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1. Imiona i nazwisko

Agata Lucyna Starosta

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazw, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Doktor - 2012, Uniwersytet Ludwik’a-Maximillian’a w Monachium, Niemcy, Gene Center i
Wydziat Chemii, ‘Antibiotics and translation. Overcoming emerging bacterial resistance to
old and new antimicrobials.’

Magister - 2007, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
specjalizacja biochemia na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

0d 03/2018 - adiunkt, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie - kierownik Laboratorium Ekspresji Genéw w ECOTECH-
COMPLEX

02/2015 - 02 /2012 podoktorski staz naukowy / Stypendium Marii Sktodowskiej - Curie
- Horyzont 2020, Newcastle University, Centre for Bacterial Cell Biology, Wielka Brytania

02/2012 - 12/2014 podoktorski staz naukowy / Stypendium AXA Research Fund,
Uniwersytet Ludwik’a-Maximillian’a w Monachium, Niemcy, Gene Center i Wydziat Chemii

10/2007 - 01/2012 studia doktoranckie / Laboratorium doktora Daniela Wilsona,
Uniwersytet Ludwik’a-Maximillian’a w Monachium, Niemcy, Gene Center i Wydziat Chemii

4. Wskazanie osiqggniecia wynikajqcego z art. 16 ust. 2 ustawy z 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 65, poz. 595 ze zm.)

4.1 Tytut osiggniecia naukowego
Rola czynnika elongacyjnego EF-P w biosyntezie biatka.

4.2 Publikacje wchodzqgce w sktad osiggniecia naukowego

Publikacja 1: Ude, S., Lassak, ]., Starosta, A. L., Kraxenberger, T., Wilson, D. N., and Jung, K.
(2013) Translation elongation factor EF-P alleviates ribosome stalling at polyproline
stretches.

Science 339, 82-85. (IF2013= 31,477, punkty MNiSW3013 = 50, cytowane 172 razy)

Moj udziat polegat na planowaniu eksperymentow i protokotéw. Przygotowatam system
do ko-ekspresji czynnika EF-P z biatkami przeprowadzajgcymi jego modyfikacje.
Prowadzitam nadekspresje oraz oczyszczanie czynnika EF-P (modyfikowanego,
niemodyfikowanego oraz mutanty), ktére nastepnie wykorzystatam do testéw na
aktywnos¢ in vitro. Przygotowaniu konstruktéw dla réznych wariantéw biatek
posiadajgcych motyw poliprolinowy (Pro-Pro-Pro). Konstrukty te byty wykorzystane do in
vitro analizy pauzowania rybosomu oraz do testowania aktywnosci czynnika EF-P. Wyniki
te zostaly zaprezentowane na Rycinie 1F, 2C, 2D oraz 3F. Interpretowatam wyniki.
Wspotuczestniczytam w przygotowaniu tekstu manuskryptu (sekcja materiaty i metody)
oraz samodzielnie przygotowatam panel 1F, 2C, 2D oraz 3F.

Swoj udziat w w/w publikacji oceniam na 25%.
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Publikacja 2:Peil, L., Starosta, A. L., Lassak, J., Atkinson, G. C., Virumae, K., Spitzer, M.,
Tenson, T., Jung, K., Remme, J., and Wilson, D. N. (2013) Distinct XPPX sequence motifs
induce ribosome stalling, which is rescued by the translation elongation factor EF-P.

PNAS 110, 15265-15270. (IF2013= 9,809, MNiSW3013 = 45, cytowane 66 razy)

Moj udziat polegat na planowaniu eksperymentow, ekspresji i oczyszczeniu
modyfikowanego czynnika EF-P, przygotowaniu konstruktéw dla réznych wariantéw
motywu poliprolinowego (X-Pro-Pro-X) oraz przeprowadzeniu eksperymentow in vitro z
wykorzystaniem tych konstruktéw w celu okreslenia sity pauzowania rybosomu przy
braku Iub w obecnosci aktywnego EF-P. Wyniki te zostaty zaprezentowane na Rycinie 4A-
B. Interpretowatam wyniki, wspotuczestniczytam w przygotowaniu tekstu manuskryptu
(materialy i metody) oraz samodzielnie przygotowatam Ryciny 1-4i 5B, D.

Swoj udziat w w/w publikacji oceniam na 25%.

Publikacja 3: Starosta, A. L., Lassak, ], Peil, L., Atkinson, G., Virumae, K,, Tenson, T., Remme,
J, Jung, K., and Wilson, D. N. (2014) Translational stalling at polyproline-stretches is
modulated by the sequence context upstream of the stall site.

Nucleic Acids Research 42(16):10711-9. (IFzo14 = 9,112, MNiSW3014 = 40, cytowane 38

razy)
Moj udziat polegat na zaproponowaniu hipotezy badawczej. Przygotowaniu konstruktow,
ktére wykorzystatam do eksperymentéw obejmujqcych analizy in vitro translacji (in vitro
coupled transcription-translation assay) oraz analiz toe-printing. Wyniki te zostaly
zaprezentowane na Rycinie 1C, 2 oraz 3. Interpretowatam wyniki. Przygotowatam tekst
manuskryptu oraz Ryciny 1-41 S1.

Swoj udziat w w/w publikacji oceniam na 60%.

Publikacja 4 : Starosta, A. L, Lassak, ], Peil, L., Atkinson, G. C., Woolstenhulme, C. J.,
Virumae, K., Buskirk, A., Tenson, T., Remme, J., Jung, K., and Wilson, D. N. (2014) A conserved
proline triplet in Val-tRNA synthetase and the origin of elongation factor P.

Cell Reports Oct 23;9(2):476-83. (IF2014= 7,407, MNiSW3014 = 35, cytowane 10 razy)

Moj udziat polegat na planowaniu eksperymentéw i protokotéw, przygotowaniu
konstruktéw dla réznych wariantéw enzymu - Syntetazy walino-tRNA, ktdre
wykorzystatam do nadekspresji i oczyszczania biatka rekombinowanego. Oczyszczony
dziki typ biatka, oraz mutanty (GPP, PGP, PPG, GGG, T222P, GPP/T222P, PGP/T222P)
testowatam in vitro w celu ustalenia ich aktywnosci oraz specyficznosci wzgledem réznych
aminokwasow. Wyniki te zostaly zaprezentowane na Rycinie 1F, 1G, 2 oraz 3.
Interpretowatam wyniki. Wspétuczestniczytam w przygotowaniu tekstu manuskryptu
oraz samodzielnie przygotowatam Ryciny 1-4 i abstrakt graficzny.

Swoj udziat w w/w publikacji oceniam na 60%.

4.3 Omowienie osiggniecia naukowego - celéow szczegolnych i osiggnietych
wynikow

Biosynteza biatka (translacja) jest podstawowym procesem w kazdej zZywej
komoérce. Centralnym komponentem tego procesu jest rybosom - makromolekuta,
nazywana réwniez nanomaszyna - Kktérej zadaniem jest ttumaczenie informacji
zakodowanej w matrycowym RNA (mRNA) na sekwencje aminokwasowa polipeptydu.
Rybosom bakteryjny zbudowany jest z dwdch podjednostek rybosomalnych - matej
podjednostki (30S) sktadajacej sie z 16S rRNA oraz, w przypadku bakterii, z okoto 21 biatek
rybosomalnych oraz z duzej podjednostki (50S) sktadajacej sie z 5S rRNA, 23S rRNA oraz z
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okoto 31-33 biatek rybosomalnych (Rysunek 1A-B). Obie podjednostki tworzg funkcjonalng
catos$¢ (70S) Funkcja podjednostki 30S jest dekodowanie informacji zawartej w mRNA,
natomiast podjednostka 50S posiada aktywno$¢ transferazows i bierze udziat w katalizie
wigzania peptydowego miedzy aminokwasami w rosnacym tanicuchu polipeptydowym. W
strukturze rybosomu mozemy wyrézni¢ trzy miejsca wigzania tRNA - miejsce A, P i E
(Rysunek 1C). Nowo dostarczane aminoacylowane-tRNA niosgce aminokwas jest
przytaczane do miejsca A rybosomu, peptydylowe-tRNA wigze sie w miejscu P, za$
deacetylowane tRNA - pozbawione aminokwasu, ktory ulegt przytaczeniu do tancucha
polipeptydowego - opuszczajg rybosom przez miejsce E (tzw. Exit).
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Rysunek 1. (A) Rybosom jest zbudowany z trzech czgsteczek rybosomalnego RNA oraz z okoto 50 biatek. (B) Dwie
podjednostki rybosomalne: mata 30S i duza 50S tworzq rybosom 70S. (C) Wyrdznia sie 3 miejsca wiqzania
transferowego RNA: A, Pi E.

Synteza biatka jest procesem cyklicznym, ktéry moze by¢ podzielony na cztery fazy.
W kazdym z tych krokéw zaangazowane s3a wspomagajace czynniki translacyjne, a
aktywnosci GTPaz, tzw. translacyjne GTPazy!. Synteza biatka rozpoczyna sie poprzez
utworzenie tak zwanego ,kompleksu inicjacyjnego 30S” (Rysunek 2). Czynnik inicjatorowy
3 (IF3) wigze sie do matej podjednostki rybosomu aby zapobiec przedwczesnemu
zwigzaniu sie matej podjednostki z duzg 50S2. W nastepnym etapie do kompleksu dotaczaja
sie mRNA, czynniki inicjatorowe 1 (IF1) i 2 (IF2) oraz inicjatorowy fMet-tRNA. W
konicowym etapie inicjacji translacji, przylacza sie duza podjednostka rybosomowa, w
rezultacie czego, czynniki inicjatorowe opuszczaja rybosom, ktory teraz jest gotowy do
zasadniczego etapu, tj. elongacji.

Na etapie elongacji, aminoacetylowane tRNA (aa-tRNA) jest dostarczane do
rybosomu w kompleksie z czynnikime EF-Tu i w obecnosci GTP (Rysunek 2)!. Nastepuje
proces dekodowania - czyli rozpoznanie kodonu na mRNA w pozycji A rybosomu z aa-
tRNA! w celu utworzenia komplementarnego dupleksu, bedacego warunkiem poprawnego
ttumaczenia informacji z mRNA na sekwencje polipeptydowa - ktory konczy sie hydroliza
GTP do GDP oraz opuszczeniem rybosomu przez EF-Tu. Prawidlowo rozpoznane tRNA
przyjmuje wtasciwa strukture w miejscu A rybosomu, i jego fragment aminoacylowy
znajduje sie w bliskiej odlegtosci do miejsca P, w ktoérej ulokowany jest inicjatorowy fMet-
tRNA (dla pierwszego wigzania) lub polipeptydowe-tRNA rosngcego tancucha
aminokwasowego. Nastepuje spontaniczne utworzenie wigzania peptydowego w centrum
peptydylowym rybosomu (PTC), a nastepnie ma miejsce translokacja, czyli przesuniecie
tRNA oraz mRNA o jeden kodon, proces zachodzacy przy udziale tanslacyjnej GTPazy
czynnika elongacyjnego EF-G. Po translokacji miejsce A jest puste i rybosom jest gotowy do
nowej rundy dekodowania, w cyklu elongacyjnym. Obecno$¢ kodonu stop w centrum
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dekodujacym jest sygnatem do nastepnego kroku w biosyntezie biatka, tj. terminacji
procesu translacji. Kodon stop jest rozpoznawany przez biatkowy czynnik uwalniajacy RF1
- rozpoznajacy kodony UAA/UAG czy RF2 - rozpoznajacy kodony UAA/UGAS3, ktéry wiaze
sie w miejsce A rybosomu i posredniczy w hydrolizie nowo utworzonego tancucha
polipeptydowego z tRNA (Rysunek 2)*. Nastepnie, czynnik GTPazowy RF3 pomaga
destabilizowa¢ wigzanie RF1/2 na rybosomie, przez co promuje jego dysocjacje z
rybosomus-7. ,Pusty” rybosom ulega rozdysocjowaniu na podjednostki z pomoca
rybosomalnego czynnika uwalniajacego RRF (ang. ribosome release factor) oraz GTPazy EF-
G, czego konsekwencja jest uwolnienie podjednostek, ktére moga rozpocza¢ nowy cykl
biosyntezy biatka (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Proces biosyntezy biatka jest procesem cyklicznym, sktadajqgcym sie z etapéw Inicjacji, Elongacji,
Terminacji i Recyklingu. Zmodyfikowane Zrédtos..

