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Bevezetés

A riboszéma egy univerzalis sejtalkotd, ami kozponti szerepet jatszik az él6
szervezetekben nélkiilozhetetlen fehérjeszintézis folyamataban. Nagy mennyiségben, akar
tobb tizezres szamban el6fordul a sejtekben membrankotdtt vagy szabad allapotban.
Minden riboszomat két alegység alkot. Ezek méretiikben és funkci6jukban is kiilénboznek
egymastol. Meéretiik leirasara a Svedberg egységet hasznéljdk, és szedimentacids
tulajdonsaguk, azaz {ilepedési sebességiik alapjan kiilonitik el 6ket. (Calisto B. M., 2011.,
Krupkin, 2011.)

A kis- és nagyalegység egymashoz viszonyitott molekulatémege 1:2 aranyban oszlik meg,
mindkét alegység 60%-at RNS teszi ki, a tobbi 40%-ot fehérje alkotja. A kisalegységnek a
genetikai kod hii atirodasaban van nagy szerepe, ezenkiviil transzlacié iniciacidjaban is
részt vesz, és szelektalja a mar leforditott fehérjevazakat. Az aminosavak kozti peptidkotés
kialakitasanak katalizisét a nagyalegység végzi, ezzel hosszabbitja a proteinszintézisben

Ujonnan szintetizalodott fehérjét. (Williamson, 2009., Krupkin, 2011.)

Az el6z6ek tiikrében a prokariotak riboszémajanak két része a 30S kisalegység, és az 50S
nagyalegység. A teljes bakterialis riboszoma 70S méretli. Eukariotak 80S riboszomajanak
két alegysége 40S és 60S aranyban oszlik meg (1. dbra). A bakterialis riboszoma mérete
~2,5 MDa, az eukaridta riboszoma nagyobb, kb. 4MDa, utobbit tébb komponens alkotja,
ennek koszonhet6en biokémiai folyamatai is komplexebbek. (Calisto B. M., 2011.,

Williamson, 2009., Krupkin, 2011.)

A nukleinsavakbol all6 genetika informacié aminosavakra valé é&tirdsa a transzlacié
folyamata. A transzlacid ténylegesen a riboszoma harom tRNS kot6helyén megy végbe. Az
ehhez sziikséges genetikai informaciot az mRNS (massenger RNS) juttatja el a
riboszomaig, a fehérjéket alkotd6 aminosavakat pedig a tRNS (transfer RNS) szallitja

(Calisto B. M., 2011., Krupkin, 2011.).

A ribszoman harom kotOhely talalhaté a tRNS szamara, ezek mindkét egységen egyiitt
vannak jelen. Az A- (aminoacil/akceptor) kot6hely fogja meg a tRNS-t, a P- (peptidil)
helyen torténik az aminosavak kapcsolasa, az E- (exit) kot6hely pedig a kilépés helye. A

folyamat energiajat a guanozin-trifoszfat (GTP) biztositja (Calisto B. M., 2011., Krupkin,



2011.).

A riboszéma szerkezetének és funkcidjanak érdekessége a magas RNS tartalmaban rejlik.
Ezen sejtalkoto legfébb feladata, a fehérjeszintézis ehhez a molekulatipushoz kothet6, ami
ellentmond az altalanos szabalynak, miszerint a katalitikus folyamatok fehérjetermészetii
enzimek segitségével mennek végbe. A riboszémalis RNS-nek ez a fajta sajatossaga sok

kérdést vetett, és vet még ma is fel, a kutatok célkeresztjébe allitva ezzel a riboszémat.

(Calisto B. M., 2011.)
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1. abra: A prokariota (feliil) és eukariota (alul) alegységek oOsszehasonlitasa. Az abra
feltiinteti az alegységeket alkot6 rRNS-ek S értékeit, azok hosszat az Oket felépitd

nukleotidok szamaval, ill. az alegységekhez kot6do fehérjék szamat is. (Calisto B. M.,

2011.)



A kezdetek

Az emberiséget mindig is érdekelte a sajat, és mas él6lények testének felépitése. A
tudomany fejlédésével, és a mikroszképia megjelenésével lehet6ség nyilt belelatni

testiinkbe, sejtjeinkbe. (Puglisi, 2009.)

Az 1950-es '60-as évek molekularis-biologiajaban meghatarozo jelentoségli volt a
riboszéma felfedezése, és annak génexpresszioban jatszott szerepének leirdsa. A
riboszémat mint sejtalkotot elsé alkalommal George E. Palade roman sejtbiologus irta le
1955-ben, funkcidja ekkor még ismeretlen volt. Ezt kdvetden az '50-es '60-as években
robbanasszerlien megnétt a riboszomaval kapcsolatos kutatasok és azok eredményeinek

szama. (Puglisi, 2009.)

Crick még a felfedezés évében tisztazta, hogy a riboszoma kisalegységén 1évo trinukleotid
a genetikai kéd bazisparjaibdl szarmazo templatot felhasznalva vesz részt a polipeptidlanc
képzésében. Rakovetkez6 évben Palade és Siekeritz leirtdk, hogy a megszintetizalodott
riboszomak (egy része) a endoplazmatikus retikulumban lokalizalodik. Az
endoplazmatikus retikulum, vagy réviden csak ER egy, a sejt belsejében 1év6 6sszefiiggd
membransturktira, amelynek tobbek kozott olyan fontos biologiai folyamatokban van
szamottevo szerepe mint a lipidanyagcsere, vagy a fehérjeszintézis. 1958-ban Hoagland és
Zamecnik felfedezte az aminosavakat kovalensen kot6 ,,soluble” (old6dd) vagy sRNS-t,

mai nevén tRNS-t. (Ramakrishnan, 2009.)

A riboszémaval kapcsolatos kutatdsoknak a kezdetén mar az is tisztazodott, hogy ez a
sejtalkoté minden fajban két reverzibilisen disszocialhaté egységbdl all (Watson 1958, és
Chao 1974). Ekkorra mar az alegységek funkcioi is kezdtek letisztulni, tigymint, hogy a
kisalegység kozvetiti a kapcsolatot az mRNS és a tRNS kozott, ami végiil meghatarozza a
kész fehérjék szekvencigjat. A nagyalegység pedig a proteinlanc kialakulasat megvaldsitd

peptidkotések kialakulasat katalizalja. (Moore és Steitz, 2002.)

Az '50-es évek tuddsainak egyaltalan nem volt meglepd, hogy a riboszoma tartalmaz
fehérjét, hiszen ez katalizdlja a proteinszintézist. Ebben az id6szakban maér tudott volt
ugyanis, hogy a kiiléonb6z6 biokémiai folyamatokat katalizal6 enzimek tulajdonképpen

fehérjék. Ami a meglepetést okozta a szakmabelieknek, hogy a riboszoma RNS-t is



tartalmaz. Ennek magyardzatdra harom kiilonb6z6 hipotézist allitottak fel. (Moore és

Steitz, 2002.)

Az elso elképzelés szerint az RNS egy olyan anyag szerepét tolti be a riboszomaban, ami
meghatarozza a riboszoma altal készitett fehérje szekvenciajat. A masodik elmélet szerint
az RNS egyfajta katalizatorként miikddo strukturalis allvanyt alkot, amin a fehérjeszintézis
apparatusai gytlilnek 6ssze. A harmadik hipotézis az mondta ki, hogy az RNS kozvetleniil
jarul hozza a proteinszintézis katalitikus folyamataihoz. A masodik hipotézist nem tartottak
realisnak, ugyanis nem volt evoliicids értelme. A harmadik elméletet aggasztonak vélték,
hiszen kétségben vonta a doktrinat, miszerint az enzimek nem masok, mint fehérjék.
Amikor az mRNS 1960 koriili felfedezése véget vetett az elsd elmélet sikerének, a
harmadik teoria keriilt el6térbe. Azt, hogy az RNS-nek valdban van kémiai katalitikus
aktivitasa, csupan a 1980-as években fedezték fel (Kun, 2011), funkcionalis fontossaga

pedig csak mara lett egyértelmii. (Moore és Steitz, 2002.)

