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Abstrakt 

 Translace je jedním z nejzákladnějších procesů odehrávajících se v živých buňkách. 

Jedná se přepis nukleotidové sekvence mRNA do proteinu, který probíhá na ribozomech. 

Během evoluce si organismy vyvinuly nepřeberné množství mechanizmů, kterými dokáží 

flexibilně reagovat na své potřeby.  Jedním z těchto mechanizmů jsou i ABCF proteiny, které 

náleží do superrodiny ABC transportérů, ale na rozdíl od nich jim chybí transmembránová 

doména a neúčastní se transportních procesů. V buňkách se ABCF proteiny nacházejí volně 

v cytosolu nebo interagují s ribozomy. Dnes rozlišujeme dvě skupiny ABCF proteinů: 

antibioticko-rezistenční a proteiny, které regulují translaci. Ovšem tato funkce byla s jistotou 

potvrzena pouze u proteinu Etta. Antibioticko-rezistenční ABCF proteiny (ARE) se vážou na 

ribozom a ochraňují ho před působením antibiotik navazujících se na 50S ribozomální 

podjednotku. Regulační ABCF proteiny reagují na vnitřní a vnější buněčné podmínky. 

V případě neobvyklých podmínek se navazují na ribozomy a jsou stěžejní pro jejich správnou 

funkci. Dnes je známo 45 podrodin ABCF proteinů, ale struktura a přesný mechanizmus 

působení těchto proteinů je stále zahalen tajemstvím. Ve své práci shrnuji dostupné informace 

o bakteriálních ABCF proteinech. 

Klíčová slova: ABCF proteiny, antibiotická rezistence, ARE, regulace translace, ribozom, 

translace, translační faktory 

Abstract 

 Translation belongs to the most basic processes which happens in the living cells. It is 

the last step of proteosynthesis when genetic information encoded by the mRNA is transformed 

into the protein on a ribosome. Organisms have developed a wide range of mechanisms that 

can regulate it´s needs. I focused on one of them – ABCF proteins. This protein group is a 

member of the ABC transporters superfamily but they haven´t a transmembrane domain and 

their purpose is protect the ribosomes from antibiotics that bind 50S ribosomal subunit or 

interact with the ribosomes and influence ribosomal functions. Today, we can divide ABCF 

proteins into the two functional groups: antibiotic resistence proteins (ARE) and proteins with 

the regulatory functions. The translational regulatory function has been confirmed There is 45 

ABCF protein subfamilies spread through the bacteries and eukaryotes but many essential 

informations like the structure and exact function of them are still missing. My bachelor thesis 

is analysis and summary of facts that are known about the bacterial ABCF proteins. 

Key words: ABCF proteins, antibiotic resistence, ARE, translational regulation, ribosome, 

translation, translational factors 

  



 
 

Seznam zkratek 

ϕϕϕϕDE sequence of 4 basic amino acids, aspartic 
acid, glutamic acid  

sekvence 4 bazických aminokyselin, 
kyseliny asparagové, kyseliny glutamové 

 Å ångström ångström 

 aa-tRNA  aminoacyl-tRNA aminoacyl-tRNA 

 ABC ATP-binding cassette protein ATP-vazebný protein 

 ABC(A-H)  ATP-binding cassette (type A-H) protein 
family 

rodina ATP-vazebných proteinů (typu A-H) 

 ADP adenosine diphosphate adenosindifosfát 

 ARE antibiotic resistance protein antibioticko-rezistenční protein 

 ArfA alternative ribosome-rescue factor A alternativní ribozomální záchranný faktor A 

 ArfB alternative ribosome-rescue factor B alternativní ribozomální záchranný faktor B 

 aSD anti-Shine-Dalgarno sequence anti-Shine-Dalgarno sekvence 

 ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfát 

 BipA BPI-inducible protein A BPI-obsahující protein A 

 BIPP  Bayesian inference posterior probability 
 

 BlastP Basic Local Alignment Search Tool P 
 

 DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 

 eEF1A eukaryotic elongation factor 1A eukaryotický elongační faktor 1A 

 eEF3 eukaryotic elongation factor 3 eukaryotický elongační faktor 3 

 EF4 elongation factor 4 elongační faktor 4 

 EF-G elongation factor G elongační faktor G 

 EF-TU elongation factor thermo unstable netermostabilní elongační faktor  

 EttA energy-dependent translational throttle A energeticky závislý translaci zastavující 
protein A 

 EttA-EQ2  ATPase-deficient mutant of EttA mutant EttA bez schopnosti hydrolýzy ATP 

 fMET-tRNA tRNA carying N-formylmethionine tRNA nesoucí N-formylmethionin 

 GTP guanosine triphosphate guanosintrifosfát 

 GXXGXGK(S/T) sequence of glycine, 2 diverse amino acids, 
glyicne, one diverse amino acid, glycine, 

lysine, serine/threonine 

sekvence glycinu, 2 různých aminokyselin, 
glycinu, 1 různé aminokyseliny, glycinu, 

lyzinu, serinu/threoninu 

 HEAT Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, 

TOR domain 

Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, 

TOR doména 

 HMM Hidden Markov model 
 

 Hsp15 heat shock protein 15 protein tepelného šoku 15 

 IF2 iniciation factor 2 iniciační faktor 2 

 IF3 iniciation factor 3 iniciační faktor 3 

 K2TeO3  potassium tellurite telluričitan draselný 

 LSGGE sequence of leucine, serine, 2 glycines, 

glutamic acid 

sekvence leucinu, serinu, 2 glycinů, 

glutamové kyseliny 

 LSGGQ sequence of leucine, serine, 2 glycines, 
glutamine 

sekvence leucinu, serinu, 2 glycinů, 
glutaminu 

 MazEF TA endoribonuclease toxin MazF and antitoxin 

MazE 

endoribonukleázový toxin MazF a antitoxin 

MazE 
 Mg2+ magnesium ion hořečnatý kationt 

 MLB  maximum likelihood bootstrap 
 

 mRNA messenger RNA mediátorová RNA 

 NBD nucleotide binding domain nukleotid vazebná doména 

 NCBI National Center for Biotechnology 
Information 

Národní centrum pro biotechnologické 
informace 

 NPET  nascent polypeptide exit tunnel odchozí tunel pro vznikající polypeptid 

 ppGpp  guanosine tetraphosphate guanosintetrafosfát 

 pppGpp guanosine pentaphosphate guanosinpentafosfát 



 
 

 PTC peptidyl transferase center peptidyl transferázové centrum 

 PtIM  P-site tRNA-interaction motif motiv interakce tRNA v P místě 

 RAxML Randomized Axelerated Maximum 
Likelihood 

 

 RecA recombination protein A like subdomain recombination protein A podobná 

subdoména 

 RelA bifunctional (p)ppGpp synthase bifunkční (p)ppGpp syntetáza 

 RF1 release factor 1 uvolňovací faktor 1 

 RF2 release factor 2 uvolňovací faktor 2 

 RNA ribonucleic acid ribonukleová kyselina 

 rRNA ribosomal ribonucleic acid ribozomální ribonukleová kyselina 

 RPPs  ribosomal protection proteins ribozomální ochranné proteiny 

 S Svedberg unit Svedbergova jednotka 

 SD Shine-Dalgarno sequence Shine-Dalgarno sekvence 

 SpoT bifunctional (p)ppGpp synthetase/hydrolase bifunkční (p)ppGpp syntetáza/hydroláza 

 SRA stationary-phase-induced ribosome-
associated protein 

ribozom-vazebný protein při stacionární fázi 

 TMD transmembrane domain transmembránová doména 

 tmRNA/ssrA transfer-messenger RNA/small stable RNA  transfer-messenger RNA/small stable RNA 

 tRNA transfer RNA transferová RNA 

 UFB  ultrafast bootstrap 
 

 Uup-EQ2 ATPase-deficient mutant of Uup mutant Uup bez schopnosti hydrolýzy ATP 

 wt wild type 
 

 YbiT-EQ2  ATPase-deficient mutant of YbiT mutant YbiT bez schopnosti hydrolýzy ATP 

 YheS-EQ2 ATPase-deficient mutant of YheS mutant YheS bez schopnosti hydrolýzy ATP 
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1. Úvod 

Planeta Země se ve vesmíru utvořila zhruba před 4,5 miliardami let. Odhaduje se, že 

první živé organismy planetu obývaly již přibližně miliardu let poté. Primitivní organismy byly 

tvořeny nukleovými kyselinami a jednoduchými proteiny. Nejbližší potomci těchto 

jednoduchých organismů jsou s námi stále. Jsou to všudypřítomné bakterie a viry.  

Ještě v období renesance člověk přímo o jejich existenci nevěděl. Nicméně dříve lidé, 

zejména při rozvoji pandemií uvažovali, že se nemoci šíří prostřednictvím malých částeček, 

které se vznáší ve vzduchu, kontaminují zdroje vody a potraviny nebo se přenášejí zvířaty. 

