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Popis kratica:

aa-tRNA — aminoacilirana transportna RNA

CD21 - eng. cluster of differentiation; receptor komplementa

DC — eng. dendritic cells; dendriticke stanice

EF — elongacijski faktor

EFR — receptor proteina EF-Tu

EF-Tu — eng. elongation factor thermo unstable: termostabilan elongacijski faktor
GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

GDP - gvanozin difosfat

GDPNP — gvanilil imidofosfat

GTP — gvanozin trifosfat

MscL — eng. large conductance mechanosensitive ion channel; veliki mehanosenzitivni kanal
NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

NTHi — eng. nontypeable Haemophilus influenzae; netipabilna bakterija Haemophilus
influenzae

OmpW — eng. outer membrane protein W; protein W vanjske membrane
OprF — eng. outer membrane porin F; porin F vanjske membrane

PAMP — eng. pathogen-associated molecular patterns; molekularni obrasci patogenih
mikroorganizama

PGI - eng. phosphoglucose isomerase; fosfoglukoza izomeraza

PPI — protein-protein interakcije

PRR — eng. pattern recognition receptor; receptor za prepoznavanje molekularnih obrazaca
PTI —eng. PAMP-triggered immunity; imunost izazvana PAMP-om

RNA — ribonukleinska kiselina

SLiMs — eng. short linear motifs; kratki linearni motivi

TLR —eng. Toll-like receptor; receptor slican Toll-u
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1. UvOD

Proteini su iznimno vazne makromolekule zaduZene za izvrSsavanje velikog broja
razli¢itih funkcija unutar i izvan stanice. Aminokiselinski slijed, razne modifikacije i mnogi
drugi faktori ¢ine jedan protein specijaliziran za to¢no odredenu zadacu. Bar se tako mislilo sve
dok se nisu poceli otkrivati odredeni proteini koji su se mogli zatec¢i kako obavljaju potpuno

razli¢it zadatak od onog za kojeg se u pocetku znalo (Nelson i Cox, 2012).

Funkcija proteina moze se definirati tako da se podijeli na neke razine. Primjerice,
enzimi su velika skupina proteina i oni kataliziraju kemijske reakcije, a njih ima jednako toliko
pa i viSe nego reakcija koje zahtijevaju katalizator. Kada se pogleda detaljnije, enzimi imaju
razliCite reakcijske mehanizme, $to znaci da na razlicit nacin ostvaruju interakcije s drugim
tvarima - supstratima. | naposljetku, svaki enzim ima to¢no odredeni supstrat kojeg moze vezati
u svoje aktivno mjesto. Tako svaki protein ima svoju opisanu primarnu funkciju, no postoje i

proteini koje imaju razli¢ite domene te tako mogu vrsiti vise uloga (Nelson i Cox, 2012).

Krajem 80-ih godina proslog stolje¢a, u patkama je opisan gen koji kodira protein s dvije
potpuno razlic¢ite uloge: kristalin u le¢i oka i sveprisutni enzim laktat dehidrogenazu. Buduéi da
taj protein nije nastao kao posljedica alternativnog prekrajanja molekule ribonukleinske
kiseline (RNA), posttranslacijskih modifikacija proteina ili fuzije gena, ta pojava je nazvana
'dijeljenje gena' (eng. gene sharing), (Piatigorsky i Wistow, 1989). Daljnjim istrazivanjima
kristalini su i u drugim Zzivotinjama prepoznati kao proteini S razli¢itim sekundarnim
funkcijama (Piatigorsky, 1992). Narednih godina otkrilo se jo§ nekoliko proteina sli¢nih
osobina koji su bili opisivani na razne nacine (Henderson i sur., 2016), no nije im se pridavala
osobita vaznost. Ovakva aktivnost proteina je prvi puta opisana kao ‘'moonlighting’ u radu iz
1995. godine koji opisuje uloge somatostatina i somatokrinina kao imunoloskih modulatora
(Campbell i Scanes, 1995). Medutim, tek je znanstvenica Constance Jeffery prepoznala njihovu
vaznost u razumijevanju kompleksnosti stanice i slozenosti genoma, te ih predstavila pod

nazivom moonlighting proteini (Jeffery, 1999).

Pojam 'moonlighting' opisuje proteine koji unutar jednog polipeptidnog lanca obavljaju
viSe od jedne fizioloski znacajne funkcije (Jeffery, 1999). Ova skupina proteina iskljucuje
proteoliti¢ko cijepanje proteina ili prekrajanje molekule RNA. Takoder, moonlighting aktivnost
proteina razlikuje se od bifunkcionalnosti ili promiskuitetnosti, sto su dva pojma prvenstveno

rezervirana za enzime. Bifunkcionalan enzim uglavnom ima razliite domene koje su



specijalizirane za razliCite aktivnosti, dok promiskuitetan enzim ima aktivno mjesto koje moze

katalizirati razli¢ite reakcije i sa razli¢itim supstratima (Gupta i sur., 2011).

Ovaj rad kratak je pregled saznanja o moonlighting proteinima s naglaskom na
bakterijske proteine i svestranost termonestabilnog ribosomskog elongacijskog faktora (eng.
elongation factor thermo unstable Tu, EF-Tu) u bakterijama.

2. SVEPRISUTNOST MOONLIGHTING PROTEINA

Moonlighting proteini mogu se naéi u sve tri domene Zivota: eukariotima, arhejama i
bakterijama, no prisutni su i u virusima (Jeffery, 2017). U kvascima ih je konkretno zabiljezeno
najvise, vjerojatno zbog toga $to su U njima opsezno istrazeni (Gancedo i Flores, 2008). Kao
Sto je ve¢ navedeno, prvi moonlighting protein pronaden je upravo u pticama i spada u skupinu
dobro poznatih metabolickih proteina (Piatigorsky i Wistow, 1989), §to je zanimljivo vrlo Cesta

pojava u svijetu moonlighting proteina (Henderson i Martin, 2011).