A riboszémaban 1év6 nagy mennyiségli RNS felfedezését koveten a korai '60-as évekig
sikertilt kidolgozni a transzlaci6 folyamatanak vazat. Ekkorra mar vilagossa valt, hogy az
,»soluble” RNS néven megismert tRNS meghatarozé szerepet jatszik a fehérjeszintézisben,
ezzel meger6sodtek az addigi kutatdsi eredmények, miszerint a riboszéoma a fehérjék
szintézisének helye. Bar az mRNS feladata és miikodése még nem volt teljes mértékben
ismert, mégis annak feltardsaban elért eredmények elegend6ek voltak ahhoz, hogy
ramutassanak a genetikai kéd fehérjeszintézisben jatszott meghatarozé szerepére. (Puglisi,

2009.)

A riboszéma-kutatasban nagy attérést hozd '70-es évek egyik hatalmas taldlmanya az
elektronmikroszkép (EM) volt (Puglisi, 2009). Ez a miiszer soha addig nem latott
részletességgel engedett bepillantast a sejt belsejébe. A hagyomanyos fénymikroszkopok
200-220 nm-es képfelbontasa hatart szab alkalmazhat6saguknak. El6z6ek szerint a ~200
nm-nél kdzelebbi képpontok a fénymikroszkép legjobb nagyitasanal sem kiilonithetdek el
egymastol. A sejtalkoték jelent6s része a nm-es mérettartomanyba esik (a prokariota
riboszoma pl. megkozelitleg 20 nm atmérdji (1. abra)). Ezek vizsgalatara mar joval
nagyobb felbontoképességre van sziikség, ami viszont az Abbe-képlet értelmében fiigg a
megvilagité fénysugar hullamhosszat6l (A). Minél kisebb a hulldmhossz, annal jobb a

feloldoképesség.
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A képletben a dni» a felbontasi hatart jelenti, azt a minimalis tavolsagot, amit a mikroszkép
mar két kiilonallo képpontként érzékel, és képez le. Az n a targy és az objektiv lencséje
kozti kozeg torésmutatdja. Ez a kozeg éltalaban a levegl, de 60-szoros nagyitas felett a
képalkotasi hibak kikiiszobolése érdekében immerzios olajat szoktak hasznalni, aminek
torésmutatdja egyezik a lencse torésmutatojaval. Az w a lencse félnyilasszogére utal. A
képletben lathato Osszefiiggés az uigynevezett numerikus aperturat (NA) adja
meg, ami alapvet6en meghatérozza a lencse fényerejét és felbontéképességét. (Laszlo L.,

2012.)

A fénymikroszkoép limitalt képfelbonté képességével egyiitt jaré probléma kikiiszobolésére
rendkivill jo megoldast nyujt az elektronnyalab alkalmazasa. Ennek hullamhossza
alacsonyabb a lathaté fény hullamhosszatol, és forditottan aranyos az elektronok
sebességével. Tehat minél nagyobb sebességii elektronnyalabbal sikeriil ,,megvilagitani” a

mintankat, annal nagyobb felbontasban lathatjuk. (Laszl6 L., 2012.)

Ezekben az id6kben leirasra keriilt a riboszoma kétdimenzids strukturija, és még a
haromdimenzios szerkezetér6l is sziiletett egy alacsonyabb felbontasi kép. Az els6
haromdimenziés EM felvételt Jim Lake készitette a riboszomarél 1976-ban. A '70-es évek
biokémiai kutatdsaban elért eredmények valéban csodalatosak voltak, de a
riboszomastruktira maradéktalan feltarasa még megoldasra vart. (Williamson, 2009.,
Puglisi, 2009., Ramakrishnan, 2009.)

A pontos szerkezet feltardsahoz rontgendiffrakcidt kellett volna alkalmazni, de ennek a
modszernek az egyik nehéz 1épése a megfelel6 egykristaly készitése a vizsgalando
anyagb6l. Ada Yonath, aki végiil sikeresen készitette el az els6 haromdimenzios

szerkezetfeltarast a riboszéma egy részérdl, a Magyar Tudomanyak igy nyilatkozott:

Egy biciklibaleset kovetkeztében hénapokig nem tudott laboratériumi munkat végezni,
viszont annal tobb ideje volt olvasni. Egy jegesmedvékrél szolo cikk, miszerint ezek az
allatok képesek hibernalni magukat, mik6zben elcsomagoljak riboszomaikat, honapokra
megorizve azok épségét és mitkodoképességét felkeltette Ada érdeklodését. Ez adta

Yonath-nak az otletet, hogy a Holt-tenger vidékére menjek kutatocsoportjaval
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baktériumokat izolalni. Talaltak is egy torzset, amibdl sikeriilt riboszomakristalyokat
nyerni. A kikristalyositott riboszémat aztan rontgenkrisztallografianak vetette ala, amivel
sikeriilt megallapitani annak haromdimenzios szerkezetét. (Gimes, 2012.) Egész pontosan
a Geobacillus stearothermophilus riboszomajanak 50S alegységét sikeriilt megvizsgalniuk.
Néhany évvel késébb Ada és munkatarsai altal Haloarcula marismortui-bdl kinyert 50S
riboszémakristalyokat 3 A felbontasban sikeriilt lathatéva tenni (Bohlen). A H.
marismortui egy olyan archealis szervezet, ami a magas sékoncentracioju Holt-tengerben
képes megélni. 1987-ben Marina Garber csapatanak sikeriilt Thermus thermophilus

torzsbdl izolalni mind a 30S, mind a 70S riboszomalis alegységet. (Trakhanov, 1987)



A riboszoma térszerkezete

A riboszoma strukturajanak leirasa harom kutatocsoportnak kdszonhet6. Ada E. Yonath,
Thomas A. Steitz, és Venkatamaran Ramakrishnan eredményeit 2009-ben Nobel-dijjal

jutalmaztak. (Ramakrishnan, 2010)

A kutatas kezd6 16kését Ada 1980-as riboszomakristalyositasban elért eredményi adtak
meg. Yonath ramutatott arra, hogy alacsony homérsékleten képesek biologiai kristalyok

képzddni a mintat karosité jégkristalyok kialakulasa nélkiil. (Ramakrishnan, 2010)

Béar Yonath sikerén felbuzdulva a riboszomaszerkezet maradéktalan feltarasahoz
mindhdrom kutat6 a rontgenkrisztallografidra tdmaszkodott, ami a kristalyos allapotban
1év6 riboszoma strukturdjanak atomi szinten vald vizsgalatat teszi lehetGvé, a kinyert
kristalyok néhéany tekintetben nagy kihivasokat jelentettek. A megfelel6 vizsgalat egyik
kritériuma a rendelkezésre 4all6 kristdlyok megfeleld6 mindsége, a masik pedig a
kristdlyokon torténé fazisdiffrakcio kikiiszobolése. Erre a problémara Steitz talélt
megoldast, aminek kodszonhet6en ez a fajta cryo-krisztallografias eljaras manapsag mar
rutinszerien alkalmazhat6 makromolekuldk strukturalis vizsgalataira. (Moore és Steitz,

2002.)

Ezt kovetéen, 1995-ben  Steitz  kutatocsoportjaval nekifogott a riboszoma
nagyalegységének szerkezetének feltarasahoz, mialatt Ramakrishnan a kisalegység
szerkezetének leirdsan munkalkodott. Ramakrishnan krisztallografias kutatdsa a 30S
riboszoma  strukturdjanak  leirdsaban = nagymértékben  hozzajarult a  teljes
riboszomaszerkezet, és a fehérjeszintetizalo apparatus megértéséhez. (Moore és Steitz,

2002, Ramakrishnan 2010.)



Harmojuk munkdssagat, és a riboszoma-kutatasban elért jelentds eredményeiket az alabbi

tablazat foglalja 6ssze:

1. tablazat A riboszéma szerkezetfeltarasanak térténete. (Kumar, 2010. alapjdn)

Nagy attorések a riboszoma-krisztallografiaban

1980 — Yonath els6é alkalommal izolal sikerrel kristalyos 30S riboszomalis
alegységet G. stearothermophilus-bél. Steitz és mti. megoldast taldlnak a ,fazis
problémara”.

1991 — Yonath és kollaboransai kézzéteszik a H. marismortui 50S alegységének 3
A felbontésu strukuirajat.

1999 — A sugarzasi karosodast minimalizal6 cryo-krisztallografia alkalmazasa a
riboszéma-kutatasban.

Steitz leirja a H. marismortui 50S alegységét 5 A-6s felbontasban.

T. thermophilus 30S alegységének 5,5 A felbontdsti szerkezetének leirdsa
Ramakrishnan altal, majd Yonath 4,5 A-6s felbontasa.

