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Summary

Summary

Parameters of two in vitro systems for protein synthesis were analyzed and
improved. The optimized systems were used to study some selected antibiotic and
to unravel their inhibition mechanisms. The following results have been achieved:
1. Optimization of a coupled trascription-translation system (Rapid Translation

System, Roche). By using the reporter Green Fluorescent Protein (GFP) we
demonstrated that proteins are synthesized in high yield (up to 4 mg per ml)
but with an unsatisfyingly low-active fraction (50% +20). One reason could be
the T7 RNA polymerase routinely used in standard expression systems. The
T7 polymerase is up to eight times faster then the intrinsic E. coli transcriptase
thus breaking the coupling between transcription and translation in a bacterial
system. Accordingly we could demonstrate that the active fraction of the
synthesized protein was substantially improved by using either a slower T7
transcriptase mutant or lowering the incubation temperature to 20°C. A drop of
protein synthesis observed after 7 h incubation time was not due to a shortage
of nucleotide triphosphates, but rather to a shortage of amino acids.
Accordingly, a second addition of amino acids after 7 h during an incubation at
20 degrees C led to synthesis of up to 4 mg/ml of GFP with virtually 100%
activity.

2. We developed the RTS to a simple and comprehensive tool for studying the
accuracy of protein synthesis. Here, among others edeine (Ede) and
pactamycin (Pct) were analyzed, EDE was found to be a strong inducer of
misreading in contrast to Pct. The new drug NRI was found to be the first
antibiotic showing a strong accuracy defect in the RTS system but a perfect
accuracy on the standard poly(Phe) synthesis demonstrating the limitation of
the latter.

3. We developed a poly(U)-dependent poly(Phe) synthesis to a robust system
yielding 100 to 300 Phe incorporation per ribosome with the following features:
() 4.5 mM Mg?" appears to be optimal concerning efficiency and accuracy in
the polyamine system, (ii) high Phe incorporation allows the assessment of
misincorporation [Leu/(Leu+Phe)] with a resolution limit of 1:10.000 (one

misincorporation per 10.000 incorporated Phe) and determined the accuracy of

-4 -



Summary

poly(Phe) to be about 1:2000 (one Leu per 2000 Leu+Phe incorporations), (iii)
misreading concerning the second nucleotide position is not observed and only
very moderate misincorporation was found concerning the first nucleotide
position, even when misreading was amplified by streptomycin or increased
Mg®* concentrations.

. Kasugamycin: The inhibitions mechanism was unraveled and together with
crystallographic studies its binding site determined. We demonstrated that
kasugamycin inhibits P-site tRNA binding through perturbation of the mRNA-
tRNA codon-anticodon interaction near the E-site position during 30S canonical
initiation. Our data explained why the 70S-type initiation on leaderless mMRNA is
not inhibited by this drug.

. Contradicting data on aminoglycoside effects on inhibition of the A site could
be resolved. We showed that aminoglycoside can under artificial conditions
induce a back-translocation of ribosomes confirming recent results from
another group, but we could demonstrate that this effect plays no role for the
inhibition mode of this important group of drugs and cannot be used to explain
the bactericidal effect.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Parameter zweier in vitro Systeme zur Proteinsynthese wurden analysiert
und verbessert, die optimierten Systeme wurden zum Studium ausgesuchter
Antibiotika und Aufklarung ihrer Hemmechanismen angewendet. Folgende
Ergebnisse wurden erzielt:

1. Optimierung eines gekoppelten Transkriptions-Translations-Systems (Rapid
Translation System, Roche). Mit GFP als Reporter konnten grof3e Mengen
synthetisiert werden (bis zu 4 mg/ml), jedoch mit unbefriedigender Aktivitat
(50+£20%). Ein Grund kénnte die weit verbreitete T7 RNA Polymerase sein,
deren Transkriptionsrate bis zu achtmal schneller ist als die der E. coli
Transkriptase und damit die Kopplung von Transkription und Translation
aufhebt. Tatsachlich wurde die aktive Fraktion erheblich angehoben, wenn
entweder eine genetisch manipulierte, langsamere T7 Polymerase eingesetzt
wurde oder die Inkubationstemperatur auf 20 °C erniedrigt wurde. Eine
Abnahme der Proteinsynthese nach siebenstundiger Inkubation wurde nicht
durch einen Mangel an Triphosphaten, sondern einen Mangel an Aminosauren
verursacht. Ein zweite Aminosauregabe nach 7 Stunden bei 20 °C fihrte zur
Synthese von etwa 4 mg/ml bei praktisch voller GFP Aktivitat.

