Svoluji k zapUljceni své dizertacni prace ke studijnim ucellim a prosim, aby byla vedena presna
evidence vypUljcovatell. Prevzaté udaje je vypljcéovatel povinen fadné ocitovat.



Univerzita Karlova v Praze

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Mikrobiologie

Studijni obor: Mikrobiologie

Mgr. Simon Vobruba

Studium klicovych bodi biosyntézy linkomycinu a celesticetinu

Study of the key points of lincomycin and celesticetin biosynthesis

Dizertacni prace

Vedouci prace: Ing. Jifi Janata, CSc.

Praha, 2020



e

Prohlaseni:
Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a zZe jsem uved| vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla predlozena k ziskani jiného

nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne

Mgr. Simon Vobruba



Podékovani:

Na tomto misté bych chtél podékovat svému skoliteli Jifimu Janatovi za cenné odborné rady a
komentare i za vedeni béhem pfipravy dizertacni prace. Dale bych chtél podékovat Zderikovi
Kamenikovi a Stanislavu Kadl¢ikovi za pomoc pti navrhu experiment(l, odborny dohled i konzultace
vysledkll. Podékovani patfi také ostatnim c¢lenlm laboratofe za pomoc i vytvoreni pratelského
prostredi. Dékuji také Pavlovi Talackovi a Karlovi Harantovi za spolupraci pfi proteomickych analyzach.

Stejné tak bych chtél podékovat celé své rodiné a manzelce Bare za podporu béhem celého studia.



Tato prdce byla vypracovdna v letech 2015-2020 v Mikrobiologickém ustavu Akademie véd
Ceské republiky v Laboratofi biologie sekundarniho metabolismu. Prace je zaloZena na publikacich,
jejichz kopie tvofi pfilohu této prace.

Prace byla podpofena Grantovou agenturou Ceské republiky projekty 20-09811Y a 17-13436Y,
Akademii véd Ceské republiky projektem LQ200202002, Ministerstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy
projektem BIOCEV-FAR LQ1604 a Evropskym fondem pro regiondlni rozvoj projektem
BIOCEV-CZ.1.05/1.1.00/02.0109.

Za finanéni podpory Nadani Josefa, Marie a Zdenky Hlavkovych, Nadace Ceského literdrniho
fondu a Federation of European Microbiological Societies mi bylo umoznéno zucastnit se zahranicnich

védeckych konferenci a prezentovat zde dil¢i ¢asti této prace.



Abstrakt

Linkosamidy tvori malou, ale dileZitou skupinu specializovanych bakterialnich metabolitl
s antimikrobidlnimi Gc¢inky, mezi jejiz nejvyznamnéjsi zastupce patfi linkomycin a celesticetin.
Strukturné se linkosamidy skladaji zaminocukru a aminokyseliny, navzdjem propojenych amidovou
vazbou. Aminokyselinové prekurzory linkosamid( se od sebe nicméné vyznamné lisi. Prekurzorem
celesticetinu je proteinogenni L-prolin, zatimco u vyznamné ucinnéjsiho linkomycinu je jim neobvykla
aminokyselina (2S,4R)-4-propyl-L-prolin (PPL). Pfesto jsou tyto prekurzory rozpoznavany a aktivovany
homolognimi adenylac¢nimi doménami CcbC, resp. LmbC. A pravé tento, pro biologickou aktivitu
vysledné latky klicovy mechanismus rozpoznani a aktivace aminokyselinového prekurzoru, je
pfedmétem této prace. Nejprve byly za vyuziti cilené mutageneze a biochemické charakterizace
mutant identifikovany aminokyselinové zbytky v adenylaéni doméné LmbC, nezbytné pro aktivaci PPL.
Na zdkladé téchto dat byla nasledné experimentalné napodobena molekularni evoluce substratové
specifity adenylacni domény smérem od L-prolinu (jako u CcbC) k PPL (LmbC), kdy bylo dosazeno zmény
substratové specifity mutaci pouhych ti¥i aminokyselinovych zbytkd ve vazebném misté pro substrat.

Aktivované aminokyselinové prekurzory jsou v biosyntézach linkosamid( dale kondenzovany s
aminocukernym prekurzorem za vyuziti unikatniho kondenzaéniho systému, sprazeného
s metabolismem mykothiolu, ktery slouzi také jako donor atomu siry. Soucasti nasledujicich
postkondenzacnich krokl je N-deacetylace linkosamidového meziproduktu odvozeného od
mykothiolu, katalyzovana dfive nepopsanym enzymem, kterd je nezbytnou podminkou pro zavérecné
maturacni kroky umoznujici ve vysledku bud” methylaci siry v ptipadé biosyntézy linkomycinu nebo
pripojeni salicylatu u celesticetinu. V ramci dizertacni prace bylo prokazano, Ze je tato N-deacetylace
katalyzovana enzymy CcbIH/CcbQ v biosyntéze celesticetinu, resp. LmbIH/LmbQ v biosyntéze
linkomycinu. Tyto proteiny jsou prvnimi funkéné charakterizovanymi N-deacetyldzami z Siroce
rozsifené, avsak malo prozkoumané proteinové rodiny TIdD/PmbA. Doposud se predpokladalo, Ze
TIdD/PmbA rodina zahrnuje vyhradné endopeptidazy. Unikatnost linkosamidovych proteind v raémci
této rodiny byla prokazana i za vyuziti bioinformatické analyzy.