Velmi známé jsou historické kresby morových doktorů, kteří se snažili během pandemie chránit 

před nákazou pevným kabátem, neprodyšnými botami, rukavicemi a maskou s dlouhým 

zobákem, do kterého si vkládali léčivé byliny. 

První, kdo pozoroval bakterie, byl nizozemský obchodník Antoni van Leeuwenhoek, 

který sestrojil v 17. století první mikroskop. Kresby jeho pozorování se dochovaly dodnes. 

Bakterie, které byly také předmětem jeho pozorování, pojmenoval animacules. 

Leeuwenhoekovu práci můžeme považovat za začátek nové vědní disciplíny – mikrobiologie, 

která se právě mikroorganismy zabývá. 

V dalších stoletích došlo k mohutnému rozvoji mikrobiologie a dalších molekulárně-

biologických věd. Dnes máme možnost studovat chování a buněčné procesy na molekulární 

úrovni. Jedním z těchto, relativně dobře probádaných, procesů je i bakteriální proteosyntéza, 

buněčné kompartmenty a proteiny, které ji zajišťují a regulují. Ale známe je skutečně tak 

detailně? 

Cílem mojí práce bylo zabývat se bakteriálními ABCF proteiny (ATP-binding cassette 

type F protein family) a shrnout o nich doposud známé informace. Proteiny z této rodiny se 

vážou na ribozom, a tak dokáží ochránit ribozom před působením antibiotik, která se na něj 

navazují. Dále se předpokládá, že ABCF proteiny působí jako regulátory translace. Mnoho 

ABCF proteinů však nebylo doposud prozkoumáno a jejich funkce je neznámá. 
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2. Translace 

Replikace, transkripce a translace jsou jedny z nejdůležitějších procesů odehrávajících 

se v živých organismech. Ještě v polovině minulého století jsme nevěděli, jak proteosyntéza 

funguje. Jednu z prvních myšlenek vyslovili v roce 1961 F. Jacob a J. Monod: „Synthesis of 

individual protein may be provoked or supressed under the influence of specific external 

agents.“ Předpověděli existenci malé nestabilní molekuly, která zprostředkovává přenos 

genetické informace DNA do struktury proteinu. Problémem se také zabýval F. Crick, který 

v roce 1953, spolu s J. Watsonem popsal strukturu DNA (deoxyribonukleové kyseliny). Roku 

1970 publikoval F. Crick článek Central dogma of molecular biology. Crick tvrdil, že tok 

genetické informace je jednosměrný. Sekvence DNA je ve stejném pořadí přepsána do RNA a 

podle té se syntetizuje protein (viz. obrázek 1 a 2). Později bylo dokázáno, že je v přírodě možné 

podle RNA (ribonukleové kyseliny) vytvořit komplementární DNA sekvenci pomocí enzymů 

zvaných reverzní transkriptázy. Tato strategie byla objevena u retrovirů (Temin & Mizutani, 

1970). 

 

 Translace je proces odehrávající se ve všech živých buňkách. Jedná se o přepis 

nukleotidové sekvence RNA do aminokyselinové sekvence proteinu, který se odehrává na 

ribozomu.  

2.1. Ribozomy a fáze translace u bakterií 

Ribozomy jsou ribonukleoproteinové komplexy nacházející se v každé živé buňce. Jsou 

nezbytné pro tvorbu proteinů v organismu. Poměr rRNA (ribozomální RNA) a proteinů 

v ribozomech je zhruba 2:1 – rRNA tvoří katalyticky aktivní místo ribozomu, proteiny udržují 

jeho terciární strukturu a jsou převážně na jeho povrchu. Ribozomy se skládají ze dvou nestejně 

velkých podjednotek. U bakterií a archea označujeme malou podjednotku 30S (Svedbergova 

jednotka). Skládá se z 1500 nukleotidů 16S RNA a 20 – 21 proteinů, které slouží ke kontrole 

Obrázek 1 – Crickův první nákres centrálního 

dogma molekulární biologie, který měl ve svých 

poznámkách v roce 1956 – dávno před tím, než 

teorii publikoval (Cobb, 2017). 

Obrázek 2 – Crick přednášející na sympoziu 

v Cold Spring Harbor roku 1963. V pozadí je 

vidět nákres centrálního dogma (Cobb, 

2017). 
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správnosti translace nebo jako translační faktory. Velká 50S podjednotka je tvořena 3000 

nukleotidy 23S, 5S RNA a 31 – 35 proteiny. Velká podjednotka zodpovídá za katalytickou 

aktivitu a utváření proteinů (Davidovich et al., 2010). V porovnání s ostatními buněčnými 

kompartmenty je ribozom poměrně velký. Buňky jich mohou obsahovat několik tisíc. Čím 

rychleji rostou, tím více ribozomů obsahují. 

 V ribozomu jsou 4 vazebná místa pro tRNA (transferovou tRNA): A (acceptor) site: 

navázání tRNA; P (peptidyl) site: tvorba peptidové vazby, translokace tRNA; E (exit) site: 

odchod vybité tRNA a vazebné místo pro mRNA (mediátorovou RNA). 

2.2. Iniciace  

U bakterií jedna molekula mRNA kóduje více proteinů, takovou mRNA označujeme 

jako polycystronní. Na mRNA najdeme Shine-Dalgarno (SD) sekvenci, která se váže k 16S 

RNA na malé ribozomální podjednotce. Poté se k 30S podjednotce připojí 50S podjednotka. 

Díky SD sekvenci je start kodon AUG nasměrován do P místa ribozomu. Na ribozomu je 

připravená iniciační tRNA, která do proteinu zařazuje první aminokyselinu – formylmethionin, 

ten však bývá často později odštěpen. Molekula mRNA je čtena ve směru 5´- 3´. 

Dále se na iniciaci u bakterií podílejí tzv. iniciační faktory (IF): IF3 blokuje navázání 

tRNA do A místa, IF2 je spolu s fMET-tRNA (tRNA s navázaným formylmethioninem) v P 

místě a má GTPázovou aktivitu. Po hydrolýze GTP (guanosintrifosfátu) se iniciační faktory 

uvolní a nasedá na komplex velká 50S ribozomální podjednotka, IF3 kontroluje nasednutí velké 

50S podjednotky tak, aby nasedla až po připojení mRNA a fMET-tRNA do P místa. 

2.3. Elongace 

Na A místo v ribozomu vstoupí další nabitá aa-tRNA v komplexu s elongačním 

faktorem EF-TU (elongation factor thermo unstable). Pokud jsou triplety mRNA a aa-tRNA 

komplementární, dochází k hydrolýze GTP. Kdyby se triplety nespárovaly, tak by se jednak 

nemohl navázat elongační faktor EF-TU a neproběhla by GTPázová reakce, jejíž energie se 

využívá právě na kontrolu přesnosti připojení. 

Když je správná aa-tRNA (aminoacyl-tRNA) v místě A, dochází k tvorbě peptidické 

vazby katalyzované velkou 50S podjednotkou. Rostoucí polypeptid se přesouvá z tRNA 

navázané na místě P na tRNA v místě A. Poté je za účasti elongačního faktoru EF-G (elongation 

factor G), který způsobuje konformační změnu ribozomu a energie z hydrolýzy další molekuly 

GTP, tRNA s rostoucím polypepdidem je přesunuta z A místa do P místa. Nenabitá tRNA se 

z místa P translokuje do místa E, opouští ribozom a může být opětovně použita. Místo A je 

prázdné a připravené na připojení další příslušné aa-tRNA. 
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2.4. Terminace 

Ribozom se pohybuje po mRNA, připojuje aminokyseliny do polypeptidu a dojde ke 

stop kodonu. Na stop kodon se neváže tRNA, ale uvolňovací faktory (RF): RF1 rozeznává stop 

kodony UAA a UAG, RF2 rozeznává UAA a UGA (Scolnick et al., 1968). Uvolňovací faktory 

změní funkci peptidyltransferázy a místo aminokyseliny přidají na konec polypeptidového 

řetězce vodu. Polypeptid je tak odštěpen, může být dále modifikován a ribozomální 

podjednotky se od sebe oddělí. Podjednotky se mohou zase znovu spojit a zahájit tak další 

translaci. 

Připojení jedné aminokyseliny do proteinu je velmi energeticky náročné: k připojení 

aminokyseliny na 3´OH konec tRNA je potřeba 1 ATP (adenosintrifosfát), při elongaci se 

spotřebují 2 GTP, dále se spotřebuje 1 GTP při iniciaci GTPázovou aktivitou IF2 a 1 GTP při 

terminaci. Rostoucí bakteriální buňka spotřebuje 80% energie na syntézu proteinů a rRNA 

(Stouthamer & Bettenhaussen, 1973). Celý proces translace je zjednodušeně znázorněn na 

obrázku 3. 