2000 — Steitz 2,4 A-6s felbontasu szerkezetbecslést ad a H. marismortui 50S
riboszomajarol.

T. thermophillus 30S alegységének 3 A-os felbontasu szerkezetének leirasa
Ramakrishnant6l, amit Yonath 3,2 A felbontdsti szerkezetanalizise pontositott.

2001 — Yonath leirja a Deinococcus radiodurans 50S riboszémalis alegységének
magas felbontéasu struktdrajat, ami alkalmas volt a bakterialis riboszoma célzott
antibiotikumos kezelésére.

Noller és mti. leirast adnak a T. thermophilus 70S alegységének szerkezetérdl 5,5
A-6s felbontasban, Cate és mti. pedig az E. coli-érél 3,5 A-6s felbontasban.

A bakterialis és az eukariota szervezet riboszémai az altalanos hasonlésagok mellett
hatarozott kiilonbségeket mutatnak (2. dbra). Mindkét rendszer struktirajara igaz, hogy két
eltér6 méretli alegység alkotja a szervezet Osszes riboszomajat. Ezek az egységek
funkcionalis egészet alkotnak. A két egység kozott a fizikai kapcsolatot fehérje tipusy,
ugynevezett hidak (bridge) teremtik meg, és ezek tartjdk egységben a részeket. A
riboszomak kiils6 felszinét boritdo fehérjeburok a bels6, RNS tipust, maggal van
kolcsonhatasban, ezek stabilizaljak a riboszoma szerkezetét. (Puglisi, 2009., Ben-Shem,

2011., Ban, 2000.)
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Eukariota

2. abra: A prokariota (felill) és az eukaridta (alul) riboszoma térszerkezetének
Osszehasonlitasa. A nagy- (balra), és a kisalegység (jobbra) kiilén abrazolva. (Ben-Shem,
2011.)

Az  el6z6ekben emlitett RNS-ek, és fehérjék evoliciés koruk alapjan
megkiilonboztethetéek egymastol. A konzervalt régiok az eukariotakban is valtozatlanul
jelenlévo teriileteket jelentenek (Ben-Shem, 2011.). Ilyen er6sen konzervalt régio példaul a
riboszoma kozepén talalhaté RNS tipusu erdsen konzervalt, harmadlagos kdlcsonhatasokat
tartalmaz6 mag (Ramakrishnan, 2009.), amit riboszomalis vagy rRNS-nek neveznek. Erre
a magra jellemz6 a sajatos katalitikus RNS aktivitas (Moore és Steitz 2002), tehat a

ribozim funkcié is konzervalt tulajdonsag.

A riboszoma funkcionalis és strukturalis kozpontjaban a harom tRNS-k&t6hely talalhato:
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A-, P-, és E-kot6hely. A- és P-hely egyiitt adjak a genetikai kod dekodolasaért felelds aktiv
helyet, ahol a fehérjeszintézis zajlik. A kot6helyek nem lokalizalhatéak a riboszoma kis-,
vagy nagyalegységén, mindkettOben jelen vannak, atnyulnak egyikb6l a masikba. Ismert
formajukat ténylegesen a két alegység kapcsolodasakor veszik fel. Ez a harom kotShely
képezi a riboszéma funkcionalis magjat, kémiailag RNS-tipusti molekulak. (Calisto B. M.,

2011., Krupkin, 2011., Nissen, 2000., Wilson és Cate, 2012.)

Az E — kotohely mellett, hogy képes kotni a tRNS-t, kapcsolatban van mind a kis-, mind a
nagyalegységgel, tulajdonképpen azok kozott helyezkedik el. Ezenkiviil jelentds biokémiai
bizonyitékok vannak annak igazolasara, hogy az E-kot6hely allosztérikus kapcsolatban all
az A-kotohellyel. A kutatasok szerint, a Bacteriak és Archeak 50S alegységei alapvet6
hasonlosagokat mutatnak. A két domén E-kot6helye azonban eltér egymastol. Az Archeak
riboszomalis nagyalegységén taldlhat6 egy Ld44e-nek nevezett fehérje, ami
kolcsonhatasban van az E-tRNS-kot6hellyel. Ez a protein a Bacteriakbél hianyzik, aminek
eredményeképpen a kot6dd tRNS CCA vége masféleképpen tud elhelyezédni az E-
kotohelyen. (Moore és Steitz, 2002., Fox, 2010.)

A prokaridta riboszoma 70S, kisalegysége 30S, nagyalaegysége 50S. Mindkét alegység
szerkezetében a két jelent6s szerepet jatszo molekulatipus az RNS, és a fehérje. A
bakterialis 30S kisalegység egy 16S RNS részbdl, és tovabbi 21 db fehérjébdl all. Az
alegység teljes atomi szerkezetét T. thermophillus-bol izolalt kristaly alapjan sikertilt leirni
(Trakhanov, 1987). Kiilonos jellemz6je a 30S kisalegységnek, hogy a szomszédos
riboszoma 16S RNS-ének egy karja belesiillyed az alegység P-kotGhelyébe. Ezen a
struktdran valo visszakapcsolas teszi lehetdvé a kodon-antikodon kapcsolat megteremtését.

(Puglisi, 2009., Ben-Shem, 2011., Ramakrishnan, 2009., Ban, 2000.)

Prokariotak kisalegységének strukturajan elkiilonitenek egy head és egy body régiot. Ahol
ez a kettd taldlkozik, ott talalhat6 a fehérjét is tartalmazé dekédold kozpont. Ez a centrum
teremti meg a kapcsolatot az mRINS és a tRNS kozott, olvassa az mRNS szekvenciajat, és

kontrollélja a kodon-antikodon kapcsolatokat. (Schluenzen, 2000., Moore és Steitz, 2002.)

A bakterialis riboszoma nagyalegysége két RNS-tipust részt tartalmaz, az 5S, és a 23S
RNS-t, amikhez 31 db fehérje kapcsolodik. A bels6 RNS mag kiilsd felszinét konzervalt
fehérjék diszitik. Az 50S alegység egy komplex, domének nélkiili struktira, benne
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talalhat6 a er6sen konzervalt tisztan RNS alkotta peptidil-transzferaz kdzpont, azaz a PTC.
A peptidil-transzferaz reakcié egy univerzalis nukleotidokat tartalmaz6 hasadékban megy
végbe. A PTC miikodése fiiggetlen a kornyezeti feltételektdl, képes nem-kédolt peptidek
el6allitasara is, és szamos funkci6ja még mindig ismeretlen. A PTC megfeleltethetd egy
primitiv szintetikus gépezet maradékaval, ezért ezt a kozpontot sokszor csupan csak
protoriboszomaként emlegetik. Az 50S alegység szerkezetének megismerése megerdsitette
az RNS kozponti szerepét az élet eredetében. (Calisto B. M., 2011., Williamson, 2009.,
Puglisi, 2009., Moore és Steitz, 2002., Ban, 2000., Nissen, 2000.)

A bakterialis riboszéma tovabb létezik egy tugynevezett faktor-kot§ kozpont, amin a
fehérjeszintézis alatt a zavartalan miikodéshez sziikséges faktorok lokalizalodnak. Ide
kotnek pl. a GTP-4z aktivitast elongacids faktorok, és a kiilonb6zé G-proteinek. Ennek a
régionak a szerkezete és miikodése még kevésbé ismert, ami biztos, hogy nem konzervalt

struktura. (Moore és Steitz, 2002.)

Az eukariota kis- és nagyalegység térbeli elrendez6désében markans kiilénbségek
lathatoak. A bakterialis alegységekhez hasonl6an az eukariéta egységekben is egy kozponti
RNS mag talalhato, amit kiviilr6l szdmos konzervativ és eukariota-specifikus fehérjelancok
burkolnak. Az eukari6taspecifikus tulajdonsagok alatt els6sorban a felszinen megjelend,
kizarolag eukariotakra jellemz6 fehérjerégiokat értjiikk. Ezen régiok fehérjéi nagyon jol
megkiilonboztethetéek a prokariotikus, vagy konzervalt felszini régioktdl. Méretiik és
egyéb egyedi vonasaik alapjan, mint példaul a cinkujj, az eukariota fehérjék hatarozottan
elkiilonithet6ek a prokatiota fehérjékt6l, amiket pedig a jellemz6 oldallancaik szerint lehet
szinte tokéletesen azonositani. (Ben-Shem, 2011.) A teljes 80S riboszéma részei a 40S
kisalegység, és a 60S nagyalegység. A 40S rész all egy 18S RNS tipusu alkotobol, és 33 db
fehérjébol. A stabil szerkezet megtartasa itt is a fehérjék szerepe. A nagyalegység 5S
régiojan talalhaté egy kidudorodas, vagy CP (central protuberance), ez koti, és hangolja
Ossze a két alegységet, a 40S rész feji részén at. Tovabbi kontaktpontokat alkotnak a hidak.

