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Streszczenie

STRESZCZENIE

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy okemia funkcji multiplikacji
rybosomalnych bia ek P, ktore stanovg éwny element bia kowy eukariotycznego
centrum GTPazowego - GAC, angGTPase Associated Center’Centrum
to znajduje si na duej podjednostce rybosomalnej, a jego funkcja polega
na wizaniu i stymulacji aktywnai GTPazowej czynnikow translacyjnych,
tzw. trGTPaz. GAC jest odpowiedzialny za uwolniereeergii zgromadzonej
w GTP, ktéra jest g bwnym motorem naowym w funkcjonowaniu rybosomu
I zapewnia jednokierunkowo procesu translacji. Eukariotyczne bia ka P tworz
dwa hetero-dimery P1-P2, ktére nie oddzialgzporednio z rybosomalnym RNA,
ale wi  si z rybosomem za poednictwem bia ka uL10, tworz pentameryczny
kompleks ulL10-(P1-P2) W komoérkach drad owych kompleks ten posiada
zmodyfikowan konfiguracje, ulL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A). Unikatow cech
bia ek P wchodzych w sk ad kompleksu jest ich multiplikacja, agufe wszystkim
powielenie tzw. domen P, ktére zawierdonserwatywny C-terminalny fragment,
odpowiedzialny za bezprednie oddzia ywanie z trGTPazami. W eukariotycznym
kompleksie uL10-(P1-P2)wyst puje pi identycznych C-kocowych fragmentow;
cztery pochodz z dwoch dimeréw P1-P2 oraz ty z domeny P w bia ku uL10.
Obecno tylko jednego takiego elementu na rybosomie wyggtardo stymulacii,
zale nej od czynnikow translacyjnych, hydrolizy GTiPvitro co zapewnia przebieg
biosyntezy bia ka iywotno komorek.

Celem pracy jest poznanie funkcji eukariotycznywh ek P, a przede
wszystkim roli multiplikacji tych biaek w aspekciaglzia ania maszynerii
translacyjne;j.

Jako model badawczy wykorzystano komorki drgy Saccharomyces
cerevisiae tj. zestaw mutantdbw na bazie szczepu BY4741, ektposiaday
zmodyfikowan konfiguracj kompleksu biaek P. Wykorzystano trzy szczepy
dro d owe, BY4741 posiadagy niezmieniony kompleksy w formie
uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A), oraz mutanty: ulL%@® oraz uLlOnin2 posiadajce
konfiguracj kompleksu odpowiednio, uL10-(P1A-P2B) i uL10. Reat] zada
badawczych rozpocio od charakterystyki fenotypowej otrzymanych midan
dro d owych. Zaobserwowanoe szczep dra owy uL10 ninz, W ktGrym rybosomy

pozbawione swszystkich bia ek P charakteryzuje piowolnym wzrostem, a cecha
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ta zwi zana jest z zaburzeniami w cyklu komérkowym, wéda3il, czego rezultatem
jest znacznie wyd wny czas generacji komorki di owej. Analizy fenotypowe
wykazay ponadto, e mutant ulLlOun2 wykazuje defekt metaboliczny,
tj. nie wykorzystuje tzw. niefermentowalnychdde w gla, jak etanol czy glicerol.
Nast pne kroki to analizy skierowane na opisanie funkoania maszynerii
translacyjnej w aspekcie iloiowym jak i jakociowym. Analizy ilo ciowe, czyli
okre lenie wydajnoci translacji na poszczegolnych jej etapach. Wyksiiano takie
analizy jak ,profilie polisomow” w tym analiz,runoff’ oraz ,half transit timé.
Analizy te wykazay, e brak biaek P na rybosomie nie zaburza efektyaino
translacji na poszczegdllnych etapach cyklu tragglago. Jednale, najbardziej
zaskakujcy wynik otrzymano na bazie analiz jakmwych wskazujc, e rybosomy
z defektywnym kompleksem bia ek P wykazapburzenia w precyzji dekodowania
informacji genetycznej. Analizy te wykonano na leagystemu dwéch lucyferaz jako
uk ad reporterowy @Qual Luciferase Assay Reporter Systgm'Wykazano,
e zak 6cenie architektury kompleksu wpywa w széhegci na proces
dekodowania, tj. wprowadzenie dnego aminokwasumisincorporatiori, supresji
kodonu stop read-throughi czy przesunicie ramki odczytu o 1 nukleotyd
w kierunku 3’, tzw. +1 frameshifting. Wyniki analiz oparte na systemie
reporterowych lucyferaz, poparte sobserwacjami wskazuwgymi, e mutant
dro d owy pozbawiony biaek P jest nadwlavy na antybiotyki z grupy
aminoglikozydow, ktore  updedzaj proces dekodowana. Pokazuje
to synergistyczny efekt milzy defektem dekodowania wynikaym z niedoboru
bia ek P a stosowanym aminoglikozydem. Analizyctejstotne, pokazujkorelacj
mi dzy liczb kopii bia ek P na rybosomie i wp ywem na dok adnbumaczenia
informacji genetycznej przez rybosom. Zubnie rybosomu o jeden dimer P1-P2,
to jedynie umiarkowany defekt dekodowania, pod@mhsju brak dwédch dimerow
powodowa 0 znaczny wzrost totliwo mylenia si rybosomu. Ponadto, analizy
dzia ania maszynerii translacyjnej wskaza g, mutant drod owy z zaburzeniami
w architekturze kompleksu bia ek P nabywa opothama sordarin; specyficzny
antybiotyk dzia ajcy na grzyby, rzucag nieco wicej wiata na molekularny
aspekt dzia ania tego antybiotyku.

Podsumowujc, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano,
e multiplikacja bia ek P, a przede wszystkim obecra ciu charakterystycznych

C-terminalnych fragmentow biaek P1/P2 i biaka 0Llodgrywa istotn rol
7
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w procesie dekodowania informacji genetycznej pregzosom. Zatem, mma
stwierdzi, e goéwn rol multiplikacji biaek P jest funkcjonalne sprenie
Z jakociowym aspektem dzia ania rybosomu, tj. dekodowanienformacji
genetycznej. Ponadto, badania te niag sobie aspekt aplikacyjny, poniewa
wskazuj, e kompleks biaek P me odgrywa istotn rol w oddzia ywaniu
sordarinu z rybosomem. Wynik ten, otwiera droglo poznania podstaw
molekularnych dzia ania sordarinu na maszyndranslacyjn, a tym samym

opracowanie efektywnych anty-grzybiczych antybidtyk
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. WsT P

Funkcjonaln struktur komoérkow warunkujc biosyntez bia ka jest
rybosom. Jest to kompleks bia kowo-rybonukleinowtgrego zasadniczfunkcj
jest dekodowanie informacji genetycznej zawartejmiRNA i kataliza syntezy
wi zania peptydowego w bia kach. Chocigierwsze wzmianki na temat
tej makromoleku y pojawi y siw latach czterdziestych XX wieku [1], nadal jeago
obiektem intensywnych bada wiata naukowego. Rozwoj technik badawczych
ostatnich lat, takich jak krystalografia rentgenkas czy mikroskopia
krioelektronowa, pozwoliy na poznanie strukturyzrozumienie funkcjonowania
rybosomu w nano-skali, jednak molekularne aspekty biosyntezy bia ka i rola
maszynerii translacyjnej w regulacji metabolizmumdrki nadal skrywaj wiele

tajemnic [2].

1. STRUKTURA RYBOSOMU

Obecna wiedza na temat struktury i funkcji rybosofest wynikiem
wieloletnich biochemicznych, biofizycznych i strukalnych bada [3]. Zarowno
rybosom bakteryjny o staej sedymentacji 70S, jaleukariotyczny o staej
sedymentacji 80S szespo ami dwoéch sk adowych: rybosomalnego RNA @&RN
I biaek. W skad maej podjednostki rybosomu bakteego (30S) wchodzi
cz steczka 16S rRNA i 21 rybosomalnych bia ek, natetila podjednostk (50S)
buduj odpowiednio czsteczki 5S, 23S rRNA oraz 33 bia ka [4]. Ma a pddjestka
rybosomu eukariotycznego (40S) zawiera 18S rRNA &2 bia ka natomiast da
podjednostka (60S) zbudowana jest z odpowiednio B%28S rRNA oraz
dodatkowej czsteczki rRNA - 5.8S i 45 bia ek [4, 5]. Pomimo whbpm) historii
I wysokiej konserwatywnai w zasadniczych elementach rybosomu, istnieje
znaczce jego zronicowanie ewolucyjne mdzy poszczegolnymi domenamycia.
Spordd eukariotycznych bia ek rybosomalnych, 32 nie j maomologéw
w strukturach bakteryjnych lub archeondw, zhiaka homologiczne csto
zawieraj specyficzne dodatkowe elementy topologiczne, ktorexdaj
im specyficzno w poszczegb6lnych domenacycia [6].

W strukturze ma ej podjednostki rybosomalnej we ysizch domenach
ycia moemy wyroni charakterystyczne elementy strukturalne tj. govami,

dziob, platform, cia o, ostrog natomiast w obibie duej podjednostki centraln
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wynios o , wynioso boczn L1 oraz wynioso boczn okrelan mianem
tzw. ,kciuka” rybosomalnego (angriposomal stalk’) [5]. Pomimo rénic pomi dzy
rybosomami z rénych domen ycia struktura rdzenia i mechanizm dzia ania s

homologiczne (Fig. 1).

Escherichia coli

L7L12

GAC
Cialo
30S
mRNA
»
Mala podjednostka
Y2 cP  PIRNA

Glowa

Dziob -

) h N\
C i
Cralo ?\?( X i

p 4

Ostroga Duza podjednostka

Fig. 1. Struktura rybosomu bakteryjnego [7]. Panel gérny: struktura rybosomu bakteryjnego 70S
wraz z mRNA (kolor czarny) oraz tRNA w miejscu Ai@jsce wizania aminoacylo-tRNA, kolor
ré6 owy), P (miejsce wizania tRNA wraz z syntetyzowanym polipeptydem, kolzelony)

i E (miejsce wizania zdeacylowanego tRNA, kolod ty). Du a podjednostka 50S - kolor owy,
maa podjednostka 30S - kolor jasnoniebieski. Padelny lewy: maa podjednostka 30S
z zaznaczonym centrum dekodyym (DC); panel dolny prawy: da podjednostka 50S

Z zaznaczonym centrum peptydylotransferazy (PTQACG centrum GTPazowe (angG;JPaze

Associated Cente)’
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Na podstawie licznych prac badawczych, a przede ystism
wysokorozdzielczych struktur rybosomu opracowanychtechnikami
krystalograficznymi  wyréniono trzy miejsca wiania czsteczki tRNA:
akceptorowe (miejsce A), do ktérego prmza si aminoacylo-tRNA (aa-tRNA);
peptydylowe (miejsce P), do ktérego podczas procescjacji przy cza Si
inicjatorowy tRNA, a w czasie elongacji zakotwicyojest peptydylo-tRNA oraz
miejsce wyjcia dla deacylowanego tRNA (miejsce E) (Fig. 1) [8]

Podstawowa aktywno translacyjna rybosomu realizowana jest w b
jego trzech funkcjonalnych miejsc aktywnych: centrudekodujcego (DC,
ang. ,Decoding Center) [9], centrum peptydylotransferazy (PTC, an&eptidyl
Transferase Cente)” [10] oraz centrum GTPazowego (GAC, andgsTPase
Assiociated Cente)’ [11]. Centrum dekoduge zlokalizowane jest na ma ej
podjednostce rybosomu i odpowiada za dekodowanfernmacji genetycznej
zawartej w sekwencji mRNA [9]. Centrum to zbudowamest wy cznie
z fragmentow helis 44, 18 oraz 34 16S rRNA, 2#512 to jedyne bia ko
rybosomalne jakie znajduje sblisko centrum dekodugego i pe ni w tym procesie

po redni rol wspomagajc (Fig. 2).

O 5. Contrum Fig. 2. Centrum dekoduj ce rybosomu na podjednostce
A .‘l' 3:-‘._ dekodujace

30S.A [8]: Struktura 30S Z'hermus thermophiluspracowana
metod krystalografii. ROnymi kolorami zaznaczono trzy
g 6wne domeny 16S rRNA tworze centrum dekoduje oraz
bia ko uS12.

B [12]: Centrum dekoduge z zaznaczonymi pozycjami
konserwatywnych zasad A1492, A1493 i G530 na 168AR
uczestniczcych w  tzw. weryfikacji strukturalnej
tj. rozpoznawaniu kompleksu kodon-antykodon. KoduRNA
znajdujcy si w miejscu A (fioletowy), ptla antykodonowa
tRNA ( 6ty), 16S rRNA (szary), nukleotydy A1492 i A1493
oraz G530 weryfikujce strukturalne oddzia ywanie kodon-

antykodon oznaczono kolorem oivym.

11



Wst p

W trakcie dekodowania mRNA nukleotydy A1492, Al148&z G530 16S rRNA
oddziauj z kompleksem mRNA-tRNA ,odczytup”, na zasadzie molekularnej
weryfikacji, poprawno parowania kodon-antykodon i formowanie dupleksu.
Zjawisko to stanowi zasadnicaktywno rybosomu w procesie odczytu informacji
co jednoczenie zapewnia wysok precyzj dekodowania informacji genetycznej
(Fig. 2B) [8].

Centrum peptydylotransferazy formowane jest przezsteczk rRNA
wchodz cego w sk ad diwej podjednostki rybosomalnej a podstawadiwnkcj tego
centrum jest udzia w procesie tworzenia z@nia peptydowego i uczestnictwo
w uwalnianiu nowo syntetyzowanych peptydéw [13]. ofgenie wizania
peptydowego w obbie PTC zachodzi spontanicznie a roybosomu jest jedynie
organizacja strukturalna dwoch substratow, tj. peyb-tRNA w miejscu P
I aa-tRNA w miejscu A. Zatem, z punktu widzenia $leznej katalizy
enzymatycznej, nie nagtuje obnienie energii aktywacji a jedynie spadek entropii
uk adu [14] (Fig. 3).

Fig. 3. Centrum peptydylotransferazy [15].

<.
~/  Substraty: aa-tRNA w miejscu A oraz peptydylo-

\ /_/ tRNA w miejscu P oznaczono odpowiednio kolorem

4 r6é owym oraz zielonym.

Odpowiednie pozycjonowanie w PTC kolejnego aminakwavzgl dem
tworzonego polipeptydu prowadzi do spontanicznegwmbéwania wizania
peptydowego, mdzy grup aminow aminokwasu doczonego do tRNA w miejscu
A a grup karbonylow ostatniego aminokwasu na peptydylo-tRNA w miejgtu
Nale y podkreli , e w reakcji tej nie bierze czynnego udziaaden czynnik
translacyjny ani te adne bia ko rybosomalne oraz rRNA [16]. Na podstawi
symulacji komputerowych PTC i analiz biochemicznychasugerowano,

e jedynie N-kocowa grupa -aminowa bia ka bL27, w rybosomigscherichia coli,

12
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mo e by zaangaowania w reakcji tworzenia wzania peptydowego, jednak nie
jest to udzia aktywny w katalizie [17]. W zwiku z tym, e dominujcym
elementem w dwoch kluczowych procesach realizowangrzez rybosom jest
rRNA, mo na go traktowajak rybozym.

Kolejnym centrum aktywnym rybosomu zlokalizowanym obr bie du ej
podjednostki jest centrum GTPazowe. Jego funkcjagaona wizaniu i stymulacji
aktywnoci GTPazowej czynnikOw translacyjnych, tzw. trasgjaych GTPaz
(trGTPaz), dziki ktérym proces translacji przebiega wydajnie. tDem to jest
odpowiedzialne za konwersj  energii chemicznej, zgromadzonej
w wysokoenergetycznym wzaniu w obrbie cz steczki GTP, w energikinetyczn

warunkuj ¢ jednokierunkowo procesu translacji [18, 19].

1.1.Struktura i funkcja centrum GTPazowego

W odré nieniu do centrum dekoduwjego oraz centrum peptydylotransferazy,
ktdre zbudowane swy cznie z rRNA, funkcjonowanie elementu GAC opiera si
na wspo dzia aniu rRNA i bia ek rybosomalnych [2Bpmponent rybonukleinowy
stanowi dwa fragmenty rRNA; tzw. pla sarcynowo-rycynowa (SRL, andsarcin-
Ricin Loop”) oraz ptla tiostreptonowa (TL, ang.Thiostrepton Loop). Element
bia kowy centrum GTPazowego na rybosomie stanowgooieryczna struktura
tworz ca boczn wynios o rybosomaln zwan ,kciukiem”. U eukariontow jest
to kompleks rybosomalnych biaek P oraz rybosomdeeko ulLll [11, 21].
Kompleks bia ek P poczony jest z rybosomem poprzez konserwatywny region
rRNA zwany ptl tiostreptonow, za porednictwem bia ka uL10 [11, 22].

P tla sarcynowo-rycynowa jest jedn z najsilniej ewolucyjnie
konserwowanych sekwencji rRNA d ca elementem helisy 95 na 23S rRNA
(nukleotydy C2646- G2674 tescherichia col [23] (Fig. 4A) czy 28S rRNA
(nukleotydy A4308-A4339 u szczura) [24]. W sk ad LSRichodzi sekwencja
12 nukleotydow (AGUACGAGAGGA), ktora jest charaktstyczna dla rRNA
we wszystkich organizmach ywych. Ptla sarcynowo-rycynowa odgrywa
zasadnicz rol w aktywnoci rybosomu poprzez bezpedni stymulacj hydrolizy
GTP katalizowanej przez czynniki translacyjne -TtRazy [19]. SRL oddzia ywuje

bezporednio na domen G trGTPaz, ktéra jest odpowiedzialna

13
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za hydroliz GTP, a mechanizm molekularny polega na otwarcw. thramki
hydrofobowej” i prawid owym pozycjonowaniu specyi®ej reszty histydynowej
umo liwiaj ¢ cz steczce wody nukleofilowy atak na wanie -fosforanowe GTP
(Fig. 4B). Ze wzgldu na swoj kluczow rol w stymulacji hydrolizy GTP
w stosunku do wielu czynnikéw translacyjnychtl@ sarcynowo-rycynowa sta a Si
rownie celem dla toksyn takich jak -sarcyna czy rycyna, ktére poprzez
modyfikacje SRL hamuj proces translacji, a keowym efektem jest mier
komorki eukariotycznej [25, 26, 27, 28]. Hydrolizai zania fosfodiestrowego
pomi dzy G2661-A2662 (numeracja. coli) przez -sarcyn czy te specyficzna
depurynacja adeniny A2660 (numeradi@a col) rRNA i A4324 (numeracja
28S rRNA szczura) przez rycymprowadzi do zahamowania hydrolizy GTP zalg
od trGTPaz, a w konsekwencji do hamowania syntéagk i mierci komorki (Fig.
4A) [28, 29].

2660 A<«— Ricin
c;<—Sar<:In
GeA

C-G

A«G

U* A 2665
2655G'A

.
UeC
C-G
C-G
U-A
C-G
G+U

UeG
2646C~-G2674

Fig. 4. Interakcja SRL z bia kowym czynnikiem elongcyjnym EF-Tu E coli [30].

A: Drugorz dowa struktura SRL. Kolorem czerwonym zaznaczon&leaotydy A2660, G2655,
U2553, C2667. Miejsca b ce celem dla rycyny lub-sarcyny zaznaczono strza. kB: Strukturalny
model przedstawiagy fragment interakcji SRL z czynnikiem elongacymyEF-Tu w kompleksie
z GTP (GDPCP) i aa-tRNA. Kolorem czerwonym zaznaozdkatalityczn His84 w EF-Tu,
na zielono nukleotyd A2662 i niebiesko A2660 w S&tigrywaj ce kluczow rol w pozycjonowaniu

reszty His84.

Bia kowy komponent centrum GTP-azowego mmy podzieli na dwie

funkcjonalne i ewolucyjnie odbne cz ci: podstaw ,kciuka” rybosomalnego

14
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I cz boczn [11, 22] Podstaw ,kciuka” stanowi biaka uLll (wczeniejsza
nazwa L11/L12 odpowiednio u prokariontéw i eukatéw) [31] oraz fragment
kotwicz cy biaka P, tj. uL10 (wczaiej L10/PO odpowiednio u prokariontow
i eukariontéw) [31] wi cy w formie kompleksu oligomerycznego pozosta ekiaia
.Kciuka” do rybosomu (Fig. 5 i 6). U prokariontbwotzna cz ,kciuka”
zbudowana jest z homo-dimeréw biaka bL12 (wokg L12), ktérych
stechiometria jest zr@icowana (Fig. 5) [31]. W przypadku eukariontow,sivpuj
wy cznie hetero-dimery bia ek P1-P2 (Fig. 6) zakotwiopch na C-terminalnej
domenie biaka ulL10, tworz pentamer uL1l0(P1-P2)Na szczegdlln uwag
zas uguje fakt, i biaka te, nale do unikalnych komponentéw rybosomalnych,
poniewa nie oddziauj bezporednio z rRNA, ale wi si z rybosomem
za porednictwem biaka ulL10. Ponadto ich kopie swielokrotnione,
w przeciwie stwie do pozosta ych bia ek rybosomalnych, ktorestwpuj w jednej
kopii na rybosomie [11, 32, 33, 34].

Fig. 5. Prokariotyczne centrum GTPazowe (GAC) [20]. Struktura podjednostki 50S. Bia ka
podjednostki 50S zaznaczono kolorem turkusowymkaigkciuka” rybosomalnego: dimery bia ek
bL12 kolorem czerwonym, biako uL10 kolorem niekies za ulLll kolorem 6tym. rRNA

podjednostki zaznaczono kolorem szarym, SRLilagsarcynowo-rycynowa (kolor rowy).

15
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Fig. 6. Eukariotyczne centrum GTPazowe (GAC).Lewy panel: struktura podjednostki 60S
opracowana metodkrystalograficzn z zakrelonym regionem GAC. Prawy panel: struktura GAC:
SRL - ptla sarcynowo-rycynowa (kolor niebiesko-czerwonyja ko ulLll (czerwony); ulL10

(ciemnoniebieski); dimery P1-P2 (jasnoniebieskipdel wykonany z wciem programu PyMol.

.Kciuk” rybosomalny wchodzi w bezpeedni interakcj z translacyjnymi
GTPazami i odpowiada za stymulagth GTPazowej aktywnai. W obr bie trzech
domen ycia, kompleks biaek formugych rybosomaln wynioso boczn,
wykazuje zmienno w zakresie kompozycji, stechiometrii i wawo Ci
topologicznych [11, 22]. | tak, u prokariontéw pamier uL10-(bL12) wyst puje
u bakterii mezofilnych (Fig. 7, lewy panel), hepamulL10-(P1-P2) u bakterii
termofilnych [35] natomiast u wybranych cyjanobakteopisano struktur
oktameryczn ulL10-(bL12) [35]. U eukariontbw wyspuje pentamer
uL10-(P1-P2) (Fig 7, prawy panel) [36] podczas gdy archeonyigueg heptamer
uL10-(P1-P1)3 [37] kd cy homologiem uk adu eukariotycznego (Fig. igdkowy
panel). Pod wzgbem ewolucyjnym biaka P1/P2 i bL12 stanowk ady
analogicznie, a nie homologiczne. Postuluje s ich pojawienie sijest wynikiem
ewolucji konwergentnej [38].

Interesujcym jest zjawisko dalszego miicowania si bia ek P u niszych
eukariontow, jak drad e Saccharomyces cerevisjaeu ktorych biaka P
wyewoluowa y a do czterech rdhych bia ek oznaczonych symbolami: P1A, P1B,
P2A i P2B [39]. U drod y biaka P preferencyjnie tworzdwa specyficzne
hetero-dimery, P1A-P2B i P1B-P2A, ktére na rybosomwystpuj w formie
kompleksu tworzc wraz z bia kiem uL10 pentamer uL10-(P1A-P2B)(FABA)
[11, 40, 41, 42, 43].
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Fig. 7. Model struktury kompleksu bia ek tworz cych boczn wynioso rybosomaln [44].
Panel lewy: model struktury kompleksu bia ek uLbQ42), u bakterii na przyk adzi&. coli. Panel
rodkowy: struktura kompleksu bia ek uL10-(P1) archeonéw na przyk adzR. horikoshii Panel
prawy: proponowana struktura kompleksu bia ek ulR0-P2) u eukariontéw na przyk adzie

H. sapiens

Masa molekularna bia ek P1/P2 u saych Eukaryotawynosi ok. 11 kDa,
m. in. u S. cerevisiag45, 46] lub ponad 12 kDa u wszych Eukaryota [22].
W odr6 nieniu od wikszoci tzw. zasadowych bia ek rybosomalnych, @ne
bia kami kwanymi i charakteryzuj si punktem izoelektrycznym, ok 4 [21, 47].
W strukturze biaek P memy wyroni trzy regiony/domeny. Pierwszy,
to N-terminalna (NTD, ang.N-terminal domain) globularna domena zbudowana
z okoo 60 reszt aminokwasowych, odpowiedzialna famowanie si
hetero-dimerow P1-P2 [11] oraz zakotwiczenie ich ng/bosomie,
za porednictwem uL10. Drugi region, to C-terminalna (CTéng. (C-terminal
domain”) konserwatywna sekwencja skada si z okoo 20 reszt
aminokwasowych [47], wyspuj ca we wszystkich eukariotycznych bia kach P,
zaangaowana w interakcje z czynnikami translacyjnymi. \lir dbie tego regionu
znajduj si jedna (u drod y) lub dwie (u ssakow) ewolucyjnie konserwowana
reszta seryny lil ca miejscem fosforylacji tych bia ek katalizowampegez kinaz
biakow CK2. Z tych te wzgl dow nazywa si je biakami P (ang.
»phosphoryleted) [48]. Trzecim, charakterystycznym regionem bialRk/P2 jest
region midzy NTD a CTD, zwany regionem zawiasowym, region jest bogaty
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w reszty alaniny, glicyny i proliny, ktory czy obie domeny i nadaje ca ej strukturze
du elastyczno [47].

Organizacja przestrzenna eukariotycznych bia ek/PB1 pomimo
podobnych funkcji, roni si znacznie od ich prokariotycznego odpowiednika bL12
Wczesne analizy z wykorzystaniem metody SAXS wykgzee dimer P1A-P2B,
ma wyd uony ksztat o maksymalnej d uge ~10 nm i przekroju ~2,5 nm (Fig. 8)
[49]. Ponadto, pomiary relaksacji 15N NMR udowogni e okoo 30% reszt
aminokwasowych wyspuje w bardzo elastycznych segmentach, ktére nale
g 6wnie do regionu zawiasowego oraz C-&owej cz ci a cucha polipeptydowego
[49, 50, 51, 52].