Proces biosyntezy biatka jest jednym z najczestszych elementéw metabolicznych
komorki bakteryjnej na ktéry dziataja antybiotyki. W grupie stosowanych obecnie
antybiotykéw wyrdznia sie wiele grup inhibitoréw wzrostu bakterii, ktére zaburzaja proces
translacji na wielu jego etapach. Antybiotyki, w zalezno$ci od miejsca wigzania sie do
rybosomu, mozemy podzieli¢ je na: (I) blokujgce funkcje matej podjednostki — blokujgce
proces dekodowania, przykltadowo: tetracykliny, aminoglikozydy (kanamycyna,
neomycyna), oraz (II) wigzace sie do duzej podjednostki - blokujgce funkcje centrum
peptydylo-transferazowego, na przyklad: chloramfenikol, linezolid, hygromycyna A, -
blokujece tunel wyjscia tanicuch polipeptydowego, na przyktad makrolidy (erytromycyna,
azytromycyna), linkozamidy (klindomycyna) lub dziatajace na centrum GTPazowe
(tiopeptydy - tiostrepton)s-19,
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Czynnik elongacyjny EF-P

Obok klasycznych czynnikdéw zaangazowanych w translacje: czynniki inicjatorowe,
elongacyjne i terminujgce biosynteze biatka, wyr6zniamy szereg czynnikéw
wspomagajacych aparat translacyjny, zwtaszcza w warunkach stresowych. I tak, czynnik
RelA wiaze sie do rybosomu i generuje alarmon ppGpp w czasie niedoboru substancji
odzywczych, czynniki takie jak RelE, pY, RMF, HPF i EttA wigza sie do rybosomu w
niekorzystnych warunkach dla wzrostu komérki by wytgczy¢ funkcje rybosomu, funkcja
czynnikow LepA i BipA jest wigzana z re-programowaniem translacji, czynniki TetM i FusB
pomagajg niwelowa¢ skutki obecnosci antybiotykéw (omoéwione szczegétowo przez!l). Do
grona wyspecjalizowanych czynnikéw translacyjnych nalezy réwniez czynnik elongacyjny
EF-P.

Czynnik elongacyjny EF-P zostal odkryty w latach 70-tych, jako rozpuszczalne
biatko, ktore wigze sie do rybosomu i stymuluje tworzenie wigzania peptydowego -
mierzonego jako transfer fMet na antybiotyk puromycynel2. Nastepnie pokazano, zZe
czynnik EF-P stymuluje réwniez transfer fMet na pochodne aminokwaséw skoniugowane z
cytydyna i adenozyng (CA), tak zwane analogi konca 3’ aa-tRNA13. Wiasciwosci
stymulowania formowania wigzania peptydowego byly odwrotnie proporcjonalne do
rozmiaru taficucha bocznego testowanego aminokwasu - transfer fMet na maty aminokwas,
taki jak glicyna, byt $cisle zalezny od obecnosci EF-P, podczas gdy transfer na wieksze,
hydrofobowe aminokwasy, takie jak fenyloalanina, byt niezalezny od obecnosci czynnika
EF-P 1314, Pokazano réwniez, ze czynnik EF-P wptywa stymulujgco na translacje in vitro
natywnych mRNA1415, Czynnik EF-P wystepuje w komorkach bakteryjnych w stosunku
jedna kopia EF-P na dziesie¢ kopii rybosomulé, i wykazano Ze moze on asocjowac z
monosomami 70S, jak i z polisomami'’, Struktura 3D czynnika EF-P ujawnita trzy-
domenowg architekture tego biatka przypominajgcg klasyczny ksztatt litery L,
charakterystyczny dla tRNA18-21, z domena | nasladujaca ramie akceptorowe tRNA
(Rysunek 3A). EF-P zwigzane do rybosomu {aczy obie podjednostki i lokuje sie w pozycji
miedzy miejscem P- i E-rybosomu, natomiast domena I siega ku koncowi CCA2223
(Rysunek 3B). Analizy filogenetyczne pokazujg, ze czynnik EF-P jest konserwatywnym
biatkiem w obrebie bakteriizt. Najbardziej konserwatywnym fragmentem czynnika EF-P
jest petla w domenie I niosgca sekwencje konsensusowg KPGKG9.24 (Rysunek 3()20.2526,
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Rysunek 3. (A) Czynnik elongacyjny EF-P jest biatkiem tréjdomenowym o charakterystycznym dla tRNA ksztatcie
litery L. (B) EF-P wiqze sie do rybosomu pomiedzy miejscem P i E rybosomu. (C) Lizyna K34 czynnika elongacyjnego
EF-P ulega modyfikacji. Zmodyfikowane Zrédto??.

Modyfikacja post-translacyjna czynnika EF-P

Analizy endogennego EF-P z Escherichia coli przy uzyciu spektrometru mas ujawnity
obecno$¢ dodatkowych 144 Da sugerujac, ze lizyna 34 u E. coli jest miejscem post-
translacyjnej modyfikacjil”. U E. coli, zostat zidentyfikowany szlak modyfikacji EF-P, w
ktérym wyrdzniono trzy enzymy: YjeK (EmpB), YjeA (EmpA) oraz YfcM (EmpC) (Rysunek
4)2024-26, YjeK jest 2,3-aminomutazg lizyny i konwertuje (S)-a-lizyne na (R)-f3-lizyne26:28,
Nastepnie, YjeA posredniczy w transferze (R)-B-lizyny na lizyne K34 czynnika EF-P. Co
ciekawe, YjeA jest homologiem syntetazy lizylo-tRNA, ale nie posiada N-terminalnej
domeny rozpoznajacej kodon24 Niemniej jednak, YjeA wykazuje analogiczng aktywnos$¢ do
syntetazy tRNA, a mianowicie aktywuje lizyne (preferencyjnie (R)-B-lizyne) czasteczka
ATP, ale zamiast transferu na tRNA20 przenosi grupe lizynowa na grupe e-amino lizyny K34
czynnika EF-P2026, W konsekwencji, lizyna K34 zostaje modyfikowana, co skutkuje
wzrostem masy czynnika EF-P o 128 Dalton6w?202526, Ten model jest w zgodzie z
eksperymentami pokazujacymi, Ze YjeK wzmacnia aktywnos$¢ YjeA in vivo2029, In vitro (R)-
B-lizyna jest 100-krotnie lepszym substratem dla YjeA niz a-lizyna30. Ostatni krok szlaku
modyfikacji EF-P u E. coli jest prowadzony przez YfcM, ktéry hydroksyluje wegiel-5 (C5)
lizynylowanej lizyny K34, co skutkuje wzrostem masy modyfikacji o 16 Da. Masa
ostatecznej modyfikacji czynnika EF-P wynosi 144 Da26, co jest zgodne z analizami
endogennego biatkal7.26, Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze endogenne EF-P posiada
unikalng modyfikacje €(R)-B-lizylo-hydroksylizyna (ang. ¢(R)-B-lysyl-hydroxylysine).
Podczas gdy wiekszo$¢ bakterii posiada silnie konserwatywna lizyne na pozycji
analogicznej do K34 czynnika EF-P u E. coli, analizy genetyczne pokazuja brak genéw dla
YjeA oraz YjeK u wielu grup bakterii24, co sugeruje brak lizynylacji EF-P u tych organizmoéw.
Co wiecej, wystepuje populacja bakterii takich jak Thermus thermophilus czy Pseudomonas
aeruginosa, ktére w miejscu lizyny posiadajq arginine.

Liz LizpLiz LizpLiz
YieA .
. S OH
(R)-B-Lizyna YfcM
Yiek
EF-P Gralzna g p EF-P

Rysunek 4. Lizyna 34 czynnika elongacyjnego EF-P z bakterii Escherichia coli jest modyfikowany €(R)-[3-lizylo-
hydroksylizynq. Zmodyfikowane Zrédto?’.
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Wiqzanie peptydowe

Tworzenie wigzania peptydowego ma miejsce w centrum peptydylowo-
transferazowym duzej podjednostki. Jest to reakcja miedzy peptydyl-tRNA w miejscu P-
rybosomu oraz nowo dostarczonym aa-tRNA w miejscu A-rybosomu. Nastepuje atak
nukleofilowy a-amino-grupy aa-tRNA na grupe karbonylowg peptydylo-tRNA W
konsekwencji prowadzi to do wydtuzenia o jeden aminokwas peptydylowego-tRNA w
miejscu A rybosomu oraz deacetylacji tRNA w miejscu P3132, Nie wszystkie aminokwasy sa
wlaczane do rosngcego tancucha polipeptydowego z t3 samg szybkoscig. Szczegdlnym
odstepstwem jest prolina (Pro), ktdéra jest unikalna spos$réd dwudziestu aminokwaséw
poprzez posiadanie pierScienia pyrrolidynowego, taczacego wegiel o (Ca) z azotem grupy
aminowe;j. Bedac imino- a nie aminokwasem (Rysunek 5A), prolina jest stabym akceptorem
grupy peptydylowej bedac w miejscu A rybosomu (Rysunek 5B,C). Jak wykazano,
katalizowany w procesie formowania wigzania peptydowego przez rybosom transfer grupy
peptydylowej do Pro-tRNAPr jest najwolniejszy ze wszystkich aminokwaséw 3334, Co
wiecej, Pro jest rowniez stabym donorem aminokwasu gdy znajduje sie w miejscu P-
rybosomu (Rysunek 5B,()35-38, Co wiecej, niska reaktywno$¢ Pro-tRNAPre nie jest zalezna od
pochodzenia tRNA lub kodonu dla proliny w mRNA, ale raczej od wtasciwosci pierScienia
proliny37:38, Charakterystyczne wtasciwo$ci chemiczne Pro powoduja, Ze w nieoptymalnym
kontekscie Pro moze znaczaco zredukowal szybkos$¢ biosyntezy biatka lub nawet
spowodowac¢ zatrzymanie rybosomu - tak zwany ,stalling” rybosomalny.

A B C
Prolina (
HO.___0O 0. 0 '
O 0 o
N N\_/ ‘
N

=,

Rysunek 5. (A) Prolina jest iminokwasem. (B-C) wiqzanie peptydowe pomiedzy dwiema prolinami. Zmodyfikowane
Zrodto?’.

Funkcja czynnika elongacyjnego EF-P (Artykut 1)

Pomimo dekad badan nad rolg czynnika elongacyjnego EF-P, rola tego biatka w
translacji pozostata nieodkryta az do 2013 roku, gdy to grupy Profesor Kirsten Jung oraz
doktora Daniela Wilsona - w ktérych bratam aktywny udziat - oraz niezaleznie, zesp6t
Profesor Mariny Rodniny, przedstawily model wptywu EF-P na biosynteze sekwencji
poliprolinowych w syntetyzowanym polipeptydzie3539, EF-P nie jest biatkiem niezbednym
do przezycia w warunkach optymalnych dla wzrostu, ale by przetrwa¢ zmienne warunki
Srodowiskowe, bakterie przechodzg adaptacje, ktéra czesto oznacza indukcje ekspresji
wyspecjalizowanych biatek. I tak, zaobserwowano, ze delecja genu kodujacego efp, badz
jednego z enzymdéw modyfikujacych EF-P - yjeK, yjeA - prowadzi do defektow: we wzroscie
bakterii4041zdolno$ci adaptacyjnych#2, integralnos$ci bton komérkowych4041, odpowiedzi na
stres39, sporulacji*3, motoryce*14445, wywiera liczne efekty fenotypowe oraz wptywa na
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zmiany w opornos$ci na antybiotyki, zdolno$¢ kolonizacji i wirulencje2540.46-50, Nie mniej

jednak, wiedza ta nie dawata jednoznacznej odpowiedzi odnosnie funkcji czynnika EF-P.
A
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CadC
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Rysunek 6. (A) CadC jest biatkiem trans-membranowym z cytoplazmatyczng domenq wiqzqcq DNA oraz
peryplazmatyczng domenq monitorujgcqg zmiany pH. (B) Relatywna aktywnos¢ CadA. (C) Relatywna aktywnos¢
chimery [-galaktozydazy z pierwszymi 2, 30, 66, 100, 108, 131 lub 158 aminokwasami z CadC. (D) Aktywnos¢
chimery f-galaktozydazy z pierwszymi 30-tu aminokwasami z CadC i poprzedzonych 1, 2, 3, 4 lub 5xPro.
Zmodyfikowane Zrédto3.

Przetomem w rozumieniu mechanizmu funkcjonowania EF-P nastgpit w czasie badan
nad receptorem pH - CadC, ktérego zadaniem jest regulacja odpowiedzi na stres zwigzany
z zakwaszeniem $rodowiska. CadC jest biatkiem membranowym, ktére posiada domene
petnigca funkcje sensora niskiego pH oraz wysokiego stezenia lizyny w $rodowisku
zewnetrznym (Rysunek 6A). Za$ swoja aktywno$¢ manifestuje poprzez domene
cytoplazmatyczng i wigze sie z aktywno$cig transkrypcyjna w indukcji operonu cadBA,
kodujacego antyporter CadB dla kadaweryny/lizyny oraz dekarboksylaze lizyny CadA.