Studium klicovych krok( v biosyntézach linkosamidl poskytlo vyznamné informace o
inkorporaci prekurzorl do struktur linkosamid(, pfipadné o reakcich inkorporacim tésné
predchazejicich. Tato zjisténi jsou dulezZita jak z hlediska pochopeni molekuldrni evoluce téchto
unikatnich specializovanych metabolitli, tak i z dlvodd potencialni in vivo pripravy ucinnéjsich

hybridnich linkosamidd.

Kliova slova: Linkosamidy, adenyla¢ni domény, N-deacetylace, proteinova rodina TIdD/PmbA



Abstract

Lincosamides form a small but important group of specialized microbial metabolites with
antibiotic activity. The most important members of this group are celesticetin and clinically used
lincomycin. Structurally, lincosamides are composed of an amino sugar and an amino acid connected
by an amide bond. The amino acid precursors of both lincosamides remarkably differ. Proteinogenic
L-proline is the precursor of celesticetin, while an unusual amino acid (2S,4R)-4-propyl- L-proline (PPL)
is incorporated in the more efficient compound lincomycin. Surprisingly, both these precursors are
recognized and activated for further biosynthetic steps by homologous adenylation domains CcbC and
LmbC, respectively. The detailed description of this amino acid recognition and activation step, which
is critical for the biological activity of the resulting compound, was the aim of the first part of this thesis.
The site-directed mutagenesis of the LmbC substrate binding pocket and biochemical characterization
of resulting mutants were employed to identify the residues crucial for the activation of PPL.
Subsequently, we experimentally simulated the molecular evolution leading from L-proline-specific
substrate binding pocket (like in CcbC) to the PPL-specific enzyme (LmbC). The substitution of only
three amino acid residues in the substrate binding pocket was sufficient for this significant change of
substrate specificity.

Once activated, the amino acid precursor is subsequently condensed with the amino sugar
moiety by a unique condensation system, coupled with the metabolism of mycothiol, which acts also
as a donor of the sulphur atom. The mycothiol-derived lincosamide intermediate must be further
N-deacetylated. This reaction is a prerequisite for subsequent maturation steps, which allow the
methylation of sulphur in the lincomycin biosynthesis or the attachment of salicylate in the celesticetin
biosynthesis. In the second part of the thesis we elucidated the post-condensational N-deacetylation
step and characterized previously unknown enzyme catalysing this reaction. Specifically, we showed
that the N-deacetylation is catalysed by CcblH/CcbQ in celesticetin biosynthesis and homologous
protein pair LmbIH/LmbQ in biosynthesis of lincomycin. These are the first N-deacetylases belonging
to a widely distributed, but poorly studied TIdD/PmbA protein family, which was up to date known to
comprise only endopeptidases. The uniqueness of lincosamide proteins within the TIdD/PmbA protein
family was also supported by the bioinformatic analysis.

Our findings concerning the key steps of lincosamide biosynthesis provided important
information for understanding the molecular evolution of these unique metabolites as well as for

possible in vivo preparation of more potent hybrid lincosamide-based compounds.

Key words: Lincosamides, adenylation domains, N-deacetylation, TIdD/PmbA protein family
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1 Uvod

Pres vyznamné pokroky ve vyvoji mediciny zlstavaji bakteriadlni infekce hrozbou pro lidské
zdravi i v téch nejvyspélejsich zemich svéta (Martens & Demain, 2017). V populaci navic stale stoupa
mnozstvi pacientl infikovanych bakteriemi rezistentnimi k bézné pouzivanym léciviim (Sprenger &
Fukuda, 2016) a v nékterych zemich podil pacient( infikovanych rezistentnimi bakteriemi dosahuje az
35% (World Health Organization, 2019). V soucasnosti neni znam presny pocet osob, které témto
infekcim podlehnou, ale odhaduje se na nejméné 700 000 roc¢né s tim, Ze pokud nebudou podniknuta
zadna opatfeni, mohl by tento pocet do roku 2050 stoupnout az k 10 000 000 Umrtim rocné, ¢imz by
prekonal pocet Umrti na rakovinu (8 200 000) ¢i diabetes (1 500 000) (O’Neill, 2016; World Health
Organization, 2019). Vyvoj novych antibiotik je proto oblasti, které je nutné vénovat stale vétsi
pozornost (Brown & Wright, 2016).

Vétsina v soucasnosti klinicky pouZivanych antibiotik ma sv(j puavod v bakteridlnich
metabolitech (Newman & Cragg, 2016). Patfi mezi né antibiotika ze znamych skupin, jako jsou
beta-laktamy, tetracykliny, makrolidy nebo glykopeptidy, z nichZ vétSina byla uvedena do klinické
praxe jiz kolem poloviny dvacatého stoleti (Chevrette & Currie, 2019). S Sifici se rezistenci k témto
dlouhodobé pouzivanym antibiotiklim je vSak tfeba uvadét do klinické praxe nové latky, které by mély
vyssi antibakterialni uc¢innost nebo nové mechanismy plsobeni (Fischbach & Walsh, 2009; Brown &
Wright, 2016).

