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Abstrakt

Translace je jednim z nejzakladnéjSich procesti odehravajicich se v zivych buikach.
Jedna se prepis nukleotidové sekvence mRNA do proteinu, ktery probiha na ribozomech.
Béhem evoluce si organismy vyvinuly nepieberné mnozstvi mechanizmd, kterymi dokazi
flexibiln¢ reagovat na své potieby. Jednim z téchto mechanizmt jsou i ABCF proteiny, které
nalezi do superrodiny ABC transportért, ale na rozdil od nich jim chybi transmembranova
doména a neucastni se transportnich procesi. V bunikach se ABCF proteiny nachéazeji volné
v cytosolu nebo interaguji s ribozomy. Dnes rozliSujeme dvé skupiny ABCF proteinii:
antibioticko-rezistencni a proteiny, které reguluji translaci. OvSem tato funkce byla s jistotou
potvrzena pouze u proteinu Etta. Antibioticko-rezistenéni ABCF proteiny (ARE) se vaZou na
ribozom a ochranuji ho pfed plsobenim antibiotik navazujicich se na 50S ribozomalni
podjednotku. Regula¢ni ABCF proteiny reaguji na vnitini a vnéjSi bunééné podminky.
V ptipadé neobvyklych podminek se navazuji na ribozomy a jsou stézejni pro jejich spravnou
funkci. Dnes je znamo 45 podrodin ABCF proteint, ale struktura a piesny mechanizmus
pusobeni téchto proteinti je stale zahalen tajemstvim. Ve své praci shrnuji dostupné informace
o bakteridlnich ABCF proteinech.

Klicova slova: ABCF proteiny, antibioticka rezistence, ARE, regulace translace, ribozom,
translace, translacni 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
ABCEF 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
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1. Uvod

Planeta Zem¢ se ve vesmiru utvofila zhruba pted 4,5 miliardami let. Odhaduje se, ze
prvni zivé organismy planetu obyvaly jiz pfiblizn€ miliardu let poté. Primitivni organismy byly
tvofeny nukleovymi kyselinami a jednoduchymi proteiny. Nejbliz§i potomci téchto
jednoduchych organismi jsou s ndmi stale. Jsou to vSudypfitomné bakterie a viry.

Jesté v obdobi renesance ¢lovek piimo o jejich existenci nevedél. Nicméné drive lidé,
zejména pfi rozvoji pandemii uvazovali, ze se nemoci §ifi prostfednictvim malych castecek,
které se vznasi ve vzduchu, kontaminuji zdroje vody a potraviny nebo se prenasSeji zvitaty.
Velmi znamé jsou historické kresby morovych doktorti, kteti se snazili béhem pandemie chranit
pied nékazou pevnym kabatem, neprodySnymi botami, rukavicemi a maskou s dlouhym
zobdkem, do kterého si vkladali 1é¢ivé byliny.

Prvni, kdo pozoroval bakterie, byl nizozemsky obchodnik Antoni van Leeuwenhoek,
ktery sestrojil v 17. stoleti prvni mikroskop. Kresby jeho pozorovani se dochovaly dodnes.
Bakterie, které¢ byly také predmétem jeho pozorovéani, pojmenoval animacules.
Leeuwenhoekovu praci miizeme povazovat za zacatek nové védni discipliny — mikrobiologie,
ktera se pravé mikroorganismy zabyva.

V dalsich stoletich doslo k mohutnému rozvoji mikrobiologie a dalSich molekularné-
biologickych véd. Dnes mame moznost studovat chovani a bunééné procesy na molekularni
urovni. Jednim z téchto, relativné dobie probadanych, procesu je 1 bakterialni proteosyntéza,
bunécné kompartmenty a proteiny, které ji zajistuji a reguluji. Ale zname je skutecné tak
detailng?

Cilem moji prace bylo zabyvat se bakteridlnimi ABCF proteiny (ATP-binding cassette
type F protein family) a shrnout o nich doposud zndmé informace. Proteiny z této rodiny se
vazou na ribozom, a tak dokazi ochranit ribozom pied ptisobenim antibiotik, ktera se na n¢j
navazuji. Dale se predpokladd, ze ABCF proteiny pusobi jako regulatory translace. Mnoho
ABCEF proteinil vS§ak nebylo doposud prozkouméno a jejich funkce je neznama.



2. Translace

vvvvvv

se v zivych organismech. Jest€¢ v poloviné minulého stoleti jsme neveédéli, jak proteosyntéza
funguje. Jednu z prvnich myslenek vyslovili vroce 1961 F. Jacob a J. Monod: ,,Synthesis of
individual protein may be provoked or supressed under the influence of specific external
agents.“ Predpovédeli existenci malé nestabilni molekuly, ktera zprostiedkovava pienos
genetické informace DNA do struktury proteinu. Problémem se také zabyval F. Crick, ktery
v roce 1953, spolu s J. Watsonem popsal strukturu DNA (deoxyribonukleové kyseliny). Roku
1970 publikoval F. Crick ¢lanek Central dogma of molecular biology. Crick tvrdil, Ze tok
genetické informace je jednosmérny. Sekvence DNA je ve stejném potadi piepsana do RNA a
podle té se syntetizuje protein (viz. obrazek 1 a 2). Pozd¢ji bylo dokazano, ze je v piirodé mozné
podle RNA (ribonukleové kyseliny) vytvotit komplementarni DNA sekvenci pomoci enzymu
zvanych reverzni transkriptazy. Tato strategie byla objevena u retrovira (Temin & Mizutani,
1970).

The Central Dogma: "Once information has got into a protein it

can't get out again™. Information here means the sequence of
< the amino acid residues, or other sequences related to it.
That is, we may be sble to have
DNA z " RNA ~. Protein
~ Ve
but never
DA RHA - Protein
2
where the arrows show the transfer of information.

Obrazek 1 — Cricktv prvni nékres centralniho
dogma molekularni biologie, ktery mél ve svych
poznamkach v roce 1956 — davno pted tim, nez
teorii publikoval (Cobb, 2017).

Obrazek 2 — Crick pfednasejici na sympoziu
v Cold Spring Harbor roku 1963. V pozadi je
vidét nakres centralniho dogma (Cobb,
2017).

Translace je proces odehravajici se ve vSech zivych bunikach. Jedna se o prepis
nukleotidové sekvence RNA do aminokyselinové sekvence proteinu, ktery se odehrava na
ribozomu.

2.1. Ribozomy a faze translace u bakterii

Ribozomy jsou ribonukleoproteinové komplexy nachazejici se v kazdé zivé buiice. Jsou
nezbytné pro tvorbu proteinii v organismu. Pomér rRNA (ribozomdlni RNA) a proteint
v ribozomech je zhruba 2:1 — rRNA tvofi katalyticky aktivni misto ribozomu, proteiny udrzuji
jeho terciarni strukturu a jsou pfevazné na jeho povrchu. Ribozomy se skléddaji ze dvou nestejné
velkych podjednotek. U bakterii a archea oznacujeme malou podjednotku 30S (Svedbergova
jednotka). Sklada se z 1500 nukleotidii 16S RNA a 20 — 21 proteinti, které slouZi ke kontrole



spravnosti translace nebo jako translac¢ni faktory. Velka 50S podjednotka je tvotfena 3000
nukleotidy 23S, 5S RNA a 31 — 35 proteiny. Velkd podjednotka zodpovida za katalytickou
aktivitu a utvéafeni proteini (Davidovich ef al., 2010). V porovnani s ostatnimi bunécnymi
kompartmenty je ribozom pomérné velky. Buiiky jich mohou obsahovat nékolik tisic. Cim
rychleji rostou, tim vice ribozomi obsahuji.

V ribozomu jsou 4 vazebnd mista pro tRNA (transferovou tRNA): A (acceptor) site:
navazani tRNA; P (peptidyl) site: tvorba peptidové vazby, translokace tRNA; E (exit) site:
odchod vybité tRNA a vazebné misto pro mRNA (mediatorovou RNA).

2.2. Iniciace

U bakterii jedna molekula mRNA kodduje vice proteinti, takovou mRNA oznaCujeme
jako polycystronni. Na mRNA najdeme Shine-Dalgarno (SD) sekvenci, kterd se vaze k 16S
RNA na malé ribozomalni podjednotce. Poté se k 30S podjednotce ptipoji 50S podjednotka.
Diky SD sekvenci je start kodon AUG nasmérovan do P mista ribozomu. Na ribozomu je

......

.....

.....

uvolni a naseda na komplex velka 50S ribozomalni podjednotka, IF3 kontroluje nasednuti velké
508 podjednotky tak, aby nasedla az po pfipojeni mRNA a fMET-tRNA do P mista.

2.3. Elongace

Na A misto vribozomu vstoupi dals$i nabitd aa-tRNA v komplexu s elongacnim
faktorem EF-TU (elongation factor thermo unstable). Pokud jsou triplety mRNA a aa-tRNA
komplementarni, dochdzi k hydrolyze GTP. Kdyby se triplety nesparovaly, tak by se jednak
nemohl navazat elongacni faktor EF-TU a neprobéhla by GTPazova reakce, jejiz energie se
vyuziva prave na kontrolu presnosti pfipojeni.