CadC (aktywator transkrypcyjny) — antyporter CadB + dekarboksylaza lizyny CadA

W celu identyfikacji nowych elementéw regulatorowych CadC przeprowadzono
mutageneze z wykorzystaniem transpozonu i zidentyfikowano sekwencje w genie yjeK
dajacg negatywny fenotyp CadA — ktérego miarg jest dekarboksylacja lizyny (Rysunek 6B)3°.
Poniewaz YjeK bierze udziat w modyfikacji czynnika elongacyjnego EF-P, przetestowano
réwniez jak delecja genéw yjeA i efp wptywa na aktywnos$¢ CadA. Konsekwentnie,
obserwowano brak aktywno$ci dekarboksylacji lizyny przez CadA. Efekt ten byt
niwelowany poprzez ekspresje odpowiedniego genu in trans (Rysunek 6B)3°. Co wiecej,
ekspresja mutanta EF-P z substytucjg lizyny K34 na alanine, nie przywracata aktywnosci
CadAs39 (Rysunek 6B). Nastepnie, sprawdzono czy obecno$¢ modyfikowanego EF-P wplywa
bezposrednio na ekspresje CadA. Uzywajac (-galaktozydazy w potgczeniu z CadA, pod
kontrolg promotora CadC zamiast natywnego promotora cadBA w celu wykluczenia
wptywu na transkrypcje cadBA. Poziom ekspresji pozostal niezmienny w szczepie z delecjg
efp w poréwnaniu do szczepu dzikiego3d. Nastepnie sprawdzono, czy efekt negatywnego
fenotypu CadA jest spowodowany obniZzeniem poziomu translacji czynnika
transkrypcyjnego CadC. Uzywajgac metody Western Blot do wykrycia biatka CadC, pokazano,
ze brak genéw kodujacych efp, yjeK lub yjeA znaczaco obniza stezenie biatka CadC w
komoérce, co w konsekwencji powoduje nizszg aktywacje operonu cadBA i negatywny
fenotyp CadA39. Sprawdzono réwniez poziom mRNA kodujacego cadC i pozostal on
niezmienny w szczepie dzikim oraz w szczepach pozbawionych efp, yjeK lub yjeA, co
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jednoznacznie wskazuje na efekt EF-P na poziomie translacyjnym a nie transkrypcyjnyms3°.
Wplyw EF-P na ekspresje CadC testowano uzywajgc hybryd wariantéw CadC o réznej
dtugosci (2-158 aminokwaso6w) i 3-galaktozydazy w celu ustalenia regionu CadC zaleznego
of EF-P (Rysunek 6C). Ekspresje tak zaprojektowanych konstruktéw prowadzono w
szczepie dzikim oraz szczepie pozbawionym efp-. Nie odnotowano réznic poziomu dla
ekspres;ji -galaktozydazy w konstruktach, gdzie wykorzystano pierwsze 2, 30, 66, 100 lub
108 aminokwaséws39. W przeciwienistwie do tego wyniku, ekspresja konstruktéow o dtugosci
131 oraz 158 byla obnizona w szczepie efp- sugerujac, ze pomiedzy aminokwasami 108 i
131 CadC znajduje sie motyw, ktorego biosynteza jest zalezna od obecno$ci czynnika EF-
P39, W rejonie tym zlokalizowany jest klaster poliprolinowy — Pro120-Pro121-Pro122-]]e123-
Pro124 - ktéry, ze wzgledu na charakter proliny bedgcej stabym substratem do tworzenia
wigzania peptydowego, sugeruje, Ze biosynteza tego fragmentu tez moze by¢
problematyczna dla maszynerii biosyntezy biatk3?. Zeby sprawdzi¢ tg hipoteze, klaster
poliprolinowy zostat zmutowany poprzez pojedyncza substytucje na pozycji 121 (PPPIP —
PAPIP) lub poprzez catkowita substytucje klastera (PPPIP — AAAIS) co spowodowato, ze
ekspresja CadC byta zalezna of EF-P w spos6b znikomy lub zaden39. Zostato to potwierdzone
metodg Western Blot wykonang na natywnym biatku z wprowadzonymi mutacjami, jak i na
aktywnosci B-galaktozydazy w formie chimery z pierwszymi 158 aminokwasami CadC oraz
odpowiednimi substytucjami klastra prolinowego3?. Aby zdefiniowa¢ minimalng
sekwencje, na ktorej nastepuje pauza rybosomalna, przetestowano konstrukt z -
galaktozydaza, gdzie enzym jest poprzedzony trzydziesto-aminokwasowym fragmentem
CadC, po ktérym umieszczono 1, 2, 3, 4 lub 5 reszt prolinowych. Mierzac aktywno$¢ §3-
galaktozydazy in vivo ustalono, Ze biosynteza co najmniej trzech nastepujacych po sobie
prolin jest $cisle zalezna od obecno$ci czynnika EF-P (Rysunek 6D).

Nastepnie przeprowadzitam analizy aktywnos$ci EF-P in vitro. W tym celu uzytam
systemu biosyntezy biatka in vitro otrzymanego na bazie oczyszczonych, podstawowych
elementéw maszynerii translacyjnej (PURExpress, New England Biolabs). Zaleta tego
systemu jest brak obecno$ci system czynnika EF-P, co umozliwia testowanie jego
aktywnos$ci w biosyntezie biatka. Monitorowano ekspresje CadC poprzez inkorporacje
radioaktywnie znakowanej [35S]-Metioniny39. Postep translacji mRNA cadC obserwowatam
na zelu poliakrylamidowym zbierajac probki w réznych odstepach czasu (Rysunek 7A).
Zaobserwowatam produkt biatkowy odpowiadajacy wielkoscig dojrzatemu biatku Cad(C, ale
jednocze$nie odnotowatam produkt o poSrednim rozmiarze, ktéry wielkos$cia odpowiadat
fragmentowi CadC, ktéry ulegt biosyntezie do Kklastera poliprolinowego, powiekszony o
20 kDa odpowiadajgce masie tRNA - innymi stowy zaobserwowatam peptydylowy-tRNA
(Rysunek 7A). Obserwacje ta potwierdzitam uzywajgc syntetycznego mRNA konczgcego sie
po kodonie Prol24, w obecnosci i przy braku nukleazy RNAzy A, ktéra usuwa tRNA z reakcji
i pozwala na obserwacje natywnego fragmentu polipeptydu. Wynik ten sugeruje pauze
rybosomu. W testach in vitro w obecnosci modyfikowanego EF-P nie zaobserwowatam
produktu posredniego, co jest w zgodzie z hipotezg, ze EF-P jest odpowiedzialny za
stymulacje biosyntezy sekwencji poliprolinowych. Zahamowania pracy rybosomu nie
obserwowatam podczas ekspresji mutantéw CadC pozbawionych klastra poliprolinowego,
niezaleznie od obecnosci lub braku EF-P w reakgji.
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Rysunek 7. (A-B) Autoradiogram Zeli poliakrylamidowych przedstawiajqcy rozdziat reakcji translacji in vitro
mRNA kodujqcego: (A) CadC lub CadC z mutacjq PPPIP::AAAIS, w obecnosci lub przy braku czynnika EF-P (B)
Lucyferazy z motywem poliprolinowym. Zaznaczono biatko petnej dtugos¢ CadC (FL) oraz peptydylowy-tRNA
produktu ,stallingu” rybosomalnego. (C) Relatywna aktywnos¢ Lucyferazy z motywem poliprolinowym w obecnos¢
wariantéw czynnika EF-P (brak modyfikacji, modyfikacja 128 Da, 144 Da, mutacja K34A). Zmodyfikowane
Zrédto3.

Aby potwierdzi¢ uniwersalny charakter zaobserwowanego zjawiska tzw. pauzy
rybosomalnej na motywach poliprolinowych, przygotowatam konstrukt genetyczny na
bazie lucyferazy (Lampyridae) z trzema prolinami na pozycjach 173-175 w sekwencji
aminokwasowej tego biatka. W przeprowadzonym tescie in vitro i przy braku EF-P
zauwazylam obecnos$¢ formy posredniej odpowiadajgcej wielko$cia fragmentowi klastra
prolinowego powiekszonego o 20 kDa charakterystycznego dla tRNA (Rysunek 7B), co
potwierdzitam uzywajac syntetycznego fragmentu mRNA konczgcego sie po kodonie Prot7s,
w obecno$ci i przy braku RNAzy A. W reakcjach gdzie EF-P bylo obecne, nie
zaobserwowatam formy posredniej, a jedynie dojrzate biatko lucyferazy (Rysunek 7B). Co
wiecej testowatam wplyw modyfikacji na aktywno$¢ stymulacji biosyntezy sekwencji
poliprolinowych. Mierzagc chemiluminescencje lucyferazy w reakcjach z EF-P: (I)
niezmodyfikowanym, (II) zmodyfikowanym przy udziale YjeK i YjeA (modyfikacja 128 Da:
€(R)-B-lizylo-lizyna) (III) zmodyfikowanym przy udziale YjeK, YjeA i YfcM (modyfikacja 144
Da: €(R)-B-lizylo-hydroksylizyng) oraz (IV) mutantem K34A (Rysunek 7()3°
zaobserwowatam wzrost chemiluminescencji lucyferazy jedynie w obecnosci
zmodyfikowanego EF-P. Odnotowatam, ze modyfikacja €(R)-B-lizylo-lizyng jest
wystarczajgca dla aktywnosci czynnika EF-P, co sugeruje, ze hydroksylacja nie jest istotna
dla aktywnosci czynnika EF-P39. Moje wyniki sg zgodne z wynikami in vivo pokazujacymi
podobny fenotyp dla delecji efp, jaki i yjeK lub yjeA. Pozwala to stwierdzi¢, ze modyfikowane
EF-P jest aktywna forma. Uniwersalno$¢ zatozenia przetestowatam réwniez dla innych
biatek z E. coli posiadajgcych klaster poliprolinowy: FIhC, Flk czy RzoR, dla ktérych réwniez
obserwowatam pauze rybosomalng na motywach poliprolinowych gdy czynnik EF-P byt
nieobecny w reakcji. Wyniki te potwierdzajg hipoteze, Ze biosynteza biatka posiadajacego
motyw poliprolinowy jest zalezna od obecnos$ci modyfikowanego czynnika EF-P w reakcji3o.
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Rysunek 8. Czynnik elongacyjny EF-P stymuluje wigzanie peptydowe miedzy prolinami poliprolinowych.
Zmodyfikowane Zrédto?’.

Podsumowujac, rolg czynnika elongacyjnego EF-P zwigzana jest z umozliwieniem
wydajnej syntezy polipeptydu zawierajacego sekwencje poliprolinowe (Rysunek 8). Gdy w
czasie biosyntezy biatka brakuje czynnika EF-P, rybosom zatrzymuje sie i nastepuje tak
zwany pauza rybosomu. Obecno$¢ czynnika EF-P w czasie biosyntezy biatka umozliwia
efektywng synteze motywéw poliprolinowych. Natomiast, jak ustalitam, aktywno$¢
czynnika EF-P jest determinowana obecnos$cig modyfikacji post-translacyjnej, co oznacza,
ze biatko bez modyfikacji nie posiada zdolno$ci stymulacji wigzania peptydowego w
sekwencjach poliprolinowych35:39,

Pauza rybosomalna na motywach diprolinowych (Artykut 2)

Analizy wykonane w grupie pod kierownictwem Profesor Mariny Rodninys35,
pokazaty ze nie tylko motyw z minimum trzema prolinami (Pro-Pro-Pro: PPP) moze
powodowac¢ pauze rybosomalng, ale rowniez dwie reszty prolinowe po ktérych nastepuje
glicyna (Pro-Pro-Gly: PPG) powoduja trudno$ci w biosyntezie biatka i pauze rybosomus3s.
Co wiecej, w badaniach in vitro w systemie pozbawionym czynnika EF-P, obserwowano
,stalling” na szeregu wariantach sekwencji prolinowych: PPA, PPD, PPN, PPW, APP oraz
WPP5L, Jednak w badaniach tych nie analizowano wplywu EF-P na biosynteze tych
motywow. Analizujgc dane z translatomu - pochodzgce z analiz aktywnie ttumaczonych
mRNA, tzw. ,ribosome profiling” — zauwazono, Ze sekwencje prolinowe takie jak PPP, PPG,
PPD czy PPE powodujg pauze rybosoméw, nawet pomimo obecnos$ci czynnika EF-P, badz
jego eukariotycznego odpowiednika [F5A5253,

W celu ustalenia roli czynnika EF-P w biosyntezie biatka u Escherichia coli
poddali$my analizie proteom wyizolowany ze szczep6éw z delecjg genu efp, yjeK, yjeA lub
yfcM, w poréwnaniu do proteomu wyizolowanego ze szczepu dzikiego. Uzywajac metody
SILAC (ang. Stable isotope labeling by amino acids in cell culture) - stabilnego znakowania
izotopami wprowadzonymi poprzez aminokwasy — w potaczeniu ze spektrometrig mas o
wysokiej rozdzielczo$ci ustaliliSmy poziom ekspresji biatek dla kazdego z analizowanych
szczepow. Zaobserwowali$my, iz obnizeniu ulega ekspresja nie tylko biatek posiadajacych
motywy poliprolinowe ztozone z minimum trzech reszt prolinowych, ale réwniez
subpopulacja biatek posiadajgcych motywy sktadajace sie z dwdch prolin (Pro-Pro).
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Rysunek 9. (A) Dystrybucja ekspresji genow w szczepie z delecjq genu efp w poréwnaniu do szczepu dzikiego. (B)
Ekspresja wybranych genéw. Zétte - biatka posiadajqcy klaster PPP, niebieski - biatka posiadajqgce klaster XPPX.

