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1. Wprowadzenie

Biotechnologia jest to praktyczne wykorzystanie osiggnie¢ biologii molekularnej. Opisuje
ona:

1) stosowane techniki badawcze i procesy jak: inzynieria genetyczna, fermentacja, enzymy,
monoklonalne przeciwciata, inzynieria mikrobiologiczna,

2) zastosowania, np. w medycynie, przemysle spozywczym, produkcji nasion, hodowli
rodlin, odkazaniu $rodowiska,

3) mozliwosci tworzenia ekonomicznych powigzan pomiedzy r6znymi gateziami nauki i prze-
mystu,

4) spodziewane krétko i diugoterminowe efekty ekonomiczne i spoteczne.

Zagadnienie to jest bardzo szerokie i wieloznaczne. Pod pojeciem biotechnologii rozumiemy
nowe biotechnologie oparte o rekombinacyjny DNA i wykorzystujgce precyzyjng wiedze o stru-
kturze i funkcji komoérki oraz o jej waznych sktadnikach. Jest ona niezbedna do sterowania i ma-
nipulacji produktami wytwarzanymi przez komorke. Potencjalnie kazdy z najwazniejszych
sktadnikéw komorki moze by¢ obiektem zainteresowania biotechnologii. Mozna wyodrebni¢ ge-
ny, umiesci¢ je w plazmidach, transformowac nimi bakterie, ktére moga nastepnie produkowac
dowolne biatka. Niezwykle interesujacy jest fakt, ze wtasnie w nowych biotechnologiach wyko-
rzystuje sie finezyjno$¢ postepowania.

W niniejszym artykule chcielibysmy zwréci¢é uwage na czasteczki transferowych kwaséw nu-
kleinowych (tRNA) - podstawowy czynnik w przekazywaniu i modyfikacji informacji genetycznej.
Bez precyzyjnej wiedzy o rozpoznawaniu kodon-antykodon czy degeneracji kodu genetyczne-
go nie jest mozliwe programowane otrzymywanie biatek in vitro. Wiadomo réwniez, ze w natural-
nych biatkach, obok 20 podstawowych aminokwaséw wystepuja tzw. modyfikowane, ktére de-
cyduja o swoistych wtasciwosciach i funkcji danego biatka. Bez poznania mechanizmu dziatania
transferowych kwaséw rybonukleinowych nie bytoby mozliwe zrozumienie i funkcjonowanie, np.
rzadkiego aminokwasu selenocysteiny w centrum aktywnym niektérych waznych biologicznie
biatek. Wprowadzanie modyfikowanych aminokwaséw do biatek mozliwe jest poprzez supreso-
rowe tRNA.

Transferowe kwasy rybonukleinowe (tRNA) wypetniajg rézne funkcje w komérce. Ich udziat
w biosyntezie biatka u prokariotéw jest dobrze poznany. Transferowe RNA sg skfadnikami ko-
morek, ktore powstaty prawdopodobnie okoto 4 miliardéw lat temu we wczesnym okresie pre-
biotycznym, kiedy to tworzenie skomplikowanych zwiazkéw organicznych doprowadzito do po-
wstania fancuchéw polinukleotydowych zdolnych do przechowywania informacji, jak réwniez do
samoreplikacji (1,2). Do niedawna sadzono, ze kwasy rybonukleinowe moga jedynie prze-
chowywac informacje genetyczng. Znane sa teraz przyklady RNA zdolnych do jej wyrazania (3).
Mamy tu na mysli hydrolize katalizowana przez czasteczki RNA (3). Transferowe RNA realizujg
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centralng funkcje w procesie biosyntezy biatka polegajaca na tym, ze sg one specyficznie ami-
noacylowane przez swoiste syntetazy (muszg by¢ unikatowe) oraz jednoczesnie przechodzag
przez ten sam aparat syntetyzujacy biatko (powinny by¢ identyczne).

Czasteczka tRNA funkcjonuje na skrzyzowaniu szlakéw przeptywu informacji zawartej
w tancuchach polinukleotydowych (mRNA) oraz biatkach (syntetazy aminoacylo-tRNA). Wynika
z tego, ze bierze udzial w translacji informacyjnego RNA (mMRNA) zachodzacej na rybosomie.
Jest to oczywiscie uproszczenie, bowiem translacja to proces ttumaczenia jezyka aminokwaséw
na jezyk kwasow nukleinowych, zachodzacy z udzialem syntetaz aminoacylo-tRNA w ktérym
aminokwas zostaje zwigzany z transferowym kwasem rybonukleinowym (58). Rola rybosomoéw
polega na ustawianiu (sortowaniu) odpowiednich aminoacylo-tRNA wzgledem informacyjnego
RNA, umozliwiajgc tworzenie sie wigzania peptydowego prawie ,automatycznie”. Do nowego
spojrzenia na rybosomy zachecajg odkrycia wtasciwosci katalitycznych (enzymatycznych) nie-
ktérych kwaséw rybonukleinowych (kataliza RNA). Te wlasciwosci mocno stymulujg rozpatrywa-
nie ,Swiata RNA" jako pierwotnego (przed swiatem DNA) w ktérym sama czasteczka RNA
mogta katalizowa¢ wiele proceséw biochemicznych (2,4,5,50). Na udziat katalizy RNA w fun-
kcjonowaniu rybosoméw moga wskazywac nastepujgce fakty:

- wysoka zachowawczo$¢€ struktur pierwszo- i drugorzedowej rybosomalnych RNA (6),

- antykodon aminoacylo-tRNA moze by¢ specyficznie, kowalentnie zwigzany do okreslo-
nego nukleotydu w rybosomalnym 16S rRNA,

- ekranowanie antykodonu tRNA przed chemiczna modyfikacja wskazuje na oddziatywanie
aminoacylo-tRNA z 16S rRNA (7),

- mutacje 16S rRNA w miejscu oddziatywania z tRNA zwiekszaja odpornos¢ rybosoméw na
antybiotyki. Mozliwe jest mapowanie miejsca wigzania antybiotykéw (8).