Vzhledem k tomu, Ze v poslednich tficeti letech stale klesa pocet nové objevenych antibiotik
(Wright, 2017), se jako jedna z moznych cest jevi modifikace v soucasnosti vyuZivanych latek, vedouci
ke zvyseni jejich antibakteridlniho Ucinku Ci rozsiteni aktivity i proti doposud rezistentnim kmen(m
patogen(. Pri vyuZiti antibiotik vychdzejicich z bakteridlnich specializovanych metabolitd je oviem tato
cesta podminéna detailnimi znalostmi biosyntézy téchto latek, stejné tak jako identifikaci genl
kddujicich jednotlivé biosyntetické enzymy. Jednou ze skupin antibiotik, u které byl tento postup
pouzit, jsou linkosamidy, mezi které patti i klinicky vyuzivany klindamycin (Brook, 2016). Nedavné
vyznamné pokroky ve studiu jejich biosyntetickych drah (Zhao et al., 2015; Kamenik et al., 2016; Janata
et al., 2018a) umoznily pfipravu modifikovanych linkosamid( s velmi zajimavymi antibakterialnimi
vlastnostmi oproti plivodnim prirodnim linkosamidam (Kadl¢ik et al., 2017; Janata et al., 2018b; Myers
& Mitcheltree, 2019).

Kromé potencialnich pfimych aplikaci vsak detailni studium biosyntetickych enzymu
bakteridlniho specializovaného metabolismu pfinasi vyznamné poznatky i z pohledu zakladniho

vyzkumu. Velmi casto se totiz tyto enzymy vyznacuji neobvyklymi nebo dokonce unikatnimi
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strukturnimi motivy (Miyanaga et al., 2014; Ghilarov et al., 2017; Chang et al., 2019) ¢i reakénimi

specifitami (Zhao et al., 2015; Kamenik et al., 2016; Ushimaru et al., 2016; Steiningerova et al., 2020).
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2 Literarni prehled

2.1 Specializované metabolity

Specializované metabolity jsou latky, které nejsou nezbytné pro rdst produkéniho organismu
v bohatém médiu, ale poskytuji mu urcité selekéni vyhody. Mohou hrat roli v mikrobidlni ekologii Ci
ovliviiovat preZiti producenta v nepfiznivych podminkach. Patfi mezi né naptiklad antimikrobidlni,
antiprotozoadlni, imunosupresivni a protinadorové latky, insekticidy, herbicidy, pigmenty, siderofory,
feromony a dalsi (Osbourn, 2010). Diky témto vlastnostem jsou specializované metabolity Siroce
vyuzivané mimo jiné v mediciné, veterinarnim lékarstvi nebo zemédélstvi (Salwan & Sharma, 2020).
Jednim z nejvyznamnéjsich bakteriadlnich producentl specializovanych metabolitl jsou Gram pozitivni
Actinobacteria, produkujici témér polovinu z celkového mnozstvi znamych antibiotik bakteridlniho
puvodu (Bérdy, 2012). V rdmci Actinobacteria pak jde predevsim o rod Streptomyces, ale i o rodiny

Nocardiaceae Ci Pseudonocardiaceae (Mukherjee et al., 2017).

2.2 Mechanismy biosyntézy specializovanych metabolitu

Vétsina specializovanych metabolitd jsou komplexni latky skladajici se z nékolika stavebnich
jednotek. Témito jednotkami mohou byt béziné se vyskytujici monomery pochazejici z primarniho
metabolismu (napftiklad proteinogenni aminokyseliny nebo acetyl-CoA), ale i neobvyklé monomery,
vznikajici ve specializovanych biosyntetickych drahach (Walsh & Fischbach, 2010).

Strukturni bohatstvi specializovanych metabolitl je ovSsem ddno nejen variabilitou téchto
monomerdq, ale i jejich propojenim do slozitéjSich struktur (Pickens, Tang & Chooi, 2011). Vétsina
monomerd mlze byt kombinovana s rdznymi dalSimi stavebnimi jednotkami za vzniku strukturné i
funkéné odlisnych latek. Klicovym bodem biosyntéz specializovanych metabolitd jsou tedy
kondenzacni reakce, umoznujici vznik metabolitu presné se vaziciho do cilového mista. Tak je tomuiu
antimikrobialnich latek ze skupiny linkosamid(, jejichZ studiu jsem se vénoval ve vyznamné casti své
prace. Diky unikdtnimu kondenzaénimu systému spojujicimu aminocukernou a aminokyselinovou
stavebni jednotku vznikd meziprodukt, ktery je dale modifikovan do findlni molekuly linkosamidu
presné se vazici do peptidyltransferazového mista 50S ribozomalni podjednotky a inhibujici translaci
(zhao et al., 2015; Matzov et al., 2017).

