STRESZCZENIE

Przez dlugi czas rybosomy postrzegano jako niezréznicowane kompleksy tworzone przez
czasteczki RNA i bialka, ktorych jedynym zadaniem bylo przeprowadzanie procesu
translacji. Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich kilku lat pokazaly zupelnie nowe
oblicze tych skomplikowanych maszyn molekularnych. Rybosomy moga wybiera¢ czastecz-
ki mRNA, ktére beda podlegaly translacji, wplywajac w ten sposéb na ksztalt proteomu.
Opisano rybosomy zréznicowane pod wzgledem skladu bialkowego i sekwencji rRNA, kto6-
rych populacje sa zaangazowane w odpowiedz na stres, wirulencje i antybiotykowrazliwosc.
W tej pracy przedstawiono opisane i potencjalne funkcje rybosomoéw zawierajacych poli-
morfizmy w czasteczkach rRNA oraz czynniki ograniczajace rozw6j badan w tej dziedzinie.

WPROWADZENIE

Cecha wszystkich zywych komérek jest zdolnos¢ do wydajnego i precyzyjne-
go przetwarzania informacji zawartej w genomie na funkcjonalne biatka. Proces
translacji katalizuje rybosom, jedna z najstarszych ewolucyjnie maszyn moleku-
larnych, ktéra tworza biatka i czgsteczki RNA (rybosomalne RNA, rRNA). Za
odkrywce rybosomu uwaza si¢ biologa George Palade, ktéry w 1955 roku obser-
wujac komorki pod mikroskopem elektronowym zauwazyt duze cytoplazma-
tyczne makromolekutly. Postulowat ich zréznicowanie pod wzgledem wielkosci
i ksztaltu, jednak nie moégt go udowodni¢, ze wzgledu na ograniczenia wynika-
jace z niewystarczajacej rozdzielczosci 6wczesnych mikroskopéw [1].

Odkrycie Palade zainspirowato wielu badaczy, w tym Francisa Cricka, ktéry
sformowal teorie gloszaca, ze kazde biatko jest produkowane przez specjalnie
do tego przystosowany rodzaj rybosomoéw, a czasteczki rybosomalnego RNA
stuza w tym procesie jako matryca. W komorce mialy zatem funkcjonowac po-
pulacje rybosoméw zréznicowanych pod wzgledem wielkoéci i ksztattu czaste-
czek rRNA. Poglad ten szybko zostat odrzucony, a dalsze badania prowadzone
przez Francisa Cricka, Sydney Brennera i ich wspotpracownikéw doprowadzity
do odkrycia matrycowego RNA i powigzania go z produkcja biatek w ryboso-
mach [2-3]. Same rybosomy uznano za niezréznicowane maszyny molekularne,
ktoérych jedyna funkcja jest wigzanie mRNA oraz produkcja biatek [3]. Dwie de-
kady p6zniej [4-5], na podstawie doswiadczeri przeprowadzonych na modelach
bakteryjnych, opisano procesy dekodowania mRNA, translokacji oraz tworze-
nia wigzania peptydowego, ktére sa katalizowane przez rybosom. Procesy te
okazaly sie uniwersalne w $wiecie organizméw [6], nawet pomimo znacznych
réznic w strukturach rybosoméw prokariotycznego i eukariotycznego [7], co pa-
sowalo do teorii o niezré6znicowanej naturze rybosomoéw.

Dopiero odkrycie paralogéw bialek rybosomalnych oraz modyfikacji che-
micznych czasteczek rRNA na nowo otworzylo dyskusje na temat réznorodno-
Sci tych odpowiedzialnych za translacje makromolekut [5-6]. Historia zatoczyta
koto. Niezbitych dowodéw na istnienie niejednorodnych strukturalnie ryboso-
moéw dostarczyly badania prowadzone przy uzyciu mikroskopii elektronowej,
ktéra od czasu Palade przeszta rewolucje technologiczna. Wykorzystujac tech-
niki mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) i spektrometrie mas potwierdzono
istnienie zréznicowanych rybosomoéw pod wzgledem wielkoéci, ksztattu i skla-
du biatkowego [10].

