Δομή, κατηγορίες και λειτουργία του ριβoσωμικού RNA.

Δομή ριβoσωμικού RNA

Που παράγεται

O πυρηνίσκος είναι υπεύθυνος για την παραγωγή και την ωρίµανση του rRNA, καθώς και την αυτοσυγκρότηση των ριβοσωµατικών υποµονάδων Στον πυρηνίσκο παράγονται τα περισσότερα συστατικά των ριβοσωµάτων και γίνεται η ωρίµανση τωνrRNA, σε 18S, 5,8S και 28S rRNA. Nα σηµειωθεί ότι το 5S rRNA συνθέτεται έξω από τον πυρηνίσκο και κατό​πιν µεταφέρεται σε αυτόν. Tο ίδιο συµβαίνει και µε τις ριβοσωµατικές πρωτεΐνες. Παράγο​νται στο κυτταρόπλασµα και κατόπιν µεταφέρονται στονπυρηνίσκο. Στον πυρηνίσκο, τέλος, συνθέτονται ή µεταφέρονται αρκετές ακόµη πρωτεΐνες και RNA, που συµµετέχουν µόνο στη ρύθµιση της σύνθεσης των συστατικών των ριβοσωµάτων ή στην αυτο-συγκρότησή τους. (Εικόνα 1,2)[1]

Επίσης στα σπονδυλωτά ο βαρύς κλώνος του μιτοχονδριακού DNA κωδικεύει και για δύο rRNA.[2]

Τα χλωροπλαστιακά DNA είναι κυκλικά μόρια 120.000-160.000 bp ανάλογα με τα είδη. Από περίπου 120 γονίδια στο DNA των χλωροπλαστών, τα 60 αφορούν στη μεταγραφή και τη μετάφραση RNA. συμπεριλαμβανομένων των γονιδίων για rRNAs, tRNAs, υπομονά​δων της RNA πολυμεράσης, και τις ριβοσωμικές πρωτεϊνες. [3]
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Εικόνα 1 Ηλεκτρομικρογραφία μονάδων μεταγραφής του pre-rRNA από πυρήνες ωο​κυττάρων βάτραχου.[4]
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Εικόνα 2 ∆ιαγραµµατική απεικόνιση της λειτουργικότητας του πυρηνίσκου[1]

Τα μόρια των rRNA σε αντίθεση με τα μόρια tRNA και mRNA ,που λειτουργούν γυ​μνά βρίσκονται μέσα στα ριβοσώματα όπου και λειτουργούν , σαν σύμπλοκα με τις ριβοσω​μικές πρωτεϊνες. Δεν γνωρίζουμε ακόμα την τρισδιάστατη διαμόρφωσή τους, αλλά η πρωτο​ταγής τους δομή, που είναι γνωστή, μας λέει ότι πρέπει να υπάρχουν ενδομοριακές αναδι​πλώσεις.(Εικόνα 2)[5]

Τα ριβοσωμικά rRNA αναδιπλώνονται σε καθορισμένες δομές με πολλές μικρές δί​κλωνες περιοχές. Το συμπέρασμα αυτό και ουσιαστικά όλα τα χαρακτηριστικά της δευτερο​ταγούς δομής έχουν επιβεβαιωθεί από τις δομές που προσδιορίστηκαν κρυσταλλογραφικά με ακτίνες Χ.[6]

Δομή και οργάνωση των ριβοσωμάτων

Tο ριβόσωμα είναι ένα πολύπλοκο οργανίδιο, που σχηματίζεται από ριβοσωμικό RNA (rRNA) και ειδικές ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Το ριβόσωμα δεν περιβάλλεται από μεμβράνη. Το rRNA αποτελεί το 55%, σε βάρος, του ριβοσώματος. Κάθε ριβόσωμα αποτελείται από δύο υπομονάδες με ανόμοιο μέγεθος, τη μικρή και τη μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα. Κάθε υπομονάδα αποτελείται από ειδικά ριβοσωμικά RNA και ιδιαίτερες ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα τα ριβοσώματα έχουν σταθερά καθίζησης 80S και οι υπομονάδες τους έχουν σταθερές καθίζησης 60S και 40S. Τα ριβοσώματα των προκαρυωτικών οργανι​σμών είναι μικρότερα (70S) και αποτελούνται από δύο υπομονάδες, 50S και 30S.(Εικόνα 3 ) Τα ριβοσώματα που υπάρχουν στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες, είναι συνήθως μι​κρότερα τόσο από τα ευκαρυωτικά όσο και από τα προκαρυωτικά ριβοσώματα. Το ΜΒ του ευκαρυωτικού ριβοσώματος είναι περίπου 4.500 kD, ενώ του προκαρυωτικού ριβοσώματος φτάνει τα 2.500 kD.

Στην Escherichia coli, η μικρή ριβοσωμική υπομονάδα 30S αποτελείται από ένα μόριο 16S rRNA και 21 διαφορετικές ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Η μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα 50S, αποτελείται από δύο μόρια rRNA, το 23S rRNA και το 5S rRNA καθώς επίσης και από 34 περίπου ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, η μικρή ριβοσωμική υπομο​νάδα αποτελείται από ένα μόριο 18S rRNA και 30 περίπου ριβοσωμικές πρωτεΐνες, ενώ η μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα αποτελείται από τρία μόρια rRNA, τα 28S rRNA, 5S rRNA και 5,8S rRNA, και 40 περίπου ριβοσωμικές πρωτεΐνες. Kατά τα διάφορα στάδια της μετά​φρασης του mRNA διάφοροι πρωτεϊνικοί παράγοντες που συμμετέχουν σ’ αυτή τη διαδικα​σία συνδέονται παροδικά με το ριβόσωμα.[7]
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Εικόνα 3 [7]