Ve zjednoduSeném modelu mohou byt kondenzaéni reakce v biosyntézach specializovanych
metabolitl katalyzovany tfemi moznymi zpUsoby. Prvni z nich se tykd pouze specializovanych
metabolitl vyuZivajicich jako monomery proteinogenni aminokyseliny. Nejprve dochazi k béziné

ribozomalni syntéze peptid(, které jsou vsak nasledné vyrazné posttranslacné modifikovany za vzniku
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specializovanych metabolitl nazyvanych ,ribozomalné syntetizované a posttranslacné modifikované
peptidy” (RiPPs; Kapitola 2.3) (Ortega & Van Der Donk, 2016). Druhou cestou, umoznujici inkorporaci
SirsSiho spektra monomerd, je vyuziti modularnich kondenzacni enzymd, jako je tomu v biosyntézach
neribozomalnich peptidd (Kapitola 2.4) nebo polyketida (Fischbach & Walsh, 2006). Poslednim
zplUsobem, vyuZivanym v biosyntézach nejvice skupin specializovanych metabolit(i (Walsh & Fischbach,
2010), je kondenzace monomer( specializovanymi nemodularnimi kondenzacnimi enzymy. Pravé ta
byla popsdana mimo jiné v biosyntézach linkosamid( (Kapitola 2.5) (Zhao et al, 2015), ale i
isoprenoidnich latek (Li & Wang, 2016) nebo oligosacharidl (Lairson et al., 2008; Thibodeaux,
Melangon & Liu, 2008).

2.3 Ribozomalné syntetizované specializované metabolity

Ackoli nejsou specializované metabolity bézné spojovany s ribozomalni syntézou, diky Siroké
radé posttranslacnich modifikaci jsou RiPPs (Obrazek 2.1) schopné dosdhnout podobné chemické
diverzity jako neribozomalné syntetizované peptidy (Kapitola 2.4) (McIntosh, Donia & Schmidt, 2009).

Diky této diverzité byla jiz u RiPPs popsana napftiklad antifungalni (Mohr et al., 2015),
antibakterialni (Essig et al., 2014) ¢i antiviroticka aktivita (Ferir et al., 2013). U thiostreptonu ze skupiny
thiopeptidi byla dokonce kromé antibakteridlni aktivity popsdna i schopnost ovlivnéni imunitni
odpovédi na bakteriadlni infekci (Zheng et al., 2015). Mezi dalsi vyznamné skupiny RiPPs patti kromé
thiopeptidl (Bagley et al., 2005) napfiklad také cyanobaktiny (Sivonen et al., 2010), lanthipeptidy
(McAuliffe, Ross & Hill, 2001) ¢i skupina oznacovana jako ,linearni peptidy obsahujici azol“ (LAP)
(Melby, Nard & Mitchell, 2011).
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Obrazek 2.1. Struktury RiPPs

A — Struktury vybranych RiPPs ze skupin thiopeptidd (thistrepton), cyanobaktind (trunkamid) a LAP
(mikrocin B17).

B — Azolové cykly pfitomné v cyanobaktinech.

C — Posttranslacné modifikované aminokyselinové zbytky lanthionin a 3-methyllanthionin pfitomné

v lanthipeptidech.

2.3.1 Biosyntéza RiPPs

Biosyntéza RiPPs zacind ribozomalni syntézou neaktivniho propeptidu, ktery obvykle obsahuje
N-koncovy vedouci peptid a C-koncovy peptid tvofici zaklad struktury budouciho RiPPs. Vedouci peptid
je nasledné rozpoznavan modifika¢nimi enzymy, katalyzujicimi posttranslacni modifikace v C-koncové
oblasti (Obrazek 2.2). Mezi jednu z typickych posttranslacnich modifikaci RiPPs patfi tvorba azolovych
cykll (Obrazek 2.1) vznikajicich cyklodehydrataci serinovych, cysteinovych nebo threoninovych
aminokyselinovych zbytk( napfiklad u cyanobaktint (Mclntosh & Schmidt, 2010; Koehnke et al., 2015).
Lanthipeptidy jsou typické pritomnosti specifickych thioetherovych aminokyselin lanthioninu nebo

3-methyllanthioninu (Obrazek 2.1), které vznikaji dvoukrokovym biosyntetickym procesem ze serinu
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nebo threoninu (Knerr & van der Donk, 2012). V metabolitech ze skupiny LAP je vétsina cysteinovych
a nékteré serinové zbytky prevedenych na thiazolové nebo oxazolové heterocykly (Li et al., 1996).

Na zaveér biosyntézy je vedouci peptid odstépen specifickymi peptiddzami za vzniku aktivniho
RiPPs. Toto Stépeni miZe byt doprovazeno cyklizaci, kterad zvySuje odolnost proti proteolyze a sniZuje
moznost tvorby nezadoucich konformaci. V nékterych pripadech poté jesté dochazi k zavérecnym

posttranslacnim modifikacim nezdvislym na vedoucim peptidu (Ortega & Van Der Donk, 2016).

3 - - Odstépeni
N-koncovy . . Posttranslacni modifikace . .
. . C-koncovy peptid . . N-koncového vedouciho
vedouci peptid C-koncového peptidu peptidu

(f C {, C C

N “N - - N ~-. - =

e oo — " — Qoo
i\ it

Neaktivni propeptid Aktivni peptid

Obrazek 2.2. Schéma biosyntézy RiPPs.
Prerusovana cCara oznacuje aminokyseliny N-koncového peptidu a plnd ¢ara C-koncového peptidu. Barevné
zvyraznéni oznacuje posttranslacné modifikované aminokyseliny. Pfevzato a upraveno z Ortega & Van Der Donk,

2016.