2. Das RTS wurde zu einem System fir umfassende Analyse der
Proteinsynthese-Genauigkeit modifiziert. Es wurden unter anderen Edein und
Pactamycin analysiert. Das Edein, aber nicht Pactamycin entpuppte sich als
starker Induktor von Fehleinbau. Einen Uberraschenden Befund gab es bei
NRI: Es verursacht hohe Fehlereinbau, jedoch nicht im Standard poly(U)
System (Leu gegenuber Phe Einbau), was eine Grenze des poly(U) Systems
aufzeigt.

3. Wir entwickelten unser Standard poly(U) System zu einem robusten Instrument
und erzielten statistisch 100 bis 300 eingebaute Phe Reste per Ribosom. Es
hat folgende Merkmale: (i) 4.5 mM Mg?" erscheint optimal gemessen an
Synthese- und Fehleinbaurate. (i) Hoher Phe-Einbau erlaubt eine genaue
Messung der Fehlerrate mit einer Auflésungsgrenze von 1:10.000 (ein
Fehleinbau per 10.000 eingebauten Phe). Das System weist einen
Fehlereinbau von 1:2.000 auf, was der in vivo Genauigkeit entspricht. (iii) Ein
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Fehleinbau bezlglich der ,wobble* Position des Codons (dritte
Nukleotidposition) h&ufig, einen beziglich des mittleren Nucleotids des A-
Codons wird nicht beobachtet, auch wenn der Fehleinbau dramatisch von
Streptomycin oder angehobener Mg®* Konzentration verstarkt wird; wohl aber
ein sehr geringer Fehleinbau beziglich der ersten Position.

. Kasugamycin: Der Hemmechanismus wurde aufgeklart und zusammen mit
kristallographischen Untersuchungen der Bindeort bestimmt: Das Antibiotikum
hemmt die Bindung der P-tRNA nur in der 30S Untereinheit (jedoch nicht am
70S Ribosom), durch Stérung der Codon-Anticodon Wechselwirkung nahe auf
der Seite der E-Stelle. Unsere Daten erklaren, warum die 70S Initiation von
.leaderless” mRNA nicht von Kasugamycin gestort wird.

. Widersprechende Daten zu Aminoglycosid-Effekten auf die A-Stellen
Besetzung wurden aufgeldst. Wir zeigten, dass unter artifiziellen Bedingungen
Aminoglykoside eine Riick-Translokation auslésen (in Ubereinstimmung mit
jungst publizierte Daten einer anderen Gruppe), aber auch dass dieser Effekt
keinen Bedeutung fir den Hemmechanismus hat und den bakteriziden Effekt
dieser wichtigen Antibiotikagruppe erklaren konnte.



Streszczenie

Streszczenie

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono badania majace na celu
zwiekszenie wydajnosci dwoch systeméw pozakomoérkowej (in vitro) produkcji
biatka. Zrewidowano wplyw kilku istotnych czynnikébw biologicznych i
chemicznych. Udoskonalone systemy wykorzystano m.in. do badan wybranych
antybiotykébw w celu wyjasnienia molekularnych mechanizméw blokowania
biosyntezy biatka, a w szczegdlnosci tych antybiotykéw, ktére dziatajg na proces
przepisywania informacji genetycznej z sekwencji nukleotydowej w mRNA na
sekwencje aminokwaséw w syntetyzowanym polipeptydzie.