 

 

  

Obrázek 3 – schéma bakteriálního translačního aparátu: a) Ribozom: béžová malá podjednotka a 

modrá velká podjednotka, v místě A je navázána tRNA nesoucí novou aminokyselinu, v místě P je 

tRNA s vznikajícím polypeptidem a v místě E je odcházející vybitá tRNA, ribozomem prochází 

molekula mRNA. (b,c) Iniciace translace: navázání fMET-tRNA na mRNA, skládání ribozomu, 

hydrolýza GTP za účasti iniciačních faktorů. Dále se polypeptidový řetězec prodlužuje: nasedání 

další aa-tRNA, peptidyltransferázová reakce, translokace a posunutí ribozomu k dalšímu kodonu. 

Při terminaci ribozom dorazí ke stop kodonu a za účasti RFs syntéza polypeptidu končí. Ribozom 

se rozpadá a je využit k dalším syntézám polypeptidů (Fei et al., 2010). 
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2.5. Translační faktory 

U experimentů prováděných v laboratoři, jsou bakterie kultivovány za ideálních 

podmínek k růstu. Ovšem bakterie, které žijí přirozeně, jsou vystaveny nepříznivým vlivům 

prostředí. Velmi časté jsou změny teplot, vyčerpání hlavní živiny v okolí, kompetice s ostatními 

druhy, použití antibiotik nebo zánik hostitelského prostředí. 

Mikroorganismy musí na tyto změny v prostředí flexibilně reagovat – regulovat syntézu 

proteinů, a měnit tak složení svého proteomu. Jednou z možností regulace je ovlivnění 

translace. Zde se uplatňují stresové translační faktory. Jsou to proteiny, které působí na 

ribozomy a díky tomu ovlivňují produkci proteinů během buněčného stresu.  

 Kromě translačních faktorů popsaných v předchozích kapitolách bylo v posledních 

letech u bakterií popsáno mnoho dalších – stresových translačních faktorů, které můžeme 

rozdělovat do skupin podle toho, v jaké situaci se uplatňují. O funkci některých translačních 

faktorů, uplatňujících se při buněčném stresu, bývá mnohdy k dispozici málo informací. 

2.5.1. Změna abiotických faktorů prostředí 

Mezi abiotické faktory patří například: teplota nebo pH. Při jejich snížení a také při 

oxidativním stresu, vlivem detergentů a antimikrobiálních peptidů se uplatňuje paralog 

elongačního faktoru EF-G, BipA (BPI-inducible protein A). Faktor BipA je rozšířen mezi 

bakteriemi a chloroplasty, ale nevyskytuje se v organismech, které mají redukované genomy 

(Leipe et al., 2002; Margus et al., 2007). Mutantní kmeny s deletovaným genem bipA vyrostly 

při optimální teplotě 37 °C nepoškozené, stejně jako wt (wild type) kmeny. Avšak při snížení 

teploty na 20 °C byly buněčné struktury a ribozomy u bipA mutanty značně poškozeny. Faktor 

BipA je pravděpodobně zodpovědný za správné skládání ribozomu (Choi & Hwang, 2018). 

Při vystavení bakterií vysoké koncentraci Mg 2+ (hořečnatých kationtů), K2TeO3 

(telluričitanu draselnému) nebo penicilinu G dokáže další paralog elongačního faktoru EF-G, 

elongační faktor EF4 in vitro zpětně translokovat tRNA z E místa do P místa a z P místa do A 

místa a pravděpodobně se tak děje i v živých organismech. Elongační faktor EF4 je rozšířen 

mezi bakteriemi, mitochondriemi a chloroplasty (Qin et al., 2006; Balakrishnan et al., 2014; 

Kumar et al., 2016). 

Zajímavý je také protein Hsp15 (heat shock protein 15), o němž by se dalo říct, že 

funguje jako „záchranný faktor.“ Když se teplota v okolí buněk Escherichia coli rychle zvýší 

nad ideální hodnotu pro jejich růst, ribozom se při proteosyntéze rozpadne. Na 50S podjednotku 

je stále připevněna tRNA s polypeptidovým řetězcem. Protein Hsp15 dokáže tRNA od 50S 

podjednotky a polypeptidu oddělit. Ribozom může být použit k další translaci (Korber et al., 

2000; Jiang et al., 2009). Mechanizmus působení Hsp15 je popsán na obrázku 4. 



 

6 

Obrázek 4 – mechanismus působení proteinu Hsp 15: při zvýšení teploty se ribozom rozpadá, 

naváže se na něj Hsp 15, stabilizuje peptidyl-tRNA v P místě a uvolňuje se mRNA. Společně 

s faktorem RF2, který hydrolyzuje esterovou vazbu mezi tRNA a peptidovým řetězcem, je 

uvolněna 50S podjednotka (Starosta et al., 2014). 

 

 

 

2.5.2. Působení antibiotik 

Antibiotika jsou baktericidní nebo bakteriostatické látky, které se začaly hojně využívat 

k léčbě, nejen bakteriálních infekcí, ve 40. letech minulého století.  

Jedním velmi často používaným širokospektrálním antibiotikem je tetracyklin, který se 

začal masově používat v medicíně v 50. letech minulého století. Byl účinný na běžné bakteriální 

infekce, ale krom toho potlačoval také chlamydiové infekce, mykoplazmata, rickettsie, 

protozoa a zpočátku se na něj neobjevovala rezistence jako na penicilin (Chopra & Roberts, 

2001). Působí tak, že se váže do A místa 30S podjednotky a inhibuje proteosyntézu – znemožní 

připojení aa-tRNA (Brodersen et al., 2000; Pioletti et al., 2001). Proteiny TetM a TetO 

(tetracycline resistance protein M and O) patří mezi tzv. ribosomal protection proteins (RPP) 

neboli ribozomální ochranné proteiny. Jsou to homology elongačního faktoru EF-G a způsobují 

rezistenci k tetracyklinu (Connell et al., 2003). Oba ochranné proteiny se vážou na ribozom a 

vyvazují tetracyklin z A místa. Prolin na špičce smyčky III proteinu TetM zasahuje přímo do 

vazebného místa tetracyklinu a rozrušuje jeho vazbu k tomuto místu (Arenz et al., 2015). 

K dalším translačním faktorům způsobujícím rezistenci, v tomto případě ke kyselině 

fusidové, poprvé izolované začátkem 60. let z vřeckovýtrusé houby Fusidium coccineum 

(Godtfredsen et al., 1962), patří faktory Fus(A-E) (fusidic acid resistance protein (A-E)), které 

se vyskytují u stafylokoků. Kyselina fusidová blokuje ribozom s navázaným faktorem EF-G. 

Předpokládá se, že zabraňuje konformačním změnám EF-G nutným k jeho uvolnění z ribozomu 

a pokračování proteosyntézy (Bodley et al. 1969). Bylo objeveno, že FusB se váže na EF-G 

zablokovaného ribozomu a následně ho z něj uvolní. Vazebné místo pro FusB na EF-G je 

poměrně daleko od vazebného místa kyseliny fusidové, proto se předpokládá, že rezistence není 

způsobena překryvem vazebného místa na EF-G pro kyselinu fusidovou (Guo et al., 2012). 

 Proti dalším antibiotikům, která mají svá vazebná místa na ribozomech, chrání buňky 

skupina ARE proteinů patřících do podrodiny ABCF proteinů. Těmito proteiny se zabývám 

v samostatné kapitole ARE proteiny.  
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2.5.3. Poškození mRNA 

Někdy se může stát, že translace není ukončena stop kodonem, ale ribozom narazí na 3´ 

konec mRNA, která byla přerušena. Záchranné faktory ArfA a ArfB (alternative ribosome-

rescue factor A and B) uplatňující se u Escherichia coli, se vážou na ribozom, ve kterém je 

uvíznutá mRNA bez stop kodonu. Faktor ArfA indikuje navázání RF2 do A místa a uvolní tak 

navázanou peptidyl-tRNA (Pech & Nierhaus, 2012).   

Faktor ArfB funguje podobně. Pokud mRNA neobsahuje stop kodon nebo je složena 

z neobvyklých kodonů, katalyzuje hydrolýzu peptidyl-tRNA. Ribozom může být recyklován 

(Handa et al., 2011). Působení těchto záchranných faktorů je znázorněno na obrázku 5. Oba 

faktory působí jako záložní k tmRNA/ssrA (transfer-messenger RNA/small stable RNA) 

systému, který řeší stejný problém a dokáže ukončit translaci v kódujícím úseku mRNA (Karzai 

et al., 1999). 

