptydylo-tRNA z miejsca A na miej-
sce P oraz mRNA o jeden kodon i hydroliza GTP do GDP. Po hydrolizie GTP do GDP
kompleks EF-G-GDP oddysocjowuje od rybosomu (rys. 1).

Proces translokacji jest bardzo skomplikowany, a pierwszym etapem do jego po-
znania jest okres$lenie miejsca przylaczenia EF-G i oddziatywan miedzy czynnikiem
a sktadnikami rybosomu. jednym z miejsc wiazania EF-G na rybosomie jest fragment
23S rRNA (2644-2677), okreslany jako domena a-sarcyny (3). W p6zniejszych bada-
niach za pomocg metody wolnych rodnikow (4) wykazano inne miejsca wigzania za-
réwno na 23S rRNA jak i 16S rRNA. Badania te przeprowadzono dla stanu posttrans-
lokacyjnego rybosomu, ktéry uzyskano dodajgc kompleks EF-G-GTP-kwas fusydowy
do rybosoméw programowanych polyU i deacylowanym tRNAMM, obsadzonym w miej-
scach A i P. Kwas fusydowy ma na celu ,zamrozenie” struktury rybosomu w stanie
posttranslokacyjnym, EF-G-GDP-kwas fusydowy nie moze oddysocjowac od ryboso-
mu. W takiej strukturze rybosomu subdomena G czynnika EF-G oddziatuje z ramie-
niem domeny a-sarcyny, podczas gdy domena V oddzialuje z petlg tego samego
fragmentu 23S rRNA. Okazalo sie, ze odlegtos¢ miedzy fragmentami EF-G oddzia-
tujgcymi z domena a-sarcyny (39 A) jest poréwnywalna do odlegtosci miedzy ramie-
niem i petla tej domeny okreslonej na podstawie badarn NMR (5). Domena V EF-G od-
dziatuje réwniez z innym fragmentem 23S rRNA (1070/1100).

Domena !l EF-G oddziatuje z 16S rRNA w miejscu przylaczenia biatka S4 (33-40,
368-370, 394, 412-417, 430-436, 445-450, 484-501, 537-539). Doktadne okreslenie
miejsca oddziatywania EF-G z 16S rRNA okazato sie w tym przypadku niemozliwe ze
wzgledu na zastosowang metode badawczg. Biatko S4 ochrania czes¢ nukleotydow
przed cieciem wolnymi rodnikami, a poddane dziataniu wolnych rodnikdéw zostaly
tylko fragmenty otaczajgce biatko S4.

Domena IV EF-G jest bardzo ciekawa ze wzgledu na swdj ksztalt: imituje ramie
antykodonowe tRNA, z jednej strony oddziatuje z podjednostkg rybosomalng 50S,
a z drugiej z 30S. W podjednostce 50S domena IV EF-G oddziatuje z fragmentami
23S rRNA wystepujgcymi w helisach F169, F170 i F171 (1900-1960), F189 (2455-2496),
F191 (2518-2546), natomiast w podjednostce 30S z petlg 790 oraz fragmentami 954,
1210, 1230, 1338 i 1400 16S rRNA (rys. 3).

W badaniach metodg mikroskopii krioelektronowej uzyskano wizualizacje po-
tozenia czynnika EF-G w rybosomie. Przy rozdzielczosci 20 A rozwigzano strukture
kompleksu 70S-(tRNA)2-EF-G-GDP-kwas fusydowy z E. coli (6), w ktérym rybosom byl
w stanie posttranslokacyjnym. Okazato sie, ze istnieje pie¢ miejsc wigzania EF-G do
rybosomu: trzy na podjednostce 50S, wszystkie ulokowane w podstawie stupka
L7/L12 i dwa na podjednostce 30S, w miejscu potaczenia platformy i szyi oraz w niz-
szym regionie podstawy. Wiazanie EF-G wplywa na konformacje stupka L7/L12 po-
wodujac jego rozwiniecie. Szczegdlnie ciekawa, jak sie wydaje, jest pozycja wigza-
nia domeny IV EF-G, w regionie szyi przy poczatku platformy, w poblizu wigzania
antykodondw tRNA w miejscu A podjednostki 30S. W pdzniejszych badaniach, przy
rozdzielczosci 17,5-18,4 A, doprowadzono do dokladniejszego usytuowania EF-G
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Rys. 3. Schemat miejsc oddziatywania domen czynnika elongacyjnego EF-G z rybosomem. (Panel
lewy - mata podjednostka, panel prawy - duza podjednostka rybosomalna).

