Posudek diserta¢ni prace Mgr. Martina Holuba s nazvem ,,Posttranslational
modifications and structural alteration of protein synthesis elongation factor Tu in

Actinomyces in relation to their life cycle.*

Elongacni faktor Tu (EF-Tu) plni u prokaryotti nenahraditelnou roli pti biosyntéze bilkovin,
pti translaci mRNA na ribosomech. V bakteriich je nejhojnéji se vyskytujici bilkovinou a po
vice nez 30 let modelovou GTPazou. Jeho funkce pii translaci, 3D struktura jak jeho GDP-
tak 1 GTP- formy 1 jeho komplexli s aminoacyl-tRNA is EF-Ts byly objasnény a zrovna tak
bylo zviditelnéno i jeho misto vazby na ribosom. Nicméné, nékteré zdvazné otazky ziistdvaji
stale nezodpovézeny. Patii k nim zejména fizeni exprese EF-Tu, mozné fizeni aktivity a
funkce EF-Tu posttranslacnimi modifikacemi i stale vice se vracejici naznaky tcasti EF-Tu i
v pochodech jinych nez je jenom translace. Disertace M. Holuba se dotyké pravé dvou
heterogenity EF-Tu a jeho fosforylace ve aktinomycetach v zavislosti na riznych fazich
jejich vyvoje, v zévislosti na bunééné frakci, ktera je analyzovéana a na tom, zda se jedna o
diferencujici se kmeny, napt. Streptomyces aureofaciens, Streptomyces coelicolor, nebo ne,
jako je Mycobacterium. smegmatis. Analyza byla provadéna pomoci 2D elektroforesy a
Westernovym blottingem pomoci protilatek proti EF-Tu a proti P-Thr a P-Ser. Vedle toho
byla ur¢ena nukleotidova sekvence genu pro EF-Tu ze sbirkového kmene Sau ATCC 10762,
ktery je povazovan za ,,oficielni* divokou formu toho mikroorganismu. Ukdazalo se, Ze z ni
odvozena aminokyselinova sekvence EF-Tu se zcela shoduje se sekvenci EF-Tu z kmene Sau
84/25, coz je jiz po mnoho let v MBU studovany producent tetracyklinu, jehoz ptvod je viak
neznadmy. To bylo jisté potéSujici zjisténi, nebot’ vysledky studia tohoto EF-Tu dosud
dosazené je tak mozno povazovat za platné i pro EF-Tu z divokého kmene.

Dale bylo prokazano, Ze i spory S. coelicolor obsahuji kindzovou aktivitu schopnou
fosforylovat EF-Tu. Pfi patrani po moZzném ptvodci fosforylace se dale podafilo ukézat, Ze
membranova serin-threonin PKG2 zfejmé neni enzymem fosforylujicim EF-Tuu

streptomycet.



Nejvetsi cast experimentti byla vedena snahou ziskat nové informace o EF-Tu, které se isoluje
v membranové frakci streptomycet. Jde vskutku o velice aktudlni téma nebot’ se mnozi
predstavy o tom, ze pravé EF-Tu vazané v povrchové membrané by se mohlo podilet na
virulenci pathogennich bakterii.

Uvedené vysledky jsou predev§im popisného charakteru ackoliv ob¢ kapitoly vysledkové
¢asti ve svém nazvu naznacuji, ze se budou zabyvat funkénimi aspekty EF-Tu (Kap. 4.1) a
moznou ulohou EF-Tu pfi bunétné signalizaci a fizeni bunécné diferenciace (Kap. 4.2).
Z4dné funkéni pokusy v téchto smérech viak nejsou uvedeny. Jen se napi. z rozdilu

v aminokyselinovém sloZeni v tomtéZ useku molekuly EF-Tu z S. aureofaciens (Sau EF-Tu) a
EF-Tu z S. coelicolor (Sce EF-Tu) se vyvozuje, Ze by mohl byt diivodem jejich rozdilnych
agregacnich schopnosti. K ovéfeni této uvahy, napt. cilenou metagenezi, se vSak uz
nepiikrocilo. V druhé ¢asti vysledki pak zmapované rozdily ve vyskytu nékolika (nejméné 3)
nabojove rozdilnych forem EF-Tu v zévislosti na délce rlstu a stupni diferenciace, a to
zejména v membranové frakci poslouzily k tvaham o tom, ze by se néktera z isoforem EF-Tu
mohla podilet na né¢jaké membranové signalizaci ¢i funkci. Ale opét, zadny pokus toto
experimentalné prokazat ani hypotéza jak by signalizace pomoci EF-Tu mohla probihat,
nejsou podrobnéji zminény. Také postradam zasadni informaci o jaky typ a rozsah
posttransla¢ni modifikace jde a ev. které threoninové/serinové zbytky jsou u EF-Tu
fosforylovany, zvlasté kdyz disertant prokazal, Ze mé k disposici fungujici in vitro
fosforylacni systém. Z obrazkid uvedenych pod €. 37 totiz vyplyva, (a sdm disertant to také
zminuje), Ze ndbojovy rozdil isoforem EF-Tu by nemusel byt zptsoben jen rozdily ve stupni
fosforylace. Ale protoze se v disertaci slibuje, zZe se na objasnéni modifikace/i pracuje, tak
pevné doufam, ze se tyto idaje dozvim pii obhajob¢.

