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				STRESZCZENIE

				Przez długi czas rybosomy postrzegano jako niezróżnicowane kompleksy tworzone przez cząsteczki RNA i białka, których jedynym zadaniem było przeprowadzanie procesu translacji. Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich kilku lat pokazały zupełnie nowe oblicze tych skomplikowanych maszyn molekularnych. Rybosomy mogą wybierać cząstecz-ki mRNA, które będą podlegały translacji, wpływając w ten sposób na kształt proteomu. Opisano rybosomy zróżnicowane pod względem składu białkowego i sekwencji rRNA, któ-rych populacje są zaangażowane w odpowiedź na stres, wirulencję i antybiotykowrażliwość. W tej pracy przedstawiono opisane i potencjalne funkcje rybosomów zawierających poli-morfizmy w cząsteczkach rRNA oraz czynniki ograniczające rozwój badań w tej dziedzinie.

				WPROWADZENIE

				 Cechą wszystkich żywych komórek jest zdolność do wydajnego i precyzyjne-go przetwarzania informacji zawartej w genomie na funkcjonalne białka. Proces translacji katalizuje rybosom, jedna z najstarszych ewolucyjnie maszyn moleku-larnych, którą tworzą białka i cząsteczki RNA (rybosomalne RNA, rRNA). Za odkrywcę rybosomu uważa się biologa George Palade, który w 1955 roku obser-wując komórki pod mikroskopem elektronowym zauważył duże cytoplazma-tyczne makromolekuły. Postulował ich zróżnicowanie pod względem wielkości i kształtu, jednak nie mógł go udowodnić, ze względu na ograniczenia wynika-jące z niewystarczającej rozdzielczości ówczesnych mikroskopów [1]. 

				Odkrycie Palade zainspirowało wielu badaczy, w tym Francisa Cricka, który sformował teorię głoszącą, że każde białko jest produkowane przez specjalnie do tego przystosowany rodzaj rybosomów, a cząsteczki rybosomalnego RNA służą w tym procesie jako matryca. W komórce miały zatem funkcjonować po-pulacje rybosomów zróżnicowanych pod względem wielkości i kształtu cząste-czek rRNA. Pogląd ten szybko został odrzucony, a dalsze badania prowadzone przez Francisa Cricka, Sydney Brennera i ich współpracowników doprowadziły do odkrycia matrycowego RNA i powiązania go z produkcją białek w ryboso-mach [2-3]. Same rybosomy uznano za niezróżnicowane maszyny molekularne, których jedyną funkcją jest wiązanie mRNA oraz produkcja białek [3]. Dwie de-kady później [4-5], na podstawie doświadczeń przeprowadzonych na modelach bakteryjnych, opisano procesy dekodowania mRNA, translokacji oraz tworze-nia wiązania peptydowego, które są katalizowane przez rybosom. Procesy te okazały się uniwersalne w świecie organizmów [6], nawet pomimo znacznych różnic w strukturach rybosomów prokariotycznego i eukariotycznego [7], co pa-sowało do teorii o niezróżnicowanej naturze rybosomów. 

				Dopiero odkrycie paralogów białek rybosomalnych oraz modyfikacji che-micznych cząsteczek rRNA na nowo otworzyło dyskusję na temat różnorodno-ści tych odpowiedzialnych za translację makromolekuł [5-6]. Historia zatoczyła koło. Niezbitych dowodów na istnienie niejednorodnych strukturalnie ryboso-mów dostarczyły badania prowadzone przy użyciu mikroskopii elektronowej, która od czasu Palade przeszła rewolucję technologiczną. Wykorzystując tech-niki mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) i spektrometrię mas potwierdzono istnienie zróżnicowanych rybosomów pod względem wielkości, kształtu i skła-du białkowego [10]. 