2.3.2 Odstépeni vedouciho peptidu

Jednim z klicovych krok{ biosyntézy RiPPs je odstépeni vedouciho peptidu, nezbytné pro vznik
aktivni formy RiPPs. Ve vétsi Casti pfipadl je tato reakce katalyzovana peptidazou obsahujici
transportér s ATP-vazebnou kazetou (Havarstein, Diep & Nes, 1995). Tento multidoménovy protein se
sklada z centrdlni transmembranové domény, C-koncové domény vazici ATP a N-koncové peptidazové
domény odstépujici vedouci peptid za dvéma konzervovanymi glycinovymi zbytky. Po odstépeni
vedouciho peptidu je navazany aktivni RiPPs pfimo translokovan ven z bunky (Lin, Huang & Chen,
2015).

V nékterych pripadech je vsak odstépeni katalyzovdno sekvencné i strukturné nepfibuznou
peptidazou TIdD/TIdE z proteinové rodiny TIdD/PmbA. Tento zpUsob odstépeni vedouciho peptidu byl
popsan napfiklad v biosyntéze mikrocinu B17 (Ghilarov et al., 2017), peptidu pfibuzného mikrocinu C
(Tsibulskaya et al., 2017) nebo klebsazolicinu (Travin et al., 2018). Aktivni formy téchto RiPPs jsou
nasledné exportovany z bunék nezavislym transportnim systémem (Garrido et al., 1988; Van De Vijver

et al., 2009; Travin et al., 2018).
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2.4 Neribozomalni peptidy

Jednou z velkych skupin specializovanych metabolitd jsou neribozomalni peptidy rozsifené
pres vSechny tfi domény organismu (archea, bakterie i eukaryota), ackoli i mezi jejich producenty patti
k nejvyznamnéjsim zastupcim bakterie a to predevsim skupiny Actinobacteria, Proteobacteria,
Firmicutes a Cyanobacteria (Wang et al., 2014). | v ramci neribozomalnich peptidlil mizeme najit latky
strukturné jednodussi i vyrazné komplikovanéjsi, jak lze vidét na obrazku 2.3 na ptikladu penicilinu G
(Aharonowitz & Cohen, 1992), hormaomycinu (Hofer et al., 2011) a enduracidinu A (lwasaki et al.,

1973).

Penicilin G Hormaomycin

Obrazek 2.3. Struktury vybranych neribozomalni peptida.

2.4.1 Biosyntéza neribozomalnich peptidd

Strukturni diverzita neribozomalnich peptid(, kterda vyrazné prevySuje diverzitu znamych
ribozomalné syntetizovanych peptidl, je mozna diky syntéze za vyuZiti multimodularnich enzymi
nazyvanych neribozomalni peptidové syntetazy (NRPS). Ty maji velikost 200-2000 kDa a skladaji se
z jednoho nebo vice modul(l, zodpovédnych za zaclenéni monomer( do rostouciho fetézce. Pocet, typ

a poradi modull stanovuje, které monomery a v jakém poradi budou inkorporovany (Obrazek 2.4)
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(Cane & Walsh, 1999). Kazdy modul miZe byt v biosyntéze pouZzit pouze jednou u NRPS typu | (linearni
NRPS), které budou dale popisovany, nebo vicekrat u méné obvyklého NRPS typu Il (iterativni NRPS)
(Hur, Vickery & Burkart, 2012). Moduly se skladaji z domén, které katalyzuji jednotlivé reakcni kroky
pfi zafazovani monomeru, jakymi jsou aktivace, vazba monomeru ¢i kondenzace (Mootz, Schwarzer &

Marahiel, 2002).

HO OH
Modul 1 Modul 3 Modul 5 Modul 7 HN
Modul 2 Modul 4 Modul 6 i m_o <
CepA CepB CepC
g p
e [ Jrr] ¢ | — W SO
S S S S S S S ) ) N
o= o= o< o= / o=( o= ‘ N P e
~NH; ~NH, )=NH, —~NH, —~NH, =NH, J
HO— { HO—( = NH ( X
) =0 >\ HO—{ ) ool A NH;
HoN ¢ —{ D G
= HO > OH W P OH
c OH cl’ OH 2
Vankomycin

Obrazek 2.4. Syntéza neribozomalniho peptidu vankomycinu.

Sedm moduld vankomycinové NRPS je rozdéleno na tfi proteiny CepA, CepB a CepC. Monomer zatazeny do
vysledné molekuly kazdym modulem je oznacen odpovidajici barvou. Oznaceni domén —adenylacni (A), ,peptidyl
prenasejici protein” (PCP), kondenzacéni (C), epimerizacni (E), thioesterdzova (TE). Pfevzato a upraveno

zHuretal., 2012.