Uzyskano nastepujgce wyniki:

1. Udoskonalono pozakomérkowy system sprzezonej transkrypcji i translacji
(Rapid Translation System, RTS, produkowany przez firme Roche).
Wykorzystujgc biatko GFP (ang. Green Fluorescencje Protein) wykazano, ze
system RTS pozwala na wydajng synteze biatka na poziomie 4 mg/ml.
Istotnym jednak ograniczeniem tego systemu jest niska zawartos¢ aktywnych
czasteczek biatka, ktdérg oceniono na ok. 50% +20 wszystkich
zsyntetyzowanych czgsteczek. Przyczyng tego moze by¢ rutynowo stosowana
w systemie RTS polimeraza T7, ktéra jest osmiokrotnie szybsza od
endogennej polimerazy znajdujacej sie w komoérce E. coli. Powoduje to
zerwanie funkcjonalnego potaczenia transkrypciji i translacji, przez co dochodzi
do powstania struktur przestrzennych w mRNA pomiedzy polimerazg a
rybosomem, a co w komérce w naturalny sposéb nie wystepuje. Rozwigzaniem
tego problemu jest zastosowanie mutantéw polimerazy T7 0 zmniejszonej
aktywnos$ci lub obnizenie temperatury reakcji do 20°C. Jak zostato wykazane,
nizsza temperatura duzo bardziej wptywa na aktywno$¢ polimerazy niz
rybosomu skracajgc w ten sposéb fragment mRNA znajdujacy sie pomiedzy
nimi. Innym ograniczeniem systemu RTS jest obserwowany spadek wydajnosci
syntezy biatka po siedmiu godzinach, co nie byto wynikiem wyczerpania sie
czgsteczek energetycznych (ATP i GTP), ale wykorzystaniem dostepnej puli
aminokwaséw. Dostarczenie dodatkowej porcji aminokwaséw po siedmiu

godzinach i prowadzeniu reakcji w temperaturze 20°C pozwolito na synteze do
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4 mg/ml biatka GFP, przy zawartosci aktywnych czasteczek na poziomie
100%.

. Przystosowano system RTS do tatwego i wydajnego badania antybiotykow
blokujacych proces biosyntezy biatka. Sposrod wielu antybiotykéw
szczeg6towo zbadano edeine i paktymycyne, i odkryto, ze edeina, w
przeciwienstwie do paktamycyny, jest silnym induktorem wprowadzania
btednych aminokwasoéw do fancucha polipeptydowego. Ponadto system RTS
zastosowano do badania nowego antybiotyku NRI (ang. Novel Ribosomal
Inhibitor, NRI) i wykazano jego silne dziatanie obnizajgce ilos¢ aktywnych
czastek biatka, przy jego catkowitej nieskutecznosci w systemie poli(U)-
zaleznej syntezy poli(Phe), gdzie nie indukowat on wprowadzania btednych
aminokwasow do fancucha polifenyloalaninowego - poli(Phe), efektu typowego
dla aminoglikozydow.

. Udoskonaleno pozakomoérkowy systemu syntezy poli(Phe) zaleznej od poli-U
(ang. Poly(U)-dependent poly(Phe) synthesis). Osiggnieto synteze na poziomie
100-300 inkorporacji Phe przez pojedynczg czasteczke rybosomu. Po
udoskonaleniu system posiada nastepujgce cechy (i) stezenie jonbw magnezu
odpowiadajgce 4.5 mM wydaje sie by¢ wartoscig taczacg zadowalajgaca
wydajnos¢ i poprawnos¢ syntezy ftancucha poli(Phe), (i) wysoki poziom
inkorporacji Phe pozwolit na ocene ilosci btednie wprowadzanej leucyny (Leu)
[Leu/(Leu+Phe)] z dolnym ograniczeniem wykrywalnosci jednej Leu na 10.000
inkorporacji Phe. Pozwolito to na okreslenie poprawnosci syntezy poli(Phe),
ktora w opisywanym systemie wyniosta 1:2000 (jedna btednie wprowadzana
Leu na 2000 inkorporowanych Phe). (iii) Analiza dotyczaca wprowadzania
aminokwaséw o innych antykodonach niz AAA (codon UUU odpowidajacy
Phe) do tancucha poli(Phe) pokazata, ze do tego tancucha mogg byc¢
wprowadzane wytgcznie aminokwasy dostarczane przez tRNA o zmienionym
tylko pierwszym nukleotydzie w antykodonie. Zamiana nukleotydu w drugim i
trzecim miejscu antykodonu nie pozwolita na wprowadzenie niosgcego przez
ten tRNA aminokwasu, nawet w sytuacjach, kiedy na rybosom dziataty silne
czynniki wptywajagce na proces dekodowania, jak streptomycyna i duze