				Zdecydowana większość informacji dotyczących polimorficznych ryboso-mów odnosi się do ich zmienności na poziomie białkowym. Jest ona tematem wielu prac zarówno eksperymentalnych jak i przeglądowych. Źródłami tej hete-rogenności są mutacje w białkach rybosomalnych, różnice w poziomie ekspresji poszczególnych paralogów tych białek ich ubikwitynacja lub fosforylacja [11]. Dla kontrastu temat niejednorodności rybosomów na poziomie rRNA traktowa-
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				ny jest marginalnie, a w niektórych środowiskach nauko-wych wciąż budzi sceptycyzm. W tej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat zróżnicowania rybosomów pod względem cząsteczek rRNA oraz ich wpływ na funk-cjonowanie komórki. Omówiono również czynniki ograni-czające rozwój badań naukowych na tym polu.

				POLIMORFIZM W SEKWENCJI NUKLEOTYDOWEJ rRNA 

				Liczne kopie rDNA i ich polimorfizm 

				Cząsteczki RNA budują funkcjonalny trzon rybosomu. W jego skład wchodzą trzy lub cztery cząsteczki RNA – 5S, 23S i 16S rRNA u organizmów prokariotycznych lub 5S, 18S, 5,8S i 28S rRNA u eukariontów. Ze względu na duże zapotrzebowanie komórki na rRNA [12], wyrażające je geny (rDNA) są obecne w genomach w wielu kopiach (Ryc. 1). Badania prowadzone z wykorzystaniem fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ hybridisation, FISH) [13] pozwoliły na zmapowanie rDNA loci na chromo-somach kilku tysięcy gatunków pochodzących z różnych gałęzi drzewa życia. Okazało się, że w procesie ewolucji liczba kopii i lokalizacja rDNA podlegała licznym zmia-nom [10-11], a u niektórych organizmów (w tym człowieka) geny kodujące 5S rDNA wyodrębniły się tworząc własne locus. Geny kodujące rybosomalne RNA mogą znajdować się również na pozachromosomalnych kolistych cząstecz-kach DNA, które w warunkach stresu wykazują zdolność do wbudowywania się w macierz rDNA obecną na chro-mosomie [16]. 

				Geny kodujące rRNA tworzą na chromosomach zgru-powania powtórzeń (macierze rDNA), których budowa jest cechą gatunkową. Wewnątrz każdego powtórzenia geny kodujące cząsteczki rRNA są rozdzielone odcinkami niekodującymi (Ryc. 1). Ze względu na swoje właściwości, macierze rDNA pozostają – nawet dla organizmów mode-lowych – ostatnimi niezsekwencjonowanymi rejonami ge-nomów. Niewiele możemy powiedzieć na temat ich orga-nizacji wewnętrznej, polimorfizmu między powtórzeniami, czy nawet dokładnej liczby kopii genów. Powszechna jest koncepcja głosząca, że powtórzenia rDNA wykazują zni-komy polimorfizm, ze względu na działanie mechanizmu ewolucji równoległej [17], który dąży do unifikacji sekwen-cji wszystkich kopii w macierzy. Jak dotąd nie ma żadnej rzetelnie otrzymanej sekwencji macierzy rDNA. Do więk-szości badań porównawczych wykorzystywane są nieliczne sekwencje pojedynczych powtórzeń rDNA zdeponowane w publicznych repozytoriach. Dla większości gatunków otrzymano jedynie pojedyncze sekwencje genów kodują-cych rybosomalne RNA, a i te często są niekompletne. Pró-by sekwencjonowania całych macierzy rDNA jak dotąd nie przyniosły oczekiwanych rezultatów [18]. 

				Polimorfizm rRNA a populacje rybosomów w organizmach prokariotycznych

				U bakterii rDNA występuje w postaci kilku do kilkunastu operonów, których liczba zależy od wielkości genomu [19]. To, że polimorfizm w kopiach rDNA występuje i ma swo-je odzwierciedlenie w populacjach rybosomów, pokazano na przykładzie bakterii Escherichia coli. W odpowiedzi na 

			

		