Jako monomery jsou vpfipadé biosyntézy neribozomalnich peptidd vyuZivany jak
proteinogenni aminokyseliny béZzné dostupné v burkach, tak neproteinogenni aminokyseliny (véetné
D-aminokyselin), a vyjimecné i nékteré karboxylové kyseliny (naptiklad salicylat) (Watts, Mijts &
Schmidt-Dannert, 2005; Fischbach & Walsh, 2006). Celkem je nyni znamych 543 monomer(
inkorporovanych do struktur neribozomalnich peptidl (dle databaze Norine
https://bioinfo.lifl.fr/norine/listAmino.jsp). Monomer je nejprve rozpoznan a aktivovan adenylacéni
doménou a nasledné kovalentné pfipojen kfosfopantetheinovému ramenu sousedici domény
oznacované ,peptidyl pfenasejici protein” (PCP). Flexibilni fosfopantetheinové rameno, plvodem
z koenzymu A (CoA), je k PCP kovalentné ptipojeno specifickou fosfopantetheinyl transferdzou a
umoznuje pohyb navazaného substratu mezi jednotlivymi katalytickymi centry. Kondenzacni doména
nakonec odstépi monomer nebo meziprodukt z PCP predchoziho modulu a katalyzuje jeho ptipojeni
peptidovou vazbou na monomer vazany na PCP vlastniho modulu. Tyto tfi domény tak tvofi
dohromady minimalni prodluzovaci modul NRPS. Jeho dalSimi nepovinnymi sou¢astmi mohou byt
domény modifikujici zafazovany monomer — methyltransferdzova, cyklizacni, epimeriza¢ni nebo
oxidacni. Inicia¢ni modul se od prodluZovaciho odliSuje absenci kondenzaéni domény, terminacni
modul naopak obsahuje navic thioesterdazovou doménu. Ta uvolfiuje vznikly neribozomalni peptid

z PCP terminacniho modulu hydrolyticky za vzniku linearniho produktu nebo makrocyklizaci za vzniku
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makrocyklického produktu (Hur et al., 2012). Po ukonceni syntézy a uvolnéni retézce mlze dojit
k zavérecnym modifikacim neribozomalniho peptidu (Walsh et al., 2001). Podrobnéjsi popis

adenylacnich domén, jejichz studiem jsem se zabyval ve své praci, nasleduje v dalsi kapitole.

2.4.2 Adenyla¢ni domény

Adenylacni domény maji nepostradatelnou ulohu v rozpoznavani stavebnich jednotek pfi
biosyntézach neribozomalnich peptid( a rozhoduji tak o substratové specifité celé NRPS. Adenylacni
domeéna nejprve selektivné vaze substratovou aminokyselinu a aktivuje ji za spotfeby ATP a vzniku
aminoacyl-AMP.  Nasledné katalyzuje pfipojeni aminoacyl-AMP  thioesterovou vazbou
k 4’-fosfopantetheinovému ramenu PCP za vzniku aminoacyl-S-PCP (Obrazek 2.5) (Kleinkauf, Gevers &

Lipmann, 1969; Lee & Lipmann, 1977).

R
H,N
0]
Adenylaéni SH Adenylaéni g
R doména R 3 doména 3
OH . (o)
HzN)\H/ mHzNJ\’( ~Savp T | PCP f' pCP
ATP PPi
(o] O AMP

Obrazek 2.5. Mechanismus aktivity adenylacni domény.

Adenyla¢ni doména aktivuje substratovou aminokyselinu adenylaci a nasledné katalyzuje jeji pfipojeni k PCP.

2.4.2.1 Struktura adenylacnich domén

Adenylaéni domény patfi do rodiny enzym tvoficich adenylat, kterd zahrnuje také acyl-CoA a
aryl-CoA syntetdzy (Gulick, Lu & Dunaway-Mariano, 2004; Jogl & Tong, 2004) a luciferazy svétlusek
(Conti, Franks & Brick, 1996). Tyto proteiny sdili terciarni strukturu, a ackoli katalyzuji odlisné reakce
s odliSnymi substraty, jejich prvni krok, aktivace karboxylové skupiny adenylaci, je shodny (Gulick,
2009). Existuji vsak i dalSi enzymy katalyzujici adenylaci, které ovSsem nejsou s proteiny z této rodiny
nijak sekvencné ani strukturné pribuzné — napfriklad aminoacyl-tRNA syntetazy (Francklyn, 2008) nebo
NRPS-nezavislé enzymy adenylujici siderofory (Challis, 2005).

Prvni adenyla¢ni doménou s vyfeSenou krystalovou strukturou je doména PheA, aktivujici
fenylalanin v biosyntéze antibiotika gramicidinu S (Conti et al., 1997). Od této doby byla publikovéna
fada krystalovych struktur adenyla¢nich domén aktivujicich aminokyselinové substraty z rGznych

skupin. Mezi nimi jsou adenylacni domény aktivujici proteinogenni aminokyseliny arginin i tyrosin
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(Kaljunen et al., 2015), leucin (Tanovic et al., 2008), valin (Reimer et al., 2016), glycin (Drake et al.,
2016), serin (Miller et al., 2016) a threonin (Scaglione et al., 2017); neproteinogenni aminokyselinu
pD-alanin (Du, He & Luo, 2008; Yonus et al, 2008); modifikované a-aminokyseliny
N-cis-anhydromevalonyl-N-hydroxy-L-ornithin (Lee et al., 2010), (25,3S)-B-methyl-L-aspartat (Herbst et
al., 2013) a norcoronamovou kyselinu (Mori et al, 2018) nebo p-aminokyseliny
(2S,35)-B-methyl-L-aspartat (Miyanaga et al.,, 2014), (3S)-3-aminobutyrat (Cieslak et al., 2017),
3-aminononanoovou kyselinu (Cieslak et al., 2017) a (S)-B-fenylalanin (Niquille et al., 2018).