2.1. Eukariotski moonlighting proteini

U eukariotima je opisano preko stotinu moonlighting proteina i nerijetko se isti proteini
u razli¢itim organizmima nadu u toj ulozi. Fosfoglukoza izomeraza (eng. phosphoglucose
isomerase, PGI), esencijalan je glikoliticki enzim i za njega je pronadeno nekoliko
moonlighting funkcija u razli¢itim eukariotima. Humana PGI moze inducirati sazrijevanje
mijeloidnih stanica, $to potencijalno igra ulogu u pojavi leukemije (Xu i sur., 1996), dok u
jednoj vrsti africkog tvora (Mustela nigripes) protein PGI pak ima ulogu u poticanju
implantacije embrija (Schulz i Bahr, 2004). Nedavno istrazivanje pokazalo je da ¢ak i kad je
humani enzim PGI mutiran u kulturi, tako da nema primarnu kinaznu funkciju, svejedno moze
obavljati moonlighting funkciju kao faktor rasta kojeg proizvode stanice raka (‘Yanagawa i sur.,
2005). Mnogo enzima ciklusa limunske kiseline takoder pokazuju moonlighting aktivnost,
primjerice enzim akonitaza (Henderson i Martin, 2011). Njena funkcija u regulaciji
metabolizma zeljeza kod ljudi je dobro istrazena i zabiljezeno je kako se akonitaza veze na
ukosnice feritinske glasnicke RNA ili veze Zeljezo ovisno njegovoj koncentraciji u stanici

(Philpott i sur., 1994).



2.2. Arhejski moonlighting proteini

Unato¢ tome §to je pronadeno mnogo multifunkcionalnih proteina u arhejama,
moonlighting proteini u ovoj skupini organizama su malo manje zastupljeni nego u eukariotima.
Jedan od prvih radova opisuje moonlighting uloge Saperona, proteina koji inace sudjeluju
pravilnom smatanju drugih proteina. U arheji Sulfolobus shibatae saperon HSP60 (eng. heat
shock protein 60) ima ulogu u formiranju unutarstani¢nog citoskeleta (Trent i sur., 1997). U
radu Jia i sur. (2013) opisano je nekoliko novijih proteina arheja za koje su ustanovljene
moonlighting funkcije, medu kojima je enzim nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)
oksidaza koja sudjeluje u regulaciji okisdacijskog stresa u stanicama. Oligomerizacijom
podjedinica, NADH oksidaza arheja Thermococcus profundus i T. kodakarensis moze djelovati
kao induktor apoptoze. Smatra se da i glikoliticki enzimi arheja takoder imaju sposobnost
izvodenja moonlighting uloga i da je broj moonlighting proteina veéi nego $to ih je trenutno
otkriveno, no manjak spoznaja o0 njima vjerojatno je uzrokovan ograni¢enim brojem

istrazivanja te tezim metodama kultivacije arheja i analize njihovog genoma (Jia i sur., 2013).

2.3. Virusni moonlighting proteini

O virusnim moonlighting proteinima je jako malo saznanja, medutim poznato je kako
neki glikoproteini na virusnoj ovojnici imaju moonlighting funkcije. Glikoproteini sudjeluju u
pri¢vrs¢ivanju virusa za stanicu domacina i kataliziranju fuzije membrane virusa i stani¢ne
membrane domacina, no igraju ulogu i u izbjegavanju imunolosSkog odgovora (Banerjee i
Mukhopadhyay, 2016). Jedan primjer je glikoprotein ovojnice Ebola virusa koji moze biti
otpusten ili izlu€en s povrsine virusa i kompetitivno se vezati na neutralizirajuca antitijela na
Ebola virus. Glikoproteini ovojnice Ebola virusa na taj nac¢in onesposobljavaju antitijela da

prepoznaju virus kao patogen i tako sprijece infekciju (Cook i Lee., 2013).

3. MOONLIGHTING PROTEINI U BAKTERIJAMA

Uloga moonlighting proteina ¢esto ovisi o njihovoj lokaciji u stanici pa se tako u velikoj
zastupljenosti medu njima mogu naci citosolni proteini koji se u odredenim okolnostima
pojavljuju na povrsini stanice i tamo obnasaju razli¢ite uloge. Takvi proteini veoma su prisutni
u bakterijama i zanimljivo je da se medu njima ¢esto mogu naci housekeeping proteini, koji
sudjeluju u esencijalnim stani¢nim procesima, primjerice ciklusu limunske kiseline ili

metabolizmu proteina i molekule deoksiribonukleinske kiseline, DNA (Jeffery, 2017).



Prvi otkriveni bakterijski moonlighting protein je gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
(GAPDH) iz bakterije Streptococcus pyogenes. GAPDH je citosolni enzim glikolitickog puta
koji katalizira konverziju gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-bisfosfoglicerat, no pokazalo se da se

moze naci na povrsini stanice i tamo vezati razne ligande (Pancholi i Fischetti, 1992).