Na pytanie o istote aktywnosci rybosomalnego centrum peptydylo-transferazy nie ma na ra-
zie jasnej odpowiedzi (9,10).

Rybosomy, naszym zdaniem, nie ttumacza informacyjnego RNA, ale czytajg i rozpoznajg go
gtéwnie dzieki specyficznym oddzialywaniom kwas nukleinowy-kwas nukleinowy. Poniewaz
RNA moga wykazywaé wtasciwosci enzymatyczne (3,6,50), rybosomy mozna rozpatrywac jako
swoistg ,maszyne”, ktéra ustawia aminoacylo-tRNA komplementarnie do kodonéw mRNA i ini-
cjuje reakcje miedzy aminoacylo-tRNA i przyleglymi peptydylo-tRNA, katalizowang za pomoca
peptydylo-transferazy. Precyzja mechanizmu biosyntezy biatka zalezna jest od reakcji estryfika-
cji tRNA witasciwym aminokwasem (mozliwa jest acylacja btednym aminokwasem) oraz od
wybiorczosci oddziatywan mRNA-tRNA. Czasteczka tRNA musi zawieraé w swej strukturze
wszelkie informacje konieczne dla swoistych oddzialywan z réznymi komponentami ,uktadu
translacyjnego”, jak czynniki inicjujgce i elongacyjne, biatka i kwasy nukleinowe w rybosomal-
nych miejscach akceptorowym i peptydylowym, czynniki terminujgce (11), a takze informacje
niezbedne do rozpoznawania tylko specyficznych syntetaz aminoacylo-tRNA (58). U wyzszych
organizméw (eukariontéw) stwierdzono, ze wiekszos$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA, a takze in-
nych enzymow i biatek wystepuje w postaci komplekséw o duzej masie czasteczkowej, ktére to
moga stanowi¢ fragment supramolekularnej organizacji uktadu biosyntezy biatka in vivo (51,58).
Podstawowe pytanie o mechanizm aktywacji aminokwasu i specyficznej estryfikacji tRNA pozo-
staje w.tym kontekscie bez precyzyjnej odpowiedzi.

O zlozonosci procesu biosyntezy biatka mozna zorientowa¢ sie analizujgc jego przebieg np.
u Xenopus laevis. Komoérki jajowe (oocyty) w stanie przedwitolinogennym, mimo ze posiadajg
niewielkg ilos¢ rybosomoéw, aktywnie syntetyzujg biatko. Zawierajg one gtéwnie 5S rRNA i tRNA.
Tylko niewielka populacja tRNA oocytu pozostaje w cytozolu, a ponad 90% komérkowego tRNA
zwigzana jest w kompleksie biatkowo-nukleinowym o statej sedymentacji 42S. Te ukilady
(czastki) nazywane rowniez tesaurisomami (ang. thesaurisomes) (52), maja politetrameryczng
strukture. Kazda podjednostka zawiera tRNA, 5S rRNA, biatko ,a” o Mr 50 000 i biatko ,.b” o Mr
40 000 w stosunku 3:1:2:1. Oczywiscie, w kompleksie 42S sg reprezentowane wszystkie tRN.A.
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Rys.1. Model liscia koniczyny (struktury

drugorzedowej) transferowego RNA

specyficznego dla kwasu glutaminowe- (Bar|ey Ch|0r0p|ast)
go (nazywanego réwniez RNAM*-A)

z chloroplastéw jeczmienia.
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Inne biatka, np. syntetazy aminoacylo-tRNA sa zasocjowane z 42S, ale nie w stosunkach ste-
chiometrycznych. Tesaurisomy posiadajg - jak sie wydaje - dwojakg funkcje, przechowywania
matych RNA (5S rRNA i tRNA) oraz reacylacji tRNA. Magazynowanie tych dwdch rodzajéw RNA
zapobiega degradacji i deacylacji, a ponadto umozliwia utrzymanie statego stezenia wolnego
tRNA w oocycie. Jesli caly tRNA zostatby uwolniony z kompleksu 42S woéwczas ilos¢ tRNA
w cytozolu wyniostaby 2,5-12,5 mg/ml (0,1- 0,5 mM) (53). Tak wysokie stezenie uniemozliwia-
toby efektywna biosynteze biatka gtéwnie z powodu oddziatywan tRNA z komplementarnymi
antykodonami. Istotng funkcja ,przechowywania" tRNA przez tesaurisomy jest reacylacja tRNA
uwolnionych z rybosoméw. Zatem mozemy przyja¢, ze tRNA podlega ciagtej wymianie miedzy
rybosomami, cytoplazmg oraz kompleksami 42S (tesaurisomy) (53). Mozliwo$¢ wykorzystania
specyficznej reakcji aminoacylacji in vitro do badania aktywnosci tRNA byla jedng z wazniej-
szych przyczyn szybkiego rozwoju badan tych kwaséw rybonukleinowych.

Inng, nie mniej wazng, cechag jest ich stosunkowo prosta budowa. Transferowe RNA zawie-
rajg od 75 do 93 nukleotydéw w tym ok. 20% modyfikowanych. Przedstawiane sg one zwykle
w postaci liscia koniczyny zaproponowanego w 1965 r. przez Elizabeth Keller i Roberta W. Hol-
leya. W modelu tym wyr6zni¢ mozna pie¢ ramion: aminokwasowe, dwuhydrourydyny, antyko-
donowe, dodatkowe i rybotymidyny, z ktérych dwa elementy, ramie akceptorowe i antykodonu
szczegolnie decydujg o specyficznosci oddziatlywan kodon-antykodon (12) (rys. 1).