W rybosomie (7). Zastosowano trzy ro6zne kompleksy rybosomu z EF-G;
70S-(tRNA)2-EF-G-GDP-kwas fusydowy, 70S-(tRNA)2-EF-G-GMPPCH2P, 70S-EF-G-
GMPPCH2P.

Pierwszy kompleks (70S-(tRNA)2-EF-G-GDP-kwas fusydowy) otrzymano dziatajac
EF-G-GTP na kompleks pretranslokacyjny rybosomu, po reakcji tworzenia wigzania
peptydowego GDP stabilizowane byto kwasem fusydowym. W tak otrzymanym ry-
bosomie w stanie posttranslokacyjnym zaobserwowano takie samo potgczenie pod-
jednostek EF-G z rybosomem jak we wczesniejszych badaniach (6). Bardziej wyrazne
staly sie potgczenia domeny IV EF-G z podjednostkg 30S i domeny Il EF-G z ramie-
niem podjednostki 30S, Oprdcz rozwiniecia stupka L7/L12, dodatkowo znaleziono
Jukowate” potgczenie miedzy C-koricem jednego z monomerdéw stupka L7/L12 a do-
meng | EF-G.

Drugi kompleks (70S-(tRNA)2-EF-G-GMPPCH2P) uzyskano przez dziatanie EF-G
zwigzanego z niehydrolizujgcym analogiem GTP (GMPPCH2P) na kompleks 70S-(tRNA)2,
otrzymujac stabilny stan pretranslokacyjny rybosomu. W reakcji tej pojawity sie jed-
nak trudnosci: okazalo sie, ze poziom zwigzanego EF-G byt bardzo niski
a dwukrotne zwiekszenie stezenia EF-G dodawanego do reakcji poprawito ten po-
ziom w niewielkim stopniu (36%). Na mapie uzyskanej metodg mikroskopii krioelek-
tronowej widoczne byly domeny |, Il i Ill EF-G, ale nie mozna byto wnioskowaé o po-
zycji domen 1V i V. Skonstruowano trzeci kompleks: 70S-EF-G-GMPPCFI2P, w kto6-
rym pozycja EF-G byta taka sama jak w kompleksie posttranslokacyjnym, jednakze
zauwazono réznice w potgczeniach: pomiedzy podstawg stupka L7/L12 a dome-
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Rys. 4. Schemat mechanizmu dziatania czynnika elongacyjnego EF-G.

na | EF-G, ktére bylo ,nietukowate”, a stupek L7/L12 przyjmowat konformarje wy-
diuzong i rozszczepiona.

Obserwacje te postuzyty do zaproponowania sekwencji zdarzen reakcji ranslo-
kacji (rys. 4). Czynnik elongacyjny EF-G oddziatuje z rybosomem w stanie petrans-
lokacyjnym, czyli z obsadzonymi miejscami A i P. Na tym etapie z rybaomem
potaczone sg domeny 1 Il i Ill EF-G, natomiast potgczenia domen IV i V niemstaty
jasno zdefiniowane. Rezultatem tych oddziatywan jest zmiana konformacji yboso-
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mu: gltowa podjednostki 30S przesuwa sie w kierunku biatka LI podjednostki 50S
0 okoto 10 A, ostroga podjednostki 30S obraca sie ku gorze w kierunku ramienia
0 20°, natomiast stupek L7/L12 podjednostki 50S wydtuza sie i rozszczepia na dwie
subdomeny. Rowniez tunel, w ktérym znajduje sie mMRNA ulega zmianom konforma-
cyjnym: znacznie sie poszerza zaréwno wejscie jak i wyjScie tunelu. Wejscie do tu-
nelu utworzone jest przez oddziatywanie ramienia (petla 530 16S rRNA) z wierz-
chotkiem (region 1050-1200 16S rRNA) podjednostki 30S. Wyjscie tego tunelu utwo-
rzone jest miedzy platforma i wierzchotkiem podjednostki 30S, jednak dokfadna bu-
dowa nie jest znana (8). Wigzanie EF-G jest prawdopodobnie konieczne, aby wpro-
wadzi¢ rybosom w specyficzng konformacje o wyzszym stanie energetycznym, cha-
rakteryzowang przez naprezenia w podstawie stupka L7/L12 i w podjednostce 30S,
co jest niezbedne dla aktywnosci GTP-azowej czynnika EF-G. Nastepnym etapem
jest hydroliza GTP do GDP, czego rezultatem jest kolejny stan przejsciowy. Stupek
L7/L12 zmienia swojg posta¢ z rozwidlonej w wydtuzong, a naprezenie w jego obre-
bie ustepuje, co prawdopodobnie powoduje, ze domena V EF-G utrzymuje kontakt
z podstawa stupka L7/L12, pomagajac domenie IV zajgé pozycje w poblizu miejsca
A w centrum dekodujgcym podjednostki 30S. Roéwnoczes$nie powstaje tukowate”
potaczenie miedzy domeng | EF-G i podstawg stupka L7/L12, a wejscie tunelu mRNA
poszerza sie jeszcze bardziej. Kolejnym etapem jest oddysocjowanie EF-G-GDP od
rybosomu, znajdujgcego sie w stanie posttranslokacyjnym, a konformacja rybosomu
wraca do stanu sprzed przylgczenia EF-G-GTP.