stezenie jonéw magnezu (Mg®").
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4. Kazugamycyna: badania krystalograficzne pozwolity na okreslenie miejsca
wigzania tego antybiotyku do rybosomu zlokalizowanego pomiedzy miejscem
P i A w obszarze, przez ktéry przechodzi tancuch mRNA. Pokazano, ze
kazugamycyna blokuje wigzanie aminoacylowanego tRNA do miejsca P na
rybosomie przez destabilizacje utozenia mRNA w poblizu miejsca E, co
powoduje zaktécenie formowania sie kompleksu inicjacyjnego 30S. Okreslenie
pozycji wigzania kazugamycyny wyjasnia, dlaczego formowanie kompleksu
inicjacyjnego 70S z uzyciem tzw. ,leaderless mMRNA” (tj. mRNA, ktéry zaczyna
sie od kodonu AUG i pozbawiony jest jakiegokolwiek niekodujgcego rejonu po
stronie 5’) nie jest blokowane przez kazugamycyne.

5. Czesciowo rozwigzano mechanizm blokowania biosyntezy biatka przez
antybiotyki aminoglikozydowe. Pokazano, ze antybiotyki tej grupy mogg w
sztucznych warunkach syntezy biatka in vitro indukowac¢ tzw. zwrotng
translokacje (ang. back-translocation), czyli przesuniecie dwéch czgstek tRNA
z miejsc E i P do miejsc P i A, a wiec w kierunku przeciwnym niz w opisywanej
od lat reakcji translokacji zaleznej od czynnika elongacyjnego EF-G. Wyniki te
uzupetniajg prace innej grupy badawczej (Frederick i wspotpracownicy) i
dodatkowo pokazuja, ze efekt zwrotnej translokacji nie do konca ttumaczy
bakteriobodjczy charakter aminoglikozydéw, poniewaz dzieki duzemu stezeniu

komérce, EF-G wygrywa wspotzawodnictwo z antybiotykami.
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Abbreviations

b-ME
W

A

A
aa-tRNA
APS
BSA
Ci

Da
DMSO
DNA
dpm

E. coli
EF-G
EF-Ts
EF-Tu

f.c.

GDP
GFP
GTP

IPTG
kb
MRNA
MOPS
MW
nt(s)
NTP
PCR
PEP

b-mercaptoethanol

Ohm

ampere

Angstrom

aminoacyl-tRNA

Ammonium peroxodisulfate
bovine serum albumine

Curie

Dalton

dimethyl sulfoxide
deoxyribonucleic acid
disintegration per minute
Escherichia coli

elongation factor G

elongation factor thermo-stable
elongation factor thermo-unstable
Farad

final concentration

guanosine diphosphate

Green Fluoresce Protein
guanosine triphosphate

initiation factor
isopropyl-beta-D-thiogalactoside
kilobase, 1,000 base pairs
messenger RNA
morpholinopropanesulfonic acids
molecular weight

nucleotide(s)

nucleoside triphosphate
polymerase chain reaction

phosphoenol pyruvate
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Abbreviations

PK pyruvate kinase

poly(A) poly-adenylic acid (MRNA)

poly(U) poly-uridylic acid (MRNA)

pCp cytidine 3'5'-bis[a-**P]-phosphate
PAA polyacrylamide gel

PTF peptidyl transferase centre

RNA ribonucleic acid

RNase ribonuclease

RTS Rapid Translation System

rpm revolutions per minute

rRNA ribosomal RNA

S Svedberg unit (sedimentation coefficient)
SDS sodium dodecylsulphate

SsDNA single strain DNA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethane
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane
tRNA transfer RNA

UTR untranslated region

\% volt

viv volume/volume

wiv weight/volume
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