		
			
				ograniczenie w dostępie do składników odżywczych bak-terie te zwiększają ekspresję konkretnego operonu (rrnH), zawierającego polimorfizmy w genie kodującym 16S rRNA. Rybosomy, w których skład wchodzą cząsteczki 16S-rrnH, modulują ogólną odpowiedź komórki na stres. Bakterie po-siadające ten typ rybosomów wykazują większą ruchliwość, odporność na czynniki bakteriostatyczne oraz wydajniej formują biofilm [17]. Do podobnych wniosków doszły Ka-thrin Leppek i Maria Barna badając translację u bakterii Vi-brio vulnificus. W komórkach poddanych warunkom szoku cieplnego lub głodu, populacja rybosomów zawierających wariant 16S-rrnI (I-rybosomy) wykazywała skłonność do wybierania cząsteczek mRNA kodujących białka związane z reakcją na stres. I-rybosomy rozpoznawały i preferencyj-nie tłumaczyły mRNA wyrażające izomerazę triozofosfo-ranową (tpiA) i białko szoku cieplnego hspA. I-rybosomy okazały się również niezbędne w procesie wirulencji, co po-kazano na modelu mysim [21]. 

				Polimorficzny rRNA jest uważany za jeden z najważniej-szych z czynników zaangażowanych w wytwarzanie opor-ności na leki. Cząsteczki antybiotyków przyłączają się do zachowanych ewolucyjnie rejonów rRNA (np. helisa 44 w 16S rRNA, domena V w 23S rRNA), które zawierają miejsca katalityczne niezbędne w procesie translacji. W badaniach przeprowadzonych na Mycobacterium smegmatis rDNA pod-dano mutagenezie, a następnie szczepy bakteryjne zawie-rające różne mutacje w operonach rDNA (a zatem różne warianty rRNA) wystawiono na działanie antybiotyków. Zaobserwowano wyraźne różnice w oporności. Zmiany konformacji przestrzennej rRNA oraz mutacje nukleotydów wchodzących w interakcje z cząsteczkami antybiotyków chroniły rybosomy bakteryjne przed zatrzymaniem transla-cji [22]. Na szczególną uwagę zasługują nukleotydy obecne w 23S rRNA w pozycjach 2058 i 2059. Te dwie adenozyny znajdujące się na powierzchni ściany tunelu (w dużej pod-jednostce rybosomu) wchodzą w interakcje z cząsteczkami antybiotyków makrolidowych. Gdy cząsteczka takiego an-tybiotyku zwiąże się z rybosomem, blokuje wyjście z tune-lu, uniemożliwiając powstanie długiego polipeptydu, co prowadzi do zatrzymania translacji [23]. Zamiana adeno-zyny na guanozynę w pozycjach 2058 i 2059 skutkuje znacz-nym zmniejszeniem powinowactwa cząsteczek antybio-
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				Rycina 1. Struktura locus zawierającego geny kodujące rybosomalne RNA dla drożdży Saccharomyces cerevisiae. Macierz rDNA znajduje się na dłuższym ramie-niu chromosomu XII. (A) Powiększenie przedstawiające organizację powtórzeń tandemowych rDNA (RDN-n). Pojedyncze powtórzenie rDNA ma długość 9,1 kb. (B) Szczegółowy widok pojedynczego powtórzenia rDNA. 26S, 5.8S, 18S, 5S – geny kodujące cząsteczki rRNA, ARS – miejsce inicjacji replikacji rDNA, RFB – miejsce wiązania białka regulatorowego Fob1; ETS1-2, ITS1-2, IGS1-2 – obszary odcinków międzygenowych
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				tyku do ściany tunelu, co ogranicza liczbę zablokowanych rybosomów [22]. Zachowanie w genomie zróżnicowanych pod względem sekwencji nukleotydowej operonów rDNA, oraz zdolność do zmian składu populacji rybosomów jest dla bakterii korzystne, zwłaszcza w niestabilnych lub nie-sprzyjających warunkach środowiska. 