Celkova struktura adenylacnich domén se sestdva z velké N-koncové domény (zhruba 450
aminokyselinovych zbytk(l) a malé C-koncové domény (zhruba 100 aminokyselinovych zbytk()
spojenych flexibilni smyckou (Obrazek 2.6) (Conti et al., 1997). Krystalizace adenylacnich domén i
dalsich protein( ze stejné rodiny prokazala, Ze v pribéhu reakce dochazi ke zménam ve strukture
adenylaénich domén. Po adenylaci substratu a uvolnéni pyrofosfatu dojde k rotaci C-koncové domény
o zhruba 140°, coz zpfistupni aminokyselinové zbytky nezbytné pro thioesterifikacni reakci. Tyto
strukturni zmény jsou oznacovany jako stfidani domén (domain alternation) a cely protein tak ma dvé

strukturni orientace pro dvé casti reakce (Reger et al., 2008; Kochan et al., 2009; Miller et al., 2014).
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Obrazek 2.6. Struktura adenyla¢ni domény PheA a vazebného mista pro substrat.

A —Struktura adenyla¢ni domény PheA ucastnici se biosyntézy gramicidinu S v Bacillus brevis. C-koncova doména
je oznacena modre a N-koncova doména zelené. Na rozhrani domén je vyznaceno vazebné misto pro substrat a
navazany fenylalanin.

B — Detailni pohled na vazebné misto pro substrat v adenylacni doméné PheA. Karboxylova a a-amino skupina
substratu jsou koordinované konzervovanym lysinem a aspartatem. Konzervovany lysin je soucasti C-koncové
domény, zatimco ostatni aminokyselinové zbytky tvorici vazebné misto pro substrat jsou soucasti N-koncové

domény. Pfevzato a upraveno z Lee et al., 2015.

2.4.2.2 Vazebné misto pro substrat

Vazebné misto pro substrat se v adenyla¢nich doménach nachazi v misté styku N- a C-koncové
domény, a to predevsim v N-koncové doméné (Conti et al., 1997). Vazebné misto je tvoreno 10
aminokyselinovymi zbytky (Obrazek 2.6), nazyvanymi neribozomalni kdd, jejichZ postranni retézce jsou
v kontaktu se substratem. Osm z téchto aminokyselinovych zbytk( je variabilnich a urcuji substratovou
specifitu adenylacéni domény. Zbylé dva aminokyselinové zbytky lysin a aspartdt jsou vysoce
konzervované (Stachelhaus, Mootz & Marahiel, 1999; Challis, Ravel & Townsend, 2000). Lysin je
v kontaktu s karboxylovou skupinou substratové aminokyseliny a s a-fosfatovou skupinou ATP,
zatimco aspartat je v kontaktu a-aminoskupinou (nebo B-aminoskupinou) substratové aminokyseliny
(Stachelhaus et al., 1999; Cieslak et al., 2017). Oba konzervované zbytky tak urcuji orientaci
substratové aminokyseliny ve vazebném misté. U adenyla¢nich domén aktivujicich jiny substrat nez

a-aminokyselinu (nékteré B-aminokyseliny, a-hydroxykyseliny, a-ketokyseliny nebo aminobenzoové
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kyseliny) mlze byt aspartat premistén nebo nahrazen jinym zbytkem (Challis et al., 2000; Sissmuth &
Mainz, 2017).

Mensi substratové aminokyseliny vsak nemusi byt vkontaktu se vsemi deseti
aminokyselinovymi zbytky neribozomalniho kédu. Je tomu tak napfiklad u adenylacnich domén
aktivujicich prolin (Kadl¢ik et al., 2013) nebo glycin (Drake et al., 2016), ve kterych je substrat v pfimém
kontaktu jen s konzervovanym lysinem a aspartatem a tfemi dalSimi zbytky (Kapitola 2.5.4.1).
U nékterych adenyla¢nich domén byla detekovana rozvolnéna substratova specifita, jejimz disledkem
je zvySeni diverzity neribozomalnich peptidd produkovanych jednou NRPS (Meyer et al., 2016). Tato
rozvolnéna specifita je zplUsobena hlavné degeneraci samotného neribozomalniho kédu, kdy urcité
kombinace aminokyselinovych zbytk( neribozomdlniho kédu umozZnuji aktivaci vice strukturné
podobnych (arginin/lysin) (Muller et al., 2014) i odlisnéjsich (arginin/tyrosin) (Kaljunen et al., 2015)

substratd.