 

 

 

 

2.5.4. Přechod do stacionární fáze růstu a vyčerpání živin 

Stacionární fáze růstu bakteriální kultury souvisí zpravidla s vyčerpáním klíčových 

živin v médiu. Buňky v této fázi nerostou a nemnoží se. Buněčnou odpověď na tyto podmínky 

nazýváme jako stringentní. Při nedostatku živin, nemožnosti syntetizovat nové aminokyseliny 

a nahromadění nenabité tRNA, se faktor RelA (bifunctional (p)ppGpp synthase) váže do A 

místa ribozomu a způsobuje syntézu alarmonu pppGpp (guanosinpentafosfátu) na úkor ATP a 

GTP (Haseltine & Block, 1973). Alarmon pppGpp je ihned přeměňován na ppGpp 

(guanosintetrafosfát) enzymem SpoT (ppGpp synthetase/hydrolase).  PpGpp v buňce figuruje 

jako druhý posel. Ovlivňuje tak genovou expresi a je odpovědný za stringentní odpověď. 

Celkově tento mechanizmus snižuje míru translace, podporuje využití již syntetizovaných 

aminokyselin a najdeme ho u γ/β – proteobakterií (Atkinson et al., 2011).  

Mezi faktory zastavující translaci patří také MazEF TA (Endoribonuclease toxin MazF 

and antitoxin MazE) systémy. U E. Coli toxin MazF preferenčně štěpí mRNA v ACA sekvenci, 

ale také 16S rRNA na 30S ribozomální podjednotce, a odstraní tak SD a aSD (anti-Shine-

Dalgarno) sekvenci. Toxin MazF může být inaktivován antitoxinem MazE (Vesper et al., 

2014). 

Další možností regulace je ovlivnění funkce ribozomu. Protein SRA (stationary-phase-

induced ribosome-associated protein) se pevně váže na 30S ribozomální podjednotku a dříve 

Obrázek 5 – schéma působení záchranných proteinů ArfA a ArfB při poškození mRNA: a) hnědý 

ArfA společně s zeleným RF2. b) smaragdově zelený ArfB (Starosta et al., 2014). 
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se myslelo, že je součástí ribozomu. Při stacionární fázi se počet SRA v buňce zvyšuje. Přesná 

funkce SRA není známá, ale u mutantů s delecí genu sra se při stacionární fázi utvořily 

nefunkční 100S ribozomy. Protein SRA byl objeven u enterobakterií (Izutsu et al., 2001). 

Na poměr ATP/ADP v buňce reaguje protein EttA (energy-dependent translational 

throttle A) patřící do rodiny ABCF proteinů. Pokud je v buňce vyšší poměr ADP ku ATP, EttA 

se váže do E místa ribozomu během iniciační fáze translace, kde zabraňuje vzniku první 

peptidové vazby, interaguje s L1 ribozomální doménou a tRNA navázanou v P místě. Tím se 

translace zastaví. Pokud počet molekul ATP převýší počet ADP, EttA se uvolní a translace 

může pokračovat (Boël et al., 2014; Chen et al., 2014). O detailech regulace translace proteinem 

EttA a dalšími ABCF proteiny se zmiňuji v následujících kapitolách. 
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3. ABCF proteiny 

ABCF proteiny patří mezi hojně rozšířenou, evolučně velmi starou a konzervovanou 

proteinovou skupinu ze superrodiny ABC (ATP-binding cassette) proteinů. Najdeme je téměř 

ve všech bakteriálních a eukaryotických genomech – například u člověka najdeme 3, u 

Saccharomyces cerevisiae 5, Arabidopsis thaliana obsahuje 2, Escherichia coli má 4 (Boël et 

al., 2014). 

Proteiny z dalších rodin ABC proteinů: ABCA – ABCH (ATP-binding cassette type A-

H), hrají až na výjimky důležitou roli v buněčném transportu – importu důležitých látek z okolí, 

exportu toxinů. Výjimkou jsou proteiny patřící do ABCE a ABCF rodin (ATP-binding cassette 

type E or F), ty transportéry nejsou. Fylogeneticky nejbližší jsou k ABCF proteinům proteiny 

z rodiny ABCE (Murina et al., 2019). Tyto proteiny se navazují na ribozomy, kde jsou součástí 

translačního aparátu a vyskytují se u eukaryot a archea (Mancera-Martínez et al., 2017). Úlohou 

ABCF proteinů je ochrana bakteriální buňky před působením antibiotik, která se vážou na 

ribozom, tyto antibioticko-rezistenční proteiny označujeme zkratkou ARE nebo pravděpodobně 

působí jako translační faktory, a chrání tak buňku před dalšími nepříznivými vlivy okolí. U 

mnoha ABCF proteinů nebyla přesně nebo nebyla vůbec objevena jejich funkce. Dnes je známá 

přesná funkce u proteinu EttA, který figuruje jako translační faktor a u rezistenčních proteinů. 

3.1. Fylogeneze a taxonomie 

 Geny, které kódují ABCF proteiny byly celkem nalezeny v 4505 genomech bakterií a 

eukaryot. Při hledání pomocí lokálního BlastP (Basic Local Alignment Search Tool P) 

vyhledávání v sekvenčních taxonomických databázích NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) a vytvoření HMM (Hidden Markov model) pro lepší klasifikaci 

bylo nalezeno 16 848 homologních sekvencí rozdělených do 45 podrodin: 15 podrodin je 

eukaryotických a 30 bakteriálních. Z celkového počtu patří 7 podrodin mezi ARE proteiny. 

Jejich distribuce zobrazena na obrázku 6. Eukaryotický genom obsahuje průměrně 5 ABCF 

proteinů a bakteriální 4. Předpokládá se, že jejich poslední společný předek ABCF proteinů měl 

(Murina et al., 2019). 

 

  

Obrázek 6 – schéma distribuce ABCF proteinů mezi organismy. Fialově je ABCF protein, který je 

navázán na ribozom, zeleně peptidyl-tRNA, modře 50S ribozomální podjednotka, žlutě 30S 

podjednotka (Murina et al., 2019). 
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 Fylogenetické zařazení ABCF proteinů do skupin je, převážně kvůli horizontálním a 

vertikálním genovým transferům, mutacím, duplikacím genomům a ztrátám genetického 

materiálu, velmi obtížné. V čase se s novými poznatky měnilo a pravděpodobně bude doplněno, 

(Davidson et al., 2008; ter Beek et al.,2014; Murina et al., 2019).  

 Analýza se prováděla pomocí programu RAxML (Randomized Axelerated Maximum 

Likelihood), který se využívá k fylogenetickým analýzám velkých datových souborů při 

maximální pravděpodobnosti (Stamatakis, 2014). V analýze se rozlišují 3 hodnoty: MLB 

(maximum likelihood bootstrap, 0 – 100 %), UFB (ultrafast bootstrap, 0 – 100 %) a BIPP 

(Bayesian inference posterior probability, = nebo <1). Dle těchto hodnot byl sestaven 

fylogenetický strom ABCF proteinů, který je na obrázku 7 a 8. Čím vyšší jsou tyto hodnoty, 

tím jsou si proteiny evolučně bližší, například hodnoty pro EttA a Uup jsou: 100 % MLB, 100% 

UFB, 1.0 BIPP. To znamená, že tyto proteiny mají společného předka (Murina et al., 2019). 

 

 

  

Obrázek 7 – fylogenetický strom ABCF proteinů: světle zeleně jsou lemované eukaryotické ABCF 

proteiny, ostatní jsou bakteriální včetně červeně lemovaných ARE proteinů. Čím tmavší je tečka u 

rozdělení vývojových větví, tím jsou si evolučně bližší. Podrodiny ABCF proteinů s hodnotou 

MLB menší než 60 % vyobrazeny nejsou (Murina et al., 2019). 
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3.2. Distribuce  

Rodina ABCF proteinů je díky jejich velkému rozšíření mezi organismy velmi důležitou 

proteinovou skupinou. U archeí se spíše nevyskytují, byly prokázány jen u Candidatus 

Methanomassiliicoccus intestinalis, Methanomethylophilus alvus, Methanomassiliicoccus 

luminyensis, Thermoplasmatales archaeon BRNA1 a vždy pouze protein YdiF. Pravděpodobně 

budou ABCF proteiny nalezeny u dalších archeí, mnoho archeálních genomů nebylo dosud 

sekvenováno. U 214 bakteriálních druhů, z odlišných kmenů, ABCF proteiny zcela chybí. 

Jedná se zejména o endosymbiotické organismy. Pouze u zástupců kmene Aquaificae chybí 

úplně. Dále jsou zastoupeny u všech eukaryotních organismů krom: Postia placenta 

(bazidiomycety), Enterocytozoon bieneusi (mikrosporidie) a Theileria, Babesia, Eimeria 

(apikomplexa), (Murina et al., 2019). Tabulku popisující distribuci  

U eukaryotických ABCF proteinů je funkce známá například u eEF3, který se vyskytuje 

v houbách a jeho paralog u Saccharomyces cerevisiae (Sarthy et al., 1998). Na ribozom se eEF3 

(eukaryotic elongation factor 3) váže vedle E místa svou chromo a HEAT (Huntington, 

Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) doménou a svým C-koncem interaguje s eEF1A 

(eukaryotic elongation factor 1A). Tato interakce je nezbytná pro elongaci in vivo. Předpokládá 

se, že eEF1A váže aa-tRNA-eEF1A-GTP komlpex do A místa a odstraňuje nenabitou tRNA 

z E místa na ribozomu (Anand et al., 2003; Andersen et al., 2006).    