Zmodyfikowane Zrédto5.

W badaniach SILAC wykorzystaliSmy mutanty niezdolne do wzrostu na pozywce
pozbawionej argininy i lizyny (AlysA/AargA). Mutanty bakteryjne byly hodowane w
pozywce suplementowanej lizyng K0-12C¢4N; i argining R0-12C¢14N4, za$ szczep dziki byt
hodowany w obecnoS$ci izotopdw lizyny K8-13C¢15N; oraz argininy R10-12C¢14Ny4. Zmieszanie
préobek mutanta z probka ze szczepu dzikiego w stosunku 1:1 pozwolito na iloSciowe
okreslenie peptydow badanego proteomu5+.

. B C PP PPG PPD PPE PPW PPA PPF
N + + + + + -+ + EF-P
o
< 4 e 1 éggﬁ HPP 5*— “..'-'._sg::-“

[ . o p— - e

221 : - . o =1 Ll ik e N

2 - N i - - PPG FL » e e e — -q T — — —
. | sep % ol 82

s maEElE= 0 reR

5.9 . T T o + PPND %pR

= | . S pPp " WPP . - s disl oo

] o . il rr :

[ I I SHESHEENLSS vdse

S PPP DPP IPP PPG PPN PPE -1 0 1

Rysunek 10. Analizy SILAC proteomu (A) Dystrybucja ekspresji genéw kodujgcych biatka posiadajgcych
wyselekcjonowane motywy PPP (pomarariczowy), XPP (bezowe), PPC (niebieski). (B) Srednia ekspresja biatek
posiadajqgcych klaster XPP/PPX w dwdch powtdrzeniach biologicznych szczepu z delecjq genu efp. Moje analizy
biosyntezy lucyferazy in vitro: (C) Autoradiogram Zelu poliakrylamidowego przedstawiajqcy rozdziat reakcji
translacji in vitro, w obecnosci lub przy braku czynnika EF-P, mRNA kodujqcego lucyferaze z motywem PPP lub
PPX. Zmodyfikowane Zrédto5.

Zgodnie z oczekiwaniami, w grupie biatek o silnie obnizonym poziomie ekspresji
znalazly sie biatka posiadajgce tryplet prolinowy Pro-Pro-Pro (PPP) (Rysunek 9A).
Odnotowano silng korelacje miedzy wynikami dla szczepéw Aefp, AyjeK, AyjeA - w granicy
80-87% - co jest zgodne z obserwacjg, ze modyfikacja EF-P 128 Da jest krytyczna dla funkcji
tego czynnika®*. W przeciwienstwie do tych wynikéw, szczep AyfcM wykazuje niska
korelacje z pozostalymi mutantami - co jest zgodne z obserwacja, Ze hydroksylacja nie
wplywa na zmiane aktywnosci czynnika EF-P54, W genomie bakterii E. coli znajduje sie 96
biatek zawierajacych klaster trzech prolin. W badaniach proteomicznych wykryli§my 44 z
tych biatek i zgodnie z oczekiwaniami, ekspresja wielu tych biatek byla obnizona w
szczepach bez aktywnego czynnika EF-P (Aefp, AyjeK, AyjeA)s*.
hierarchiczne zestawienie poziomu ekspresji dla 1149 wykrytych biatek pogrupowato
wiele biatek nieposiadajgcych motywu PPP z biatkami, ktéry ten motyw posiadaja, takimi
jak Rnb, ValS, YcgR czy LepA (Rysunek 9B)5%. Sugeruje to, Ze albo ekspresja tych biatek jest
posrednio regulowana przez biatka, ktére posiadaja motyw prolinowy, albo Ze sg one
bezposrednio regulowane przez czynnik EF-P. Z racji tego, ze EF-P reguluje nie tylko
ekspresje motywu PPP ale réwniez PPG35, sprawdziliémy ten motyw oraz inne, ktore
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zostaty zasugerowane, jako podatne na dziatanie czynnika EF-P: PPA, PPD, PPN, PPW, PPE
oraz APP i WPP51-53, Tak rozszerzona pula motywéw (XPP/PPX) zostata zidentyfikowana w
niemal 80% biatek, ktorych ekspresja zostata przez nas zidentyfikowana w danych
proteomicznych54 W sumie, wykryliSmy 734 biatka, ktére zawieraly 747 motywow
XPP/PPX - z wykluczeniem motywu PPP54 Inaczej niz dla bialek z motywem PPP,
dystrybucja poziomu ekspresji biatek z motywem XPPX dla szczepow Aefp, AyjeK, AyjeA, nie
réznita sie pod wzgledem dystrybucji ekspresji od wartosci obserwowanych dla AyjeM
(Rysunek 9A)5%. Sugeruje to, ze jedynie niektére XPP i/lub PPX motywy sa problematyczne
dla maszynerii translacyjnej i wymagaja obecnosci aktywnego EF-P. Dlatego tez
przeanalizowaliSmy poziom ekspresji biatek indywidualnie dla kazdego z dwudziestu
wariantéw dla motywow PPX oraz dla dwudziestu wariantéow motywu XPP. Uzywajac
motywu PPP jako referencji - ekspresja tych biatek jest silnie obnizona w Aefp, AyjeK, AyjeA,
ale nie w AyfcM - stwierdziliSmy podobny trend dla biatek z motywami: DPP, IPP, APP, PPG
oraz PPN (Rysunek 104, B)54 Nastepnie przetestowali$my efektywno$¢ pauzy rybosomalnej
in vivo uzywajac konstruktu z (-galaktozydaza jako biatkiem reporterowym, gdzie enzym
jest poprzedzony trzydziesto-aminokwasowym fragmentem CadC, po ktérym umieszczono
motyw prolinowy XPP lub PPX. Mierzac aktywno$¢ (-galaktozydazy in vivo ustalono, Ze
najbardziej problematyczne dla aparatu biosyntezy biatka sa sekwencje: PPP, DPP, PPW,
PPD, APP, PPN, PPG i PPE54,co koreluje z danymi z proteomiki54. Aby potwierdzi¢ wyniki
analiz proteomu i wyniki eksperymentdéw in vivo, przeprowadzitam testy in vitro z uzyciem
konstruktu lucyferazy z motywem XPP/PPX na pozycji 173-175. Zaobserwowatam pauze
rybosomalng na motywach poliprolinowych podczas ekspresji konstruktéw posiadajacych
sekwencje PPP, PPG, PPD, PPW, DPP, PPN czy tez PPE. Zaobserwowatam obecno$¢ formy
posredniej odpowiadajgcej wielkoScig fragmentowi motywu prolinowego powiekszonego
0 20 kDa charakterystycznego dla tRNA (Rysunek 10C). W przeciwienstwie to tych wynikéow,
odnotowatam brak pauzy rybosomalnej przy braku czynnika EF-P, gdy lucyferaza posiadata
sekwencje PPA czy PPF54 Co wiecej, testowany przeze mnie poczwérny klaster DPPN nie
powodowal mocniejszej pauzy niz pojedynczy motyw DPP lub PPN co sugeruje, ze
negatywne efekty na biosynteze nie kumulujg sie5*.

A B Podsumowujac, dane

motyw PPX motyw XPP in vivo oraz in vitro wskazuja,
Mocny Mocny . . )

stalling stalling ze nie tylko motyw PPP jest

@ ™m @ @@@, problematyczny dla

0060 00 maszynerii translacyjnej, ale

000 Siabﬁ réwniez pewne kombinacje

Staby stallinyg aminokwaséw z dwiema

prolinami sa wystarczajace,
by proces translacji zwolnit i
stat sie zalezny od obecnosci
aktywnego czynnika EF-P.
Otrzymane wyniki wskazuja,

stalling @@@
W)
®®®®® 900

Rysunek 11. Model przedstawiajqcy pauze rybosomalng w czasie biosyntezy ~ 2€ Tie tylko prolina (P) i
sekwencji posiadajgcych motyw di-prolinowy PPX/XPP. Zmodyfikowane glicyna (G) w miejscu A-
Zrédto>*
rybosomu s3 stabym

substratami w  procesie
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formowania wigzania peptydowego co powoduje pauze rybosomalng, ale analizy wykazaty,
ze rowniez tryptofan (W), kwas asparaginowy (D), asparagina (N) czy kwas glutaminowy
(E) sa problematyczne w czasie biosyntezy biatka (Rysunek 11)5%. Co wiecej, alanina (A) oraz
kwas asparaginowy (D) nastepujacy po motywie diprolinowym powoduja pauze
rybosomu®4, co znaczgco zwieksza pule biatek, ktérych ekspresja jest bezposrednio zalezna
od obecnosci elongacyjnego czynnika EF-P.

Wplyw aminokwaséw poprzedzajgcych motyw triprolinowy na pauze rybosomalng w
czasie biosyntezy biatka (Artykut 3)

A Rysunek 12. (A) Ekspresja genéw w zaleznosci od
shenis pebon L8 Genon ot
LepA I | . epres)e mevt pres.
Agp = ] biaty brak zmian w ekspresji, szary — brak detekcji. (B)
NipD ] | Biosynteza wybranych biatek posiadajqcych klaster
poli-prolinowy in vitro. Gérny panel — schematyczna
B reprezentacja biatek z zaznaczonq pozycja klastra
! il ut 5l PPP. Dolny panel - Autoradiogram  Zeli
[ LepA | [ Agp | [ NipD | poliakrylamidowych monitorujqcych translacje in
" 6imi t Lkni t ;m vitro genéw kodujgcych lepA, agp i nlpD. Pozycja
LepA T Agp " NIpD ’ biatka o petnej dtugosci oznaczona jako FP, pozycj
- -+ o+ - - + o+ - - + + EF-P -

Y E] 50 510 5 i08 M ot I?ellotydg/rlowy tRNA  zaznaczona.  Zmodyfikowane

Zrodtoss

(kDa)

§§ Sled®m TR e el o < Badania por6éwnujace proteom miedzy
- \ szczepem dzikim Escherichia coli a

\ szczepami bez aktywnego czynnika EF-P
(Aefp, AyjeK, Ayje) pokazaty obnizony

10 — | s o e o Bl o b poziom ekspresji wielu, ale nie wszystkich,
biatek z motywem triprolinowym (PPP).