(Ben-Shem, 2011.).

A riboszéma kisalegységének felszinén 1év6 fehérjék koziil néhany hozzajarulhat a
transzlokacié hiiségéhez. Ilyen fehérje példaul az S2, az S5, az S8, vagy az S12 jeld
protein. Ezekbdl a fehérjékbol megkozelitdleg fél tucat mar a régmadltba is a riboszoma

feliiletének adott helyén lokalizalédott. Az evolicié soran ezek a proteinek funkcionalisan
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0sszehangolodtak, egy komplex folyamat finomhangoléasara specializalédva. Ez a folyamat
nem mas, mint a riboszéma dek6dolé mechanizmusa, ami a fehérjeszintézis pontossaganak
alapja. A dekdédolé koézpont amellett, hogy pontosan olvassa az mRNS altal szallitott
informaciot, megakadalyozhat nemkivanatos kapcsolatokat a nagyalegységgel, vagy az
iniciaciés faktorokkal. A transzlacio soran nagyalegységgel valé kapcsolatot egy RNS-

gazdag helyen 1év6 S12-es nevii fehérje teremti meg. (Schluenzen, 2000.)

Az el6z6ekbdl is latszik, hogy az 6si, minimdlis, a sziikségszer(i feladatot ellatni képes
struktirara fokozatosan pakolédtak a rendszer finomitasara szolgalo egységek. Az
eukariéta riboszoma el6djéhez képest rengeteg eukaridtaspecifikus felszini régidoval
rendelkezik. Ez az épitkezés ahhoz vezetett, hogy az eukariota riboszéma témege mintegy
40%-al nagyobb a bakteridlis riboszoma tomegénél. A Bacteria szerelvény
molekulatomege megkozelitéleg 2,5 MDa, mig az eukariotikus szerelvény

molekulatomege 4 MDa-t tesz ki. (Ben-Shem, 2011., Krupkin, 2011.)
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Ribozim
Mit keres az RNS a riboszomaban?

Az el szervezetek egyik nélkiilozhetetlen és igen sokrétli molekulatipusai a fehérjék. Ezek
kozvetitik tobbek kozétt a genomunkban meghatarozott kiils6nkre jellemz6 sajatossagokat,
vagy a benniink lezajlé biokémiai folyamatokat. A fehérjék szervezetiinkben termel&dnek,
viszont épitékoveit a kiilsé kornyezettiinkb6l kell felvenniink. A szervezetbe bekertilt
aminosavak a bélrendszerbdl felszivddva a sejtekbe jutnak, ahol tRNS molekulakhoz
kapcsolodnak, majd a fehérjeszintézis soran beépiilnek a fehérjelancba. Mindebbdl latszik

a riboszéma és biokémiai folyamatainak nélkiilozhetetlen szerepe. (Cech, 2003.)

A riboszéma szerkezetének kialakitdsdban, mint mar lattuk, fehérje- és RNS-tipusu
molekulak egyarant rész vesznek. Bar a riboszéma tdmegét nagyobb részben az RNS teszi
ki, a bakteridlis riboszomaban ez az ardny mégis csupan harom darab RNS molekulat
jelent, amig a fehérjetipusi alkotok szama meghaladja az otvenet. A nagyszamu
fehérjemolekula ellenére a riboszoma aktiv helyét paradox moédon kizarélag RNS alkotja
(Nissen, 2000). A riboszomalis RNS-t emiatt a sajatos, fehérjeenzimekhez hasonlo
katalitikus aktivitassal bir6 tulajdonsaga miatt nevezik ribozimnek. (Calisto B. M., 2011.,

Cech, 2003.)

Ugy tlinik, hogy az 6si RNS alkalmas volt a genetika informécié hordozéséra, és emellett
biokémiai folyamatok katalitikus felszinéiil is szolgalt (Kun 2011) Kezdetben még
szubsztratjai is RNS molekulak voltak, majd az egyre nagyobb szamban megjelend, és
elterjed6 aminosavakhoz alkalmazkodva egy, a peptidkotés kialakitasaért felelos gépezetté,
és ezzel egyiitt a fehérjeszintézis kozponti molekuldjava valt. (Krupkin, 2011., Cech,

2003.)

Az RNS feladata, és a riboszomadlis fehérjék szerepe

A riboszéma fehérjetipusu alkoto6i f6leg annak felszinén helyezkednek el. Egyes elméletek
szerint az evolici6 soran késébb megjelend fehérjék megprobaltdk levaltani a riboszoma
katalitikus szerepét. A riboszoma fehérjeszintézisben évmillidk 6ta betoltott szerepe kémiai
érvekkel is alatamaszthat6. Egy RNS-vilagban a riboszoma szubsztratjai szintén RNS-ek

voltak, gy mint az aminoacil-tRNS, vagy az mRNS. Egy RNS molekula j6l alkalmazhatd
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bazisparokon, bazisharmasokon, vagy egyéb reakcidkon keresztiil mas RNS molekulak

azonositasara. (Cech, 2003.)

Az RNS-en 1év6 fehérjék koziil néhanynak igen szokatlan, kigyé-szerli szerkezete van,
ezeknek nem alakult ki a térszerkezetiiket ad6 harmadlagos struktirajuk, sét, sokszor még
a H-hidak kialakitotta masodlagos szerkezetiik is hianyzik, mint példaul az o-hélix, vagy a
B-lemez. Ennek a szerkezeti egyszerliségnek, és egyben érdekességnek feltehetGen ezen
fehérjék és az rRNS-ek kozott kialakitott kolcsonhatds az oka. Bar a riboszéman
végbemend folyamatokat az RNS-ek katalizaljak, a fehérjék szerepe sem elhanyagolhato.
Kutatasok szerint, ha cstkkentjiik a riboszéman 1év6 fehérjék szamat, nem feltétleniil
tapasztalunk érdemi valtozasokat annak miikodésében. Viszont ha teljesen Kkiirtjuk a
proteineket a riboszéma felszinérél, akkor megsziinnek az rRNS-en végbemend reakcidk.
Mivel a katalitikus folyamatokhoz a fehérjéknek nincs koziik, ezért ezt a jelentséget azzal
magyarazzak, hogy fehérjék mintegy tamaszt alkotva stabilizaljak, és orientaljak az

egyébként igen laza szerkezet(i rRNS-t, segitve ezzel annak miikodését. (Cech, 2003.)

Michael Yarus 1995-ben (Welch, 1995), a riboszéma ribozim jellegének felfedezése elétt,
olyan kisérletet végzett, amellyel RNS-RNS interakciot mutatott be a transzlacios
kotohelyeken. Kisérletében a riboszoma miikddését egy inhibitor alkalmazasaval vizsgalta.
Ez az inhibitor a transzlacié folyamatanak nukleofil timadasa soran keletkez6 tetrahedral
intermedierrel volt anal6g. Az inhibitor képes kotni egy puromicin molekuldhoz, ami
tulajdonképpen egy aminosavat tartalmazo tRNS analég, és képes még kapcsolodni a CCA
szekvencidhoz. A igy kialakult CCA-foszfat-puromicin molekula a peptid-transzferaz
aktivitas inhibitoranak felel meg, és a CCA szekvencian keresztiil tulajdonképpen képes
kotni 6nmagat a nagyalaegyséhez. Yarus kisérletével bebizonyitotta, hogy ez a molekula
fehérje jelenléte nélkiil kotédik egy tisztan RNS tipusd régidhoz, ami alatamasztja a

riboszoma ribozim jellegét.