				Polimorfizm rRNA a populacje rybosomów w organizmach eukariotycznych

				U eukariontów geny kodujące rybosomalne RNA wystę-pują w postaci macierzy powtórzeń liczących od kilkudzie-sięciu do kilku tysięcy kopii. Wielkość powtórzenia rDNA i lokalizacja macierzy na chromosomach są cechami specy-ficznymi gatunkowo [14]. Polimorfizm w organizmach ją-drowych jest lepiej opisany pod względem zmian w licz-bie powtórzeń wewnątrz macierzy niż różnorodności ich sekwencji nukleotydowej. O ile niewielka zmienność liczby kopii rDNA jest naturalną cechą obserwowaną w popula-cjach [19-20], to znaczące delecje genów kodujących rRNA wpływają na długość życia komórek, ich podziały i odpo-wiedź na stres [26]. U ludzi liczbę kopii rDNA powiązano z ekspresją genów i zawartością mitochondriów w komórce [27]. rDNA loci bierze też udział w epigenetycznej regulacji chromatyny w jądrze [28], a jego struktura jest poważnie za-burzona w komórkach nowotworowych [29]. Eukariotycz-nym organizmem modelowym wykorzystywanym do ba-dania rDNA i rRNA są drożdże piekarnicze Saccharomyces cerevisiae. Gatunek ten posiada jedną macierz rDNA zlokali-zowaną na dłuższym ramieniu chromosomu XII, która liczy około 150 kopii. Jednak nawet dla tego organizmu, mimo licznych prób, nie otrzymano pełnego i rzetelnego złożenia sekwencji rDNA [25-27]. 

				Wewnętrzny polimorfizm kopii rDNA pozostaje nie-opisany, jednak dostępne uśrednione złożenia powtórzeń rDNA wskazują na istnienie różnic pomiędzy poszczegól-nymi powtórzeniami [18]. Podejście to wykorzystano w badaniach polimorfizmu rRNA u myszy i człowieka. Na podstawie dostępnych odczytów mapujących do powtó-rzenia rDNA stworzono profile substytucji nukleotydowej. Następnie wyizolowane z komórek mysich i ludzkich ak-tywne translacyjnie rybosomy strawiono proteolitycznie, a oczyszczone rRNA poddano sekwencjonowaniu. Odczyta-mi otrzymanymi z sekwencjonowania rybosomalnego RNA przeszukano bazę odczytów pochodzących z sekwencjo-nowania rDNA. Znaleziono wiele par rRNA-rDNA wyka-zujących znaczną homologię. Na tej podstawie opracowa-no metodę szacowania wewnątrzgatunkowej zmienności rDNA i rRNA. Przeprowadzone badania udowodniły ist-nienie populacji zróżnicowanych pod względem rRNA ry-bosomów w komórkach człowieka i myszy. Zachowywane ewolucyjnie polimorficzne pozycje w rRNA znaleziono w helisie h16 rybosomu ludzkiego, która kontaktuje się z ob-szarami rRNA odpowiedzialnymi za inicjację translacji oraz w helisie H38 tworzącej wypukłość centralną rybosomu, za-wierającą miejsce P transferazy peptydylowej. Ponadto licz-ne polimorfizmy zaobserwowano w elementach mostków (łączących podjednostki rybosomu) i w miejscach wiązania białek rybosomalnych, które pośredniczą w ich tworzeniu. Co więcej, poziomy ekspresji poszczególnych wariantów rRNA różnią się pomiędzy tkankami [32]. 

			

		

		
			
				Rybosomy eukariotyczne, podobnie jak ich prokariotycz-ne odpowiedniki, mogą wykazywać zróżnicowaną odpor-ność na działanie antybiotyków aminoglikozydowych. Do rDNA drożdży S. cerevisiae wprowadzono mutacje, które u bakterii ograniczały przyłączanie się cząsteczek antybio-tyków do rybosomalnego RNA. Otrzymano żywe szczepy drożdżowe, zawierające w pełni funkcjonalne rybosomy. Pokazano, że nawet pojedyncze podstawienie nukleozydu może zmniejszyć wrażliwość komórek na paromomycynę i G-418, jednocześnie wywołując wrażliwość na streptomy-cynę [33]. Ten rodzaj ochrony przed antybiotykami może być zachowany ewolucyjnie, jednak to, czy w komórkach eukariotycznych naturalnie występują rybosomy zawiera-jące badane mutacje, wymaga weryfikacji.

