
Souhrn disertační práce

Bakteriá|ní e|ongační faktor Tu (EF-Tu) je jiŽ po deseti|etí podrobně studován pro

svou k|íčovou ro|i v proteosyntéze. Je to modelová mu|tifunkční GTP-bí|kovina. Tato

bí|kovina je téŽ v centru zájmu, protoŽe představuje vhodný cí| pro nová antibiotika' Kromě

toho jsou bí|koviny EF-Tu díky vysoké homo|ogii ve struktuře a funkci vhodné pro studium

evo|učních vztahů mezi organismy a pro zkoumání strukturních v|astností, které podmiňují

adaptační mechanismy k různým Životním podmínkám. Všechny známé bÍlkoviny EF-Tu jsou

s|oŽeny ze tří domén, a proto jsou vhodnými mode|ovými bí|kovinami pro zkoumání

architektury uspořádní domén v bí|kovinách.

Jedním z h|avních výzkumných projektů na oddě|ení genové exprese v Ústavu

mo|eku|ární genetiky AV ČR, kde jsem vypracova|a svou disertační práci, by|o studium

primární struktury, regu|ace transkripce a regulace funkcí bakteriá|ního e|ongačního faktoru

Tu z Gram pozitivní termofilní bakterie Bacillus stearothermophilus a z Gram negativní

mezofi|ní bakterie Escherichia coli.

V této práci jsme se zabývali vztahem struktury a funkce mezi bí|kovinami EF-Tu a
jejich doménami. V|iv domén byl doposud většinou zkoumán pomocí zkrácených forem EF-

Tu, které postráda|y jednu nebo dvě domény bílkoviny. My jsme se rozhod|i studovat

v|astnosti jednot|ivých domén v rámci intaktních třídoménovéch bí|kovin EF-Tu (za použiti

chimerních bí|kovin s|oŽených z rŮzných kombinací domén EF-Tu z rŮzných organismů) a
porovnat je se samotnou doménou 1 (G-doménou).

Zabýva|ajsem se dvěma projekty:

1. Zkoumání vIivu iednotlivých domén bílkovin EF.Tu z E. coli a B.

stearothermophilus na základní funkce EF.Tu, a to na vazbu GDP a GTP' GTPázvou

aktivitu, a na termostabilitu.

Ukáza|ijsme, Že (i) G-doména a EF-Tu z B. stearothermophilus váŽou GDP a GTP s

afinitami v nanomo|ární a submikromo|ární ob|asti, které jsou shodné s afinitami EF-TI z E.

coli. Naopak, G-doména z E' coli ztrati|a rozdí|nou afinitu ke GDP a GTP, typickou pro

intaktní EF-Tu, a váza|a oba nuk|eotidy s niŽšími, mikromo|eku|árními afinitami. Y E. colije
přítomnost všech tří domén nutná pro dosaŽení vysoké a rozdí|né afinity ke GDP a GTP.

Naopak, jiŽ samotná G-doména z B' stearothermophilus má ke GDP a GTP vysoké a

rozdí|né afinity.

(ii) lzolované kata|ytické G-domény z obou organismů vykazova|y ve svých optimá|ních

tep|otách podobnou GTPázovou aktivitu. Nekata|ytické domény 2+3 ze zkoumaných bí|kovin



EF-Tu nicméně ov|ivňova|y GTPázouvou aktivitu G-domén rozdÍ|ně, v závislosti na svém

původu. Domény 2+3 z EF-Tu z E. coli inhibovaly GTPázovou aktivitu G-domény z E. coli,

zatímco domény 2+3 z EF-Tu z B' stearothermophilus stimu|ova|y GTPázu G-domény z B'

stearothermophilus.

(iii) Termostabi|ita obou EF-Tu by|a výs|edkem vzájemných interakcí mezi G-doménou a

doménami 2+3. G-domény nastavova|y zák|adní Úroveň termostabi|ity obou EF-Tu. Domény

2+3 dá|e stabi|izova|y cr-he|iká|ní ob|asti G-domén a tím i jejich funkce na úroveň tep|ot

shodných s růstovými tep|otními optimy obou organismů.

2. Charakterizace prvků termostability G.domény z B. stearothermophilus

srovnávací analýzou s G.doménouz B. subtilis

Ukáza|i jsem, Že 12 aminokyse|inových zbytků na N-konci G-domény má dů|eŽitou

roli v termostabilitě této bí|koviny z B. stearothemophilus. Naše experimenty dá|e ukáza|y, že

termostabi|izující efekt N-konce by mohI být způsoben stabiIizací efektorové ob|asti důleŽité

pro zák|adní funkce proteinu. V|iv N-konce by| také významný pro termostabiIitu tří-

doménového EF-Tu.

Naše výs|edky přispě|y k pochopení uspořádání domén v hojně se vyskytujících

bílkovinách - elongačních faktorech EF-Tu. Pomocí systematické ana|ýzy jsme ukáza|i v|iv

domén EF-Tu na jeho funkce a termostabi|itu. Výs|edky získané během mého PhD studia

byly prezentovány v pěti č|áncích, něko|ika přednáškách a posterech na mezinárodních

konferencích'