Το rRNA αναδιπλώνεται και δίνει μια δευτεροταγή δομή η οποία αποτελεί και τη βα​σική οργάνωση της ριβοσωμικής υπομονάδας. Η αναδίπλωση αυτή δημιουργεί ένα τρισδιά​στατο πλέγμα μέσα στο οποίο τοποθετείται επακριβώς κάθε ριβοσωμική πρωτεΐνη. Όπως έχει αποδειχτεί με τη χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας, η μικρή ριβοσωμική υπομονάδα της Escherichia coli έχει διαστάσεις 22 x 14 x 11 nm, ενώ της μεγάλης έχει διαστάσεις 23 x 23 x 15 nm. Κάθε υπομονάδα έχει μια χαρακτηριστική και αναγνωρίσιμη μορφολογία. Η μικρή υπομονάδα αποτελείται από μια “κεφαλή”, ένα “σώμα” και μια “πλατφόρμα”, ενώ η μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα έχει τρία εξογκώματα στην “ανώτερη” περιοχή, με πιο χαρακτηρι​στικό το κεντρικό εξόγκωμα.

Η μικρή ριβοσωμική υπομονάδα παρουσιάζει σχήμα εμβρύου, ενώ η μεγάλη ριβοσω​μική υπομονάδα μοιάζει με πολυθρόνα η οποία έχει τρεις βραχίονες. Μια ελαφρά κλίση της μικρής υπομονάδος δημιουργεί στη μια άκρη της μια πεπλατυσμένη περιοχή που ονομάζεται “πλατφόρμα”. Η περιοχή αυτή ταιριάζει επακριβώς σε μια εγκοπή της μεγάλης ριβοσωμικής υπομονάδος, όταν οι δύο υπομονάδες ενώνονται για το σχηματισμό λειτουργικού ριβοσώμα​τος. Η θέση αποκωδικοποίησης, δηλ. η περιοχή αναγνώρισης των κωδικονίων του mRNA από τα αντικωδικόνια tRNA, βρίσκεται στη μικρή ριβοσωμική υπομονάδα στη βάση της ρωγμής που χωρίζει την “κεφαλή” από την “πλατφόρμα”. Στη μεγάλη ριβοσωμική υπομο​νάδα έχει βρεθεί ένα κανάλι με μήκος 10 nm και διάμετρο 2,5 nm το οποίο διασχίζει τη με​γάλη ριβοσωμική υπομονάδα. Το κανάλι εκτείνεται από την περιοχή στην οποία βρίσκονται οι θέσεις Α και Ρ, μέχρι το σημείο εξόδου της νεοσχηματιζόμενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Το κανάλι αυτό αποτελεί πιθανότατα το δρόμο που ακολουθεί η πολυπεπτιδική αλυσίδα αμέ​σως μετά τη έναρξη του σχηματισμού της μέχρι και τη στιγμή που εξέρχεται από το ριβό​σωμα. Οι μικρές υπομονάδες των ευκαρυωτικών ριβοσωμάτων έχουν ορισμένα επιπλέον γνωρίσματα. Ένα απ’ αυτά είναι το “ράμφος” που επεκτείνεται στην αντίθετη κατεύθυνση από εκεί που βρίσκεται το ρήγμα. Το “ράμφος”, αν και μικρότερο, βρίσκεται επίσης και στη μικρή ριβοσωμική υπομονάδα των αρχαιοβακτηρίων. Ένα άλλο χαρακτηριστικό γνώρισμα της μικρής υπομονάδας των ευκαρυωτικών ριβοσωμάτων είναι δύο μικροί λοβοί που βρίσκο​νται στο άκρο της υπομονάδος, απέναντι από το κεφάλι. Πιστεύεται ότι οι λοβοί περιέχουν τις επιπλέον αλληλουχίες του 18S rRNA, που το διαφοροποιούν από το 16S rRNA των προ​καρυωτικών ριβοσωμάτων.

Η ανάλυση της δομής του ριβοσώματος από την Escherichia coli με τη μέθοδο της κρυο-ηλεκτρονικής μικροσκοπίας, σε επίπεδο ανάλυσης 4 nm, έδειξε ότι το χάσμα μεταξύ των δύο ριβοσωμικών υπομονάδων προσφέρει άφθονο χώρο για τη σύνδεση των δύο μορίων tRNA και των άλλων μεταφραστικών συστατικών που απαιτούνται για την πρωτεϊνική σύν​θεση. Επίσης, με την πειραματική αυτή προσέγγιση, έγινε δυνατή η παρατήρηση μιας “γέφυ​ρας” που συνδέει τα 16S και 23S rRNA στην περιοχή της “πλατφόρμας” της υπομονάδας 30S.

Για τη διατήρηση της δομικής ακεραιότητας του ριβοσώματος απαιτούνται ιόντα Mg2+. Απλή ρύθμιση της συγκέντρωσης του Mg2+ είναι δυνατόν να προκαλέσει αποχωρι​σμό της μικρής από τη μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα. Οι υπομονάδες των ευκαρυωτικών ριβοσωμάτων αποχωρίζονται πιο δύσκολα και απαιτούνται συνήθως, εκτός από το Mg2+, χημικοί παράγοντες και αύξηση της θερμοκρασίας. Όταν η συγκέντρωση του Mg2+ πέσει κάτω από ένα συγκεκριμένο όριο, οι δύο ριβοσωμικές υπομονάδες αποχωρίζονται. Η διεργα​σία αυτή είναι αντιστρεπτή. Η απαιτούμενη συγκέντρωση του Mg2+ είναι 0,002Μ και πι​στεύεται ότι η σύνδεση του Mg2+ στο ριβόσωμα γίνεται μέσω των φωσφορικών ριζών του rRNA.[8]