				W 1988 roku trzech badaczy z uniwersytetu w Pensyl-wanii korzystając z technik hybrydyzacji kwasów nukleino-wych odkryło pięć rejonów cząsteczki 28S rRNA, w których występuje zmienność w sekwencji nukleotydowej [34]. Co ważne, substytucje nukleotydowe znajdowały się w odcin-kach segmentów ekspansyjnych, które w strukturach III--rzędowych tworzą obszary zlokalizowane na powierzchni cząsteczek rRNA lub pętle (ang. expansion loops) wyekspo-nowane na zewnątrz białkowego płaszcza rybosomu. U eu-kariontów pojedyncze powtórzenie rDNA jest dużo dłuż-sze niż u bakterii, ponieważ w czasie ewolucji rybosomów eukariotycznych doszło do wydłużania cząsteczek rRNA poprzez dodanie nukleotydów w określonych obszarach in-sercji (segmentach ekspansyjnych, ang. expansion segments, ES). Mutacje te doprowadziły do zwiększenia masy rybo-somu i wzrostu złożoności jego struktury trzeciorzędowej [35]. Dzięki badaniom strukturalnym wyróżniono, w zależ-ności od gatunku, około 40 takich obszarów w rRNA dużej podjednostki rybosomu i około 12 w rRNA małej podjed-nostki. Segmenty ekspansyjne są najmniej zachowanymi ewolucyjnie obszarami rybosomu [36], a obecne w nich mu-tacje nie wpływają bezpośrednio na translację [37], jednak w rybosomach młodszych ewolucyjnie organizmów mogą one przyjmować dodatkowe funkcje. 

				Szczególnie duży rozrost odcinków ekspansyjnych ob-serwujemy u ssaków, zwłaszcza u naczelnych. Analiza se-kwencji pętli ekspansyjnych obecnych zarówno w 18S jak i 28S rRNA wykazała, że ich 7-15-sto nukleotydowe fragmen-ty wykazują znaczące podobieństwo sekwencji nukleotydo-wej do fragmentów większości ludzkich cząsteczek mRNA. Wyniki te sugerują, że pętle ekspansyjne mogą wchodzić w interakcje z cząsteczkami mRNA, na przykład tymi zwią-zanymi z retikulum endoplazmatycznym. Na szczególną uwagę zasługują tu pętle ES7, ES15 i ES27 wyeksponowa-ne na zewnątrz dużej podjednostki rybosomu. Pętle te są najdłuższe u naczelnych, i spośród innych odcinków eks-pansyjnych wyróżnia je również zdecydowanie wyższa za-wartość par GC. Polimorfizmy odkryte w pętlach ekspan-syjnych mogą determinować pulę mRNA, z którą rybosom wchodzi w interakcje [38]. 

				Wydłużanie cząsteczek rRNA u organizmów euka-riotycznych zaowocowało również powstaniem nowych miejsc interakcji rRNA-białko. W młodszych ewolucyjnie organizmach doszło do zwiększania liczby białek ryboso-
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				malnych. Jednak do rybosomu mogą się przelotnie wiązać różne białka (np. białka biorące udział w formowaniu doj-rzałych rybosomów, białka regulatorowe), które określa się zbiorczo mianem „rybo-interaktomu”. Polimorfizmy obec-ne w obszarach rRNA wyeksponowanych do cytoplazmy mogą definiować skład rybo-interaktomu i determinować funkcje danej populacji rybosomów. Zaobserwowano, że rybo-interaktom różni się między rybosomami związanymi z retikulum endoplazmatycznym, a tymi obecnymi w cyto-zolu [39]. 

