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Bakterie przezywaja w wysoce heterogenicznym $rodowisku i sg narazone na zmienne czynniki biotyczne i
abiotyczne, ktore mogg generowaé stres oksydacyjny. Z tego powodu bakterie rozwingly niezliczone
mechanizmy wykrywania i reagowania na warunki stresowe. Najbardziej znang strategia jest zmiana
ekspresji genow w odpowiedzi na zmiany srodowiskowe. Czynniki transkrypcyjne lub alternatywne czynniki
sigma sa aktywowane w warunkach stresu i wiaza si¢ z genami docelowymi w celu aktywacji lub
hamowania transkrypcji regulowanych genéw. Modyfikacje potranslacyjne biatek (PTM) rowniez odgrywaja
wazng role w regulacji reakcji na stres, jednak ich doktadna funkcja w odpornosci na stres pozostaje w duzej
mierze nieznana. Jedna z potranslacyjnych modyfikacji biatek, ktora ma istotny wptyw na mechanizm
regulacyjny, jest AMPylacja. Proces ten obejmuje kowalencyjne dodanie adenozynomonofosforanu (AMP)
do biatka, w wyniku czego powstaje bialko o zmienionej aktywnosci biologicznej. Biatka zdolne do
przeprowadzania procesu AMPylacji, nazwane sa AMPylatorami i czgsto poréwnywane do kinaz. Nowo
odkryta rodzina AMPylatorow — ewolucyjnie zachowane pseudokinazy z rodziny selenobiatek-O (SelO),
ktore wydaja si¢ odgrywaé kluczows role w regulacji odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz w utrzymaniu
homeostazy redoks w komorkach. Poniewaz funkcja fizjologiczna SelO i jego mechanizm dziatania sg tylko
czesciowo zrozumiane, projekt pozwoli poszerzy¢ wiedzg na temat biologicznej funkcji bakteryjnego
homologa nowo odkrytej AMPylazy SelO czyli biatka YdiU E. coli. Biatko YdiU jest pseudokinazg
powszechnie wystepujaca w trzech krolestwach zycia i wysoce konserwatywna od E. coli do czlowieka
(identycznos¢ sekwencji migdzy SelO ludzkim a YdiU bakteryjnym wynosi 50% dla dopasowania pelne;j
dtugosci). Ponad 15 000 bialek zawiera przewidywang warto$¢ YdiU. Jednak funkcja YdiU in vivo i in vitro
zostala scharakteryzowana dopiero po ostatnim odkryciu SelO AMPylazy, co czyni ja jedng z dziesigciu
,»most wanted unknown unknows”. Bialko YdiU wystgpuje u wickszosci gatunkow bakterii a dostgpne dane
transkryptomiczne wykazaty wzrost YdiU podczas ekspozycji na rdézne warunki stresowe, co sugeruje
zwiazek miedzy YdiU a odaptacyjna odpowiedzig bakterii na stres. Ostatnie badania wykazaly, ze YdiU
dziala jako AMPylator i przenosi AMP z ATP na reszty Ser, Thr i Tyr w substratach biatkowych. Oprocz
auto-AMPylacji wskazano dwa potencjalne substraty AMPylowanane przez YdiU. Sa to biatka
zaangazowane w utrzymanie prawidtowej homeostazy redoks w komorce. Wsrdd potencjalnych substratow
wskazano SucA, bakteryjny homolog sktadnika E1 kompleksu dehydrogenazy o-ketoglutaranu i
glutaredoksyne (grx). Odkrycie, ze YdiU dziata jako enzym posredniczacy w modyfikacji bialek, znacznie
przybliza funkcje biatek z rodziny SelO. Jednak wcigz nie wiadomo, w jaki sposob AMPyalacja reguluje
aktywnos$¢ substratow i czy YdiU modyfikuje inne substraty biatkowe, powodujgc tym samym zmiany ich
funkcji w ramach innych $ciezek regulacyjnych i jak te molekularne zmiany przektadaja si¢ na warunkowo
adaptacyjne lub uposledzone fenotypy.

Celem tego projektu jest poszerzenie wiedzy na temat powigzan funkcjonalnych AMPylaz rodziny SelO w
E. coli. Wykorzystana zostanie niestabilno$¢ fenotypowa mutanta ydiU E. coli, wywotana pojawieniem si¢
mutacji supresorowych jako efektu kompensujacego brak funkcjonalnego biatka YdiU w komorkach.
Identyfikacja zmutowanych genéw wskazuje na ich zwiazek z metabolizmem energii komorkowej lub
reakcja na stres lub z biogeneza bton. Te ostatnie moga by¢ zwigzane z funkcjonalnymi mikrodomenami
btonowymi (FMM), ktore przypominaja eukariotyczne tratwy lipidowe i ktérych rola w funkcjonowaniu
bton u bakterii zostata niedawno rozpoznana.

W proponowanych pracach zastosowane zostang dwa rownolegle podej$cia. (i) Identyfikacja i analiza
fenotypowa supresorow mutacji ydiU. Wykrycie mutacji supresorowych u mutantow ydiU zapewnia
wyjatkowg okazje do identyfikacji biatek innych niz Grx i SucA, ktére moga by¢ zaangazowane w zalezny
od YdiU szlak odpowiedzi na stres oksydacyjny lub znalez¢ alternatywne $ciezki regulacyjne aktywowane w
przypadku braku aktywno$ci funkcjonalnego YdiU. Identyfikacja i charakterystyka takich biatek jest celem
tego zadania (ii) Identyfikacja mozliwych sktadnikow szlaku sygnatowego YdiU i powigzanych biatek we
frakcji bton odpornych na detergenty. Celem tego zadania jest znalezienie, we frakcji membran odpornych
na detergenty (DRM), bialek, ktore moglyby by¢ bezposrednio zaangazowane w szlak sygnalizacyjny YdiU
lub zwigzane z tym szlakiem przez polaczenia regulacyjne.

Poznanie powigzan funkcjonalnych AMPylaz rodziny SelO moze skutkowa¢ odkryciem i
scharakteryzowaniem nowych bialek uczestniczacych w ewolucyjnie zachowanych szlakach regulacyjnych,
ktore odgrywaja znaczaca role w reakcji na stres oksydacyjny. Odporno$¢ na stres oksydacyjny jest jedng z
glownych adaptacji, ktora pozwala bakteriom przetrwa¢ w zmieniajacych si¢ warunkach srodowiskowych,
wykorzystujac energi¢ z procesdéw oddechowych, i chroni patogeny bakteryjne przed szkodliwym
dziataniem komorek uktadu odporno$ciowego podczas wybuchu tlenowego. Dlatego wyniki tych badan beda
wazne nie tylko dla zrozumienia mechanizméw podstawowych procesow adaptacyjnych w bakteriach ale
powinny rowniez przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia proceséw odpowiedzialnych za adaptacje
patogendw bakteryjnych do udanej infekeji ich gospodarzy.