BIOTECHNOLOGIA 1 (16) '92



66 M.Z. BARCISZEWSKA, J. BARCISZEWSKI

Transferowe RNA sg chyba najczesciej badana grupg makroczasteczek biorgcych udziat
w biosyntezie biatka. Juz choéby poznanie ponad 700 sekwencji nukleotydowych tRNA oraz tyle
samo ich gendéw najdobitniej o tym $wiadczy (13). Otrzymano monokrysztaly tRNAM®, ktorych
analiza umozliwita zaproponowanie modelu struktury Ill- rzedowej. Jest to jak dotychczas jedyny
przyktad wykrystalizowania i rozwigzania struktury przestrzennej natywnego kwasu rybonuklei-
nowego. Problematyke struktury i funkcji tRNA omawiano w kilku innych bardzo dobrych, na-
szym zdaniem, pracach przegladowych 01-17,48).

W niniejszym artykule oméwimy nowe funkcje tRNA nie zwigzane z procesem biosyntezy
biatka (18) mogace mie¢ praktyczne znaczenie. Rozw6j badan w tym obszarze jest bardzo
szybki i prace przegladowe z tego zakresu ulegty juz czesciowej deaktualizacji (16,59).

Wszystkie znane funkcje tRNA mozna umownie podzieli¢ na dwie grupy. Do jednej z nich
zaliczamy te w ktorych zaangazow:ane sg wolne tRNA, a do drugiej grupy te, ktére wykorzystujg
wihasciwosci aminoacylo-tRNA (tab. 1).

Tabelal
Funkcje i wtasciwosci transferowych kwaséw rybonukleinowych
tRNA Aminoacylo-tRNA

- udziat w tworzeniu tetra i pentafosforanéw guanozyny - udziatw biosyntezie biatka
- wplyw modyfikowanych nukleozydéw w tRNA - transport aminokwasow

na ekspresje niektérych genéw biatek - synteza aminoacylofosfatydylogliceroli
- udziat w inicjacji transkrypcji przez odwrotng - udziat w specyficznej degradacji biatek

transkryptaze
- regulacja biosyntezy niektérych biatek - kofaktor dehydrogenazy w syntezie chlorofilu

- udziat w supresji i rozszerzaniu znaczenia
kodu genetycznego

- udziat w specyficznym wigzaniu hormonéw - udziat w biosyntezie lipopolisacharydéw
- udziat tRNA w przetwarzaniu RNA (splicing) - udziat w syntezie Scian komaérkowych
- udziat tRNA w indukcji interferonu

- inhibicje fosfofruktokinazy, (regulator glikolizy)

Charakterystyke tRNA biorgcych udziat w supresji opisaliSmy niedawno w ,Postepach Bio-
chemii” (19) i ,Wiadomosciach Chemicznych” (60).

W niniejszej pracy oméwimy nastepujace whasciwosci i funkcje tRNA:

= tworzenie komplekséw tRNA-RNA,

= wlasciwosci immunogenne tRNA,

= udziat tRNA w procesie inicjacji transkrypcji przez odwrotna transkryptaze,

= rola tRNA w specyficznym wigzaniu hormonéw,

= tRNA jako kofaktor w syntezie chlorofilu,

= udziat tRNA w ukfadzie degradujacym biatka.
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2. Tworzenie kompleksow tRNA-RNA

Znane sg przyktady wybidrczego oddziatywania tRNA z innymi kwasami rybonukleinowymi
prawdopodobnie dla realizacji ich nieznanej roli. Dotychczas wykazano, ze tylko niektore tRNA
tworzg, specyficzne kompleksy z rybosomalnymi RNA, a mianowicie: inicjujacy tRNAp* i 23S
rRNA Escherichia coli (20), tRNA"* 28S rRNA myszy (21) oraz tRNA°~ i 28S rRNA czlowieka
22).

Inicjujacy tRNA (tRNAp®', specyficzny dla metioniny ulegajacy reakcji formylowania) tworzy
swoisty i stabilny kompleks z 23S rRNA E. coli (temp. 75°C, 0,6 M NaCl), prawdopodobnie
w wyniku oddziatywan wodorowych miedzy komplementarnymi regionami tych dwdoch RNA.
tRNAp®' moze oddzialywaé poprzez sekwencje 17 nukleotydowa poczawszy od guanozyny
w pozycji 5 w ramieniu aminokwasowym az do dwuhydrourydyny w pozycji 21. Przypuszcza
sie, ze asocjacja tych RNA moze odgrywac istotng role w inicjacji syntezy biatka poprzez odpo-
wiednie dopasowanie podjednostki rybosomalnej 50S do kompleksu podjednostki 80S
z tRNAF®’(20). Inny stabilny kompleks tRNA°* | 28S rRNA cztowieka tworzy sie w wyniku oddzia-
tywania komplementarnych 15-26 nukleozydow wystepujgcych miedzy pozycjami 20 i 50,
w tRNA®"”™ (ramie dwuhydrourydyny, rami¢ i petla antykodonu oraz ramie rybotymidyny) i nu-
kleotydami 2262-2240 w 28S rRNA (22). Jakkolwiek funkcja biologiczna tego typu oddziatywan
nie jest obecnie znana, to mozna przypuszczac, ze wszelkie mutacje w tych regionach obu RNA
moga wplywac na specyficznos¢ i efektywnos¢ rybosomalnej biosyntezy biatka.