Pocetkom 21. stolje¢a krenule su opsezne analize bakterijskog proteoma kako bi se
otkrilo koliko je uistinu prisutan taj fenomen ispoljavanja citosolnih proteina na stani¢noj
povrsini u kontekstu provodenja moonlighting funkcija. Samo u streptokokima je pronadeno
preko 30 takvih proteina i oni su se razlikovali izmedu podvrsta bakterija. Pregledom do sada
provedenih istrazivanja o moonlighting proteinima streptokoka, ustanovljeno je da se svi enzimi
glikolitickog puta tih bakterija mogu nac¢i na povrsini njihovih stanica, §to dovodi u pitanje
moze li se glikoliza odvijati izvan stanice i imaju li mozda neki meduprodukti glikolize ulogu
u stani¢noj signalizaciji. Takvo otkri¢e bi moglo opisati glikolizu kao prvi moonlighting put
(Henderson i Martin, 2011).

4. STRUKTURA I KANONICKA ULOGA MOONLIGHTING PROTEINA EF-Tu

Sinteza proteina odvija se na ribosomima i taj proces se sastoji od tri glavne faze:
inicijacije, elongacije i terminacije sinteze. Inicijaciji prethodi aktivacija aminokiselina, a
poslije terminacije slijedi procesiranje produkta kako bi se u kona¢nici dobio funkcionalan
protein. Tijekom elongacije dogada se najvazniji korak sinteze proteina: stvaranje peptidne veze
izmedu aminokiselina. Taj proces kataliziran je u peptidnom transferaznom centru, gdje glavnu
ulogu ima ribonukleinska kiselina 23S (23S RNA), ali u sam proces je ukljuceno i nekoliko
proteina zvanih elongacijski faktori (EF). Elongacijski faktori su topljivi citosolni proteini i u
bakterijskim stanicama ih ima Cetiri, a jedan od njih je elongacijski faktor Tu, koji pripada medu
najzastupljenije proteine u bakterijama. Velicine je oko 43 kDa i njegova glavna uloga je
donositi aminoacilirane transportne RNA (aa-tRNA) na ribosom (Nelson i Cox, 2012).

U eukariotima se protein EF-Tu nalazi u mitohondrijima i plastidima, upravo zbog
njihovog prokariotskog porijekla, dok je citosolni analog protein eEF-1a slican arhejskom
aEF-o (Negrutskii i El’skaya, 1998).

4.1. Evolucija proteina EF-Tu

Protein EF-Tu kodiran je genom tuf, ¢ije se sekvence s preko 50% homologije poklapaju
u velikom broju prokariota koji nisu geneticki povezani, $to ukazuje na to da je taj gen visoko

konzerviran. U usporedbi s genima za primjerice ribosomsku RNA, za koje je poznato da su
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visoko konzervirani, gen tuf pokazuje jos ve¢u homologiju medu vrstama (Filer i Furano, 1980).
Takoder, mnoge enterobakterije sadrze dvostruke kopije gena tuf (tufA i tufB), koje imaju
izrazito visoku homologiju, i delecija jednog od njih u vecini slu¢ajeva neée imati letalni u¢inak
na stanicu. U kanoni¢koj ulozi, protein EF-Tu se primarno prepisuje i prevodi s gena tufA (Lathe
i Bork, 2001).

4.2. Struktura proteina EF-Tu

Protein EF-Tu je G-protein, $to znaci da veze gvanozin trifosfat (GTP) i gvanozin
difosfat (GDP) te ima GTP-aznu aktivnost. Ovaj protein ¢ine tri strukturne domene:
N-terminalna domena I, domena Il i C-terminalna domena Il (Slika 1.). Domena | (G-domena)
gradena je od Sest B-ploca okruzenih sa sedam a-zavojnica, sadrzi nukleotid-vezujuéu regiju i
GTP-azni centar. G-domena predstavlja kataliti¢ki centar proteina EF-Tu i najkonzerviranija je
domena proteina EF-Tu medu bakterijama. Domene Il i III gradene su od Sest B-ploca i one
vezu oligonukleotide, no sve su tri domene potrebne za stvaranje aa-tRNA veznog mjesta
(Sanderova i sur., 2004). Izmedu domena I i IT &vrsto sjeda 3'-kraj tRNA, T-oméa tRNA je u
interakciji s domenom 111, dok je 5'-kraj u kontaktu spoja sve tri domene (Negrutskii i El’skaya,
1998). Osim GTP-a, vazan ligand je i ion Mg?*, koji ima ulogu stabiliziranja GTP-a u veznom
mjestu time $to koordinira njegove fosfatne skupine. Za dobivanje kristalne strukture, umjesto
GTP-a u aktivnom mjestu se postavlja njegov nehidrolizabilni analog 5'-gvanozin imidodifosfat
(GDPNP).

4.3. Reakcijski mehanizam proteina EF-Tu

Kada je na protein EF-Tu vezana molekula GTP-a, sve tri domene kompaktno su
poslozene u zatvorenu konformaciju, gdje postoji visoki afinitet vezanja aa-tRNA. Kada dolazi
do prepoznavanja kodona i antikodona, u G-domeni se dogada hidroliza GTP-a uz pomo¢
stabilizacije fosfat-vezujué¢im okretom (P-loop) i koordiniranjem fosfatnih skupina s iona Mg?*.
To uzrokuje strukturne promjene regija switch 1 i switch 2 iz domene I, koje oslabljuju
interakciju regije switch 2 s domenama Il i 111, §to dovodi do rotiranja domene I za oko 90° u
odnosu na druge dvije domene (Johansen i sur., 2018). Takva velika konformacijska promjena
prilikom koje se domene djelomi¢no odvajaju, otvara strukturu proteina EF-Tu i smanjuje
afinitet vezanja aa-tRNA, koja se zatim otpusta s proteina. Izmjenu GDP/GTP u prokariotima
izvrSava termostabilni elongcijski faktor (eng. elongation factor thermo stable, EF-Ts) preko

interakcije s domenom Il proteina EF-Tu (Alberts i sur., 2002).



domena Il

Slika 1. Otvorena struktura proteina EF-Tu s analogom GDPNP umjesto GTP-a. Regije su prema
bojama oznacéene na sljede¢i nac¢in: Domena | (ak 1-200) plave boje, osim regije switch 1 (crveno), regije
switch 2 (narancasto) i regije P-loop (Zuto). Domena Il (ak 201-300) je sive boje, a domena Il (ak 301-
393) tamnoplave boje. GDPNP je prikazan modelom Stapi¢a. U gornjem desnom kutu se za usporedbu
nalazi prikaz zatvorene konformacije proteina EF-Tu (PDB: 10B2). Preuzeto i prilagodeno iz Johansen
i sur., 2018.