Zdecydowana wigkszo$¢ informacji dotyczacych polimorficznych ryboso-
moéw odnosi sie do ich zmiennosci na poziomie biatkowym. Jest ona tematem
wielu prac zaréwno eksperymentalnych jak i przegladowych. Zrédlami tej hete-
rogennosci sa mutacje w bialkach rybosomalnych, réznice w poziomie ekspresji
poszczegdlnych paralogéw tych bialek ich ubikwitynacja lub fosforylacja [11].
Dla kontrastu temat niejednorodnosci rybosoméw na poziomie rRNA traktowa-
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ny jest marginalnie, a w niektérych $rodowiskach nauko-
wych wciaz budzi sceptycyzm. W tej pracy przedstawiono
aktualny stan wiedzy na temat zréznicowania rybosoméw
pod wzgledem czasteczek rRNA oraz ich wplyw na funk-
cjonowanie komoérki. Omoéwiono réwniez czynniki ograni-
czajace rozw6j badart naukowych na tym polu.

POLIMORFIZM W SEKWENC]JI
NUKLEOTYDOWE] RRNA

LICZNE KOPIE RDNA I ICH POLIMORFIZM

Czasteczki RNA buduja funkcjonalny trzon rybosomu.
W jego sktad wchodza trzy lub cztery czasteczki RNA - 55,
235 i1 16S rRNA u organizméw prokariotycznych lub 55,
185, 5,85 i 285 rRNA u eukariontow. Ze wzgledu na duze
zapotrzebowanie komorki na rRNA [12], wyrazajace je geny
(rDNA) sa obecne w genomach w wielu kopiach (Ryc. 1).
Badania prowadzone z wykorzystaniem fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ hybridisation,
FISH) [13] pozwolily na zmapowanie rDNA loci na chromo-
somach kilku tysiecy gatunkéw pochodzacych z réznych
galezi drzewa zycia. Okazalo sie, Ze w procesie ewolucji
liczba kopii i lokalizacja rtDNA podlegala licznym zmia-
nom [10-11], a u niektérych organizméw (w tym czltowieka)
geny kodujace 55 rDNA wyodrebnily sie tworzac wilasne
locus. Geny kodujace rybosomalne RNA moga znajdowac
sie¢ réwniez na pozachromosomalnych kolistych czastecz-
kach DNA, ktére w warunkach stresu wykazuja zdolnos¢
do wbudowywania si¢ w macierz rtDNA obecna na chro-
mosomie [16].

Geny kodujace rRNA tworza na chromosomach zgru-
powania powtérzenn (macierze rDNA), ktérych budowa
jest cecha gatunkowa. Wewnatrz kazdego powtdrzenia
geny kodujace czasteczki rRNA sa rozdzielone odcinkami
niekodujacymi (Ryc. 1). Ze wzgledu na swoje wlasciwosci,
macierze rDNA pozostaja - nawet dla organizméw mode-
lowych - ostatnimi niezsekwencjonowanymi rejonami ge-
nomoéw. Niewiele mozemy powiedzie¢ na temat ich orga-
nizacji wewnetrznej, polimorfizmu miedzy powtérzeniami,
czy nawet dokladnej liczby kopii genéw. Powszechna jest
koncepcja gloszaca, ze powtérzenia rDNA wykazujg zni-
komy polimorfizm, ze wzgledu na dzialanie mechanizmu
ewolucji rownoleglej [17], ktory dazy do unifikacji sekwen-
¢ji wszystkich kopii w macierzy. Jak dotad nie ma zadnej
rzetelnie otrzymanej sekwencji macierzy rDNA. Do wiek-
szosci badari poréwnawczych wykorzystywane sa nieliczne
sekwencje pojedynczych powtérzen rDNA zdeponowane
w publicznych repozytoriach. Dla wiekszosci gatunkéw
otrzymano jedynie pojedyncze sekwencje genéw koduja-
cych rybosomalne RNA, a i te czesto sa niekompletne. Pro-
by sekwencjonowania calych macierzy rDNA jak dotad nie
przyniosty oczekiwanych rezultatéw [18].