Z bakteriálních ABCF proteinů je nejrozšířenější podrodina YdiF následovaná 

podrodinou Uup, EttA a YbiT (Murina et al., 2019). V tabulce na další straně jsou vypsané 

všechny ABCF proteinové podrodiny spolu s jejich rozšířením mezi organismy a funkcí, pokud 

byla objevena. Funkce bakteriálních ABCF proteinů rozeberu v následujících kapitolách. 

 

Obrázek 8 – na tomto 

fylogenetickém stromě je vidět 

blízká příbuznost ABCF 

proteinů s proteinovou rodinou 

ABCE. YheS, který se 

vyskytuje u bakterií, je nejbližší 

příbuzný eukaryotickým ABCF 

proteinům. Podrodiny 

s hodnotou MLB menší než 60 

% vyobrazeny nejsou (Murina 

et al., 2019). 
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Tabulka 1 – tato tabulka tvoří souhrn 45 podrodin ABCF proteinů, jejich výskytu a funkcí. 

V prvním sloupci jsou názvy podrodin, v druhém a třetím počet kmenů a druhů, u kterých se daná 

proteinová podrodina vyskytuje, čtvrtý sloupec obsahuje výčet vlastností a kmenů jejich výskytu 

(Murina et al., 2019). 
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3.3. Struktura 

Rodina ABCF proteinů se od ostatních ABC proteinů liší absencí TMD (transmembrane 

domain) domén. Doména vázající a hydrolyzující ATP – NBD (nucleotide binding domain) je 

konzervovaná u všech ABC proteinů. Pro svou katalytickou funkci vyžaduje hořečnaté kationty 

(Markham et al., 1980). Celkem u ABCF proteinů rozlišujeme 2 NBD domény: ABC1 a ABC2 

(Boël et al., 2014). Každá z těchto domén se skládá přibližně z 200 aminokyselin a dvou 

subdomén: větší RecA-like, kterou najdeme i u dalších ATPáz a alfa-helikální doménu, kterou 

mají pouze ABC proteiny. (Beek et al., 2014). 

Domény NBD obsahují specifické konzervované struktury: smyčky A-loop, P-loop 

neboli Walker A motiv (GXXGXGK(S/T)), Q-loop, ABC motiv (LSGGQ), Walker B motiv 

(ϕϕϕϕDE), D-loop (SALD) a H-loop (Walker et al., 1982, Davidson et al., 2008; ter Beek et 

al., 2014). Struktura NBD domény je znázorněna na obrázku 9. 

A-loop smyčka obsahuje obvykle tyrozinový aromatický zbytek, který využívá patrové 

interakce s adeninem, aby udržel ATP na správném místě. S Walker A motivem, se díky 

lyzinovému konci, vážou β- a γ- fosfáty ATP. V Q-loop smyčce má důležitou funkci 

glutaminový zbytek, který formuje aktivní místo NBD domény, a u ABC transportérů také 

interaguje s TMD doménou. ABC motiv najdeme pouze v alfa-helikálních doménách ABCs a 

uděluje jim kladný náboj. Walker B motiv obsahuje 4 hydrofobní aminokyseliny (ϕ) a 

stabilizuje hořečnatý kationt. Monomery D-loop smyček se skládají podél sebe do dimerického 

útvaru a změna jejich konformace mění katalytické místo. Histidinový zbytek v H-loop smyčce 

reaguje s aspartátem v D-loop a γ-fosfátem ATP. Chrání katalytické místo před vniknutím 

vody, pomáhá na svém místě udržovat glutamátový zbytek Walker B motivu a hořečnatý 

kationt (Davidson et al., 2008; ter Beek et al., 2014). 

Obrázek 9 – struktura NBD domény: a) Prostorová 3D 

struktura NBD domén se zvýrazněnými specifickými 

strukturami a subdoménami. b) Detailní pohled do 

nukleotid vazebného místa, interagující aminokyseliny 

jsou zvýrazněny. c) Lineární struktura NBD domény 

společně se specifickými strukturami (ter Beek et al., 

2014). 
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 Dále u ABCF proteinů nalezneme struktury pro ně typické. Z ABC1 domény vystupuje 

subdoména arm. U proteinu EttA u Escherichia coli je arm tvořena alfa-helikální vlásenkou 

složenou ze 45 aminokyselin. Subdoména složená z 81 aminokyselin– linker, spojuje ABC1 a 

ABC2 doménu. EttA dále obsahuje subdoménu toe v ABC2 doméně. Toe je antiparalelní beta-

list složený z 12 aminokyselin (Boël et al., 2014). 

 Některé ABCF proteiny arm doménu ani linker neobsahují, namísto toho je do domény 

ABC2 vložena struktura zvaná chromo. U jiných jsou prodlužovány N a C konce (Murina et 

al., 2019). Struktura domén ABCF proteinů je rozkreslena na obrázku 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obrázek 10 – lineární struktura domén u vybraných ABCF podrodin a) Nahoře 

struktura eukaryotních ABCF podrodin, pod nimi struktura prokaryotních. 

Struktura eukaryotních je více různorodá a proteiny mají velmi často 

modifikované C a N konce. b) Předpovídaná lineární struktura a schématický 

nákres YheS u Escherichia coli (Murina et al., 2019). 
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4. Rozdělení ABCF proteinů u bakterií dle jejich biologické 

funkce 

 U bakteriálních ABCF proteinů dnes rozlišujeme dvě funkce: udílejí rezistenci 

k antibiotikům, která působí na ribozom nebo účinkují jako regulátory translace. Antibioticko-

rezistenční ABCF proteiny souhrnně nazýváme ARE proteiny a patří mezi ně proteiny: CarA, 

LmrC, LsaA, MsrA, MsrE, OleB, OptrA, SalA, SrmB, TaeA, TlrC, VarM, VgaA, VmlR.  

Nejprobádanější protein regulující translaci je EttA, který patří do stejnojmenné podrodiny. U 

proteinů z podrodin Uup, YbiT, YheS se odhaduje, že působí jako regulátory translace také, ale 

toto se prozatím s jistotou neprokázalo.  

U dalších bakteriálních ABCF proteinových podrodin není známé, jak působí a víme o 

nich minimum informací. Podrodiny AAF(1-5) se vyskytují u streptomycet a pravděpodobně 

se podílejí na antibiotické rezistenci. Předpokládá se, že mezi ARE proteiny patří i proteiny z 

podrodin BAF(1-3), FAF(1-2) a PAF1. Funkce ostatních bakteriálních ABCF proteinových 

podrodin nebyla studována. Víme pouze to, v jaký bakteriálních kmenech se vyskytují (Murina 

et al., 2019). 

4.1. ARE proteiny 

Antibioticko-rezistenční ABCF proteiny udílejí bakteriím rezistenci k antibiotikům, 

která se vážou na ribozom, a inhibují tak proteosyntézu. 

 4.1.1. Antibiotika 

Antibiotika patří mezi chemické látky, které usmrcují mikroorganismy nebo inhibují 

jejich růst. Produkují-li je houby nebo bakterie, tak taková antibiotika nazýváme přírodní. 

V současné době se více využívají antibiotika syntetická, která jsou buď celá syntetizována de 

novo nebo jsou modifikována ta přírodní. Objev nových antibiotik se nedávno podařil i u nás 

v České republice, kdy byly zkombinovány dva linkosamidy: celesticetin a linkomycin. 

Výsledkem je antibiotikum zvané ODCELIN, které je v porovnání s komerčně užívanými 

antibiotiky velice účinné. Léčivo je ve fázi vývoje a klinicky se zatím netestovalo (Kadlcik et 

al., 2017). 

Ale ještě se vrátím k historii užívání antibiotik. Poprvé si jejich antimikrobiálního 

účinku všiml Alexandr Fleming v roce 1928, když po návratu z dovolené spatřil, že se mu na 

Petriho miskách s bakteriálními kulturami pomnožila plíseň a bakterie zahubila. Tehdy se 

jednalo o plíseň z rodu štětičkovec Penicillium notatum. Fleming svůj objev publikoval v roce 

1929, ale nebyl schopen onu zázračnou látku, kterou nazval penicillin izolovat. (Fleming, 

1929). Poprvé se izolace penicilinu zdařila o 10 let později na univerzitě v Oxfordu Howadru 

Floreyovi, Ernestu Chainovi a Normanu Heatleyovi (Chain et al., 1940). První dávku penicilinu 

dostal oxfordský policista, který trpěl stafylokokovou infekcí, v únoru roku 1942. Jeho stav se 

zlepšoval, ale zásoba penicilinu nebyla dostatečná k celkovému vyléčení a nákaze podlehl. 