5. MOONLIGHTING ULOGE PROTEINA EF-Tu

Proteini koji su namijenjeni za zivot na stani¢noj povrsini uglavnhom na amino-kraju
posjeduju signalni dio molekule koji prepoznaju transportni proteini i prenose ih kroz lipidnu
membranu. Medutim, za elongacijske faktore i prokariota i eukariota pronadeno je kako izvode
razne funkcije na stani¢noj povrsini unato¢ tome $to su primarno citosolni proteini i nemaju
signalnu sekvencu za transport na stani¢nu povrsinu (Green i Mecsas, 2016). Osim toga, ako se
citosolni protein nade na povrsini stanice, to je ve¢inom znak za njenu lizu (Harvey i sur., 2019).
Kao moonlighting protein, EF-Tu je prvi puta opisan na stani¢noj povrSini bakterije

Mycoplasma pneumoniae, gdje ima funkciju vezanja fibronektina (Dallo i sur., 2002), a danas



je sve viSe saznanja o njegovim svestranim funkcijama na povrsini bakterijske stanice, ali i

unutar citosola.

5.1. Protein EF-Tu kao receptor tvari P

Tvar P je mali neuropeptid iz skupine tahikinina koji se izlucuje na povrsini ljudske
koze 1 odgovoran je za osjet spore i trajne boli, ali i vazodilataciju kapilara (Hall, 2017). U
prisutnosti tvari P, protein EF-Tu nekih bakterija kozne mikroflore moze se ponasati kao njegov

receptor i ta interakcija je detaljno istrazena.

5.1.1. Izlazak proteina EF-Tu na stani¢nu povrsinu

Nakon izlaganja bakterijskih stanica tvari P, protein EF-Tu je pronaden na povrsini
bakterija obiljezavanjem antitijelima. EF-Tu je velik protein zbog ¢ega zahtijeva prisutnost
transportera kako bi proSao kroz stani¢nu membranu i dokazano je da su veliki membranski
mehanosenzitivni kanali (eng. large conductance mechanosensitive ion channel, MscL)
odgovorni za taj prijelaz. Kanali MscL se mogu inhibirati dodatkom gadolinijevog klorida
(GdCly) ¢ime se sprjecava transport proteina EF-Tu na povrsinu. Takoder, inhibicija kanala
MscL dodatkom GdCl> u bakterijama Bacillus cereus, koje su tretirane s tvari P, znatno
smanjuje mogucnost stvaranja biofilma 1 citotoksi¢nost bakterija. Ta Cinjenica predvida da
protein EF-Tu kao receptor tvari P ima ulogu u adheziji bakterija i njihovoj patogenosti
(N’Diaye i sur., 2019).

5.1.2. Sekundarna struktura proteina EF-Tu u ulozi receptora tvari P

Protein EF-Tu je u kanonic¢koj ulozi globularni protein, no moze se razmotati u
izduZeniji oblik, te oba oblika pokazuju priblizno jednaku raspodjelu energije i stabilnost.
Molekularnim modeliranjem pokazalo se da domene Il i Il stvaraju dvije hidrofobne B-bacve
koje se s velikim strukturnim poklapanjem mogu usporediti s transmembranskim regijama
porina vanjske membrane kao §to su OmpW (eng. outer membrane protein W) i OprF (eng.
outer membrane porin F) (Slika 2.). To znaci da se protein EF-Tu najvjerojatnije veze za

stani¢nu membranu uz pomoc¢ interakcija upravo tih dviju domena.

Protein EF-Tu i prirodni receptor tvari P (neurokinin 1) ne dijele homologne sekvence
niti strukturnu sli¢nost, no pretpostavlja se da su domene I i Il receptorski dio proteina i da vezu

polarni (N-terminalni) kraj tvari P. Buduci da je tvar P peptid koji zbog svoje grade ne moze



prijeci bakterijsku membranu, moguce je da stvara pore kroz interakciju s proteinom EF-Tu te

na taj nacin ulazi u stanicu (N’Diaye i sur., 2019).

Slika 2. Domene Il i Il proteina EF-Tu koje tvore dvije hidrofobne ba¢ve u poklapanju s

transmembranskim regijama proteina OmpW i OprF. Preuzeto i prilagodeno iz N’Diaye i sur., 2019.

5.2. Protein EF-Tu u interakciji s imunolo$kim sustavom

Biljke 1 Zivotinje razvile su imunoloSki odgovor kako bi se borile protiv
mikroorganizama te tako postoje odredeni sustavi prepoznavanja koji ga mogu potaknuti.
Dokazano je da protein EF-Tu moze izazvati imunoloski odgovor u sisavcima, §to se moze
detektirati povec¢anjem razine raznih antitijela i citokina. Kod Zzivotinja op¢enito postoje razni
mehanizmi prepoznavanja proteina EF-Tu, ali poznato je da i biljke reagiraju na EF-Tu kao na
induktor imunoloskog odgovora. Za razliku od Zivotinja, gdje to joS nije objaSnjeno u svim
slu¢ajevima, u biljkama se aktivacija uvijek dogada preko receptora za prepoznavanje

molekularnih obrazaca (eng. pattern recognition receptors, PRR).