3. WHasciwosci immunogenne tRNA

Natywne kwasy nukleinowe zasadniczo nie stymuluja produkcji przeciwciat po iniekcji do
zwierzat eksperymentalnych. Wiadomo, ze takie przeciwciata moga by¢ generowane wobec
kwaséw nukleinowych zwigzanych z bialkiem. Ostatnio stwierdzono (23), ze przy niektérych
chorobach manifestujgcych sie zapaleniem miesni, czynnikami antygennymi sg syntetazy ami-
noacylo-tRNA specyficzne dla treoniny (przeciwcialo PL 7), histydyny (Jo-1) oraz alaniny
itRNAM® (PL 12). Sposrdd stosowanych kwaséw nukleinowych, przeciwciato PL 12 wytrgca tyl-
ko tRNAM®. Przeciwciata dla DNA, RNA i komplekséw biatkowo-nukleinowych nie powodujg wy-
tracania czasteczek innych tRNA. Immunospecyficzne tRNA poddano frakcjonowaniu,
a nastepnie analizie sekwencji. Wykazano, ze sg to izoakceptorowe tRNAM® majgce identyczne
antykodony, a niewielkie r6znice wystepuja w innych miejscach czasteczki tRNA. Analiza topo-
grafii kompleksow: przeciwcialo -tRNAM® za pomoca specyficznych nukleaz, pozwolita na
okreslenie miejsca wigzania autoantygenu odpowiedzialnego za rozpoznanie i wigzanie
przeciwcial, ktére to stanowi antykodon czasteczki tRNAM® z dwoma nukleotydami dodatkowymi
na koncu 3:UmUIGCMNU'GmMC. Wystepowanie obok siebie w surowicy przeciwciat dla synteta-
zy alanylo-tRNA oraz tRNAM® moze sugerowac, ze oba te bialka powinny swoiscie
rozpoznawac petle antykodonu. Dotychczasowe badania nie wskazujg jednak rra udziat frag-
mentu antykodonu w specyficznej aminoacylacji tego tRNA. Antykodon tRNAM® nie jest, jak sie
wydaje, miejscem specyficznego rozpoznawania przez syntetaze alanylo-tRNA (49). Obserwa-
cja ta daje mozliwos¢ wykorzystania tej wiasciwosci w praktyce medycznej. Szybkie
wyodrebnienie tego specyficznego tRNA, analiza jego struktury pierwszorzedowej oraz identyfi-
kacja zmian w sekwencji nukleotydowej moze stanowi¢ podstawe do opracowania testu diagno-
stycznego.
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Rys. 2. Schemat inicjacji syntezy DNA wirusa mozaiki kalafiora przez inicjujacy roslinny tRNA"®* (28), pbs
przypuszczalne miejsce wigzania (ang. putative binding site)-, - miejsce potaczenia tRNA i DNA.
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Drosophila initiator tRNAMA
Rys. 3. Organizacja genomowego DNA i RNA retrowirusa copia oraz model inicjacji jego replikacji.
15 nukleotydowy fragment przylegly do korica 5’LTR jest komplementarny do 15 nukleotydéw (poz. 25-39)
inicjatorowego tRNAj"~'Drosoph/Za (30).
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4. Udziat tRNA w inicjacji transkrypcji za pomoca
odwrotnej transkryptazy

Replikacja retrowiruséw niosacych informacje genetyczng zakodowang w kwasie rybonu-
kleinowym (wirusy RNA) odbywa sie poprzez synteze DNA na matrycy RNA. Proces ten nazy-
wany jest odwrotng transkrypcjg. Jest on inicjowany poprzez specyficzne oddziatywania wodo-
rowe tRNA z genomowym RNA (ang. primer binding site, PBS (24)), a nastgepnie poprzez
kowalentne zwigzanie oligodeoksynukleotydu (DNA) z kohcem 3' czasteczki tRNA jako inicjato-
rem reakcji (ang. primer tRNA). Takie oddziatywanie dotychczas stwierdzono dla tRNAMA,
tRNAM® | tRNAM® w przypadku wiruséw grypy, sarkomy i biataczki (25). Zauwazono takze udziat
innych tRNA, jak tRNAM®, tRNA°" | tRNA®™ w inicjacji transkrypcji w organizmach podobnych
do retrowiruséw (26). Wiele interesujacych podobieristw do retrowiruséw ssakéw wykazuje wi-
rus mozaiki kalafiora (ang. cauiifiower mosaic virus, (CaMV)), ktory jest wirusem DNA. Zawiera
on miejsca inicjacji syntezy obu nici DNA poprzez odwrotng transkryptaze, ktére znajdujg sie
w 3 pojedynczo niciowych, nieciggtych fragmentach: G-1 na nici ujemnej (DNA-) oraz G-2 i G-
3 na nici dodatniej wirionu DNA (DNA-i-). Zauwazono homologie 14 koncowych nukleotydéw
(od konca 3') inicjatorowych roslinnych tRNA (tRNAI) z fragmentem ,DNA-" przylegtym do miej-
sca G-1. Na nici ,DNA-" syntetyzowany jest 35S rRNA (8,2 tys. par zasad, poly A(-}-), 180 nu-
kleotydow LTR tzn. Long Terminal Repeats), ktéry w odlegtosci 600 nukleotydéw od swego
konca 5' jest homologiczny z fragmentem tRNAI"®' (27,28) (rys. 2).