Kdyz je spravna aa-tRNA (aminoacyl-tRNA) v misté¢ A, dochazi k tvorbé peptidické
vazby katalyzované velkou 50S podjednotkou. Rostouci polypeptid se presouvd z tRNA
navazané na mist¢ P na tRNA v misté A. Poté je za Gi€asti elongacniho faktoru EF-G (elongation
factor G), ktery zptisobuje konformaéni zménu ribozomu a energie z hydrolyzy dal§i molekuly
GTP, tRNA s rostoucim polypepdidem je pfesunuta z A mista do P mista. Nenabita tRNA se
z mista P translokuje do mista E, opousti ribozom a mize byt opétovné pouzita. Misto A je
prazdné a ptipravené na piipojeni dalsi piisluSné aa-tRNA.



2.4. Terminace

Ribozom se pohybuje po mRNA, pfipojuje aminokyseliny do polypeptidu a dojde ke
stop kodonu. Na stop kodon se nevaze tRNA, ale uvolnovaci faktory (RF): RF1 rozeznava stop
kodony UAA a UAG, RF2 rozeznava UAA a UGA (Scolnick et al., 1968). Uvolnovaci faktory
zméni funkci peptidyltransferazy a misto aminokyseliny pfidaji na konec polypeptidového
fetézce vodu. Polypeptid je tak odstépen, mize byt dale modifikovan a ribozomalni
podjednotky se od sebe oddéli. Podjednotky se mohou zase znovu spojit a zahdjit tak dalsi
translaci.

Ptipojeni jedné aminokyseliny do proteinu je velmi energeticky narocné: k pfipojeni
aminokyseliny na 3'OH konec tRNA je potieba 1 ATP (adenosintrifosfat), pii elongaci se
spotiebuji 2 GTP, dale se spotifebuje 1 GTP pii iniciaci GTPazovou aktivitou IF2 a 1 GTP pii
terminaci. Rostouci bakteridlni buiika spotiebuje 80% energie na syntézu proteinii a rRNA
(Stouthamer & Bettenhaussen, 1973). Cely proces translace je zjednoduSené znazornén na
obrazku 3.
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Obrazek 3 — schéma bakterialniho translacniho aparatu: a) Ribozom: bézova mala podjednotka a
modra velkd podjednotka, v misté A je navazana tRNA nesouci novou aminokyselinu, v misté P je
tRNA s vznikajicim polypeptidem a v misté E je odchazejici vybita tRNA, ribozomem prochazi
molekula mRNA. (b ¢) Iniciace translace: navézéni fMET- tRNA na mRNA sklédéni ribozomu
dalsi aa-tRNA, peptidyltransferazova reakce, translokace a posunuti ribozomu k da151mu kodonu.
Pfi terminaci ribozom dorazi ke stop kodonu a za i¢asti RFs syntéza polypeptidu kon¢i. Ribozom
se rozpada a je vyuzit k dal§im syntézam polypeptidi (Fei et al., 2010).



2.5. Translac¢ni faktory

U experimentli provadénych v laboratoii, jsou bakterie kultivovany za idedlnich
podminek k rastu. OvSem bakterie, které ziji pfirozen¢, jsou vystaveny nepiiznivym vliviim
prostfedi. Velmi Casté jsou zmény teplot, vyCerpani hlavni ziviny v okoli, kompetice s ostatnimi

druhy, pouziti antibiotik nebo zanik hostitelského prostiedi.

Mikroorganismy musi na tyto zmény v prostiedi flexibiln¢ reagovat — regulovat syntézu
proteinti, a meénit tak slozeni svého proteomu. Jednou z moznosti regulace je ovlivnéni
translace. Zde se uplatnuji stresové translaéni faktory. Jsou to proteiny, které plisobi na
ribozomy a diky tomu ovliviiuji produkci proteinti béhem bunécného stresu.

Kromé translacnich faktori popsanych v ptedchozich kapitolach bylo v poslednich
letech u bakterii popsano mnoho dalSich — stresovych translac¢nich faktorti, které mizeme
rozdélovat do skupin podle toho, v jaké situaci se uplatiuji. O funkci nékterych translacnich
faktorti, uplatiiujicich se pii bunécném stresu, byva mnohdy k dispozici mélo informaci.

2.5.1. Zména abiotickych faktori prostiredi

Mezi abiotické faktory patii naptiklad: teplota nebo pH. Pii jejich sniZeni a také pfi
oxidativnim stresu, vlivem detergenti a antimikrobidlnich peptidli se uplatiiuje paralog
elonga¢niho faktoru EF-G, BipA (BPI-inducible protein A). Faktor BipA je rozSifen mezi
bakteriemi a chloroplasty, ale nevyskytuje se v organismech, které¢ maji redukované genomy
(Leipe et al., 2002; Margus ef al., 2007). Mutantni kmeny s deletovanym genem bipA vyrostly
pii optimalni teploté 37 °C nepoSkozené, stejné jako wt (wild type) kmeny. AvSak pfi sniZzeni
teploty na 20 °C byly bunécné struktury a ribozomy u bipA mutanty zna¢né poskozeny. Faktor
BipA je pravdépodobné zodpoveédny za spravné skladani ribozomu (Choi & Hwang, 2018).

Pfi vystaveni bakterii vysoké koncentraci Mg %* (hofecnatych kationtll), KoTeOs
(telluricitanu draselnému) nebo penicilinu G dokéze dalsi paralog elongacniho faktoru EF-G,
elongacni faktor EF4 in vitro zpétné translokovat tRNA z E mista do P mista a z P mista do A
mista a pravdépodobné se tak déje 1 v Zivych organismech. Elongacni faktor EF4 je rozsifen
mezi bakteriemi, mitochondriemi a chloroplasty (Qin ef al., 2006; Balakrishnan et al., 2014;
Kumar et al., 2016).

Zajimavy je také protein Hspl5 (heat shock protein 15), o némz by se dalo fict, ze
funguje jako ,,zachranny faktor.“ Kdyz se teplota v okoli bun¢k Escherichia coli rychle zvysi
nad ideélni hodnotu pro jejich rist, ribozom se pii proteosyntéze rozpadne. Na 50S podjednotku
je stale ptipevnéna tRNA s polypeptidovym fetézcem. Protein Hspl5 dokaze tRNA od 50S
podjednotky a polypeptidu oddélit. Ribozom mize byt pouzit k dalsi translaci (Korber ef al.,
2000; Jiang et al., 2009). Mechanizmus piisobeni Hsp15 je popsén na obrazku 4.
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Obrazek 4 — mechanismus plisobeni proteinu Hsp 15: pii zvyseni teploty se ribozom rozpada,
navaze se na n¢j Hsp 15, stabilizuje peptidyl-tRNA v P misté a uvoliiuje se mRNA. Spole¢né
s faktorem RF2, ktery hydrolyzuje esterovou vazbu mezi tRNA a peptidovym fetézcem, je
uvolnéna 50S podjednotka (Starosta et al., 2014).

2.5.2. Pusobeni antibiotik

Antibiotika jsou baktericidni nebo bakteriostaticke latky, které se zaCaly hojn¢ vyuzivat
k 1écbe, nejen bakteridlnich infekci, ve 40. letech minulého stoleti.

Jednim velmi ¢asto pouzivanym Sirokospektralnim antibiotikem je tetracyklin, ktery se
zacal masové pouzivat v medicin€ v 50. letech minulého stoleti. Byl i€inny na bézné bakterialni
infekce, ale krom toho potlacoval také chlamydiové infekce, mykoplazmata, rickettsie,
protozoa a zpocatku se na n¢j neobjevovala rezistence jako na penicilin (Chopra & Roberts,
2001). Pisobi tak, ze se vaze do A mista 30S podjednotky a inhibuje proteosyntézu — znemozni
piipojeni aa-tRNA (Brodersen et al., 2000; Pioletti et al., 2001). Proteiny TetM a TetO
(tetracycline resistance protein M and O) patii mezi tzv. ribosomal protection proteins (RPP)
neboli ribozomalni ochranné proteiny. Jsou to homology elonga¢niho faktoru EF-G a zpiisobuji
rezistenci k tetracyklinu (Connell ef al., 2003). Oba ochranné proteiny se vaZzou na ribozom a
vyvazuji tetracyklin z A mista. Prolin na Spicce smycky III proteinu TetM zasahuje piimo do
vazebného mista tetracyklinu a rozrusuje jeho vazbu k tomuto mistu (Arenz et al., 2015).

K dal$im translacnim faktorim zpiisobujicim rezistenci, v tomto piipadé¢ ke kyseliné
fusidové, poprvé izolované zacatkem 60. let z vieckovytrusé houby Fusidium coccineum
(Godtfredsen et al., 1962), patti faktory Fus(A-E) (fusidic acid resistance protein (A-E)), které
se vyskytuji u stafylokokl. Kyselina fusidova blokuje ribozom s navazanym faktorem EF-G.
Predpoklada se, Ze zabranuje konformaénim zménam EF-G nutnym k jeho uvolnéni z ribozomu
a pokraCovani proteosyntézy (Bodley et al. 1969). Bylo objeveno, Ze FusB se vaze na EF-G
zablokovaného ribozomu a nésledné ho z néj uvolni. Vazebné misto pro FusB na EF-G je
pomérné daleko od vazebného mista kyseliny fusidové, proto se pfedpoklada, Ze rezistence neni
zpusobena prekryvem vazebného mista na EF-G pro kyselinu fusidovou (Guo ef al., 2012).