Na podstawie opisanych badarn dowiedziono, ze hydroliza GTP jest konieczna
zarowno do zwigzania wszystkich domen EF-G do kompleksu pretranslokacyjnego
jak i do utatwienia reakcji translokacji. Jednoczesnie zmiany konformacyjne w oby-
dwu podjednostkach rybosomu znaczaco wplywaja na wiazanie EF-G i hydrolize
GTP.

4. Zachowawcze struktury konformacyjne i sekwencyjne

Uniwersalny mechanizm procesu biosyntezy biatka jest prawdopodobnie konse-
kwencjg zachowawczego charakteru niektorych fragmentéw 23S rRNA. Sekwencja
nukleotydéw RUA GCU GGU UC, potozona w strukturze ll-rzedowej miedzy helisami
H31 a H32 (801-812), w strukturze lll-rzedowej rybosomu 70S znajduje sie wew-
natrz srodkowej czesci podjednostki 50S. Wykazano, ze m.in. ten fragment duzego
rRNA tworzy tunel wyjscia polipetydu z rybosomu (9,10). Tunel wyjscia zbudowany
jest z wielu fragmentow L rRNA; zazwyczaj sg to petle w strukturze ll-rzedowej; za-
wierajace sie w domenach | - V, a takze z nieglobularnych czesci biatek rybosomal-
nych L4, L22 i L39.
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Tabela 1
Konserwatywne sekwencje L rRNA oraz ich potozenie
Sekwencja Potozenie w strukturze Il-rzedowej L rRNA Pozycja dla E. colt

RUA GCU GGU UC H31a/H32 801-812

UAA GGU AGC H69 1926-1934
CUG GGG CGG H80 2248-2256
CGU CGU GAG ACA GKU H93 2590-2605
AGU ACG AGA GGA H95 2654-2665

R=Alub G K=Ulub G

Innym fragmentem konserwatywnym jest cze$¢ helisy H70 (1926-1934), ktora
wraz z helisami H69 i H71 wysunieta jest na zewnatrz plaszczyzny oddziatywania
podjednostek. W strukturze lll-rzedowej znajdujg sie w centrum peptydylotransfe-
razy. Nukleotydy z helisy H69 odpowiedzialne sg za wigzanie ramienia petli D tRNA
do rybosomu w miejscu A i P, natomiast nukleotydy z helisy H71 za wigzanie ramie-
nia akceptorowego tRNA do rybosomu w miejscu A (9,10). Mimo ze helisa H70 nie
jest wymieniona jako fragment odpowiedzialny za wigzanie tRNA, to, jak sie wyda-
je, bardzo intrygujgce jest to, ze jest to najdluzszy w tym regionie, 9-nukleotydowy
fragment konserwatywny i by¢ moze on odgrywa znaczaca role podczas biosyntezy
biatka.

Kotejnymi przyktadami fragmentoéw konserwatywnych moga by¢ czesci helis H80
(2248-2256) i H93 (2590-2605). Oba fragmenty potozone sg w strukturze lll-rzedo-
wej na powierzchni ptaszczyzny oddziatywania podjednostek; pierwszy z nich wigze
ramie akceptorowe tRNA w miejscu P, a drugi koniec CCA tRNA w tym samym miej-
scu na rybosomie (9,10).