Προκαρυωτικά και Ευκαρυωτικά ριβοσώματα

Αν και τα ριβοσώματα των ευκαρυωτικών οργανισμών δεν διαφέρουν λειτουργικά από τα ριβοσώματα των προκαρυωτικών, εντούτοις είναι πολύ μεγαλύτερα και οι περισσότερες πρωτεΐνες τους είναι διαφορετικές. Επίσης, πολλές από τις θέσεις αναγνώρισης και τους βοη​θητικούς παράγοντες είναι διαφορετικοί. Η δράση διάφορων παρεμποδιστών είναι επίσης διάφορη. Η χλωραμφαινικόλη π.χ. επιδρά πάνω στα ριβοσώματα των βακτηρίων, ενώ το κυ​κλοεξαμίδιο δρα πάνω στην πρωτεϊνική σύνθεση των ευκαρυωτικών κυττάρων. Αυτό είναι ένα μεγάλο ευτύχημα για τους ανθρώπους αφού τα περισσότερα αντιβιoτικά παρεμποδίζουν την πρωτεϊνική σύνθεση. Λόγω των διαφορών μεταξύ του βακτηριακού συστήματος πρωτεϊ​νικής σύνθεσης και του αντίστοιχου ανθρώπινου, τα φάρμακα δρουν επιλεκτικά στα βακτή​ρια χωρίς να επηρεάζουν τον ανθρώπινο οργανισμό. Τα ριβοσώματα των μιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών μοιάζουν με τα ριβοσώματα των βακτηρίων. Ριβοσώματα-υβρίδια που αποτελούνται από υπομονάδες βακτηρίων και χλωροπλαστών κάνουν πρωτεϊνική σύνθεση ενώ, το ίδιο φαινόμενο παρατηρείται σε ριβοσώματα-υβρίδια που αποτελούνται από υπομο​νάδες ριβοσωμάτων φυτών και θηλαστικών. Όμως, τα υβρίδια που αποτελούνται από υπομο​νάδες προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών ριβοσωμάτων είναι ανενεργά.

Αν και πολλές ριβοσωμικές πρωτεΐνες έχουν αλλάξει πολύ κατά τη διάρκεια της εξελι​κτικής πορείας, η λειτουργία του ριβοσώματος έχει παραμείνει αναλλοίωτη. Το φαινόμενο αυτό δημιουργεί δύο βασικά ερωτήματα:

α. Πως είναι δυνατόν ένα τόσο σύνθετο οργανίδιο, τα δομικά στοιχεία του οποίου έχουν υποστεί τόσες αλλαγές, να διατηρεί ουσιαστικά αναλλοίωτη τη βασική λειτουργική του δράση, τόσο στα προκαρυωτικά όσο και στα ευκαρυωτικά κύτταρα; Η πιθανή απάντηση είναι ότι οι αλλαγές που έγιναν στην πρωτοταγή δομή των ριβοσωμικών πρωτεϊνών και των rRNA δεν επηρέασαν τη σωστή δομή και λειτουργία του ριβοσώματος. Οι αλλαγές αυτές δεν πρέπει επίσης να προκάλεσαν αλλαγή στην τοπογραφική κατανομή των ριβοσωμικών συστατικών.

β. Ποια εξελικτική πίεση οδήγησε στην αύξηση της πολυπλοκότητας του ευκαρυωτι​κού ριβοσώματος; Πιθανόν, λόγω της πολυπλοκότητας των ευκαρυωτικών κυττάρων, το ευ​καρυωτικά ριβοσώματα απέκτησαν πιο πολύπλοκη δομή διότι πρέπει να επιτελέσουν περισ​σότερους ρόλους, στους οποίους περιλαμβάνονται και ο έλεγχος της πιστότητας της μετά​φρασης του mRNA και της ρύθμισης της πρωτεϊνικής σύνθεσης. [9]