Niektore biatka z PPP ulegaly nawet nadekspresji>455. Co wiecej, moje analizy in vitro
realizowane w grupie dr Wilson'a pokazy réwniez, ze gdy kwas asparaginowy (D) lub
alanina (A) poprzedzaja sekwencje di-prolinowa (PP), powoduja pauze rybosomalnas+.
Dlatego tez sprawdzilam czy aminokwas poprzedzajacy motyw tri-prolinowy (PPP) ma
wplyw na synteze motywy PPP55. Ekspresja takich biatek jak rybonukleaza Rnb, czy tez
czynnik translacyjny LepA, jest silnie obnizona przy obecnosci czynnika EF-P, podczas gdy
synteza na przyktad aktywatora hydrolazy mureiny (NlpD), czy fosfataza 1-glukozy (Agp),
byta obnizona tylko nieznacznie lub nawet ulegata nadprodykcji przy braku aktywnego EF-
P (Rysunek 12A)55. Nadekspresja czeSci biatek z motywem PPP nie musi oznaczaé, ze
biosynteza tych biatek jest niezalezna od EF-P, gdyz w badaniu in vivo wynik ten moze by¢
maskowany przez inne czynniki, jak na przykltad zwiekszong transkrypcje mRNA
kodujacego to biatko lub obnizony poziom degradacji mRNAS5. Dlatego tez, by okres$li¢
wptyw czynnika EF-P na ekspresje tych biatek, przeprowadzilam analizy in vitro z
wyKkorzystaniem systemu do syntezy biatek ztozonego jedynie z podstawowych czynnikéw
translacyjnych (z pominieciem czynnika EF-P). Przeanalizowatam synteze pieciu biatek,
ktérych poziom - przy nieobecnos$ci EF-P, YjeK lub YjeA - byt najmniej zmieniony lub
odnotowano ich nadekspresje: Agp, NlpD, NudC, YcgL, ClsA i poréwnatam wyniki do
ekspresji biatka LepA, ktorego ekspresja byta obnizona przy braku EF-P (Rysunek 12B)55.
Przeprowadzatam biosynteze tych bialek w minimalnym uktadzie translacyjnym w
obecnosci radioaktywnej metioniny, a postep translacji monitorowatam uzywajac
autoradiografiach zeli poliakrylamidowych. Ekspresja LepA przy braku czynnika EF-P
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prowadzi do pauzy rybosomu na motywie triprolinowym, co przejawia sie obecnoscig
peptydylowego tRNA, ktére oznacza ekspresje tancucha polipeptydowego do motywu PPP,
nadal przytaczonego do tRNA (Rysunek 12B)s5. Zgodnie z oczekiwaniami, gdy w reakcji
obecny byl modyfikowany czynnik EF-P, nie obserwowatam produktu posredniego, a
jedynie LepA o pelnej dtugosci polipeptydu5s. Pauze rybosomu zalezng od czynnika EF-P
zaobserwowatam réwniez w syntezie Agp, ClsA, oraz w mniejszym stopniu NudC i YcgL.
Wyniki te pokazuje, Ze synteza tych biatek jest zalezna od aktywnego czynnika EF-P,
pomimo obserwacji z danych proteomicznych, Ze ekspresja tych biatek ulega jedynie
nieznacznym zmianom lub nawet nadekpsresjis>. Zdecydowanie inaczej wyglada
biosynteza NlpD, dla ktérego nie obserwowatam pauzy rybosomalnej na motywie
triprolinowym obserwowanym jako peptydylowe-tRNA przy braku czynnika EF-P, a
jedynie obserwowatam biatko o petnej dtugo$ciss. Wynik ten mocno sugeruje, ze nie kazdy
motyw PPP powoduje pauze rybosomalna. Aby zbadaé nature biosyntezy motywéw
triprolinowych, przygotowatam chimery LepA i NlpD - pie¢ i dziesie¢ aminokwaséw
poprzedzajacych motyw PPP podmienitam pomiedzy tymi biatkamiss. Biosynteze tych
konstruktéw przetestowatam in vitro w minimalnym systemie translacji w obecnosci, badz
przy braku modyfikowanego czynnika EF-P. Zgodnie z moimi poprzednimi obserwacjami,
synteza NlpD przebiegata bez zaklécen na motywie poliprolinowym. Natomiast chimera
NIpD z piecioma i dziesiecioma aminokwasami poprzedzajacymi PPP z LepA ujawnita pauze
na motywie PPP (Rysunek 13A)55. Jednoczes$nie odnotowatam, Ze biosynteza LepA z
aminokwasami przeniesionymi z NlpD nie powodowata pauzy rybosomu na motywie PPP55,
co sugeruje wptyw kontekstu aminokwasow poprzedzajacych sekwencje poliprolinowe na
ich zdolno$¢ do tworzenia wigzania peptydowego. Nastepnie, korzystajac z metody tzw.
»toe-printing”, analizowatam doktadng pozycje pauzy rybosomu na mRNA z doktadnos$cig
do jednego nukleotydus657. W metoda tej uzywam odwrotnej transktyptazy do
monitorowania dokladnego potozenia pomiedzy rybosomem na mRNA a starterem
potoZonym poniZej miejsca pauzy rybosomu. Testowatam translacje mRNA dla biatka NlpD,
w ktorym Klaster PPP znajduje sie na pozycji 55-57 w tancuchu polipeptydowym. ,Toe-
printing” NlpD ukazal minimalng pauze rybosomalng w dwdéch miejscach na mRNA, a
mianowicie gdy peptydyl-P55-P56-tRNA znajdowaly sie w miejscu P-rybosomu, a P57-tRNA
w miejscu A, oraz gdy PPP-tRNA znajdowat sie w miejscu P, a miejsce A byto okupowane
przez K58-tRNAS55, Wynik dla chimer NlpD z piecioma i dziesiecioma aminokwasami z LepA
wygladat zgola odmiennie - z efektywna pauza rybosomu z peptydyl-P55-P56-tRNA w
miejscu P (Rysunek 13B)55. Wyniki te sugeruja, ze aminokwas poprzedzajacy klaster tri-
prolinowy PPP ma wptyw na efektywnos$¢ pauzy rybosomalne;j. Dlatego tez przetestowatam
translacje mRNA dla NIpD z motywem PPP poprzedzonym kazdym z dwudziestu
biogennych aminokwaséw. Zaskakujgco, najsilniejszy efekt na ,stalling” rybosomalny na
klasterze PPP obserwowalam w przypadku substytucji treoniny T5* na arginine R (RPPP)55
- mutacja na pozycji -1 od klastera PPP (Rysunek 13C, D). Gdy przesunelam arginine na
pozycje od -2 do -5, nadal obserwowatam jej wptyw na efektywno$¢ pauzy rybosomalnej -
pauza byl wyrazniejsza/mocniejsza niz dla pierwotnej wersji NlpD, ale stabsza niz w
kontekscie RPPP, a wydajno$¢ pauzy spadata w miare oddalenia od motywu PPP. Co wiecej,
inaczej niz w przypadku RPPP, gdzie peptydyl-P55-P56-tRNA w miejscu P i P57-tRNA w
miejscu A, obserwowana przeze mnie pauza rybosomu dla konstruktéw z argining na
pozycji -2 do -5 jest przesunieta o jeden kodon, z PPP-tRNA w miejscu P i P57-tRNA w
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miejscu A. Podsumowujac, kontekst aminokwaséw poprzedzajgcy klaster triprolinowy ma
wptyw na pauze rybosomu na mRNA - z pozycja -1 majgcg najwiekszy wptyw na site pauzy
- ale réwniez moze modulowac¢ miejsce pauzy rybosomuS5. Systematyczne testy in vivo
ukierunkowane na analize aminokwasu na pozycji -1 od klastera PPP z uzyciem
konstruktéw chimer (-galaktozydazy (lacZ) na C-koncu z NlpD oraz CadC pozwolity ustali¢,
ktére aminokwasy maja najwiekszy wptyw na pauze rybosomu. I tak ustaliliSmy, ze
aminokwasy te to: R, H, K, W, E, Q oraz znane juz z poprzednich badan nad XPP, A oraz D5455,
Z drugiej strony mamy grupe aminokwaséw takich jak C, T, L, G czy S, ktére w bardzo duzym
stopniu obnizaja site pauzy rybosomalnej na motywach PPP, przez co pozwalaja na
translacje w sposéb niemal niezakidcony i niezalezny od EF-P. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
analizy z wykorzystaniem NlpD oraz CadC ukazaty, ze dla r6znych biatek r6zne aminokwasy
modulowaly site pauzy na motywie PPP - na przyklad alanina (A) poprzedzajaca motyw tri-
prolinowy miata bardzo silny wptyw na site ,stalling’u” w CadC, ale w tescie z NlpD byta w
grupie najstabszych modulatoréowss. Wyniki te podkreslaja, Ze nie tylko pozycja -1 ma
wptyw na efektywno$¢ pauzy, ale rowniez aminokwasy na pozycjach poprzedzajacych
XPPP.

A NIpD 5:4NIpD 10:1NIPD B NipD 5:4NIpD 10:1NIpD G C NipD RPPP D NipD RPPP

- EF-P
(kDa) (kDa)
70 L - §§:
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Rysunek 13. Autoradiogram Zelu poliakrylamidowego przedstawiajqcy rozdziat reakcji translacji in vitro, w
obecnosci lub przy braku czynnika EF-P, mRNA kodujgcego biatko NIpD typu dzikiego, oraz piecioma lub
dziesiecioma aminokwasami poprzedzajqcymi motyw PPP w biatku LepA: (A) monitoring catej reakcji, (B) toe-
printing; Autoradiogram Zelu poliakrylamidowego przedstawiajqcy rozdziat reakcji translacji in vitro, w obecnosci
lub przy braku czynnika EF-P, mRNA kodujgcego biatko NIpD typu dzikiego lub NipD z argining poprzedzajqcq
motyw tri-prolinowy: (D) monitoring catej reakcji, (D) toe-printing. Czarna strzata zaznacza biatko petnej dtugosci.
Niebieska strzatka produkt ,stallingu” rybosomalnego. Zmodyfikowane ZrédtoSs.

W poréwnaniu do innych aminokwaséw, prolina moze przyjmowaé dwie
konformacje: cis oraz trans, a predyspozycje przyjecia jednej z tych konformacji w
peptydach i biatkach sa modulowane przez kontekst, w jakim znajduje sie reszta
prolinowa5859, Struktury 3D bialek i peptydéw oraz badania biofizyczne sugeruja, ze
sasiadujace ze sobg proliny, bgdz proliny w otoczeniu aminokwaséw aromatycznych, maja
najwieksza sktonno$¢ do przyjecia konformacji cis w wigzaniu amidowym>58-61, Wyniki
eksperymentalne sugerujg, ze duze reszty aminokwaséw aromatycznych promujg
konformacje cis proliny, poprzez ustanowienie oddziatywan pomiedzy pierscieniami obu
aminokwas6w58-61, Nalezy jednak pamietaé, Zze dostepne sg dane jedynie dla biatek i
peptydéw znajdujacych sie w cieczy, dlatego mozemy jedynie spekulowa¢, Zze podobne
zjawiska zachodza w peptydach nadal przytaczonych do tRNA oraz znajdujacych sie w
ciasnym tunelu wyj$ciowym z rybosomu. I tak, wéréd aminokwaséw majacych wptyw na
wzrost pauzowania rybosoméw w czasie translacji klastra poliprolinowego znajdujg sie
aminokwasy aromatyczne: HPPP, WPPP czy YPPP, ale silng pauze obserwujemy réwniez,
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gdy aminokwas poprzedzajacy PPP nie nalezy do grupy zwiazkéw aromatycznych, na
przyktad: R, K, D, E czy Q.

Na bazie otrzymanych wynikéw sugerujemy model, w ktérym proponujemy, zZe
aminokwas poprzedzajgcy motyw poliprolinowy, a majacy wptyw na zwiekszenie sity
pauzy rybosomalnej, prawdopodobnie niekorzystnie wplywa na zdolnos$ci/konformacje
proliny do tworzenia wigzania peptydowego35. Réznice sily pauzy dla réznych XPPP
pomiedzy CadC oraz NlpD podkreslaja, Ze nie tylko aminokwas na pozycji -1, ale mozliwe
réwniez aminokwasy poprzedzajgce, modulujg site pauzyss. Co wiecej, wyniki wskazuja, ze
aminokwasy takie jak, na przyktad: C, T, L czy S, promujg korzystng dla tworzenia wigzania
peptydowego konformacje peptydéw zawierajacych proline5s (Rysunek 14).

Mocny Rysunek 14. Model przedstawiajqcy ,stalling” rybosomalny w czasie
stalling translacji sekwencji posiadajqcych motyw tri-prolinowy XPPP.