Vaznu ulogu aktivatora tu igraju molekularni obrasci patogenih mikroorganizama (eng.
pathogen-associated molecular patterns, PAMP) koje primarno prepoznaju stanicni receptori
PRR. Receptori PRR mogu se naci na povrsini stanice, no i u fagocitnim vezikulama ili citosolu
(Abbas i sur., 2018), a jednu veliku skupinu membranskih receptora ¢ine receptori sli¢ni Tollu
(eng. toll-like receptors, TLR) koji prepoznaju petidoglikane, lipopolisaharide i ostale molekule

patogena.



5.2.1. Protein EF-Tu kao molekula PAMP u biljaka

Protein EF-Tu je vrlo konzerviran, no medu biljkama postoje razlike u odnosu na to koje
regije proteina EF-Tu ¢e se prepoznati kao molekule PAMP. U prvom koraku obrane dolazi do
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, kaloznih naslaga ili programiranje stani¢ne smrti -
imunost izazvana PAMP-om (eng. PAMP-triggered immunity, PTI). Ako bakterije ispuste
odredene efektore, onda je onemogucéen imunoloski odgovor, no biljke su razvile drugu
obrambenu razinu time §to mogu proizvoditi R proteine efektorski ste¢ene imunosti (Ezzat i
sur., 2014).

Jedan od prvih radova na ovu temu opisuje protein EF-Tu kao induktor imunoloskog
odgovora u biljkama roda Arabidopsis koje prepoznaju N-acetilirani peptid N-terminalnog kraj
proteina koji je visoko konzerviran. Kao odgovor na prepoznavanje patogena, u biljkama moze
do¢i do hipersenzitivne reakcije, koja je uzrokovana izlaskom iona K* iz stanice i ulaskom iona
H™* u stanicu. Takva izmjena iona dovodi do snizenja pH u vakuolarnoj tekuéini i poviSenja pH
(alkalizacije) izvan stanice (Atkinson i sur., 1985). Izvanstani¢na alkalizacija je i reakcija
biljaka roda Arabidopsis na prepoznavanje PAMP molekula, a mjerenje vrijednosti pH stani¢ne
suspenzije biljaka nakon izlaganja bakterijskim ekstraktima moze pokazati koliki je utjecaj
induktora. Testiranje utjecaja razlic¢itih fragmenata nastalih razgradnjom proteina EF-Tu na
promjenu izvanstani¢nog pH pokazalo je da se epitop proteina EF-Tu kojeg biljke prepoznaju
kao PAMP molekulu nalazi na N-kraju. Taj epitop je veli¢ine 18 aminokiselina (Slika 3.) i
nazvan je elf18 (Kunze i sur., 2004). Kraci i dulji fragmenti N-kraja takoder izazivaju stani¢ni
odgovor, no pokazalo se da je elf18 najkraci peptid koji izaziva najjaci odgovor.

Danas je poznato da u cijeloj porodici Brassicaceae postoji specifican PRR receptor,
nazvan receptor EF-Tu (eng. EF-Tu receptor, EFR), koji prepoznaje sekvencu elf18 proteina
EF-Tu. Prilikom prepoznavanja proteina EF-Tu kao PAMP molekule, dolazi do indukcije
klasi¢nog obrambenog odgovora stvaranjem kaloznih naslaga i prozvodnjom R proteina, ali
takoder 1 do hipersenzitivne reakcije. Zabiljezeno je da ovakva indukcija obrambenog odgovora
u biljkama s receptorom EFR znatno smanjuje ucinkovitost transformacije bakterijom

Agrobacterium tumefaciens (Zipfel i sur., 2006).

Za razliku od porodice Brassicaceae, riza primjerice nema EFR receptore i sekvenca
elf18 nije induktor imunoloskog odgovora, no svejedno moze prepoznati protein EF-Tu iz
bakterije Acidovorax avenae uz pomo¢ drugih PRR receptora i time izazvati nekoliko PTI
odgovora, kao §to su ekspresija gena PTI i proizvodnja H20,. Nakon tretmana rize peptidima

EF-Tu razli¢ite veli¢ine ustanovljeno je da je epitop sredisnji dio molekule, peptid EFa50 od



oko 50 aminokiselina, a nalazi se na spoju domena I i Il (Furukawa i sur., 2014). Medutim, u
transgeni¢noj rizi, U kojoj postoji ekspresija receptora EFR, dolazi do prepoznavanja
sekvence/epitopa elf18 i potpuno iste reakcije kao i u biljkama roda Arabidopsis (Lu i sur.,
2015). Takoder, ekspresija receptora EFR u biljci Nicotiana benthamiana pokazuje isti u¢inak,
Sto govori da je signalni put aktivacije PTI konzerviran medu dvosupnicama i jednosupnicama

(Zipfel i sur, 2006).

N-terminus

domena Il

Slika 3. Struktura cijelog nemodificiranog proteina EF-Tu s oznaenim N-terminalnim dijelom kojeg
prepoznaje receptor EFR. N-terminalni kraj prikazan je modelom kugli i $tapica. Preuzeto i prilagodeno

iz Kunze i sur., 2004.