Proti dal$im antibiotiklim, kterd maji sva vazebna mista na ribozomech, chrani buiiky
skupina ARE proteinli patficich do podrodiny ABCF proteinli. Témito proteiny se zabyvam
v samostatné kapitole ARE proteiny.



2.5.3. Poskozeni mRNA

Nékdy se mulize stat, Ze translace neni ukoncena stop kodonem, ale ribozom narazi na 3’
konec mRNA, ktera byla prerusena. Zachranné faktory ArfA a ArfB (alternative ribosome-
rescue factor A and B) uplatijici se u Escherichia coli, se vazou na ribozom, ve kterém je
uviznutd mRNA bez stop kodonu. Faktor ArfA indikuje navazani RF2 do A mista a uvolni tak
navazanou peptidyl-tRNA (Pech & Nierhaus, 2012).

Faktor ArfB funguje podobné. Pokud mRNA neobsahuje stop kodon nebo je slozena
z neobvyklych kodont, katalyzuje hydrolyzu peptidyl-tRNA. Ribozom muze byt recyklovan
(Handa et al., 2011). Pasobeni téchto zachrannych faktort je znazornéno na obrazku 5. Oba
faktory pisobi jako zalozni k tmRNA/ssrA (transfer-messenger RNA/small stable RNA)
systému, ktery fesi stejny problém a dokéaze ukoncit translaci v kédujicim useku mRNA (Karzai
etal., 1999).
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Obrazek 5 — schéma plisobeni zachrannych proteinti ArfA a ArfB pii poskozeni mRNA: a) hnédy
ArfA spoleéné s zelenym RF2. b) smaragdové zeleny ArfB (Starosta et al., 2014).

2.5.4. Piechod do stacionarni faze riustu a vy€erpani zivin

Stacionarni faze rustu bakteridlni kultury souvisi zpravidla s vyCerpanim klic¢ovych
zivin v médiu. Buiiky v této fazi nerostou a nemnozi se. Bunécnou odpovéd’ na tyto podminky
nazyvame jako stringentni. Pfi nedostatku Zivin, nemoznosti syntetizovat nové aminokyseliny
a nahromadéni nenabité tRNA, se faktor RelA (bifunctional (p)ppGpp synthase) vaze do A
mista ribozomu a zplisobuje syntézu alarmonu pppGpp (guanosinpentafosfatu) na ukor ATP a
GTP (Haseltine & Block, 1973). Alarmon pppGpp je ihned pfeménovan na ppGpp
(guanosintetrafosfat) enzymem SpoT (ppGpp synthetase/hydrolase). PpGpp v buiice figuruje
jako druhy posel. Ovliviiuje tak genovou expresi a je odpovédny za stringentni odpovéd.
Celkové tento mechanizmus sniZzuje miru translace, podporuje vyuZiti jiZz syntetizovanych
aminokyselin a najdeme ho u y/p — proteobakterii (Atkinson ef al., 2011).

Mezi faktory zastavujici translaci patii také MazEF TA (Endoribonuclease toxin MazF
and antitoxin MazE) systémy. U E. Coli toxin MazF preferencné st¢pi mRNA v ACA sekvenci,
ale také 16S rRNA na 30S ribozomalni podjednotce, a odstrani tak SD a aSD (anti-Shine-
Dalgarno) sekvenci. Toxin MazF miiZze byt inaktivovan antitoxinem MazE (Vesper et al.,
2014).

Dalsi moZnosti regulace je ovlivnéni funkce ribozomu. Protein SRA (stationary-phase-
induced ribosome-associated protein) se pevné vaze na 30S ribozomalni podjednotku a diive



se myslelo, Ze je soucasti ribozomu. Pfi staciondrni fazi se pocet SRA v burice zvySuje. Pfesna
funkce SRA neni znama, ale u mutant s deleci genu sra se pii stacionarni fazi utvoftily
nefunkcéni 1008 ribozomy. Protein SRA byl objeven u enterobakterii (Izutsu ef al., 2001).

Na pomér ATP/ADP v bunce reaguje protein EttA (energy-dependent translational
throttle A) pattici do rodiny ABCF proteinii. Pokud je v buiice vyssi pomér ADP ku ATP, EttA
peptidové vazby, interaguje s L1 ribozomalni doménou a tRNA navazanou v P misté. Tim se
translace zastavi. Pokud pocet molekul ATP ptevysi pocet ADP, EttA se uvolni a translace
muze pokracovat (Boél ef al., 2014; Chen et al., 2014). O detailech regulace translace proteinem
EttA a dalSimi ABCF proteiny se zminuji v nasledujicich kapitolach.



3. ABCF proteiny

ABCEF proteiny patii mezi hojné rozsifenou, evolucné velmi starou a konzervovanou
proteinovou skupinu ze superrodiny ABC (ATP-binding cassette) proteinii. Najdeme je témet
ve vSech bakteridlnich a eukaryotickych genomech — naptiklad u ¢lovéka najdeme 3, u
Saccharomyces cerevisiae 5, Arabidopsis thaliana obsahuje 2, Escherichia coli ma 4 (Boél et
al.,2014).

Proteiny z dalSich rodin ABC proteinti: ABCA — ABCH (ATP-binding cassette type A-
H), hraji az na vyjimky dulezitou roli v bunééném transportu — importu dulezitych latek z okoli,
exportu toxintl. Vyjimkou jsou proteiny patiici do ABCE a ABCF rodin (ATP-binding cassette
z rodiny ABCE (Murina ef al., 2019). Tyto proteiny se navazuji na ribozomy, kde jsou soucasti
translaéniho aparatu a vyskytuji se u eukaryot a archea (Mancera-Martinez ef al., 2017). Ulohou
ABCEF proteinti je ochrana bakterialni buniky pfed pisobenim antibiotik, ktera se vazou na
ribozom, tyto antibioticko-rezistencni proteiny oznacujeme zkratkou ARE nebo pravdépodobné
pusobi jako translacni faktory, a chrani tak buniku pfed dalSimi neptiznivymi vlivy okoli. U
mnoha ABCF proteini nebyla ptesné nebo nebyla viibec objevena jejich funkce. Dnes je znama
presna funkce u proteinu EttA, ktery figuruje jako translacni faktor a u rezisten¢nich proteind.

3.1. Fylogeneze a taxonomie

Geny, které¢ koduji ABCF proteiny byly celkem nalezeny v 4505 genomech bakterii a
eukaryot. Pfi hledani pomoci lokalniho BlastP (Basic Local Alignment Search Tool P)
vyhledavani v sekven¢nich taxonomickych databazich NCBI (National Center for
Biotechnology Information) a vytvoieni HMM (Hidden Markov model) pro lepsi klasifikaci
bylo nalezeno 16 848 homolognich sekvenci rozdélenych do 45 podrodin: 15 podrodin je
eukaryotickych a 30 bakterialnich. Z celkového poctu patifi 7 podrodin mezi ARE proteiny.
Jejich distribuce zobrazena na obrazku 6. Eukaryoticky genom obsahuje primérné¢ 5 ABCF
proteini a bakterialni 4. Pfedpoklada se, ze jejich posledni spole¢ny piedek ABCF proteini mél
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Obrazek 6 — schéma distribuce ABCF proteinti mezi organismy. Fialové je ABCF protein, ktery je
navazan na ribozom, zelen€ peptidyl-tRNA, modfe 50S ribozomalni podjednotka, zluté 30S
podjednotka (Murina et al., 2019).



Fylogenetické zatazeni ABCF proteinti do skupin je, pfevazné kvili horizontadlnim a
vertikdlnim genovym transferim, mutacim, duplikacim genomim a ztratdm genetického
materialu, velmi obtizné. V ¢ase se s novymi poznatky ménilo a pravdépodobné bude doplnéno,
(Davidson et al., 2008; ter Beek et al.,2014; Murina et al., 2019).

Analyza se provadéla pomoci programu RAXML (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood), ktery se vyuziva k fylogenetickym analyzdm velkych datovych soubord pfi
maximalni pravdépodobnosti (Stamatakis, 2014). V analyze se rozliSuji 3 hodnoty: MLB
(maximum likelihood bootstrap, 0 — 100 %), UFB (ultrafast bootstrap, 0 — 100 %) a BIPP
(Bayesian inference posterior probability, = nebo <1). Dle téchto hodnot byl sestaven
fylogeneticky strom ABCF proteind, ktery je na obrazku 7 a 8. Cim vyssi jsou tyto hodnoty,
tim jsou si proteiny evolu¢né blizsi, naptiklad hodnoty pro EttA a Uup jsou: 100 % MLB, 100%
UFB, 1.0 BIPP. To znamen4, Ze tyto proteiny maji spolecného ptedka (Murina ef al., 2019).