T Zmodyfikowane Zrédto55
(WXa)

Podsumowujac, tworzenie wigzania
peptydowego pomiedzy prolinami jest najwolniejsze ze
wszystkich biogennych aminokwaséw. Badania z
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Staby
stalling PTC wykorzystaniem analogéw proliny sugeruja, ze gléwnym
@ @ @ determinantem  wolnego  formowana  wigzania
@ @ peptydowego z udzialem proliny jest nieoptymalne

pozycjonowanie Pro-tRNA w centrum peptydylo-
transferazowym rybosomus2. Obecno$¢ aktywnego
czynnika EF-P w czasie tworzenia wigzania peptydowego
obniza energie aktywacji reakcji o okoto 2.5 kcal/molé2 Ta korzystna zmiana w entropii jest
gltéwnym zZrédiem katalizy wigzania peptydowego. Czynnik EF-P ukierunkowuje entropie
Pro-tRNA w strone orientacji produktywnej katalitycznie w centrum peptydylowo-
transferazowym rybosomuséz,

Ewolucyjny aspekt motywu poliprolinowego (Artykut 4)

Chociaz biosynteza sekwencji poliprolinowych jest problematyczna dla aparatu
translacyjnego, sekwencje te nie zostaty usuniete w wyniku negatywnej selekcji
ewolucyjnejs+. Co wiecej, presja ewolucyjna by podtrzymac efektywng synteze biatek z
sekwencjami poliprolinowymi byta na tyle duza, Ze natura wyselekcjonowata mechanizm
w postaci czynnika EF-P wraz z $ciezka jego modyfikacji3539. Aby zrozumie¢, dlaczego
natura wybrata utrzymanie wystepowania motywéw poliprolinowych, przeanalizowali$my
genomy bakteryjne (ponad 1200 genoméw zsekwencjonowanych w cato$ci)é3. Analizy
pokazuja generalny trend moéwigcy o tym, ze im wiekszy genom, tym wiecej biatek
posiadajacych motywy poli-prolinowes3. Przyktadowo, bakteria Sorangium cellulosum
nalezaca do klasy delta-proteobakterii, ktéra charakteryzuje sie najwiekszym genomem
bakteryjnym spos$rod wszystkich zsekwencjonowanych dotychczasé4, posiada najwiekszg
liczbe biatek z motywem poliprolinowym - 2406 motywéw w 1773 biatkach sposréd
wszystkich 9367 biatek, co stanowi 19% proteomu bakterii (Rysunek 15A)¢3. Dla
porownania, typowy szczep laboratoryjny bakterii Escherichia coli K12 posiada w
przyblizeniu 100 biatek z motywem poliprolinowym na 4100 genéw kodujacych biatka, co
stanowi jedynie 2% wszystkich biatek. Co wiecej, zidentyfikowaliSmy 16 genomoéw
bakteryjnych (w tym bakterie wolnozyjgce nalezace do rodzaju Mycoplasma, jak réwniez

20



Zalacznik #2 | 21
Agata Lucyna Starosta

Autoreferat

endosymbionty bakteryjne wystepujace u owadéw z podrzedu Heteroptera), ktore
posiadaja od 182 do 2013 sekwencji kodujacych biatka posiadajacych jedynie jedno biatko
z motywem tri-prolinowym (Rysunek 15B)63. Tym biatkiem jest syntaza walylo-tRNA (ValS
wedtug nomenklatury dla E. coli)63 - biatko, ktére aminoacyluje tRNAVal. Syntetaza walylo-
tRNA jest biatkiem koniecznym dla funkcjonowania komdrkiés i jest uniwersalne dla kazdej
domeny zZycia. Pozycja motywu triprolinowgo jest niezmienna i catkowicie
zakonserwowana (100%) dla kazdej sekwencji bakteryjnej przez nas sprawdzonej, ale
réwniez dla 205 sekwencji ValS pochodzacych z Archeonéw oraz 98 sekwencji
eukariotycznych (Rysunek 15C)¢3. Co ciekawe, motyw PPP jest bardziej konserwatywny niz
motyw HIGH, ktory determinuje ValS jako syntetaze klasy 166. Nasze analizy nie wykazaty
istnienia zadnego innego motywu triprolinowego, ktéry bytby zakonserwowany do tego
stopnia co PPP w ValSé3, Drugi najbardziej konserwatywny motyw PPP wystepuje w
czynniku translacyjnym LepA, ale jedynie 65% analizowanych biatek posiada ten motyw.
Co wiecej, LepA nie jest niezbedne dla zycia i funkcjonowania komorkis?. Z racji tego, ze
réwniez motywy XPP/PPZ powoduja pauze rybosomu’4, przeanalizowali§my réwniez
konserwacje tych motywoéw dla genomdéw bakteryjnych. OdkryliSmy tylko jeden motyw -
GPP w sekwencji kodujacej IleS, syntetazy izoleucylo-tRNA aminoacylujacej tRNAle
(Rysunek 15C), ktory jest konserwatywny nie tylko u bakterii, ale podobnie jak ValS, we
wszystkich domenach zycia$3. Potozenie i lokalizacja motywu GPP w IleS jest analogiczna
do motywu PPP w ValS, i réwniez znajduje sie w sgsiedztwie motywu HIGH. W poprzednich
badania wykazali$my, Ze pauza rybosomalna na motywach GPP, gdy brakuje czynnika EF-
P, jest stabsza w poréwnaniu do pauzy na motywie PPP54,
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Rysunek 15. (A) Dystrybucja liczby biatek z klastrami poliprolinowymi w zaleznosci od wielkosci genoméw bakterii.
(B) Zoom (A) bakterie z najmniejszym genomem. (C) Dopasowanie sekwencji ilustrujqce konserwacje motywu
poliprolinowego PPP oraz GPP w syntetazie Val-tRNA oraz lle-tRNA. Zmodyfikowane Zrédto63

Majgc zidentyfikowane biatko ValS jako potencjalny powodd istnienia catej
maszynerii umozliwiajacej efektywna translacje sekwencji poliprolinowych, sprawdzili§my
zalezno$¢ ekspresji mRNA valS od obecnosSci aktywnego czynnika EF-P. W pierwszej
kolejnosci przeanalizowali§my nasze uprzednio opublikowane dane proteomiczne dla
szczepoéw nieposiadajacych EF-P, YjeK, YjeA lub YfcM (Aefp, AyjeK, Ayje, AyfcM) w
porownaniu do szczepu dzikiego54. Jak mozna byto przewidzie¢, ekspresja biatka ValS jest
silnie obnizona gdy w komoérce brakuje aktywnego czynnika EF-P w Aefp, AyjeK, AyjeA
(Rysunek 16B). Natomiast brak YfcM nie ma wptywu na ekspresje ValSé3, co jest zgodne z
obserwacjg, ze koncowa hydroksylacja lizynylowanego EF-P nie wptywa na jego
aktywno$¢263539, Poniewaz nie obserwujemy obniZenia ekspresji innych syntetaz tRNA,
takich jak LeuS i IleS, zaktadamy, ze wptyw braku EF-P na translacje genu valS jest
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specyficzny i jest efektem bezposrednim(Rysunek 16B)¢3. Brak silnego efektu braku
czynnika EF-P na ekspresje IleS jest zgodny z naszymi wcze$niejszymi obserwacjami, ze
motyw GPP powoduje tylko nieznaczng pauze rybosomu i nie ma silnego wpltywu na
ekspresje biatka54, co obserwujemy jako dwukrotne obnizenie poziomu ekspresji [leS w
poréwnaniu do dwudziestokrotnego obnizenia ekspresji ValS posiadajacej klaster PPP54,

A Rysunek 16. (A) Schematyczna ilustracja genéw w
operonie ivbL-BN oraz ilvL-GMEDA waz z sekwencjq

ivbl ‘ ivB iN peptydow liderowych. Sekwencja aminokwasowa
determinujgca atenuacje zaznaczono kolorem

=MTTSMLNAKLLETAPSAAVYYVR ONAP czerwonym. (B) Ekspresja genow w zaleznosci od

obecnosci modyfikowanego EF-P. Czerwony kolor
oznacza nad-ekspresje, niebieski — obniZenie ekspresji,

ivL |[ivX IMGT  ivG2 ilvM  IVE ivD ivA . . .. ..
— = biaty brak zmian w ekspresji, szary - brak detekcji. (C)
| ki IS AN RCARALBRGRA Autoradiogram przedstawia zel poliakrylamidowy
monitorujqcy
C

Aep AyeK AyeA. AykM . translacje in vitro po 3, 7 min mRNA kodujgcego vals,
vals HH, f]A,:% e w obecnosci i przy braku EF-P. Biatko ValS oraz
lLl:;sl — ] (——\ peptydylowy-tRNA  sq  zaznaczone  strzatkami.
W i Vais' =} E - Zmodyfikowane Zrédto63
IWN -
VG \,?- > 2 Co ciekawe, zaobserwowatam nad-
IVE | \ | il | . . p p
S0 st . ekspresje biatek z dwéch operonéw
:::f { 0 zwigzanych z biogeneza izoleucyny,
INH M., sl 10 leucyny i waliny, a mianowicie: ilvBN oraz

ilvGEDA54, co moze by¢ wytlumaczone
atenuacja transkrypcji (Rysunek 164, B)¢8. Gdy aminokwas taki jak walina jest czynnikiem
limitujacym translacje - to znaczy, gdy stezenie tego aminokwasu wyrazniej spada - wiaze
sie to z obnizong dostepnoscig acetylowanego Val-tRNAVa., Skutkuje to pauza rybosomu na
bogatych w waliny sekwencjach liderowych IvbL oraz IlvL poprzedzajacych geny
odpowiedzialne za biosynteze aminokwasu (Rysunek 164, B). W konsekwencji rybosom
zapobiega tworzeniu terminatora transkrypcji na 3’ koncu mRNA kodujacego peptyd
liderowy, co prowadzi do indukgcji transkrypcji i translacji genéw w operonie znajdujacym
sie ponizej sekwencji liderowychsés, Podobne efekt zwiekszonej indukcji transkrypcji i
translacji gendéw biosyntezy aminokwaséw rozgalezionych ma spadek dostepnosci
aminoacylowanego Val-tRNAVal spowodowany obniZeniem stezenia enzymu ValS w
komorce, co wyjasnia zwiekszong indukcje operonéw ilvBN oraz ilvGEDA przy braku
czynnika EF-P.

Nastepnie, monitorujac inkorporacje znakowanej izotopowo [35S] metioniny
sprawdzitam ekspresje valS in vivo w minimalnym uktadzie translacyjnym. Postep reakcji
monitorowatam poprzez autoradiografie zeli poliakrylamidowych, na ktérych byty
rozdzielane produkty reakcji translacji. Przy braku czynnika EF-P w czasie translacji genu
valS zaobserwowatam obecno$¢ produktu o wielkosci 25 kDa, co odpowiada wielkos$ci
polipeptydu ValS, ktéry ulegt biosyntezie do motywu PPP (~5 kDa), a nadal potgczonego z
tRNA (~20 kDa), tak zwany peptydylowy-tRNA (Rysunek 16C)63. W obecnosci EF-P produkt
pauzy rybosomu jest nieobecny, co potwierdza zalezno$¢ translacji biatka ValS od obecnosci
czynnika EF-P63. Obserwacje t3 potwierdzitam testem ,toe-print”, z ktérego wynika ze w
nieobecnosci czynnika EF-P rybosom zatrzymuje sie z peptydyl-PP-tRNA w miejscu P-
rybosomu i P-tRNA w miejscu A83. Wynik ten potwierdza przypuszczenie, Ze ekspresja
enzymu ValS jest zalezna od obecno$ci aktywnego czynnika EF-P w procesie translacji.
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Rysunek 17. Klaster poli-prolinowy w centrum aktywnym syntetazy walylo-tRNA. (A) lokalizacja klastra PPP w
syntetazie ValS - pdb: 1GAX%°. (B) Centrum aktywne syntetazy IleS — pdb:1 JZG70. (C) Struktura centrum aktywnego
ValS z (A) z natozongq strukturq lle-AMP z (B). (D) Eksperyment jak w (C) z mutacjq in silico P41G. (E) Relatywna
aminoacylacja tRNAVa waling. (F-G) Autoradiogram ptytki rozdziatu chromatograficznego reakcji aminoacylacji
tRNAVal waling z uzyciem (F) y[32P]ATP (G) a[32P]ATP. PPi-ase - pirofosfataza, Wzrastajqce stezenie apyrazy uzyto
w celu uzyskania AMP i ADP jako wzorca. Zmodyfikowane Zrédtos3

Zaktadajac, ze czynnik EF-P wyewoluowat w celu zachowania motywu
triprolinowego w sekwencji syntetazy walylo-tRNA, oczekujemy, Ze motyw ten powinien
znajdowac sie w miejscu krytycznym dla funkcji enzymu. Dostepna struktura 3D syntetazy
ValS z bakterii Thermus thermophilus®®71 ukazuje trzy proliny (odpowiednik P41-P43 u E.
coli) w centrum aktywnym enzymu - czyli w miejscu aktywacji waliny czasteczka ATP, aby
utworzy¢ walylo-AMP, ktére nastepnie jest przenoszone na tRNAVal 6971 by utworzy¢ Val-
tRNAVal, Pro*! w centrum katalitycznym ValS koordynuje grupe metylowa y1-CH3 walylo-
AMP, podczas gdy Pro#2 oraz Pro#3 koordynujg stabilne wigzanie walylo-AMP w miejscu
aktywnym poprzez tworzenie wigzania wodorowego pomiedzy grupa karbonylowa a-CO z
Pro*2, a grupg aminowa a-NH3z z walylo-AMP (Rysunek 17A)971, Co ciekawe, w centrum
aktywnym syntetazy izoleucylo-tRNA substytucja proliny glicyng (GPP) pozwala na
akomodacje izoleucylo-AMP (Rysunek 17B)7273. Obecno$¢ trzech prolin w centrum
aktywnym ValS praktycznie uniemozliwia akomodacje Ille-AMP ze wzgledu na ograniczenie
gtebokosci centrum aktywnego, co stato sie podstawg hipotezy, ze rolg Pro41 w centrum
aktywnym jest dyskryminacja pomiedzy waling i izoleucyng$® i zapewnienie jednego z
mechanizmoéw zapobiegajacych inkorporacji btednego aminokwasu (Rysunek 17C). Jedna z
hipotez powstatych na podstawie struktur przestrzennych enzymoéw IleS i ValS zaktada, ze
substytucja P41::G41 powinna podnie$¢ poziom btednej aminoacetylacji tRNAVal izoleucyng
(Rysunek 17D). W celu weryfikacji roli prolin w centrum aktywnym syntetazy walylo-tRNA,
przygotowatam serie mutantéw z pojedynczg substytucja P:G (GPP, PGP, PPG) oraz
potréjny mutant PPP:GGG. Wykorzystujac radioaktywnie znakowana [14C]waline,
oczyszczone tRNAVal | oczyszczong przeze mnie syntetaze ValS, przetestowatam zdolnos$¢
mutantéw enzymu ValS do acetylacji waling tRNAVal w poréwnaniu do enzymu typu
dzikiego®3. W warunkach eksperymentalnych w 37°C, odnotowatam maksymalng acetylacje
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tRNAVal radioaktywnie znakowang [1*C]waling w ciggu pierwszej minuty reakcji (Rysunek
17E). Kazdy z mutantéw przez mnie testowany wykazywatl mniejsza efektywno$¢ w
aminoacylacji tRNAVal niz dziki enzym ValS, a ValS-PPG oraz ValS-GGG byly catkowicie
pozbawione aktywnosci (Rysunek 17E)63.