Fig. 8. Model struktury 3D dro d owego hetero-dimeru P1A-P2B opracowana metodSAXS
[49]. Model opracowano na podstawie analizy SAXS, wygksiujc hetero-dimer P1A-P2B

otrzymany z uyciem rekombinowanych bia ek P1A i P1B.

Kolejne badania strukturalne z wykorzystaniem mgtbdMR przynios y
dalszy wgld w struktur biaek P1 i P2 pokazwy, e domena NTD cechuje si
obecnoci czterech alfa-helis, w ktorych helisy 1, 2 i 4 anrécone ku sobie,
podczas gdy helisy 3 zaréwno NTD-P1, jak i NTD-P2u one po przeciwnych
stronach struktury i nie szaangaowane w ich w dimeryzacj(Fig. 9A) [51, 52].
C-terminalny fragment, wraz z elementem zawiasowwykazuje si du
elastycznoci . Analiza NMR wskaza a, e fragmenty te nie posiada olanej
struktury przestrzennej (Fig. 9B) a tworavyd u ony fragment polipetydowy.
Jednake, C-terminalny fragment w zakresie 20 reszt amiadowych posiada
zdolno do formowania -helisy w przypadku gdy ulega interakcji z trGTPRaza
[53].
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Fig. 9. Model struktury hetero-dimeru bia ek P1-P2 opracowana za pomoc spektroskopii NMR
[51, 52].

A: Struktura fragmentéw NTD-P1/NTD-P2, do analizykerzystano rekombinowane bia ka ludzkie.
NTD-P1 (szary) i NTD-P2 (zielony) zawierapo cztery helisy. B: model strukturalny pe nego
hetero-dimeru P1-P2, z zaznaczonymi poszczegoldgmienami.

Biako uL10 wraz z biakiem ulLll stanowitzw. podstaw ,kciuka’
rybosomalnego, tworz rusztowanie dla pozosta ych bia ek wchayzh w sk ad
rybosomalnego centrum GAC tj. dimeréw bL12-bLRa¢terig [20, 54], P1-P1
(Archeag [55] czy P1-P2 Eucaryotg [11, 41, 56]. Biako uLl1l0 wykazuje
charakterystyczn i wysoce konserwatywn struktur w grupie biaek
rybosomalnych, ale ze specyficznymi cechami wyst cymi tylko u Eukaryota
Jego N-terminalna domena wica rRNA (RBD, z angrRNA binding domaip
o dugoci okoo 120 aminokwasow, odpowiedzialna jest zazemie si uL1l0
do rybosomu [57, 58]. Domena NTD bia ka uL10 u eidow wykazuje wysoki
stopie podobiestwa, pod wzgldem zaréwno sekwencji aminokwasowej
jak i struktury przestrzennej, do domeny NTD pradatdw i archeonéw [57, 58,
59]. C-terminalna domena bia ka uL10 stanowi ewgjlue odr bn , specyficzn dla
danej domeny ycia struktur, jednake jest to pojedyncza -helisa bd ca
zakotwiczeniem dla bakteryjnych bia ek bL12, czkaiotycznych bia ek P (Fig. 7)
[60]. | tak, eukariotyczny C-terminalny fragmentyany take domen P, zawiera
dwa specyficzne -helikalne regiony bd ce miejscami wizania poszczegoélnych
dimerow P1-P2 [34, 61]. U drd y S. cerevisia¢e dwa krétkie regiony obejmuge
reszty aminokwasowe 199-230 oraz 231-258 bia kaOulopowiedzialne s
za niezalene wi zanie dimeréw P1A-P2B oraz P1B-P2A [62]. Ponadt&azano,

e biaka P1/P2 s biakami opiekuczymi w stosunku do biaka uLl1l0
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warunkuj cymi uzyskanie przez ulLl1l0, prawid owej strukturyzgstrzennej [62].
Domena P, poza dwiema-helisami posiada 20 aminokwasowy fragment
homologiczny do elementu zawiasowego oraz C-terimynalement zawieragy
oko 0 20 reszt aminokwasowych wykaztych wysok homologi do analogicznego
elementu w bia kach P1/P2 [60]. W konsekwencji,oggimalny ,kciuk” zawiera
pi strukturalnie  identycznych  elementéw  polipetydotvyc Pomimo
zaawansowanego rozwoju technik badawczych w zakrbslogii molekularnej
I strukturalnej nie uda o siopracowa pe nej struktury eukariotycznego ,kciuka”
rybosomalnego [63]. Obecne hipotetyczne modeleteparna fragmentarycznych
danych strukturalnych, ktére dajjedynie ogélne wyobranie tej struktury.
Przyczyn takiego stanu rzeczy jest du dynamika ,kciuka” rybosomalnego,
wynikaj ca z nieustrukturalizowania bia ek P [51, 52].

Eukariotyczne biako uLll jest jednym z najbarpzienserwowanym
bia kiem rybosomalnym w obbie wszystkich domenycia [5, 64]. Jest ono
zakotwiczone do fli tiostreptonowej przez C-terminalldomen wi ¢ rRNA.
Jego N-terminalna domena wspoé dzia a z bia kamiulka® w zakresie wizania
I stymulacji czynnikdw translacyjnych [65, 66, 658]. Obie domeny bia ka uL11
po czone s elastycznym cznikiem zapewniagym jego poprawne
funkcjonowanie i moliwo przestrzennej rearaacji. Wykazano, e bia ko ulL11
pe ni istotn rol dziaajc jak molekularny przecznik monitorujcy i sterujcy
rybosomem, umdiwiaj ¢ cykliczne oddzia ywania trGTPaz z rybosomem [&H,
Ponadto, bia ko uL11 jest waym elementem we wszystkich aspektach tzwcia
rybosomu”. Pocawszy od udzia u w pdych etapach biogenezy podjednostki 60S
I uwalnianiu czynnika Tif6 (ang.Translation Initiation Factor 6}, przyczyniajc
si do czenia podjednostek rybosomalnych na etapie inigg@ocesu translaciji,
po zaangaowanie w tzw. ,aktywneycie” rybosomu w ramach cyklu translacyjnego
[68].
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2. RoOLA CENTRUM GTPAZOWEGO W PROCESIE TRANSLACJI

Rybosom jako ,makromolekularna maszyna” z udziaemRNA, tRNA
oraz bia kowych czynnikéw translacyjnych bierze iadav kluczowym procesie
dla funkcjonowania komorki jakim jest biosyntezaa kd. G 6wnym motorem
nap dowym wszystkich etapow w cyklu translacyjnym tpicjacji, elongacji,
terminacji i recyklingu jest energia pozyskiwanahydrolizy GTP i uwalniana
za porednictwem czynnikbw translacyjnych o aktywob GTPaz,
jak przedstawiono to na przyk adowym schemacie ggodranslacji u organizmow
bakteryjnych (Fig. 10) [7].

Fig. 10. Schemat procesu translacji na przyk adzierganizmow bakteryjnych [7]. Kolorem
niebieskim zaznaczono mapodjednostk rybosomu — 30S,6 tym du podjednostk rybosomu —
50S. Udzia poszczeg6llnych elementow w procesienskagji oznaczono zgodnie z ich
zaangaowaniem w poszczegolnych etapach cyklu translaggn@pisy tzw. ,punkty kontrolne”

w ktérych nastpuje hydroliza GTP zaznaczono w postaci owalnyghrfi

Poszczegolne, zalee od trGTPaz, etapy biosyntezy biaka, stanowi
zasadnicze ,punkty kontrolne”, przekroczenie ktbrydeterminuje i jednoczeie

umo liwia przejcie rybosomu do naginego etapu w cyklu translacyjnym,
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co pozwala na osgni cie optymalnej szybkei 1 jednoczenie wiernoci

t umaczenia informacji genetycznej zakodowanej WNAH17]. U bakterii, bd cy
trGTPaz czynnik inicjacyjny 2 (IF2) rekrutuje inicjatorowyfMet-tRNAMet
do miejsca P maej podjednostki rybosomalnej poslczeapu inicjacji procesu
translacji, tym samym kontrolug wybor poprawnej ramki odczytu. Zachoda
hydroliza GTP jest ,punktem kontrolnym”, koz cym proces inicjacji
umo liwiaj cym uformowanie si translacyjnie kompetentnego rybosomu
I jednoczenie uwolnienie wszystkich czynnikéw inicjacyjnyckig. 10) [4, 69].
Etap elongacji syntetyzowanego cacha polipeptydowego obejmuje trzy
powtarzajce si elementy: selekcjaa-tRNA i jednoczenie dekowanie informacji
genetycznej, formowanie wiania peptydowego oraz translokagfbosomu o jeden
kodon na mRNA. Proces ten realizowany jest u bakpmrzy udziale dwoch
trGTPaz: elongacyjnego czynnika EF-Tu i EF-G (F0) [7, 12]. EF-Tu
odpowiedzialny jest za dostarczanie aa-tRNA do so&jA rybosomu w postaci
tzw. potrojnego kompleksu EF-Tu-aa-tRNA-GTP. Prawwee oddzia ywanie
kodon-antykodon indukuje zmiany konformacyjne rylos, w formie
tzw. weryfikacji strukturalnej tych oddzia ywa Informacja ta jest przenoszona
a do centrum GAC indukug tym samym hydroliz GTP i uwolnienie EF-Tu.
Zjawisko to jest "punktem kontrolnym” warunkgym po niejsze utworzenie
wi zania peptydowego. Po utworzeniu tegwi zania peptydowego, EF-G -
trGTPaza katalizuje ostatni etap elongacji — trakestj , podczas ktérej nagiuje
przemieszczenie nowo utworzonego peptydylo-tRNA iejsna A do miejsca P,
wolnego tRNA z miejsca P do miejsca E, przy jedesoym przesunciu rybosomu

o jeden kodon mRNA. Hydroliza GTP katalizowana pr&~-G i stymulowana
przez GAC, to przyk ad typowej konwersji energiragadzonej w GTP na energi
mechaniczn, ktora jest ,punktem kontrolnym" nagizaj cym proces translokaciji.
W wyniku tego procesu rybosom posiada wolne miejcavykazuj c gotowo

do nastpnego cyklu elongacyjnego. Nowo zsyntetyzowanyguah polipeptydowy
zostaje uwolniony z maszynerii translacyjnej w eagrminacji, ktéry zaczyna si
w momencie pojawienia sijednego z trzech kodonow tzw. ,stop” w miejscu A.
Proces ten, u bakterii, przebiega przy udziale dwdas terminacyjnych czynnikow
bia kowych. Klas | stanowi bakteryjne czynniki terminacyjne RF1 i RF2, ktore
s odpowiedzialne za rozpoznawanie kodondéw ,stop’zolgdroliz wi zania

estrowego w peptydylo-tRNA, co w konsekwencji prawiado uwolnienia bia ka
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z rybosomu. Klas Il stanowi czynnik RF3 nalecy do trGTPaz, ktérego roljest
zako czenie etapu terminacji i uwolnienie czynnikéw RE1Zachodzca hydroliza
GTP jest elementem zapewnigym zmiany strukturalne warunkae dysocjacj
RF3 z rybosomu. Wreszcie, podczas ostatniej faay, tecyklingu podjednostek
rybosomalnych, czynnik RRF (angihosome release factoy”wspomagany przez
EF-G dostarczag energii uwalnianej w wyniku hydrolizy, umlawvia rozpad
rybosomu 70S na poszczegolne podjednostki. Magne ponownie by
zaangaowanie w now rund cyklu translacyjnego (Fig. 10). Nale podkreli ,
e zjawisko hydrolizy GTP za peednictwem trGTPaz, jak rownieczynny udzia
centrum GAC jest zjawiskiem konserwatywnym. BakjteeytrGTPazy: IF2, EF-Tu,
EF-G i RF3 maj swoje odpowiednie pod wzglem funkcji, homologiczne czynniki
w organizmach eukariotycznych, odpowiednio, elFBBF1A, eEF2 i eRF3 [69].
Naley doda, e proces inicjacji u bakterii i eukariontow przefaew nieco
odmienny sposob [70]. Inicjatorowy eukariotycznyN#kRMet dostarczany jest
do rybosomu przez specyficzny dla eukariontow elfe2inake ko cowy etap
formowania aktywnie translacyjnego rybosomu odbysia za porednictwem
czynnika elF5B, ktory jest homologiem bakteryjnéga [7, 19].

Pod wzgldem funkcjonalnym trGTP-azy pe nirol molekularnych
.prze cznikdbw”. Ich struktura przestrzenna, a tym samynfumkcja, oscyluje
mi dzy dwoma stanami konformacyjnymi: aktywnym, kiezynnik ten zwizany
jest z GTP oraz nieaktywnym, gdy czynnik po hydieliGTP i po od czeniu reszty
fosforanowej, zwizany jest z GDP. Wszystkie trGTPazy sbia kami
wielodomenowymi, w sk ad ktérych wchodzi domena wta GTP (domena G)
oraz jedna lub kilka dodatkowych domen unikalnycla dlanego czynnika
translacyjnego [4]. Architektura domeny G, jest &enmwvatywna we wszystkich
translacyjnych GTPazach poezszy od bakterii a do wy szych eukariontow [4,
19]. W obrbie domeny G wyrtniamy pi charakterystycznych motywow.
Pierwszy, G1 zwany réwniep tl -P, tworzy wizania z grupami fosforanowymi
nale cymi do GTP. Motywy G2 (,Switchl”) i G3 (,Switch2) zawierajce
elastyczne regiony odpowiedzialne 2a interakcje z GTP kb GDP i jonami
magnezu. Ostanie dwa motywy G4 | G5 ufhwiaj poprawn selekcj
przy czanych nukleotydéw (Fig. 11).
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Fig. 11. Struktura bakteryjnej trGTPazy (czynnik elongacyjny EF-Tu) [71]. W obr bie domeny
G (turkus) zaznaczono kolorem czerwonym ,Switchf@dmaraczowym "Switch 2", 6tym p tl P,
domeny Il i Il zaznaczono odpowiednio kolorem gmar i niebieskim, pozycja GTP

(niehydrolizowalny analog GDPNP) zaznaczono kolofietetowym.

Specyficznym miejscem na rybosomie, odpowiedzialnge wi zanie
I stymulacj czynnikow translacyjnych jest centrum GTPazowe jdijace si
w obr bie duej podjednostki rybosomu [4, 20]. Badajrybosom bakteryjny
w kompleksie z trGTPazami, np. z EF-G, wskazam@odczas interakcji rybosomu
(centrum GAC) z trGTPazami tworzy sicharakterystyczne pazenie zwane
»Arc-like conectioh (ALC), mi dzy domen G trGTPazy, N-kocem polipeptydu
uLll oraz C-terminaln domen biaka bL12 (CTD). Sugeruje si e zaréwno
czynnik elongacyjny EF-G, jak i rybosomalne centi@mPazowe ulegajznacznym
zmianom konformacyjnym, tworz po czenie ALC [7, 72, 73]. Wykazano,
e w obecncaci czynnika EF-G, C-terminalny koniec bia ka uLl@ga odchyleniu
w kierunku regionu uL1l a to z kolei prowadzi doziadywania fragmentu CTD
bL12 zaréwno z NTD uL11, jak i domers (jej elementem zwanym G') czynnika
elongacyjnego EF-G (Fig. 12). Integracja danychkstiralnych i biochemicznych
sugeruje, e zachodzce w obrbie domeny G' EF-G, zmiany konformacyjne
prowadz nie tylko do stymulacji hydrolizy GTP, ale tak do réwnie wanego

procesu, jakim jest uwolnienie wolnej grupy fosfusave] powsta ej po hydrolizie
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GTP. Jest to zasadniczy element do stymulacji pizeJEF-G z konformacji
aktywnej do nieaktywnej, a tym samym do zmian striknych bd cych g 6wnym
motorem translokacji [73, 74, 75]. Obecnie, brayt ganych obrazugych podobne
zjawisko uEukaryota Jednake z racji na bardzo wysoki stopi®lomologii wréd
wszystkich trGTPaz oraz zasadniczych elementdw GAf,na przypuszcza

e mechanizm aktywacji hydrolizy GTP neoby podobny.

Fig. 12. Interakcja czynnika EF-G z centrum GTPazowm w obr bie bia ek uL11, uL10 i bL12
[73]. Model strukturalny przedstawia odzia ywanie doménigF-G z fragmentem NTD uL11. Bia ka
.Kciuka” uL10 i bL12 wygite s w kierunku bia ka uL11. Fragment CTD bL12 tworay fgzenie z
domen G' EF-G, oraz z NTD bL12.

Spontaniczna aktywno translacyjna, zwizana z hydroliz, trGTPazy jest
bardzo niska, natomiast radykalnie zk@za si po zwizaniu czynnika
translacyjnego z rybosomem. Wykazane, do pe nej aktywacji poszczegoélnych
trGTPaz wymagana jest konkretna konformacja przestra rybosomu. | tak,
na przyk ad, maksymalna stymulacja hydrolizy GTPzepr EF-Tu zachodzi
w wyniku poprawnego parowania kodon-antykodon wosgdimalnym miejscu A,
a wydajno hydrolizy GTP zwikszana jest o okoo 6 rddéw wielkoci [19].
trGTPaza EF-G wi e si do rybosomu po utworzeniu wania peptydowego kiedy

to cz steczki tRNA wystpuj na rybosomie w tzw. stanie hybrydowym A/P i P/E,
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a podjednostki rybosomalne uleggrzesuniciu wzgl dem siebie (ang.ratcheted
state”) [76]. Zatem, specyficzna konfiguracja struktueahybosomu jest elementem
sprawczym pozwalagym na asocjacjkonkretnej trGTPazy w okrlonym czasie

i na okrelonym etapie funkcjonowania rybosomu a centrum GbRe& stymuluje
czynnik translacyjny do hydrolizy GTP, tylko gdysjeon w odpowiednie]
konfiguracji strukturalnej na rybosomie.

Wykazano, e zaréwno u bakterii jak i eukariota usuwie bia ek ,kciuka”
rybosomalnego, bL12 czy P1-P2, ulgnlza wi zanie czynnikow translacyjnych oraz
aktywno trGTPaz, co w konsekwencji upedza proces translacji [77, 78].
W uj ciu kinetycznym wykazano, e brak bia ek rybosomalnych wyniosco
bocznej w znacznym stopniu zmniejsza szybkdkatalizowanej przez EF-G
hydrolizy GTP, ponad 4000-krotnie. ROownie silmale no wydajnoci hydrolizy
GTP, od obecnai bia ek ,kciuka”, odnotowano dla EF-Tu, (brak lela bL12
obni a wydajno hydrolizy 2500-krotnie) [79]. Brak bia ek bL12 ngbosomie
bakteryjnym oznacza brak miejsc oddziacych z trGTPazami w obbie ,kciuka”

i przynosi efekt letalny dla komérki. W przypadkgbosomu eukariotycznego, brak
bia ek P1/P2 zaburza funkcjonowanie maszyneriisleanyjnej, jednake nie jest
to letalne dla komorek [33, 77, 78]. Fakt ten, znao odrénia rol architektury
.Kciuka” eukariotycznego od bakteryjnego. Ré&a ta dotyczy rybosomalnego
bia ka uL10, ktore zawiera unikalmla eukariontow domenP, wykazujc wysok
homologi do biaek P1/P2. Domena ta stanowi minimalny el@mgkciuka”
rybosomalnego, zapewnialy wystarczajcy poziom wizania trGTPaz i stymulacji
hydrolizy GTP [77]. Zatem, usurdie pe nego pentamerycznego kompleksu
z rybosomu eukariotycznego, wzaj ¢ w to bia ko uL10, lub usuncie bia ek P1/P2
oraz domeny P z bia ka uL10 prowadzi do pe negoladreenia dzia ania rybosomu
[33, 77, 80]. Bezsprzecznym jest zatem fake, biaka bL12 czy P1/P2, s
czynnikami niezbdnymi do pe nej stymulacji hydrolizy GTP przez ti&dazy,
jak i w konsekwencji do prawid owego funkcjonowarny@osomu [77, 79]. Ponadto,
naley podkreli , e zaréwno rybosomalne centrum GTPazowe z jego elieme
bia kowym jak i same trGTPazy wykazujwysoki stopie strukturalnego

i funkcjonalnego podobiestwa. Zatem, mechanizm aktywacji hydrolizy GTP wgda
si by wspodlny dla poszczegolnych domemycia, jednake brak jest wiedzy
na poziomie molekularnym jak dok adnie funkcjonujbiaka ,kciuka”

rybosomalnego, przede wszystkim bia ka P1/P2 wdoote stymulacji trGTPaz.
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Nale y podkreli , e pomimo wykazania istotnej roli eukariotycznycla bk P

w oddzia ywaniu z czynnikami translacyjnymi elFS5BEF1A czy eEF2, a tym
samym w caym procesie translacji [45, 50, 81, 82h rola oraz dok adny
mechanizm funkcjonowania shadal nie w pe ni poznane. Wykorzystujszereg
analiz biochemicznych, jak i strukturalnych [83,, &B, 60, 85] udowodniono,
e translacyjne GTPazy wi si bezporednio z konserwowanym C-koowym
fragmentem bia ek P, wczaj ¢ tak e C-terminalny element eukariotycznego bia ka
uL10. Za wizanie z czynnikami translacyjnymi odpowiedzialne hyydrofobowe
reszty aminokwasowe fragmentu CTD, w tym wysoceskowowane reszty Leul06

i Phel07 [86].

Drugim kluczowym elementem centrum GAC w aktywdmjdrolizy GTP
jest ptla sarcynowo-rycynowa (SRL), nalea do elementu rRNA. Rola SRL
zosta a dobrze opisana w aspekcie udzia u tejtstryikv stymulacji hydrolizy GTP.
Mechanizm hydrolizy GTP Kkatalizowane] przez traogjae GTPazy zak ada
dzia anie katalitycznej reszty histydyny His84 (wF-Eu) w obrbie domeny
G trGTPaz, ktora warunkuje prawid owe pozycjonowaniz steczki wody
w stosunku do-fosforanu w GTP, zwikanego z gl P domeny G (Fig. 13). Uwa
si, e przedwczesne] hydrolizie GTP przez trGTRgak na przyk ad EF-Tu,
zapobiega uk ad strukturalny, tzw. ,bramka hydraflwh”, ktéra zbudowana jest
z dwoch reszt aminokwaséw hydrofobowych (1le60 al20). Otwarcie ,bramki
hydrofobowej” jest niezldne do inicjacji hydrolizy GTP za peednictwem His84.
Zatem, zwizanie si trGTPazy do rybosomu w odpowiedniej konformacpwadzi
do aktywacji czynnika translacyjnego poprzez otweargpramki hydrofobowej”.
P tla sarcynowo-rycynowa umbwia otwarcie teje ,bramki” oraz indukuje zmian
konformacji przestrzennej katalitycznej reszty ydsny co w konsekwencji
prowadzi do aktywacji csteczki wody a ta z kolei indukuje hydroliz-fosforanu
w cz steczce GTP (Fig. 13) [19, 87].
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Fig. 13. Model strukturalny oddzia ywania rybosomuz EF-Tu podczas hydrolizy GTP [praca
doktorska John-Philipp Achenbach z Technischen Uniersitat Berlin]. Lewy panel: Rybosom 70S
ze zwizanym trojsk adnikowym kompleksem. Kolorami zazmamz funkcjonalne miejsca A
(fioletowy), P ( zielony), E (czerwony). Prawy padn&agment EF-Tu w kompleksie z GTP
(niehydrolizowalny analog GDPCP). Whania wodorowe zaznaczono liniami przerywanymi.
Na modelu struktury zaznaczono jon magnezowy (ceemielona kropka) koordynujy wi zania
wodorowe midzy Thr25, Thr6l i - i -fosforanamem GTP. Hydrofobowa bramka (Val20 i Oe6
oznaczona jest kolorem jasny fiolet. Orientacjaldjss siadujca z Val20, jest stabilizowana przez
wi zanie wodorowe z nukleotydem G2661 23S rRNA SRlup@rfosforanowa wchodea w sk ad
nukleotydu A2662 stabilizuje aktywrkonformacj His84, ktora aktywuje csteczk wody (kolor
jasno fioloteowy); czerwona kropka, &teczka wodygraga kluczow rol w katalizie hydrolizy

wi zania estrowego milzy gi b grupami fosforanowymi.

28



Wst p

2.1.Regulacja aktywno ci centrum GTPazowego a bia ka P

Centrum GTPazowe, H ce cz ci duej podjednostki rybosomalnej,
jest kluczowym elementem rybosomu odpowiedzialnyan sgymulacj hydrolizy
GTP przez translacyjne GTPazy, na wszystkich etaggatezy bia ek [7, 88, 89].
GAC wraz trGTPazami przekszta ca energhemiczn zmagazynowanw GTP
w energi ,mechaniczn”, ktéra umoliwia rybosomowi efektywn realizacje
wszystkich zada zapewniajc szybko i dok adno procesu translacji [19, 86].
Eukariotyczne biaka P, podobnie jak ich prokamatyy odpowiednik bL12,
stanowi zasadniczy element bia kowy centrum GTPazowegdngke naley
podkreli , e te dwie grupy bia ek shomologami funkcjonalnymi, ale nie s
strukturalnie spokrewnione [38]. Pomimo wieloletnizada nad struktur i funkcj
tych bia ek, ich rola jest nadal nie do ka wyjaniona. Pierwsz i zarazem jedn
z najbardziej enigmatycznych cech jest zjawiskdaoiggacji w obr bie C-ko cowej
cz ci polipeptydu [48]. Analizujc wysoce konserwatywny motyw obecny
w C-terminalnym fragmencie bia ek P (wzaj ¢ w to bia ko uL10), fragment ten
zawiera odcinek silnie kwaych i hydrofobowych reszt aminokwasowych
(EEEAKEESDDDMGFGLFD). W jego obrbie znajduje si jedna (drod e) lub
dwie (ssaki) specyficzne reszty seryny (Ser) wysgtce w specyficznym
konsensusie rozpoznawanym przez kin&K2 (Fig. 14) [48, 90]. Obecno tej
specyficznej modyfikacji reszty seryny zostaa wad@a w licznych analizach
biochemicznych jak i obecnie w wysoko-przepustowlellaniach proteomicznych
[48, 90, 91], jednale rola tej modyfikacji nie jest znana. Jake ta C-terminalna
domena jest bezprednio zaangawana w wizanie czynnikdéw translacyjnych
do rybosomu postuluje si e fosforylacja w obiie tego fragmentu me zmienia
profil oddzia ywania rybosomu z trGTPazami, tym gamzmieniajc parametry
ilo ciowo/jako ciowe translacji. W konsekwencji, modyfikacja C-ka bia ek P
mo e dostosowa maszyneri translacyjn do wymaga metabolicznych komorki

w odpowiedzi na zmieniage si warunki rodowiskowe [92].
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Fig. 14. Zestawienie sekwencji aminokwasowej w Ci#minalnym fragmencie bia ek P1/P2
u eukariontéw [38]. Kolorem niebieskim zaznaczono resaeryny ulegajc modyfikacji post-

translacyjnej, fosforylacji.