Η πορεία δημιουργίας των Ριβοσωμικών υπομονάδων

Περιληπτικά, η πορεία δημιουργίας των ριβοσωμικών υπομονάδων είναι η εξής: Το μεγάλο πρόδρομο rRNA μεταγράφεται μέσα στον πυρηνίσκο. Καθώς μεταγράφεται συνδέε​ται με ριβοσωμικές πρωτεΐνες που εισέρχονται στον πυρήνα μετά τη σύνθεσή τους στο κυτ​ταρόπλασμα. Το μεγάλο πρόδρομο rRNA σπάζει αρχικά σε δύο τμήματα: το 18S rRNA και ένα μεγάλο κομμάτι που περιέχει τα 28S και 5,8S rRNA. Το τμήμα 18S rRNA, μαζί με τις συνδεδεμένες σ’ αυτό πρωτεΐνες της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδος, απελευθερώνεται από τον πυρηνίσκο και εξέρχεται στο κυτταρόπλασμα. Το άλλο τμήμα που έχει απομείνει από το μεγάλο πρόδρομο rRNA, σπάζει και απελευθερώνονται τα 5,8S και 28SrRNA τα οποία συν​δέονται με πρωτεΐνες της μεγάλης ριβοσωμικής υπομονάδος. Το 5S rRNA, μετά τη σύνθεσή του εκτός του πυρηνίσκου, εισέρχεται στην περιοχή του πυρηνίσκου και συνδέεται με τις αναπτυσσόμενες μεγάλες ριβοσωμικές υπομονάδες. Μετά την ολοκλήρωση της συγκρότησής τους, οι μεγάλες ριβοσωμικές υπομονάδες απελευθερώνονται από τον πυρηνίσκο και εισέρ​χονται στο κυτταρόπλασμα. Λειτουργικά, πλήρως συγκροτημένα ριβοσώματα υπάρχουν μόνο στο κυτταρόπλασμα, ενώ στον πυρήνα παρατηρούνται μόνο ξεχωριστές ριβοσωμικές υπομονάδες. Ο σχηματισμός των ριβοσωμικών υπομονάδων στα προκαρυωτικά κύτταρα γίνεται με τον ίδιο μηχανισμό που ισχύει για τα ευκαρυωτικά ριβοσώματα. Τα 16S, 23S και 5S rRNA δημιουργούνται από τη βαθμιαία και ελεγχόμενη αποικοδόμηση του πρόδρομου μο​ρίου 30S RNA.(Εικόνα 4 ) [9]
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Εικόνα 4 Η πορεία δημιουργίας ριβοσωμικών υπομονάδων[9]
Προτεινόμενες δομές και μοντέλα rRNA.
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Εικόνα 5 [5]
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Εικόνα 6 Προτεινόμενη δευτεροταγής δομή 16S rRNA[10]
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 Εικόνα 7 Μοντέλο δευτεροταγούς δομής 18S-rRNA σε μύκητα και η περιοχή εναρ​κτήριου ζευγαρώματος, B2F και B4F[11]
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Εικόνα 8 Δευτεροταγής δομή από ανθρώπινο 5S rRNA[12]
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Εικόνα 9 Αλληλεπιδράσεις του 5S rRNA στο ριβόσωμα [13]
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Εικόνα 10 Κρυσταλλική δομή του 5S rRNA της E. coli τμήματος περιλαμβάνων V έλικα / E λούπα / IV έλικα / D λούπα με ριβοσωμική πρωτεϊνη L25[13]
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Εικόνα 12 Προτεινόμενη δευτεροταγής δομή 8S rRNA[14]
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Εικόνα 13 Μοντέλο δευτεροταγούς δομής 23S-rRNA στην Escherichia coli.[15]
Κατηγορίες του ριβoσωμικού RNA
Α.Πρωκαρυωτικά κύτταρα
Υπάρχουν 3 είδη προκαρυωτικών rRNA 1) To 23 S rRNA (2904 νουκλεοτίδια) συστα​τικό της μεγάλης 50 S ριβοσωμικής υπομονάδας. 2) Το 16 S rRNA (1541 νουκλεοτίδια) συ​στατικό της μικρής 30 S ριβοσωμικής υπομονάδας. 3) Το 5 S rRNA (120 νουκλεοτίδια) συ​στατικό της μεγάλης 50 S ριβοσωμικής υπομονάδας. Τα ριβοσωμικά RNA αποτελουν το 80% του ολικού RNA στο προκαρυωτικό κύτταρο.[12]

Β.Ευκαρυωτικά κύτταρα
Τα rRNA των ευκαρυωτικών κυττάρων είναι μεγαλύτερα από των προκαρυωτικών. Εχουμε 4 είδη rRNA: 1) Το 28 S rRNA (4718 νουκλεοτίδια) συστατικό της μεγάλης 60 S ριβοσωμικής υπομονάδας. 2) Το 18 S rRNA (1874 νουκλεοτίδια) συστατικό τη μικρής 40 S ριβοσωμικής υπομονάδας. 3) Το 5,8 S rRNA (160 νουκλεοτίδια) συστατικό της μεγάλης 60 S ριβοσωμικής υπομονάδας. 4) Το 5 S rRNA (120 νουκλεοτίδια) συστατικό της μεγάλης 60 S ριβοσωμικής υπομονάδας. (Εικόνα 2) Τα τρία απ’ αυτά προκύπτουν από μεταμεταγραφική επεξεργασία ενός μεγάλου 45S πρόδρομου rRNA. Aντίθετα το 5 S rRNA αποτελεί μεταγρα​φικό προϊόν ξεχωριστού γονιδίου. Η αφθονία του ευκαρυωτικού rRNA κυμαίνεται στα ίδια περίπου επίπεδα με εκείνα του ευκαρυωτικού: Συγκεκριμένα, περίπου το 4% του ολικού ευ​καρυωτικού κυτταρικού RNA είναι 45 S πρόδρομο rRNA, και το 71% πλήρως επεξεργα​σμένο rRNA.(Εικόνα 14) [12]

Το rRNA αντιπροσωπεύει το 80% του συνολικού RNA που υπάρχει στο κύτταρο. Το 45% του rRNA βρίσκεται στη μικρή ριβοσωμική υπομονάδα ενώ στη μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα βρίσκεται το 55% του rRNA. Το 18S rRNA της μικρής υπομονάδας των ευκαρυ​ωτικών ριβοσωμάτων έχει ΜΒ 700 kD. Στη μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα υπάρχουν τρία είδη rRNA: το 28S rRNA με ΜΒ 1400 kD, το 5,8S rRNA με ΜΒ 50 kD και το 5S rRNA με ΜΒ 41 kD. Η αλληλουχία των βάσεων ενός δεδομένου τύπου rRNA είναι παρόμοια σε στενά συγγενή είδη. Όμως, μεταξύ φυλογενετικά απομακρυσμένων οργανισμών υπάρχουν πολύ λίγες ομοιότητες στην αλληλουχία βάσεων του συγκεκριμένου rRNA. Ο βαθμός στον οποίον η πρωτοταγής δομή ενός συγκεκριμένου rRNA είναι όμοια μεταξύ δύο διαφορετικών ειδών αντανακλά την εξελικτική ιστορία και τη συγγένεια των οργανισμών. Το 5S rRNA είναι το πλέον εξελικτικά σταθερό απ’ όλα τα είδη rRNA.