POLIMORFIZM rRNA A POPULACJE RYBOSOMOW
W ORGANIZMACH PROKARIOTYCZNYCH

U bakterii rDNA wystepuje w postaci kilku do kilkunastu
operondéw, ktérych liczba zalezy od wielkosci genomu [19].
To, ze polimorfizm w kopiach rDNA wystepuje i ma swo-
je odzwierciedlenie w populacjach rybosoméw, pokazano
na przykladzie bakterii Escherichia coli. W odpowiedzi na
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26S 5.8 188 RFB 5S ARS

ETS1 ITS2 ITS1 ETS2 1GS1 IGs2
Rycina 1. Struktura locus zawierajacego geny kodujace rybosomalne RNA dla
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Macierz rDNA znajduje sie na dtuzszym ramie-
niu chromosomu XII. (A) Powigkszenie przedstawiajace organizacje powtorzen
tandemowych rDNA (RDN-n). Pojedyncze powtérzenie rDNA ma dlugosé 9,1
kb. (B) Szczegotowy widok pojedynczego powtdrzenia rDNA. 26S, 5.85, 18S, 55
- geny kodujace czgsteczki rRNA, ARS - miejsce inicjacji replikacji rDNA, RFB -
miejsce wigzania biatka regulatorowego Fobl; ETS1-2, ITS1-2, IGS1-2 - obszary
odcinkéw miedzygenowych

ograniczenie w dostepie do skfadnikéw odzywczych bak-
terie te zwiekszaja ekspresje konkretnego operonu (rrnH),
zawierajgcego polimorfizmy w genie kodujacym 165 rRNA.
Rybosomy, w ktoérych sklad wchodzg czasteczki 16S-rrnH,
moduluja ogdlng odpowiedz komorki na stres. Bakterie po-
siadajgce ten typ rybosomoéw wykazuja wieksza ruchliwosé,
odpornosé na czynniki bakteriostatyczne oraz wydajniej
formuja biofilm [17]. Do podobnych wnioskéw doszly Ka-
thrin Leppek i Maria Barna badajac translacje u bakterii Vi-
brio vulnificus. W komérkach poddanych warunkom szoku
cieplnego lub glodu, populacja rybosoméw zawierajacych
wariant 16S-rrnl (I-rybosomy) wykazywata sklonnosé¢ do
wybierania czasteczek mRNA kodujacych biatka zwigzane
z reakcja na stres. I-rybosomy rozpoznawaly i preferencyj-
nie ttumaczyly mRNA wyrazajace izomeraze triozofosfo-
ranowq (tpiA) i biatko szoku cieplnego hspA. I-rybosomy
okazaly sie réwniez niezbedne w procesie wirulencji, co po-
kazano na modelu mysim [21].

Polimorficzny rRNA jest uwazany za jeden z najwazniej-
szych z czynnikéw zaangazowanych w wytwarzanie opor-
noéci na leki. Czasteczki antybiotykéw przytaczaja sie do
zachowanych ewolucyjnie rejonéw rRNA (np. helisa 44 w
165 rRNA, domena V w 235 rRNA), ktére zawieraja miejsca
katalityczne niezbedne w procesie translacji. W badaniach
przeprowadzonych na Mycobacterium smegmatis IDNA pod-
dano mutagenezie, a nastepnie szczepy bakteryjne zawie-
rajace rézne mutacje w operonach rDNA (a zatem rézne
warianty TRNA) wystawiono na dzialanie antybiotykow.
Zaobserwowano wyrazne réznice w opornosci. Zmiany
konformacji przestrzennej rRNA oraz mutacje nukleotydéw
wchodzacych w interakcje z czasteczkami antybiotykéw
chronity rybosomy bakteryjne przed zatrzymaniem transla-
qji [22]. Na szczegolna uwage zasluguja nukleotydy obecne
w 23S rRNA w pozycjach 2058 i 2059. Te dwie adenozyny
znajdujace sie na powierzchni $ciany tunelu (w duzej pod-
jednostce rybosomu) wchodza w interakcje z czasteczkami
antybiotykéw makrolidowych. Gdy czasteczka takiego an-
tybiotyku zwiaze sie z rybosomem, blokuje wyjscie z tune-
lu, uniemozliwiajac powstanie diugiego polipeptydu, co
prowadzi do zatrzymania translacji [23]. Zamiana adeno-
zyny na guanozyne w pozycjach 2058 i 2059 skutkuje znacz-
nym zmniejszeniem powinowactwa czasteczek antybio-
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tyku do $ciany tunelu, co ogranicza liczbe zablokowanych
rybosomoéw [22]. Zachowanie w genomie zréznicowanych
pod wzgledem sekwencji nukleotydowej operonéw rDNA,
oraz zdolnoé¢ do zmian skladu populacji rybosoméw jest
dla bakterii korzystne, zwlaszcza w niestabilnych lub nie-
sprzyjajacych warunkach srodowiska.