A riboszéma mai 1étének, és nagyfoki konzervaltsaganak egyik igen meggy6z6
magyarazata annak szerkezetében rejlik. A fehérjeszintézis folyamata igen komplex, a
fehérjelanc épit6koveit 6ssze kell gylijteni, a szintézis helyére kell szallitani. Ehhez gyors
mozgasu mobilis molekulakra van sziikség, és egy olyan rendszerre, ami hatékonyan tudja
befogadni ezeket az alkotdékat, hatékonyan tudja 6ket egymashoz csatolva lancca formalni,

és mindemellett a genetikai kod hiiségét is meg tudja tartani. Ezeket a feladatokat az RNS
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kiilonb6z6 valtozataival mind képes ellatni. A tRNS felel6s az aminosavak begy(ijtéséért,
megkotéséért, a tRNS amino-acilacioja az amino-acil-tRNS szintetaz enzimek végzik. A
tRNS és az mRNS bazisharmasokon (triplet) keresztiil felismerik egymast, és
kapcsolodnak, az mRNS bazissorrendje megegyezik a DNS kodolé szalanak
bazissorrendjével. Maga az rRNS pedig nagymértékii konformaciés valtozasaival lehet6vé
teszi mind az mRNS, mind pedig a tRNS megkotését, és azok dinamikus mozgatasat. Ezek
a mozgasok és képességek (és még ezeken kiviil szamos masik) mind egyiitt sziikségesek a

fehérjeszintézis zavartalan lebonyolitasaért. (Cech, 2003.)

A riboszéma miikodésének tokéletessége abbol is latszik, hogy évmillibkon keresztiil
ellendllt az evoliciés nyomasnak, és mindenfajta kornyezetvaltozas ellenére megtartotta
stabilitasat. A riboszéméban taldlhat6 rRNS kiilonlegessége abbdl fakad, hogy egy olyan
alkotojat képezi a fehérjeszintézisnek, ami az aminosavakat 6sszekapcsol6 peptidkotés
katalitikus feliiletéiil szolgal. Az RNS molekuldk nagy valtozatossaga, és olyan specifikus
tulajdonsagaik, mint példaul a genetika informacidhordozas képessége tokéletesen
alkalmassa tesznek egy RNS tipusu rendszert a fehérjeszintézisre. Mindezekbdl latszik,
hogy az rRNS egy, a prebiotikus-vilaghél fennmaradt ribozim, évmilliok tiléléje, egy

élokoviilet az RNS-vilagbol. (Krupkin, 2011.)
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A riboszoma evolucidja

A ma él6 0sszes szervezet egy valaha élt k6zos 0st6]l szarmazik. Ezt az egysejtiit a szakma
csak LUCA néven emlegeti, ami az angol ,last universal common ancestor” kifejezés
mozaikszava, magyar jelentése ,utolsé univerzalis kozos 6s”. A LUCA-ban lezajlé
transzlacios folyamatok sok résztvevobdl allhattak, komplexitasuk univerzalis lehetett,
utalva arra, hogy a fehérjeszintézis eme folyamata mar a LUCA el6tti id6kben is igen
fejlett volt. Hogy val6jdban mi volt a LUCA el6tti id6kben, azt nem egyszert
megvalaszolni. Annyi biztos, hogy a PTC, illetve a tRNS egyértelmiien a pre-LUCA-bdl
szarmazik. (Fox, 2010.)

A modern riboszoma a fehérjeszintézis katalizalasaért felel6s molekularis gépezet, a
peptidkotés kialakitdsa azonban nem biztos, hogy mindig ehhez a struktirahoz volt kétve.
A peptidkotés spontan modon nem tud létrejonni, ehhez el6tte aktivacio kell. Lehetséges,
hogy aktivalt aminosavak létrejottek prebiotikus koriilmények kozott, de fehérje enzimek
spontan létrejotte és evoliicidja erdsen vitathaté (Vasas, 2011.). Igy a fehérjék és a fehérje

szintézis eredetét valahol mashol kell keresniink.

Az élet keletkezésével kapcsolatos legéaltalanosabban elfogadott elmélet szerint az els6 é16
rendszerekben mind az informdaciéhordozas és a katalizis funkciéjat RNS molekuldk
toltotték be (Kun, 2011.). Az RNS molekuladk, az intramolekularis hidrogénhidak révén
kialakuld 6sszetett térszerkezetiiknek és oldalcsoportjaiknak koészonhet6en enzimként is
miikodhetnek. Ez az enzimfunkcié maradt meg a riboszomaban is (Moore and Steitz,
2002.). A riboszéma magja minden bizonnyal a fehérjeszintézis el6ttr6l, az RNS-vilagbol
eredeztethet6 (Fox, 2010.). A riboszoma PTC régiojaban nem talalunk fehérjéket, a
szerkezetét Mg”" interakciok stabilizaljak. A Mg** ionok fontos szerepet toltenek be szinte

minden ismert ribozim miikodésében.

A PTC szerkezete az él6lények korében, ideértve a prokariotakat, eukariotakat és a benniik
lévé mitokondriumokat is, altalanosan koézel szimmetrikus. A PTC mindkét fele
osszhangban van a két tRNS-kothellyel. Nagy meglepetést okozott a kutatok szamara,
hogy a riboszéma aszimmetrikus szerkezetében egy szinte tokéletes szimmetriaval
rendelkez6 strukturat taldltak. Ezt a furcsasagot harom faj, az Escherichia coli, a

Haloarcula marismortui, és a Deidococcus radiodurans vizsgalatai soran fedezték fel
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(Krupkin, 2011., Fox, 2010.). A PTC szokatlan struktirajanak a meg&rzddése, és a
kivételesen magas, 95% feletti szekvekciakonzervacioja is arra enged kovetkeztetni, hogy
ez a régio egy korabbi vilag maradvanya (Calisto B. M., 2011., Krupkin, 2011., Fox,
2010.).

Az, hogy az RNS-vilag mennyire fejlett lehetett még nem teljesen tisztazott. Biokémiai
akadalya nem ismert, hogy akar a mai anyagcserével osszevethetd Osszetettségli
reakciohal6zatokat katalizaljanak ribozimek. Vannak akik, példaul Fox (2010.), a mellett
érvelnek, hogy az RNS-vilag sohasem fejl6dott tovabb a 20-50 nukleotidos oligomerekbdl
allé ribozimeken, amelyekbe egy replikaz nem fér bele. Ezen allitast leginkabb az RNS

fiiggd RNS polimeraz hianyara alapozzak.

Az osszetett RNS-vilagot feltételez6k szerint a fehérjeszintézis felé vezetd evolicios tton
az elsO 1épés minden bizonnyal a genetikai kod kialakuldsa volt (Szathmary és Maynard
Smith, 2000.). Ez a 1épés mar egy anyagcseréjében Osszetett RNS-vilagban jott létre,
amelyben RNS alapi, RNS polimeraz mar létezett, s hosszabb RNS szallak masolasa, s6t
egész kromoszémak masolasa is lehetséges volt. Az aminosavak ugy johettek a képbe,
hogy énmagukban is képesek a ribozimok katalitikus képességét tovabb javitani, s egy
kisebb, RNS fogantyuhoz kapcsolva koenzimként miikddhettek. Ez az RNS fogantyd
lehetettet a tRNS &se, amelybdl duplikacidk altal a tRNS mai formaja kialakult (Tamura,
2011).

A masik elmélet szerint, amely csak igen kezdetleges ribozimeket feltételez, replikacio
nélkiil (bar péladul Kun (2011) szerint elengedhetetlen ennek az enzimfunkciénak a korai
kialakulasa) az Gsriboszoma feladata az aminosavak egymashoz fiizése volt, viszont nem
mRNS templaton, csak 6sszevissza. Az igy keletkez6 strukturalatlan fehérjék a szerkezet
stabilitasban részt vehettek, ezzel javitva a ribozimek miikédoképességét. Ez a
gondolatmenet ramutat, hogy bar a jelenkori szervezetekben a D-izomer(i cukorral
rendelkez6 kirdlis rRNS és tRNS molekuldk a fehérjeszintézis soran szintén kiralis L-
aminosavakbdl felépiil6 fehérjéket készitenek, de a D izomert is képes kotni. A mostani
vildgban az enantioszelektivitas fontosa fehérjék harmadlagos szerkezének kialakitasanal,
ugyanis a kevert kiralitdsti aminosavak nemkivanatosak az alfa-hélixek, és béta-lemezek
felépitésében. A mai fehérjékben a D-izomer tipikusan csekély szamban van jelen, a

kizarélagossag valdsziniileg kiralitas-szelekcié eredménye. Az 6si fehérjeszintetizald
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apparatus szignifikansan kevésbé lehetett kiralitas-specifikus, mint a ma miikédd rendszer
(Fox, 2010.). A kiilénb6z6 peptidek a rendszerben kevert kiralitassal voltak jelen, de a
szintézis folyamata mdr a korai szakaszban is az L-izomerti ribozt preferalta, visszaszoritva

ezzel a D-izomer jelentdségét. (Fox, 2010.)