Η αλληλουχία βάσεων των διαφόρων rRNA αποκαλύπτει ότι κάθε τύπος περιέχει ανε​στραμμένες αλληλουχίες που μπορούν να σχηματίσουν μια μεγάλη ποικιλία “φουρκετών” και άλλων δευτεροταγών δομών. Οι ανεστραμμένες αλληλουχίες του 28S rRNA είναι τόσες πολ​λές ώστε τα μόρια θα μπορούσαν να πάρουν πάρα πολλές διαμορφώσεις. Το 18S rRNA, π.χ., περιέχει αρκετές ανεστραμμένες αλληλουχίες που μπορούν να δημιουργήσουν 10.000 διαφο​ρετικές δευτεροταγείς δομές. Με ορισμένες εξαιρέσεις, η δευτεροταγής και όχι η πρωτοταγής δομή έχει διατηρηθεί κατά την πορεία της εξέλιξης. Αυτό σημαίνει ότι οι περισσότερες περι​οχές που παρουσιάζουν δευτεροταγή δομή, και όχι η πρωτοταγής αλληλουχία των νουκλεοτι​δίων, είναι υπεύθυνες για τη συγκρότηση και τη λειτουργία των ριβοσωμάτων.

Χωρίς αμφιβολία όλα τα είδη rRNA έχουν την ικανότητα να αποκτήσουν τριτοταγή διαμόρφωση καθώς συγκροτούνται σε ριβοσώματα. Η λειτουργική σημασία των δευτεροτα​γών και τριτοταγών διαμορφώσεων στο rRNA παραμένει ουσιαστικά άγνωστη. Είναι όμως πιθανόν οι διαμορφώσεις των rRNA:

α. να αποτελούν τα μοριακά σήματα για την περαιτέρω επεξεργασία των rRNA, 

β. να συμβάλλουν στην αναγνώριση τμημάτων των rRNA από ριβοσωμικές πρωτεΐνες κατά τη συγκρότηση του ριβοσώματος, 

γ. να συμμετέχουν στη διατήρηση της δομής του ριβοσώματος, και

δ. να προσφέρουν θέσεις αναγνώρισης για τις συνδέσεις που σχηματίζονται μεταξύ ρι​βοσωμάτων, mRNA, tRNA και τους διάφορους παράγοντες οι οποίοι συμμετέχουν στην πρωτεϊνική σύνθεση.

Οι χημικές τροποποιήσεις που γίνονται στα rRNA είναι σχετικά περιορισμένες και πε​ριλαμβάνουν κυρίως μεθυλίωση των δομικών του συστατικών. Οι τροποποιήσεις αυτές είναι πιθανόν να προστατεύουν τμήματα του rRNA από τη δράση νουκλεασών ή μπορεί να αποτε​λούν ειδικά σήματα επεξεργασίας για τη σύνδεση των πρωτεϊνών.

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα τα 28S, 18S και 5,8S rRNA μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση ΙΙ με τη μορφή πρόδρομου rRNA, το μέγεθος του οποίου κυμαίνεται από 37S μέχρι 45S, ανάλογα με το είδος. Η μεταγραφή και η παραπέρα επεξεργασία αυτών των rRNA γίνεται στον πυρηνίσκο. Η διαδικασία για τη δημιουργία των 28S, 18S και 5,8S rRNA ξεκινά ενώ δεν έχει ακόμη τελειώσει η μεταγραφή του μεγάλου πρόδρομου μορίου rRNA. Οι χημι​κές τροποποιήσεις, κυρίως μεθυλιώσεις, γίνονται πάρα πολύ γρήγορα, σε περιοχές του μο​ρίου που διατηρούνται στα 28S, 18S και 5,8S rRNA. Το τέλος της μεταγραφής ακολουθείται σχεδόν αμέσως από αντιδράσεις που αποκόπτουν και ξεχωρίζουν τα 28S, 18S και 5,8S rRNA από το μεγάλο πρόδρομο μόριο rRNA. Αν και οι θέσεις θραύσης διαφέρουν κάπως στα δια​φορετικά είδη, στους περισσότερους οργανισμούς οι αρχικές θραύσεις από τις RNA ενδο​νουκλεάσες γίνονται κοντά στα 5’ και 3’ άκρα, με αποτέλεσμα να σχηματίζεται ένα μόριο 18S rRNA στην τελική του μορφή. Τα 28S και 5,8S rRNA σχηματίζονται με περαιτέρω θραύση του τμήματος που έχει απομείνει. Ενώ γίνονται οι αντιδράσεις θραύσης, οι ριβοσω​μικές πρωτεΐνες προστίθενται στα σχηματιζόμενα μόρια rRNA.

Το 5S rRNA μεταγράφεται από γονίδια εκτός του πυρηνίσκου από την RNA πολυμε​ράση ΙΙΙ. Η έναρξη της μεταγραφής του γονιδίου 5S rRNA περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση ανάμεσα στην RNA πολυμεράση ΙΙΙ, διάφορους παράγοντες μεταγραφής και έναν εσωτερικό προαγωγέα. Δύο από τους παράγοντες αυτούς, οι TFIIIB και TFIIIC είναι γενικοί παράγοντες που συμμετέχουν στην έναρξη μεταγραφής όλων των γονιδίων από την RNA πολυμεράση ΙΙΙ. Αντίθετα, ο παράγοντας TFIIIA, συνδέεται μόνο στα γονίδια 5S και προφανώς αναγνωρί​ζει εκλεκτικά τα 5S γονίδια που θα μεταγραφούν από την RNA πολυμεράση ΙΙΙ. Στα περισ​σότερα είδη, δεν παρατηρείται χημική τροποποίηση των δομικών συστατικών του 5S rRNA. [16]
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Εικόνα 14. Δομή προκαρυωτικού και ευκαρυωτικού ριβοσώματος.[17]