W dwustopniowej reakcji aminoacylacji tRNA walina jest aktywowana przez ATP i
tworzy sie Wal-AMP oraz zostaje uwolniony piroforsoran (reakcja 1). Nastepnie,
aktywowana walina jest przenoszona na tRNAVa, czego konsekwencjg jest powstanie Val-
tRNAVal oraz uwolnienie AMP (reakcja 2).

(1) Walina + ATP - Val- AMP + PPi
(2) Val- AMP + tRNAY™ - Val - tRNA"® + AMP

Aktywacja waliny (reakcja 1) byta przeze mnie monitorowana przy wykorzystaniu
radioaktywnie znakowanego y[32P]JATP i przy zastosowaniu chromatografii
cienkowarstwowej (ang. TLC). W reakcji monitorowalam uwolnienie pirofosforanu
v[32P]PPi przez dziki enzym ValS oraz przez mutant ValS-GPP. Uwolnienie pirofosforanu
(PPi) obserwowatam posrednio, z racji obecnosci pirofosfatazy w reakcji. Pirofosfataza
konwertuje PPi do nieorganicznego monofosforanu (Pi), ktory jest monitorowany w czasie
rozdziatu na ptytkach TLC. Powodem zastosowania pirofosfatazy jest fakt braku mozliwosci
identyfikacji PPi w warunkach zastosowanych przeze mnie w rozdziale reakcji na ptytkach
TLC. Zgodnie z oczekiwaniami, zaobserwowatam uwolnienie monofosforanu (Pi) w
obecnosci pirofosfatazy zaréwno przez dziki enzym ValS, jak i w mniejszym stopniu przez
ValS-GPP. Dodatkowo, aktywno$¢ jest stymulowana obecno$cia tRNAVal w reakcji63
(Rysunek 17F). Zaskakujaco, w reakcji z udzialem ValS-GPP obserwowatam réwniez
obecno$¢ produktu zawierajgcego y[32P]Pi, ale posiadajacego inny czas retencji niz
nieorganiczny monofosforan (Rysunek 17F). Podobny produkt uboczny obserwowatam w
czasie aktywnosci mutantéw ValS-PGP oraz ValS-PPG. Natomiast mutant ValS-GGG nie
posiada zadnej wykrywalnej przeze mnie aktywnoSci katalitycznejss. Pirofosforany
produkowane przez syntetazy aminoacylo-tRNA okazjonalnie mogg atakowa¢ ATP i ADP w
procesie fosforolizy, czego konsekwencjg jest powstanie polifosforanéw diadenozynowych
- takich jak Ap3A lub Ap4A7+. Zwiazki te sa jednak hydrolizowane przez fosfatazy - w
naszym przypadku obecno$¢ pirofosfatazy w reakcji nie usuwa tego produktu ubocznego, a
jego charakter pozostat nierozwigzany®3. Przeprowadzitam analogiczny eksperyment z
wykorzystaniem o[32P]ATP, ktory pokazal, ze dziki enzym ValS oraz, w mniejszym stopniu,
mutanty ValS-GPP, ValS-PGP i ValS-PPG uwalniajg o[32P]AMP po transferze waliny na
tRNAVal  (Rysunek 17G)®3. Zaskakujaco, dla wszystkich testowanych mutantéw
zaobserwowatam réwniez, niezalezne od obecnosci tRNA, uwalnianie o[32P]ADP (Rysunek
17G). Te wyniku sugerujg, Ze mutacje w konserwatywnym motywie prolinowym w centrum
aktywnym syntetazy walylo-tRNA nie tylko redukuja wydajno$¢ aminoacylacji tRNA ale
réwniez prowadza do nieproduktywnej hydrolizy ATP do ADP¢3,

Aby przetestowa¢ hipoteze, Ze Pro*! zapobiega wigzaniu izoleucyny do centrum
aktywnego syntetazy walylo-tRNA wykorzystatam [!*C]izoleucyne zamiast [1*C]waliny w
teScie na aminoacetylacje tRNAVa, Mechanizm podwdjnej selekcji aminokwasu przez
syntetazy lleS i ValS - tzw. mechanizm podwoéjnego sita (ang. Double sieve) zostat opisany
przez Fersht'a i Kaethner?s. W modelu tym, syntetaza ValS rozpoznaje ksztatt i aktywuje
czasteczka ATP L-treonine i L-waline ,odsiewajac” w ten sposéb inne aminokwasy.
Natomiast w drugim etapie, domena edytujgca , odsiewa” treonine ze wzgledu na obecnos$¢
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grupy hydroksylowej (Rysunek 18A)75. Mechanizm ten zapobiega btednej aminoacylacji
tRNA i w konsekwencji zmniejsza mozliwo$¢ btednego wstawienia aminokwasu w czasie
syntezy tafncucha polipeptydowego.
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Rysunek 18. Obecnos¢ prolin w centrum aktywnym syntetazy ValS zapobiega formacji Thr-tRNAV4l. (A) Schemat
btednej aktywacji i btednej acetylacji tRNAVel treoning oraz aktywnosci edytujqcej syntetazy ValS. (B) Struktura
syntetazy ValS ValS - pdb: 1GAX®° — z tRNA i Thr-AMP. Reszty PPP oraz T222 zaznaczono kolorem czerwonym. (C)
Btedna acetylacja tRNAVel treoning. (D) Autoradiogram plytki rozdziatu chromatograficznego reakcji
aminoacylacji tRNAVd treoning z uzyciem a[32P]ATP. Wzrastajqce steZenie apyrazy uzyto w celu uzyskania AMP i
ADP jako wzorca. Zmodyfikowane Zrédto63

Nie zaobserwowatam btednej aminoacylacji dla Zadnego z testowanych wariantéow
enzymu ValS. Co wiecej, dodatkowa mutacja T222P, ktéra inaktywuje zdolnos¢ edytowania
btednej aminoacylacji réwniez nie pozwolita na formacje Ile-tRNAVal 63, co jest zgodne z
obserwacja, ze walina nie jest substratem dla domeny edytujacej syntetazy ValS7e.
Izoleucyna nie byta réwniez substratem dla ValS-GPPé¢3, co sugeruje, ze Pro41 nie jest jedyna
resztg rozrozniajacg waline od izoleucyny. Z drugiej za$ strony, treonina - aminokwas
izosteryczny z waling - jest aktywowana przez syntetaze ValS, ale Tre-tRNAVal ulega
deacetylacji przez domene edytujaca syntetazy ValS7s. Wykorzystujac [14C]treonine w
miejsce [14C]waliny, przetestowaliSmy aktywno$¢ syntetazy ValS w aktywowaniu treoniny.
W moich testach, dziki enzym ValS wykazywat niskg, ale wykrywalng btedng aminoacylacje
tRNAVal treoning®3, ktéra wzrastata gdy aktywnos$¢ domeny edytujacej byta inaktywowana
mutacjag T222P (Rysunek 18B, C)77. Odnotowatam réwniez btedng aminoacylacje tRNAVal
treoning dla mutantéw syntetazy ValS-GPP oraz ValS-PGP (Rysunek 18C)63. Co ciekawe, nie
zauwazytam by dodatkowa mutacja T222P nie powodowata wzrostu btednej
aminoacylacjié3, co sugeruje, ze substytucja P41 lub P42 na glicyne moze inaktywowa¢
domene edytujaca i zaburza¢ komunikacji pomiedzy domena aktywujaca i edytujaca
syntetazy walylo-tRNA. Zgodnie z hipoteza, Ze obie domeny enzymu ValS moga sie
komunikowaé zauwazyliSmy, ze podwodjne mutanty ValS-GPP/T222P oraz ValS-
PGP/T222P, w przeciwienstwie do pojedynczych mutantéw ValS-GPP oraz ValS-PGP, nie
wykazujg nieproduktywnej hydrolizy ATP do ADP (Rysunek 18D)63. Podsumowujgc,
postulujemy, Ze motyw prolinowy w centrum aktywnym syntetazy ValS jest wazny nie tylko
dla efektywnej aminoacylacji tRNAVa, ale rowniez dla komunikacji z domeng edytujaca by
zapewni¢ efektywng deacetylacje Thr-tRNAVal €3, Co ciekawe, wyniki analizy translatomu
metodami sekwencjonowania wysokoprzepustowego wykonane z wykorzystaniem
szczepu bakterii z brakujgcym czynnikiem EF-P ujawnity nie tylko pauze rybosomalng nie
tylko na sekwencjach poliprolinowych, ale réwniez na sekwencjach poliwalinowych, co
potwierdza istotno$¢ roli czynnika EF-P w translacji mRNA valS oraz w konsekwencji
ttumaczy zaburzong homeostaze biatek w komoérce7s.

25



Zalacznik #2 | 26
Agata Lucyna Starosta

Autoreferat

Podsumowanie

Publikacja 1: Ude, S., Lassak, ]., Starosta, A. L., Kraxenberger, T., Wilson, D. N., and Jung, K.
(2013) Translation elongation factor EF-P alleviates ribosome stalling at polyproline
stretches.

Science 339, 82-85. (IF2013= 31,477, punkty MNiSW3013 = 50, cytowane 172 razy)

W badaniach tych pokazatam, Ze motywy triprolinowe (PPP) w sekwencji biatka
powodujq pauze rybosomu. Wykazatam, ze obecnos¢ czynnika EF-P w czasie biosyntezy
biatka stymuluje ekspresje tych motywéw. Uzywajgc konstruktow opartych o natywne
biatka zidentyfikowane w Escherichia coli oraz chimery lucyferazy potwierdzitam role
czynnika EF-P w biosyntezie biatka in vitro. Pokazatam in vitro, Ze modyfikacja czynnika
EF-P jest niezbedna dla aktywnosci stymulowania tworzenia wiqzania peptydowego
miedzy prolinami.

Publikacja 2:Peil, L., Starosta, A. L., Lassak, J., Atkinson, G. C., Virumae, K., Spitzer, M.,
Tenson, T., Jung, K., Remme, J., and Wilson, D. N. (2013) Distinct XPPX sequence motifs
induce ribosome stalling, which is rescued by the translation elongation factor EF-P.

PNAS 110, 15265-15270. (IF2013= 9,809, MNiSW3013 = 45, cytowane 66 razy)

W badaniach in vitro, pokazatam wplyw aminokwasu poprzedzajqcego sekwencje
diprolinowq oraz aminokwasu nastepujgcego po motywie diprolinowym na efektywnos¢
biosyntezy biatka. Udowodnitam zaleznos¢ ekspresji tych motywdéw z aktywnosciq
czynnika EF-P. Odkrycie to zwiekszyto pule sekwencji poliprolinowych, ktére mogq
stanowi¢ problem dla aparatu translacyjnego. Pokazatam, ze nie tylko motyw PPP, ale
réwniez pewne kombinacje XPP lub PPX powoduje pauze rybosomalng.

Publikacja 3: Starosta, A. L., Lassak, ]., Peil, L., Atkinson, G., Virumae, K., Tenson, T., Remme,
J, Jung, K., and Wilson, D. N. (2014) Translational stalling at polyproline-stretches is
modulated by the sequence context upstream of the stall site.

Nucleic Acids Research 42(16):10711-9. (IFzo14 = 9,112, MNiSW3014 = 40, cytowane 38

razy)

W badaniach tych przedstawitam wnikliwq analize in vitro wplywu aminokwasu
poprzedzajgcego motyw triprolinowy w sekwencji biatkowej. Pokazatam, ze nie kazdy
motyw triprolinowy powoduje pauze rybosomu, a aminokwas na pozycji -1 w stosunku do
motywu PPP moze modulowac efektywnos¢ pauzy.