Az elmélet tovabbvitelében a riboszoma keletkezése 6sszefonddik a tRNS evoluicidjaval. A
riboszoma magjat két kis RNS, a PTC RNS, és tRNS alkotja. A fehérjeszintetizal6
rendszerben a peptidkotés kialakulasanak feltétele a PTC és a tRNS kozti kapcsolat
létrejotte (Fox, 2010., Tamura, 2011.). Mindkét RNS hossza kevesebb mint 100 nukleotid,
azaz talan egy kezdetleges RINS-vilagot feltételezve is létrejohettek (csak hogyan
orokithették tovabb magukat replikaz nélkiil?). Tovabba a mai PTC-t két darab L-formaju
domén alkotja, a tRNS jellemz0 térszerkezete szintén L alakd. A PTC két egysége kiilon-
kiilén hasonl6é méretli, mint egy darab tRNS molekula. Feltételezhet6en az egykori proto-
tRNS egy duplikacioval az evolicio soran egy minihélixet formalt. Ez a minihélix aztan
tovabb evolvalodott, egyes molekulak egymassal kapcsolatba lépve a PTC riboszomalis
RNS kialakitasa felé vezetd tton indultak el, masok pedig funkciondlis tRNS-é alakultak.
(Tamura, 2011.)

A tRNS-t is két domén alkotja. Az egyik L-forma révidebb karjan talalhatd, aminosavakat
vagy a peptidlancot kot6 CCA szekvenciat tartalmazza. A hosszabb karon, a masik
doménen egy antikodont tartalmazo régidé van, illetve egy hurok, ami megteremti a
kapcsolatot az mRINS-el (3. dbra). Itt megint van némi vita az irodalomban, van aki a CCA
régio Gsiségét feltételezi, s vannak, akik az antikodont tartalmazé régi6 6siségét. Az el6bbi
tamogatoi az elképzelést arra a tényre épitik, hogy a CCA domén készséggel kot
aminosavakat a ,,minihélixet” formal6 tRNS-hez. Maga az aminoacilaci6 enzim és ribozim
segitsége nélkiil is végbemehet. Mai tudasunk szerint, amikor az a bizonyos ,,minihélix”
beépiil a nagyalegységbe, akkor 6 maga vesz részt a peptidkotés kialakitasaban. (Fox,

2010.)
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3. abra: A tRNS szerkezete. Az a) kép jel6li a tRNS-ben 1év6 bazisparosodasokat, és az
mRNS-el val6 kapcsolatot a bazisharmasok alapjan, illetve a 3" végen 1évé CCA

szekvenciat, ami az aminosavakat koti. A b) képen a tRNS térszerkezete lathato.

(http://barleyworld.org)

Erdekes, hogy mindkét tRNS eredet elmélet szerint a két domén dnmagaban is elegend
volt a tRNS feladatainak ellatasahoz. A révidebb, egyszeres doménli molekulat egyszeriibb
lehetett eldallitani, mint egy némileg nagyobb méretekkel rendelkez6, bonyolultabb
szerkezetli, tobb doménes tRNS-t (Fox, 2010.). Ennek fényében felmeriil a kérdés, hogy
mégis hogyan tudnak az olyan nagy komplexitassal biré strukttrak, mint a modern tRINS-
ek, vagy a PTC RNS létrejonni, egy konkrétan miikodé6 RNS-replikaz nélkiil. Erre két
magyarazatot vetett fel Fox (2010.). A l6here alakii tRNS-nél megfigyelték, hogy direkt
duplikacioval is létrejohet és igy végsO szerkezete kialakithaté a megfelelé stem loop
struktarak ligaciojaval. Ennek bizonyitasara a kutatok az 6sszes ma lathato tercier tRNS
kolcsonhatast 1étre tudtdk hozni két megfelel6 stem loop ©sszeligalasaval. Az RNS-ek
el6allitasanak masik modja a kisméreti fragmentumok hibridizacidja, aminek
eredményeképpen kis szakaszokbol felépiil6 nagy RNS molekulat kapunk. Ezek a Kkis
fragmentumok a ,,nick” nevet kaptak. Az élgvilagban ligacios tRNS el6allitasra példa az
Archea doménbe tartoz6 Nanoarchaeum equitans, aminek kiilonb6zd tRNS-ei ligacioval

alakitjak a teljes tRNS-t. Az Euglena gracillis nevii eukariota ribszomalis nagyalegysége
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14 RNS fragmentumbdl all 6ssze (Fox, 2010.).

A riboszoma evolucioéja soran, egyre komplexebb struktirak jelentek meg. Kialakult az
tRNS mai forméja és a PTC RNS jelenlegi megjelenése. A PTC a mai riboszomakban egy
univerzalisan konzervalt struktiraként jellemezhetd. Tisztan RNS tipusu, katalitikus
aktivitasi régié (Moore és Steitz, 2002.), a nagyalegység A-, és P-kot6helyét foglalja
magaba, s mint késébb latni fogjuk, az elongacié reakcidi ebben az tigynevezett peptidil-
transzferdz kozpontban mennek végbe. Térszerkezetét egyetlen egybefiiggd, hatalmas,
magaba visszafordul6 RNS-szal alkotja. Mivel fehérjét egyaltalan nem tartalmaz,
miikddésének alapja ez az egy RINS-molekula. A masodlagos struktiira elemzései azt
mutatjak, hogy a nagyalaegység RNS-ét hat domén épiti fel, s az V. doménhez kapcsolva
foglal helyet a PTC. A kiilonboz6 tavoli régiok kozti Osszekottetések informacidkat
adhatnak a torténeti idozitésekr6l (4. dbra). Az id6sebb régioknak tobb idejiik volt
kapcsolatokat kiépiteni, integralni a strukturaban. Ezen id6s régiok atfedései kirajzolnak
egy minimalis, 6si magot. A kapcsolatok feltérképezése alapjan a nagyalegység IV., V., és
II. doménjei egyarant nagyon dregnek mindsiilnek, de koziiliik a II. domén a legid6sebb.

Az interakcok szerint a PTC régio szintén tekintélyes evolticios korral bir. (Fox, 2010.)

4. abra: Bal oldalon az eukariéra riboszéma kapcsolatrendszere lathat6, az abra jobb
oldalan pedig a prokariota riboszomaé. A szines téglalapok RINS-tipusi molekuldkat

jelolnek, a korok egy-egy fehérjével azonosak. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Az el6z6ekbdl az latszik hogy az RNS esszencidlisan csak minimalis valtozékonysagu
régiokbdl épiil fel. Ez alél a GTPaz régié mutat kivételt, ugyanis ez a fehérjeszintézis alatt
konformacios valtozdsokon megy keresztiil, igy nincs kolcsonhatasban maés régidkkal. A
GTPaz nagyalaegységhez val6 hozzaadasa a LUCA iddszak végére tehetd. A rendszer
ezzel az enzimmel val6 kiegészitése lehet6vé tette, hogy a riboszoma egy aktivalt
folyamatok ellendrzésére, és direkt mozgasra képes mechanikus munkat végz6 molekularis

méret(i struktura legyen. (Fox, 2010.)

Az mRNS mai formdjanak kialakulasa egy ,rogzitési” RNS-el vette kezdetét. EbbGl
késébb egy templat-RNS evolvalédott, végiil pedig az mRNS. A kisalegység Gse
feltehet6leg a pre-LUCA id6szakbél szarmazik. (Fox, 2010.)

A poszt-LUCA-ba fordul6 id6kig a riboszoma evolicidjanak jelentds része mar lezajlott. A
riboszoma finomitasara szolgalé utols6 1épések kozé tartozik az E-kotShely létrejotte,
illetve az L1 fehérjével valo kibGviilése. A riboszoma A-, és P-tRNS-kotShelye
fehérjekapcsolataikbol itélve evoluciosan 6sibb az E-helynél, az E-kot6hely feltehetGen
poszt-LUCA eredet(i. A kutatok az E-, és P-kotShelyet tiizetesebben atvizsgalva a protein-
RNS mimikri figyelemre mélté példajat tartak fel. A P-hely tRNS-e interakciéban van a
kisalegység H30 nevezetli hélix-strukturajaval, és hasonlé kapcsolat figyelhet6 meg az E-

kotbhely és egy S7 nevii protein kozott. (Schluenzen és mtsai., 2000., Fox, 2010.)