Mechanizm replikacji zaktada inicjacje poprzez wigzanie DNA z inicjujgcym tRNA*'®* komorek
gospodarza (28,29). W oparciu o podobny mechanizm, funkcjonuje tRNA®** muszki owocowej,
ktory jest inicjatorem transkrypcji retrotransposomu 297 Drosophila. Znaleziono tutaj 18 kon-
cowych 3’nukleotydéw tRNA®* komplementarnych sekwencji do DNA w miejscu oddziatywania
transposomu 297 (30). Ostatnio wskazano réwniez na mozliwosci transkrypcji wg innego me-
chanizmu. W komérkach Drosophila znajdujg sie czastki podobne do wiruséw (ang. virus like
particles, VLP) zawierajace RNA (5 tys. par zasad, VLP, H-RNA), ktéry jest homologiczny z ele-
mentem mobilnym copia (31). W czastkach VLP stwierdzono aktywno$¢ transkryptazy (ang. re-
versed transcriptase, RT). Analiza sekwencji RNA wykazata, ze komérkowy tRNA®* jest inicjato-
rem syntezy pierwszej nici DNA. Wydtuzenie tancucha DNA odbywa sie nie od konca 3'tRNA,
jak w przypadkach poprzednio oméwionych, ale od wewnatrz czasteczki tRNA (pozycja 39)
(rys. 3).

15 nukleotydowy fragment inicjatorowego tRNA*'® Drosophila (nukleotydy 25-39) jest kom-
plementarny do sekwencji stanowigcej miejsca wigzania VLP H-RNA. Poznanie tego mechani-
zmu, jak sie wydaje, jest bardzo wazne chocby ze wzgledu na wirus HIV, nelezacy réwniez do
przydatne dla opracowania lekéw antywirusowych. Generalnie sg tutaj dwie mozliwosci, wyko-
rzystanie zwigzkéw niskoczgsteczkowych, ktore inhibujg odwrotng transkryptaze oraz mutantow
tRNA silnie wigzacych sie z biatkiem.

5. Udziat tRNA w specyficznym wigzaniu
hormondéw sterydowych

Hormony sterydowe regulujg procesy fizjologiczne (modulujac ekspresje genéw) poprzez
oddziatywania z wewnatrzkomorkowymi biatkami zwanymi receptorami (32-36). Po zwigzaniu
z hormonem zmieniajg one swojg strukture (ulegajg transformacji) i umozliwiajg specyficzne
oddziatywanie powstatego kompleksu (hormon i transformowany receptor) z odpowiednim ge-
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nem. Oprocz dwoch form receptora przed i po transformacji wystepuje on réwniez w formie
posredniej. Ulega ona zwigzaniu do DNA oraz co najwazniejsze zawiera kwas rybonukleinowy.
Prawdopodobny sktad poszczegdlnych form receptora przedstawiony jest w tabeli 2.

Tabela 2

Wiasciwosci niektérych receptoréw steroidowych

Receptory
Forma receptora
glukokortykoidu androgenu

nietransformowany 9,1 S; Mr 319 000; 9,1+0,17 S; n =30

oligomeryczny: nie wigze DNA; brak

nie wigze sie¢ do DNA RNA; promien Stokesa 73A,

Mr 275 000 300 000

przejsciowa 6S; Mr 132 000; 7,7+0,015S;

wigze sie do DNA; 50mM KCl;

zawiera RNA (tRNA) n =17, wigze DNA;

nukleazy przeksztaicajg 7,7 do 4,4 S;
gestos¢ 1,2459+0,014 g/cm” n =6,
kompleks biatkowo-nukleinowy

transformowany 4S; Mr 96 000; 4,44+0,08 S, n =18,
monomeryczny; promien Stokesa 61 A;
wigze DNA Mr 120 000;
400 mM KCI.

Wyczerpujace badania prowadzono jedynie nad oddzialywaniami receptora wigzacego glu-
kokortikoid. Wykazano, ze niskoczgsteczkowy RNA wigzacy sie z ,formag posrednig” receptora
stanowi mieszanine kilku tRNA (52% tRNAM*17% tRNA-"®, 9% tRNAN®, 22% stanowi szesc¢ in-
nych tRNA). Wniosek taki wysunieto na podstawie nastepujacych przestanek:

- omawiane RNA sa skfadnikami cytoplazmy,

- stosunkowo duza zawarto$¢ RNA, to jest okoto 2-3 mg mozna wyodrebni¢ z 15 ml kultury
tkankowej,

- analizowany RNA oraz tRNA charakteryzujg sie statg sedymentacji 4S,

- niskoczasteczkowy RNA, a takze r6zne tRNA ulegajg asocjacji z formg 4S receptora dajac
forme 6S receptora,

- taki sam stosunek RNA lub tRNA jest niezbedny do spowodowania zauwazalnego, w gra-
diencie sacharozy, przesuniecia frakcji 4S do 6S,

- RNA, podobnie jak tRNA, nie jest poliadenylowany,

- fatwos$¢ reakcji kinazowania RNA za pomocg [y- ATP i T4 kinazy wskazuje na brak
modyfikacji konca 5’,

- niskoczgsteczkowy RNA ulega aminoacylaciji,

- aminoacylowany RNA wigze si¢ z forma 4S receptora.