				Rybosomy nie tylko syntetyzują łańcuch peptydowy, ale również nadzorują pierwsze etapy fałdowania produkowa-nych białek. Dane otrzymane dzięki wykorzystaniu techni-ki cryo-EM pokazały, że łańcuch polipeptydowy może ule-gać fałdowaniu w czasie translacji [40], wewnątrz długiego na 80–100 Å, a szerokiego na 10–20 Å tunelu wyjœcia poli-peptydu, znajdującego się w dużej podjednostce rybosomu. Tworzą się tam pierwsze struktury drugorzędowe, takie jak alfa helisy, a ich formowanie odbywa się przy udziale do-men rRNA i białek budujących tunel. Przebieg fałdowania zależy od wielkości i stabilności fałdowanej domeny oraz kształtu tunelu, który może się różnić pomiędzy poszcze-gólnymi populacjami rybosomów [41]. 

				Polimorfizm nukleotydowy rRNA jest źródłem różno-rodności populacji rybosomów, zarówno w komórkach pro-kariotycznych jak i eukariotycznych. Jednak nie wszystkie mutacje obecne w genach kodujących rRNA są korzystne dla rybosomu. Nawet pojedyncza zmiana może utrudnić, na przykład, inicjację translacji [42] lub całkowicie ją unie-możliwić [43]. Prawdopodobieństwo pojawienia się takiej mutacji jest wyższe u organizmów posiadających wiele kopii rDNA. Produkcja nowych rybosomów jest proce-sem bardzo obciążającym energetycznie dla komórki. By ograniczyć marnowanie zasobów, komórki eukariotyczne wytworzyły systemy regulacji aktywności poszczególnych powtórzeń rDNA, np. poprzez ich epigenetyczne wycisze-nie [44]. Szacuje się, że jedynie połowa dostępnych w geno-mie kopii genów kodujących cząsteczki rRNA jest aktyw-na transkrypcyjnie. Czy zatem wyciszone kopie zawierają mutacje niepożądane? Niekoniecznie. Istnieje mechanizm otwierania epigenetycznie zamkniętych kopii w odpowie-dzi na stres lub delecję rDNA [21,40]. Jest on pod wieloma względami podobny do obserwowanego u bakterii procesu aktywacji poszczególnych operonów rDNA pod wpływem określonych warunków zewnętrznych.

				OGRANICZENIA W BADANIACH RÓŻNORODNOŚCI RYBOSOMÓW

				Ograniczenie w badaniach polimorfizmu sekwencji rRNA i rDNA

				Istnieje wiele czynników ograniczających badanie zróż-nicowania rybosomów pod względem budujących je czą-steczek rRNA. Bezpośrednie sekwencjonowanie wyizolo-wanego z rybosomów RNA jest trudne technicznie i obcią-żone dużym ryzykiem otrzymania błędnych wyników, ze względu na silnie ustrukturyzowanie i liczne modyfikacje chemiczne cząsteczek rRNA. Żadna z opracowanych do-tychczas metod sekwencjonowania RNA nie jest przystoso-wana do radzenia sobie z kilkoma różnymi rodzajami mo-

			

		

		
			
				dyfikacji chemicznych nukleotydów naraz, a w rybosomach eukariotycznych występuje aż 10 różnych typów takich modyfikacji [46]. Innym podejściem do badania różnorod-ności cząsteczek RNA wchodzących w skład rybosomów jest badanie sekwencji kodujących je genów. Jednak na tym polu od lat 80 ubiegłego wieku nie poczyniono praktycznie żadnego postępu. Brakuje algorytmów pozwalających na składanie sekwencji repetytywnych oraz metod pozwalają-cych na badanie struktury macierzy rDNA. 

				Krótkoodczytowe metody sekwencjonowania (np. Il-lumina) nie nadają się do sekwencjonowania sekwencji repetytywnych, w których powtarzająca się jednostka jest dłuższa niż średnia długość odczytu. Długość pojedyncze-go powtórzenia rDNA waha się między 8 000 a 13 000 nt. Przeprowadzone próby sekwencjonowania macierzy rDNA tymi metodami zaowocowały jedynie otrzymaniem uśred-nionej sekwencji powtórzenia rDNA. Metody te są jednak użyteczne przy szacowaniu wewnętrznego polimorfizmu kopii rDNA i wyznaczaniu obszarów wykazujących wyż-szą zmienność [47].