Ha a kezdetekben a primitiv riboszéma csupan RNS-t tartalmazott és a bioszintézis
folyamata csupan két tRNS molekulat kivant meg, név szerint az A- és P-kot6helyet, akkor
lehet, hogy az S7 a riboszéma felszinével kontaktusba kertilve 1ij funkciét kdlcsonzott egy
régiojanak, kialakitva ezzel az E-kot6helyet. Ezzel egyiitt harmadik tRNS-kot6 poziciova
evolvalodott. Az S7 fehérje valtozadsai finomithattdk az E-kotGhelyet, ami aztan
asszisztalhat az ujonnan szintetizdlédott fehérjelanc poszt-transzlokacios kilépéséhez a

riboszomabol. (Schluenzen és mtsai., 2000.)

A fentebb vazolt evolicios tt, minél koézelebb keriiliink a jelenhez, annal tobb evidenciat
mutat. Korai szakaszai még megosztjdk a tudds tarsadalmat, itt féleg a riboszéméaval
foglalkozok altal elGvezetett elméletre Osszpontositottam. Az 0Osszetett RINS-vilagot
feltételez6k szerint a riboszoma késén jelent meg, amikorra az RNS-vilag készen allt, hogy

atadja helyét az RNS-fehérje vildgnak. Az RNS-vilag és a kezdetleges riboszoma kozotti
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evoluciés ut koriili tisztazatlansagoktol fiiggetleniil két dolog biztosnak tlinik: (1) A
biokémiai reakciokat ma alapvet&en fehérjék végzik, ez alél altalanossagban csak az rRNS
kivétel. Bar ismeriink mas, természetes RNS enzimeket (ribozimeket) is, azok taxonomiai
eloszlasa korlatozott. Bar mesterséges szelekcioval rengeteg fajta ribozimot létrehoztak, s
igy az RNS-ek katalitikus repertoarja bizonyitottan széles (Lilley, 2011.), az aminosavak
valtozatosabb oldallancai tobbféle fehérje szerkezet és kémiai kornyezet kialakitdsara ad
lehet6séget. A fehérje enzimek nagyobb katalitikus aktivitdsa és szélesebb enzimatikus
repertoarja magyarazza, hogy milyen szelekci6s nyomas vezetett elterjedésiikhdz a
ribozimek rovasara. (2) A riboszéma minden él6 szervezetben jelen van, s mindegyikben
az RNS rész végzi a peptidil transzfert. Magjanak szerkezete és miikodése az RNS-vilag

o

végétol, minden bizonnyal joval a LUCA el6ttdl valtozatlan.
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A végso feladat, a fehérjeszintézis

A riboszoma kozponti szerepet jatszik az €16 organizmusok biokémiajaban. Ez a sejtalkoto
végzi a szervezet fehérjéinek szintézisét. A négyféle nukleinsavbol felépiilé genetikai kod
szekvenciaja hdszféle aminosavat tartalmazo fehérjelancca forditddik le Ez a folyamat a
DNS-ben tarolt informacid leforditasanak megfelelGen a transzlacioé nevet kapta. (Calisto
B. M., 2011.) A folyamatban, f6 komponensként, a riboszoma mellett az mRNS és a tRNS-

ek vesznek részt.

A riboszomalis alegységek a sejtben, ha nem megy végbe rajtuk a fehérjeszintézis, nem
komplexet alkotva vannak jelen, hanem disszocialt allapotban. A részek a fehérjeszintézis

kezdetekor kapcsolodnak egymashoz. (Moore és Steitz, 2002.)

A dupla-szali DNS egyik szala hordozza éltalaban az informaciot (egyes baktériumokban
és virusokban mindkét szél hordozhat informaciot). Az informéacios szallal azonos mRNS
(eukariotakban a pre-mRNS) a komplementer szal atirasaval kaphat6. Eukariotakban a pre-
mRNS-bdl az intronok kivagasaval kapjuk a végsd, érett mRNS szalat. Az mRNS tripletjei
hordozzak a szintetizal6do fehérje szekvencia sorrendjére vonatkoz6 informaciot. (Moore

és Steitz, 2002.)

A transzlacio masik igen fontos szerepléje a tRNS, ami az mRNS bazis-tripletjeivel
korreszpondeal6 antikodon szekvenciat tartalmaz, tovabba magan hordozza az antikodon
szekvencidnak megfelel6 aminosavat. A leforditds alapjat képezd genetikai kodot az
aminoacil-tRNS szintetdz enzimek "tudjak". Ezek az enzimek rakjak fel a megfeleld
aminosavat a megfelel6 tRNS-re, igy biztositva a genomban koédolt informacié pontos

lefordithatésagat. (Moore és Steitz, 2002)

A riboszomalis alegységek a fehérjeszintézis el6tt a sejtben disszocialt allapotban vannak
jelen, s csak a fehérjeszintézis kezdetekor kapcsolddnak egymashoz. Az mRNS koédjanak
olvasasa 5' — 3' iranyba halad, az aminosav polimer épitése a N-terminalistél a C-terminalis

felé zajlik. (Moore és Steitz, 2002.)

A transzlacié harom részfolyamatbdl tevédik Ossze: Az iniciacié, mint neve is mutatja a
szintézis kezdeti lépését adja meg, inicidlja a folyamatot. Prokariétdkban az mRNS

START-kodonja el6tt nagyjabol 5-9 nukleotiddal talalhaté a 7 nukleotidbdl all6 jellegzetes
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AGGAGGU Shine-Dalgarno szekvencia (SD, szerepére John Shine, és Lynn Dalgarno tett
javaslatot), ami az antikodon szekvenciajaval kotésben segiti az iniciacios-kodon koriili

preiniciacios komplex kialakulasat. (Nakagawaa, 2010.)

Eukariotakban az iniciaci6 masképp zajlik. A kisalegységhez kapcsolodik egy metionin
aminosavat tartalmazé aminoacil-tRNS molekula. Aminoacil-tRNS-bél egy-egy sejtben
rengeteg van, alapvetd szubsztratja a transzlacionak. Eltéré szekvenciakkal rendelkeznek,
viszont molekulatomegiik, masodlagos strukturajuk (egyes oldalagakban levd kisebb
eltérésekkel), és L alakud harmadlagos szerkezetiik megegyezik. Ezek a tRNS-ek hordozzak
magukon a fehérjéket felépit6 aminosavakat. A kisalegység és tRNS kapcsolodasat
kovetden a komplex talalkozik az mRNS szallal, és reakcioba lép vele A kapcsolat az L
alaku (kett6s hélix) aminoacil-tRNS struktura hosszabb szaranak disztalis végén 1évo
antikodon szekvencia, és az mRNS kodon szekvenciaja kozott jon létre. A fehérjeszintézis
kezd6 START kodonja minden esetben a metionin aminosavat (Met) kodolé AUG
bazisharmas. Az aminosav és a tRNS kozti kétést az aminoacil-tRNS-szintetaz katalizalja,
észter kotés kialakitasaval. Ha a metionint hordoz6 tRNS sikeresen hozzakét egy mRNS
START-kodonjahoz, akkor a riboszéma kisalegysége asszocial a nagyalegységgel. Ez a
kolcsonhatas az L-formaja tRNS roévidebb karjanak disztalis végén 1évé CCA
szekvencianak koszonhet6. Ekkor kezd6dik meg a tényleges fehérjeszintézis. (Moore és

Steitz, 2002., Nakagawaa, 2010.)