Sugeruje si, e udrod y S. cerevisiadosforylacja bia ek P me& wp ywa
na formowanie si i stabilno kompleksu tych biaek [40]. Wykazano,
e fosforylacja bia ka P1A przez kina€K2 obni a stabilno hetero-kompleksow
P1A-P2B [40]. Ze wzgdu na to, e dimer P1A-P2B jest niezbny
do prawid owego fa dowania bia ka uL10 i uzyskiwaprzez nie stabilnej struktury,
fosforylacjia moe mie wp yw na formowanie si kompleksu pentamerycznego
a tym samym maee wpywa na funkcjonowanie rybosomu [93]. Na uwag
zas uguje take fakt, e eukariotyczny ,kciuk” rybosomalny jest struktur
dynamiczn, nie tylko pod wzgldem ruchliwoci biaek P zwizanej
z nieustrukturalizowanym C-terminalnym fragmenteate co ciekawe biaka P
nale do unikalnej grupy bia ek rybosomalnych, ktéregale wymianie midzy
rybosomem a pulwolnych cytoplazmatycznych bia ek P [94,95,96]statije si,

e wymiana ta mae powodowa cykliczne zmiany konformacji/stechiometrii

.Kciuka” rybosomalnego. Nalg podkreli , e oddzia ywanie hetero-dimerow
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P1/P2 ma miejsce w specyficznych, bliskeiaduj cych ze sobmiejscach w bia ku
uL10. W przypadku bia ka uL10 z komér&k cerevisiaavyst puj dwa niezalene
miejsce wizania: dla hetero-dimeru P1A-P2B znajduje i dzy aminokwasami
199-230, zadimer P1B-P2A wi e si z miejscem le cym mi dzy aminokwasami
231-258 [62]. Zatem, mma postulowa e mechanizm formowania rybosomalnej
wynios o ci bocznej moe generowa zmienny poziom heterogenrm ,kciuka”
rybosomalnego , a heterogennota moe by istotha w regulacji aktywnai
translacyjnej rybosomow [62, 97]. Wwietle tych informacji, istotny aspektem
strukturalno/funkcjonalnym jest powielenie bia ekrma rybosomie eukariotycznym.
Bia ka te, jako jedyne wygbuj na rybosomie w formie czterech kopii. Biorpod
uwag domen P w biaku uLl1l0, ktora jest homologiczna do bialk zatem
na rybosomie funkcjonuje pi identycznych elementow strukturalno-
funkcjonalnych. Jednak, pomimo wielu lat bada nie okrelono roli zjawiska
powielenia tych bia ek w aspekcie funkcjonowaniaasomu.

Ponadto, wykazano rownie e biaka P ulegaj dodatkowym
modyfikacjom, jak acetylacja czy metylacjAcetylacja biaek P przypomina
zachowanie analogicznych bakteryjnych rybosomalrbialek bL12 uE. coli, ktére
ulegaj podobnym modyfikacjom. Jednak podobnie jak w przypadku fosforylacji
bia ek wynios oci bocznej, tak i w tym przypadku rola tych modwtji nie jest

znana [45].
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3. POZA-TRANSLACYJNE FUNKCJE BIAEK P

Wiele biaek rybosomalnych w komodrkach eukariotyedn oprécz
aktywnego zaangawania w proces syntezy biaka jako element masiyne
translacyjnej, wykazuje inne, tzw. poza-translaeyjnnkcje (ang. gxtra-ribosomal-
functions”). Z tego te wzgl du bia ko uL10 sklasyfikowane zosta o jako tzw. kia
o podwdjnej aktywnai (ang. ,noonlighting proteins)y [98]. Do takich bia ek
mo na take zaliczy bia ka tworzce rybosomalnwynios o boczn. Wykazano,
e biaka P wyspuj na strukturach powierzchniowych komorek. | tak,kwyo
je w cianie komorkowej drad y [104], na powierzchni trofozoidowlasmodium
[99] oraz w bonie komoérek ssaczych [100, 101]. &tta, opisana zostaa
specyficzna relokalizacja biaka uL10 na membrédomérkow po indukcji
apoptozy [102]. Jednak, na dzie dzisiejszy nie powizano tych obserwacji
z konkretnym szlakiem metabolicznym i rdlych bia ek w takim szlaku. Ponadto
wykazano take, e w warunkach stresuderkowego bia ko uL10 uwalniane jest
z rybosomu i akumulowane w cytoplazmie co mamie istotne konsekwencje
funkcjonalne [103]. Innym przyk adem dodatkowycloza-rybosomalnych funkcji
biaek P jest wykazana w komodrkacBrosophila melanogasteraktywno
endonukleolityczna bia ka uL10 [104]. Aktywnota zwi zana jest prawdopodobnie
z procesem naprawy DNA [104, 105]. Ponadto poteniego bia ka do wizania si
do DNA moe by powi zany z procesem regulacji ekspresji genéw [106].
Dodatkowo, bia ko uL10 zosta o znalezione wrge komdrkowym, w kompleksie
z bia kiem wirusowym wirusa LCMV (angLymphocytic Choriomeningitis Viruy”
oraz biakiem jdrowym PML (ang. Promyelocytic Leukemia Proteip”
0 aktywnoci pro-apoptotycznej [107, 108]. Bia ko uL10 zaarmy@ane jest rownie
w interakcj z innymi partnerami bia kowymi. Nalg tutaj wymieni: bia ko Staufen
1 biorce udzia w transporcie mRNA [109], biako Tau dkherystyczne
dla choroby Alzheimera [110], bia ko KIF4 zwane z transportem rybosomoéw
w komérkach nerwowych [111], FMRP wypuj ce najcz ciej w mézgu majce
zasadnicze znaczenie dla prawid owego rozwoju peepego, GCIP biorce udzia
w kontroli nad rénicowaniem i proliferacjkomérek [112, 113].

Ciekawym jest, e biako uL1l0 powizano z licznymi stanami
patologicznymi cz owieka. Ulega ono nadekspresji niektorych komorkach
nowotworowych np. w nowotworach ginekologicznych,raku jelita grubego czy

w troby [113, 114, 115, 116]. Ponadto uaasi, e poziom ekspresji biaek P
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(P1-P2 i uL10) moe stanowi jeden z markeréw prognostycznych w okwvaych
podtypach nowotworéw [117]. Ponadto, biaka P amisazostay take jako
molekularny czynnik etiologiczny w chorobach autoionologicznych. Stanowi
one jeden z charakterystycznych auto-antygenow cznia uk adowym $ystemic
Lupus ErythematosusSLE) [118, 119, 120]. Choroba ta charakteryzuje si
obecnoci mi dzy innymi przeciwcia anty-P, skierowanych g owrpezeciwko
epitopowi zlokalizowanemu na C-terminalnej a2 biaek P [121]. Wykazano
istotny zwi zek mi dzy mianem przeciwcia skierowanych przeciwko loak P
a nasileniem objawéw ze strony obwodowego uk adowowego u pacjentéw
z SLE. Zatem, bia ka te moge ni istotn rol w rozwoju standw depresyjnych
[122]. Przeciwciaa anty-P sw tym przypadku uwane za swoiste markery
zarowno choroby jak i stopnia jej zaawansowani8[124].

Obecno przeciwcia skierowanych przeciwko biakom P stdmono
rownie w przypadku chordb wywo anych przez pierwotnidl@ishmania infantum
(leiszmanioza) [125],Toxoplasma gondii(toksoplazmoza u zwierg, choroba
odzwierz ca - zoonoza u ludzi) [126]rypanosoma cruZichoroba Chagasa) [127]
oraz Plasmodium falciparunimalaria) [99, 128]. Przeciwcia a te stanowlement
naturalnie nabytej odporna przeciwko chorobom pasgtniczym. Jako e bia ka P
zostay wykryte na zewitrznych pow okach tych pasgow, specyficzne
przeciwciaa anty-P zapobiegajrozwini ciu si  pe noobjawowej choroby,
prawdopodobnie przez blokowanie poszczegolinychdéetapzwoju pierwotniakdw.
Bia ka P zosta y réwniezidentyfikowane jako jeden z alergendw w schora€emi
wywo anych przez grzyby: Alternaria alternata Cladosporium herbarum
Aspergillus fumigatysczy Fusarium culmorum

Na uwag zas uguje rowniefakt, e bia ka P szaangaowane w rekrutacj
bia ek inaktywujcych rybosom (RIP angRjbosomal Inactivating Proteir); takich
jak rycyna, ktéra uwaana jest za jednz najbardziej toksycznych substanciji
produkowanych przez rbny [129, 130, 131, 132].

Pomimo wielu doniesiei intensywnych prac wielu grup badawczych nad
struktur i funkcj centrum GTPazowego, rola biaek P, a w szczegdinich
multiplikacja, w stymulacji hydrolizy GTP przez me trGTPazy jaki i ich poza-
rybosomalna funkcja nie jest dobrze poznana. GA@, djednym z kluczowych
centrow rybosomu, odpowiedzialny za prawid owe @xige rybosomu jest struktur

dynamiczn pod wzgldem strukturalnym jak i funkcjonalnym, co neokszta towa
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aktywno rybosomu, dostosoww jego dzia anie do potrzeb komorki. Zatem,
bia ka P mog by postrzegane jako ,atrakcyjny” element regulatorawgszynerii
translacyjnej, mogcy modulowa aktywno rybosomu, pozwalag komorce
na adaptacjdo warunkow stresowych.
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II. CEL PRACY

Niniejsza rozprawa doktorska jest kontynuadpada prowadzonych
w Zak adzie Biologii Molekularnej, dotyczych funkcjonowania maszynerii
translacyjnej w komorce eukariotycznej. Zasadniczgelem badawczym jest
przybli enie funkcji pentamerycznego kompleksu bia kowegblQO4(P1-P2).
Rybosomalny kompleks pentameryczny jest gownymmeldem centrum
GTPazowego, ktorego funkcja polega na oddzia ywanstymulacji aktywnoci
GTPazowej czynnikow translacyjnych, dai czemu proces translacji przebiega
wydajnie. G 6wnym elementem bia kowym centrum Gdvego
na rybosomie eukariotycznym stanoviia ka P, ktére w komorkach dmb owych
formuj kompleks o konfiguracji, uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2ABiaka P nale
do unikalnej grupy bia ek rybosomalnych i wysij w formie czterech kopii
na rybosomie, ktérych funkcja jest nieznana.
Celem rozprawy doktorskiej by o przyldinie roli eukariotycznych bia ek P
w funkcjonowaniu rybosomu na poszczegéllnych etagadeesu translacji. Prace
badawcze prowadzono w warunkaichvivo wykorzystujc jako model badawczy
komorki Saccharomyces cerevisia@posiadajce zmodyfikowan architektur
w obr bie kompleksu pentamerycznego bia ek P.
Istot rozprawy jest:
Charakterystyka fenotypowa mutantow dfcowych zawierajcych
zmodyfikowany kompleks biaek P w celu oKemia wp ywu zaburze
w obr bie centrum GTPazowego na wzrost komorek drowych
w zmiennych warunkaclrodowiskowych.
Okre lenie roli biaek P w funkcjonowaniu maszynerii ris&cyjnej
w aspekcie ilociowym.
Opisanie wp ywu bia ek P na precyajekodowania informacji genetycznej
w procesie translacji przez rybosom eukariotyczny.
Charakterystyka funkcji biaek P a w szczegbtmaola ich multiplikacji
w funkcjonowaniu maszynerii translacyjnej, dostgrczennych informaciji
dotycz cych  funkcjonowania  rybosomu, jako centralnego  elem

odpowiedzialnego za kszta towanie proteomu wdkf ywej komorce.
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[1. MATERIAY 1 METODY

1. MANIPULACJE GENETYCZNE

Manipulacje genetyczne wykonywano wg standardowyatedur [133].
Transformacj komérekE. coli prowadzono wg metody z buforem TSS [134], za
komorekS. cerevisiaavg metody z octanem litu [135]. Endonukleazy, peliaz
DNA Taq i ligaz T4 oraz inne enzymy do modyfikacji DNA stosowargndnie
z zaleceniami producenta (Fermentas).

Plazmid stosowany do ekspresji penej dwgo i skroconego
(pozbawionego miejsc wzania dla dimerdéw bia ek P1A-P2B oraz P1BP2A), genu
dla bia ka uL10 skonstruowano w oparciu o wektoMd®@O0. | tak, fragment DNA
koduj cy gen dla uL10 amplifikowano meto®CR przy uyciu genomowego DNA
jako matrycy ze szczepu typu dzikiego, w celu uaysk pe nej d ugai gen
dla uL10 oraz ze szczepu uLkth, co pozwoli o otrzyma skrécon form genu
dla uL10 pozbawionego miejsc winia dla bia ek P1/P2. Produkty PCR zostay
wprowadzone do wektora pCM190 z wykorzystaniem alnitch miejsc
restrykcyjnych BamHI/Notl. Wektor pCM190 jest to a# genetyczny,
ktory pozwala na kontrolowan ekspresja odpowiednich genéw pod kontrol
promotora tetO-CYCL1 i kontrolowany pod aktywatoréh\. Ekspresja genu jest
regulowana za poednictwem tetracykliny lub jej pochodnych. W obeai
antybiotyku w poywce wzrostowej w steniach, ktére nie wp ywajna wzrost
komoérek drod vy, ekspresja genu jest blokowana. Indukcja ekspgesjow zachodzi
w nieobecnaoci antybiotyku [136]. Sekwencj DNA wszystkich genetycznych

konstruktow zweryfikowano przez sekwencjonowanieADN

2. HODOWLE KOMORKOWE DRO D Y

Do analiz wykorzystano nagtuj ce szczepy dra owe: tzw. szczep dziki
BY4741 (MATa his3a 1 leu2a0 metl5a0 ura3a0), oteayynz bazy EUROSCARF
(,EuropeanSaccharomyces Cerevisi@echive for Functional Analysis”). Szczepy
dro d owe uL10n2 i uL10 nin2 pochodziy z kolekcji Zak adu Biologii Molekularne
(szczepy otrzymane na bazie szczepu BY4741) [62pdodl komorek
dro d owych prowadzono na podwo YPD (1% pepton, 1% ekstrakt dcbowy, 2%
glukoza) lub SD (1,7 g/l syntetyczne poceoDifco (BD); odpowiedni zestaw
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aminokwaséw: L-izoleucyna, L-walina, L-adenina, Hgiaina, L-histydyna,
L-leucyna, L-metionina, L-fenylalanina, L-treonin&;tryptofan, L-tyrozyna, L-
uracyl, L-lizyna; 0,5% (NH)2SQs; 2% glukozy). Hodowl drody zawsze
poprzedzano wspn hodowl w obj to ci 5 ml pod oa YPD indukowan z pod oa
sta ego. Ca onocnhodow!l komérek drod y prowadzono w temperaturze 30 °C.
Tak przygotowana hodowla startowa y@ do zainicjowania w &iwej hodowli.
Do po ywki dodawano zawiesindro d y do wartoci ODsoo = 0,1, a naspnie
hodowl w a ciw prowadzono z intensywnym mieszaniem w temperat8ezé&cC.
W zale no ci od potrzeb hodowlprzerywano w odpowiedniej fazie wzrostu poprzez
odwirowanie komérek w temperaturze 4 °C.

W przypadku testéw wzrostowych na podicsta ym, ca onocnhodowl
poszczegolnych szczepoéw ddoowych w postaci 10-krotnych rozcieze
0od ODsoo=0,1 nanoszono po 10 ul na p ytki ze sta ym poeho YPD (1% pepton,
1% ekstrakt drad owy, 2% glukoza, 2% agar), ktore byy uzupe nione
odpowiednimi substancjami czynnymi: antybiotykamil©00 pg/ml genetycyn
(G418), 100 pg/ml hygromycynB (HygB), 250 pg/ml paromomycyn(Par),
0,1 pg/ml cykloheksymidem (CHX), 2 ug/ml sordarin€Bor), oraz czynnikami
wywo uj cymi stres: 0,5 mM kDz; 1 pg/ml tunikamycyn, 20 mM ditiotreitolem
(DTT); 0,03 % SDS, 25 pg/ml calcofluorem; 2 pg/miféin ; 500 mM NacCl;
500 mM KCI; 1 M sorbitolem; lub pgwk suplementowan zwi zkami
stanowi cymi alternatywneréd a w gla: 2% glukoza, 2% galaktoza, 2% etanol, lub
2% glicerol. Testy wzrostowe prowadzono w tempertu30 °C przez okres
3 dni.

3. METODA OZNACZENIADUGO CI YCIA ORAZ POTENCJA U
REPRODUKCYJNEGO SZCZEPOW DRO D OWYCH

Dugo ycia oraz potencja reprodukcyjny poszczegélnyclzepow
dro d owych okrelono za pomoc metody opisanej wczeiej przez Minois i wsp.
2005 z modyfikacj Zadrag i wsp. 2008 [137, 138]. | tak, szczepy drowe
hodowano na bogatym podw YPD do osigni cia tzw. logarytmicznej fazy
wzrostu, tj. do Olh=0,5.

Do analizy potencjau reprodukcyjnegau ywano tzw. komorek
dziewiczych, czyli takich, ktére nie wykona y jegecpe nego cyklu komérkowego.
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W tym celu na p ytk z pe nym pod cem YPD nanoszono Bl zawiesiny komaorek
pochodzcej z hodowli bd ce w logarytmicznej fazie wzrostu. W fazie tej 6k%
komorek to komorki dziewicze. Aby miepewno , e analizowane komorki
s zsynchronizowane pod wzglem wieku, wykorzystug mikromanipulator
wybrano od 40 do 50 komérek z utworzonym jednyrozgiem. Komorka potomna,
b d ca tzw. komérk dziewicz, stanowia materia wygiowy do dalszej czci
eksperymentu. Po uzyskaniu komérek dziewiczych wser analiz
przeprowadzano po 1 h. Jest to czas, w ktorym kkan@otomna ospa pewn
minimaln objto pozwalajc na wejcie w cykl komorkowy. Naspnie szalk
Zz komérkami sprawdzano w odptich oko 0 20 minut w celu oddzielania i zliczania
formowanych komorek potomnych. Badania prowadzontoyie 15 godzinnym.
Po zakoczeniu eksperymentu w danym dniu, szallmieszczano w temperaturze
+4 °C na okres 9 godzin, jest to temperatura, w kt&mnorka moe zakoczy
rozpoczty cykl komorkowy, natomiast nie rozpoczyna kolgadq139]. Wszystkie
analizy wzrostu drad y Saccharomyces cerevisjaprowadzono w temperaturze
28 °C. W kadym eksperymencie analizowano przynajmniej 40 kakor
Dla kadego ze szczepow wykonano trzy powtérzenia biologc Potencja
reprodukcyjny przedstawiono jako licztwyprodukowanych komorek corek.
Analiza reprodukcyjnej, post-reprodukcyjnej i canktej d ugoci ycia
komoérek drod y prowadzono podobnie jak analipotencja u reprodukcyjnego,
tzn. wykorzystujc metod mikromanipulacji. Analiz prowadzono na poda
pe nym YPD zawieracym barwnik Floksyna B o ka@owym st eniu 10 ng/ml
[137, 138]. Floksyna B jest barwnikiem, ktory jeditywnie usuwany przezywe
komorki, natomiast kiedy komdrka umiera barwnik pstaje w komorce baré
j na kolor czerwony. Dla kalego ze szczepow wykonywano 3 powtdrzenia
biologiczne. | tak, analizug potencja reprodukcyjny, przedstawiany jako liczb
wyprodukowanych  komérek potomnych (corek), analiaow rownie
reprodukcyjn, post-reprodukcyjn oraz ca kowit d ugo  ycia, ktére wyraono
w jednostkach czasu [h]. Reprodukcyjna d ugoycia jest to czas od momentu,
kiedy p czek staje si samodzieln komérk do wytworzenia ostatniej komorki
potomnej. Post-reprodukcyjna d ugo ycia jest to czas jaki up ywa od wytworzenia
ostatniej komorki potomnej danierci komorki. Z kolei ca kowita d ugo ycia jest

to suma reprodukcyjnej i post-reprodukcyjnej dugo ycia [138]. Analizy

38



Materia 'y i Metody

przeprowadzono za pomocmikromanipulatora sprgni tego z mikroskopem

optycznym Nikon Eclipse E200.

4. METODA ANALIZY CYKLU KOMORKOWEGO

Analiz  cyklu komorkowego przeprowadzono za pomocytometru
przep ywowego BD FACSVerse system (BD Biosciencd3)d. przygotowania
materia u badawczego wykorzystanocznie 4 x 10 komérek pochodzych
z logarytmicznej fazy wzrostu, QB=0,5. Komorki zebrano przez wirowanie,
zawieszono w 1 ml 70% etanolu, a npsie inkubowano przez 1 h w temperaturze
pokojowej. 0,3 ml zawiesiny komorek wirowano, pomisvzawieszono w 50 mM
cytrynianu sodu pH 7,5 a naphie wirowano i ponownie zawieszono w 1 ml
roztworu RNazy (0,25 mg/ml RNazy, 50 mM cytryniarsedu pH 7,5) (Sigma-
Aldrich). Po caonocnej inkubacji w 37 °C, do amalWanych prébek dodano
proteinaz K (A & A Biotechnology) do kocowego st enia 200 g/ml,
inkubowano przez 1,5 godziny w 50 °C. Nastie do prébek dodano jodku
propidyny (PI, 8 g/ml) (Sigma-Aldrich) i pozostawi@ w ciemnoci przez 30 minut
w temperaturze pokojowej. Analiz cyklu komorkowego przeprowadzono
na BD FACSVerse system (BD Biosciences) a daneizawgno za pomoc
oprogramowania BD FACSuite (BD Biosciences). Doepgncze] analizy wto
dziesi tysi cy komérek na jeden szczep didoowy w trzech powtérzeniach

w ka dym z trzech niezal@ie wykonanym eksperymencie biologicznym.

5. IMMUNODETEKCJA BIA EK

W celu uzyskania ekstraktow komorkowych do analizmunodetekcji
bia ek wykorzystano komérki drd owe hodowane do logarytmicznej fazy wzrostu,
ODgs0o0=1,0. Komorki zbierano przez wirowanie i zawieszomobuforze: 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 80 mM KCI, 12,5 mM Mggl 6mM -merkaptoetanol, 1mM
fluorek fenylometylosulfonylowy (PMSF). Naginie przeprowadzono dezintegracj
z 0,5 ml kulek szklanych (425-600 pm, Sigma-Aldjiphzez energiczne wstrzanie
w 4 °C (10 cykli po 45 s). Rozbite komorki podddrekcjonowaniu wykorzystug
wirowanie. | tak, peny ekstrakt komorkowy uzyskangrzez wirowanie
przy 12000 rpm (rotor 12154-H, Sigma). Frakcje koave poddano rozdzia owi
wykorzystujc analiz SDS-PAGE, a nagbnie przeprowadzono elektrotransfer
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na membran nitrocelulozow (Whatman). Immunodetekcjdro d owych bia ek
uL10, P1/P2 oraz uL23, przeprowadzano wykorzystgpecyficzne przeciwcia a.
Do detekcji uL10 wykorzystano krolicze poliklonalngrzeciwciaa anty-ulL10
(rozcie czenie 1:5000), anty-P1/P2 (rozaieenie 1:500), zgodnie z procedura
opisan wczeniej [62]; przeciwciaa anty-uL23 (rozciezenie 1:1000) zostay
otrzymane od dr Ed'a Hurta z Heidelberg UniverdiNiemcy). Wizualizaciji
kompleksow immunologicznych dokonano zyciem drugorzdowych kozich
przeciwcia anty-kroliczych (Sigma) zwianych z alkaliczn fosfataz, jako

substraty wykorzystug BCIP i NBT (Fermentas).

6. METODA UZYSKANIA PROFILI POLISOMOW

Rozdzia frakcji rybosomalnej w formie tzw. profifiolisoméw uzyskano
w wyniku ultrawirowania ekstraktéow komorkowych ip@lanych z poszczegdlnych
szczepdw drad owych w gradiencie ste sacharozy od 7 do 47%. W celu
przygotowania ekstraktu, drd e hodowano do logarytmicznej fazy wzrostu
ODg00=0,4 - 0,6 na pynnym poda YPD. Nastpnie, do hodowli dodawano
cykloheksymid (CHX) (st enie kocowe, 100 g/ml hodowli) przez 20 minut.
W celu sch odzenia w kaowej fazie do hodowli dodano 16d a nawstie komorki
zebrano przez wirowanie przy 8000 rpm (rotor ILAZED, Avanti J-26 Beckman-
Coulter)/2 min./4 °C i zawieszono w buforze do lid0 mM Tris-HCI pH 7,5,
100 mM NaCl, 30 mM MgCl 100 pg/ml CHX, 1 mM (PMSF), 6 mM
-merkaptoetanol, 1 nM pepstatyna A, 10 nM leupeptyt0 ng/ml aprotynina,
inhibitor RNazy (Sigma-Aldrich). Komérki wirowanazy 4500 rpm (rotor SX4250,
Allegra X-22R Beckman-Coulter) i ponownie zawieszaow buforze do lizy
zawierajcym dodatkowo 200 ng/ml heparyny. Zawieskomoérek dezintegrowano
z 0,5 ml objto ci kulek szklanych (425-600 um, Sigma-Aldrich) przenergiczne
wstrz sanie (10 cykli po 45 s) w temperaturze 4 °C. Likamorkowy uzyskano
na drodze wirowania, 12000 rpm (rotor 12154-H, Sigmlo jednostek frakcji
rybosomalnej okrdano na bazie pomiaru QB Gradient przygotowano przez
rozpuszczenie 27% sacharozy w buforze zawieyay 50mM Tris-acetate pH 7,0,
12mM MgChk, 50mM NHCIl, 1mM ditiotreitol (DTT) nastpnie zamroonym
w -20 °C i rozmroonym bezporednio przed na @niem frakcji rybosomalne;.

Na ka dy gradient 7 - 47% stenia sacharozy nanoszonotpa cie jednostek ORyo

40



Materia 'y i Metody

frakcji rybosomalnej a naginie ultrawirowano przez 4,5 godz. przy 26500 rpm
(rotor SW32Ti, Beckman-Coulter) w 4 °C i analizowara pomoc frakcjonatora
ISCO Brendel.