Z disertace, kterd je napsana na 129 stranach se mi nejlépe libila kapitola Diskuse nebot’ je
dobfte a pfimétené vedena. K ostatnim ¢astem disertace mam vice pfipominek nebot” jsem se
zde setkal s formalnimi i1 obsahovymi nedostatky a nepfesnostmi, pficemz nekterym se jisté

dalo ptedejit patficnou peclivosti a kontrolou pfi ptiprave rukopisu.

Formalni a obsahové nepiesnosti a nedostatky:

-Uvodni stranka: ,,Czech Academy of Sciences®, takova instituce neexistuje — spravné by
meélo byt ,,Academy of Sciences of the Czech Republic*.

-Cela disertace: Uvadi-li se jméno kmene S. aureofaciens z americké sbirky mikroorganismi,
mélo by se vzdy uvadet celé, tj. i s ATCC, neboli S. aureofaciens ATCC 10762, a ne jen Sau
10762.

-Zkratky: spravné by mélo byt 7. thermophilus.



-Cile disertace jsou dosti ne¢ekané uschovany do posledniho odstavce Uvodu, a ne uvedeny
zv1ast, jak je obvyklé.

Prehled literatury: neni zcela vyvazeny a nékde ani presny

str. 11 a 15- v ptehledu praci o 3D strukturach EF-Tu chybi nékteré zcela zasadni citace (z
laboratoii J.Nyborga a R. Hilgenfelda); citace se zdaji byt spiSe vybrané namatkov¢;

str. 19 — konstatovani ,, Thr-382 is located ,,... in the neighbourhood of hydrogen bond*
(Fig. 1.)“, je nejasné

str. 21 — pii souborném popisu tvorby mRNA pro EF-Tu se disertant viibec nezmiiiuje o
existenci vlastniho promotoru genu fuf — byl popsan u E. coli, B. stearothermophilus,
B. subtilis, a konecné i u Streptomyces ramocissimu; tento posledni ptipad je
zminén az na jiném miste (str. 30);

str. 24 — citace prace Nissen et al. (1995) se jist¢ nehodi v odstavci zabyvajicim se terminaci
translace nebot’ se zabyva krystalovou strukturou ternarniho komplexu;

str. 25 — v kapitole o transla¢ni ptesnosti zcela chybi novéjsi prace z laboratoti Nollera a
Wintermeyera, které se zabyvaji prav€ mechanismy tohoto procesu. Jsou uvedeny jen
prace do r. 1990.
Jak ppGpp zvySuje pfesnost, jak uvadi disertant?

str. 27 — co to je ,.translation of stable RNA —“?

- fizeni syntézy rRNA neprobihd jen pomoci ppGpp, tj. v krizovém stavu, ale za
str. 28 — inhibitory EF-Tu - chybi citace ptivodnich praci o kirromycinu a jeho G¢inku
str. 49 — pro€ zrovna EF-Tu, FadE2 a FixA maji pomoci M. avium piezit v makrofazich?

Materialy a metody:

- zcela chybi vycet a uvedeni plivodu pouzitych materialii: chemikalii, primarnich protilatek,
membran, plasmidl, enzymt, atd;

- udaje o sloZeni pufrti jsou uvedeny jako v kuchaiské knize — u pufru pro vazbu GDP na
EF-Tu bych vSak rozhodné doporucoval uvadét slozeni tak, jak je obvyklé v literatute, t;.
koncentraci jednotlivych sloZek;

- je neCekané, ze se agregovany EF-Tu myl 3x pufrem A a agregat se nerozpustil a
neztratil. Jak se tedy agregovany EF-Tu solubilizoval pro experimentalni pouZiti?

- radioaktivni chemikalie je tieba psat standardnim zpasobem, napt. [’H] GDP atd.;

- str. 62, fokusovani ur€ité neprobihalo pii 14000V /hr;
pro 2. smér 2D-elfo se pouZzivaly jen prouzky IPG a nebo i trubickové gely?