A transzlaci6 masodik szakasza az elongaci6. Ebben a szakaszban ujabb és ujabb
aminosavakat tartalmaz6 tRNS molekulak 1épnek be a komplexbe, amik ha
komplementerek az mRNS bazisharmasaival, folyamataban hozzakétnek a proteinlanchoz.
Az aminosavak polimerizaciéja tulajdonképpen a riboszéma P-kot6helyén torténik,
folyamatat elongaciés faktorok segitik. A riboszémaban bent 1évé tRNS-en 1évé aminosav
kozponti alfa-C-atomja felé a masodik, belépd tRNS aminosavjanak aminocsoportja
nukleofil tdmadast intéz (5. dbra). Kolcsonhatasuk kovetkezménye egy tetrahedralis
karbonil-C intermedier, amit egy oxianion stabilizdl. Ebben az allapotban H'-mozgéas
torténik az 4j, A-helyen 1év6 tRNS aminosavja fel6l a régi, P-helyen kotott tRNS iranyaba.
Ezek a reakciok az el6z6ekben mar emlitett PTC-ben mennek végbe a nagyalegységen.

(Moore és Steitz, 2002., Nissen, 2000., Nakagawaa, 2010.)

26



0” “{RNA 0" “tRNA

5. abra: A nukleofil tiamadas mechanizmusa. Az abran jol latszik, ahogy az tjjonnan belép6
aminosav (piros) aminocsoportja tamadast indit a mar bent 1év6 aminosav (kék) a-

szénatomja felé. (Tamura, 2011.)

A folyamat kovetkez6 1épéseként a P-n 1évd tRNS deacilalédik, és tovabblép az E-
kotohelyre, ahol kilép a rendszerb6l. Az aminosavak egymashoz kapcsolodnak,
hosszabbitva ezzel a fehérjelancot. Ahogy felszabadul a P-hely, az A-helyen kotott tRNS
tovabblép a P-kotéhelyre, a riboszéma pedig harom nukleotiddal tovabbhiizza az mRINS-t,
szabadda téve ezzel az A-kotGhelyet egy ujabb tRNS belépéséhez. Mindekdzben a
fehérjelanc hosszabbitasat elongacios faktorok szabalyozzak. (Moore és Steitz, 2002.,

Nissen, 2000.)

A harmadik, végs6 szakasz a terminacié. Az mRNS szalon haromféle ugynevezett STOP-
kodon egyike szerepel, ezek a szintézis végét jelentik. Amikor a riboszoma egy ilyen
STOP-ot kédolé bazisharmashoz ér, megakad, egyik tRNS antikodonja sem komplementer
ezzel a triplettel. Ekkor egy terminaciés faktor kot a riboszémahoz. Ez megvaltoztatja az
aktiv hely konformacidjat, és segiti az Gjonnan szintetizalodott polipeptidlanc levalasat a
riboszomarol. A folyamat befejeztével az alegységek disszocidlnak. A kisalegység
Ujratoltédik metionint tartalmazo tRNS-el, a szintézisben rész vevé partikularis fehérjék
pedig visszatérnek kiindulasi helyiikre, lehet6vé téve ezzel egy 1j transzlaci6 folyamat
kezdetét. Az tjonnan szintetizalédott fehérjelanc egy kb. 100 A széles alagiton keresztiil
tavozik a riboszdmabdl a nagyalegységen. A fehérjeszintézis energiaigényét a guanozin-

trifoszfat bontasa fedezi. (Calisto B. M., 2011., Puglisi, 2009.)
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Kovetkeztetések

A foldi élet kialakulasa egy hosszu és maig feltaratlan folyamat. Nehéz ugyan elképzelni,
hogyan alakulhat él6vé az élettelen, de az biztos hogy a mai bonyolult felépitésii, komplex
biokémiai folyamatokat igényl6 szervezetek aprd, mikroszkopikus nagysagrendi
molekulakbdl nétték ki magukat. Ezek koziil a kisméretli struktirak koziil sokan tulélték a
kornyezeti viszontagsagokat, a folyamatos valtozasokat, és még a ma €16 szervezetekben is

jelen vannak. A riboszoma is ezek k6zé a molekulak kozé tartozik.

Egy wvalaha volt RNS-vilagban prebiotikus koriilmények kozott a nukleinsavak
felépitéséhez sziikséges épitdkovek mar hozzaférhetdek voltak. Ezek kezdetben rovid RNS
molekulakka allhattak 6ssze, majd oligonukleotidot képezve makromolekulakka alakultak,
végiill pedig kialakultak a katalitikus aktivitdassal rendelkezd prebiotikus gépezetek.
Egyikiik, a riboszéma a fehérjeszintézis apparatusava fejlédott, és hatékonysaganak, illetve
stabilitdsanak koszénhet6en, még ma is ez a sejtalkot6 felels az é16 rendszerek szamara

nélkiilozhetetlen fehérjék eléallitasaért.

Riboszémaval kapcsolatos kutatdsok mar az '50-60-as években is folytak, de a
szerkezetének megismerésébdl fakadé nagy eredmények csak a kozelmultban sziilettek
meg. Bar a riboszoma prebiotikus eredete mar nem kérdéses, és mar struktdrajat is szinte
maradéktalanul sikertilt leirni, egyes régiok, mint példaul a PTC funkci6inak feltarasa még
varat magara, és szintén a jovo kutatdira var még a riboszéma kiilénb6z6 evolicios

elméleteinek letisztazasa, és egy egységes kép megalkotasa.
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Osszefoglalds

A riboszoma, mint egy univerzalis sejtalkotd6 kozponti szerepet jatszik az €16
szervezetekben, feladata a fehérjeszintézis, mas néven a transzlacié. A transzlacié soran a
DNS-ben kodolt genetikai informacio forditodik le aminosavak nyelvére, ezzel fehérjéket

képezve.

A riboszomat két alegység alkotja, ezeket iilepedési sebességiik alapjan kiilonboztetik meg
egymastol. Ez alapjan a prokariotak 70S riboszomajanak két alegysége a 30S kisalegység
és az 50S nagyalegység. Eukaridtakban a 80S riboszémat egy 40S és egy 60S egység
alkotja. Ez utobbi riboszématipus mérete és tomege is nagyobb az el6bbinél, biokémiai
folyamatai komplexebbek, felépitésében tobb alkot6 vesz részt. Mindkét alegységre igaz,

hogy tomegiik 60%-at RNS alkotja, a maradék 40%-ot fehérje teszi ki.

A riboszomaban harom kot6hely alakult ki a tRNS szamara, ezek rendre az A- (aminoacil),
P- (peptidil), és E- (exit, azaz kilépés) tRNS-kot6helyek. Ezek a kotOhelyek nem
lokalizalhatoak a riboszoma egyik vagy masik alegységére, a transzlacio kezdetekor a két
alegység asszocialasaval veszik fel teljes formajukat, és mindkét alegységen egyszerre

jelen vannak.

A fehérjeszintézis soran a kisalegység magahoz koti az mRNS-t, a tRNS-ek pedig
aminosavakat szallitanak a riboszémaba. Az aminosavak kozti peptidkotés kialakulasat a
riboszéma aktiv helye katalizalja, ezt a régiot peptidil-transzferdaz kdzpontnak nevezik,
roviditve PTC. A PTC egy igen er6sen konzervalt katalitikus aktivitasu rRNS strukttira,
ribozim. Minden bizonnyal a PTC az 6si RNS-vilagbo6l szdrmazé prebiotikus kémiai
kotéseket kialakito apparatus maradvanya, ami még mindig jelen van minden mai

riboszémaban is.
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Summary

The ribosome is a cellular particle which plays a central role in all living organisms.
Ribosome is the site of protein synthesis. In this process the genetic information is decoded
into proteins. Ribosomes catalyze the formation of peptide bonds between amino acids,

and thus form the peptide chains through the process called translation.

A ribosome is composed of two subunits, a large and a small, which differ in their
sedimentation properties: In prokaryotes, the 70S ribosome is divided into the 30S and 50S
subunits, while in eucaryotes, the 80S ribosome is composed of the 40S and the 60S
subunits. Eukaryotic ribosomes are larger and contain more components, and show more
complex processes. In both subunits, about 60% of the mass corresponds to RNA, and 40%

to proteins.

Ribosomes have three binding sites for tRNA molecules: the A- (aminoacyl), P- (peptidyl)
and E- (exit) sites. The three binding sites are not located on either of the subunits. They

are formed, when the otherwise dissociated ribosome associate for protein synthesis.

During translation the small subunit bond the mRNA molecule, and tRNAs carry amino
acids to the ribosome. The peptide bond is formed in the ribosome active site, namely in
the peptidyl transferase center (PTC). It is a highly conserved region probably originating
from the RNA world. PTC is an RNA and acts as a ribozyme, it's prebiotic machine for
chemical bonding which is still functioning within all contemporary living being's

ribosome.
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