W celu uzyskania profilu frakcji polisomalnej wylkystuj ¢ rown liczb
komoérek, szczepy drd e hodowano jak opisano powej i zbierano
1,65x 18 komorek, ktére naspnie przygotowywano zgodnie z procedwpisan
powy ej. Analiza profili polisoméw w tzw. ugiu ,runoff” zosta a wykonana tak jak
opisano powyej z t ré nic, e hodowl na pod ou p ynnym YPD nie traktowano
CHX i odpowiednio, CHX pominto w buforze do lizy. Ponadto, otrzymany
ekstrakt komérkowy inkubowano przez 20 minut w 80 °

W celu uzyskania profil polisoméw w obeceo antybiotyku G418,
komorki szczepu kontrolnego hodowano na pod @ ynnym YPD jak opisano
wczeniej z dodatkiem 100 pg/ml G418 do 2 godzinnej hadostartowej
od ODso=0,1 do ORoo wynoszcym od 0,4 do 0,6. Preparatykpolisomow
przeprowadzono zgodnie z procedjak opisano powyej, w obecnoci 100 g/ml
CHX. Przygotowanie polisoméw dla szczepu kontrotneg dla mutanta
dro d owego uL10n1n2 W obecnoci sordarinu (Sor) przeprowadzono w nasij cy
sposOb: hodowl startow komorek drod owych prowadzono do logarytmicznej
fazy wzrostu do OD wynosgzym 0,4 - 0,6. Naspnie do hodowli dodano sordarin
(st enie kocowe, 40 pg/ml hodowl) przez 30 min. W celu scheua
w ko cowej fazie do hodowli dodano 16d a nastie komorki zebrano przez
wirowanie przy 8000 rpm (rotor ILA 16.250, Avanti26 Beckman-Coulter)/
2 min./4 °C i zawieszono w buforze do lizy (10 mMsFHCI pH 7,5, 100 mM NacCl,
30 mM MgCh, 40 pg/ml sordarin, 1 mM (PMSF), 6 mM-merkaptoetanol,
1 nM pepstatyna A, 10 nM leupeptyna, 10 ng/ml aprioia, inhibitor RNazy
(Sigma-Aldrich). Komoérki odwirowano przy 4500 rpmoior SX4250, Allegra X
-22R Beckman-Coulter) i ponownie zawieszono w lzegodo lizy zawieragcym
dodatkowo 200 ng/ml heparyny. Zawiesikomorek dezintegrowano z 0,5 ml
obj to ci kulek szklanych (425-600 um, Sigma-Aldrich) m@zesnergiczne
wstrz sanie (10 cykli po 45 s) w temperaturze 4 °C. Likamorkowy uzyskano
na drodze wirowania, 12000 rpm (rotor 12154-H, Signmlo jednostek frakcji
rybosomalnej okréano na bazie pomiaru QB.

Analiz wp ywu tzw. subletalnej dawki CHX wykonano wykostyj c
50 ng/ml CHX. | tak, przygotowano hodowsktartow, tzn. komorki drod owe
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hodowano w poywce p ynnej YPD przez noc (12 h, 30 °C), npete hodowl
rozcie czono poywk YPD do ORoo=0,1 z dodatkiem 50 ng/ml CHX. Hodowle
prowadzono do logarytmicznej fazy wzrostu do 80,4 - 0,6 w 30 °C.
Tak otrzymane komorki pos wy do preparatyki i otrzymania profili polisoméw
zgodnie z procedur opisan powy ej, z wyjtkiem eksperymentu rynoff”,
w ktérym 50 ng/ml CHX by o dodawane do wszystkicHdoow.

Analizy powierzchni profili polisoméw przeprowadazmnza pomoc
programowania Microcal Origin 6.0. Ca kowit powierzchnie obliczono
dla wszystkich poszczegoélnych frakcji 40S, 60S, 80Sczterech frakcji
polisomalnych w celu okréenia stosunku polisoméw do monosomu (P/M) oraz
40S/60S.

7. METODA ANALIZY WYDAIJNO CI PROCESU TRANSLACJI

Do okrelenia wydajnoci procesu translacji, wykorzystano ocen
inkorporacji  znakowanej radioaktywnie metioniny ®3-Met) do nowo
syntetyzowanych biaek. W pierwszym kroku prowadzohodowl drody
w po ywce minimalnej SD do logarytmicznej fazy wzrostuDé»=0,4 - 0,6.
Nast pnie komorki drod owe odwirowywano przy 8000 rpm (rotor ILA16.250,
Avanti J-26 XPI Beckman-Coulter)/2min./30 °C, a thpaie komérki zawieszano
w po ywce minimalnej SD zubmnej o metionin. Komorki hodowano w 30 °C
przez 15 min, naspnie dodano mieszanireawierajc metionin, ktora nie by a
znakowana radioaktywne do kmwego st enia 50 nM oraz 37 kBq3JS]-
metioniny (37 TBg/mmol; Hartmann Analytics). Komorélro d owe pobierano
w ilo ci 1 ml w odstpie 10 minut przez okres 1 godziny do pomiarusédraz 1ml
w celu natychmiastowe] precypitacji biaka =z wykgstaniem kwasu
trojchlorooctowego - TCA. Otrzymanfrakcj biakow s czono na filtrach
Whatman GF/C a naginie poziom radioaktywnai zliczano przy pomocy licznika
scyntylacyjnego (Beckman LS6000SE). Pomiar wydajnwanslacji podawano jako
kinetyka wbudowywania®®S-metioniny do nowo-syntetyzowanych polipeptydow
i podawano jako cpm/OD600/min).

Analiza half transit time” opieraa si na poréwnaniu dynamiki
inkorporacji 3°S-Met do dwdch frakcji nowo-syntetyzowanych polipkiw,

tj.. ca kowitej frakcji syntetyzowanych polipeptyadtj. powstajcych na rybosomie
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jak i1 tych uwolnionych z rybosomu) oraz tych uwaolmych z rybosomu. Hodowl
komoérek drod owych prowadzono jak opisano powey dla analizy pozwalagej
na okrelenia ca kowitej wydajnai translacji. Z t r6 nic , e komorki drod owe
zbierano w krotszych punktach czasowych (0, 2,,48,80, 12 i 14 min) po 10 ml
zawiesiny, ktora by a dodawana do 10 ml 2 x.sbuforu do lizy o temp 4 °C (10
mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 30 mM MgCI2, 200g/ml heparyny,
100 pg/ml CHX, 1 mM PMSF, 6 mM-merkaptoetanol, inhibitora RNazy (Sigma-
Aldrich). Komorki wirowano i ponownie zawieszano %00 pl buforu do lizy
zawierajcym dodatkowo 200 ng/ml heparyny i dezintegrowan®% ml objto ci
kulek szklanych (425-600 pm, Sigma-Aldrich) przememgiczne wstrzsanie
(10 cykKli po 45s) w temperaturze 4 °C. Lizat konawly uzyskano przez wirowanie
(12000 rpm/4 °C/10 min). Otrzymany supernatant pgidao na dwie rowne czci.
Pierwsz cz , tj. ca kowit frakcj bia kow poddano precypitacji roztworem TCA
do ko cowego st enia 10% TCA, a nagtnie bia ko zebrano na filtrach Whatman
GF/C i poziom inkorporacjf®*S-Met oznaczono w liczniku scyntylacyjnym. Drug
cz poddano ultrawirowaniu przy 105 000 x g przez 465uhw celu otrzymania
tzw. frakcji postrybosomalnej, pozbawionej rybosemd poziom inkorporaciji
353-Met we frakcji bia kowej uwolnionej z rybosomuadimowano w wyej opisany
sposob. Radioaktywnoi, w przeliczeniu na minuf ca kowitej frakcji bia kowej

I postrybosomalnej zosta a wyklena jako funkcja czasuHalf transit time” (T1/2)
okre lono na podstawie przesunie w czasie pomdzy dwiema liniami trendu

wytyczonymi dla kadej serii danych [140].

8. METODA OZNACZENIA PRECYZJI DEKODOWANIA
INFORMACJI GENETYCZNEJ

Analizy precyzji dekodowania informacji genetyczregstay wykonane
wykorzystuj c system dwoch lucyferaz jako uk ad reporterowpual Luciferase
Assay Reporter Systein™— ,Renilla” i ,Firefly” wed ug procedury opisanej
Harger i wsp. 2003 [141]Analizy przeprowadzono w oparciu o dwa uk ady.
Pierwszy uk ad, kontrolny pozwala na konstytutywsyntez fuzyjnego bia ka
sk adajcego si z dwoch aktywnych katalitycznie lucyferaz — pierarspochodzi
z organizmu Renilla reniformis’, druga z Photinus pyralis” tj. robaczka

wi toja skiego ang. firefly”. Drugi ukad genetyczny to system testowy,
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identyczny jak kontrolny, z tr6 nic e zawiera modyfikacje genetyczne, ktora
pozwala na ocen przebiegu translacji w ugi jako ciowym. Na Fig. 15
przedstawiono schematycznie budowestowych wektorow niosych kasety
genetyczne z uk adami analitycznymi. Gen kodyjlucyferaz ,renilla” stanowi
uk ad referencyjny, ktory jest syntetyzowany naipoie podobnym jak w uk adzie
kontrolnym, natomiast poziom syntezy lucyferazijrefly” jest proporcjonalny

do ilo ci pope nianych przez rybosom tdow.

Fig. 15. Schemat systemu wykorzystugym dwie lucyferazy jako uk ad reporterowy Qual
Luciferase Assay Reporter System ,Firefly” i, Renilla”.

Analiza ,Dual Luciferase Assay Reporter Systerpbzwolia na ocen
poziomu pope nianych przez rybosom diw typu: wprowadzenia kdnego
aminokwasu, ang.misincorporatiori, supresji kodonu stop, angread-through”
oraz na ocen wanego parametru w dekodowaniu informacji genetycznej
przez rybosom jakim jest zmiana (przesuoi@) czytania ramki odczytu na mRNA
przez rybosom ramki (+1, z andrgmeshifting”; -1, ,frameshifting”).

W celu przeprowadzenia analizy precyzji dekodowanrdormacii
genetycznej na wgpie przeprowadzono transformacjkomérek szczepow
dro d owych BY4741 (szczep dziki), uL1£, ullO nin2 wed ug standardowych
procedur z octanem litu [135]. Plazmidy reporterast@sowane do analiz opartych
na systemie wykorzystugym dwie lucyferazy jako uk ad reporterowyDgal
Luciferase Assay Reporter Systgm”,Renilla” i ,Firefly” by y nast puj ce:

plazmid kontrolny, pDB688 zawierajy w pozycji 245 w aciwy kodon
tzw. ang. gognate” (komplementarny) kodon CAC kodgly aminokwas

histydyn ;
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do oceny czstotliwoci wstawiania przez rybosom lnego
aminokwasu, ang. misincorporation” wykorzystano plazmid pDB868
zawierajcy zmutowan form genu dla lucyferazy firefly” kodon CAC
na CGC kodujcy arginin (ang. ,near cognatg semi-komplementarny)
w pozycji 245 i pDB866 tale =zawierajcy tzw. ,near-cognate;
semi-komplementarnym kodonem CAG kodwjm glutamin w pozycji 245.
Dodatkowo zmodyfikowano plazmid pDB866 tale wprowadzono mutacj
punktow, zmieniajc CAC na CGA kodujcego arginin w pozycji 245,
a kodon ten maa uzna za tzw.non-cognatenie-komplementarny kodon.
Modyfikacja plazmidu bya przeprowadzona za pomoaiutagenezy
ukierunkowanej z uyciem zestawu QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) zgodnie tezaniami producenta.
Ponadto, do analizy misincorporation” zastosowano dodatkowe uk ady
genetyczne wykorzystuge nastpuj ce plazmidy: pJD375, plazmid
kontrolny z komplementarnym kodonem AGA w pozyc}i82w genie dla
lucyferazy firefly” i pJD643, z semi-komplementarnym kodonem AGC
i pJD642 z nie-komplementarnym TCT w pozycji 218.

do pomiaru czstotliwo ci supresji kodonu stop przez rybosgread-
through” wykorzystano konstrukt pDB691, w ktorym powizy dwiema
lucyferami by a sekwencja nukleotydowa UGAC, zawajara sekwencj
zawierajc sygna STOP. Zatem, synteza aktywnej lucyferdmefly” jest
wynikiem pomy ki rybosomu typu angread-through”.

do pomiaru czstotliwo ci  pomyek rybosomu polegajych
na tzw. przesunciu czytania ramki odczytu na mRNA przez rybosomka
(+1, z ang frameshifting”; -1, ,frameshifting”) jako plazmid kontrolny
wykorzystano wektor pYDL analogiczny do pDB688. Doeny tendencji
rybosomu do zmiany ramki odczytu o jeden nukleotydkierunku 5’
(ang. -1 frameshifting”) pos uono si konstruktem genetycznym pYDL-LA
(pJD376), w ktorym pomdzy dwiema lucyferazami by a wprowadzona
sekwencja nukleotydowa pochoda z wirusa L-A promuga zmian ramki
odczytu typu -1. Ponadto, wykorzystano takkonstrukt genetyczny
pYDL-Tyl (pJD377), ktéry zawiera w tym miejscu sedncj nukleotydow
promuj c zmian ramki odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 3’ pochodz

z retrotranspozonu Ty (ang. +1, frameshifting’). W obu przypadkach,
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rybosom czyta prawid ow ramk odczytu lucyferazy firefly” tylko
w wyniku zmiany teje ramki na skutek perturbacji w procesie translacji

Plazmidy stosowane do oceny stotliwo ci wstawiania przez rybosom
b dnego aminokwasu (pDB688, pDB868, pDB866) oraz amipru czstotliwo ci
supresji kodonu stop przez rybosom (pDB691) zostdgst pnione przez dr David'a
Bedwell'a z University of Alabama at Birmingham @®J)S[142]. Natomiast
plazmidy oceny cztotliwo ci wstawiania przez rybosom kinego aminokwasu
(pJD375, pJD642,pJD643) do pomiaru siotliwo ci pomyek rybosomu
polegajcych na tzw. przesurgsiu czytania ramki odczytu na mRNA przez rybosom
ramki (+1, frameshifting; -1, frameshifting (pJD375, pJD376, pJD377)
wykorzystano plazmidy otrzymane od dr Jonathan'anian'a z University
of Maryland (USA) [143].

Po przeprowadzeniu transformacji komoérek szczepow ddowych
BY4741 (szczep dziki), uL1@., ull0 nin2 wybrane transformanty podkowo by y
hodowane na minimalnym, p ynnym poduwSD bez obecnai uracylu przez noc
w temperaturze 30 °C, naphie komorki rozcieczono wie ym pod o em p ynnym
SD do ORoo réwnym 0,2 i dalej hodowano ado ODso0 réwnego 0,5. Komorki
zebrano przez wirowanie, przemyto zimnym PBS imlegrowano przez energiczne
wstrz sanie z 0,5 ml objo ci kulek szklanych w zimnym buforze PBS
uzupe nionym 1 mM PMSF, 5 mM ditiotreitolem (DTT) I mg/ml elatyny
wieprzowej (Sigma-Aldrich) przez okres 5 min. Ek&ty komorkowe uzyskano
przez wirowanie przy 12000 g przez 10 min.

Do analizy wp ywu inhibitorow translacyjnych na pyej dekodowania
informacji genetycznej, hodowle komorkowe, tj. sggaziki (BY4741) traktowano
antybiotykiem G418 (100 lub 200 pg/ml) przez 5 hgar przygotowaniem ekstraktu.
Dalej postpowano jak opisano weg,.

Aktywno lucyferazy oznaczano iloiowo przy uyciu ,Dual Luciferase
Assay Reporter SystéifPromega) zgodnie z instrukcjami producenta, 7 tkjem
ko cowego etapu gdzie do 2 pl ekstraktu komérkowegtado do 20 ul odczynnika
LAR II'i przez 10 s odczytywano sygna bioluminasgje Nast pnie do studzienki
wprowadzono 20 ul odczynnika Stop & Glow, ktéry vagga sygna generowany
przez lucyferaz ,firefly” i jednoczenie dostarcza substratu dla lucyferazy
»renilla”. Ponownie odczytywano poziom bioluminescencji pri€z s. Reakcje

prowadzono w 96 do kowej p ytce pomiarowej. Otrzpypavynik wyra ono jako
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stosunek aktywnai lucyferazy firefly” do ,renilla” uzyskany dla wektora
badanego, podzielony przez wspo6 czynnik aktyweng,firefly”/, renilla”) uzyskany
dla wektora kontrolnego i pomnony przez 100%. Wyniki s rednim wynikiem

Z trzech niezaleych eksperymentow biologicznych.

9. INNE METODY

Elektroforez SDS-PAGE prowadzono wg standardowej procedury][144
»Western blotting” przeprowadzono zgodnie z proced@pisan wcze niej przez
Towbin i wsp. 1979 [145]. Stenie bia ka okrdano z wykorzystaniem procedury
Bradford, stosujc komercyjnie dospny odczynnik z firmy Bio-Rad. Jako bia ka
referencyjnego wto albuminy surowicy bydtej — standardu firmy Sigma.
Elektroforez isoelektroogniskowania (IEF) bia ek rybosomalnyrkeprowadzono
na p ycie elowej w zakresie pH 2,5 do 5,0 i barwieniu srebféfj. St enie frakciji
rybosomalnej by o ustalone zgodnie z procedpisana przez van der Zejist i wsp.
1972 [146].
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V. WYNIKI

1. CHARAKTERYSTYKA MUTANTOW DRO D OWYCH

Kluczowy element biakowy centrum GTPazowego na osgmie
eukariotycznym stanowibia ka P, ktére wraz z bia kiem uL10, tworkompleks
pentameryczny - ulL10-(P1-P2)zakotwiczony na rybosomie za pednictwem
biaka uL10. W komérkach drd owych, kompleks ten posiada konfiguracje
pentameryczn jednake bia ka P w trakcie ewolucji uleg y zmicowaniu na cztery
niezalene polipeptydy, P1A, P1B, P2A i PB, formojdwa dimery P1A-P2B
I P1B-P2A, zakotwiczone na bia ku uL10 - uL10-(PR2B)(P1B-P2A) [48]. Uwaa
si, e biaka te wspomagajcentrum GTPazowe w rekrutacji czynnikéw
translacyjnych trGTPaz, a przede wszystkim odgrywdjczow rol w stymulacji
hydrolizy GTP katalizowanej przez trGTPazy. Enengiaalniana podczas hydrolizy
GTP jest motorem nagdowym poszczegolnych etapdédw procesu translacji,
co zapewnia jednokierunkowow dzia aniu maszynerii translacyjnej. Chociala
biaek P w stymulacji hydrolizy GTP przez re trGTPazy jest dobrze
udokumentowanan vitro, jednak ich dok adna funkcja na rybosomie, a zzcas
rola multiplikacji tych bia ek nie jest znana.

W niniejszej rozprawie doktorskiej podlp prob wyja nienia roli
powielenia bia ek P w formie kompleksu pentamerggm Jako model badawczy
wykorzystano komorki dral y Saccharomyces cerevisiaszczepu BY4741,
w ktorych na bazie zbiegbw genetycznych zmodyfikeav&onfiguracj kompleksu
bia ek P [62]. Do prac badawczych wykorzystano aesmutantow drad owych,
ktGre zostay przygotowane w Zak adzie Biologii Ekiilarnej UMCS na drodze
manipulacji genetycznych wykorzystaj zjawisko homologicznej rekombinaciji,
a operacje te wykonano na genomie drowym [62]. Mutanty te posiaday
zmodyfikowane rybosomalne biako uL10 w formie dglgego fragmentow,
tak e poszczegodlne miejsca wice dimery bia ek P1A-P2B lub P1B-P2A zostay
usunite. W konsekwencji, poszczegolne mutanty drowe posiaday rybosomy
z r6 n kompozycj bia ek P w obrbie centrum GTPazowego. | tak, wykorzystano
trzy szczepy drad owe: tzw. szczep dziki zawieray rybosomy z pe nym
kompleksem biaek P, uL1l0-(P1A-P2B)(P1B-P2A), omhwa mutanty, mutant
uL1l0 h2 - uLl1l0-(P1A-P2B), pozbawiony dimeru P1B-P2A i mitaulL10 niny,
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ktorego bia ko uL10 by o pozbawione wszystkich mweyvi cych bia ka P (Fig.
16).

Fig. 16. Model struktury rybosomalnych podjednostek60S rybosomu eukariotycznego wraz ze
schematem przedstawiajcym konfiguracj kompleksu bia ek P w poszczegélnych szczepach
dro d owych. Szczep dziki -Saccharomyces cerevisid&@Y4741; uL10pn, - mutant drod owy
posiadajcy konfiguracj kompleksu biaek P - uL10-(P1A-P2B); uL%. - mutant drod owy

z pojedynczym bia kiem uL10 niezdolnym wa bia ka P. Dolny panel: poszczegdlne fragmenty
bia ka uL10 oznaczono koloramid tym - domena wi ca si do rRNA, czerwonym - miejsce
wi zania dla dimeru bia ek P1A/P2B, zielonym - miejsgezania dla dimeru bia ek P1B/P2A;
dimery bia ek P1A/P2B oraz P1B/P2A oznaczono odpdnio kolorem czerwonym i zielonym;

czarne kropki na schemacie reprezenkgnserwatywne C-terminalne fragmenty.

Pierwszym krokiem podfych analiz by o zweryfikowanie kompozycji
bia ek rybosomalnych w olbie kompleksu pentamerycznego na rybosomie
dro d owym. Wykonano analiz western-blotting u ywaj ¢ specyficznych
przeciwcia anty-uL10, co umbwi o detekcj poszczego6lnych delecyjnych form
bia ka uL10. Analiza potwierdzi a,e wyizolowane rybosomy ze szczepu dzikiego
zawieraj tzw. natywne bia ko uL10 o masie 34 kDa, Zzaa ko uL10 z frakciji
rybosomalnej izolowanej z mutantéw ddoowych uL1On2 i uL10 nhin2 posiada
mas ok. 31 i 28 kDa potwierdzag, e s to formy delecyjne pozbawione
fragmentow 230-258 (miejsce wiania dla dimeru biaek P1B-P2A) i 199-258
(miejsce wizania dla dimeru bia ek P1A-P2B i P1B-P2A) (Fig). W celu dalszej

weryfikacji przeprowadzono analiz western-blotting u ywaj ¢ przeciwcia
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anty-P1A/P2B. Naley podkreli , e u yte przeciwcia a rozpoznawszystkie cztery
dro d owe biaka P. Biaka te posiadajysoko konserwatywne C-terminalne
fragmenty polipetydowe, ktore sozpoznawane na drodze tzw. reakcji kayych.
We frakcji rybosomowej izolowanej z mutanta ulLd@, nie wykryto bia ek P,
a ich obecno wykazano na rybosomach izolowanych z mutanta ulzlf@dnak e
sygna wykazywa mniejszintensywno , co wskazuje na zaburzokompozycj

bia ek P w obrbie centrum GTPazowego w mutancie uLk@Fig. 17).

Fig. 17. Identyfikacja rybosomowych bia ek uL10 i R/P2 wchodzcych w sk ad kompleksu
pentamerycznego.Panel - WB Western-blotting immunodetekcja bia ek uL10, P1/P2 oraz ulL23.
Immunodetekcja bia ka uL23 stanowi kontrdlo ci zastosowanych rybosomoéw w analizie WB.
Panel - IEF, izoelektroogniskowanipozycj poszczegdlnych bia ek P wskazano strzaformy
ufosforylowane zaznaczono litelP, za P1B’oznacza formskréconego bia ka P1B ze wzdlu
na podatnaci na degradacj proteolityczn podczas przygotowywania preparatow frakcji

rybosomalnych

W celu dalszej identyfikacji kompozycji biaek P ng/bosomach
poszczegblnych mutantéw disb owych wykonano analizizoelektroogniskowania.
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Analiza frakcji rybosomalnych izolowanych ze szazejrikiego oraz z mutantéw
wskaza a, e na rybosomach szczepu dzikiego wysje pe ny zestaw biaek P,
za rybosomy z mutanta uL1g posiadaj bia ka P1A i P2B a rybosomy z mutanta

uL10 nhin2 pozbawione shia ek P (Fig. 17).

1.1 Charakterystyka fenotypowa

W przedstawionych analizaetestern-blottingoraz izoelektroogniskowania
wykazano, e modyfikuj c miejsce wizania biaek P w obbie rybosomalnego
bia ka uL10, kompozycja kompleksu bia ek P na rgmoach w badanych szczepach
dro d owych jest zmieniona. Na rybosomie didoowym w komérkach badanych
mutantéw drod owych wyst puje jeden dimer P1A-P2B (mutant uLg) lub brak
jest bia ek P (mutant uL1fnz). W tym miejscu naley podkreli , e bia ko uL10
z fragmentem domeny P stanowi minimalny element tkeiuka” rybosomalnego
zapewniajcy funkcjonowanie rybosomu [33, 62]. W celu olemia cech
fenotypowych badanych szczepow difcowych przeprowadzono tzw. testy
wzrostowe z wykorzystaniem alternatywnyctode w gla jakimi by y: glukoza,
galaktoza, etanol czy glicerol. Na podeosta e zawierage odpowiednie rod o
w gla nanoszono zawiesirkomorek drod owych w formie szeregu rozcieze .
Wzrost komérek analizowano po trzech dniach inkjibactemperaturze 30 °C.
Komoérki mutanta uLlGune charakteryzoway si powolnym  wzrostem,
w szczegoélnaci na podou z galaktoz wzrost by znaczo obniony w
porownaniu do komorek kontrolnych, jakim byy korkioszczepu dzikiego (Fig.
18). Co ciekawe, komorki szczepu uLif2 nie ros y na pod al zawierajcym tzw.
niefermentowalne roda wgla t. etanol czy glicerol (Fig. 18),
W przeciwie stwie do szczepu uLlgp, ktory nie wykazywa znaczych zmian

fenotypowych w poréwnaniu do komorek szczepu dgiie
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Fig. 18. Analiza fenotypowaszczepéw drod owych przy wykorzystaniu réo nych réde w gla.
Komérki dro d y nanoszono na pode stae YP uzupe nione mdymi roéd ami wgla, w formie

dziesi ciokrotnych rozciecze mieszaniny drad y 0 ODso=0,1.

W celu dalszej charakterystyki fenotypowej wykonaseyi testébw wzrostowych
na pod ou staym YPD, wykorzystug tzw. zmienne warunkirodowiskowe (Fig.
19). | tak, zastosowano naizy innymi: stres osmotyczny, temperaturowy,
oksydacyjny oraz wykorzystano takie zwki jak calcofluor, kofeina, SDS
wywo uj ce defekt w cianie komorkowej czy tunikamycyna i DTT, dce
induktorem szlaku UPR (angunfolded protein responsg’draz wzrost na pod a

o alkalicznym pH. Analiza wzrostu komérek poszciegéh szczepdw
dro d owych w zaaplikowanych warunkach stresowych pokazae jedynie
w przypadku stresu oksydacyjnego przy zastosowamizynnika HO>
zaobserwowano zahamowanie wzrostu komorek dla rautanlO nhinz (Fig. 19A).