				Wykorzystanie długoodczytowych technik sekwencjo-nowania (np. SMRT PacBio i Oxford Nanopore) również nie pozwoliło na otrzymanie pełnej sekwencji macierzy rDNA – istniejące metody budowania przyrównań nie pozwalają na otrzymanie de-nowo sekwencji dużych, repetytywnych obszarów genomu. Większość powszechnie wykorzysty-wanych algorytmów nie radzi sobie ze składaniem odczy-tów zawierających długie powtórzenia o bardzo podobnej sekwencji [48]. Ponadto, izolując wielkocząsteczkowe DNA potrzebne do długoodczytowych sekwencjonowań gubiona jest pula powtórzeń rDNA występujących na pozachromo-somalnych kolistych cząsteczkach DNA [49], przez co otrzy-mujemy obraz polimorfizmu jedynie dla kopii znajdujących się na chromosomach.

				Ograniczenia w badaniach strukturalnych rybosomów

				Istnieje wiele różnych metod pozwalających na badanie składu białkowego rybosomów (spektrometria mas), ich kształtu (kriomikroskopia elektronowa) i położenia w ko-mórce (kriotomografia elektronowa). Jednak odtworzenie kształtu całego rybonukleinowego szkieletu rybosomu jest kłopotliwe. Nawet w wysokorozdzielczych strukturach ry-bosomów brakuje wielu pętli rRNA wyeksponowanych na zewnątrz białkowego płaszcza [50]. Dzieje się tak dlatego, że pętle te są bardzo mobilne, co uniemożliwia rekonstruk-cję ich struktury przestrzennej przy użyciu dostępnych technik biologii strukturalnej.

				PODSUMOWANIE

				Odkrycie polimorficznych rybosomów jest ważnym kro-kiem w zrozumieniu funkcjonowania komórek. Zróżnico-wane pod względem sekwencji rRNA i składu białkowego rybosomy biorą aktywny udział w reakcji na zmiany za-chodzące w ich otoczeniu poprzez regulowanie puli trans-kryptów, które podlegają procesowi translacji. Ponadto, ich populacja może ulegać zmianom pod wpływem czynników środowiskowych, zwiększając w ten sposób szanse komór-ki na przetrwanie. Obszar dla nowych badań nad wyspe-
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				cjalizowanymi rybosomami jest bardzo szeroki. Obejmuje udział populacji rybosomów zawierających określone ze-stawy polimorfizmów w cyklu komórkowym, różnicowa-niu tkanek i ontogenezie. Zmienność rozkładu populacji rybosomów może być również istotnym czynnikiem od-powiedzialnym za rozwój nowotworów, ponieważ wysoki polimorfizm w rRNA jest jedną z cech charakterystycznych dla komórek rakowych. Innym ciekawym kierunkiem ba-dań jest opisanie funkcji rybosomów zawierających muta-cje wpływające na wydajność i prędkość translacji. Dalszy rozwój mikroskopii elektronowej może umożliwić nie tylko lepsze zbadanie zróżnicowania strukturalnego rybosomów (z uwzględnieniem pętli ekspansywnych), ale również na określenie lokalizacji poszczególnych ich typów w komórce.
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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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Charakterystyka rybosoméw polimorficznych pod wzgledem rRNA

STRESZCZENIE

Przez dlugi czas rybosomy postrzegano jako niezréznicowane kompleksy tworzone przez
czgsteczki RNA i bialka, ktérych jedynym zadaniem bylo przeprowadzanie procesu
translacji. Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich kilku lat pokazaly zupelnie nowe
oblicze tych skomplikowanych maszyn molekularnych. Rybosomy moga wybieraé czastecz-
i mRNA, ktére beda podlegaly translacji, wplywajac w ten sposob na ksztalt proteomu.
Opisano rybosomy zroznicowane pod wzgledem skladu bialkowego i sekwencji rRNA, kt6

rych populacje sa zaangazowane w odpowiedz na stres, wirulencje i antybiotykowrazliwo:
W tej pracy przedstawiono opisane i potencjalne funkeje rybosoméw zawierajacych poli-
‘morfizmy w czasteczkach rRNA oraz czynniki ograniczajace rozwéj badasi w tej dziedzinie.