Ostatní pacienti, kteří dostali dávky penicilinu poté, se vyléčili (Abraham et al., 1941). Během 

druhé světové války se výroba penicilinu přesunula do USA a došlo k jeho masovému 
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používání. Penicilin se začal izolovat ze štětičkovce Penicillium chrysogenum, kvůli jeho 

vyšším výtěžkům. Fleming, Chain a Florey obdrželi za svůj objen v roce 1945 Nobelovu cenu 

(The Nobel Prize, 2020). 

Dnes je známo a komerčně se využívá mnoho skupin antibiotik. Rozdělují se podle 

jejich mechanizmu účinku. Penicilin, ampicilin a cefalosporin obsahují beta-laktamový kruh, 

který znemožní spojení peptidoglykanu tvořící buněčné stěny při růstu bakterií. Nerostoucí 

bakterie jsou přirozeně rezistentní. Schopnost porušit cytoplazmatickou membránu má 

amfotericin B, používá se k léčbě mykóz. Mezi antibiotika narušující syntézu nukleových 

kyselin patří chinolony narušující syntézu DNA a rifampiciny narušující syntézu RNA. 

Proteosyntézu inhibují makrolidy, tetracykliny, linkosamidy a další antibiotika, která se vážou 

na ribozom. 

Zdálo se, že antibiotika jsou velmi účinným lékem a jejich užívání se masově rozšířilo 

do celého světa. S nadužíváním antibiotik ovšem přišel problém – rezistence. 

4.1.2. Rezistence 

Antibiotická rezistence je jev, kdy jsou mikroorganismy odolné vůči působení 

antibiotik. Aplikaci přežijí, mohou nadále růst a rozmnožovat se. Bakterie mohou být 

rezistentní, pokud jejich genom obsahuje geny pro rezistenční faktory, jako jsou RPP a ARE 

proteiny. Nebo se mohou stát rezistentními nanovo, když se vyskytne náhodná mutace v úseku 

jejich genomu, který např. pozměnění části buněčného kompartmentu nebo struktury, kam se 

antibiotikum váže. Pokud se mutace objeví právě při aplikaci antibiotik, daná bakteriální buňka 

získá vůči ostatním silnou selekční výhodu a může vytvořit novou odolnou kolonii. Při růstu 

bakterií v ideálním prostředí by náhodná mutace organismus spíše zatěžovala. Mezi bakteriemi 

se rezistenční faktory přenáší vertikálně při buněčném dělení nebo horizontálně. Do 

horizontálních genových transferů řadíme tranformaci – cizorodá DNA je přijata z okolí 

bakterie, konjugaci – dvě bakterie vytvoří tzv. pili, připojí se k sobě a jedna druhé předá 

zreplikovanou molekulu DNA zvanou transpozon nebo plazmid. Plazmidy přinášející 

rezistenci označujeme jako R-plazmidy. Bakterie může obdržet rezistenční transpozon také od 

bakteriofága, tento přenos se nazývá transdukce.  

Bohužel je dnes rezistentních mnoho bakteriálních kmenů a tato skutečnost značně 

komplikuje léčbu. Antibiotika by měla být dostupná pouze na lékařský předpis, což v některých 

zemích není zavedeno nebo jsou předepisována pacientům k jejich spokojenosti. Dalším 

problémem je podávání antibiotik zvířatům ve velkochovech. Antibiotika zrychlují jejich růst 

(Diana et al., 2019). V Česku je toto již zakázáno. Sice se objevují nové účinné látky, ale 

dotáhnutí výzkumu ke zdárnému konci je velice nákladné, finance je prakticky nemožné pro 

výzkumné týmy sehnat a velkým korporacím se finančně vyplatí produkovat velké množství 

širokospektrých antibiotik (WHO, 2020). Osobně si myslím, že budoucnost je ve tvorbě vakcín 

proti strukturám konkrétních patogenů, tak aby se neporušil přirozený mikrobiom a jeho 

následná dysbalance v organismu nezpůsobovala vznik dalších onemocnění (Nomura et al., 

1991). Budoucí výzkumy by se mohly zaměřit právě na ARE proteiny a jimi způsobenou 

rezistenci k antibiotikům vážícím se na ribozomy. 
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4.1.2.1. Mechanizmus rezistence ARE proteinů 

 Bakterie mají mnoho možností, jak se s působením antibiotik vypořádat. Jednou z nich 

je tzv. efflux antibiotika, kdy je antibiotikum aktivně pumpováno transportními proteiny 

zakotvenými v membráně ven z buněk. Zde figurují i již zmiňované ABC transportéry, které 

efflux antibiotika zprostředkovávají za spotřeby ATP.  

Dalším možným způsobem ochrany je ochrana ribozomu, kterou mohou zajistit RPP 

TetO a TetM chránící ribozom před působením tetracyklinu (Connell et al., 2003) nebo právě 

ARE proteiny, které udělují rezistenci k antibiotikům vázajícím se na 50S ribozomální 

podjednotku. Skutečnost, jak ARE proteiny chrání bakterie před antibiotiky, byla 25 let 

předmětem diskuzí a uvažovalo se i o tom, že ARE proteiny jsou v membránách a způsobují 

antibiotický efflux (Chesneau et al., 2005). V roce 2016 byl publikován výsledek výzkumu, 

který potvrzuje, že se ARE proteiny navazují na ribozomy a nejspíše vyvazují antibiotika 

z jejich vazebných míst na ribozomech (Sharkey et al., 2016), tak jak to předpokládaly dřívější 

výzkumy (Kerr et al., 2005; Lenart et al., 2015), ale stále nebylo známé, jak přesně toto 

vyvazování probíhá. 

 Antibiotika, která se navazují do struktur na ribozomu zvaných PTC (peptidyl 

transferase center) – streptograminy A, linkosamidy nebo do NPET (nascent polypeptide exit 

tunnel) – streptograminy B, makrolidy, zablokují proteosyntézu. Prokázat přesnou ribozomální 

funkci se zatím podařilo u proteinů MsrE a VmlR. Předpokládá se, že ostatní ARE proteiny 

mají mechanizmus ochrany ribozomu před účinkem antibiotik podobný. Pro názornost 

ochrannou funkci popisuji na proteinu VmlR, u kterého bylo prokázáno, že se váže do E místa 

ribozomu, zasahuje svým linkerem do PTC a C-koncem do 30S podjednotky. Aby mohl 

dosáhnout do PTC, mění konformaci ribozomu, díky čemu se uvolní antibiotikum 

(streptogramin A, linkosamid nebo pleuromutilin) ze svého vazebného místa, viz obrázek 11 

(Crowe-McAuliffe et al., 2018). 

 

  

 

 

 

 

  

Obrázek 11 – mechanizmus působení proteinu VmlR – a) Antibiotikum je navázáno v PTC a 

blokuje proteosyntézu. b) Protein VmlR s navázaným ATP se váže do E místa ribozomu, navázané 

antibiotikum se uvolňuje. Je zde vidět změna konformace ribozomu, kdy je nově vznikající 

polypeptidový řetězec odkloněn z NPET a zásah do malé podjednotky. c) Probíhá hydrolýza ATP, 

VmlR se uvolňuje z ribozomu, proteosyntéza může pokračovat (Crowe-McAuliffe et al., 2018). 
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Proteiny ze skupiny ARE se vyskytují převážně u grampozitivních bakterií, ale byly 

nalezeny i u některých gramnegativních bakterií. Sekvence jejich genů jsou obsaženy jak 

v chromozomální, tak i v plazmidové DNA. Nachází se např. u patogenních kmenů 

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus (Sharkey et al., 

2016; Su et al., 2018). Tyto patogeny mohou způsobit smrtelná onemocnění. Před vynálezem 

antibiotik se na nemoci, které způsobují, běžně umíralo. 

V následujících odstavcích řadím ARE proteiny do skupin podle toho, k jakým 

antibiotikům udělují rezistenci. 

 

4.1.2.2. ABCF proteiny udílející rezistenci k streptograminům A, linkosamidům a 

pleuromutilinům  

 Do této skupiny patří protein VgaA, LsaA, SalA, VmlR, TaeA, VarM a LmrC. Dané 

proteiny udělují rezistenci k streptograminům A, linkosamidům a občas k pleuromutilinům 

nebo alespoň jednomu z nich. Tato antibiotika se navazují do PTC a překrývají A, P místo nebo 

exit tunnel. (Crowe-McAuliffe et al., 2018). U proteinu VgaA, z podrodiny ARE1, bylo poprvé 

prokázáno, že ARE proteiny zprostředkovávají přímou ochranu ribozomů (Sharkey et al., 

2016). 