W przypadku innych testowanych warunkow, wszystiezepy zachowyway si
podobnie, nie wykazug¢ wra liwo ci na zastosowane warunki stresowe. Analizy
te wskazuj, e zaburzenia w obbie centrum GTPazowego, w formie zmiany dio
biaek P, nie wpywaj w istotny sposOb na adaptacje komorki drowej
do zmiennych warunkéw rodowiskowych, poza stresem oksydacyjnym

wywieraj cy negatywny wp yw na mutanta uL h@h2
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Fig. 19. Analiza fenotypowa szczepéw drad owych w zmiennych warunkach rodowiskowych..
Poszczegodlne rozciezenia komdrek dral owych (10, 102, 103, 10%) nanoszono na pod e sta e
YP uzupe nione glukozoraz z dodatkiem rdwych zwi zkéw wywo uj cych stres, np.: 0,5 mM &,
1 pg/ml tunikamycyn, 20 mM DTT, 0,03 % SDS, 25 ug/ml calcofluor, 2 mgkofeina, 500 mM
NacCl, 500 mM KClI, 1 M sorbitol.

W kolejnych badaniach, przeprowadzono analtzugoci ycia oraz
potencja u reprodukcyjnego badanych szczepoéw ddoawvych. | tak, okrdono
tzw. potencja  reprodukcyjny (ang. reproductive potentialf] (liczba
wygenerowanych komérek potomnych przez komg@rkatk "), reprodukcyjny czas
ycia komorki (ang. reproductive lifespan) (czas w jakim komorki zdolne
s do podzia 6w), post-reprodukcyjny czagcia komorki (ang. post-reproductive
lifespan”) (czas ycia komorki po reprodukcyjnym czasigicia komorki) oraz
ca kowity czas ycia komorki, bd cy sum reprodukcyjnego i post-reprodukcyjnego
czas6bw ycia. Dodatkowo okrdono tzw. redni czas generacji dla ldgj
analizowanej komérki tj. czas w jakim komoérka ,matigeneruje jedn komork
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potomn. W celu przeprowadzenia wsg] wymienionych analiz hodowl
poszczegoblnych szczepdéw ddoowych prowadzono w poda pynnym YPD,
do osigni cia logarytmicznej fazy wzrostu. Do okkenia ywotno ci komorek
dro d owych wykorzystano floksyn B jako znacznik martwych komorek, ktore
trac integralno bony komoérkowej w wyniku czego barwnik ne wnika

do przestrzeni komérkowej barwi cytozol na réowo/czerwony kolor. W celu
analizy  dugoci ycia i potencjau reprodukcyjnego, wykorzystano
mikromanipulator. Podczas jednego eksperymentu izawvehno czterdziei

pojedynczych komérek w ollrie ka dego badanego szczepu dicowego.

Fig. 20. Analiza czasu generacji komoérek dral owych. Gwiazdki wskazuj ré nice istotne
statystycznie prz{? < 0,001 okrelone za pomoctestu t Studenta.

W wyniku przeprowadzanych analiz wykazane, redni czas generacji komorek dla
mutanta uL1Onin2 by znaczco wyduony i wynosi 115 minut, w stosunku
do 95 minut dla komorek szczepu dzikiego, czy muatari 1G> (Fig. 20). Analiza
czasu ycia komorek badanych mutantow wskazaa& szczep uLlQuin2
charakteryzuje si wyd u onym tzw. cakowitym czasem ycia komorek
w poréwnaniu do szczepu dzikiego, wynasgm rednio 116 godzin (Fig 21B,
Tabela 1). W przypadku komoérek szczepu ulsd,0Oca kowity czas ycia komorki
jest nawet skrocony w stosunku do szczepu kontgolnevynosi rednio 88 godzin.
(Fig. 21D, Tabela 1). Ponadto wykazane komorki mutanta dral owego
uL10 n1n2 charakteryzuj si  znacznie wyd vonym reprodukcyjny czasemycia,
t. rednio 74,83 godzin w stosunku do szczepu dzikiégednio 44 godzin)
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(Fig. 21B, Tabela 1), podczas gdy ich czas poswbokcyjny skraca si rednio
do 41 godzin w stosunku do 60 dla komorek szczejkiadjo.

Fig. 21. Analiza czas6w ycia i potencja u reprodukcyjnego komérek drod owych. Potencja
reprodukcyjny (A), Reprodukcyjny czagcia komorek (B), post-reprodukcyjny czagia komorek
(C), cakowity czas ycia komérek badanych szczepow dicowych (D). Przedstawione wyniki
uzyskano analizug populacj cznie 40 komoérek w jednej analizie, w dwdch niezayeh

eksperymentach .
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Tabela. 1 redni potencja reprodukcyjny, reprodukcyjny czas ycia komorki, post-

reprodukcyjny czas ycia komorki, oraz ca kowity czas ycia komérki dro d owe;j.

Potencja Reprodukcyjny Post- Ca kowity czas

reprodukcyjny . 2. .| reprodukcyjny : S

Szczep : Y czas ycia komorki . 7. ycia komorki

(liczba komérek czas ycia komorki
(h] (h]
potomnych) [h]

Szczep dziki 20,55+7,33 44,88+24,06 60,79+39,89 105,67+39,51
uLlo ,, 30,85+11,67* 56,66+23,21* 31,76+35,16* 88,63+40,77*
uLlo ., 24,53+9,23* 74,83+36,12* 41,65+44,27* 116,00+45,31

Dane przedstawiono jako odchylenie standardowevszgystkich badanych komérek podczas dwéch
niezale nych eksperymentéw (40 komérek w gm dowiadczeniu). Gwiazdkoznaczono istotno
statystyczn, ré nic mi dzy szczepem dzikim w poréwnaniu z mutantami, gPzy 0,01, (analiza t
Studenta).

Analiza czasu ycia komorki drod owej w zakresie analizowanych
szczepdw drad owych wskazaa, e komorki mutanta ulLl@in2 posiadaj
zaburzone procesy zwiane z podziaem jak i z czasenycia. W zwizku
z powyszym, wykonano analiz cyklu komérkowego badanych szczepow
dro d owych wykorzystujc cytometr przep ywowy. W typowej analizie cyklu
komérkowego drod y mo na zauway charakterystyczny bimodalny rozk ad
w obr bie populacji komérek dra owych odzwierciedlacy tzw. stan 1N i 2N,
odpowiadajcy fazom G1 i G2/M w cyklu komoérkowym. Wymie widoczna
przerwa midzy dwoma frakcjami 1N i 2N reprezentuje komorkfagie S (Fig. 22,
szczep dziki). Analiza cyklu komoérkowego szczepukidgo wskazaa dwie
charakterystyczne frakcje 1N i 2N (z charakteryatycdominacj frakcji 2N) oraz
dobrze zaznaczonfrakcj S. Co ciekawe, w komorkach doby uLl10 n2
dystrybucja midzy frakcjami 1N i 2N jest zaburzona, tj. wystije rownowaga
miedzy dwoma frakcjami. Natomiast, analiza cyklumiokowego dla mutanta
drod owego uLl1lOnin2 wskazaa na znaczne zaburzenia objawyeni
si dominacj frakcji 1IN oraz obecnai frakcji S na bardzo niskim poziomie
(Fig. 22). Analiza ta wskazuje,e brak biaek P na rybosomie, neowp ywa
na zaburzenie cyklu komorkowego, a przede wszystkirmed uenie cyklu
komérkowego w fazie G1, co met umaczy znacznie mniejsza dynamikvzrostu

mutanta uL10h1n2
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Fig. 22. Analiza cyklu komoérkowego badanych szczepddro d owych. Histogramy frakcji 1N,
2N i S drod y uzyskane przy wciu cytometru przep ywowego. 1N i 2N reprezentogpowiednio
fazy G1 i G2/M w populacji komérek drd owych. Wstawki, G1, S i G2/M pokazujozk ad
sygna u midzy fazami G1 (bramka niebieska), S (bramka ziglan&2/M (bramka czerwona)

wyra onymi w procentach, wartoi s rednimi z trzech niezaleych eksperymentow.
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1.2 Analiza wp ywu bia ek P na metabolizm komorki

W analizie funkcjonalnej, wadliwy fenotyp wywo amautacj w genie
koduj cym badane biako me by zniwelowany przez ekspresjgenu ,typu
dzikiego” w komorkach posiadajych zmutowany gen, wykorzystgjodpowiednie
wektory genetyczne. W zwzku z powyszym, zbadano czy defekty spowodowane
mutacj w genie kodujcym uL10 mog zosta przywrécone przez komplementacj
genem kodujcym uL10 o pe nej d ugo, co zapewni ekspresjniezmienionego

bia ka uL10 w komoérkach szczepu ddoowego uL10nin2

Fig. 23. Komplementacja komérek mutanta uL10n1n2 Oraz szczepu dzikiego A: Wzrost komérek
mutanta drod owego uL10nin2 Na poywce SDyra Uzupe nionej ronymi réd ami w gla. Komoérki
transformowano wektorem kontrolnym -VC lub z wektor zawierajcym geny dla pe nej d ugoi
biaka uL10 lub zmodyfikowanego ulLl@n. Zawiesin komérek drod y nanoszono na p ytki
z poywk SDyra i hodowano przez 3 dni pod nieobecndub w obecno doksycykliny (DOX)
w celu indukcji lub supresji ekspresji gendéw uL1® luL10 hin2 B: Analizawestern blottingoe nej
d ugoci i skréconego bia ka uL10 przy yciu specyficznych poliklonalnych przeciwcia aniy40.
Analizowano dwie frakcje: ca kowitfrakcj rybosomaln i frakcj cytoplazmatyczn pozbawion

rybosoméw.
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W celu przeprowadzenia komplementacji mutantéw drowych,
przygotowano wektory genetyczne, ktore zapewnikspeesj bia ka uL10 o pe nej
d ugoci oraz dodatkowo wykorzystano wektor zawiecgj gen kodujcy bia ko
uL10 w wersji skroconej tak jak w mutancie uLif)> Analiz wykonano przede
wszystkim dla mutanta uL1@ny, ktory wykazywa najwiksze zmiany fenotypowe.
Analizy wzrostowe pokazay,e obecno natywnej kopii biaka uLl1l0 tylko
nieznacznie przywrocia fenotyp wolno rosgich komoérek szczepu ullfnz
(Fig. 23A, gbrny panel). Jednak naley podkreli , e komplementacje wykonano
wykorzystujc mutanty, ktére posiadaj modyfikacj na genomowym DNA,
co skutkuje cig ekspresj zmodyfikowanego uL10, a tym samym obeano
skréconego biaka uL10. W zwiku z tym, przyczyn niepe nego przywrocenia
fenotypu ,dzikiego” dla komorek mutanta dcbowego uL10nin2 mo e by niska
ekspresja pe nego bia ka uL10 oraz obecriormy delecyjnej. Potwierdzaniem tego
przypuszczenia jest analingestern blottingZaréwno pe nej d ugai, jak i skrocony
wariant uL10 wykryto we frakcjach rybosomalnych e \irakcji cytoplazmatycznej
(Fig. 23B). Wskazuje to,e nie ma rénic zaréwno w iloci biaka uL10 ,typu
dzikiego” jak i formy skroconej, a co ciekawe ni@ md nic w powinowactwie tych
bia ek do rybosomow, poniewaulegaj one integracji rébwnie wydajnie. Zatem,
Mo na przypuszcza e ju sama obecno nawet maej puli rybosomow
ze zmodyfikowanym bia kiem uL10, me wywiera szkodliwy wp yw na ogoéiny
metabolizm komorkowy. W celu weryfikacji tego zaenia, zastosowano podeie
alternatywne. Przeprowadzono ekspragnu dla skréconej wersji bia ka uL%oh2
w komorkach szczepu dzikiego, przyyaiu wektora pCM190. W wektorze tym
ekspresja odpowiednich gendw jest prowadzona paotrdédo promotora tetO-CYC1
I kontrolowana za paeednictwem aktywatora tTA (indukcja przez nieobecno
antybiotyku doksycykliny - DOX). W otrzymanych t&formantach skrocone bia ko
skutecznie konkurowa o z natywnym uL10 i zosta alemone we frakcjach
rybosomalnych i cytoplazmatycznych, co pokazanopmenoc analizy western
blotting (Fig. 23B). Komorki szczepu dzikiego z ekspreglazmidu z genem
dla biaka delecyjnego uLlgin, wykazyway zmniejszon szybko wzrostu
zarbwno na pod ach staych SDhra w obecnoci glukozy jak i galaktozy
(Fig. 23A, rodkowy panel). Ponadto, komorki te nie byy w saefektywnie
wykorzysta etanolu jako jedynegordoda wgla, tak jak miao to miejsce

w przypadku komoérek mutanta dobowego uLlOninz, Wykazujc podobn
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charakterystyk fenotypow co mutant genomowy. Poniewagen dla wariantu
uL10 n1n2 znajduje si pod kontrol uk adu regulacyjnego tetO/tTA, move jest
regulowanie jego ekspresji na bazie poziomu antykio DOX (-DOX,
stymulowanie ekspresji, +DOX, represji ekspresfprowno szybko wzrostu,
jak i zdolno do wykorzystania alternatywnych, niefermentowamymde w gla
zosta 'y przywrocone przez repregienu dla bia ka uL1@:n2 Analizy te wskazay,
e ekspresja bia ka w formie skroconej (uLsh@) wywiera dominujcy negatywny
wpyw na komorki drody, niezalenie od ukadu eksperymentalnego

jaki zastosowano (Fig. 23A, dolny panel, + DOX).

60



Wyniki

2. ANALIZAILO CIOWA | JAKO CIOWA POSZCZEGOLNYCH ETAPOW
TRANSLACJI

2.1 Analiza ilo ciowa procesu biosyntezy bia ka

Aktywno translacyjna rybosomu realizowana jest w bl# jego trzech
funkcjonalnych miejsc: centrum dekodcggo, centrum peptydylotransferazy oraz
centrum GTPazowego. Centrum dekodej zlokalizowane jest na ma €]
podjednostce rybosomu i odpowiada za dekodowanfernmacji genetycznej
zawartej w mMRNA. Centrum peptydylotransferazy zoggd si na duej
podjednostce rybosomalnej a jego podstawdwnkcj jest udzia w procesie
formowania wizania peptydowego. W olisie duej podjednostki znajduje si
rébwnie centrum GTPazowe, ktérego funkcja polega na stgojiulaktywnoci
GTPazowej czynnikdéw translacyjnych, dai ktorym proces translacji przebiega
wydajnie. W zwizku z tym, proces biosyntezy biaka, realizowany
za porednictwem rybosomu i jego poszczegdélnych centrdawyvenych, mona
rozpatrywa w zakresie dwoch parametrow: precyzji dzia anizege wszystkim
zalenej od centrum dekodwego oraz szybkei dziaania, zaleej
od wspo dzia ania czynnikdw translacyjnych z rybosm za paednictwem
centrum GTPazowego.

W celu okrelenia parametru jakim jest szybko funkcjonowania
maszynerii translacyjnej w badanych szczepachddowych oceniano wydajnoi
procesu translacji poprzez analinkorporacji znakowanej radioaktywnie metioniny
- 3°5-Met do nowo syntetyzowanych biaek (Fig. 24). Wntcelu, hodowl
szczepdéw drad owych prowadzono w minimalnym podw pynnym SD,
a nastpnie poywk suplementowano dodatkied?S-Met. Komoérki drod owe
pobierano w odspie 10 minut przez okres 1 godziny, a npete (po uprzedniej
precypitacji bia ek z wciem TCA i izolacji frakcji bia kowej) okrdono poziom
radioaktywnoci we frakcji bia kowej przy pomocy licznika scymdgyjnego.
Analiza wykaza a spadek wydajmd procesu translacji dla badanych mutantéw
a w szczegolnai dla szczepu uL1@in, W ktorym wydajnoci translacji wynosi a
oko 0 50% w stosunku do szczepu kontrolnego,vegrzypadku mutanta uL1g
sprawno procesu translacji by a tylko nie znacznie zmuziejg i wynosi a ok. 85%
(Fig. 24, wstawka).
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Fig. 24. Analiza wydajnoci procesu translacji badanych mutantéw drod owych. Pomiar
wydajno ci translacji wykonano na drodze analizy kinetykiudowywania®*S-metioniny do nowo
syntetyzowanych polipeptydow. pomiaru przedstawiono jako odchylenia standardowe
wykorzystano dane z trzech niezalgch eksperymentéw. Wstawka, normalizacja uzyskianyc
wynikow wydajnoci translacji mutantow w stosunku do wydajoiotranslacji komérek kontrolnych
szczepu dzikiego wyrane jako 100%. S upki bdéw reprezentujodchylenia standardowe uzyskane
z trzech niezalemych eksperymentow. Gwiazdki wskazud nice istotne statystycznie pr&y< 0,05

okre lane za pomoct Studenta.

Rozpatrujc wydajno translacji, mona za oy , e biosynteza bia ka ma miejsce
g 6wnie na etapie elongacji w cyklu translacyjny@atem, w celu okrdenia
wydajno ci elongacji acucha polipeptydowego przeprowadzono tzw. anaglialf
transit timé. Analiza ta opiera sina poréwnaniu dynamiki inkorporacjiS-Met dla
dwéch frakcji: nowo-syntetyzowanych polipetyddw, . tjca kowitej frakcji
syntetyzowanych polipeptydéw (tj. powstaych na rybosomie jak i tych
uwolnionych z rybosomu) oraz tych uwolnionych zagbmu.Parametr ten opisuje
redni wydajno rybosomu w cyklu elongacyjnym. Nale jednak nadmieni

e analiza half transit timé zawiera take etap terminacji procesu translacji.
Wykazano, e warto ,half transit timé jest zbli ona, wynosi oko o 30 sekund,
zarowno dla komoérek szczepu dzikiego jak i mutant®alO hin2 oraz uL1lOno
(Fig. 25).
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Fig. 25. Analiza wydajnoci procesu translacji na etapie elongacji/terminagjtzw. half transit
time. Wykresy przedstawiajpomiar kinetyki inkorporacjf®S-metioniny do tzw. ca kowitej frakcji
bia ek syntetyzowanych przez rybosom (tj. nowo-sgy#owanych jak i uwolnionych) (pe ne
symbole) i frakcji bia ek uwolnionych z rybosomoéwsybole otwarte),Half transit time” (T 1)
okre lono na podstawie przesunia mi dzy dwiema liniami, wykorzystug analiz regresji liniowej,
»Half transit timé okre lony dla szczepu dzikiego (A), uL1 (B) i uL10 nin2 (C) oraz dla szczepu
dzikiego w obecnai 50 ng/ml CHX. (D) Supki bdéw reprezentuj odchylenia standardowe

uzyskane z trzech niezalgych eksperymentow.

W przeprowadzonym uk adzie eksperymentalnym, jalantiol zastosowano
komorki szczepu dzikiego traktowane niskim shiem cykloheksymidu (CHX,
50 ng/ml), ktory jest antybiotykiem bezpednio dzia ajcym na proces elongaciji.
Zastosowane stenie 50 ng/ml CHX powoduje spadek wydajio translaciji
o0 ok. 35% (Fig. 26). Wynik ten jest podobny do danytrzymanych w analizie
ogoblnej dynamiki translacji mierzonej inkorporacéfS-Met dla mutanta uL1@in2
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(Fig. 24). Ponadto wykazanoe ,half transit timé dla komérek szczepu dzikiego
traktowanych niskim steniem CHX znacznie si wyduy. Potwierdza
to jednoczenie, e CHX blokuje etap elongacji w cyklu translacyjnyanponadto
waliduje zastosowany uk ad eksperymentalny (FidR)2Zatem, wykonana analiza
,half transit timé z wykorzystaniem mutantéw drd owych wykaza a, e proces
elongacji/terminacji nie jest zaburzony. Rybosompaone o bia ka P1/P2, czy to
brak jednej pary P1B-P2A czy wszystkich dimeréwdiaP (P1A-P2B i P1B-P2A),
prowadz etap elongacji w cyklu translacyjnym w warunkaich vivo w takim
samym stopniu jak rybosomy komorek szczepu dzikieljaley wspomnie,

e zastosowane senie 50 ng/ml cykloheksymidu nie powoduje zmian

w wydajno ci procesu translacji w przypadku mutanta ul.1@ (Fig. 26).

Fig. 26. Analiza wydajnoci procesu translacji badanych szczepow dral owych w obecnoci
cykloheksymidu. Pomiar wydajncci translacji wykonano na drodze analizy kinetykindlowywania
35S-metioniny do nowo syntetyzowanych polipeptydéw womoérkach szczepu dzikiego +CHX
w st eniu 50 ng/ml () i -CHX () oraz komérek mutanta dmd owego uL10ninz +CHX w st eniu
50 ng/ml ( ) i -CHX (). B d pomiaru przedstawiono jako odchylenia standardavyéorzystano
dane z trzech niezaleych eksperymentow. Wstawka przedstawia normalizamyskanych wynikow
wydajno ci translacji mutantéw w stosunku do wydajoiotranslacji komoérek kontrolnych szczepu
dzikiego oraz komoérek mutanta dcbowego uLl1lOninz wyra one jako 100%. S upki bdéw
reprezentuj odchylenia standardowe uzyskane z trzech nieagdd eksperymentéw. Gwiazdki

wskazuj ré nice istotne statystycznie priy< 0,01 okrelane za pomoct Studenta.
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2.2 Analiza jako ciowa procesu translacji - analiza polisomow

Centralnym elementem maszynerii translacyjnej fjglsbsom. Zbudowany
jest on z mniejszej 40S i vkszej 60S podjednostki rybosomalnej, ktére w prieces
inicjacji tworz funkcjonalny uk ad 80S zaangavany w proces translacji. Ocena
tzw. kondycji maszynerii translacyjnej, to nie tyllanaliza wydajnai translacji,
jak na przyk ad half transit timé, ale jedn z najistotniejszych metod analitycznych
to ocena frakcji poszczegolnych elementdw maszyreainslacyjnej, jak jest
analiza profilu polisomow. Technika ta pozwala fadiowe oznaczenie poziomu
poszczegoblnych podjednostek rybosomalnych: 40S, @@2 pe nych rybosomoéw
80S, tzw. monosomow,  ktére  tworz dwie  frakcje; pierwsza
to translacyjnie aktywne rybosomy 80S w komplekgiemRNA, druga za
to tzw. wolne rybosomy 80S (angiacant ribosomes; ktére nie s zaangaowane
w translacje i stanowipul spoczynkowych rybosomow. Ponadto, w analizie frofi
polisoméw wystpuje frakcja polisoméw, tj. rybosomoéw translacyjraktywnych
w kompleksie z mRNA, na ktorym me znajdowa si dwa i wi cej rybosomow.
Nale y podkreli , i stan metaboliczny maszynerii translacyjnej w amalprofili
polisoméw jest utrwalony za pomocantybiotyku jakim jest cykloheksymid.
Antybiotyk ten blokuje proces translacji na etapiengacji, co w konsekwencji
prowadzi do ,zamrcenia” maszynerii translacyjnej. Otrzymany profillipomow
jest obrazem statycznym maszynerii translacyjnej &y odzwierciedleniem stanu
metabolicznego komaorki. Wszelkie zmiany w profilalipoméw mog wskazywa
na zaburzenia na rdych etapach procesu translacji, ezajc w to proces
biogenezy rybosomow, poprzez inicjgoglongacj i na terminacji kocz c. Zatem,
analiza ta stanowi doskona e natzie analityczne pozwalae na ocen kondycji
metabolicznej maszynerii translacyjnej. Wykorzystujnutanty drod owe oraz
szczep BY4741 jako element referencyjny, wykonanaliay profili polisomow
dla poszczegélnych szczepow diocowych, co przynios o zaskakay wynik
pokazujc brak istotnych rénic w profilach. Wynik ten wskazuje,e perturbacje
w obr bie kompleksu biaek P nie wp ywagnaczco na kondycj maszynerii
translacyjnej na poszczegollnych etapach transl&eg. 27 A, C, E). Zaréwno
okre lony stosunek podjednostek 40S do 60S (40S/60S)wiecciedlajcy
rownowag mi dzy produkcj poszczegoélnych podjednostek rybosomalnych

wynosz cy, odpowiednio: 0,79 dla szczepu dzikiego orazrdigantéw 0,69 i 0,78
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jak i stosunek polisoméw do monosomu (P/M) nie bymyaczco zmienione

w adnym z badanych szczepow dicowych.

Fig. 27. Analiza profili polisoméw w obecnoci i bez cykloheksymidu.A, C, E - + CHX; B, D, F -
-CHX. Wstawki: P/M - stosunek polisomoéw do monospd0/60 - stosunek podjednostki 40 do 60S

Dodatkowo wykonano analizorofili polisomow bez zastosowania cykloheksymidu,
tzw. analiza funoff’, umo liwiaj ca przede wszystkim oceaktywno ci maszynerii

translacyjnej na etapie elongacji i terminacji. Wmt wariancie dowiadczenia,
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rownie nie zaobserwowano istotnych réc mi dzy szczepem kontrolnym
a mutantami, wskazug e tempo elongacji/terminacji nie jest znamz zmienione
w mutantach drad owych (Fig. 27 B, D, F). Uk adem kontrolnym dla vaylanych
analiz by eksperyment z CHX w niskim stniu (50ng/ml), ktéry hamuje proces
translacji w zakresie oko o 35%, jak wykazano w liaire& wydajnoci procesu
translacji (Fig. 28). Profil polisoméw wskaza,e blokada elongacji
za porednictwem CHX w niskim zakresie se nie wp ywa zasadniczo na obraz
maszynerii translacyjnej, opisanej za mgalnictwem profilu polisomow. Analiza
~runoff’ w obecnoci 50 ng/ml CHX wskaza a na niskale znaczc blokad
translacyjnie aktywnych rybosomow w formie dobradaeznej frakcji polisomalnej
o wartoci P/M 0,63 (Fig. 28). Zastosowane niskie shie (50 ng/ml)
cykloheksymidu redukuje wydajno procesu translacji dla komorek szczepu
dzikiego do poziomu obserwowanego dla komérek natdno d owego uL10n1n2
bez dodatku antybiotyku (Fig. 28). Ponadto, podelak dla mutanta uL1@in2
profil polisoméw nie jest zmieniony. Jednak analiza runoff’ maszynerii
transicyjnej dla mutanta ulLl@n, w przeciwiestwie do szczepu dzikiego

w obecnoci 50 ng/ml CHX nie wykaza a znaazj blokady na etapie elongac;ji.