Publikacja 4 : Starosta, A. L, Lassak, ], Peil, L., Atkinson, G. C., Woolstenhulme, C. J.,
Virumae, K., Buskirk, A., Tenson, T., Remme, J., Jung, K., and Wilson, D. N. (2014) A conserved
proline triplet in Val-tRNA synthetase and the origin of elongation factor P.

Cell Reports Oct 23;9(2):476-83. (IF2014= 7,407, MNiSW3014 = 35, cytowane 10 razy)

W tej publikacji zaprezentowatam hipoteze istnienia czynnika elongacyjnego EF-P.
Pokazatam, ze ekspresja syntetazy walylo-tRNA jest scisle zalezna od funkcji czynnika EF-
P, a motyw triprolinowy w centrum aktywnym syntetazy walylo-tRNA jest niezbedny dla
prawidtowego i efektywnego funkcjonowania enzymu.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych
5.1 Udziat w projektach naukowych / granty naukowe
Skutecznie aplikowatam o indywidualne stypendia podoktorskie, oraz o granty na

stworzenie wlasnej grupy badawczej. Obecnie, w ramach grantéw, zatrudniam jednego
mtodego doktora na pozycji adiunkta, oraz dwéch doktorantéw (na stypendiach).

Granty na stworzenie wlasnej grupy badawczej:

12/2017 EMBO Installation Grant - Europejska Organizacja Biologii Molekularnej (edycja
2017) - 50000 €/rok (na okres 3 do 5 lat) - wnioskodawca / kierownik projektu /
pomystodawca projektu

07/2017 FIRST TEAM grant finansowany przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej (edycja
03/2017) - 1999 164,00 zt - wnioskodawca / kierownik projektu / pomystodawca
projektu

Indywidualne stypendia:

09/2018 Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Wybitnych Mtodych
Naukowcow

07/2018 Grant Miodych - Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie - , Analiza wptywu zmiennych warunkéw $rodowiskowych na
fenotyp i czestotliwos$¢ sporulacji u bakterii Bacillus subtilis”

05/2016 Marie Sktodowska-Curie Individual Fellowship, Horyzont 2020, Komisja
Europejska (EU projekt 705648 - MBD) - 2-letni grant dla mlodego doktora- 180 000 € -
wnioskodawca / wykonawca projektu / inicjator projektu

06/2012 AXA Research Fund - 2-letni grant dla mtodego doktora - 120 000 € -
wnioskodawca / wykonaweca projektu (https://www.axa-research.org/en/projects/agata-
starosta)

5.2 Wktad w nauke po doktoracie
A. Badania nad syntezq biatek u sporulujqcej bakterii Bacillus subtilis.

Jako inicjator projektu, zaproponowatam nowatorskie spojrzenie na proces
sporulacji w bakteriach, z punktu widzenia translacji biatek. Celem badan byta identyfikacja
nowych czynnikéw odpowiedzialnych za powstanie spor oraz poszukiwanie elementéw
stanowiacych o regulacji translacji bialek. Sporulujgce bakterie s3 powaznym zagrozeniem
przy hospitalizacji, ale réwniez przy produkcji zywnosci. Powoduja zatrucia oraz powazne
choroby uktadu pokarmowego, potencjalnie $miertelne. Co wiecej, szczepy takie jak
pateczka waglika byly juz wykorzystywane do atakéw bioterrorystycznych. W moich
badaniach, uzywatam szczepu Bacillus subtilis, ktory jest niegrozny dla cztowieka, ale
jednocze$nie jest bliskim krewnym patogennych bakterii takich jak (i) pateczka waglika -
uzywana w atakach bioterrorystycznych, (ii) laseczka woskowa - odpowiedzialna za
zatrucia pokarmowe, czy tez (iii) Clostridium difficile - powodujaca rzekomo-btoniaste
zapalenie jelit, ostrg chorobe uktadu pokarmowego, ktéra moze prowadzi¢ do $mierci.
Wiele procesow komdrkowych niezbednych do powstania spor jest niezwykle podobnych
pomiedzy tymi bakteriami, co czyni B. subtilis doskonatym obiektem badawczym.
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W czasie pracy w laboratorium w Newecastle zoptymalizowatam metode
sekwencjonowania wysokoprzepustowego aktywnie dekodowanych mRNA (tzw.
~ribosome profiling”), co pozwala na monitorowanie z doktadnoscia do jednego nukleotydu
doktadnej pozycji rybosomu na mRNA79. Rybosom jako serce procesu syntezy biatek
potencjalnie moze decydowa¢ o tym, ktére biatka pojawig sie w komoérce. Metoda ta
pozwala na mapowanie catego translatomu, co umozliwia analize ilo$ciowg biatek w
komorce, ale réwniez na identyfikacje nowych genéw, obliczenie szybko$ci translacji czy
tez identyfikacje procesow regulacji ekspresji genoéw zaleznych od rybosomu, na przyktad
tak zwany ,stalling”, czyli pauzowanie rybosomu na specyficznych sekwencjach mRNA
(zaleznych od sekwencji aminokwasowej w rosngcym tancuchu polipeptydowym).

2. Wyniki badan nad Bacillusem byty podstawa do aplikacji o finansowanie na prowadzenie
badan we wiasnej grupie na Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, w ramach
programu FIRST TEAM oraz EMBO Installation Grant.

Obecnie, moja grupa badawcza zajmuje sie praca majaca na celu identyfikacje tak
zwanych wyspecjalizowanych rybosomoéw. Do tej pory uwazano, ze wszystkie rybosomy w
komorce s3 identyczne. Jednak ostatnie lata, przede wszystkim za sprawa coraz wiekszej
dostepnosci do wysokoprzepustowego sekwencjonowania genomoéw, ukazaty ogrom
wcze$niej niezidentyfikowanych enzyméw modyfikujacych nukleotydy rybosomalnych
RNA, tRNA oraz paralogi biatek rybosomalnych. Dzieki tym odkryciom pojawity sie
sugestie, ze niewielka frakcja rybosoméw moze nosi¢ inny wzér modyfikacji rRNA i/lub
inny sklad biatek rybosomalnych, co daloby jej przewage w ttumaczeniu informacji
genetycznej zakodowanej w wyselekcjonowanej grupie mRNA. Uzywajgc bakterii Bacillus
subtilis, poszukujemy czynnikéw determinujacych specjalizacje rybosoméw w procesie
tworzenia spor.

B. Praca nad mechanizmem dziatania antybiotyku z grupy hygromycyn A.

Uzywajgc szeregu metod, badaliSmy mechanizm inhibicji syntezy biatek w bakterii
przez antybiotyk hygromycyne A. Jest to praca taczaca biologie strukturalng (krystalografia
rentgenowska), biofizyke (FRET) oraz biochemie w celu ustalenia molekularnych podstaw
dzialania hygromycyny Aso,

W erze wzrastajacej opornosci na antybiotyki, potrzeba poszukiwan nowych inhibitoréw
wzrostu bakterii jest wieksza niz kiedykolwiek w historii antybiotykoterapii. We
wspoétpracy z laboratorium Profesora Kevina Reynoldsa badaliSmy zapomniany antybiotyk
- hygromycyne A (HA). W badaniach zostat scharakteryzowany szlak biosyntezy HA7.
Dodatkowo, odkryto kinaze inaktywujaca HA81, co potwierdzono badaniami in vivo i in vitro.
We wspétpracy z laureatem nagrody Nobla - Profesorem Thomasem Steitzem oraz z
Profesorem Scottem Blanchardem, wykorzystaliimy metody analiz biochemicznych,
biofizycznych oraz strukturalnych w celu zrozumienia mechanizmu dziatania HA na
inhibicje biosyntezy biatka80. OdkryliSmy unikalng forme posrednig tRNA w miejscu A
rybosomu bakteryjnego oraz scharakteryzowali$§my molekularny mechanizm dziatania HA
oraz zaprezentowaliSmy detale tego procesu na poziomie rozdzielczo$ci atomowej8o.

Polikanov, Y.S.*, Starosta, A.L.*, Juette, M.F.*, Altman, R.B,, Terry, D.S., Lu, W., Burnett, B.]., Dinos, G., Reynolds,

K.A,, Blanchard, S.C,, Steitz, T.A., Wilson, D.N. (2015) Distinct tRNA Accommodation Intermediates Observed on
the Ribosome with the Antibiotics Hygromycin A and A201A. Molecular cell 2015, 58(5):832-44.

C. Praca nad mechanizmem dziatania antybiotyku z grupy tetracyklin.
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Poszukiwanie nowych klas antybiotykéw jest niezwykle atrakcyjnym
zagadnieniem, jednakze wymagajacym czasu oraz duzych naktadéw finansowych, a mimo
tego, osiggniecie celu jest trudne. Co wiecej, wiele antybiotykéw dziala na podobne, a
czasem nawet identyczne miejsca inhibicji do znanych juz klas, co w konsekwencji oznacza
niska skuteczno$¢ inhibicji przeciwko mechanizmom oporno$ci znanym naturze, co
dodatkowo  komplikuje  proces poszukiwan nowych inhibitoréw  wzrostu
mikroorganizméw. 7 tego wzgledu duza popularnos$cia cieszy sie “racjonalne
projektowanie” semi-syntetycznych pochodnych znanych antybiotykéw w taki sposéb, by
miaty potencjat przeciwko mechanizmom opornosci na lek, na podstawie ktérego sa
projektowane. W czasie pracy w laboratorium D. Wilsona, opracowatam protokét na szybka
i wysokoprzepustowa analize wielu nowych pochodnych antybiotykéw, réwniez w
uktadzie z aktywnym mechanizmem opornosci.

Badania we wspétpracy z firmg Tetraphase Pharmaceuticals nad tetracyklinami,
popularnymi antybiotykami wiazacymi sie do matej podjednostki rybosomalnej oraz
blokujacymi akomodacje tRNA do miejsca A, pozwolita na identyfikacje nowej pochodnej
tetracykliny z grupy glicylcyklin - erawacykliny (TP-434) - ktéra wykazuje duzo silniejsza
inhibicje biosyntezy biatka niz popularna tetracyklina lub tez doksycyklina, ale réwniez nie
jest podatna na oporno$¢ wywotang obecno$cig czynnika TetM, ktéory ma zdolnosé
aktywnego usuwania czgsteczki antybiotyku z jej miejsca wigzania na rybosomie82
Eravacyklina jest obecnie testowana w ostatniej fazie testéw klinicznych. Co wiecej, we
wspotpracy z grupg Profesora Marat’a Yusupov’a, udato nam sie uzyskaé strukture
krystaliczng tetracykliny oraz tygecykliny — pierwszej glycylcykliny uzywanej kliniczniess,
PrzedstawiliSmy réwniez wyniki testéw opornosci na czynnik TetM oraz dane dla
tetracyklin z grupy pentacyklin, omadacyklin, fluorocyklin oraz glicylcyklin. Badania takie
pozwalaja na racjonalne projektowanie nowych pochodnych lekéw z tej grupy.

Grossman, T. H., Starosta, A. L., Fyfe, C., 0'Brien, W., Rothstein, D. M., Mikolajka, A., Wilson, D. N., and Sutcliffe, ].

A. (2012) Target- and resistance-based mechanistic studies with TP-434, a novel fluorocycline antibiotic.
Antimicrobial agents and chemotherapy 56, 2559-2564.

Jenner, L.*, Starosta, A. L.*, Terry, D. S., Mikolajka, A., Filonava, L., Yusupov, M,, Blanchard, S. C., Wilson, D. N.,
and Yusupova, G. (2013) Structural basis for potentinhibitory activity of the antibiotic tigecycline during protein
synthesis. PNAS 110, 3812-3816.

D. Praca nad funkcjq czynnika elongacyjnego EF-P w bakterii Escherichia coli.

W laboratorium Profesora D. Wilsona, prowadzitam badania nad funkcjg
elongacyjnego czynnika EF-P na biosynteze biatek. W tym czasie odkryliSmy, ze EF-P jest
post-translacyjnie modyfikowane przez hydrokylowang beta-lizyne8485. Dalsze badania
pozwolity na odkrycie funkcji EF-P w procesie translacji. Pokazali$my, ze modyfikowane
EF-P umozliwia translacje poli-prolin2é. Gdy w sekwencji aminokwasowej wystepuja wiecej
niz dwie proliny (PPP), jedna za drugg, synteza biatka zwalnia lub czasem niemal catkowicie
ustaje. EF-P zapobiega pauzom rybosomu i pozwala na nieprzerwang synteze sekwencji z
poli-prolinami. W dalszych badaniach pokazaliSmy, ze juz nawet dwie proliny s3
wystarczajgce do spowolnienia translacji, jesli wystepuja w pewnych uktadach sekwencji
aminokwasowych39. Dodatkowo pokazaliémy, ze jest to spowodowane daleka od
optymalnej pozycja prolin w centrum katalitycznym rybosomusSs. Doktadniejszy opis
projektu w rozdziale 5.2.
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