Abstrakt po polsku

Transportujgce RNA (tRNA) jest niezbednym elementem podczas syntezy biatek w komorce. Jest to
czasteczka, ktéra jednoczesnie dekoduje kodony mRNA i tworzy powstajgcy tancuch polipeptydowy w
rybosomie podczas translacji. tRNA, jak kazdy RNA, sklada sie z czterech prostych nukleotydéw:
adenozyny, urydyny, cytozyny i guaniny. Te elementy budulcowe moga by¢ dodatkowo ozdobione réznymi
modyfikacjami, ktére zapewniaja utrzymanie plastyczno$ci struktury lub moga rozszerzaé zdolno$é
dekodowania. Nukleotydy w petli ramienia antykodonowego, ktére rozpoznaje kodony mRNA, sa silnie
zmodyfikowane. W modyfikacje urydyn w pozycji 34 zaangazowanych jest wiele enzyméw. Za pierwszy
etap, ktory przeksztatca Uss w cm®Usq, odpowiada kompleks Elongator. Ten wielkoczasteczkowy kompleks
zawiera dwie kopie szesciu podjednostek Elongatora (Elp) - Elpl, Elp2 i Elp3 tworzg aktywny
enzymatycznie podkompleks, a Elp4, Elp5 i Elp6 stanowia drugi podkompleks. Charakterystyka
oddziatywan zachodzacych pomiedzy powyzszymi podkompleksami nie zostata jeszcze w petni opisana,
jednak wiadomo, ze dochodzi tam do dynamicznych zmian. Wszystkie podjednostki kompleksu sg
zachowane u eukariontéw, natomiast Elp3 wystepuje réwniez u archeonéw, a takze u niektorych bakterii i
wirusow. Podjednostka Elp3 jest centrum katalitycznym i zawiera dwie domeny katalityczne - domeng
acetylotransferazy lizyny (KAT) i domene rodnikowa S-adenozylo-metioniny (rSAM). Niewiele wiadomo
o katalizowanej przez Elp3 reakcji i jej regulacji u wyzszych eukariontéw. Celem tej pracy jest
wszechstronne zbadanie biofizycznych, biochemicznych i strukturalnych cech ludzkiego podkompleksu
ELP123 (HsELP123). Po pierwsze, wykorzystatam oczyszczone biatko Elp3 pochodzenia archeowego do
scharakteryzowania podstawowych cech i wilasciwosci enzymu. Po drugie, udalo mi sie oczyéci¢
podkompleks HsELP123 wyprodukowany wykorzystujac ekspresje biatek w komérkach owadzich i zbadaé
jego wlasciwosci in vitro, w tym wigzanie tRNA, hydrolize acetylo-CoA (ACO) wyzwalang przez tRNA
oraz interakcj¢ z HsELP456. Po trzecie, pozyskatam kilka zestawéw danych kriogenicznej mikroskopii
elektronowej (cryo-EM) kompleksow HsELP123-tRNA w obecnosci analogéw ACO. Z zebranych danych
zrekonstruowatam mapg cryo-EM o wysokiej rozdzielczosci. Podsumowujge, moje wyniki potwierdzity,
ze aktywno$¢ kompleksu Elongator jest wysoce konserwatywna u archeonéw i u ludzi. Otrzymane wyniki
pokazujg, ze oddziatywanie pomiedzy HsELP123 a substratowym tRNA jest ztozone, obejmujace kilka
etapow i rearanzacje konformacyjne podjednostek ELP1 i ELP3. Co wazniejsze, pokazuje, ze niezmienna
pozycja tRNA 33 (Uss), a nie zmodyfikowana baza U34, jest czynnikiem decydujacym o uruchomieniu
hydrolizy ACO w Elp3. Na koniec, szczeg6towe analizy in vitro wyjasniaja wptyw klinicznie istotnych
mutacji w Elpl i Elp3. Podsumowujac, moja praca przedstawia nowy poziom zrozumienia dzialania
podkompleksu HsELP123 w powigzanych z nim chorobach, takich jak zaburzenia neurodegeneracyijne czy

nowotwory.