ARES BAF2
[VarM, AAF2

LmrC) |[BAF3/ pAF1
5

I3

ARE4
(OleB, TIrC, CarA, SrmB) AAF4

ARE1
(VgaA, MsrE)

#= ABCF7
YbiT

ABCF3 (Genzo)

A1/ yhes ABCF6&

# Uup sequences with deleted arm
Group and inter-group branch support:

® 100% MLB 100%, UFB, 1.0 BIPP,
present in all uncoupled domain trees

® 85-99% MLB, >90% UFB, 1.0 BIPP
© 70-84% MLB, 80-89% UFB, <1.0 BIPP
£+ 60-69% MLB, 80-89% UFB, 1.0 BIPP =eEF3L

ABCF1 (aBCSD)

ABCF5

(R ABCF2 (Arb1)

New! 6EF3 —— 0.1 substitutions

Obrazek 7 — fylogeneticky strom ABCF proteint: svétle zelen€ jsou lemované eukaryotické ABCF
proteiny, ostatni jsou bakteridlni véetné dervené lemovanych ARE proteintl. Cim tmavsi je tecka u
rozdéleni vyvojovych vétvi, tim jsou si evolu¢né blizsi. Podrodiny ABCF proteinti s hodnotou
MLB mensi nez 60 % vyobrazeny nejsou (Murina et al., 2019).
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Homo sapiens NP_009120.1 ABCF2 ,
Homo sapiens NP_005683.2 ABCF2 Obrazek 8 — na tomto
Arabidopsis thaliana NP_200887.1 ABCF2

Saccharomyces cerevisiae NP_010953.1 ABCF2 (Arb1) fylogenetickérn stromeé je Vidét
Schizosaccharomyces pombe NP_535933.1 ABCF2

Schizosaccharomyces pombe NP_588051.1 ABCF2 blizka pﬁbuznost ABCF
Homo sapiens NP_001020262.1 ABCF1 (ABCS0)

Homo sapiens NP_001081.1 ABCF1 (ABCS0) proteinﬁ S proteinovou rodinou
Arabidopsis thaliana NP_567001.1 ABCF1

Saccharomyces cerevisiag NP_116664.1 ABCF3 (Gcn20) 4
Schizosaccharomyces pombe NP_585837.1 ABCF3 ABCE Yhes’ ktery ¢

Homo sapiens NP_060828.2 ABCF3 : syt . svvr
Arabicopsis thaliana NP_176636.1 ABCF7 vyskytuje u bakterii, je nejblizsi

Group and inter-group branch support:

@ -85% MLB, >95% UFB, 1.0 BIPP

@ =70% MLB, =80% UFB, 0.9-0.99 BIFF
© »60-69% MLB, »80% UFB, 1.0 BIPP

ptibuzny eukaryotickym ABCF

proteinim. Podrodiny
b Escherichia coli NP_417811.1 Yhes s hodnotou MLB mensi nez 60
_._|—_Escherichia coli NP_415341.1 Ybit 0 . .
Bacillus subtilis NP_389326.1 Ybit (YkpA) % Vyobrazeny nejsou (Murlna
Ara NP_1 CpAF1
etal., 2019).

— = 0.1 substitutions
Py

Escherichia coli NP_415469.1 Uup
_9_: Escherichia coli NP_418808.1 EftA
Bacillus subtilis NP_388618.1 Uup (YfmR)

Bacillus subtilis NP_388623.2 YimM

Bacillus subtilis NP_388476.2 Ydif

- | aBcERI

3.2. Distribuce

Rodina ABCEF proteint je diky jejich velkému rozsifeni mezi organismy velmi dulezitou
proteinovou skupinou. U archei se spiSe nevyskytuji, byly prokdzany jen u Candidatus
Methanomassiliicoccus intestinalis, Methanomethylophilus alvus, Methanomassiliicoccus
luminyensis, Thermoplasmatales archaecon BRNAI a vzdy pouze protein YdiF. Pravdépodobné
budou ABCF proteiny nalezeny u dalSich archei, mnoho archealnich genomt nebylo dosud
sekvenovéano. U 214 bakteridlnich druhti, z odlisSnych kmeni, ABCF proteiny zcela chybi.
Jedna se zejména o endosymbiotické organismy. Pouze u zastupcl kmene Aquaificae chybi
upln€é. Déle jsou zastoupeny u vSech eukaryotnich organismi krom: Postia placenta
(bazidiomycety), Enterocytozoon bieneusi (mikrosporidie) a Theileria, Babesia, Eimeria
(apikomplexa), (Murina et al., 2019). Tabulku popisujici distribuci

U eukaryotickych ABCF proteint je funkce znama napiiklad u eEF3, ktery se vyskytuje
v houbdch a jeho paralog u Saccharomyces cerevisiae (Sarthy et al., 1998). Naribozom se eEF3
(eukaryotic elongation factor 3) vdze vedle E mista svou chromo a HEAT (Huntington,
Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) doménou a svym C-koncem interaguje s eEFI1A
(eukaryotic elongation factor 1A). Tato interakce je nezbytna pro elongaci in vivo. Pfedpoklada
se, ze eEF1A vaZze aa-tRNA-eEF1A-GTP komlpex do A mista a odstrafiuje nenabitou tRNA
z E mista na ribozomu (Anand et al., 2003; Andersen et al., 2006).

Z bakteridlnich ABCF proteinli je nejrozSifenéjs$i podrodina YdiF nésledovana
podrodinou Uup, EttA a YbiT (Murina et al., 2019). V tabulce na dalsi strané jsou vypsané
vSechny ABCF proteinové podrodiny spolu s jejich rozsifenim mezi organismy a funkei, pokud
byla objevena. Funkce bakteridlnich ABCF proteinil rozeberu v nésledujicich kapitolach.
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Tabulka 1 — tato tabulka tvoii souhrn 45 podrodin ABCF proteint, jejich vyskytu a funkci.
V prvnim sloupci jsou nazvy podrodin, v druhém a tfetim pocet kment a druht, u kterych se dana

proteinova podrodina vyskytuje, ¢tvrty sloupec obsahuje vycet vlastnosti a kmenti jejich vyskytu

(Murina et al., 2019).

Podrodina Em 2l N druhii | Poznanky k funkei a taxonomockému zaiazeni

YdiF 42 1852 hojné roziifeny mezi bakteriemi; polyfyleticky

Uup 24 3104 hojné roz&ifeny mezi bakteriemi; parafyleticky k EttA; rezistencéni TaeA

EttA 18 2337 hojné rozsifeny mezi bakteriemi; translacni faktor

YbiT 15 1874 hojné roziifeny mezi bakteriemi; pravdépodobné transla¢ni faktor
Proteobacteria, Planctomycetes, Spirochaetes, Actinobacteria, Bacteroidetes,

BAF2 y) 305 p ) :
Gemmatimonadetes, Cyanobacteria

AREI 6 269 rezisien_éni VgaA, MsrA: Mer;_ Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Tenericutes

ARE3 5 261 rczi.slenéni .LsuA; Firmicutes, Spirochaetes, Proteobacteria, Fusobacteria,
Actinobacteria

DAFI 5 58 Spirochaetes, Proteobacteria, Deferribacteres, Fibrobacteres, Chlamydiae

YfmM 5 587 Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes

YheS 5 1234 Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Arthropoda, Elusimicrobia

BAF3 4 111 Bacteroidetes, Proteobacteria, Cyanobacteria, Elusimicrobia

DAF2 4 24 Proteobacteria, Planctomycetes, Spirochaetes, Omnitrophica

ARE2 2 54 rezistenéni VmIR; Firmicutes, Tenericutes

ARE4 2 173 rezistenéni CarA, SrmB, TIrC, OleB; Actinobacteria, Chloroflexi

ARES 2 408 rezistenéni VarM, LmrC; Actinobacteria, Proteobacteria

BAFI 2 20 Firmicutes, Actinobacteria

PAF1 | 138 Proteobacteria

AAF] | 313 Actinobacteria

AAF2 | 301 Actinobacteria

AAF4 | 219 Actinobacteria

AAF6 | 649 Actinobacteria

AAF3 | 8 Actinobacteria

AAF5 | 25 Actinobacteria

ARE6 | 8 rezistenéni SalA; Firmicutes

ARE7 | 35 rezistenéni OptrA; Firmicutes

BdAFI | 176 Bacteroidetes

DAF3 | 36 Proteobacteria

FAFI | 37 Firmicutes

FAF2 | 42 Firmicutes

SAFI | 66 Firmicutes

ABCEF2 27 560 hojné rozsifend podrodina, ale chybi u Apicomplexa a Microsporidia

ABCFI 23 376 objevena u rostlin, ruznych fas a opisthokont krom hub

ABCF7 16 131 rostliny, ruzné fasy, Alveolata, Excavata a Microsporidia

ABCF3 13 382 opisthokonta

eEF3L 9 83 ruzn¢ fasy, Chytridiomycota a Choanoflagellatea

ABCF4 i) 37 riizné fasy a Filozoa

ABCF5 7 105 ruzn¢ fasy a houby

cpYdiF 7 85 ruzné fasy

algAF1 6 25 rizné fasy

cpEUA 6 18 pravdépodobné chloroplast targeting proteiny: rostliny a riizn¢ fasy

algUup 5 17 ruzné fasy

ABCF6 5 17 riizné fasy a Amoebozoa

mEtA 3 14 pravdépodobné mitochondrialni targeting proteiny; rizné fasy a Amoebozoa

Newl 3 127 houby

eEF3 2 138 translaéni faktor; houby
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3.3. Struktura

Rodina ABCEF proteinti se od ostatnich ABC proteini lisi absenci TMD (transmembrane
domain) domén. Doména vazajici a hydrolyzujici ATP — NBD (nucleotide binding domain) je
konzervovana u vSech ABC proteinti. Pro svou katalytickou funkci vyzaduje hofe¢naté kationty
(Markham et al., 1980). Celkem u ABCF proteint rozliSujeme 2 NBD domény: ABC1 a ABC2
(Boél et al., 2014). Kazda ztéchto domén se sklada ptiblizn€ z 200 aminokyselin a dvou
subdomén: vétsi RecA-like, kterou najdeme i u dalSich ATPaz a alfa-helikalni doménu, kterou
maji pouze ABC proteiny. (Beek et al., 2014).