Purifikovaný protein VgaA byl vložen in vitro do translačního cyklu a dokázal ochránit 

ribozomy před antibiotiky, která se na ně navazují, jako jsou: virginiamycin M, linkomycin 

(linkosamidy) a retapamulin (pleuromutiliny). Před účinkem erythromycinu (makrolidy), 

florfenikolu (amfenikoly) a linezolidu (oxalzolidinony) VgaA ribozomy neochránil (Sharkey et 

al., 2016). Evolučně novější protein VgaALC, který byl objeven u Streptococcus haemolyticus, 

se od VgaA liší složením 7 aminokyselin, uděluje rezistenci k streptograminům A a oběma 

linkosamidům – linkomycinu a klindamycinu (Novotna & Janata, 2006). 

 U proteinu LsaA z podrodiny ARE3 bylo prokázáno, že u Enterococcus faecalis uděluje 

rezistenci ke klindamycinu a kvinupristinu/dalfopristinu. Toto antibiotikum bývá účinné i na 

rezistentní bakterie, ale kvůli vedlejším účinkům při léčbě se tolik nepoužívá. Skládá ze směsi 

kvinupristinu (streptograminy B) a dalfopristinu (streptograminy A) v poměru 30 : 70 (Gurk-

Turner, 2000; Singh et al., 2002). Kvinupristin a dalfopristin mají na ribozomu odlišná vazebná 

místa. Po navázání dalfopristinu do svého vazebného místa, se změní ribozomální konformace 

a tak se zvýší afinita pro kvinupristin. Použití streptograminů A a B vykazuje značný synergický 

efekt (Vannuffel et al., 1992). Pokud se tedy dalfopristin nemůže na ribozom navázat, 

konformace zůstane nezměněna, a vazebné místo pro kvinupristin, který patří mezi 

streptograminy B, vykazuje nízkou afinitu. Protein LsaA u Staphylococcus aureus chrání před 

bakteriostatickými účinky linkomycinu a virginiamycinu M (Sharkey et al., 2016). 

Protein SalA patřící do podrodiny ARE6 byl objeven u Staphylococcus sciuri a indukuje 

rezistenci k streptograminům A a linkosamidovým antibiotikům. Dokud nebyl protein SalA 

objeven, tento typ rezistence byl u stafylokoků neznámý (Hot et al., 2014).  
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O proteinu VmlR z podrodiny ARE2 je již delší dobu známé, že udává rezistenci 

k linkomycinu a virginiamycinu M. Tato studie byla provedena u Bacillus subtilis (Ohki et al., 

2005). Dále způsobuje rezistenci k tiamulinu z třídy pleuromutilinů u Deinococcus 

Radiodurans (Schlünzen et al., 2004). Dnes je známá i přesná struktura a mechanizmus 

působení VmlR, který jsem popisovala v kapitole Mechanizmus rezistence (Crowe-McAuliffe 

et al., 2018). 

Za rezistenci k tiamulinu je odpovědný také TaeA, který patří do podrodiny Uup 

parafyletické k EttA. Přirozeně se vyskytuje u Paenibacillus sp. Plazmid s genem taeA byl 

přenesen a otestován u Eschericha coli (Pawlowski et al., 2016, Murina et al., 2019). 

Protein VarM patřící do podrodiny ARE5 byl objeven u Streptomyces virginiae, která 

produkuje virginiamycin M1. Jelikož tyto streptomycety samy antibiotikum produkují, musí se 

před jeho účinkem chránit. Ochranu zprostředkovává právě protein VarM. Po přesunutí 

plazmidu s genem varM do Streptomyces lividans, se rezistence k virginiamycinu M1 a dalším 

antibiotikům použitým v experimentu nezvýšila (Kitani et al., 2010).  

Další aktinobakterie, která vytváří antibiotikum – linkomycin a rezistenční proteiny, je 

Streptomyces lincolnensis. Byly u ní objeveny 3 rezistenční proteiny: LmrA, LmrB a LmrC, ale 

mezi ABCF proteiny patří pouze protein LmrC z podrodiny ARE5 (Murina et al., 2019). Geny 

pro tyto rezistenční proteiny byly přesunuty a testovány u Streptomyces lividans, kde také 

vykazují rezistenci k linkomycinu a LmrC vykazuje částečnou rezistenci k erythromycinu. 

Zajímavé je, že všechny geny pro tři rezistenční proteiny leží společně s geny pro linkomycin 

ve stejném clusteru. Geny lmrA a lmrC tento cluster ohraničují (Peschke et al., 1995).  

4.1.2.3. ABCF proteiny udílející rezistenci k streptograminům B makrolidům a jejich 

derivátům 

Makrolidy, streptograminy B a ketolidy, které jsou semi-synteticky odvozeny od 

erythromycinu (Agouridas et al., 1998), se navazují do NPET v blízkosti PTC bezprostředně 

před zúžením, kde se nacházejí ribozomální proteiny L4 a L22. Mohou blokovat NPET nebo 

narušují tvorbu peptidové vazby nově vznikajícího proteinového řetězce (Kannan & Mankin, 

2011). Mezi charakterizované ABCF proteiny udílející rezistenci k těmto antibiotikům patří: 

MsrA, MsrE, CarA, SrmB, TlrC, OleB. 

U proteinů Msr rozlišujeme 4 homology – Msr(A,C,D,E), které udávají rezistenci 

k makrolidům a streptograminům B (Ross et al., 1990).  Proteiny MsrA a MsrE, patřící mezi 

ABCF proteiny z podrodiny ARE1, jsou specifické tím, že mají jedny z nejdelších linkerů. 

Najdeme je u stafylokoků, streptokoků, enterokoků a nedávno byl MsrE identifikován u 

klinického izolátu Pseudomonas aeruginosa, do které se msrE horizontálně přenesl. Známá je 

i jeho struktura a přesný způsob ochrany ribozomu – váže se stejně jako EttA do E místa na 

ribozomu, linkerem zasahuje do NPET a PTC, čím udržuje peptidyl-tRNA na svém místě, aby 

se neodpojila (Su et al., 2018). 

Proteiny: CarA vyizolovaný ze Streptomyces thermotolerans, TlrC ze Streptomyces 

fradiae a SrmB ze Streptomyces ambofaciens, patří do podrodiny ARE4 a vyvolávají rezistenci 
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na makrolidová antibiotika. Tyto tři proteiny jsou si velmi blízké – TIrC a CarA jsou si z 68 % 

sekvenčně identické a z 80 % sekvenčně podobné, TlrC a SrmB vykazují 66% identitu a 80% 

podobnost, SrmB a CarA jsou identické z 76 % a podobné z 87 % (Schoner et al., 1992). 

Aktinobakterie, produkují antibiotikum oleandomycin patřící mezi makrolidy. 

Streptomyces antibioticus se chrání před jeho účinkem vytvářením rezistenčního ABCF 

proteinu OleB, který patří do podrodiny ARE4. Krom OleB Streptomyces antibioticus vytváří 

protein OleC a OleD, které se na ochraně před účinkem antibiotik také podílejí (Olano et al., 

1995). 

4.1.2.4. ABCF proteiny udílející rezistenci k oxazolidinonům a fenikolům 

 Oxazolidinony a fenikoly mají vazebná místa blízko u sebe v P místě na 50S 

ribozomální podjednotce a mohou o ně kompetovat (Bozdogan & Appelbaum, 2004).  Co se 

týče rezistenčních proteinů, v této skupině najdeme prozatím pouze protein OptrA patřící 

do podrodiny ARE7. Z testovaných antibiotik se rezistence potvrdila u linezolidu a tedizolidu 

(oxazolidinony) a chloramfenikolu a florfenikolu (fenikoly). Výzkum se prováděl u enterokoků 

a stafylokoků, izolovaných od lidí a zvířat – Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium a 

Staphylococcus aureus, do kterých byl plazmid s genem optrA vložen pomocí elektroporace 

buněk (Wang et al., 2015). 

 

4.2. Regulační proteiny 

 O regulačních ABCF proteinech je známo mnohem méně informací než o rezistenčních. 

Váží se na ribozom, a regulují tak chod translace. Průlom přišel v roce 2014, kdy se poprvé 

podařilo charakterizovat strukturu a určit funkci jednoho ABCF proteinu. Jednalo se o regulátor 

translace EttA (Boël et al., 2014; Chen et al., 2014). U podrodin Uup, YbiT a YheS se regulační 

funkce předpokládá. 

4.2.1. Protein EttA 

 Regulátor translace EttA ze stejnojmenné podrodiny, dříve zvaný Yjjk, je rozšířen mezi 

více než polovinu známých bakteriálních kmenů, což znamená, že patří mezi nejrozšířenější 

ABCF proteiny u bakterií (Boël et al., 2014; Murina et al., 2019). 