5.2.2. Imunoloski odgovor Zivotinja na protein EF-Tu

Protein EF-Tu je kao PAMP molekula koju prepoznaje neka zivotinjska stanica za sada
jedino opisan u bakteriji Listeria monocytogenes gdje ima imunostimulatorna svojstva na
dendriticke stanice (eng. dendritic cells, DC) i stanice CD4* T u kulturi humanih stanica. Smatra
se da receptor TLR4, koji se nalazi na povrsini stanica DC, prepoznaje protein EF-Tu te njegova
aktivacija poti¢e sazrijevanje DC stanica, no sam mehanizam interakcije jo$ nije poznat

(Mirzaei i sur., 2016).
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Ostali nacini na koje Zivotinje prepoznaju protein EF-Tu patogena uklju¢uju mnoge
druge mehanizme. Kod infekcije bakterijom M. fermetans, protein EF-Tu prepoznaje receptor
CD21 (eng. cluster of differentiation 21), na kojeg se ina¢e moze vezati Epstein-Barrov virus
i na taj na¢in inficirati domacinsku stanicu. Receptor CD21 se nalazi na povrsini zrelih humanih
B stanica, a ustanovljeno je da nakon interakcije s proteinom EF-Tu dolazi do njegove
aktivacije, ¢ime se inducira proliferacija B limfocita. Nije jo§ poznato koji je dio proteina EF-
Tu odgovoran za specifi¢no prepoznavanje, no interakcija se uspostavlja na 34 aminokiseline
na C-kraju receptora CD21 (Balbo i sur., 2005).

Neinkapsulirani soj netipabilne bakterije Hemophilus influenzae (eng. non-typeable
Haemophilus influenzae, NTHi) ispoljava protein EF-Tu na svojoj povrSini i mogu ga
prepoznati baktericidna antitijela. Ze¢evi koji su cijepljeni sojem NTHi pokazali su zna¢ajno
vi$u razinu imunoglobulina G usmjerenih na protein EF-Tu u odnosu na ostale proteine vanjske
membrane bakterija. Ustanovljeno je da se epitop proteina EF- Tu kojeg prepoznaju antitijela
nalazi na sredi$njem i C-terminalnom dijelu domene I, ve¢ini domene Il i N-terminalnom dijelu
domene I1ll. Poliklonalna antitijela anti-eEF-Tu prepoznala su protein EF-Tu i nekih drugih
Gram-pozitivnih i Gram-negativnih neinkapsuliranih bakterija kao $to su H. parainfluenzae, H.
haemolyticus i Moraxella caterrhalis, $to pokazuje da se i u njima protein EF-Tu ispoljava na
povrsini stanice (Thofte i sur., 2018).

Protein EF-Tu iz bakterije M. ovipneumoniae inducira imunoloski odgovor u miSeva i
uzrokuje povecanje razine imunoglobulina G i mnogih raznih citokina koji imaju ulogu u
stani¢noj signalizaciji kod imunoloSkog odgovora. Cjepivo s antiserumom na procisceni
rekombinantni protein EF-Tu uspjelo je znatno inhibirati rast bakterije u uvjetima in vitro.
Daljnji razvitak tog cjepiva mogao bi sprijeciti Sirenje epidemije pneumonije ovaca Kkoja je

uzrokovana bakterijom M. ovipneumoniae (Jiang i sur., 2016).

5.3. Uloga proteina EF-Tu u bakterijskoj adheziji

Adhezija bakterija na povrSine klju¢na je u stvaranju biofilma i uspjesnosti infekcije.
Proteini na povrSini bakterijske stanice zovu se adhezini i odredeni adhezini se vezu na to¢no
specifi¢ne ciljne molekule, primjerice receptore (Klemm i Schembri, 2000). Unato¢ tome $to je
vecina bakterijskih adhezina organizirana u fimbrije, pronadeno je tridesetak unutarstani¢nih
proteina koji imaju moonlighting uloge kao adhezini, a medu njima je i protein EF-Tu. U veéini
slu¢ajeva nije poznat mehanizam njihove sekrecije i pri¢vrs¢ivanja na povrsinu. (Jeffery, 2018).
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Protein EF-Tu iz bakterije Lactobacillus johnsonii ne posjeduje signalnu sekvencu za
izlazak iz stanice, no zabiljezeno je kako se lokalizira na povrsini bakterije i tamo veze mucine
humanih epitelnih stanica debelog crijeva. Vezanje proteina EF-Tu na mucine uvelike smanjuje
vezanje drugih proteina bakterije L. johnsonii za mucine, $to pove¢ava mogucnost infekcije.
Osim za mucine, protein EF-Tu se veze i za same epitelne stanice pri pH 5,0 §to su
reprezentativni fizioloski uvjeti u debelom crijevu. Usporedba sekvenci izoliranog proteina
EF-Tu direktno iz bakterije i povrsinski lokaliziranog proteina pokazala je kako je protein

prisutan na povrsini identi¢an citosolnom (Granato i sur., 2004).

5.3.1. Procesiranje proteina EF-Tu na povrsini bakterija

Unato¢ tome S§to svestranost moonlighting proteina vec¢inom nije izazvana
posttranslacijskim modifikacijama, cijepanjem na povrSini bakterijskih stanica protein EF-Tu
moze poprimiti dodatne uloge. U radu Widjaja i sur. (2017.) opisane su tri bakterije gdje je
zabiljezeno kako protein EF-Tu procesiranjem na stani¢noj povrsini stjeCe moguénost vezanja
na razne molekule stanica domacina: M. pneumoniae, M. hyopnumoniae i Staphylococcus
aureus. Procesiranjem proteina EF-Tu na povrsini bakterijskih stanica najvjerojatnije se izlazu
neke protein-vezujuce regije, pa tako u bakteriji M. pneumoniae procesirani fragmenti proteina
EF-Tu sadrze neka mjesta proteinskih interakcija (eng. protein-protein interaction, PPI) koja
inaCe nisu dostupna u originalnoj konformaciji cjelovitog proteina. Sve tri bakterije sadrze
jedan zajednicki heparin-vezuju¢i motiv, ali i nekoliko zasebnih motiva. Bakterija M.
pneumoniae ima ¢ak 12 veznih mjesta za heparin u evolucijski nekonzerviranim regijama, od
kojih su neka ¢ak i bez procesiranja izloZzena na povrsini. U ovoj bakteriji pronadena su i dva
fibronektin-vezuju¢a mjesta, koja su izlozena na povrsini i locirana na C-kraju domene I,
pocetku domene II 1 veCem dijelu domene III. Predvidena lokacija i pristupacnost tih veznih

mjesta moze se vidjeti na Slici 4.