Λειτουργία του ριβoσωμικού RNA

Για πολλά χρόνια ήταν δεδομένο ότι οι ριβοσωμικές πρωτεΐνες διεύθυναν τη σύνθεση πρωτεϊνών και ότι το ριβοσωμικό RΝΑ χρησίμευε κυρίως ως δομική σκαλωσιά. Η σημερινή άποψη είναι σχεδόν η αντίστροφη. Ύστερα από την ανακάλυψη του καταλυτικού RΝΑ οι βιοχημικοί δέχονται την πιθανότητα το RΝΑ να παίζει έναν πιο ενεργό ρόλο στη ριβοσωμική λειτουργία. Οι λεπτομερείς δομές καθιστούν σαφές ότι κομβικές θέσεις στο ριβόσωμα αποτε​λούνται σχεδόν εξ ολοκλήρου από RΝΑ. Η συμβολή των πρωτεϊνών είναι ελάχιστη. Πολλές από τις πρωτεΐνες έχουν επιμήκεις δομές και φαίνεται να έχουν διεισδύσει οφιοειδώς στο μέ​σον του RΝA Το σχεδόν αναπόφευκτο συμπέρασμα είναι ότι το ριβόσωμα αρχικά αποτελού​νταν μόνο από RΝΑ και ότι οι πρωτεΐνες προστέθηκαν αργότερα για τη λεπτή ρύθμιση των λειτουργικών ιδιοτήτων του. Το συμπέρασμα αυτό έχει την ευχάριστη συνέπεια του παραμε​ρισμού του διλήμματος της «κότας ή του αβγού» δηλαδή, πώς είναι δυνατόν να συντίθενται πολύπλοκες πρωτεΐνες τη στιγμή που πολύπλοκες πρωτεϊνες απαιτούνται για τη σύνθεση πρωτεϊνών.[6]

Ριβοσώματα και πρωτεϊνική σύνθεση

Οι πρωτεΐνες αποτελούν τα ενεργά συστατικά της κυτταρικής μηχανής. Η οργάνωση και η λειτουργία των μηχανισμών πρωτεϊνικής σύνθεσης είναι παρόμοια σε όλα τα κύτταρα: τρία είδη RNA επιτελούν διαφορετικούς αλλά συνεργατικούς ρόλους με τελικό σκοπό τη σύνθεση μιας πρωτεΐνης. Το αγγελιαφόρο RNA (mRNA) κωδικοποιεί τη γενετική πληροφο​ρία που αντιγράφηκε από το DNA με τη μορφή μιας αλληλουχίας βάσεων η οποία καθορίζει μια αλληλουχία αμινοξέων. Το μεταφορικό RNA (tRNA) είναι το κλειδί του κώδικα: τα αμι​νοξέα που καθορίζονται από την αλληλουχία βάσεων ενός mRNA μεταφέρονται και τοποθε​τούνται στο άκρο της αυξανόμενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας από ειδικά μόρια tRNA. Το ριβοσωμικό RNA (rRNA) συνδέεται με μια ομάδα ειδικών ριβοσωμικών πρωτεϊνών και σχη​ματίζει το ριβόσωμα, το οποίο είναι η θέση της πρωτεϊνικής σύνθεσης. Τα ριβοσώματα που έχουν τα tRNA και ειδικές πρωτεΐνες μπορούν να κινούνται κατά μήκος ενός μορίου mRNA μεταφράζοντας την κωδικοποιημένη γενετική πληροφορία. Ο όρος μετάφραση αναφέρεται στην όλη διεργασία με την οποίαν η αλληλουχία βάσεων του mRNA χρησιμοποιείται για να ενεργοποιήσει και να συνδέσει τα κατάλληλα αμινοξέα σε μια πρωτεΐνη. Τα νουκλεοτίδια του mRNA “διαβάζονται” ως τριάδες. Κάθε τριάδα νουκλεοτιδίων αποτελεί ένα κωδικόνιο. Κάθε κωδικόνιο καθορίζει ποιο συγκεκριμένο αμινοξύ θα προστεθεί στην αυξανόμενη πολυ​πεπτιδική αλυσίδα. Οι τρεις τύποι του RNA συμμετέχουν στη διαδικασία αυτή σε όλα τα κύτταρα. Πιστεύεται ότι η ανάπτυξη των τριών ξεχωριστών λειτουργιών του RNA αποτέλεσε το μοριακό κλειδί για την προέλευση της ζωής.