Fig. 27. Analiza profili polisoméw w obecnoci 50 ng/ml cykloheksymidu. A: eksperyment
kontrolny, +100 ug/ml CHX. B:runoff”, +50ng/ml CHX. Wstawki: P/M - stosunek polisoméw d

monosoméw, 40/60 — stosunek podjednostki 40 do 60S.

Wyniki te wskazay, e funkcjonowanie maszynerii translacyjnej na posgoinych
etapach translacji nie jest upedzone w mutantach drd owych, niezalenie
od rodzaju modyfikacji w obbie centrum GTPazowego. Jednekjak wykazano

wczeniej, mutant uLl1lO.in2 posiada znacznie obmin wydajnoci translacji.
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W zwi zku z tym faktem, przeanalizowano takprofil polisoméw w przeliczeniu
na ilo komoérek, aby poréwnailo ciowo frakcje rybosomalne w poszczegolnych
szczepach dral owych. W konsekwencji, obliczone ca kowite pole penachni
profili polisoméw, pokaza o, e mutant uL1lOwnz posiada o 40% mniej frakcji
polisomalnej w poréwnaniu do komoérek szczepu dgkigFig. 29). Analiza
ta wskaza a, e u pod oa mniejszej kinetyki translacji w mutancie uLif. le y
zmniejszona ilo translacyjnie aktywnych rybosomow, jednaknaley podkreli

e nie zaobserwowano adnych istotnych r&ic w profilach polisomow
w odniesieniu do szczepu dzikiego. Zatem, analia#ilp polisoméw wskaza a,
e mutanty drod owe nie wykazuj istotnych zaburze w funkcjonowaniu
maszynerii translacyjnej, biocw pod uwag biogenez rybosomow, inicjacj
czy etapy elongacji i terminacjJednake, mutanty uL10., a w szczegolnai
uL10 n1inz posiadaj zmniejszon ilo  translacyjnie aktywnych rybosomow,

CO Mo e wyja nia zaobserwowane zmniejszenie dynamiki translacji.

Fig. 29. Analiza profili polisoméw badanych mutantév dro d owych z wykorzystaniem
zdefiniowanej ilo ci komoérek dro d owych. Analiza zostaa wykonana z yciem 1,65x160
komoérek drod owych. Ca kowit powierzchnie obliczono dla wszystkich poszczegdinyrakcji
40S, 60S, 80S i czterech frakcji polisomalnych. ddta e wartoci, P/M i 40/60 opisuj stosunek

polisoméw do monosoméw oraz podjednostek rybosoyahld0 do 60S.
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2.3. Antybiotyki - molekularne sody w analizie funkcjonalnej

procesu translaciji

Przedstawione analizy, czy to analizy dmwe wydajnoci translaciji,
czy te profile polisoméw wykazay, e funkcjonowanie maszynerii translacyjnej
w badanych mutantach dib owych nie jest znaczo zaburzone, naadnym
z poszczegllnych etapow w cyklu translacyjnym, W. inicjacji, elongacji
czy terminacji. Naley jednak podkrdi , e ogdlna wydajno procesu translacji
zw aszcza dla mutanta uLMdn> jest znaczco obniona. W konsekwenciji,
do dalszych analiz funkcjonalnych wykorzystano tzmolekularne narzzia,
antybiotyki dzia ajce na rybosom, ktére moa zaklasyfikowa jako molekularne
sondy w analizie funkcjonalnej rybosomu. Do analikorzystano szeroki wachlarz
antybiotykow. Zastosowano antybiotyki wp yweg¢ na poszczegolne etapy procesu
translacji. | tak, do analizy inicjacji wykorzystarringtonin (blokuj ¢ czenie
si podjednostek 40S i 60S) i laktinomycy(blokuj ¢ tworzenie si pierwszego
wi zania peptydowego); natomiast do badania elongap@romomycyne,
higromycyn B, genetycyn (G418) (dziaajc na proces dekodowania procesu
translacji) oraz sordarin i cykloheksymid (dziacg na etap translokacji w cyklu
elongacyjnym). Ponadto, zastosowano diazaborigtokuj ¢ proces biogenezy
podjednostki 60S oraz aktynomycy® hamujc syntez rRNA. Pierwszy etap
bada, to tzw. kr kowe testy wzrostowe. Mianowicie, na pocostae YPD
naniesiono zawiesin komorek drod owych, a naspnie umieszczano Kkrki
z bibu y nasczone odpowiednim antybiotykiem. P ytki hodowanpgar 72 godziny,
temperaturze 30 °C i analizowano w0 na antybiotyki mutantow
dro d owych, w formie analiz stref zahamowania wzrostu, peréwnaniu
do komoarek kontrolnych (Fig. 30 i 31).
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Fig. 30. Wp yw antybiotykéw na wzrost komoérek badagch mutantéw dro d owych. Na pod oe
sta e YPD naniesiono zawiesikomoérek drod owych (o gsto ci optycznej Ol = 0,5) a naspnie
umieszczano krek bibuy 3MM nasczony poszczeg6lnymi antybiotykami: laktimidomycyna
(0,2 mg/ml), aktynomycynD (1 mg/ml), harringtonin(10 mg/ml), diazaboryn(12,4 pug.ml). P ytk

z pod oem sta ym YPD inkubowano 72 godziny w temperat@@écC.

Najistotniejsze zaburzenia we wzege poszczegodlnych szczepdédw diocowych,

a przede wszystkim uLlfin, zaobserwowano dla antybiotykdw z grupy
aminoglikozydow, do ktérych nale paromomycyna (Par), genetycyna (G418)
I higromycyna B (HigB). Aminoglikozydy to antybidtydzia aj ce na wczesny etap
elongacji w cyklu translacyjnym tj. proces dekodaveainformacji genetycznej.
Antybiotyki tej grupy cz si z rybosomu w centrum dekodaym, co upoledza
dzia anie rybosomu w ten sposéke obnia precyzj dekodowania informaciji
genetycznej. Ponadto, zaobserwowamn®,szczep dral owy uL1O0 nhin2 wykazuje
zmniejszon wra liwo na cykloheksymid (CHX) oraz sordarin (Sor). Uaasi,

e antybiotyki te blokuj proces translacji na etapie elongacji, a przedeystkim

hamuj translokacj rybosomu na mRNA.
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Fig. 31. Wp yw antybiotykdw na wzrost komoérek badagch mutantéw dro d owych. Na pod oe

sta e YPD naniesiono zawiesikomoérek drod owych (o gsto ci optycznej Ol = 0,5) a naspnie
umieszczano krek bibuy 3MM nasczony poszczegélnymi antybiotykami: sordarinem (dmig
paromomycyn (250 mg/ml), higromycyn B (15 mg/ml), genetycyn (G418) (50 mg/ml),
cykloheksymidem (100 pg/ml). P ytkz pod oem staym YPD inkubowano 3 dni w temperaturze
30 °C.

W celu szczego owej analizy wp ywu antybiotykdw, wa szczegolncci
z grupy aminoglikozydow oraz sordarinu czy cyklotwkidu na wzrost komoérek
badanych szczepow dmb owych, wykonano dodatkowe testy wzrostowe.
Mianowicie, pod oe stae YPD suplementowano odpowiednim antybiotgkie
a komorki drod owe nanoszono w formie kolejnych dziesokrotnych rozciecze
zawiesiny o gstoci optycznej Oo=0,1. Drod e hodowano przez trzy dni
w temperaturze 30 °C. Wykonane analizy wzrostowevigodzi y negatywny wp yw
tych antybiotykow na wzrost komoérek mutanta drmwego uL1Onin2 (Fig. 32A,
gorny panel). Wyniki te sugeryj e brak biaek P m@ mie wpyw na etap
dekodowania informacji genetycznej. Na uwagk e zas uguj testy wzrostowe

wykonane w obecnai sordarinu. Zaobserwowano zahamowanie wzrostuokekn
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szczepu kontrolnego, zanutanty drod owe wykazywa y znacz oporno naten
antybiotyk (Fig. 32A, dolny panel). Sordarin jestaiany za inhibitor dzia agy

na translokacj rybosomu, na etapie elongacji, procesu zago od czynnika
translacyjnego eEF2, ktéry ulega bezeaniej interakcji z biakami P [63],
jednak e jego dzia anie nie jest precyzyjnie okome. Ponadto, zmutowane szczepy
uL10 n2 i UL10 nh1n2 wykazyway podwyszon oporno na cykloheksymid, tale

inhibitor translokacji, ale o dobrze zdefiniowangzia aniu (Fig. 32A, dolny panel).

Fig. 32. Test wzrostowe w obecnai antybiotykéw aminoglikozydowych oraz sordarinu
i cykloheksymidu. Testy wzrostowe wykonano na pevce YP suplementowanej ndymi rod ami
w gla oraz dodatkowo odpowiednim antybiotykiem. AwZesin komdrek drod owych o gsto ci

optycznej ORw=0,1 naniesiono w formie kolejnych dziesokrotnych rozciecze na pod oe stae
YP uzupe nione glukozoraz 100 pug/ml G418, 100 pug/ml Hyg B, 250 pg/mi,Ral pg/ml CHX
i 2 ug/ml Sor, B: testy wzrostowe, j. w. na podicta ym YP suplementowanym glukoztanolem
lub glicerolem oraz dodatkowo 100 pg/ml G418. Peegdline rozcieczenia to: 16, 102, 103, 104,

jak pokazano na rysunku.
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Wyniki te mog sugerowa, e biaka P mog odgrywa istotn rol w procesie
elongacji przede wszystkim na etapie nie tylko digleania informacji genetycznej,
lecz rownie na etapie translokacji.

Analizy wzrostowe w obecnoi antybiotykbw aminoglikozydowych
rozszerzono o analizy wzrostu komorek drmwych na tzw. niefermentowalnych
roéd ach wgla, jak etanol czy glicerol. Zwzki te s efektywnie wykorzystywane
przez komorki drod owe jako réd o energii, ale ich wykorzystanie wymaga
przeprogramowania metabolizmu, w stosunku do glykktora jest preferowanym
réd em wgla dla drod y. Analiz wykonano w obecnai antybiotyku G418, ktéry
w st eniu 100 pg/ml nie jest letalny dla komorek kontgah. Jak pokazay

wczeniejsze analizy fenotypowe, komorki kontrolne w gmiavie stwie
do mutantow, wykorzystujtakie rod a wgla jak etanol czy glicerol (Fig. 18).
Zaskakujce dane uzyskano =z analiz testow wzrostowych w robec
niefermentowalnychrdéde w gla tj. etanolu czy glicerolu oraz w obecooG418.
Jak pokazano wczmeiej komorki mutanta dral owego uL10nin2 nie s wstanie
wykorzysta niefermentowalnych rode w gla jak etanol czy glicerol, a wzrost
w obecnoci G418 jest zahamowany. Natomiast komérki szczejmikiego
w obecnoci niefermentowalych rode wgla oraz G418 talke trac zdolno

do wykorzystania etanolu i glicerolu, odzwiercigdtafenotyp komorek szczepu
uL10 nin2 hodowanego na pgwce na bazie tychrode w gla (Fig. 32B).

Dalsze rozwinicie prowadzonych badazwi zanych z wykorzystaniem
antybiotykbw to analiza wydajnoi procesu translacji w obecrcd G418
oraz sordarinu, wykorzystw inkorporacj znakowanej radioaktywnie metioniny
3%S-Met do nowo syntetyzowanego biaka w obechotzw. subletalnego
(100 g/ml) st enia G418 oraz 0,5 pg/ml sordarinu, dla komorekejaa dzikiego
oraz mutanta dral owego uL10n1n2 (Fig. 33A i1 Fig. 34A).
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Fig. 33. Analiza wydajnoci procesu translacji w obecnoci G418. Analiz wydajnoci procesu
translacji okrelono jako funkcja inkorporacfi*S-metioniny do nowo syntetyzowanych polipeptydéw
w obecnoci subletalnej dawki G418 (100g/ml), w czasie hodowli. A: analiza ogoInej wydajcio
translacji; kolorem niebieskim oznaczono dane dotye szczepu dzikiego +G418 w sniu 100
g/ml () i -G418 ( ) oraz kolorem 6 tym oznaczono dane dla mutanta @r@wego uL10nin2
+G418 w st eniu 100 pg/ml () i -G418( ). B dy reprezentuj odchylenia standardowe uzyskane
z trzech niezaleych eksperymentéw. Wstawka przedstawia znormabrewvwyniki wydajnoci
translacyjnej komoérek szczepu dzikiego oraz komoéretutanta drod owego uL10hin2
nietraktowanych G418 wyrane jako 100%, w stosunku do wydajoiotranslacji komérek szczepu
dzikiego oraz komoérek mutanta dcbowego uL1Oniny * - istotno statystycznaP <0,01, test t
Studenta. B: Analiza il - tzw. half transit time wykonano z wykorzystaniem szczepu dzikiego

w obecnoci 100 g/ml antybiotyku G418.

Analiza wydajnoci translacji wskazaa na 40% (w obearioG418) oraz 60%
(w obecnoci sordarinu) zmniejszenie wydajrad tego procesu w przypadku
komorek szczepu dzikiego oraz 80% (w obecn&418) oraz 20% (w obecrno

sordarinu) dla komoérek mutanta ddoowego uL10n1n2
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Fig. 34. Analiza wydajnoci procesu translacji w obecnoci sordarinu w badanych szczepach
dro d owych. A: Analiza wydajnoci procesu translacji okrna jako funkcja wbudowywania
355 metioniny do nowo syntetyzowanych polipeptydéwolecnoci 0,5 g/ml sorarinu, na czas

hodowli Kolorem niebieskim oznaczono dane dotgezszczepu dzikiego +Sor w stniu 0,5 g/ml
() i -sordarinu( ) oraz kolorem 6tym dane dla mutanta dr owego uL1Onin, +sordarinu

w st eniu 0,5 pg/ml () i -0,5 pg/mi( ). B dy reprezentuj odchylenia standardowe uzyskane z
trzech niezalenych eksperymentow. Wstawka przedstawia znormaka@wvwyniki wydajnoci
translacyjnej komoérek szczepu dzikiego oraz komoérelutanta drod owego uL10hin2
nietraktowanych sordarinem wyne jako 100%, w stosunku do wydajootranslacji komoérek
szczepu dzikiego oraz komérek mutanta drowego uL10n1n2 W Obecnoci sordarinu,; * - istotno
statystyczna <0,01, test t Studenta. B: Analibalf transit timedla szczepu dzikiego w obecro

0,5 g/ml sordarinu.

Na szczegoln uwag zas uguje analizaik, ,half transit timé&, mierz ca
wydajno etapu elongacji i terminacji. Analiz wykonano dla komoérek szczepu
dzikiego w obecnai 100 pg/ml G418 oraz 0,5 pg/ml sordarinu, w deliuszego
scharakteryzowania dzia ania tych antybiotykow pedgl dem oddzia ywania
metabolicznego na maszyneriranslacyjn in vivo. W przypadku G418 i
nie znacznie wzroso do 39s (wzrost o 20%) (Fig.B)33w stosunku
do oko o 32s dla komdérek kontrolnych (Fig. 25). Weypadku T2 mierzonego
w obecnoci sordarinu zanotowano wzrost ao 89s (Fig. 34B). Sordarin jest
postrzegany jako zwzek blokujcy translokacj na etapie elongacji aucha

polipeptydowego, co analiza ta jednoznacznie pokaz&®dmienny wp yw
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ma aminoglikozyd G418, ktérego dzia anie nie wp yxveczco na etap elongacji
procesu translacji.

W kolejnym kroku analiz podjo prob charakterystyki funkcjonowania
maszynerii translacyjnej w obecrd G418 i sordarinu, przeprowadzejanaliz
profili polisoméw z wykorzystaniem mutanta dobbowego uL10ninz jak i Szczepu
kontrolnego. W pierwsze] kolejnoi przeprowadzono analiz wykorzystujc
antybiotyk sordarin. Analizy strukturalne orasz rege prac funkcjonalnych
wskazay, e antybiotyk ten oddzia uje z centrum GTPazowyrzege wszystkim
z czynnikiem elongacyjnym EF2 [63, 147]. Postulsie rownie , e rybosomalne
bia ko uL10 jest zaangawane w interakcj sordarinu z rybosomem [148, 149].
Wykonana analiza 1l> wykaza a, e faktycznie antybiotyk ten znaco obni a etap
elongacji/terminacji a zatem jego efekt powinien ldpbrze widoczny na obrazie
polisoméw, analogicznie do efektu wywo ywanego prZeéHX. Analiza profili
polisoméw w obecna@i sordarinu wskaza a,e w szczepie kontrolnym naptije
akumulacja monosomow 80S oraz znaczne zmniejszénakcji polisomow
w stosunku do analizy kontrolnej z wykorzystaniemH)XC za stosunek
podjednostek 40/60 nie uleg znacej zmianie w stosunku do kontroli. Zaskalag
wyniki otrzymano w przypadku mutanta ddoowego uL1lOninz, W obecnoci
sordarinu. Profil polisoméw przypomina profil dl& adu kontrolnego z CHX,
tj. frakcja polisoméw jest wyraa, z t ré nic e warto P/M jest mniejsza;
ponadto stosunek 40/60 ulega zmianie, co sugeaharzenia w procesie inicjacji
czy te biogenezy podjednostki 60S. (Fig. 35). Podsumogyuptrzymane wyniki
wskaz y, e sordarin nie blokuje procesu elongacji w komonkazczepu dzikiego
(brak frakcji polisomow). Zachowanie simaszynerii translacyjnej w mutancie
dro d owym uL1Oniny KktOry wykazuje oporno na ten antybiotyk, wskazuje

e proces elongacji me przebiegawydajnie (obecno frakcji polisoméw).
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Fig. 35. Analiza profili polisoméw w obecnoci sordarinu. Analiza profili polisoméw w obecnai
cykloheksymidu (CHX) - uk ad kontrolny (A, C) oraordarinu (B, D). Stosunek polisoméw do
monosomu (P/M) obliczono dla kdego profilu przez podzielenie obszaru pierwszyatkerech pikow

polisomalnych przez obszar frakcji dla monosomu.80S

W zwi zku z zaobserwowanym intrygelym zachowaniem sibadanych komorek
dro d owych w obecnai sordarinu, wykonano dodatkow analiz profili
polisoméw w obecnai tego inhibitora i jednoczeie w obecnaci cykloheksymidu,
ktory jest antybiotykiem wydajnie blokugym translacj na etapie elongacji (dobrze
widoczne polisomy). Jak wykazano w szczepie kongmol, w analizowanych
profilach polisoméw naspuje akumulacja frakcji monosoméw 80S, przy braku
frakcji polisomow, za stosunek 40S/60S jest podobny jak w uk adzie kdmgm
(Fig. 36B). Ponadto, analiza wykonana z wykorzyistan mutanta drad owego
uL10 nhin2 przynios a zaskakuge wyniki, pokazujc profil polisoméw z dobrze
zachowan frakcj polisoméw (Fig. 36D). Przeprowadzone analizy mog

wskazywa, € maszyneria translacyjna w komoérkach mutanta ulidOnie jest
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w pe ni blokowana przez sordarin, co mot umaczy nisk wraliwo na ten
antybiotyk. W przypadku komorek kontrolnych, obecndrakcji 80S moe

wskazywa e blokada dzia ania rybosomu neonastpowa na etapie rekrutacji
nieaktywnych monosomow 80S do procesu translaggiwigko to nigdy nie by o

powi zane z aktywnai sordarinu.

Fig. 36. Analiza profili polisoméw w obecnaoci sordarinu i cykloheksymidu. Analiza profili
polisoméw w obecna@i cykloheksymidu (A, C) oraz sordarinu i cyklohgksdu (B, D). Stosunek
polisoméw do monosomu (P/M) obliczono dla #tago profilu jako stosunek obszaru pierwszych
czterech pikéw polisomalnych do obszaru frakcji ml@anosomu 80S.
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Fig. 37. Analiza polisoméw w obecnoci G418 wykorzystuj ¢ kontrolny szczep drod owy.
A: Profil polisoméw dla komérek szczepu dzikiegodbwanych w obecngi 100 pg/ml G418
i zablokowanych translacyjnie przez CHX. B: Prgfdlisomow w warunkachrynoff” w obecnoci
100 pg/ml G418. C i D: Profile polisoméw uzyskangy u yciu 1,65x16 komdrek drod owych
w obecnoci lub braku G418. Ca kowit powierzchnie obliczono dla wszystkich poszczegdéiny
frakcji 40S, 60S, 80S i czterech frakcji polisomaln. Pozosta e wartoi, P/M i 40/60 opisuj

stosunek polisoméw do monosoméw oraz podjednosteésomalnych 40 do 60S.

W kolejnym kroku, z racji na zaobserwowanie syn&kgiznego dzia ania
G418 w mutancie uL1@in oraz analogiczne dzia anie tego antybiotyku rezeyz
kontrolny, przeanalizowano wp yw tego antybiotyka maszynerie translacyjn
w komaorkach szczepu kontrolnego. Analiza polisomdabecnoci G418 wykaza a,
e w obecncci tego antybiotyku profil polisoméw nie odbiegaaza co od uk adu
kontrolnego, z tak r6 nic, e warto P/M zmniejszy a si wskazujc, e ilo
rybosoméw zaangawanych w translacj spada (Fig. 37). Analiza profili
polisoméw w tzw. eksperymencieunoff’ w obecnoci 100 pug/ml G418vykaza a
brak frakcji polisomalnej oraz akumulacje monosomdé80S, podobnie
jak w uk adzie kontrolnym (Fig. 27B). Ponadto, wakne wydajnoci translacji
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w obecnoci G418 zaobserwowano spadek wydagdego procesu. Przypomina
to zachowanie zaobserwowane w komoérkach mutantaddmaego ulL10hnin2
Zatem, dodatkowo poréwnano profile polisoméw uzyskarzy uyciu jednakowej
liczby komorek szczepu dzikiego w obecoidub braku G418. Obliczone ca kowite
pole powierzchni polisoméw, dla komorek szczepu kiggio hodowanych
w obecnoci G418, wykazuje o 60% mniejszfrakcj rybosomaln ni pole
powierzchni polisomow dla komorek nietraktowany @&4f{Fig. 37). Zatem,
obni enie wydajnoci translacji zwizane jest z obneniem iloci rybosomow
w komoérce drod owej. Podsumowug, dzia anie antybiotyku G418 na szczep
kontrolny z grupy aminoglikozydéw nie ugedza znaczo poszczegolnych etapow
translacji realizowanych przez rybosom, podobniezdchowania si maszynerii

translacyjnej w mutancie uL1fn2
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3. WP YW RYBOSOMALNYCHBIAEK P NAPRECYZJ DEKODOWANIA
INFORMACJI GENETYCZNEJ PRZEZ RYBOSOM EUKARIOTYCZNY

Nadwraliwo  komérek mutanta drad owego ulL10Oninz na dzia anie
antybiotykow aminoglikozydowych sugeruje,e biaka P na rybosomie
eukariotycznym mog odgrywa istotne znaczenie w procesie dekodowania
informacji genetycznej. Podp wi c prob okrelenia stopnia dok adnoi
dekodowania informacji genetycznej przez maszynganslacyjn w kontekcie
zaburze w konfiguracji bia ek P na rybosomie. Analizy tgk@nano wykorzystugc
system dwodch lucyferaz jako uk ad reporterowiual Luciferase Assay Reporter
System) — renilla” i ,firefly”. W tym uk adzie eksperymentalnym, sekwencje DNA
koduj ce obie lucyferazy wyspuj w fuzji dwoch gendéw podlegaje
konstytutywnej ekspresji na bazie, ktorej syntetyaoe jest pojedyncze bia ko
hybrydowe o aktywnai dwoch lucyferaz. Kada z lucyferaz wykazuje
charakterystyczn aktywno i po dodaniu specyficznego substratu jest zdolna
do emisji bioluminescencji, ktérej poziom mma oznaczy za pomoc luminometru.
System analityczny mierzy precyzje dekodowaniamjsincorporatiori polega
na tym, e w genie kodugym lucyferaz .firefly”, w miejscu decydugym
o katalitycznej aktywnai tego enzymu, wprowadzona jest mutacja, caamenzym
nie aktywnym. W takim uk adzie eksperymentalnym ys#tanie aktywnai
katalitycznej lucyferazy jest mbwe w wyniku pomy kowego odczytu informacji
przez rybosom w genie dla lucyferazjrefly”. Zatem, poziom mierzonego sygna u
pochodzcego od lucyferazy firefly” jest miar cz stoci mylenia si rybosomu
typu, ang. misincorporatiori — wprowadzenie bdnego aminokwasu. W analizie
»misincorporatiori zastosowano kilka uk adow eksperymentalnych reebdwoch
typow kodonow. Pierwszy uk ad to mutacja w pozydb w genie dla lucyferazy
Lfirefly”, tj. kodon CAC kodujcy histydyn, jest zastpiony tzw. kodonem
semi-komplementranym CGC (kodon kody arginin) lub CAG (kodon kodujy
glutamin). Dodatkowo uyto uk adu analitycznego, gdzie mutacja w genie dla
lucyferazy firefly” wyst puje w pozycji 218, jest to semi-komplementrany dwod
AGC (kodon kodujcy seryn). W te cie ,Dual Luciferase Assay Reporter System”
jako kontrol uyto ukady eksperymentalne, ktére zawieray kodony
nie-komplementarne  w pozycji 245 lub 218. Ponadtayykorzystano

komplementarny test pozwalay na ocen cz stoci mylenia si rybosomu,
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polegajcy na pomiarze catotliwo ci supresji przedwczesnego kodonu stop (ang.
»read-through’). W tym przypadku midzy dwoma genami dla lucyferazepilla”

i ,firefly” znajduje si sekwencjdJGAC, zawierajca sygna STOP. Zatem, synteza
aktywnej lucyferazy fjrefly” jest wynikiem pomy ki rybosomu typu angread-
through”.

Wa nym parametrem w dekodowaniu informacji genetyczmegez
rybosom jest tzw. przesumie ramki odczytu w czasie odczytu przez rybom mRNA
o jeden nukleotyd w kierunku 5' (-1, angfrgmeshifting’) lub 3' (+1, ang.
.frameshifting’). Do oceny tendencji rybosomu do zmiany ramki gtlcz
tzw. -1 frameshifting” pos uono si konstruktem genetycznym, w ktorym rdizy
dwiema lucyferazami znajdowa a siekwencja nukleotydowa pochoda z wirusa
L-A promuj ca zmian ramki odczytu typu -1. Ponadto, wykorzystano &k
konstrukt genetyczny, ktéry zawiera w tym miejssakwencj nukleotydow
promujc zmian ramki odczytu typu +1 pochodz z retrotranspozonu Ty
W obu przypadkach, rybosom odczytuje gen lucyfergimegfly” w prawid owej
ramce na skutek perturbacji w procesie translacji.

