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Souhrn disertacni prace

Bakterialni elongacni faktor Tu (EF-Tu) je jiz po desetileti podrobné studovan pro
svou kli€ovou roli v proteosyntéze. Je to modelova multifunkéni GTP-bilkovina. Tato
bilkovina je téZ v centru zajmu, protoZe predstavuje vhodny cil pro nova antibiotika. Kromé
toho jsou bilkoviny EF-Tu diky vysoké homologii ve struktufe a funkci vhodné pro studium
evoluénich vztahd mezi organismy a pro zkoumani strukturnich vlastnosti, které podmiruji
adaptacni mechanismy k rdznym Zivotnim podminkam. VSechny znamé bilkoviny EF-Tu jsou
slozeny ze tfi domén, a proto jsou vhodnymi modelovymi bilkovinami pro zkoumani
architektury uspofadni domeén v bilkovinach.

Jednim z hlavnich vyzkumnych projektd na Oddéleni genové exprese v Ustavu
molekularni genetiky AV CR, kde jsem vypracovala svou disertaéni praci, bylo studium
primarni struktury, regulace transkripce a regulace funkci bakterialniho elongaéniho faktoru
Tu z Gram pozitivni termofilni bakterie Bacillus stearothermophilus a z Gram negativni
mezofilni bakterie Escherichia coli.

V této praci jsme se zabyvali vztahem struktury a funkce mezi bilkovinami EF-Tu a
jejich doménami. Vliv domén byl doposud vétSinou zkouman pomoci zkracenych forem EF-
Tu, které postradaly jednu nebo dvé domény bilkoviny. My jsme se rozhodli studovat
vlastnosti jednotlivych domén v ramci intaktnich tfidoménovéch bilkovin EF-Tu (za pouZiti
chimernich bilkovin sloZenych z riznych kombinaci domén EF-Tu z rGznych organismu) a

porovnat je se samotnou doménou 1 (G-doménou).

Zabyvala jsem se dvéma projekty:

1. Zkoumani vlivu jednotlivych domén bilkovin EF-Tu z E. coli a B.
stearothermophilus na zakladni funkce EF-Tu, a to na vazbu GDP a GTP, GTPazvou
aktivitu, a na termostabilitu.

Uké&zali jsme, Ze (i) G-doména a EF-Tu z B. stearothermophilus vaZzou GDP a GTP s
afinitami v nanomolarni a submikromolarni oblasti, které jsou shodné s afinitami EF-Tu z E.
coli. Naopak, G-doména z E. coli ztratila rozdilnou afinitu ke GDP a GTP, typickou pro
intaktni EF-Tu, a vazala oba nukleotidy s niz8imi, mikromolekularnimi afinitami. V E. coli je
pritomnost v3ech tfi domén nutna pro dosazeni vysoké a rozdilné afinity ke GDP a GTP.
Naopak, jiz samotna G-doména z B. stearothermophilus ma ke GDP a GTP vysoké a
rozdilné afinity.

(i) Izolované katalytické G-domény z obou organisml vykazovaly ve svych optimalnich

teplotach podobnou GTPazovou aktivitu. Nekatalytické domény 2+3 ze zkoumanych bilkovin



EF-Tu nicméné ovliviiovaly GTPazouvou aktivitu G-domén rozdilné, v zavislosti na svém
puvodu. Domény 2+3 z EF-Tu z E. coli inhibovaly GTP&azovou aktivitu G-domény z E. coli,
zatimco domény 2+3 z EF-Tu z B. stearothermophilus stimulovaly GTP4zu G-domény z B.
stearothermophilus.

(iii) Termostabilita obou EF-Tu byla vysledkem vzajemnych interakci mezi G-doménou a
doménami 2+3. G-domény nastavovaly z&kladni Uroven termostability obou EF-Tu. Domény
2+3 dale stabilizovaly a-helikalni oblasti G-domén a tim i jejich funkce na Uroven teplot

shodnych s ristovymi teplotnimi optimy obou organismda.

2. Charakterizace prvk G termostability G-domény z B. stearothermophilus
srovnavaci analyzou s G-doménou z  B. subtilis

Ukazali jsem, Ze 12 aminokyselinovych zbytk( na N-konci G-domény ma dulezitou
roli v termostabilité této bilkoviny z B. stearothemophilus. NaSe experimenty dale ukazaly, Ze
termostabilizujici efekt N-konce by mohl byt zplusoben stabilizaci efektorové oblasti dalezité
pro zakladni funkce proteinu. Vliv N-konce byl také vyznamny pro termostabilitu tfi-

doménového EF-Tu.

NaSe vysledky pfispély k pochopeni usporfadani domén v hojné se vyskytujicich
bilkovinach - elongacnich faktorech EF-Tu. Pomoci systematické analyzy jsme ukazali vliv
domén EF-Tu na jeho funkce a termostabilitu. Vysledky ziskané béhem mého PhD studia
byly prezentovany v péti ¢lancich, nékolika pfednaskach a posterech na mezinarodnich

konferencich.