Odredeni fragmenti, Kkoji su rezultat cijepanja proteina EF-Tu iz bakterije M.
pneumoniae, mogu vezati aktin, fetuin, laminin, vitronektin, laktoferin i plazminogen. Takoder,
uoceno je da plazminogen vezan na protein EF-Tu moZe biti preveden u plazmin u prisutnosti
aktivatora plazminogena, $to je zabiljezeno i u M. hyopneumoniae. Segmenti proteina veli¢ine
od tri do deset aminokiselina, koji se prilikom procesiranja izloZe na povrSini proteina, zovu se
kratki linearni motivi (eng. short linear motifs, SLiMs) i predstavljaju mjesta PPI na proteinu.
Smatra se da akumulacija pozitivno nabijenih aminokiselina u motivima SLiMs ima znac¢ajnu

ulogu u stvaranju interakcija PPI izmedu proteina EF-Tu 1 proteina kao $to su prethodno
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navedeni heparin, aktin i plazminogen. Buduci da sve tri bakterije, M. pneumoniae, M.
hyopnumoniae i S. aureus, mogu ostvarivati interakcije PPl preko proteina EF-Tu, moguce je

da on ima ulogu u stvaranju i odrzavanju biofilma (Widjaja i sur., 2017).

Slika 4. Predvidena struktura proteina EF-Tu iz bakterije M. pneumoniae s veznim mjestima proteina.
Na gornjem dijelu slike se nalazi polipeptidni lanac EF-Tu s oznafenim mjestima za vezanje
heparina.(Hep) i fibronektina (Fn). Donji dio slike prikazuje 3D model proteina EF-Tu s oznacenim
mjestima vezanja Hep (plavo) i Fn (ruziCasto) te N-kraj (Zzuto) i C-kraj (ljubicasto). Preuzeto i
prilagodeno iz Widjaja i sur., 2017.

5.4. Oblik stanice

Postoje mnogi uvrijezeni oblici bakterijskih stanica, no bakterije takoder mogu mijenjati
svoju morfologiju ovisno o okolini ili stadiju zivotnog ciklusa. Nekoliko je nacina na koje
bakterija moze promijeniti stani¢ni oblik, a jedan od njih je pomocu proteina MreB. Protein
MreB je vrlo sli¢an aktinu i formira filamente koji funkcioniraju kao citoskelet (Figge i sur.,
2004).

U bakterijama Escherichia coli i Bacillus subtilis, protein EF-Tu prepoznat je kao
modulator aktivnosti proteina MreB. U eksperimentima u uvjetima in vitro dodatak proteina
EF-Tu pro¢is¢enom proteinu MreB uzrokovao je stvaranje duljih i ¢vrs¢ih filamenata proteina

MreB uz povecanu brzinu polimerizacije. Medutim, eksperimetima u uvjetima in vivo utvrdena
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je i obrnuta aktivnost. Protein MreB iz bakterije B. subtilis poti¢e stvaranje filamentoznih
struktura proteina EF-Tu koje se na donjoj strani membrane kolokaliziraju s filamentima
proteina MreB (Slika 5), dok u mreB mutanata ne dolazi do stvaranja filamenata proteina EF-
Tu. Osim toga, kada je koli¢ina proteina EF-Tu djelomi¢no smanjena, U Stanici nema zastoja u
translaciji bakterijskih proteina na ribosomima, no zbog smanjenja interakcija proteina EF-Tu
I MreB mogu se uoditi defekti u obliku bakterijske stanice. Iz ovih ¢injenica se moze zakljuciti
kako se ova dva proteina na neki na¢in medusobno reguliraju i ovise jedan o drugom (Soufo i

sur., 2015).

YFP-MreB EF-Tu-CFP overlay

4

Slika 5. Utjecaj filamenata proteina MreB na protein EF-Tu u uvjetima in vivo. S lijeva na desno:
ekspresija proteina MreB obiljezenog zutim fluorescentnim proteinom (eng. yellow fluorescent protein,
YFP), ekspresija proteina EF-Tu obiljezenog cijan fluorescentnim proteinom (eng. cyan fluorescent
protein, CFP) i preklapanje tih dviju slika koje prikazuje EF-Tu-CFP zeleno, a YFP-MreB Zuto.