POLIMORFIZM rRNA A POPULACJE RYBOSOMOW
W ORGANIZMACH EUKARIOTYCZNYCH

U eukariontéw geny kodujace rybosomalne RNA wyste-
puja w postaci macierzy powtérzen liczacych od kilkudzie-
sieciu do kilku tysiecy kopii. Wielko$¢ powtérzenia rDNA
i lokalizacja macierzy na chromosomach sa cechami specy-
ficznymi gatunkowo [14]. Polimorfizm w organizmach ja-
drowych jest lepiej opisany pod wzgledem zmian w licz-
bie powtérzern wewnatrz macierzy niz réznorodnosci ich
sekwencji nukleotydowej. O ile niewielka zmiennoé¢ liczby
kopii rDNA jest naturalng cecha obserwowana w popula-
gjach [19-20], to znaczace delecje genéw kodujacych rRNA
wplywaja na dlugos¢ zycia komorek, ich podzialy i odpo-
wiedz na stres [26]. U ludzi liczbe kopii rDNA powigzano
z ekspresja genéw i zawartoscig mitochondriéw w komoérce
[27]. rDNA loci bierze tez udzial w epigenetycznej regulacji
chromatyny w jadrze [28], a jego struktura jest powaznie za-
burzona w komérkach nowotworowych [29]. Eukariotycz-
nym organizmem modelowym wykorzystywanym do ba-
dania rDNA i rRNA sa drozdze piekarnicze Saccharomyces
cerevisige. Gatunek ten posiada jedna macierz rDNA zlokali-
zowang na dluzszym ramieniu chromosomu XII, ktéra liczy
okolo 150 kopii. Jednak nawet dla tego organizmu, mimo
licznych préb, nie otrzymano pelnego i rzetelnego ztozenia
sekwencji rDNA [25-27].

Wewnetrzny polimorfizm kopii tDNA pozostaje nie-
opisany, jednak dostepne usrednione zlozenia powtérzen
rDNA wskazujg na istnienie réznic pomiedzy poszczeg6l-
nymi powtdrzeniami [18]. Podejécie to wykorzystano w
badaniach polimorfizmu rRNA u myszy i cztowieka. Na
podstawie dostepnych odczytéw mapujacych do powto-
rzenia rDNA stworzono profile substytucji nukleotydowej.
Nastepnie wyizolowane z komérek mysich i ludzkich ak-
tywne translacyjnie rybosomy strawiono proteolitycznie, a
oczyszczone rRNA poddano sekwencjonowaniu. Odczyta-
mi otrzymanymi z sekwencjonowania rybosomalnego RNA
przeszukano baze odczytéw pochodzacych z sekwencjo-
nowania rDNA. Znaleziono wiele par rRNA-rDNA wyka-
zujacych znaczng homologie. Na tej podstawie opracowa-
no metode szacowania wewnatrzgatunkowej zmiennosci
rDNA i rRNA. Przeprowadzone badania udowodnily ist-
nienie populacji zréznicowanych pod wzgledem rRNA ry-
bosoméw w komoérkach cziowieka i myszy. Zachowywane
ewolucyjnie polimorficzne pozycje w rRNA znaleziono w
helisie h16 rybosomu ludzkiego, ktéra kontaktuje sie z ob-
szarami rRNA odpowiedzialnymi za inicjacje translacji oraz
w helisie H38 tworzacej wypuklosé centralng rybosomu, za-
wierajacq miejsce P transferazy peptydylowej. Ponadto licz-
ne polimorfizmy zaobserwowano w elementach mostkéw
(faczacych podjednostki rybosomu) i w miejscach wigzania
biatek rybosomalnych, ktére posredniczg w ich tworzeniu.
Co wiecej, poziomy ekspresji poszczegdlnych wariantow
rRNA réznia sie pomiedzy tkankami [32].
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Rybosomy eukariotyczne, podobnie jak ich prokariotycz-
ne odpowiedniki, moga wykazywac zréznicowana odpor-
nos¢ na dzialanie antybiotykéw aminoglikozydowych. Do
rDNA drozdzy S. cerevisine wprowadzono mutacje, ktére
u bakterii ograniczaly przylaczanie sie czasteczek antybio-
tykéw do rybosomalnego RNA. Otrzymano zywe szczepy
drozdzowe, zawierajace w pelni funkcjonalne rybosomy.
Pokazano, ze nawet pojedyncze podstawienie nukleozydu
moze zmniejszy¢ wrazliwoéé komoérek na paromomycyne
i G-418, jednoczesnie wywoltujac wrazliwos¢ na streptomy-
cyne [33]. Ten rodzaj ochrony przed antybiotykami moze
by¢ zachowany ewolucyjnie, jednak to, czy w komérkach
eukariotycznych naturalnie wystepuja rybosomy zawiera-
jace badane mutacje, wymaga weryfikacji.