Το ριβόσωμα μπορεί να θεωρηθεί ως κολοσσιαίο ριβοζονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο με πολλαπλές ενεργές θέσεις οι οποίες αναγνωρίζουν και συνδέονται με το mRNA και άλ​λους απαραίτητους παράγοντες, καταλύοντας έτσι τις αντιδράσεις που του επιτρέπουν να μετακινείται κατά μήκος του mRNA προσθέτοντας, κάθε φορά, ένα αμινοξύ στην αυξανόμενη πολυπεπτιδική αλυσίδα. Κάθε αμινοξύ εισέρχεται στη διαδικασία της πρωτεϊνικής σύνθεσης συνδεδεμένο μ’ ένα μόριο tRNA. Οι αντιδράσεις οι οποίες συνδέουν τα αμινοξέα στα tRNA ονομάζονται ενεργοποίηση του αμινοξέος και αποτελούν την τελική βάση για την ακρίβεια της πρωτεϊνικής σύνθεσης. Αυτό συμβαίνει διότι οι αντιδράσεις ενεργοποίησης, συνδέοντας ένα αμινοξύ μ’ ένα tRNA που έχει ένα αντικωδικόνιο για το αμινοξύ αυτό, συνδέουν άμεσα το κωδικόνιο με το αντίστοιχο αμινοξύ. Κατά την αντίδραση ενεργοποίησης του αμινοξέος, η ενέργεια που απελευθερώνεται από τη θραύση της ΑΤΡ, δεν χάνεται αλλά διατηρείται καθώς τα αμινοξέα συνδέονται στα αντίστοιχα tRNA. Η ενέργεια αυτή, η οποία απελευθερώνεται καθώς τα αμινοξέα μεταφέρονται από τα tRNA στην αυξανόμενη πολυπεπτιδική αλυσίδα, αποτελεί την κύρια δύναμη που καθοδηγεί την πρωτεϊνική σύνθεση. Το σύμπλοκο που σχηματίζεται μεταξύ ενός tRNA και ενός αμινοξέος αποτελεί ένα αμινοακυλ-tRNA. Τα σύμπλοκα αυτά σχηματίζονται με τη συμμετοχή των αμινοακυλ-tRNA συνθετα​σών. Υπάρχουν είκοσι διαφορετικές αμινοακυλ-tRNA συνθετάσες και κάθε μια συνδέει ένα από τα είκοσι αμινοξέα με τα συμβατά ή συγγενή tRNA. Οι αντιδράσεις που οδηγούν στη συγκρότηση ενός πολυπεπτιδίου διακρίνονται σε τρεις φάσεις:

Α. Κατά την πρώτη φάση, την έναρξη, η μικρή και η μεγάλη ριβοσωμική υπομονάδα συγκροτούνται σε λειτουργικό ριβόσωμα με τη συμμετοχή του mRNA και ενός εξειδικευμέ​νου tRNA που ονομάζεται εναρκτήριο tRNA. Μια σειρά από διάφορους παράγοντες έναρξης ελέγχουν και επιταχύνουν την όλη διαδικασία. Μόλις γίνει η συγκρότηση του ριβοσώματος, μαζί με το mRNA και το εναρκτήριο tRNA, αρχίζει η δεύτερη φάση.

Πώς αρχίζει η σύνθεση των πρωτεϊνών; Η απλούστερη πιθανότητα θα ήταν τα τρία πρώτα νουκλεοτίδια κάθε μορίου mRΝΑ να χρησιμεύουν ως το πρώτο κωδίκιο. Τότε δεν θα χρειαζόταν ένα ειδικό σήμα έναρξης. Ωστόσο, τα πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι η μετά​φραση δεν αρχίζει αμέσως από το 5'-άκρο του mRΝΑ Πράγματι, το προπό κωδίκιο που με​ταφράζεται βρίσκεται σχεδόν πάντοτε περισσότερο από 25 νουκλεοτίδια μακριά από το 5 -άκρο. Επιπλέον, στα προκαρυωτικά κύτταρα πολλά μόρια mRΝΑ είναι πολυκιστρονικά ή πολυγονιόιακά δηλαδή κωδικεύουν δύο ή περισσότερες πολυπεπτίόικές αλυσίδες. Παραδείγ​ματος χάριν, ένα μόνο μόριο mRΝΑ μήκους 7000 περίπου νουκλεοτιδίων καθορίζει πέντε ένζυμα της βιοσυνθετικής πορείας της θρυπτοφάνης στην Ε. Coli. Κάθε μία από αυτές τις πέντε πρωτεΐνες έχει τα δικά της σημεία έναρξης και τερματισμού στο mRΝΑ. Πράγματι, όλα τα γνωστά μόρια mRΝΑ περιέχουν σήματα τα οποία προσδιορίζουν την αρχή και το τέ​λος κάθε κωδικευόμενης πολυπεπτιδικής αλυσίδας.

Μια ένδειξη για τον μηχανισμό έναρξης ήταν η ανακάλυψη ότι τα μισά σχεδόν από τα αμινο-τελικά αμινοξέα των πρωτεΐνών της Ε Coli είναι μεθειονίνη. Πράγματι, το εναρκτήριο κωδίκιο στο mRΝΑ είναι ΑUG (μεθειονίνη). ή πολύ σπανιότερα GUG (βαλίνη). Ποιά πρό​σθετα σήματα είναι απαραίτητα ώστε να προκύψει μια εξειδικευμένη θέση έναρξης τη; μετά​φρασης; Το πρώτο βήμα για την απάντηση στο ερώτημα αυτό ήταν η απομόνωση της περιο​χής έναρξης από έναν αριθμό μορίων mRΝΑ. Η απομόνωστη επιτεύχθηκε με τη χρήση πα​γκρεατικής ριβονουκλεάσης για την πέψη συμπλοκών m RΝΑ ριβοσωμάτων (τα οποία σχη​ματίστηκαν υπό συνθήκες έναρξης της σύνθεσης αλλά όχι επιμήκυνσης). Σε κάθε μία από τις περιπτώσεις αυτές, μια αλληλουχία 30 περίπου νουκλεοτιδίων προστατευόταν από την πέψη. Όπως αναμενόταν, κάθε περιοχή έναρξης έχει ένα κωδίκιο AUG (ή GUG) (Εικόνα 15 ). Επι-πλέον. κάθε περιοχή έναρξης έχει μια αλληλουχία πλούσια σε πουρίνες, κεντραρισμένη στην περιοχή που βρίσκεται 10 περίπου νουκλεοτίδια από το κωδίκιο έναρξης προς τη μεριά του 5 -άκρου. [18]
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Εικόνα 15 Περιοχές έναρξης. Αλληλουχίες mRNA περιοχών έναρξης της σύνθεσης πρωτεϊνών μερικών βακτηριακών και ιϊκων μορίων mRNA Η σύγκριση των αλληλου​χιών αυτών αποκαλύπτει ορισμένα επαναλαμβανόμενα χαρακτηριστικά. [18]