Domény NBD obsahuji specifické konzervované struktury: smycky A-loop, P-loop
neboli Walker A motiv (GXXGXGK(S/T)), Q-loop, ABC motiv (LSGGQ), Walker B motiv
(6dd¢DE), D-loop (SALD) a H-loop (Walker et al., 1982, Davidson et al., 2008; ter Beek et
al., 2014). Struktura NBD domény je zndzornéna na obrazku 9.

A-loop smycka obsahuje obvykle tyrozinovy aromaticky zbytek, ktery vyuziva patrové
interakce s adeninem, aby udrzel ATP na spravném misté. S Walker A motivem, se diky
lyzinovému konci, vazou B- a y- fosfaity ATP. V Q-loop smycce ma dileZitou funkci
glutaminovy zbytek, ktery formuje aktivni misto NBD domény, a u ABC transportért také
interaguje s TMD doménou. ABC motiv najdeme pouze v alfa-helikalnich doménach ABCs a
ud€luje jim kladny néboj. Walker B motiv obsahuje 4 hydrofobni aminokyseliny (¢) a
stabilizuje hotecnaty kationt. Monomery D-loop smycek se skladaji podél sebe do dimerického
utvaru a zména jejich konformace méni katalytické misto. Histidinovy zbytek v H-loop smycce
reaguje s aspartatem v D-loop a y-fosfaitem ATP. Chrani katalytické misto pfed vniknutim
vody, pomaha na svém misté¢ udrzovat glutamatovy zbytek Walker B motivu a hotecnaty
kationt (Davidson et al., 2008; ter Beek et al., 2014).

A _ , C Walker A ABC motif D-loop
Adioop a-helical domain GXGXGK(SIT) LSGGQ SALD
NC_ BN T HC
Q. Q...... Walker B H
A-Loop Q-Loop DOOPD(E) H-switch

Obrazek 9 — struktura NBD domény: a) Prostorova 3D
struktura NBD domén se zvyraznénymi specifickymi
strukturami a subdoménami. b) Detailni pohled do
nukleotid vazebného mista, interagujici aminokyseliny
jsou zvyraznény. c) Linedrni struktura NBD domény
spole¢né se specifickymi strukturami (ter Beek et al.,
2014).
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Dale u ABCF proteinti nalezneme struktury pro né typické. Z ABC1 domény vystupuje
subdoména arm. U proteinu EttA u Escherichia coli je arm tvorena alfa-helikalni vlasenkou
slozenou ze 45 aminokyselin. Subdoména slozena z 81 aminokyselin— linker, spojuje ABCI a
ABC2 doménu. EttA dale obsahuje subdoménu toe v ABC2 doméné. Toe je antiparalelni beta-

list slozeny z 12 aminokyselin (Boél ef al.

,2014).

Nékteré ABCF proteiny arm doménu ani linker neobsahuji, namisto toho je do domény
ABC2 vlozena struktura zvana chromo. U jinych jsou prodluzovany N a C konce (Murina et
al., 2019). Struktura domén ABCF proteint je rozkreslena na obrazku 10.

A
ABCF1 (ABCS0) ABCF1_NTD ABCH am
ABCF2 (Arb1) ABCFZ NTD - ABCH anm
ABCF3 (Gcn20), ABCF4, ABCFT ABCFI4/T_NTD ABCY am
ABCRS interaction?, aayw ABGH
ABCFE&, ABCF4, ABCF7 » - ABC1  am
oEF3, eEF3L WEF3_heat BEF3_sHE ABC1
5. cerevisiae New1 - prion — #EF3_heat _ ABC1
Newl — eEF3_heat _ ABC1
Uup, YheS, YdiF arm
EMA, YhiT, YimM, ARE4, ARES, AAF1-6, FAF1-2, BAF1-23, BAAF1, CpAF1, algAF1 am
DAF2, [Uup] ABC1
ARE1, ARE2 ABCI
DAF1, ARE3 ABCY
T T
B 1 window=14
window=21
window=28

o
=

o
-]

probability
o
s

02 M
I

0 100 200

ABC!  am  ABC1  liker -

arm ABC1 linker

ABC2

CTD extension

ke — ABC2 —
e ABCZ2 —
ke — ABG2
arm linker — ABC2 ABCFE CTD
Wnker - ABCZ —
ABCZ chroma @EF3_CTD
—— ABC2 chroeng New1_CTD
——  ABC2 chroma Newi_CTD
linker Apcz bacl_CTD_sasnsicns
linkar ABC2 —_—
inker - ABC2 bact CTD_extensions.
ke Anca whesa o
linkar ABC2

300 400 500 600
residue number

Obrazek 10 — linearni struktura domén u vybranych ABCF podrodin a) Nahote
struktura eukaryotnich ABCF podrodin, pod nimi struktura prokaryotnich.
Struktura eukaryotnich je vice rliznoroda a proteiny maji velmi Casto
modifikované C a N konce. b) Pfedpovidana linearni struktura a schématicky
nakres YheS u Escherichia coli (Murina et al., 2019).

14



4. Rozdéleni ABCF proteinii u bakterii dle jejich biologické
funkce

U bakteridlnich ABCF proteinii dnes rozliSujeme dv€ funkce: udileji rezistenci
k antibiotiktim, ktera piisobi na ribozom nebo uc¢inkuji jako regulatory translace. Antibioticko-
rezistencni ABCF proteiny souhrnné nazyvame ARE proteiny a patii mezi né proteiny: CarA,
LmrC, LsaA, MsrA, MsrE, OleB, OptrA, SalA, SrmB, TaeA, TIrC, VarM, VgaA, VmlIR.
Nejprobadanéjsi protein regulujici translaci je EttA, ktery patii do stejnojmenné podrodiny. U
proteint z podrodin Uup, YbiT, YheS se odhaduje, Ze piisobi jako reguléatory translace také, ale
toto se prozatim s jistotou neprokazalo.

U dalSich bakterialnich ABCF proteinovych podrodin neni znamé, jak plisobi a vime o
nich minimum informaci. Podrodiny AAF(1-5) se vyskytuji u streptomycet a pravdépodobné
se podileji na antibiotické rezistenci. Predpoklada se, ze mezi ARE proteiny patfi i proteiny z
podrodin BAF(1-3), FAF(1-2) a PAF1. Funkce ostatnich bakterialnich ABCF proteinovych
podrodin nebyla studovana. Vime pouze to, v jaky bakteridlnich kmenech se vyskytuji (Murina
etal., 2019).

4.1. ARE proteiny

Antibioticko-rezistenéni ABCF proteiny udileji bakteriim rezistenci k antibiotiklim,
ktera se vazou na ribozom, a inhibuji tak proteosyntézu.

4.1.1. Antibiotika

Antibiotika patii mezi chemické latky, které usmrcuji mikroorganismy nebo inhibuji
jejich rust. Produkuji-li je houby nebo bakterie, tak takova antibiotika nazyvame piirodni.
V soucasné dobé¢ se vice vyuzivaji antibiotika syntetickd, ktera jsou bud’ celad syntetizovana de
novo nebo jsou modifikovana ta ptirodni. Objev novych antibiotik se nedavno podafil 1 u nas
v Ceské republice, kdy byly zkombinovany dva linkosamidy: celesticetin a linkomycin.
Vysledkem je antibiotikum zvané ODCELIN, které je v porovnani s komeréné uzivanymi
antibiotiky velice G¢inné. Lécivo je ve fazi vyvoje a klinicky se zatim netestovalo (Kadlcik et
al.,2017).