Pierwszy krok jaki zosta pody to walidacja systemu. W tym celu,
wykonano analiz poprawnoci dekodowania informacji genetycznej przez
rybosomy komorek szczepu dzikiego w obecnd00 oraz 200 pg/ml G418. Nale
podkreli , e antybiotyk ten stanowi istotne odniesienie dhala wykonanych
z wykorzystaniem mutanta uL1{n> poniewa jak wykazano wczeiej, komorki
szczepu dzikiego w obecrm 100 pg/ml G418 ndadoway zachowanie si
komorek mutanta dra owego uL10n1n2 (Fig. 32, 33 i 37). Uyto G418 w st eniu
100 oraz w steniu 200 pg/ml, ktore wykazuje dzia anie letaln@a d&lomorek
dro d y. W te cie ,misincorporation” na bazie uk adow analitycznym z kodonami
CGCuss 1 CAGoas, wykazano znaczry wzrost pomy ek generowanych przez
rybosom w obecnai G418, a przede wszystkim w séniu 200 pg/ml. Podobny
wynik otrzymano stosu¢ uk ad na bazie kodonu AGE, w przypadku kodondéw
nie-komplementarnych, nie obserwowano wpywu G41dg.( 38). Jest to
obserwacja prawid owa, poniewaantybiotyk ten modyfikuje dekodowanie
informacji jedynie w przypadku odczytu tzw. kodon@smi-komplementarnych,
ktore wykazuj potencja do interakcji z anty-kodonami o niskintopsiu

podobie stwa (Fig. 38).
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Fig. 38. Analiza ,misincorporation’ przy zastosowaniem ukadu reporterowego dwdch

lucyferaz. Analiz wykonano stosug komérki szczepu dzikiego w obecro100 oraz 200 pg/ml,
G418. CGGss, CAGus i AGCy1s Opisuj semi-komplementarne kodony w pozycjach 245 i 218
enzymu reporterowego lucyferazyirefly”; CGAws i TCT21g reprezentuj nie komplementarne
kodony w obrbie enzymu reporterowego lucyferayrefly” . Wszystkie dane sprzedstawione jako
procent aberracji translacji; s upki du reprezentujodchylenia standardowe. Istotnostatystyczn

ré nic oceniano metodjednokierunkowej analizy zmiennychi (ANOVA), wsgjrtestempost hoc

Tukey'a (HSD), wskazano gwiazdkami: *, P <0,01; P*<0,001; nz, nie znaazy.

W nastpnym kroku przeanalizowano mutanty didoowe. W zaleno ci
od zastosowanego systemu, wykazano wzrositattiwo mylenia si rybosomu:
2-krotny w stosunku do szczepu kontrolnego w prdipamutanta drad owego
uL10 n2i ponad 3-krotny dla mutanta uLln. (Fig. 39). Zatem, otrzymane dane
wskazay, e szczep dral owy, w ktorym rybosom pozbawiony jest wszystkich
biaek P, ma wysok skonno do b dnego odczytu tzw. kodonu
semi-komplementarnego. Ponadto, efekt ten jest aitver proporcjonalny do il@i
bia ek P na rybosomie. Ponadto, ma zauway korelacj mi dzy poziomem
b dow generowanych przez szczep ulskk: a dzia aniem antybiotyku G418
w st eniu 100 pg/ml. Zatem, na bazie otrzymanych wynikow na stwierdzi,

e zaburzenia w obbie bia ek P wp ywaj na w proces dekodowania informacji
genetycznej przez rybosom, jednaknie jest to prawdopodobnie efekt o dzia aniu

bezporednim na centrum dekodgg, a raczej tzw. oddzia ywanie allosteryczne.
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Fig. 39. Analiza ,misincorporatio’ z zastosowaniem uk adu reporterowego dwdch lucyferaz

wykorzystuj ¢ zestaw mutantow drod owych. CGGus, CAGs i AGCoig Opisuj semi-
komplementarne kodony w pozycjach 245 i 218 w biler enzymu reporterowego lucyferazy
Lfirefly” ; CGApasi TCTa1g reprezentuj nie-komplementarne kodony znajdeg si w analogicznych
pozycjach w lucyferazie firefly”. Wszystkie dane s przedstawione jako procent aberracji
translacyjnej; supki bdu reprezentuj odchylenia standardowe. Istotno statystyczn ré nic
oceniano metodjednokierunkowej analizy zmiennych (ANOVA), a ngstie testypost hocTukey’'a

(HSD), wskazano gwiazdkami: *, P <0,01; **, P <010@z, nie znaczy.

Fig. 40. Analiza ,read-througi’ z zastosowaniem uk adu reporterowego dwoch lucyferaz.
Wszystkie dane sprzedstawione jako procent aberracji translacyjsejpki b du reprezentuj
odchylenia standardowe, a analizy statystyczneiasermetod jednokierunkowej analizy zmienny
(ANOVA), a nastpnie testupost hocTukey'a (HSD), wskazano gwiazdkami: *, P <0,01; **
P <0,001.
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Ponadto, obserwowane synergistyczne dzia anie atyidn G418 w kontekcie
jednoczesnego braku biaek P, to kumulacja dzia atwoch czynnikéw, ktore
powoduj wzrost b déw pope nianych przez rybosom, do poziomu letaineg
dla komorki drod owej. W zwizku z tym, wykonane testy wyjaiaj
nadwraliwo komorek mutanta dral owego uL10Oninz na aminoglikozydy, za
mutant uL1On2 posiada sk onno do czstszych b doéw, ale efekt dzia ania
synergistycznego w tym wypadku jest znaczenie ramyejDodatkowo, wykonano
analizy skierowane na inny aspekt dzia ania rybagom kontekcie dok adnoci
odczytu informacji genetycznej, a mianowicie testy i -1  frameshifting”.
W tym wzgldzie, zmiany ramki odczytu czy to w formie +1 czy, -
w przeciwie stwie do b dow typu ,misincorporation”, ktére s niepo dane,
odgrywaj znaczc rol regulatorow poniewa wiele gendéw ulega regulowanej
ekspresji poprzez zmianramki odczytu przez rybosom. Przeprowadzone analiz
wskazay 1,5-krotny wzrost cgtotliwo ci zmian w przypadki zmiany ramki odczytu
+1 (Fig. 41), podczas gdy nie zaobserwowano takioian dla przesuncia ramki
odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 5’ (-Ifremeshifting’). Wyniki te wskazuj,

e multiplikacja biaek P ma nieoczekiwan nigdy nie przypisan rol ,

w utrzymywaniu precyzji dekodowania informacji, riigko zapewnienie precyzji
dekodowania, ale tak zmiany w obrbie stechiometrii kompleksu bia ek P mog
odgrywa wan rol regulatorow w utrzymaniu prawid owej ramki odczytu

a przede wszystkim przesuaia ramki odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 3'.
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Fig. 41. Analiza zmian odczytu +1 i -1 frameshifting”. Wszystkie dane przedstawiono jako procent
aberracji translacyjnej. S upki lWow reprezentuj odchylenia standardowe, a istotnastatystycz

liczono jako dla pozosta ych analiz; *, P <0,01; P*<0,001; nz, nie zhaazy.
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V. DYSKUSJA

Proteom komorkowy jako jeden z kluczowych elementbetabolicznych
komorki kszta towany jest (w szczegblosow komoérce eukariotycznej) na wielu
poziomach, pocavszy od regulacji ekspresji genédw na poziomie keyyxji
a sko czywszy na etapie translacji. Jest on kszta towmamicznie w odpowiedzi
na zmieniajce si warunki rodowiska zarowno zewirznego jak i wewnrznego,
co pozwala komoérce eukariotycznej na reak@daptacj do zmiennych warunkow
rodowiskowych. Transkrypcja jak i translacja odgayw istotn rol
w kszta towaniu proteomu komorkowego, jedreakv ostatnich latach wskazuje ,si

e to translacja a przede wszystkim rybospen semo e odgrywa niebagateln
rol w regulacji ilocii jako proteomu w odpowiedzi komorki na warunki stresowe
[150].

We wszystkich organizmachywych rybosom stanowi rdzemaszynerii
translacyjnej i jest odpowiedzialny za dwie zasedmi funkcje: dekodowanie
informacji genetycznej i formowanie wiania peptydowego [4]. Zaréwno rybosomy
prokariotyczne jak i eukariotyczne w znacznej czzbudowane sz rRNA (ok. 2/3
masy) oraz z bia ek (ok. 1/3 masy rybosomu) [4]NARstanowi g 6wny szkielet
rybosomu a co najwaiejsze jego tzw. katalityczncz i dlatego te rybosom
uwa any jest za rybozym. Bia ka rybosomalne, w znaceamejci, stanowi element
wspomagajcy dzia anie rybosomu, przede wszystkim jako ela@nstabilizuj cy
struktur jednake cz  z nich bierze rownieudzia w modulacji procesu translacji
[151]. Zatem, kady komponent maszynerii translacyjnej, w tym rybusoraz takie
elementy jak mMRNA, aa-tRNA czy liczne biakowe cajm translacyjne
przyczyniaj si do wydajnego przebiegu translacji [12]. Proces teo na
rozpatrywa zarowno pod wzgbem precyzji (jakcciowym) jak i szybkoci
dzia ania (ilociowym). Rybosom realizuje te dwa zadania zar@dnictwem trzech
funkcyjnych miejsc: centrum dekodopgo odpowiedzialnego za dekodowanie
informacji genetycznej na mRNA; centrum peptydylaasferazy, w ktérym
nastpuje formowanie wiza peptydowych na etapie elongacji cacha
polipeptydowego oraz hydroliza peptydylo-tRNA napé terminacji, prowadza
do uwolnienia nowo zsyntetyzowanego peptydu; cemt@TPazowego, ktérego
zadaniem jest uwolnienie energii zgromadzonej w @GiER2b dnej do prawid owego

przebiegu wszystkich etapéw procesu translacjinigjacji, elongacji, terminaciji

87



Dyskusja

I recyklingu [4] zapewniag tzw. jednokierunkowtrajektori /procesywno aparatu
translacyjnego w biosyntezie bia ka [19].

Szereg badana przestrzeni ostatnich lat skierowanych na poznarocesu
biosyntezy bia ka przy wykorzystaniu licznych metadzakresu bioinformatyki,
biochemii, biofizyki a przede wszystkim biologirgkturalnej wskazuj e przebieg
translacji to skoordynowane dzia anie wielu elerdena w szczegdélnai znaczenie
ma nad wyraz rozbudowana regulacja allosterycznabmbie samego rybosomu.
Badania te ukazuj nowe spojrzenie na mechanizmy dz ce maszyneri
translacyjn wskazujc, e wsp0 dzia anie wszystkich komponentdw maszynerii
translacyjnej nie tylko zapewnia wydajrsyntez bia ka ale reguluje przebieg
dekodowania informacji genetycznej przez rybosongrpdaj ¢ kluczow rol
w procesie efektywnego fa dowania showo powstajcych biaek [152, 153].
Zatem, ilo i forma funkcjonalna nowo syntetyzowanego biaka en by
kontrolowana na etapie procesu translacji. Wydajntmanslacyjna dla danego
MRNA mo e zalee nie tylko od jego sekwencji nukleotydowej, dgsto ci/ilo ci
w komorce ale rownie od dostpnych innych zasobéw maszynerii translacyjnej,
w tym puli wolnych rybosomoéw, aa-tRNA i czynnikOwanslacyjnych. W tym
kontek cie du ego znaczenia nabiera tzw. hipoteza wyspecjalizgafanybosomow
postuluj ca wystpowanie lub pojawianie siw komorce grupy zmodyfikowanych
rybosoméw (w obrbie rRNA, biaek rybosomalnych lub innych elementow
maszynerii translacyjnej), ktore mogksztatowa proteom pod wzghem
ilo ciowym czy jakociowym [151].

Obecnie, doskonale poznanym mechanizmem regulesgiresji informacji
genetycznej na poziomie translacji jest etap igjgjaa przede wszystkim dwa
doskonale poznane zjawiska: fosforylacja ellE2y defosforylacja 4E-BP [154, 155,
156, 155]. Na przyk ad, podczas fazy inicjacji siacji, rybosom jest rekrutowany
na mMRNA zgodnie z dogtnoci potréjnego kompleksu met-tRNAi-elFZGTP,
za poziom fosforylacji tego czynnika jest reguleym elementem rekrutacji
met-tRNAIi do rybosomu, co determinuje wydajnanicjacji i formowanie aktywnie
kompetentnego rybosomu. Co we, fosforylacja elF2 nie tylko zmienia
wydajno etapu inicjacji, co ma bezpednie prze oenie na ilociowy aspekt
translacji, ale zmienia tak translacj pod wzgldem jakociowym, dostosowug
proteom do warunkéw stresowych. Doskona ym przyénadiego jest ekspresja
biaka GCN4 u drad y czy ATF4 u wyszych eukariontéw [154, 157]. Ponadto

88



Dyskusja

dynamika inicjacji moe mie wpyw na ilo ,rekrutowanych” rybosoméw
na mRNA i formowanie polisomoéw. Da ilo rybosoméw na mRNA w formie
polisoméw wp ywa pozytywnie na szybkobiosyntezy polipeptydu. Wykazano,
e pierwsza inicjacja na nici mMRNA jest wolniejsza kolejne [158], co mce by
spowodowane strukturmRNA. Ponadto dynamika biosyntezy bia ka jest zna
wy sza w uk adzie polisoméw [153, 159]. Uwasi, e wydajno translacyjna jest
tak e modulowana na etapie elongacji. Wydajngorocesu translacji zalg
od rodzaju kodonéw na mRNA w stosunku do doasych aa-tRNA oraz struktur
drugorz dowych mRNA, co mee by sygna em hamugym translacyjn aktywno
rybosomu. To z kolei, me@ modulowa szybko biosyntezy acucha
polipeptydowego i jego fa dowanie [18, 152]. Powadizereg wspomagajych
czynnikow translacyjnych jak eEF1A, eEF1B czy ekii@gaj post-translacyjnym
modyfikacjom jak fosforylacja, co w wkszoci przypadkédw prowadzi
od zahamowania translacji lub znacznego jej spoenoia [154, 160]. Rozpatrug
etap elongacji w cyklu translacyjnym obejmuje omytrkroki: dekodowanie
informacji na mMRNA, formowanie wzania peptydowego i translokaajyybosomu
na MmRNA o jeden kodon. Podczas etapu dekodowaraaRMA w formie
kompleksu z EF-Tu/eEF1A (bakterie/eukariota) z G&Rg. jfernary complex”’-
TC) wi e si z rybosomem zgodnie z reguoddzia ywania kodon-antykodon na
MRNA w miejscu A [73, 153]. Dekodowanie obejmujeadetapy, tzw. etap selekcji
kompleksu TC (ang.ipitial selection”) oraz wi zanie aa-tRNA po hydrolizie GTP
I uwolnienie czynnika translacyjnego (an@rqofreading”). Podczas etapu selekcji
TC, wiele rénych komplekséw konkuruje o wianie z rybosomem, co unmiwia
wybranie aa-tRNA, ktory jest komplementarny z koglonmRNA [152]. Naley
podkreli , e w puli aa-tRNA, obecno komplementarnego aa-tRNA z danym
kodonem na rybosomie w miejscu A, stanowi jedynnmelk cz  ca kowitej
dost pnej puli aa-tRNA. W puli tej wyspuj tak e tzw. semi-komplementarne aa-
tRNA (posiadajce potencja do interakcji z kodonem mMRNA w miejsAu
ale praktycznie nie ulegaje selekcji) i nie-komplementarne kompleksy (brak
komplementarnai). Te dwie pule aa-tRNA w formie TC, konkuryj
z komplementarnymi kompleksami o wanie z rybosomem [161]. Nale
podkreli , e szybko i specyfika selekcji w pierwszej fazie etapu dekwdnia
t. ang. ,nitial selection” jest podobna dla wszystkim komplekséw czyli

dla komplementarnych, semi-komplementarnych, nieyilementarnych
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kompleksow TC. Posiadapne takie samo powinowactwo pod wzigm kinetyki
wi zania TC [162]. Proces wiania TC (ang. ipitial binding”) kinetycznie
przebiega identycznie dla wszystkich rodzajow TCasadnicza dyskryminacja
zachodzi na pdiejszym etapie, rozpoznawania kodonu przez antykod
(ang. ,codon recognitionj [161]. Rozpoznanie kompleksu kodon-antykodon jest
realizowane przez rybosom, na zasadzie tzw. stralkiej weryfikacji, ktéra jest
zasadniczym elementem dekodowania informacji gemesj przez rybosom.
Strukturaln weryfikacj przechodzi tylko w aciwy kompleks kodon-antykodon, za
semi- i nie-komplementarne uk ady nie weryfikowane i kompleks TC ulega
oddysocjowaniu [163]. Po pozytywnej strukturalnegrwfikacji, ang. godon
recognition” nastpuje aktywacja hydrolizy GTP przez rybosom, czeg&athuje
EF-Tu czy jego eukariotyczny homolog eEF1A. Prdogdrolizy GTP koczy etap
ang. Jnitial selection” i zapocztkowuje ang. proofreading” W procesie tym
nastpuje zmiana strukturalna w kompleksie TC, powodajuwolnienie czynnika
translacyjnego EF-Tu/eEF1A z rybosomu. Podczasa@yynik oddysocjowuje od
rybosomu, koniec CCA aa-tRNA jest uwolniony i pmaea si do miejsca A
w centrum peptydylotransferazy na @y podjednostce rybosomu, co czyni go
gotowym do reakcji z peptydylo-tRNA w miejscu P. Nam etapie, zachodz
znaczce zmiany strukturalne w olisie tRNA a przede wszystkim w olwie
tzw. p tli antykodonowej. Jéi na etapie initial selection” zosta jednak omy kowo
wprowadzony niew &iwy aa-tRNA to ulega on uwolnieniu z racji na na&sine
wi zanie kodon-antykodon, ktore jest wynikiem brakwlduralnej weryfikaciji
I stabilizacji przez rybosom [164]. Po kroku jakijast dekodowanie, nagiuje
reakcja utworzenia wzania peptydowego mizy nowoprzyby ym aminokwasem
a peptydylo-tRNA w PTC, co w rezultacie skutkujejgedaaniem si peptydylo-
tRNA w miejscu A i deacylowane tRNA zajmuje miejdee Ostatni etap w cyklu
elongacyjnym to etap translokacji. Powsta e deaegite tRNA i nowe peptydylo-
tRNA wyd u one o jeden aminokwas, odpowiednio, przemieszcgiajz A do P
i P do E, a proces ten jest ,katalizowany” przezncik elongacyjny, EF-G
u bakterii czy homologiczny eukariotyczny eEF2. Qmk ten naley
do translacyjnych GTPaz a energia pozyskana z hgdf@ TP napdza translokacj
Po tym etapie rybosom jest gotow na npist rund elongac;ji [164].

Nale y podkreli , e proces elongacji z dwoma zasadniczymi etapami,

dekodowaniem i translokagj mo e przebiega ,spontanicznie” bez udziau
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wspomagajcych bia kowych czynnikéw translacyjnych typu GTPazrGTPaz
Jednake, jego przebieg jest bardzo wolny, co w konsekyveme zapewnia oby
komorce odpowiedniej ilai bia ek. Zatem, dla efektywnego przebiegu wszghtk
etapow translacji a przede wszystkim elongacji,rzgiina jest energia, ktora
pozyskiwana jest przez rybosom z hydrolizy GTP zarqanictwem trGTPaz.
Czynniki te wspomagaj rybosom, nie tylko przyspieszaj poszczegolne etapy
translacji ale co waniejsze nadajtemu procesowi jednokierunkowrajektori oraz
warunkuj unikalny czas dla poszczegoélnych etapow/krokéwyhictranslacyjnym
[4, 19]. Ponadto, trGTPazy jako kluczowy elemerap dzaj cy proces biosyntezy
bia ka, stanowi doskona y element regulatorowy, ktéry reanodulowa jako czy

ilo  syntetyzowanych bia ek (aspekt translacji bardzaompoznany). Miejsce
interakcji trGTPaz z rybosomem znajduje sa duej podjednostce rybosomalnej,
zwanym centrum GTPazowym (angGTPaze Associated Center: GAC).
Reprezentuje ono konserwatywny element rybosomalmy ktérym zachodzi
stymulacja aktywnai katalitycznej trGTPazy [20]. W sk ad centrum GAChodz
dwa g éwne elementy: konserwatywny fragment rRNAamy ptl sarcynowo-
rycynow (ang. ,sarcin-ricin loop” - SRL) oraz kompleks bia ek rybosomalnych
formuj cy charakterystyczn boczn struktur zwan popularnie kciukiem”
rybosomalnym [21]. Obecnie, konserwatywny elemeRL st uwaany za g dwny
stymulator hydrolizy GTP za preednictwem trGTPaz. SRL nie wykazuje potencja u
regulatorowego, co czyni ten element jedynie ,utakem” wydarzenia jakim jest
translacja [164]. Biakowa cz GAC, to rozbudowany element rybosomu
0 unikalnej budowie, zbudowany w przewacej cz ci z bia ek rybosomalnych,
w przeciwie stwie do innych elementow rybosomalnych, ktorychkitjonowanie
determinowane jest przez rRNA. Zasadniczym elenmenstruktury GAC jest
.KCiuk” rybosomalny, ktéry zawiera dwie funkcjonanodr bne ewolucyjnie cz ci:
tzw. podstaw i wynios 0  boczn. Podstaw ,kciuka” stanowi bia ka rybosomalne
uL1ll i uL10 wi ce si z RNA, za wynios o boczna zbudowana jest z dimerow
biaek P1-P2 u eukariontow/archeonéw lub (bkL12) prokariotow [21, 47].
Unikatow cech ,kciuka” rybosomalnego jest multiplikacja bia elbriuj cych
wynios 0 boczn [85, 165]. U prokariontow wyspuje szereg uk adéw: pentamer
uL10-(bL12) u bakterii mezofilnych, heptamer uL10-(bL32)u bakterii
termofilnych natomiast u cyjanobakterii oktamer QLbL12) [36]. Archeony

posiadaj heptamer ulL10-(P1-Pd)b d cy homologiem uk adu eukariotycznego.
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U eukariontow wystpuje tylko jeden uk ad pentameryczny, uL10-(P1:Pale na
uwag zas uguje fakt, e eukariotyczne bia ko uL10 posiada dodatkadomen,
zwan domen P, wykazujc wysok homologi z biakami P1/P2.
W konsekwenciji, eukariotyczny ,kciuk” zawiera pielementéw o bardzo wysokiej
homologii, cztery to bia ka P1/P2 oraz domena PkhiaL10. Chocia wszystkie
pi elementéw warunkuje pe raktywno translacyjn rybosoméw [11] , obecno
tylko jednego jest wystarczaa do utrzymaniaywotno ci komorek i zapewnienia
aktywno ci translacyjnej rybosomu [80, 82]. Najejednak podkrdi , e rola
multiplikacji biaek ,kciuka” rybosomalnego a prz=dwszystkim wk ad
indywidualnych C-kocowych fragmentow ki cych elementem funkcjonalnym
tych bia ek nie zosta a nigdy wyjaona.

Wykorzystujc liczne analizy biochemiczne na modelu bakteryjnym
wykazano, e ,kciuk” wi e trGTPazy i wraz z SRL, jest niedmym elementem
stymuluj cym hydroliz GTP za poaednictwem trGTPaz [20, 79, 166]. Wyniki
biochemiczne zosta y poparte analizami strukturainktére pokazay specyficzne
interakcje midzy ,kciukiem” a trGTPazami [73, 74, 75, 167]. Aogiczne
eksperymenty z wciem modelu eukariotycznego czy archeae potwigrdzie
bia ka P1/P2 szaangaowane w wizanie i stymulacjtrGTPaz [85, 168], jednak
nale y podkreli , e s one homologami funkcjonalnymi bia ek bakteryjnyuhl 2
a analogami strukturalnymi, ktore pojawiy sv wyniku ewolucji konwergentne;j
[165].

Otrzymane wyniki wskaza y,e ogoélna wydajno translacyjna mierzona w
warunkachin vivo jest znacznie zmniejszona w przypadku braku wgiystbia ek
P1/P2 na rybosomach, co potwierdzagze niejsze dane otrzymane na bazie analiz
z wykorzystaniem modelowego dbowego uk adu translacjin vitro [50]).
Te ilo ciowe zaburzenie translacyjne znalaz y odzwiereie@d w obserwowanym
fenotypie mutanta dral owego uL10nin2 KtOry objawia si powolnym wzrostem.
Obni enie dynamiki translacji obserwowane w mutanciehkih> mo na przypisa
mniejszej liczbie translacyjnych rybosoméw, ale anyi ilo ciowe nie wyjaniaj
w pe ni obserwowanego fenotypu. Poprzednie analmych grup badawczych
wykazay, e szczep dral owy pozbawiony wszystkich genéw dla bia ek P1/P2
(mutant delecyjny) oprécz fenotypu zwanego z powolnym wzrostem wykazywa
tak e wraliwo na nisk temperatur i niezdolno do sporulacji [92]. W niniejszej

pracy wykazano tale, e obserwowany fenotyp w formie powolnego wzrosst je
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g éwnie zwi zany z zaburzeniem cyklu komorkowego, w ktorym gezevszystkim
zaobserwowano przed enie fazy G1, co m@& powodowa wyd u enie tzw. czasu
generacji komorki drad owej. Sugeruje to, e zaburzenia w il@i biaek P
na rybosomie, nie tylko mogzmienia wydajno translacji ale réwnie profil
metaboliczny komoérek drd y. Wniosek ten znajduje swoje poparcie z obserwac;j
pokazujc , e zmiany w architekturze ,kciuka” powodujuktuacje w drod owym
proteomie, wskazug¢ na regulacyjn rol biaek P w kszta towaniu profilu bia ek
w komorce [92]. Dobitnym tego przyk adem jest olasmja wskazujca, e mutant
uL10 n1n2 nie jest wstanie wykorzystywazw. niefermentowalnychréde w gla,

tj. glicerolu czy etanolu. Zatem, zaburzenia w bl ,kciuka” rybosomalnego nios
perturbacje w ekspresji bia ek z@anych z metabolizmem tlenowym, a tym samym
znaczenie maja jakoiowe a nie ilociowe zaburzenia w obbie maszynerii
translacyjnej. Teza ta, znajduje swoje potwierdezemianalizach profili polisomow
w czajc w to jyunoff. Badania te wskazuj e brak biaek P1/P2
na rybosomie nie zaburza skuteczné&gnego z poszczegolnych etapow translaciji.
Co wi cej, analiza,half transit time mierz ca dynamik procesu elongaciji,
zasadniczy element w cyklu translacyjnym, wskazapnoznacznie, e rybosom
pozbawiony biaek P1/P2 prowadzi proces translacjidynamik podobn

do niezmienionego uk adu. Obserwacja ta enwskazywa na pozorn niespojno ,

mi dzy stanem wiedzy pokazeym, e biaka te odrywaj kluczow rol

w stymulacji hydrolizy GTP, wic tym samym w szybkai translacji a obserwacj
na baziehalf transit time’. Nawet jeli hydroliza GTP i aktywno polimeryzacyjna
na rybosomach pozbawionych biaek P1/P2 jest wglrée jak wykazano
w analizachin vitro [50, 82], to aktywno rybosomow tylko z bia kiem ulL10
(zawierajcym domen P, ktéra stanowi najmniejszy funkcjonalny elemgtiuka”
rybosomalnego) wydaje siby wystarczajca do utrzymania odpowiedniej
wydajno ci maszynerii translacyjnéj vivoi wzrostu komoérek dral .