WPROWADZENIE

Cecha wszystkich zywych komorek jest zdolnosé do wydajnego i precyzyjne-
go przetwarzania informacji zawartej w genomie na funkcjonalne bialka. Proces
translacji Katalizuje rybosom, jedna z najstarszych ewolucyjnie maszyn moleku-
larnych, ktéra tworza bialka i czasteczki RNA (rybosomalne RNA, rRNA). Za
odkrywee rybosomu uwaza sie biologa George Palade, ktéry w 1955 roku obser-
wujac komoérki pod mikroskopem elektronowym zauwazyl duze cytoplazma-
tyczne makromolekuly. Postulowal ich zréznicowanie pod wzgledem wielkosci
i ksztaltu, jednak nie mogl go udowodnic, ze wzgledu na ograniczenia wynika-
jace z niewystarczajacej rozdzielczosci owezesnych mikroskopow [1].

Odkrycie Palade zainspirowalo wielu badaczy, w tym Francisa Cricka, ktory
sformowal teorie gloszaca, ze kazde bialko jest produkowane przez specjalnie
do tego przystosowany rodzaj rybosoméw, a czasteczki rybosomalnego RNA
sluza w tym procesie jako matryca. W komérce mialy zatem funkcjonowaé po-
pulacje rybosoméw zroznicowanych pod wzgledem wielkosci i ksztaltu czaste-
czek TRNA. Poglad ten szybko zostal odrzucony, a dalsze badania prowadzone
przez Francisa Cricka, Sydney Brennera i ich wspélpracownikéw doprowadzily
ia matrycowego RNA i powiazania go z produkja bialek w ryboso-
. Same rybosomy uznano za niezroznicowane maszyny molekularne,
Ktérych jedyna funkeja jest wiazanie mRNA oraz produkcja bialek [3]. Dwie de-
kady pézniej [4-5], na podstawie doswiadczeri przeprowadzonych na modelach
bakteryjnych, opisano procesy dekodowania mRNA, translokacji oraz tworze-
nia wiazania peptydowego, ktére sa katalizowane przez rybosom. Procesy te
okazaly sie uniwersalne w Swiecie organizméw [6], nawet pomimo znacznych
162mic w strukturach rybosomow prokariotycznego i eukariotycznego [7], co pa-
sowalo do teorii 0 niezréznicowanej naturze rybosoméw.

Dopiero odkrycie paralogéw bialek rybosomalnych oraz modyfikacji che-
micznych czasteczek 1RNA na nowo otworzylo dyskusje na temat roznorodno-
&ci tych odpowiedzialnych za translagje makromolekul [5-6]. Historia zatoczyla
Kolo. Niezbitych dowodéw na istnienie niejednorodnych strukturalnie ryboso-
méw dostarczyly badania prowadzone przy uzyciu mikroskopii elektronowej,
Ktéra od czasu Palade przeszla rewoludje technologiczna. Wykorzystujac tech-
niki mikroskopii krioelektronowej (cryo-EM) i spektrometrie mas potwierdzono
istnienie zroznicowanych rybosomow pod wzgledem wielkosci, ksztaltu i skla-
du bialkowego [10].

Zdecydowana wiekszos¢ informacji dotyczacych polimorficznych ryboso-
méw odnosi sie do ich zmiennosci na poziomie bialkowym. Jest ona tematem
wielu prac zaréwno eksperymentalnych jak i przegladowych. Zrédlami tej hete-
rogennosci sa mutacje w biatkach rybosomalnych, roznice w poziomie ekspresji
poszczegolnych paralogéw tych biatek ich ubikwitynacja lub fosforyladja [11].
Dla kontrastu temat niejednorodnosci rybosoméw na poziomie rRNA traktowa-
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