- str. 66, jak uvedeno, vyvijeci pochod pfi stiibieni probihal 5-30 min. Jak je pak zaji§téno, Ze
rozdily v intenzité skvrn riznych gelll jsou imérné rozdiliim v mnozstvi proteinti a ne délce
vyvijeni?

- str. 69, co si mam predstavit pod sdélenim: ,,...the solution was dried from chloroform...“?

Vysledky:

obr. 7 — neni uvedeno, o jaké EF-Tu jde, a tak neni moZno porovnat tento (piekvapive)
schodovity profil eluce EF-Tu z kolony, ziskany vazbou s GDP, s vysledky detekce
EF-Tu ve frakcich pomoci SDS-elfo (obr. 8). Jinak pro obr. 8B jisté¢ bylo mozno
dodat zdafilej$i zadznam eluce nez jaky je v disertaci: zaCatek eluce EF-Tu se vlibec
nezachytil, EF-Tu je pfitomno uZ v prvni jimané frakci, coZ je frakce 4, a to hned ve
vysoké koncentraci a koncentrované EF-Tu vychazi az do frakce 14-16 a pak az zase
okolo frakce 26, a znovu okolo frakce 44, coz je vSak zcela netypické;

obr. 9 — k posouzeni Cistoty preparatu pomoci SDS-elfo doporucuji ukéazat vzdy celou drahu,
ne jen uzky vysek s pruhem sledované bilkoviny — a jesté Cistota ani v této uzké



oblasti neni pfili§ pfesvédciva,
- konstatovani, Ze pfi stejné pohyblivosti na SDS-elfo maji bilkoviny stejnou MW je
zcela nespravné;
obr. 11 —jak vite, ze jde zrovna o multimer EF-Tu?
obr. 12 — densitometricky obrazek neodpovida obrazktim nad nim
obr. 13 — ukazuje spise to, ze jeden preparat je asi vice kontaminovan néjakou protedzou nez
ten druhy;
Tab. 2 — ve vyctu chybi 10 peptidi; stejné je vSak nejasné, pro€ je tabulka viibec uvedena
nebot’ se zaddnym z peptidl se prace nezabyva;
str. 78 — ,,we sequenced tuf 1 gene of Sau 84/25...“, ale disertant nebyl jednim z autort;
a konec — tj. terminacni triplet;
Tab. 5 — rozsahy identit v aminokyselinové sekvenci mezi jednotlivymi EF-Tu uvedené v této
tabulce jsou jiné nez ty uvedené v Tab. 1;
otr. 87 — nesouhlasim s konstatovanim disertanta, ze ob¢ kultury vypadaji stejné (obr. 24 A,
B);
Kapitola 4. 2. 1. 3 ,,Content of EF-Tu...“, v rozporu s nazvem se ale obsah EF-Tu se viibec
neurcoval, jen jeho pfitomnost;
obr. 25 A i B - v¢etné popist jsou obrazky nezdatilé. Navic ani neplati tvrzeni disertanta, Ze
EF-Tu bylo detekovano ve vSech frakcich. Urcité chybi v obr. B ve frakcich 4, 8, 9.
A pro€ prouzky EF-Tu na Western blotech tak skacou?
Kapitola 4. 2. 2. ,,Content... of EF-Tu...“, stejnd namitka jak uvedeno o 5 fadek vyse;
obr. 34 - chybi slozeni myciho pufru s IMNH4CI a specifikace EF-Tu;
U obrazk fosfoproteomil jsem nikde nenaSel tidaj o tom zda detekce probéhla protilatkou
proti P-Thr nebo P-Ser, nebo proti obéma.

Literatura: chybi citace na odkaz Abrahams et al. (1991) uvedeny na str. 28.

Otazky: UvaZzujete o prikazu ptitomnosti EF-Tu skute¢né na povrchu Streptomycet, a ne
jenom v membranové frakci, a to napf. pouZitim pritokové cytometrie po oznaceni bakterii
fluorescenéni protilatkou proti EF-Tu?

Jaké dalsi rozdily ve spektru bilkovin bylo mozno zjistit pfi analyzach
membranovych proteomt?

vvvvv

oblasti zabyvajici se formami elongacniho faktoru Tu v membranové frakci buiiky, a to u

Gram + Streptomycet a Mycobacterii. Autor prokazal orientaci ve védecké problematice i
schopnost provadét vlastni experimentalni praci a osvojil si fadu narocnych technik. I pies
vetsi mnozstvi pripominek doporucuji préaci k obhajobé.

V Praze dne 25. 2. 2006

Doc. MUDr. Jifi Jonak, DrSc.