W 1988 roku trzech badaczy z uniwersytetu w Pensyl-
wanii korzystajac z technik hybrydyzacji kwaséw nukleino-
wych odkrylo pie¢ rejonéw czasteczki 285 rRNA, w ktérych
wystepuje zmiennos¢ w sekwengcji nukleotydowej [34]. Co
wazne, substytucje nukleotydowe znajdowaty sie w odcin-
kach segmentéw ekspansyjnych, ktére w strukturach III-
-rzedowych tworza obszary zlokalizowane na powierzchni
czasteczek rRNA lub petle (ang. expansion loops) wyekspo-
nowane na zewnatrz biatkowego plaszcza rybosomu. U eu-
kariontéw pojedyncze powtérzenie rDNA jest duzo dtuz-
sze niz u bakterii, poniewaz w czasie ewolucji rybosoméw
eukariotycznych doszto do wydluzania czasteczek rRNA
poprzez dodanie nukleotydéw w okreélonych obszarach in-
sercji (segmentach ekspansyjnych, ang. expansion segments,
ES). Mutacje te doprowadzily do zwigkszenia masy rybo-
somu i wzrostu ztozonosci jego struktury trzeciorzedowej
[35]. Dzieki badaniom strukturalnym wyrézniono, w zalez-
nosci od gatunku, okoto 40 takich obszaréw w rRNA duzej
podjednostki rybosomu i okoto 12 w rRNA matej podjed-
nostki. Segmenty ekspansyjne sa najmniej zachowanymi
ewolucyjnie obszarami rybosomu [36], a obecne w nich mu-
tacje nie wplywaja bezposrednio na translacje [37], jednak
w rybosomach miodszych ewolucyjnie organizméw moga
one przyjmowac dodatkowe funkgcje.

Szczegoblnie duzy rozrost odcinkéw ekspansyjnych ob-
serwujemy u ssakoéw, zwlaszcza u naczelnych. Analiza se-
kwengji petli ekspansyjnych obecnych zaréwno w 185 jak i
285 rRNA wykazala, ze ich 7-15-sto nukleotydowe fragmen-
ty wykazuja znaczace podobieristwo sekwencji nukleotydo-
wej do fragmentéw wiekszosci ludzkich czasteczek mRNA.
Wyniki te sugeruja, ze petle ekspansyjne moga wchodzi¢ w
interakcje z czgsteczkami mRNA, na przykiad tymi zwia-
zanymi z retikulum endoplazmatycznym. Na szczegdlna
uwage zastuguja tu petle ES7, ES15 i ES27 wyeksponowa-
ne na zewnatrz duzej podjednostki rybosomu. Petle te sa
najdiuzsze u naczelnych, i sposréd innych odcinkéw eks-
pansyjnych wyréznia je réwniez zdecydowanie wyzsza za-
wartos¢ par GC. Polimorfizmy odkryte w petlach ekspan-
syjnych moga determinowaé pule mRNA, z ktéra rybosom
wchodzi w interakcje [38].

Wydluzanie czasteczek rRNA u organizméw euka-
riotycznych zaowocowalo réwniez powstaniem nowych
miejsc interakcji TRNA-biatko. W mlodszych ewolucyjnie
organizmach doszlo do zwigkszania liczby biatek ryboso-
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malnych. Jednak do rybosomu moga sie przelotnie wigzac
rézne bialka (np. biatka biorace udziat w formowaniu doj-
rzalych rybosomoéw, biatka regulatorowe), ktére okresla sie
zbiorczo mianem ,rybo-interaktomu”. Polimorfizmy obec-
ne w obszarach rRNA wyeksponowanych do cytoplazmy
moga definiowa¢ sklad rybo-interaktomu i determinowac
funkcje danej populacji rybosoméw. Zaobserwowano, ze
rybo-interaktom rézni si¢ miedzy rybosomami zwigzanymi
z retikulum endoplazmatycznym, a tymi obecnymi w cyto-
zolu [39].