Ale jesté se vratim k historii uzivani antibiotik. Poprvé si jejich antimikrobidlniho
ucinku v8iml Alexandr Fleming v roce 1928, kdyZ po navratu z dovolené spatfil, Ze se mu na
Petriho miskach s bakteridlnimi kulturami pomnozila pliseii a bakterie zahubila. Tehdy se
jednalo o plisen z rodu Stétickovec Penicillium notatum. Fleming sviij objev publikoval v roce
1929, ale nebyl schopen onu zazranou latku, kterou nazval penicillin izolovat. (Fleming,
1929). Poprvé se izolace penicilinu zdafila o 10 let pozd&ji na univerzité¢ v Oxfordu Howadru
Floreyovi, Ernestu Chainovi a Normanu Heatleyovi (Chain et al., 1940). Prvni ddvku penicilinu
dostal oxfordsky policista, ktery trpél stafylokokovou infekci, v tinoru roku 1942. Jeho stav se
zlepSoval, ale zasoba penicilinu nebyla dostatecnd k celkovému vyléceni a ndkaze podlehl.
Ostatni pacienti, kteti dostali davky penicilinu poté, se vylécili (Abraham et al., 1941). Béhem
druhé svétové valky se vyroba penicilinu piesunula do USA a doslo kjeho masovému
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pouzivani. Penicilin se zacal izolovat ze Stétickovce Penicillium chrysogenum, kvili jeho
vyssim vytézkim. Fleming, Chain a Florey obdrzeli za sviij objen v roce 1945 Nobelovu cenu
(The Nobel Prize, 2020).

Dnes je znamo a komeréné se vyuziva mnoho skupin antibiotik. Rozd¢€luji se podle
jejich mechanizmu Gc¢inku. Penicilin, ampicilin a cefalosporin obsahuji beta-laktamovy kruh,
ktery znemozni spojeni peptidoglykanu tvofici bunécné stény pii rustu bakterii. Nerostouci
bakterie jsou pfirozené rezistentni. Schopnost porusit cytoplazmatickou membranu ma
amfotericin B, pouziva se k 1é€b¢ mykoz. Mezi antibiotika narusujici syntézu nukleovych
kyselin patfi chinolony naruSujici syntézu DNA a rifampiciny naruSujici syntézu RNA.
Proteosyntézu inhibuji makrolidy, tetracykliny, linkosamidy a dal$i antibiotika, ktera se vaZou
na ribozom.

Zdalo se, Ze antibiotika jsou velmi u¢innym lékem a jejich uZivani se masové rozsitilo
do celého svéta. S naduzivanim antibiotik ovSem piisel problém — rezistence.

4.1.2. Rezistence

Antibioticka rezistence je jev, kdy jsou mikroorganismy odolné vici pusobeni
antibiotik. Aplikaci pfeziji, mohou nadale rGst a rozmnoZovat se. Bakterie mohou byt
rezistentni, pokud jejich genom obsahuje geny pro rezistencni faktory, jako jsou RPP a ARE
proteiny. Nebo se mohou stat rezistentnimi nanovo, kdyZz se vyskytne ndhodna mutace v useku
jejich genomu, ktery napt. pozménéni ¢asti bunééného kompartmentu nebo struktury, kam se
antibiotikum véze. Pokud se mutace objevi prave pii aplikaci antibiotik, dana bakterialni burika
ziskéa vici ostatnim silnou selekéni vyhodu a miize vytvofit novou odolnou kolonii. Pfi rastu
bakterii v idedlnim prostiedi by nahodna mutace organismus spise zatézovala. Mezi bakteriemi
se rezistencni faktory pfenasi vertikalné pifi bunééném déleni nebo horizontalné. Do
horizontalnich genovych transferti fadime tranformaci — cizorodd DNA je pfijata z okoli
bakterie, konjugaci — dv¢ bakterie vytvori tzv. pili, pfipoji se k sobé a jedna druhé preda
zreplikovanou molekulu DNA zvanou transpozon nebo plazmid. Plazmidy pfinasejici
rezistenci oznaujeme jako R-plazmidy. Bakterie mize obdrzet rezisten¢ni transpozon také od
bakteriofaga, tento pienos se nazyva transdukce.

Bohuzel je dnes rezistentnich mnoho bakteridlnich kment a tato skute¢nost znacné
komplikuje [é€bu. Antibiotika by méla byt dostupna pouze na I€kaisky ptedpis, coz v nékterych
zemich neni zavedeno nebo jsou piedepisovana pacientim k jejich spokojenosti. Dal§im
problémem je podéavani antibiotik zvifatim ve velkochovech. Antibiotika zrychluji jejich rist
(Diana et al., 2019). V Cesku je toto jiz zakazano. Sice se objevuji nové Gginné latky, ale
dotdhnuti vyzkumu ke zdarnému konci je velice ndkladné, finance je prakticky nemozné pro
vyzkumné tymy sehnat a velkym korporacim se finan¢né vyplati produkovat velké mnozstvi
Sirokospektrych antibiotik (WHO, 2020). Osobné si myslim, Ze budoucnost je ve tvorbé vakcin
proti strukturdm konkrétnich patogeni, tak aby se neporusil pfirozeny mikrobiom a jeho
naslednéd dysbalance v organismu nezptsobovala vznik dalSich onemocnéni (Nomura et al.,
1991). Budouci vyzkumy by se mohly zaméfit pravé na ARE proteiny a jimi zpisobenou
rezistenci k antibiotikiim véazicim se na ribozomy.
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4.1.2.1. Mechanizmus rezistence ARE proteini

Bakterie maji mnoho moznosti, jak se s plisobenim antibiotik vypotadat. Jednou z nich
je tzv. efflux antibiotika, kdy je antibiotikum aktivné pumpovano transportnimi proteiny
zakotvenymi v membrané ven z bunek. Zde figuruji i jiz zmifiované ABC transportéry, které
efflux antibiotika zprostfedkovavaji za spotieby ATP.

DalSim moznym zpiisobem ochrany je ochrana ribozomu, kterou mohou zajistit RPP
TetO a TetM chranici ribozom pied plisobenim tetracyklinu (Connell et al., 2003) nebo praveé
ARE proteiny, které¢ ud€luji rezistenci k antibiotikiim vazajicim se na 50S ribozomalni
podjednotku. Skutec¢nost, jak ARE proteiny chrani bakterie pied antibiotiky, byla 25 let
predmétem diskuzi a uvazovalo se i o tom, ze ARE proteiny jsou v membranach a zptisobuji
antibioticky efflux (Chesneau et al., 2005). V roce 2016 byl publikovan vysledek vyzkumu,
ktery potvrzuje, ze se ARE proteiny navazuji na ribozomy a nejspiSe vyvazuji antibiotika
vyzkumy (Kerr et al., 2005; Lenart et al., 2015), ale stale nebylo zndmé, jak piesné toto
vyvazovani probiha.

Antibiotika, kterd se navazuji do struktur na ribozomu zvanych PTC (peptidyl
transferase center) — streptograminy A, linkosamidy nebo do NPET (nascent polypeptide exit
tunnel) — streptograminy B, makrolidy, zablokuji proteosyntézu. Prokazat pifesnou ribozomalni
funkci se zatim podafilo u proteint MsrE a VmIR. Piedpokladé se, ze ostatni ARE proteiny
maji mechanizmus ochrany ribozomu pied ucinkem antibiotik podobny. Pro ndzornost
ochrannou funkci popisuji na proteinu VmlIR, u kterého bylo prokazano, ze se vaze do E mista
ribozomu, zasahuje svym linkerem do PTC a C-koncem do 30S podjednotky. Aby mohl
dosahnout do PTC, méni konformaci ribozomu, diky ¢emu se uvolni antibiotikum
(streptogramin A, linkosamid nebo pleuromutilin) ze svého vazebného mista, viz obrazek 11
(Crowe-McAuliffe et al., 2018).

Obrazek 11 — mechanizmus piisobeni proteinu VmIR — a) Antibiotikum je navazano v PTC a
blokuje proteosyntézu. b) Protein VmIR s navazanym ATP se vaze do E mista ribozomu, navazané
antibiotikum se uvolniuje. Je zde vidét zména konformace ribozomu, kdy je nové vznikajici
polypeptidovy fetézec odklonén z NPET a zasah do malé podjednotky. c) Probiha hydrolyza ATP,
VmlIR se uvolilyje z ribozomu, proteosyntéza mize pokracovat (Crowe-McAuliffe et al., 2018).
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Proteiny ze skupiny ARE se vyskytuji pfevazné u grampozitivnich bakterii, ale byly
nalezeny i u nékterych gramnegativnich bakterii. Sekvence jejich genii jsou obsazeny jak
v chromozomalni, tak i v plazmidové DNA. Nachdzi se napf. u patogennich kment
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus (Sharkey et al.,
2016; Su et al., 2018). Tyto patogeny mohou zpusobit smrtelnd onemocnéni. Pied vynalezem
antibiotik se na nemoci, které zpiisobuji, bézn¢ umiralo.

V nésledujicich odstavcich fadim ARE proteiny do skupin podle toho, k jakym
antibiotikiim ud¢€luji rezistenci.

4.1.2.2. ABCF proteiny udilejici rezistenci k streptograminim A, linkosamidim a
pleuromutiliniim

Do této skupiny patii protein VgaA, LsaA, SalA, VmIR, TaeA, VarM a LmrC. Dané
proteiny udéluji rezistenci k streptogramintim A, linkosamidiim a obcas k pleuromutilintim
nebo alespoiil jednomu z nich. Tato antibiotika se navazuji do PTC a piekryvaji A, P misto nebo
exit tunnel. (Crowe-McAuliffe et al., 2018). U proteinu VgaA, z podrodiny ARE1, bylo poprvé
prokazano, Zze ARE proteiny zprostfedkovavaji pfimou ochranu ribozoma (Sharkey et al.,
2016).