Obserwacje te niedwuznacznie wskazujg, ze omawiany niskoczasteczkowy RNA stanowi
mieszanine transferowych kwaséw rybonukleinowych. W zwigzku z tym powstajg tutaj dwa pod-
stawowe pytania: jakie cechy strukturalne tRNA sg istotne do wigzania z receptorem i hormona-
mi jednocze$nie oraz jaka jest funkcja fizjologiczna oddziatywania hormonéw sterydowych
z tRNA. Nasuwajg sie tutaj pewne podobienstwa ze specyficzng degradacjg biatek z udzialem
ubikwityny, o czym bedziemy mowi¢ nieco pdzniej. W celu okreslenia miejsca wigzania stery-
déw do tRNA prowadzono badania wpltywu progesteronu na synteze biatka, a w szczegdélnosci
na reakcje aminoacylacji. Przypuszcza sie, ze steroid oddziatuje z petlg dwuhydrourydyny tRNA.
W przypadku tRNAM* drozdzy sg to nukleozydy w pozycjach 18,19, 20 (56). Ostatnio rozwigza-
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no Strukture krystaliczng kompleksu receptora glukortykoidu z DNA. Okazato sie, ze element
wigzgacy DNA zawiera jony cynku i charakteryzuje sie obecnosciag tzw. palca cynkowego (61,62).
Z drugiej strony wiadomo, ze jony cynku hydrolizujg czgsteczki tRNA. Z praktycznego punktu
widzenia wazne jest poznanie specyfiki oddziatywan tRNA z biatkami zawierajgcymi cynk.

6. Transferowy RNA jako kofaktor w biosyntezie chiorofiiu

Czasteczka chlorofilu syntetyzowana jest z 8 czasteczek kwasu 6-aminolewulinowego (DA-
LA), ktéry jest powszechnie znanym uniwersalnym prekursorem porfiryn. DALA z kolei moze
powsta¢ z pochodnej kwasu bursztynowego, koenzymu A i gliceryn (u ssakéw, drozdzy i grzy-
béw) oraz kwasu glutaminowego u roslin, archabakterii, cyjanobakterii, Chlamydomonas (37).
Chlorofil powodujacy zielone zabarwienie roslin jest niezbedny do przejmowania energii Swiatta.
Zatem chemiczna ingerencja w przebieg i mechanizm syntezy chlorofilu moze mie¢ niezwykle
pozadany efekt przy zastosowaniu herbicydéw mogacych wpltywac¢ szczegélnie niekorzystnie
na chwasty. Z tego punktu widzenia stwierdzenie nowej funkcji transferowych RNA jako kofakto-
ra syntezy chlorofilu moze doprowadzi¢ do opracowania nowego herbicydu (aspekt biotechno-
logiczny). W ciggu ostatnich 10 lat w kilku laboratoriach pokazano, ze w ekstrakcie chloropla-
stow kwas glutaminowy ulega redukcji do semialdehydu kwasu glutaminowego, ktéry dalej
w wyniku transaminacji przeksztalca sie w kwas aminolewulinowy. Proponowane byly r6zne me-
chanizmy tego procesu, ale dopiero w 1984 r. wykazano, ze RNA bierze w nim udziat (38).
W potowie 1986 r. natomiast stwierdzono, ze glutamylo-tRNA°'” jest produktem przejsciowym
w syntezie chlorofilu (rys. 1). Poczatkowo sgdzono, ze w chloroplastach znajdujg sie trzy izo-
akceptory tRNA specyficznego dla kwasu glutaminowego (39). Obecne dowody wskazujg
jednak na obecnos$¢ tylko jednego izoakceptorowego tRNA°”, bedacego produktem pojedyn-
czego genu tRNAM” chloroplastéw. Aktywny w syntezie chlorofilu tRNA°*“ zawierajgcy modyfiko-
wany nukleozyd 5-metyloaminometylo-2-tiourydyne w petli antykodonu musi bra¢ udziat row-
niez w procesie biosyntezy biatka. Inni badacze wykorzystujac technike elektroforezy na zelu
poliakryloamidowym modyfikowanym rtecig nie znalezli pochodnych siarkowych nukleozydéw
w chloroplastowym tRNA kukurydzy (40).

CH2NH2
|

Cc=0
|

CH2
Aminotransferase !

C|?H2

COOH

glutamate 6-ALA-RNA glutamyl - glutamate ALA
6-ALA-RNA 1-semialdehyde

Rys. 4. Mechanizm reakcji syntezy prekursora chlorofilu. Kwas glutaminowy w reakcji aminoacylacji zostaje
przytaczony do tRNA*M" (DALA-RNA). Aminokwas w aminoacylo-tRNA przeksztalca sie¢ za pomoca dehy-
drogenazy w semialdehyd, a nastepnie w kwas (5-aminolewulinowy za pomocag aminotransferazy. Te
przeksztatcenia prowadzg do powstania chlorofilu (39).
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Synteza kwasu aminolewulinowego rozpoczyna sie reakcjg aminoacylacji tRNA (aktywacja
aminokwasu) kwasem glutaminowym (rys. 4). Aktywna reszta kwasu glutaminowego w Glu-
tRNA°~ ulega nastepnie redukcji do aldehydu za pomoca dehydrogenazy. Kolejny enzym katali-
zuje reakcje transaminacji powodujac zmiane grup aminowej i karbonylowej w aldehydzie kwasu
glutaminowego z wytworzeniem ALA.

Warto zastanowi¢ sie nad pochodzeniem dwoch dalszych tRNA przytaczajacych kwas gluta-
minowy (izoakceptorowych tRNA®*?), o ktérych wspominaliSmy wczesniej. Obecnie znaleziono
dowody wskazujgce, ze sg one modyfikowanymi izoakceptorami tRNA specyficznymi dla gluta-
miny! (tRNA®"), ktére ulegaja blednej aminoacylacji kwasem glutaminowym tworzgc
Glu-tRNA®™. Te aminoacylo-tRNA moga by¢ przeksztatlcone dalej w GIn-tRNA®" za pomocag
surowego ekstraktu z chloroplastéw. Reakcja ta wymaga specyficznej aminotransferazy oraz
glutaminy lub asparaginy jako donoréw. Badania procesu aminoacylacji pokazaty, ze w chloro-
plastach, roslinnych i zwierzecych mitochondriach oraz cyjanobakteriach nie ma syntetazy glu-
taminylo-tRNA. Dlatego zapotrzebowanie na glutamine istniejgce w komérkach i organellach re-
alizowane jest poprzez modyfikacje kwasu glutaminowego btednie przytagczonego do tRNA (57).
Podobng sytuacje stwierdzono u bakterii gramdodatnich. Wydaje sie zatem, ze ten mechanizm
tworzenia GIn-tRNA®" jest czesto spotykany i w zwigzku z tym interesujgco jawi sie problem
doktadnosci biosyntezy biatka oraz pochodzenia organelli (57).