Rybosomy nie tylko syntetyzuja taricuch peptydowy, ale
réwniez nadzoruja pierwsze etapy faldowania produkowa-
nych biatek. Dane otrzymane dzieki wykorzystaniu techni-
ki cryo-EM pokazaly, Ze taricuch polipeptydowy moze ule-
gac fatldowaniu w czasie translacji [40], wewnatrz diugiego
na 80-100 A, a szerokiego na 10-20 A tunelu wyjcecia poli-
peptydu, znajdujacego sie w duzej podjednostce rybosomu.
Tworza sie tam pierwsze struktury drugorzedowe, takie jak
alfa helisy, a ich formowanie odbywa sie przy udziale do-
men rRNA i bialek budujacych tunel. Przebieg faldowania
zalezy od wielkosci i stabilnoéci fatdowanej domeny oraz
ksztattu tunelu, ktéry moze sie¢ r6zni¢ pomiedzy poszcze-
gélnymi populacjami rybosomoéw [41].

Polimorfizm nukleotydowy rRNA jest zrédlem rézno-
rodnoéci populacji rybosomoéw, zaréwno w komoérkach pro-
kariotycznych jak i eukariotycznych. Jednak nie wszystkie
mutacje obecne w genach kodujacych rRNA sg korzystne
dla rybosomu. Nawet pojedyncza zmiana moze utrudnic,
na przyklad, inicjacje translacji [42] lub catkowicie ja unie-
mozliwié¢ [43]. Prawdopodobieristwo pojawienia sie takiej
mutacji jest wyzsze u organizméw posiadajacych wiele
kopii rDNA. Produkcja nowych rybosoméw jest proce-
sem bardzo obcigzajacym energetycznie dla komoérki. By
ograniczy¢ marnowanie zasobdéw, komorki eukariotyczne
wytworzyly systemy regulacji aktywnosci poszczegélnych
powtérzen tDNA, np. poprzez ich epigenetyczne wycisze-
nie [44]. Szacuje sie, ze jedynie polowa dostepnych w geno-
mie kopii genéw kodujacych czasteczki rRNA jest aktyw-
na transkrypcyjnie. Czy zatem wyciszone kopie zawieraja
mutacje niepozadane? Niekoniecznie. Istnieje mechanizm
otwierania epigenetycznie zamknietych kopii w odpowie-
dzi na stres lub delecje rDNA [21,40]. Jest on pod wieloma
wzgledami podobny do obserwowanego u bakterii procesu
aktywacji poszczegélnych operonéw rDNA pod wplywem
okredlonych warunkéw zewnetrznych.

OGRANICZENIA W BADANIACH
ROZNORODNOSCI RYBOSOMOW

OGRANICZENIE W BADANIACH
POLIMORFIZMU SEKWENC]I RRNA I RDNA

Istnieje wiele czynnikéw ograniczajacych badanie zréz-
nicowania rybosoméw pod wzgledem budujacych je cza-
steczek TRNA. Bezposrednie sekwencjonowanie wyizolo-
wanego z rybosoméw RNA jest trudne technicznie i obcig-
zone duzym ryzykiem otrzymania btednych wynikéw, ze
wzgledu na silnie ustrukturyzowanie i liczne modyfikacje
chemiczne czasteczek TRNA. Zadna z opracowanych do-
tychczas metod sekwencjonowania RNA nie jest przystoso-
wana do radzenia sobie z kilkoma réznymi rodzajami mo-
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dyfikacji chemicznych nukleotydéw naraz, a w rybosomach
eukariotycznych wystepuje az 10 réznych typéw takich
modyfikacji [46]. Innym podejéciem do badania réznorod-
nosci czasteczek RNA wchodzacych w skiad rybosoméw
jest badanie sekwencji kodujacych je genéw. Jednak na tym
polu od lat 80 ubieglego wieku nie poczyniono praktycznie
zadnego postepu. Brakuje algorytméw pozwalajacych na
skladanie sekwengji repetytywnych oraz metod pozwalaja-
cych na badanie struktury macierzy rDNA.

Krétkoodczytowe metody sekwencjonowania (np. II-
lumina) nie nadaja sie do sekwencjonowania sekwencji
repetytywnych, w ktérych powtarzajaca sie jednostka jest
dtuzsza niz srednia dlugos$é odczytu. Diugosc pojedyncze-
go powtdrzenia rDNA waha sie¢ miedzy 8 000 a 13 000 nt.
Przeprowadzone préby sekwencjonowania macierzy rDNA
tymi metodami zaowocowaly jedynie otrzymaniem usred-
nionej sekwencji powtérzenia rDNA. Metody te sg jednak
uzyteczne przy szacowaniu wewnetrznego polimorfizmu
kopii rDNA i wyznaczaniu obszaréw wykazujacych wyz-
sza zmienno$¢ [47].