4.2.1.1. Struktura  

Pro rentgenovou a kryoelektronovou mikroskopickou strukturní analýzu byl vybrán 

protein EttA z Escherichia coli. Bylo in vitro zjištěno, že EttA vytváří komplex se 70S 

ribozomy během iniciace translace. Na ribozom se váže vždy jako monomer, ale při vysoké 

koncentraci proteinu EttA v roztoku může vytvářet inaktivní dimery s vzájemně prohozenými 

ABC1 a ABC2 doménami, viz obrázek 12. Subdoména zvaná „arm“ se nachází v ABC1 

doméně a „toe“ v ABC2 doméně. Arm i toe se vyskytují ve smyčce po prvním ze tří alfa-helixů 

v ABCα subdoméně, která je hlavním místem kontaktu transmembránových domén v ABC 

transportérech (Boël et al., 2014).  Bez navázaného ATP je celková konformace proteinu EttA 
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více rozvolněná, vazebná místa pro ATP na NBD doménách jsou uložena v hlubokých žlábcích, 

natočená proti sobě, ale nejsou v těsném kontaktu. Naopak při navázání ATP do svých 

vazebných míst na NBD doménách, se konformace zkompaktní, a protein EttA tak získává lepší 

schopnost navázat se do ribozomu (Chen et al., 2014). Struktura a možné konformace proteinu 

EttA jsou vyobrazeny na obrázku 12. 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Obrázek 12 – struktura regulačního 

proteinu EttA u Escherichia coli, vlevo 

zobrazena detailní proteinová 

konformace, vpravo schéma struktury: 

a) Dimer EttA s vzájemně prohozenými 

ABC1 a ABC2 doménami. b) Monomer 

EttA. c) Monomer EttA s navázaným 

ATP (Boël et al., 2014).  
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 Katalytická místa proteinu EttA jsou, až na dvě výjimky, konzervativní. U většiny 

ortologů EttA chybí aromatický zbytek na C-konci prvního beta vlákna na ABCβ subdoméně 

ABC1 domény přesně v místě, kde tyrozinový zbytek utváří patrové interakce s adeninem 

v molekule ATP. Patrové interakce jsou důležité pro stabilizaci struktur. Druhou zvláštností je 

výměna glutamátu za glutamin v LSGGQ motivech na ABC1 doméně u všech ortologů EttA a 

stejná výměna na ABC2 doméně u většiny ortologů. Substituovaný motiv je označován LSGGE 

(Boël et al., 2014). 

Linker je unikátní subdoména ABCF proteinů spojující NBD domény. Regulační 

protein EttA u Escherichia coli obsahuje linker složený z 81 aminokyselinových zbytků. 

Označujeme ho jako strukturu zvanou PtIM (P-site tRNA-interaction motif) – zasahuje do P 

místa na ribozomu, a zprostředkovává tak kontakt mezi E místem a iniciační tRNA v P místě. 

Část PtIM náležící do ABC1 domény tvoří prodloužení na C-konci alfa-helixu dlouhé 50 Å. Na 

doméně ABC2 tvoří druhou polovinu PtIM pár kratších alfa-helixů, na které navazuje 7 

aminokyselinový zbytek zasahující do žlábku mezi ABCα a F1-like core subdoménami na 

ABC2 doméně naproti rozhraní s ABC1 doménou (Boël et al., 2014). 

4.2.1.2. Regulace proteosyntézy 

Protein EttA se uplatňuje při regulaci proteosyntézy právě tehdy, když se v buňce 

ustanoví vyšší koncentrace ADP než ATP. Tento stav nastává, pokud se buňka dostane do 

stacionární fáze růstu nebo jinak není schopná vytvářet dostatek energie. Při zvýšení 

koncentrace ADP v buňce, se v iniciační fázi translace komplex EttA s navázaným ADP 

vstupuje do 70S ribozomu, váže se do jeho E místa a zabraňuje ribozomu vstoupit do elongační 

fáze translace, protože blokuje utvoření první peptidové vazby (Boël et al., 2014; Chen et al., 

2014). Experimentálně bylo potvrzeno, že u buněk ve stacionární fázi se exprese proteinu EttA 

zvýšila (Boël et al., 2014). Naopak komplex Etta s navázaným ATP utvoření první peptidové 

vazby umožní, hned poté probíhá hydrolýza ATP, EttA opouští ribozom a nastává elongační 

fáze translace. Díky těmto jevům se předpokládá, že poměr ATP ku ADP reguluje 

prostřednictvím proteinu EttA ribozomální aktivitu. 

Studie byly prováděny na třech mutantech. Mutant EttA-EQ2 ztratil svou hydrolyzační 

funkci díky výměně dvou glutaminů za glutamáty v obou katalytických místech na NBD 

doménách. Tato mutace vytváří pevný komplex EttA-ATP, který inhibuje proteosyntézu 

navázáním na 70S ribozomální iniciační komplex, poté se utvoří první peptidová vazba a 

translace se zastavuje. Dále bylo při kryoelektronové mikroskopické analýze zjištěno, že 

komplex vykazuje vysokou elektronovou hustotu v A, P a E místech na ribozomu (Boël et al., 

2014; Chen et al., 2014).   

 Druhý mutant, který má deletovanou subdoménu arm – EttA-Δarm, neměl na chod 

proteosyntézy a růst buněk vliv (Boël et al., 2014). 

Třetí mutant, u kterého je gen pro protein EttA deletován – ΔettA, vykazoval při 

stacionární fázi defektní fenotyp, protože proteosyntéza při dlouhotrvajícím nedostatku energie 

nebyla nijak regulována. 
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4.2.2. Uup, YbiT a YheS 

Protein Uup společně s YbiT a YheS patří mezi ABCF proteiny, které produkuje 

Escherichia coli a prozatím u nich nebyla s jistotou prokázána ribozomální funkce. Nicméně je 

známo, že proteiny YheS a Uup vykazují genovou interakci s translačním faktorem BipA 

(Murina et al., 2019), který se pravděpodobně uplatňuje při skládání ribozomu (Choi & Hwang, 

2018). 

Katharyn L. Cochrane ve své práci objevila, že po přidání genu pro protein Uup, jeho 

expresí a zároveň deleci faktoru BipA, dokáže protein Uup potlačit mnoho negativních 

fenotypových projevů způsobených právě delecí faktoru BipA, jako je například správné 

sestavení ribozomu. Proto můžeme předpokládat, že protein Uup funguje jako regulátor 

translace (Cochrane, 2015). V dřívější studii, která se zabývala mutanty s deletovaným genem 

pro protein Uup, je popsán mutantní fenotyp potomka, který vykazuje citlivost ke kolonii 

mateřských buněk, při jejich společném růstu v jednom médiu. Tyto výsledky naznačují, že 

přítomnost neporušených Walker A motivů v proteinu Uup a schopnost hydrolýzy ATP je 

potřebná k rezistenci dceřiné kolonie vůči mateřské kolonii (Murat et al., 2008). 

V krátkosti se vrátím ke genu bipA, protein BipA jsem popsala v kapitole Změna 

abiotických faktorů na straně 5. Delece genu bipA vede v buňkách rostoucích při teplotě 18 °C 

ke značnému poškození ribozomů (Gibbs & Fredrick, 2018). Při vyřazení genu bipA neměla 

produkce proteinů EttA a YdiF na výsledný fenotyp žádný vliv. Naopak při produkci proteinu 

YheS byly buněčné fenotypy značně poškozeny, ale během růstu buněk v 18 °C fenotyp 

ovlivněn nebyl. To naznačuje, že mezi geny bipA a yheS je specifická genová interakce (Murina 

et al., 2019). 

Podobně jako mutant EttA-EQ2, tak i mutované proteiny Uup-EQ2, YbiT-EQ2 a YheS-

EQ2 bez schopnosti hydrolýzy ATP, inhibovaly proteosyntézu, ovšem ne v takové míře jako 

EttA-EQ2 (Murina et al., 2019). 

Jejich struktura a přesná funkce nebyla objevena, ale výše uvedená fakta svědčí o tom, 

že proteiny Uup, YbiT a YheS, ze stejnojmenných podrodin, pravděpodobně interagují 

s ribozomy za účelem regulace proteosyntézy (Murina et al., 2019).  
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5. Závěr 

Doufám, že se mi podařilo čtenáře své bakalářské práce detailně a zřetelně seznámit 

s doposud málo probádanými ABCF proteiny a nahlédnout pod pokličku regulace části dějů 

odehrávajících se v bakteriálních buňkách.  

Krom doposud objevených struktur a funkcí antibioticko-rezistenčních proteinů VgaA 

a VmlR a regulačního proteinu EttA zbývá prozkoumat mnoho dalších ABCF proteinů. Myslím 

si, že zkoumání dalších antibioticko-rezistenčních proteinů má smysl při hledání nových 

účinných léčiv proti patogenům a má potenciál zachránit mnoho lidských životů. I v segmentu 

regulačních proteinů je prostor pro velké objevy. Je nesmírně zajímavé, jak se regulační 

mechanizmy diverzifikovaly mezi organismy během mnoha milionů let evoluce. 

Jsem zvědavá, jaké nové užitečné informace se na poli ABCF proteinů v budoucnu 

objeví. 
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