Najbardziej zaskakugym wynikiem analiz, jaki wykazano w niniejszej
pracy s zaobserwowane zaburzenia w zakresie dekodowalmiariacji genetycznej
obserwowane jako wzrost ctotliwo ci mylenia si rybosomu pozbawionego bia ek
P1/P2. Zatem, powielenie bia ek P porane jest z jak@iowym a nie ilociowym
aspektem funkcjonowania rybosomu. Analizy opartesygtemie wykorzystugym
dwie lucyferazy jako uk ad reporterowydlal Luciferase Assay Reporter Syst¢m”

przedstawione w niniejszej pracy wykaza ¥ zak O0cenie architektury ,kciuka”
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wp ywa w szczegoélnai na proces dekodowania, co objawia siprowadzeniem
b dnego aminokwasu ffisincorporation’) oraz supresj kodonu stop (ead-
through”). Zaburzenie w architekturze ,kciuka” niesie tak perturbacje
we waciwym odczycie informacji na RNA przez rybosom okaee jako
przesunicie ramki odczytu o 1 nukleotyd w kierunku 3, tftl PRF,
(,frameshifting”. Wyniki te stoj w opozycji do badainnych grup badawczych,
w ktorych nie powizano biaek P z dokadno dekodowania informacji
genetycznej w procesie translacji [92]. Rozheci mi dzy wynikami bada
przedstawionymi w niniejszej pracy a danymi opubManymi wczeniej [92]
wynikaj z zastosowania r@ych metod eksperymentalnych a co miajsze innego
uk adu eksperymentalnego, tj. mutantéw delecyjnpoabawionych tylko jednej
pary biaek P1/P2. Remacha i in. zastosowali sydtamslacjiin vitro oraz test
oparty na pojedynczym genie reporterowym dla enzyrgalaktozydazy. Analiza ta
jest znacznie mniej czu a njDual Luciferase Assay Reporter Systedgdnake co
najwa niejsze w analizie tej autorzy yli tzw. delecyjnego szczepu did owego
zawierajcego delecj tylko dwoch gendw (P1B i P2A). Skutkowao to tym,
e w szczepie dra owym rybosomy posiada y trimeryczmrchitektur ,kciuka”.
Rybosomy w takiej konfiguraciji, jak wykazano w rajsizej pracy, smniej podatne
na b d dekodowania (szczep dobowy uL10 n2). Zatem, analizy przedstawione
w pracy nie tylko wskazuj e zaburzenia architektury w obie pentamerycznego
kompleksu bia ek P prowadzlo zaburze dekodowania informacji genetycznej ale
co ciekawe pokazuj korelacj mi dzy liczb kopii biaek P na rybosomie
i wpywem na dokadno tumaczenia mRNA. Zatem, zulenie rybosomu
w formie braku jednego dimeru, objawia simiarkowanym defektem dekodowania,
podczas gdy ju brak dwoch dimerow powoduje znaczny wzrost statliwo
mylenia si rybosomu. Analizy wykorzystuge system dwoch lucyferaz jako uk ad
reporterowy znalaz y swoje poparcie w innych obsefach. Mianowicie mutanty
dro d owe a przede wszystkim uLl{dn,, wykazuj nadwraliwo na szereg
antybiotykbw z grupy aminoglikozydow, na przyk ad418. Antybiotyki te
bezporednio oddzia uj z miejscem dekodugym rybosomu i wp ywaj negatywnie
na dekodowanie informacji genetycznej. Zaobserwgwagnergistyczny efekt
stanowi potwierdzenie analiz z yciem ,Dual Luciferase Assay Reporter System”
oraz potwierdza odwrotrnkorelacj mi dzy ilo ci bia ek P i precyzjdekodowania.

Dalsze potwierdzenie przeprowadzonych baglaynios a analiza z wykorzystaniem
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antybiotyku G418 wykorzystug jedynie tzw. dziki szczep drd owy. Szczep ten
traktowany antybiotykiem G418 wykazywa zmniejszoprecyzj dekodowania,
jak pokazano na kontrolnych testacBual Luciferase Assay Reporter System”
Istotne jest jednak,e prowadzi o to do spowolnienia wydajeotranslacji a spadek
ten by skorelowany ze spadkiem ito frakcji polisomow, tak jak to mia o miejsce
u mutanta uL1Gin2 Ponadto nie zaobserwowano perturbacji w dzia eraszynerii
translacyjnej wykorzystug analizy profili polisomow czy half tranist time’,
co potwierdza obserwacje z wykorzystaniem mutantibavd owych. Najbardziej
uderzajcym dowodem cz cym proces dekodowania z regulacgkspres;ji
informacji genetycznej jest zaobserwowany fenotygnatowany dla komoérek
szczepu dzikiego pokazuay, e szczep ten w obecrod antybiotyku G418
nie wykorzystuje niefermentowalnycihdode w gla (identycznie jak zaobserwowano
dla mutanta dral owego uL10n1n). Wyniki te sugeruj, e zaburzenia w strukturze
.kciuka” rybosomalnego, ktére objawiagi jako defekt dekodowania informaciji
genetycznej mogmie wp yw na translacj specyficznych mRNA. Co ciekawe,
analiza z wykorzystaniem konstruktow genetycznych celu komplementacji
mutantow drod owych pokazaa, e ju obecno niewielkiej puli rybosoméw
zubo onych o biaka P1/P2 wywiera domincy, negatywny wp yw na komorki
typu dzikiego. Sugeruje to tym samyme nawet niewielka cz zmienionych
rybosoméw moe wywiera znaczcy efekt metaboliczny. Obserwacje te mog
po cz citumaczy zjawisko, ktére zosta o zaobserwowaneyulatach 70-tych XX
wieku, pokazujce tzw. wymienialno biaek P miedzy pul cytoplazmatyczn
a bia kami na rybosomie [94]. Wymienialnobia ek P1/P2 ma mie charakter
regulatorowy, a fluktuacje w olsie stechiometrii ,kciuka” rybosomalnego mog
by odzwierciedleniem dostosowania sinaszynerii translacyjnej do wymogow
metabolicznych komérki. Zatem, zmienna kompozyopngleksu bia ek P me
by elementem kszta tupym niejednorodn@i maszynerii translacyjnej i pojawiania
si wyspecjalizowanych rybosomow.

W wietle otrzymanych wynikbw nasuwa sipytanie, jak mona
wyt umaczy zaobserwowane zjawisko w kontele funkcjonowania maszynerii
translacyjnej. Poniewaarchitektura GAC, w tym te,kciuka” rybosomalnego, jest
konserwatywna w zwiku z tym mechanizm rekrutacji trGTPazy do rybosomu
jak i stymulacji hydrolizy GTP uwa si za uniwersalny i maa posuy Si

modelem translacji opracowanym dla prokariontbwtedg zaburzenia wkania
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trGTPaz do rybosomu powinny wp ywana ich funkcj w podobny sposéb
u prokariontdw i eukariotow. Eksperymenty kinetyezwykazay, e asocjacja
trGTPaz z rybosomami odbywa sknacznie szybciej nizostao to obliczone
dla losowego mechanizmu wania trGTPaz [153, 169]. W zwiku

Z tym zaproponowano, e ,kciuk” rybosomalny moe odgrywa wan rol

w zwi kszaniu powinowactwa trGTPazy do rybosomu, poza jpgdstawow
funkcj jak jest stymulacja hydrolizy GTP przez trGTPazy [400]. W takiej
sytuacji, rozpatrujc krok translokacji w cyklu elongacyjnym, ktéry fes
katalizowany przez czynnik elongacyjny EF-G/eERR2zaburzenia w architekturze
.Kciuka” powinny wp ywa w takim samym stopniu na dekodowanie (za&
od EF-Tu/eEF1A) jak i translokacjponiewa etap elongacji w cyklu translacyjnym
wykorzystuje rown liczb cykli zalenych od EF-G/eEF2 i EF-Tu/eEF1A.
Co ciekawe, taka sytuacja zosta a opisana dla kekndrod owych zuboonych
o bia ko rybosomalne ulL1l, ktére nafjedo elementu GAC i stanowi podstaw
.Kciuka” rybosomalnego [68]. Bia ko uL11l obecnetjaa rybosomie w pojedynczej
kopii. Komorki drod owe, w ktorych na drodze delecji usuni gen dla bia ka
uL1ll posiaday rybosomy pozbawione tego bia ka.a@bm tego defektu byy
zaburzenia na wszystkich etapach biosyntezy bizdk@anych od trGTPaz, w tym:
w biogenezie rybosomow,czeniu si podjednostek, elongacji i terminacji procesu
translacji. Zjawisko to zaobserwowano zw aszcza etapie elongacji procesu
translacji, ktory objawia siprzede wszystkim jako zaburzenie w stopniu podaino
rybosomu na bdny odczyt ramki odczytu w formie przesuria o 1 nukleotyd
w kierunku 3’ (+1 PRF, ffameshifting”) lub o jeden nukleotyd w kierunku 5" (-1
PRF, frameshifting”) [68]. Sytuacja jest bardziej zona w przypadku bia ek
P1/P2, ktore istniej na rybosomie dral owym w czterech kopiach. Razem z
domen P pochodzca z bia ka uL10, ,kciuk” zawiera w sumie pifunkcjonalnych
C-terminalnych fragmentéw. Ostatnie opracowane heoddrukturalne rénych
trGTPaz w kompleksie z rybosomem bakteryjnym (caymgleksy biaek P
z trGTPazami ujawniy, e tylko jeden C-terminalny fragment polipeptyduy ¢a
bia ek bL12 czy bia ek P oddzia uje z doméh trGTPaz [73, 85, 168, 171]. Maa
zatem zaoy, e tylko jeden region C-k@a biaek ,kciuka” jest niezlany

I zarazem wystarczagy do stymulacji kadej trGTPazy. Potwierdziy to analizy
in vitro i in vivo, e obecno biaka ulL1l0 z domen P jest wystarczaga

do funkcjonowania maszynerii translacyjnej [92,.88] niniejszej pracy wykazano,
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e brak wszystkich bia ek P1/P2 (pozostawddylko jeden funkcjonalny C-koniec
na rybosomie usytuowany na biaku uLl10) nie ma wpyna wikszo
funkcjonalnych aspektow dzia ania rybosomu, czaj ¢ w to: biogenez inicjacj
i czenie si podjednostek oraz translokacjJednak dok adno dekodowania,
jednej z g 6wnych aktywnai rybosomalnych okaza a sici le zalena od liczby
kopii biaek P1/P2. Bioc pod uwag wczeniejsze obserwacje pokazaog,

e wzrost liczby kopii bia ek P1/P2 obecnych na sdioie stymuluje wydajn
hydroliz GTP in vitro [50], mo na przyj , e skuteczno hydrolizy GTP przez
trGTPazyin vivo zaley réwnie od liczby C-kocowych elementéw bia ek P.
Na potwierdzenie tej tezy, moa przytoczy obserwacj dokonan na bazie analiz
kinetyki oddzia ywa biaek P z bia kiem rycyn ktére wykorzystuje interakcje
z ,kciukiem” rybosomalnym do procesu depurynacitlipsarcynowo-rycynowej.
Analizy wykazay, e ilo biaek P miaa decydwyy wpyw na kinetyk
oddziaywa rycyny z ,kciukiem” a obnienie iloci biaek P znaczo obniao
powinowactwo rycyny do rybosomu [172]. Zatem, znjszenie liczby bia ek P1/P2
prawdopodobnie zmniejszy wydajno hydrolizy GTP in vivo dla wszystkich
trGTPaz w podobnym stopniu. Jednak fizjologicznendakwencje takiego
zmniejszenia wydajnai hydrolizy GTP wydaj si by nierozrénialne
w warunkachin vivo przede wszystkim w ugiu ilo ciowym dzia ania maszynerii
translacyjnej. Zatem, j& tryb oddzia ywa bia ek P jest taki sam dla wszystkich
trGTPaz, nasuwa sipytanie co powoduje trd nic fizjologiczn , objawiajca si
w formie zaburzenia w dekodowaniu? Odpowied@gst: CZAS. Jak wykazano,
wykorzystujc model bakteryjny i badaj kinetyk hydrolizy GTP, szybkai
hydrolizy GTP roni si istotnie midzy poszczegllnymi trGTPazami. | tak,
jak wykazano dynamika hydrolizy GTP dla poszczegdintrGTPaz wynosi: 0,1s
dla RF3 (czynnik terminacyjny) [173], 36'slla IF2 (czynnik inicjacyjny) [174],
250 s' dla EF-G (czynnik prowadey translokacj) [175] i ponad >500 5
dla EF-Tu (czynnik biorcy udzia w dekodowaniu) [176]. Nale podkreli ,

e w przeprowadzonych analizach nie zawve adnego defektu na etapie
inicjacji, translokacji i terminacjin vivo. Zatem mona pokusi si 0 wniosek,
e zmniejszenie dynamiki hydrolizy GTP spowodowamanzjszeniem liczby
C-ko cowych elementow biaek P1/P2 nie wpywa na ogolwydajno
funkcjonowania rybosomu podczas realizacji wspomygh ju poszczegoélnych

etapow w procesie translacji. Analizy kinetycznekama y, e proces dekodowania,
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w ktérym bierze udzia EF-Tu/eEF1A jest bardzo wgajecy pod wzgldem
energetycznym i bardzo szybki, jak pokazay analkigetyczne. Wskazano,
e na tym etapie podstawowym elementemni€uj cym midzy w czeniem
kodonu komplementarnego a semi-komplementarnegjogegoznanie i strukturalna
weryfikacja tzw. dupleksu kodon-antykodon, a szybkaktywacji hydrolizy GTP
gra kluczow rol . Aktywacja (EF-Tu/eEF1A w kompleksie z aa-tRNA/GQTP

hydrolizy GTP powoduje,e rybosom przechodzi w stan, ktéry hierarchizujeday
komplementarnym a semi-komplementarny aa-tRNA, ckonsekwencji prowadzi
do oddysocjowania kompleksu z semi-komplementarmaxtRNA [176]. Zatem,
przejcie od stanu nieaktywnej do aktywnej trGTPazy (T€3t bardzo szybkie,
wskazujc, e kompleks TC jest dostosowany do szybkiej odpozvied
na ,informacje” p ynce z centrum dekodwego po rozpoznaniu dupleksu kodon-
antykodon. Zatem, moa zaproponowa e wydajna interakcja biaek P1/P2
z kompleksem TC me stanowi istotny element zapewniayy krotki a zarazem
w a ciwy czas aktywacji trGTPazy, a tym samym multiptla P1/P2 mae
zapewnia wsparcie w poczkowej selekcji w aciwego aa-tRNA przez rybosom.
Na poparcie tej tezy maa przytoczy dane przedstawiagje kinetyczny model
dekodowania, ktéry zak adae przed uona obecno (pauzowanie) kompleksu TC
z semi-komplementarnym aa-tRNA w rybosomalnym roiej&, mo e prowadzi do

w czenie tego aa-tRNA [177]. Spowodowane jest to tyenprawdopodobiestwo
hydrolizy GTP wzrasta wraz z czasem, w ktérym karkpl TC spdza
na rybosomie. Zatem aktywacja hydrolizy GTP indukow przez w &iw
interakcj kodon-antykodon w centrum dekodowania musi bgrdzo szybka, a jak
wykazano wyjtkowo wysoka wydajno EF-Tu/eEF1A do hydrolizy GTP (>500)s
mo e zapewni tylko wiele kopii bia ek P1/P2.

Dodatkowym dowodem na poparciem proponowanej teatycd cej roli
powielenia bia ek P1/P2 jest obserwowany wzrostPRF, podczas gdy -1 PRF
pozostaje niezmieniony. Proponowany model PRF wgkaze +1 PRF ma miejsce,
gdy rybosomalne miejsce A jest puste, a miejscesP jajte, czyli rybosom jest
kompetentny aby przyj kompleks TC (etap dekodowania), podczas gdy -1 jeRF
promowane, gdy na rybosomie obydwa miejscami Asi Baj te (etap translokaciji)
[178]. Zatem, wzrost +1 PRF wskazuj& brak bia ek P1/P2 wywiera negatywny
wp yw na proces dekodowania przez rybosom. Najpogpedobniej brak bia ek

P1/P2 oponia czas interakcji TC i hydrolizy GTP co w konsehji zwi ksza
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prawdopodobiestwo +1 PRF. W konsekwencji, zaprezentowane daneaausg,

e zaburzenia w strukturze ,kciuka” rybosomalnegmianowicie redukcja bia ek
P1/P2, zmniejszajprecyzj translacji. Zatem, mma postulowa, e g éwn rol
multiplikacji biaek P1/P2 jest zaangavanie w proces dekodowania poprzez
efektywn stymulacj czynnika EF1A, a to z kolei przek ada sia wydajn selekcj

w a ciwego aa-tRNA i kontroldok adnoci translacyjne;j.

Badania realizowane w ramach niniejszej pracy dskiej przynios y take
interesujce wyniki zwi zane z dzia aniem antybiotyku sordarin, ktory jest
postrzegany jako obiecwa substancja w leczeniu infekcji grzybiczych [179]
Uwa a, si e antybiotyk ten hamuje proces translacji na etafmagacji, a przede
wszystkim wskazano, e ulega on interakcji z trGTPaz eEF2 [63], jednak
mechanizm dzia ania sordarinu nie zosta dok adrmoenany. Zaproponowano,
e miejsce wizania sordarinu jest zlokalizowane ey eEF2, a podstawkciuka”
rybosomalnego, bia kiem uL10. Zaburzenia w architede centrum GAC, czy to
mutacje w uL10 czy brak bia ka uL40, ktére jestnga z elementéw GAC [180],
prowadz do uzyskania opornoi czy wraliwo ci komorek drod owych na ten
antybiotyk. Zatem, sordarin me by traktowany jako sonda molekularna do analizy
zaburze w obr bie centrum GAC. W trakcie analiz wykazanoe mutanty
dro d owe pozbawione bia ek P1/P2 wykazwporno na sordarin. Zaskakuge
wyniki przynios a analiza profili polisoméw wskazoj e nie nastpuje blokada
translacji na etapie elongacji, jak nma by si spodziewa na bazie informacji
literaturowych lecz prawdopodobnie zahamowanie yraa translacyjnej zachodzi
na etapie terminacji/recyklingu. Wynik ten sugeruje sordarin moe efektywnie
blokowa dzia anie trGTPazy RF3 odpowiedzialnej za ternjindab dzia anie
kompleksu Dom43/Hbsl, trGTazy nie bioej udziau w translacjiper se
ale odpowiedzialnej za rekrutagvolnych rybosoméw 80S poprzez ich dysocjacj
do wolnych 40S i 60S, ktére mogasili maszyneri translacyjn [181]. Zatem,
wyniki te mog wskazywa na odmienny mechanizm blokady translacji przez
sordarin, ni dotychczas gizono, implikujc terminacj/recykling jako cel tego

antybiotyku.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione prace badawcze pozwoliy na opisanisve] roli
rybosomalnych biaek P a w szczegolip funkcji multiplikacji tych bia ek
na rybosomie eukariotycznym. Wykazane multiplikacja biaek P a przede
wszystkim obecno pi ciu charakterystycznych C-terminalnych fragmentow,
pochodzcych z bia ek P1/P2 i z bia ka uL10, odgrywa istotal wspomagajc
proces dekodowania informacji genetycznej przeosgim. Na bazie otrzymanych
wynikéw mo na zaproponowamodel dzia ania rybosomu z zaburzeniem w biar

.Kciuka” rybosomalnego, w formie braku bia ek P1{Fg). 42).

Fig. 42. Model funkcjonowania rybosomu z defektem w obrbie kompleksu bia ek P.Kontrola -
rybosom zawierapy pe ny zestaw bia ek P1/P2; uL1lh2 - rybosom pozbawiony bia ek P1/P2;
kompleksy aa-tRNA/EF1A oznaczono schematycznieprkalebieski - EF1A zatrzema kolorami
oznaczono poszczegoblne typy aa-tRNA: zielony - dik@mplementarny kodujy Tyr, Oty -
semi-komplementary, czerwony - nie-komplementarwyramkach podano przyk adowe uk ady,

ktére s komplementarne, semi-komplementarne i nie-kompigarae.
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W procesie translacji, obecno wszystkich biaek P na rybosomie
warunkuje wysok precyzj dekodowania informacji genetycznej, czego rezeitat
jest wprowadzenie odpowiedniego aminokwasu na bazéeciwego kodonu na
MRNA (Fig. 42, gorny panel). Zmiany w obie stechiometrii kompleksu bia ek P,
zaburzaj precyzj dzia ania rybosomu, objawi@ si wbudowaniem bdnego
aminokwasu do nowotworzonego polipeptydu (Fig. d@lny panel), co niesie
w sobie potencja regulatorowy w funkcjonowaniu agbmu jako elementu
odpowiedzialnego za kszta towanie proteomu. Zatera,na stwierdzi, e rol
multiplikacji biaek P jest funkcjonalne sprznie z jakociowym aspektem
dzia ania rybosomu, tj. dekodowaniem informacji gtgoznej.
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ABSTRACT

The PhD dissertation is focused on the role afsdmal P proteins, which
are the main protein elements in the eukaryotic &€PAssociated Centre. This
centre is located on a large ribosomal subunitisnfdinction is to bind and stimulate
the GTPase activity of translational factors, ir&TPases. GAC is involved in the
release of energy accumulated in GTP. This enexdlye main driving force in the
ribosome function and ensures the unidirection&lineaof the translation process.
Eukaryotic P proteins form two hetero-dimers P14®Bich do not interact directly
with ribosomal RNA but bind to the ribosome via thiel0 protein and thus form
a pentameric uL10-(P1-P2¢omplex. This complex in yeast cells has a modified
configuration uL10-(P1A-P2B)(P1B-P2A). A unique tige of the proteins included
in the complex is the multiplication of P protermntaining a conserved C-terminus
responsible for the direct interaction with trGT@€as There are five identical
C-terminal fragments in the eukaryotic complex:rfauiginating from two P1-P2
dimers and the fifth from the P domain in the ulpt6tein. The presence of only one
such element on the ribosome is sufficient for station of translational factor-
dependenin vitro GTP hydrolysis, which ensures cell viability.

The aim of the research is to determine the fonadf eukaryotic P proteins
in the respective stages of the translation procasd, primarily, the role
of multiplication of these proteins in the functiohthe translational machinery.

Saccharomyces cerevisiageast cells were used as a research model,
l.e. a set of mutants based on the BY4741 straihiclw were characterised
by a modified configuration of the P protein compl&hree yeast strains were used:
BY4741 with an unchanged ulL10-(P1A-P2B)(P1B-P2AMmptex and mutants
uL10 h2 and uL10nin2 with a uL10-(P1A-P2B) and uL10 complex configuoati
respectively. The implementation of the researctkdawas commenced with
phenotypic characterisation of the yeast mutaritavads found that yeast strain
uL10 nh1n2 with ribosomes devoid of all P proteins exhibitedslow growth rate.
It was revealed with the use of a flow cytometeatthhe mutant exhibited
disturbances in the G1 phase of the cell cycleciwhiesulted in a significantly
prolonged time of yeast cell generation. Addititpalthe phenotypic analyses
revealed that mutant uL1Qn> had a metabolic defect, i.e. it did not utilise th

so-called non-fermentable carbon sources, e.gneth@a glycerol. The next steps
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consisted in description of the translational maehy function in quantitative and
gualitative aspects. Quantitative analyses involgetermination of the translation
efficiency at its individual stages using such aaghes as “polysome profiling”,
including “runoff’ and “half transit timé analyses. The investigations demonstrated
that the absence of P proteins on the ribosomenalidmpair translation efficiency
at the respective stages of the translational cydtevever, the most puzzling result
was provided by the qualitative analysis, which vebd that ribosomes
with a defective P-protein complex exhibited impdir accuracy of genetic
information decoding. The analyses were carriedbasied on th®ual Luciferase
Assay Reporter Systertt was demonstrated that the disturbances inctmaplex
architecture had an impact primarily on the decgdprocess, i.e. amino acid
misincorporation “read-through” stop codon suppression, or shgftthe reading
frame by 1 nucleotide towards 3’, i.e. the so-chffeameshifting. The results of the
analyses based on the luciferase reporter systersugaported by the observations
indicating that the yeast mutant devoid of the mtgn is hypersensitive
to antibiotics from the aminoglycoside group, whichpair the decoding process
in translation. This demonstrates a synergistiectfbetween the decoding defect
associated with the P protein deficiency and theinaghycoside applied.
Importantly, these analyses reveal a correlatidwdsen the number of copies of P
proteins on the ribosome and the accuracy of theetge information translation
by the ribosome. Depletion of a single dimer P14 the ribosome is only
a moderate decoding defect, whereas the absencéwv®fdimers increases
the frequency of ribosome errors. Moreover, thelysea of the operation
of the translational machinery demonstrated that yeast mutant with disorders
in the architecture of the P protein complex acgiresistance to sordarin,
I.e. a specific antifungal antibiotic.

The doctoral dissertation research showed that theltiplication
of P proteins, and mainly the presence of the divaracteristic C-terminal fragments
of P1/P2 proteins and the uL10 protein, plays apoirtant role in the process
of genetic information decoding. Therefore, it danconcluded that the main role
of P protein multiplication is the functional coum with the qualitative aspect
of the ribosome action, i.e. genetic informatiorcating. The level of these proteins
does not influence the ribosome biogenesis prooedbe efficiency of initiation

or elongation in the translational cycle. Additibpathese studies indicate that the P
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protein complex may play an important role in th&eraction of sordarin
with the ribosome. This result paves the way faicelation of the molecular basis
of the effect of sordarin on the translational maehy and, hence, development

of effective anti-fungal antibiotics.
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