Wykorzystanie diugoodczytowych technik sekwencjo-
nowania (np. SMRT PacBio i Oxford Nanopore) réwniez nie
pozwolilo na otrzymanie pelnej sekwencji macierzy rDNA
- istniejace metody budowania przyréwnan nie pozwalaja
na otrzymanie de-nowo sekwencji duzych, repetytywnych
obszaréw genomu. Wiekszos¢ powszechnie wykorzysty-
wanych algorytméw nie radzi sobie ze skladaniem odczy-
tow zawierajacych dlugie powtérzenia o bardzo podobnej
sekwencji [48]. Ponadto, izolujac wielkoczasteczkowe DNA
potrzebne do dtugoodczytowych sekwencjonowar gubiona
jest pula powtérzen rDNA wystepujacych na pozachromo-
somalnych kolistych czasteczkach DNA [49], przez co otrzy-
mujemy obraz polimorfizmu jedynie dla kopii znajdujacych
si¢ na chromosomach.

OGRANICZENIA W BADANIACH
STRUKTURALNYCH RYBOSOMOW

Istnieje wiele réznych metod pozwalajacych na badanie
skladu biatkowego rybosoméw (spektrometria mas), ich
ksztattu (kriomikroskopia elektronowa) i potozenia w ko-
morce (kriotomografia elektronowa). Jednak odtworzenie
ksztattu calego rybonukleinowego szkieletu rybosomu jest
klopotliwe. Nawet w wysokorozdzielczych strukturach ry-
bosoméw brakuje wielu petli rRNA wyeksponowanych na
zewnatrz biatkowego plaszcza [50]. Dzieje sie tak dlatego,
ze petle te sa bardzo mobilne, co uniemozliwia rekonstruk-
gje ich struktury przestrzennej przy uzyciu dostepnych
technik biologii strukturalne;j.

PODSUMOWANIE

Odkrycie polimorficznych rybosoméw jest waznym kro-
kiem w zrozumieniu funkcjonowania komérek. Zréznico-
wane pod wzgledem sekwencji rRNA i sktadu bialkowego
rybosomy biora aktywny udzial w reakcji na zmiany za-
chodzace w ich otoczeniu poprzez regulowanie puli trans-
kryptoéw, ktore podlegaja procesowi translacji. Ponadto, ich
populacja moze ulega¢ zmianom pod wpltywem czynnikéw
srodowiskowych, zwiekszajac w ten sposéb szanse komor-
ki na przetrwanie. Obszar dla nowych badanii nad wyspe-
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cjalizowanymi rybosomami jest bardzo szeroki. Obejmuje
udzial populacji rybosoméw zawierajacych okreslone ze-
stawy polimorfizméw w cyklu komérkowym, réznicowa-
niu tkanek i ontogenezie. Zmienno$¢ rozkladu populacji
rybosoméw moze by¢ réwniez istotnym czynnikiem od-
powiedzialnym za rozwéj nowotworéw, poniewaz wysoki
polimorfizm w rRNA jest jedng z cech charakterystycznych
dla komoérek rakowych. Innym ciekawym kierunkiem ba-
dan jest opisanie funkcji rybosoméw zawierajacych muta-
cje wplywajace na wydajnosé i predkosé translacji. Dalszy
rozw¢j mikroskopii elektronowej moze umozIliwié nie tylko
lepsze zbadanie zréznicowania strukturalnego rybosoméw
(z uwzglednieniem petli ekspansywnych), ale réwniez na
okreslenie lokalizacji poszczeg6lnych ich typéw w komorce.
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SUMMARY

Ribosomes are macromolecular complexes responsible for translation. During last few years our understanding of their role in the cell was
changed. Discoveries showing their variability in the protein composition and rRNA sequence suggested that they can play an active role in
the gene regulation, selecting mRNA molecules to be translated and affecting the shape of the proteome. Populations of polimorphic riboso-
mes are involved in the stress response, virulence and antibiotic sensitivity. Here, I discuss the described and potential functions of ribosomes
containing polymorphisms in rRNA molecules, as well as factors limiting the development of research in this field.
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