Ο ρόλος αυτής της πλούσιας σε πουρίνες περιοχής, η οποία ονομάζεται αλληλουχία Shine-Dalgarno, έγινε προφανής όταν διαλευκάνθηκε η αλληλουχία του rRΝΑ 16 S. Το 3-άκρο αυτού του συστατικ`ού rRNA της υπομονάδας 30 S περιέχει μια αλληλουχία μερικών βάσεων που είναι συμπληρωματικές με την πλούσια σε πουρίνες περιοχή των θέσεων έναρ​ξης των μορίων. mRΝΑ Μεταλλαξιγένεση της αλληλουχίας CCUCC κοντά στο 3'-άκρο του rRNA 16 S σε ACACA παρεμποδίζει σε αξιοσημείωτο βαθμό την αναγνώριση των περιοχών έναρξης του mRΝΑ. Αυτή και άλλες ενδείξεις δείχνουν ότι η περιοχή έναρξης του mRΝΑ δεσμεύεται με το rRNA 16 S πολύ κοντά στο 3' άκρο του. Ο αριθμός των ζευγών βάσεων που συνδέουν το mRΝΑ και το rRNA 16 S ποικίλλει από τρεις έως εννέα. Επομένως, δύο είδη αλληλεπιδράσεων προσδιορίζουν το πού αρχίζει η σύνθεση πρωτεϊνών: (1) το ζευγάρωμα βάσεων του m RΝΑ με το 3'-άκρο του rRΝΑ 16 S και (2) το ζευγάρωμα του κωδικίου έναρ​ξης του mRΝΑ με το αντικωδίκιο του μορίου του εναρκτήριου tRNA.[18]

Β. Κατά τη δεύτερη φάση, την επιμήκυνση, αμινοακυλ-tRNA συνδέονται στο ριβό​σωμα μ’ ένα συγκεκριμένο τρόπο που καθορίζεται από την αλληλουχία των βάσεων του mRNA. Η όλη διαδικασία επιταχύνεται από παράγοντες επιμήκυνσης. Τα αμινοξέα μεταφέ​ρονται από τα tRNA στην αυξανόμενη πολυπεπτιδική αλυσίδα.[19]

Το καρβοξυτελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας απελευθερώνεται από το tRNA 
που βρίσκεται στη θέση Ρ και ενώνεται με πεπτιδικό δεσμό με την ελεύθερη αμινο​μάδα του αμινοξέος που μεταφέρεται από το tRNA το οποίο βρίσκεται στη θέση Α. Αυτή η κεντρική αντίδραση καταλύεται από το ένζυμο πεπτιδυλοτρανσφεράση η οποία αποτελεί τμήμα του ριβοσώματος. Στην περίπτωση αυτή, το καταλυτικό τμήμα του ριβοσώματος δεν είναι μια από τις πρωτεϊνες του αλλά ένα από τα μόρια του rRNA της μεγάλης υπομονά​δας.[20]

Η αντίδραση πεπτιδυλοτρανσφεράσης καταλύεται από το μεγάλο rRNA, το οποίο προ​σανατολίζει ακριβώς τα άτομα αλληλεπιδρώντας, επιτρέποντας την αντίδραση να προχωρή​σει. Η καταλυτική ιδιότητα του μεγάλου rRNA στα βακτήρια έχει καταδειχθεί με προσεκτική αφαίρέση της μεγάλης πλειοψηφίας της πρωτεϊνης από τις μεγάλες ριβοσωματικές υπομονά​δες. Το σχεδόν καθαρό βακτηριακό 23S rRNA μπορεί να καταλύσει μια αντίδραση πεπτιδυ​λοτρανσφεράσης μεταξύ των ανάλογων αμινοάκυλο-tRNA και πεπτιδυλ- tRNA. Η περαιτέρω υποστήριξη για τον καταλυτικό ρόλο του μεγάλου rRNA στην πρωτεϊνική σύνθεση προέρχε​ται από τις κρυσταλλογραφικές μελέτες που δείχνουν ότι καμία πρωτεϊνη δεν βρίσκεται κο​ντά στην περιοχή της σύνθεσης πεπτιδικών δεσμών στη κρυσταλλική δομή της μεγάλης βα​κτηριακής υπομονάδας.[21]

Ο κύκλος επιμήκυνσης συνεχίζεται μέχρις ότου το ριβόσωμα φτάσει στο τέλος του κωδικοποιημένου μηνύματος. Στο σημείο αυτό η διαδικασία εισέρχεται στην τρίτη και τελευ​ταία φάση.

Γ. Στην τρίτη φάση, τον τερματισμό, το mRNA και το ολοκληρωμένο πολυπεπτίδιο απελευθερώνονται και οι ριβοσωμικές υπομονάδες διαχωρίζονται. Η διαδικασία τερματισμού επιταχύνεται από παράγοντες τερματισμού.

Όλες οι φάσεις της πρωτεϊνικής σύνθεσης απαιτούν την κατανάλωση ενέργειας που προέρχεται από την υδρόλυση των ΑΤΡ και GTP. Tόσο η ΑΤΡ όσο και η GTP υδρολύονται κατά τη φάση της έναρξης. Κατά τη φάση της επιμήκυνσης υδρολύονται δύο μόρια GTP για κάθε αμινοξύ που προστίθεται στην πολυπεπτιδική αλυσίδα. Η φάση του τερματισμού απαι​τεί επίσης την υδρόλυση GTP. [19]
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