Stwierdzono ponadto, ze w procesie syntezy chlorofilu aktywne sg chloroplastowe tRNA®""
jeczmienia. Chlorella i Chlamydomonas. Nieaktywne w oddziatywaniu z dehydrogenaza sa
tRNA®" E. coli, cytoplazmatyczne tRNA roslin (jeczmien, pszenica, tubin), ssakéw oraz Schizo-
saccharomyces pombe (18,47).

7. Udziat tRNA w systemie degradujacym biatka

w komorkach prokariotycznych i eukariotycznych znajdujg sie biatka charakteryzujace sie
podobnym czasem zycia do dtugosci zycia danego organizmu, a takze obecne sa potipeptydy,
ktérych okres poétrozpadu jest mniejszy niz 1% czasu istnienia komorki. Szybkos¢ degradaciji
biatek jest funkcjg stanu fizjologicznego komorki i, jak sie wydaje, jest rézna dla wiekszosci
bialek. W szczegotnosci, biatka uszkodzone lub - ogdlnie méwigc - nienormalne sg bardzo nie-
stabilne In vivo. Mechanizm selektywnej degradaciji nie jest catkowicie poznany chociaz wiado-
mo, ze jest on zaangazowany w szeregu procesach komérkowych, takich jak: regulacja pozio-
mu kluczowych enzyméw w wielu drogach metabolicznych, reagowanie na zmieniajgce sie
parametry zewnetrzne komorki oraz selektywne usuwanie uszkodzonych biatek (41,42). Biatka
regulatorowe charakteryzujg sie bardzo krétkim czasem zycia in vivo. Ich mataboliczna
nietrwalo$¢ pozwala na szybkie dopasowanie ich do wilasciwego stezenia poprzez regulacje
zmian w szybko$ci ich syntezy i degradaciji.

Waznag whasciwosciag selektywnej wewnatrzkomaorkowej degradacji biatek we wszystkich or-
ganizmach jest zalezno$¢ od energii przemian metabolicznych. Ta zaleznos¢ od ATP, cho¢ nie
wymagana na gruncie czysto termodynamicznym, jest czynnikiem odrézniajgcym r6zne mecha-
nizmy tego swoistego procesu: lizosomalny i nielizosomalny (42). Lizosomy zaangazowane sg
w degradacji biatek endocytoplazmatycznych oraz wewnatrzkomoérkowych w warunkach gtodu
pokarmowego. Z drugiej strony, nielizosomalny system proteolityczny zalezny od ATP sktada
sie z wielu komponentéw. Jeden z nich stanowi termostabilne biatko ubikwityna (masa cza-
steczkowa Mr 8565, 76 aminokwaséw). Ten polipeptyd charakteryzuje sie niezwykte zacho-
wawczg strukturg pierwszorzedowa i pozostat nie zmieniony w czasie ewolucji w organizmach
takich jak drozdze lub czlowiek. Ubikwityna w reakcji zaleznej od ATP przylacza sie poprzez
glicyne znajdujgca sie na koncu karboksylowym wigzaniem izopeptydowym do biatka.
Przylgczenie moze réwniez nastapi¢ poprzez grupe aminowa lizyny znajdujgca sie wewnatrz
tancucha. Biatka pietnowane ubikwityng sa swoiscie degradowane poprzez specyficzna
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proteaze zalezng od ATP. Mechanizm reakcji przytaczenia ubikwityny zostat czesciowo poznany
(43). W pierwszym etapie ubikwityna ulega aktywacji do wysokoenergetycznego estru siarkowe-
go dwoma enzymami Ei i Es. W drugim etapie, trzeci enzym E3 katalizuje tworzenie wigzania izo-
peptydowego pomiedzy kompleksem przejsciowym ubikwityny oraz substratem biatkowym. E3
posiadajac selektywne miejsce wigzania substratu rozpoznaje jego cechy strukturalne i umozli-
wia proteolize zalezng od ubikwityny. W szeregu badaniach stwierdzono, ze wolna grupa amino-
wa na koncu peptydu jest istotnym czynnikiem strukturalnym dla rozpoznawania poprzez
ubikwityne.