Preuzeto i prilagodeno iz Soufo i sur., 2015.
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6. ZAKLJUCAK

Moonlighting proteini su i dalje relativno novo podrucje istraZivanja, no sve je vise
saznanja o njihovim raznolikim ulogama u svim domenama zivota, pa ¢ak i virusima. Zbog
jednostavnosti istrazivanja, bakterije za sada imaju najvise otkrivenih moonlighting proteina,
a u eukariotima je najvise istrazivanja napravljeno u kvascu, poznatom modelnom organizmu.
Upravo zbog toga $to je mnogo moonlighting proteina uklju¢eno u esencijalne stani¢ne procese,
relativno ih je tesko ciljano istrazivati u drugim organizmima u uvjetima in vivo, ali vrlo je
vjerojatno da ih ima viSe nego $to je poznato. Istrazivanja o nekanoni¢kim funkcijama humanih
proteina od velike su vaznosti i to bi moglo pridonijeti razumijevanju sloZenosti ljudskog
genoma. Osim toga, mnogi humani moonlighting proteini imaju neku funkciju u razvoju i
opstanku karcinoma, te njihova identifikacija moze pomo¢i pri otkrivanju mehanizama
nastanka raka, ali i nekih genetickih bolesti. Njihovi putevi razvoja i sami proteini
koji u njima sudjeluju time mogu biti cilj novih lijekova za do sada neizljecive bolesti.

Bakterijski moonlighting proteini takoder su Cesto faktori u nastanku bolesti ljudi,
zivotinja i biljaka. Stvaranje biofilmova i interakcija sa stanicom domacina neki su od nacina
da bakterija napadne organizam i moonlighting proteini su nerijetko ukljuceni u te procese.
Elongacijski faktor Tu samo je jedan od bakterijskih housekeeping proteina koji ima
moonlighting uloge i u vecini slucajeva na¢i ¢e se izvan stanice kako bi obavljao neku
nekanonicku funkciju. Otkri¢a da protein EF-Tu s bakterijske povr§ine moze interagirati sa
stanicama imunoloSkog sustava daju mogucnost da se razviju 1 cjepiva na temelju
rekombinantnih EF-Tu proteina. Razumijevanje uloge moonlighting proteina u patogenosti
bakterija klju¢no je u doba sve ¢eSce otpornosti bakterija na antibiotike.

Evolucija moonlighting proteina u bakterijama moze biti posljedica teZznje genoma da
bude $to kompaktniji, no nije sasvim sigurno zasto oni postoje posebice u velikim genomima
eukariota. Unato¢ tome $to ih nije jednostavno istrazivati, daljnje proucavanje moonlighting
proteina bi nam moglo dati novi uvid u funkcioniranje signalnih puteva i samih proteina, te

evoluciju genoma.
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8. SAZETAK

Moonlighting proteini su skupina proteina koji osim svoje kanonicke, mogu izvrsavati i
druge, nepovezane funkcije. Moonlighting aktivnost nije rezultat alternativnog prekrajanja
molekule RNA, posttranslacijskin modifikacija ili fuzija gena. Broj otkrivenih moonlighting
proteina ubrzano raste i pronadeni su u eukariotima, bakterijama, arhejama, pa ¢ak i nekim
virusima. NajviSe je poznatih bakterijskih moonlighting proteina, te su oni najdetaljnije
istrazeni. Cest slu¢aj kod bakterijskih moonlighting proteina je da se originalno citosolni
proteini ispoljavaju na stani¢nu povrsinu, gdje sudjeluju u procesima koji pridonose patogenosti
bakterija. Jedan od takvih proteina je elongacijski faktor Tu (EF-Tu), ¢ije su pojedine
moonlighting uloge opisane u ovom radu. Kanoni¢ka uloga proteina EF-Tu je donoSenje aa-
tRNA na ribosom prilikom elongacijske faze sinteze proteina. Kod odredenih bakterija protein
EF-Tu moZe se na¢i na stani¢noj povrSini i tamo sudjelovati u bakterijskoj adheziji, dok
izlaganje proteinu EF-Tu iz nekih drugih bakterija izaziva imunoloski odgovor u biljkama ili
zivotinjama. Budué¢i da su ovakve moonlighting uloge proteina EF-Tu ukljucene u bakterijsku
infekciju, postoji mogucnost da se razviju odredena cjepiva na temelju rekombinantnih EF-Tu
proteina. Osim uloge u patogenosti, protein EF-Tu nekih bakterija takoder moze pomo¢i u
odrZavanju oblika stanice preko interakcija s proteinima citoskeleta. Buduca istraZivanja
moonlighting proteina sigurno ¢e pridonijeti razumijevanju nacina funkcioniranja genoma i

signalnih puteva, te razvijanju novih lijekova i cjepiva.
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9. SUMMARY

Moonlighting proteins are a group of proteins that, in addition to their canonical role,
perform other, unrelated functions. Moonlighting activity is not caused by RNA splice variants,
post-translational modifications or gene fusion. The number of detected moonlighting proteins
is increasing rapidly and they can be found in eukaryotes, bacteria, archeae and even some
viruses. Bacterial moonlighting proteins are the most abundant and they are extensively studied.
It is common for originally cytosolic bacterial proteins to be exported to the cell surface in order
to perform moonlighting activities. Once they are on the surface of the cell, they can participate
in processes that contribute to the pathogenicity of bacteria. One such protein is the elongation
factor Tu (EF-Tu) whose individual moonlighting roles are described in this paper. The
canonical role of the EF-Tu protein is to catalyze the binding of aa-tRNA to the ribosome during
the elongation phase of protein synthesis. In certain bacteria the EF-Tu protein can be found on
the cell surface where it participates in bacterial adhesion, while exposure to the EF-Tu protein
of some other bacteria can trigger the immune response in plants and animals. Since these kinds
of moonlighting activities of EF-Tu protein are involved in bacterial infection, certain vaccines
may be developed based on a recombinant EF-Tu protein. In addition to the role in
pathogenicity, EF-Tu protein of some bacteria can also help maintain the shape of the cells
through interactions with cytoskeletal proteins. Future research into moonlighting proteins will
certainly contribute to understanding how genome and cell pathways function, but also help to

develop new drugs and vaccines.
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