Purifikovany protein VgaA byl vlozen in vitro do transla¢niho cyklu a dokézal ochranit
ribozomy pted antibiotiky, kterd se na né¢ navazuji, jako jsou: virginiamycin M, linkomycin
(linkosamidy) a retapamulin (pleuromutiliny). Pfed ufinkem erythromycinu (makrolidy),
florfenikolu (amfenikoly) a linezolidu (oxalzolidinony) VgaA ribozomy neochrénil (Sharkey et
al., 2016). Evolucné novéjsi protein VgaAic, ktery byl objeven u Streptococcus haemolyticus,
se od VgaA lisi slozenim 7 aminokyselin, udéluje rezistenci k streptograminim A a obéma
linkosamidiim — linkomycinu a klindamycinu (Novotna & Janata, 2006).

U proteinu LsaA z podrodiny ARE3 bylo prokazano, ze u Enterococcus faecalis udéluje
rezistenci ke klindamycinu a kvinupristinu/dalfopristinu. Toto antibiotikum byva G¢inné i1 na
rezistentni bakterie, ale kvili vedlej$im u€inkiim pfi 1écbé se tolik nepouziva. Sklada ze smési
kvinupristinu (streptograminy B) a dalfopristinu (streptograminy A) v poméru 30 : 70 (Gurk-
Turner, 2000; Singh et al., 2002). Kvinupristin a dalfopristin maji na ribozomu odli§né vazebna
mista. Po navazani dalfopristinu do svého vazebného mista, se zméni ribozomalni konformace
a tak se zvys$i afinita pro kvinupristin. Pouziti streptograminli A a B vykazuje zna¢ny synergicky
efekt (Vannuffel er al., 1992). Pokud se tedy dalfopristin nemliZe na ribozom navézat,
konformace zlstane nezménéna, a vazebné misto pro kvinupristin, ktery patii mezi
streptograminy B, vykazuje nizkou afinitu. Protein LsaA u Staphylococcus aureus chrani pred
bakteriostatickymi u¢inky linkomycinu a virginiamycinu M (Sharkey et al., 2016).

Protein SalA pattici do podrodiny ARE6 byl objeven u Staphylococcus sciuri a indukuje
rezistenci k streptograminim A a linkosamidovym antibiotikim. Dokud nebyl protein SalA
objeven, tento typ rezistence byl u stafylokokii neznamy (Hot et al., 2014).
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O proteinu VmIR z podrodiny ARE2 je jiz delsi dobu zndmé, Ze udavé rezistenci
k linkomycinu a virginiamycinu M. Tato studie byla provedena u Bacillus subtilis (Ohki et al.,
2005). Dale zpisobuje rezistenci k tiamulinu z tfidy pleuromutilind u Deinococcus
Radiodurans (Schliinzen et al., 2004). Dnes je znama 1 presnd struktura a mechanizmus
pusobeni VmIR, ktery jsem popisovala v kapitole Mechanizmus rezistence (Crowe-McAuliffe
et al.,2018).

Za rezistenci k tiamulinu je odpovédny také TaeA, ktery patii do podrodiny Uup
parafyletické k EttA. Pfirozen¢ se vyskytuje u Paenibacillus sp. Plazmid s genem taeA byl
pienesen a otestovan u Eschericha coli (Pawlowski ef al., 2016, Murina ef al., 2019).

Protein VarM pattici do podrodiny ARES byl objeven u Streptomyces virginiae, ktera
produkuje virginiamycin M1. JelikozZ tyto streptomycety samy antibiotikum produkuji, musi se
pied jeho ucinkem chranit. Ochranu zprostiedkovava pravé protein VarM. Po piesunuti
plazmidu s genem varM do Streptomyces lividans, se rezistence k virginiamycinu M1 a dal§im
antibiotikiim pouzitym v experimentu nezvysila (Kitani ef al., 2010).

Dalsi aktinobakterie, ktera vytvafi antibiotikum — linkomycin a rezistencni proteiny, je
Streptomyces lincolnensis. Byly u ni objeveny 3 rezisten¢ni proteiny: LmrA, LmrB a LmrC, ale
mezi ABCF proteiny patii pouze protein LmrC z podrodiny ARES (Murina et al., 2019). Geny
pro tyto rezistencni proteiny byly pfesunuty a testovany u Streptomyces lividans, kde také
vykazuji rezistenci k linkomycinu a LmrC vykazuje casteCnou rezistenci k erythromycinu.
Zajimavé je, ze vSechny geny pro tfi rezistencni proteiny lezi spole¢né s geny pro linkomycin
ve stejném clusteru. Geny /mrA a ImrC tento cluster ohranicuji (Peschke et al., 1995).

4.1.2.3. ABCF proteiny udilejici rezistenci k streptograminiim B makrolidim a jejich
derivatiim

Makrolidy, streptograminy B a ketolidy, které jsou semi-synteticky odvozeny od
erythromycinu (Agouridas et al., 1998), se navazuji do NPET v blizkosti PTC bezprostfedné
pied zuzenim, kde se nachazeji ribozomalni proteiny L4 a L22. Mohou blokovat NPET nebo
narusuji tvorbu peptidové vazby nové vznikajiciho proteinového fetézce (Kannan & Mankin,
2011). Mezi charakterizované ABCF proteiny udilejici rezistenci k témto antibiotiklim patfi:
MsrA, MsrE, CarA, SrmB, TIrC, OleB.

U proteintt Msr rozliSujeme 4 homology — Msr(A,C,D,E), které udavaji rezistenci
k makrolidiim a streptograminiim B (Ross et al., 1990). Proteiny MsrA a MsrE, patfici mezi
ABCEF proteiny z podrodiny AREI, jsou specifické tim, Ze maji jedny z nejdelSich linkerd.
Najdeme je u stafylokoki, streptokokt, enterokokil a nedavno byl MsrE identifikovan u
klinického izolatu Pseudomonas aeruginosa, do které se msrE horizontalné pienesl. Znama je
1 jeho struktura a pfesny zplisob ochrany ribozomu — vaze se stejné jako EttA do E mista na
ribozomu, linkerem zasahuje do NPET a PTC, ¢im udrZuje peptidyl-tRNA na svém misté, aby
se neodpojila (Su et al., 2018).

Proteiny: CarA vyizolovany ze Streptomyces thermotolerans, TItC ze Streptomyces
fradiae a StmB ze Streptomyces ambofaciens, patii do podrodiny ARE4 a vyvoldvaji rezistenci
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na makrolidova antibiotika. Tyto tii proteiny jsou si velmi blizké — TIrC a CarA jsou si z 68 %
sekvenéné identické a z 80 % sekvencné podobné, TIrC a SrmB vykazuji 66% identitu a 80%
podobnost, SrmB a CarA jsou identické z 76 % a podobné z 87 % (Schoner et al., 1992).

Aktinobakterie, produkuji antibiotikum oleandomycin patfici mezi makrolidy.
Streptomyces antibioticus se chrani pred jeho uinkem vytvarenim rezistenéniho ABCF
proteinu OleB, ktery patii do podrodiny ARE4. Krom OleB Streptomyces antibioticus vytvari
protein OleC a OleD, které¢ se na ochrané pted uc¢inkem antibiotik také podileji (Olano et al.,
1995).

4.1.2.4. ABCF proteiny udilejici rezistenci k oxazolidinoniim a fenikoliim

Oxazolidinony a fenikoly maji vazebnd mista blizko u sebe v P mist¢ na 50S
ribozomalni podjednotce a mohou o né¢ kompetovat (Bozdogan & Appelbaum, 2004). Co se
tyCe rezistencnich proteind, v této skupiné najdeme prozatim pouze protein OptrA patiici
do podrodiny ARE7. Z testovanych antibiotik se rezistence potvrdila u linezolidu a tedizolidu
(oxazolidinony) a chloramfenikolu a florfenikolu (fenikoly). Vyzkum se provadél u enterokokt
a stafylokokt, izolovanych od lidi a zvitat — Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium a
Staphylococcus aureus, do kterych byl plazmid s genem optrA vlozen pomoci elektroporace
bun¢k (Wang et al., 2015).

4.2. Regulacni proteiny

O regulacnich ABCEF proteinech je zndmo mnohem mén¢ informaci nez o rezistencnich.
Vézi se na ribozom, a reguluji tak chod translace. Prilom pfiSel v roce 2014, kdy se poprvé
podaftilo charakterizovat strukturu a urcit funkci jednoho ABCF proteinu. Jednalo se o regulator
translace EttA (Boé€l et al., 2014; Chen et al., 2014). U podrodin Uup, YbiT a YheS se regulacni
funkce predpoklada.

4.2.1. Protein EttA

Regulator translace EttA ze stejnojmenné podrodiny, diive zvany Yjjk, je rozsifen mezi
vice neZ polovinu zndmych bakteridlnich kment, coz znamend, Ze patii mezi nejrozsifené;si
ABCEF proteiny u bakterii (Boél et al., 2014; Murina et al., 2019).