Pokazano réwniez, ze koniugacja ubikwityny oraz degradacja bialek zalezna jest od
obecnosci tRNA jako kofaktora (44). Dodatek rybonukleazy hamuje ten proces. Badania kinety-
czne wskazaly, ze tRNA zwigzane sa z reakcjg koniugacji a nie z tworzeniem sie wigzania izo-
peptydowego. Poczatkowo przypuszczano, ze tRNA aktywuje ubikwityne wedtlug mechanizmu
podobnego do aktywacji aminokwaséw podczas aminoacylacji tRNA (45). Funkcje tRNA w re-
akcji koniugacji udato sie blizej pozna¢ badajac rozpad biatlek zawierajgcych na koricu amino-
wym, kwasne aminokwasy: albumina wotowa z koricowym kwasem asparaginowym, inhibitor
trypsyny soi z kwasem asparaginowym i globulina wotowa z kwasem glutaminowym. Stwierdzo-
no, ze zanim przytaczy sie ubikwityna nastepuje potranslacyjna modyfikacja koncowego amino-
kwasu w biatku. Z innych badan wiadomo, ze bakterie i eukarionty zawierajg enzymy, transfera-
zy aminoacylo-tRNA: biatko, ktére katalizuja wtasnie potranslacyjne przylgczenie specyficznych
reszt aminokwasowych do N-konca biatek akceptorowych. Jedna z najlepiej poznanych transfe-
razjest arginylo-tRNA: biatko transferaza (45). Degradacja albuminy wotowej, inhibitora trypsyny
soi i globuliny znakowanych jodem 125 przez ubikwityne zalezna byla od obecnosci tRNA, (co
wykazano prowadzac reakcje w obecnosci rybonukleazy). Hydroliza tRNA uniemozliwita arginy-
lowanie substratu, natomiast dodawanie dalszych ilosci tRNA powodowato reaktywacje systemu
ubikwityny. Te obserwacje zostaly potwierdzone w innych doswiadczeniach w ktérych badano
czas zycia biatek jako funkcje dodatkowej reszty aminokwasowej na koncu N.

Klonowana /3-galaktozydaza zawierajgca kwas glutaminowy lub asparaginowy na koncu
aminowym ma pofowiczny czas rozpadu 10-30 min, natomiast /S-galaktozydaza argining na
N koricu ma T1/2 ponizej 2 min. Jest wielce prawdopodobne, ze kwas glutaminowy lub asparagi-
nowy nie sg czynnikami destabilizujgcymi, ale po przytaczeniu innych czynnikéw destabilizuja-
cych mogg powodowa¢ degradacje. Z tych badan wynika, ze udziat arginylo-tRNA w procesie
degradaciji biatek z udzialem ubikwityny jest oczywisty. Zagadnienie to ma kapitalne znaczenie
przy otrzymywaniu nie zdegradowanych biatek in vitro.

8. Podsumowanie

W artykule tym pokazaliémy, ze transferowe kwasy rybonukleinowe biorg udziat w wielu pro-
cesach komodrkowych. Nie wszystko jednak wiadomo, np. jakie cechy strukturalne oraz jakie
wtasciwosci decyduja o specyficznej roli danego tRNA. Dotychczasowe 35 lat badan tRNA
(czasteczki te odkryto w 1957 r.) nie pozwolity na daleko idgce uogdlnienia. O ile w poczatko-
wym okresie badan wydawato sie, ze poszczegdlne elementy struktury przestrzennej tRNA sg
zaangazowane w S$cisle okreslonych procesach, to dzisiaj nie wydaje sie to tak oczywiste.
Wezmy dla przyktadu fragment antykodonu (ramie i petla). Wiemy ponad wszelkg watpliwosc,
ze jest on nie tylko zaangazowany w oddziatywanie z kodem, ale réwniez jest rozpoznawany
przez syntetazy, przeciwciata, odwrotng transkryptaze itd. Ponadto oddziatywania tRNA z kodo-
nami sa niejednoznaczne, co potwierdzaja odkrycia coraz to nowych supresorowych tRNA
(19,60) a takze fakt, ze aminokwas wbudowany do tworzgcego sie biatka moze by¢ transporto-
wany przez tRNA innej specyficznosci (18,57). Te dwie ostatnie cechy wskazuja na
niejednoznacznosci w zachowaniu sie tRNA i powoduja, ze ciggle jesteSmy daleko od uzyskania
kompletnej odpowiedzi na pytanie jaka jest funkcja lub rola tRNA w komorce. Rozwdj technolo-
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gii rekombinowanych DNA i RNA (54,55) pozwala zmieni¢ zasadniczo dowolne nukleotydy
w sekwencji na poziomie genu oraz dojrzate] czasteczki RNA. Potaczenie tych metod
z mozliwosciami wprowadzenia rekombinowanych tRNA do zywej komorki, oferuje nowe
narzedzie badawcze umozliwiajgce poznanie anatomii czgsteczki tRNA. Roéznorodne wiasci-
wosci czasteczek tRNA dajg szanse praktycznego wykorzystania tego rodzaju kwaséw nuklei-
nowych.
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New functions of transfer ribonucleic acids and the possibilities of
their application in biotechnology

Summary

Aside from the major role of tRNA in ribosomal protein biosynthesis, many other processes have been
discovered in which tRNA or aminoacyl-tRNA is implicated. However, only few of these processes are un-
derstood in detail, and often the mechanism of a particular reaction or its significance has remained
elusive. It is clear, that in some cases tRNA and aminoacyl-tRNA act as regulators of particular metabolic
processes. These multiple roles of tRNA, aminoacyl-tRNA and aminoacyl-tRNA synthetases lend a new
dimension to the study of these macromolecules. There is a renaissance in the research on and the inves-
tigation of these other functions of tRNA, but there may be a tendency to assemble regulatory roles to still
poorly understood tRNA functions.

Because of the diversity of tRNA involvement in cellular functions, there is no straightforward strategy
for exploring old or finding new roles for tRNA. Since a detailed discussion of all the commonly known
roles of tRNA is impossible in a short review, we will limit ourselves to the areas in which significant ad-
vances have been made during the last few years.

In this paper we will describe six functions of tRNA. These include formation of specific complexes of
tRNAs with ribosomal RNAs, immunological properties of tRNA, participation of tRNA in priming of reverse
transcriptase, and specific binding of steroid hormones, transfer RNA acts as a cofactor in chlorophyll
biosynthesis and participates in protein degradation system with ubiquitin. The possibility of taking ad-
vantage of these functions and their application in biotechnology is also discussed.
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