Istniejg réwniez fragmenty konserwatywne L rRNA, ktére odpowiedzialne sg za
oddziatywania z czynnikami elongacyjnymi. jednym z nich, najlepiej poznanym, jest
domena a-sarcyny.

5. Domena a-sarcyny

Fragment 23S rRNA zawierajgcy 12-nukleotydowg sekwencje konserwatywng na-
zwany zostat domeng a-sarcyny. W petli domeny znajdujg sie miejsca specyficznego
ciecia toksynami: a-sarcyng (G2661/A2662) i rycyng (A2660/G2661) (rys. 5). Przecie-
cie pojedynczego wigzania fosfodiestrowego powoduje catkowite zahamovvanie bio-
syntezy biatka. Domena a-sarcyny wchodzi w sktad centrum GTP-azowego i od-
dziatuje z biatkami duzej podjednostki: L3 i L6 (11) oraz otoczona jest biatkiem LI4,
ktore jednak nie jest w bezposrednim kontakcie z tg domeng (12). W tyn miejscu
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i P —— ciecie rycyna
ciecie a-sarcyna
2660-A
G A
C G
A G
u A
G
A C
u C
cC G
CcC G
2650-U A-2670
C G
Rys. 5. Schemat struktury domeny a-sarcy- UG (Lé

ny z zaznaczonymi miejscami cigcia a-sarcyng
i rycyna.

znajdujg sie réwniez biatka LIO i LIl oraz podstawa stupka L7/L12 (13). Domena
a-sarcyny jest regionem L-rRNA zaangazowanym bezposrednio w proces biosyntezy
bialka, jej rola polega na przytaczaniu czynnikéw elongacyjnych (EF-Tu i EF-G), a za-
tem posrednio na dostarczaniu aminoacylo-tRNA do rybosomu i translokacji. W pra-
cach eksperymentalnych wykazano, ze wigzanie EF-Tu do rybosomu ochrania cztery
nukleotydy znajdujgce sie w domenie a-sarcyny przed dziataniem wolnych rodni-
kéw: G2655, A2660, G2661 i A2665 (14). Miejsce wigzania EF-Tu pokrywa sie cze-
Sciowo z obszarem interakcji innego czynnika elongacyjnego EF-G. Podczas wigza-
nia czynnikéw elongacyjnych zaobserwowano zmiany w uktadzie domeny a-sarcyny
wzgledem biatek L14 i L6 (12,15). O$ petli domeny obraca sie, powodujac zblizenie
jej 31 5 konicéw do biatka LI14, co wplywa na pozycje wzgledem biatka LI i frag-
mentu sekwencji rRNA z nim zwigzanej, a wchodzgcej réwniez w skitad centrum
GTP-azowego. Te dwie struktury potozone sg po dwoéch stronach stupka L7/L12 i ich
ruch wzgledem siebie wptywa na zmiane konformacji catego stupka. Domena a-sar-
cyny jest bardzo waznym fragmentem L-rRNA ze wzgledu na funkcje, jaka odgrywa
podczas biosyntezy biatka we wszystkich ukfadach, jest to uwarunkowane catko-
witg zachowawczoscig struktury domeny a-sarcyny.

6. Podsumowanie

Biosynteza biatka jest procesem ztozonym, a jego dokiadne poznanie okazato
sie trudne, jednak w konsekwencji wielu prac mamy coraz lepsze wyobrazenie
0 przemianach zachodzacych w rybosomie podczas poszczegdinych etapéw transla-
cji. Czynniki elongacyjne sg niezbedne do prawidtowego przebiegu etapu elongacji
tancucha polipeptydowego. Dotychczasowe badania pozwolity na umiejscowienie
tych czynnikbw na rybosomie, a takze doprowadzily do poznania miejsc oddzia-
tywan z poszczegolnymi sktadnikami rybosomu. Zaproponowano takze sekwencje
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nastepujacych po sobie zdarzen i zmian konformacyjnych podczas tworzenia wigza-

nia

peptydowego. jest jednak ciggle wiele niewiadomych dotyczacych mechanizmu

dziatania czynnikéw elongacyjnych.
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