4.2.1.1. Struktura

Pro rentgenovou a kryoelektronovou mikroskopickou strukturni analyzu byl vybran
protein EttA z Escherichia coli. Bylo in vitro zjisténo, Ze EttA vytvaii komplex se 70S
ribozomy b&hem iniciace translace. Na ribozom se vaze vzdy jako monomer, ale pii vysoké
koncentraci proteinu EttA v roztoku mize vytvafet inaktivni dimery s vzajemné prohozenymi
ABC1 a ABC2 doménami, viz obrazek 12. Subdoména zvana ,,arm* se nachazi v ABC1
doméné a ,,toe” v ABC2 doméné. Arm i toe se vyskytuji ve smycce po prvnim ze tii alfa-helixti
v ABCa subdoméné, kterd je hlavnim mistem kontaktu transmembranovych domén v ABC
transportérech (Boél et al., 2014). Bez navazaného ATP je celkova konformace proteinu EttA
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vice rozvolnéna, vazebna mista pro ATP na NBD doménach jsou ulozena v hlubokych Zlabcich,
natoCena proti sobé, ale nejsou v tésném kontaktu. Naopak pii navazani ATP do svych
vazebnych mist na NBD doménach, se konformace zkompaktni, a protein EttA tak ziskava lepsi
schopnost navazat se do ribozomu (Chen et al., 2014). Struktura a mozné konformace proteinu
EttA jsou vyobrazeny na obrazku 12.

Obrazek 12 — struktura regula¢niho
proteinu EttA u Escherichia coli, vlevo
zobrazena detailni proteinova
konformace, vpravo schéma struktury:
a) Dimer EttA s vzajemné prohozenymi
ABCI1 a ABC2 doménami. b) Monomer
EttA. ¢) Monomer EttA s navazanym
ATP (Boél et al., 2014).
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Katalytickd mista proteinu EttA jsou, az na dv€ vyjimky, konzervativni. U vétSiny
ortologii EttA chybi aromaticky zbytek na C-konci prvniho beta vldkna na ABCP subdoméné
ABCI1 domény pifesné v misté, kde tyrozinovy zbytek utvafi patrové interakce s adeninem
v molekule ATP. Patrové interakce jsou dilezité pro stabilizaci struktur. Druhou zvlastnosti je
vymeéna glutamatu za glutamin v LSGGQ motivech na ABC1 doméné u vSech ortologti EttA a
stejna vyména na ABC2 doméné u vétSiny ortologli. Substituovany motiv je ozna¢ovan LSGGE
(Boél et al., 2014).

Linker je unikatni subdoména ABCF proteinti spojujici NBD domény. Regulac¢ni
protein EttA u Escherichia coli obsahuje linker slozeny z 81 aminokyselinovych zbytku.
Oznacujeme ho jako strukturu zvanou PtIM (P-site tRNA-interaction motif) — zasahuje do P
Cést PtIM néleZici do ABC1 domény tvoti prodlouzeni na C-konci alfa-helixu dlouhé 50 A. Na
doméné ABC2 tvoii druhou polovinu PtIM par kratSich alfa-helix®i, na které navazuje 7
aminokyselinovy zbytek zasahujici do Zlabku mezi ABCa a Fl-like core subdoménami na
ABC2 doméné¢ naproti rozhrani s ABC1 doménou (Boél et al., 2014).

4.2.1.2. Regulace proteosyntézy

Protein EttA se uplatiiuje pii regulaci proteosyntézy prave tehdy, kdyz se v buiice
ustanovi vyssi koncentrace ADP nez ATP. Tento stav nastava, pokud se buiika dostane do
stacionarni faze rGstu nebo jinak neni schopna vytvaiet dostatek energie. Pii zvySeni
vstupuje do 70S ribozomu, vaze se do jeho E mista a zabranuje ribozomu vstoupit do elongacni
faze translace, protoze blokuje utvotreni prvni peptidové vazby (Boél et al., 2014; Chen et al.,
2014). Experimentaln¢ bylo potvrzeno, ze u bun€k ve stacionarni fazi se exprese proteinu EttA
zvysila (Boél et al., 2014). Naopak komplex Etta s navazanym ATP utvofeni prvni peptidové
vazby umozni, hned poté probiha hydrolyza ATP, EttA opousti ribozom a nastava elongacni
faze translace. Diky témto jevim se predpoklada, ze pomér ATP ku ADP reguluje
prostiednictvim proteinu EttA ribozomalni aktivitu.

Studie byly provadény na tfech mutantech. Mutant EttA-EQ> ztratil svou hydrolyzaéni
funkci diky vyméné dvou glutaminii za glutamaty v obou katalytickych mistech na NBD
doméndch. Tato mutace vytvari pevny komplex EttA-ATP, ktery inhibuje proteosyntézu
translace se zastavuje. Déle bylo pfi kryoelektronové mikroskopické analyze zjiSténo, ze
komplex vykazuje vysokou elektronovou hustotu v A, P a E mistech na ribozomu (Boél et al.,
2014; Chen et al., 2014).

Druhy mutant, ktery mé deletovanou subdoménu arm — EttA-Aarm, nemél na chod
proteosyntézy a rust bunék vliv (Boél et al., 2014).

Tteti mutant, u kterého je gen pro protein EttA deletovan — Aettd, vykazoval pii
stacionarni fazi defektni fenotyp, protoZe proteosyntéza pii dlouhotrvajicim nedostatku energie
nebyla nijak regulovana.
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4.2.2. Uup, YbIiT a YheS

Protein Uup spoleén€ s YbiT a YheS patii mezi ABCF proteiny, které produkuje
Escherichia coli a prozatim u nich nebyla s jistotou prokézana ribozomalni funkce. Nicméné je
znamo, ze proteiny YheS a Uup vykazuji genovou interakci s translaénim faktorem BipA
(Murina et al., 2019), ktery se pravdépodobné uplatiuje pti skladani ribozomu (Choi & Hwang,
2018).

Katharyn L. Cochrane ve své praci objevila, ze po pfidani genu pro protein Uup, jeho
expresi a zaroven deleci faktoru BipA, dokaze protein Uup potlacit mnoho negativnich
fenotypovych projevil zpiisobenych pravé deleci faktoru BipA, jako je naptiklad spravné
sestaveni ribozomu. Proto muzeme ptedpokladat, ze protein Uup funguje jako regulator
pro protein Uup, je popsan mutantni fenotyp potomka, ktery vykazuje citlivost ke kolonii
matefskych bunék, pfi jejich spolecném rustu v jednom médiu. Tyto vysledky naznacuji, ze
pritomnost neporusenych Walker A motivli v proteinu Uup a schopnost hydrolyzy ATP je
potiebna k rezistenci dcefiné kolonie viici matefské kolonii (Murat ef al., 2008).

V kratkosti se vratim ke genu bipA, protein BipA jsem popsala v kapitole Zména
abiotickych faktort na stran¢ 5. Delece genu bipA vede v buiikach rostoucich pfi teploté 18 °C
ke znaénému poskozeni ribozomil (Gibbs & Fredrick, 2018). Pti vytazeni genu bipA neméla
produkce proteinti EttA a YdiF na vysledny fenotyp zadny vliv. Naopak pfti produkci proteinu
YheS byly bunécné fenotypy znacné poskozeny, ale béhem rtstu bunck v 18 °C fenotyp
ovlivnén nebyl. To naznacuje, Ze mezi geny bipA a yheS je specificka genova interakce (Murina
etal. 2019).

Podobné¢ jako mutant EttA-EQ», tak i mutované proteiny Uup-EQ>, YbiT-EQ: a YheS-
EQ2 bez schopnosti hydrolyzy ATP, inhibovaly proteosyntézu, ovsem ne v takové miie jako
EttA-EQ> (Murina et al., 2019).

Jejich struktura a pfesna funkce nebyla objevena, ale vySe uvedena fakta svéd¢i o tom,
ze proteiny Uup, YbiT a YheS, ze stejnojmennych podrodin, pravdépodobné interaguji
s ribozomy za Ui¢elem regulace proteosyntézy (Murina et al., 2019).
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5. Zavér

Doufam, ze se mi podafilo Ctenaie své bakalaiské prace detailn€ a zietelné seznamit
s doposud malo probadanymi ABCF proteiny a nahlédnout pod pokli¢ku regulace ¢asti déji
odehrévajicich se v bakterialnich buikach.

Krom doposud objevenych struktur a funkei antibioticko-rezisten¢nich proteinii VgaA
a VmlIR a regulacniho proteinu EttA zbyva prozkoumat mnoho dalSich ABCF proteinti. Myslim
si, ze zkoumani dalSich antibioticko-rezisten¢nich proteini ma smysl pfi hleddni novych
ucinnych 1€¢iv proti patogeniim a ma potencial zachranit mnoho lidskych zivotd. I v segmentu
regulacnich proteini je prostor pro velké objevy. Je nesmirn€ zajimavé, jak se regulacni
mechanizmy diverzifikovaly mezi organismy béhem mnoha milioni let evoluce.

Jsem zvédava, jaké nové uzite¢né informace se na poli ABCF proteinii v budoucnu
objevi.
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