2.4.2.3 Predikce substrdtové specifity

U dosud experimentdlné necharakterizovanych adenylacnich domén se sekvence
aminokyselinovych zbytkd neribozomalniho kédu spolu s aminokyselinovymi zbytky v okoli vazebného
mista pro substrat pouzivaji k in silico predikcim substratové specifity za vyuziti aplikaci jakymi jsou
napriklad NRPSsp, NRPSpredictor2, PKS/NRPS Analysis nebo PRISM (Rausch et al., 2005; Rottig et al.,
2011; Khayatt et al., 2013; Skinnider et al., 2015). Vzhledem tomu, Ze pocitacové modely vychazeji
zvelké ¢asti z prvni krystalizované adenylaéni domény PheA, aktivujici fenylalanin, jsou vysledné
predikce stdle pfesnéjsi u adenylacnich domén aktivujicich proteinogenni aminokyseliny, oproti tém

aktivujicim neobvyklé neproteinogenni aminokyseliny (Kudo, Miyanaga & Eguchi, 2018).

2.4.2.4 Modifikace substratové specifity adenylacnich domén

Znalost neribozomalniho kédu adenylacnich domén se také vyuzivd k modifikacim jejich
substratové specifity. Jednim ze zplsobl pripravy adenylacnich domén aktivujicich nepftirozeny
substrat jsou nahodné mutace variabilnich aminokyselin neribozomalniho kédu (Evans et al., 2011;
Villiers & Hollfelder, 2011). Druhou vyuZivanou moznosti jsou cilené mutace aminokyselinovych zbytk(
klicovych pro rozpoznani substratu, které byly vybrany nejcastéji na zakladé krystalové struktury nebo
homologniho modelu adenylaéni domény (Eppelmann, Stachelhaus & Marahiel, 2002; Cheng-Yu et al.,
2009; Thirlway et al., 2012; Kadl¢ik et al., 2013; Kries et al., 2014; Kaljunen et al., 2015; Niquille et al.,
2018). Poslednim zplUsobem vyuZitym v publikovanych studiich je priprava chimérickych proteint

(oznacovana také jako zdména subdomén). Tyto proteiny obsahuji okrajové casti plvodni adenylacni
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domény a stfedovou cast (zahrnujici vétSinu nebo vSechny aminokyselinové zbytky neribozomalniho
kodu) adenylaéni domény s cilovou substratovou specifitou (Criisemann et al., 2013; Kries, Niquille &

Hilvert, 2015).

2.4.25 Moduldrni a samostatné stajici adenylacni domény

Stejné jako dalSi NRPS domény (Keating et al., 2002; Thomas, Burkart & Walsh, 2002) se i
adenylacni domény vyskytuji v biosyntézach specializovanych metabolitd ve dvou typech. Vétsina
adenylacénich domén je soucasti NRPS modulu (oznacovany jako moduldrni) a prenasi aktivovany
substrat na sousedici PCP v ramci modulu (Kessler et al., 2004; Gonsior et al., 2015). Existuji vSak i
samostatné stojici adenylacni domény prenasejici substrat in trans na oddéleny PCP. Tyto izolované
adenylacni domény nejcastéji aktivuji prvni monomer v biosyntéze neribozomalnich peptid( (Thomas
et al.,, 2002; Maruyama et al., 2012; Pakarian & Pawelek, 2016), ale mohou také byt soucasti
biosyntetickych drah jinych specializovanych metabolitll, nez jsou neribozomalni peptidy, ve kterych
je aktivovany substrat navazany na PCP ddle zpracovan zcela odliSnym zplUsobem (Kapitola 2.5.4)

(Kadl¢ik et al., 2013).

2.4.2.6 Aktivdtory adenylacnich domén

Pro efektivni aktivaci substratové aminokyseliny nékterymi adenylaénimi doménami je tfeba
prfitomnost malého proteinu nazyvaného aktivator adenylaéni domény (ADA) (Baltz, 2011, 2014).
V nékterych pripadech nebylo dokonce mozné pfipravit celé NRPS moduly v rozpustné formé bez
koexprese s odpovidajicim ADA (Imker et al., 2010; McMahon, Rush & Thomas, 2012; Hiratsuka et al.,
2013; Zolova & Garneau-Tsodikova, 2014).

Prvni popsané ADA sdilely Pfam doménu PF03621 a byly homologni s proteinem MbtH, podle
kterého byly pojmenovany jako ,MbtH-like” proteiny (Drake et al., 2007). V posledni dobé vsak byly
objeveny tfi dalsi, strukturné odlisné skupiny ADA (Boll & Heide, 2013; Kalb et al., 2015; Saha & Rokita,
2016), znichZz zastupci dvou skupin jsou dokonce soucasti jednoho proteinu s odpovidajicimi
adenylaénimi doménami (Boll & Heide, 2013; Kalb et al., 2015). Tato fuze do jednoho proteinu
kontrastuje s vétSinou ostatnich ADA, vyskytujicich se jako nezavislé proteiny, které vSak mohou byt
kddovany geny nachazejicimi se nejen v blizkosti genl kodujicich NRPS (Felnagle et al., 2010; Imker et
al., 2010; Hiratsuka et al., 2013; Zolova & Garneau-Tsodikova, 2014) ale i ve zcela jiné ¢asti genomu
(Wolpert et al., 2007; Tatham et al., 2012; Bosello et al., 2013; Davidsen, Bartley & Townsend, 2013).
To miZe vyrazné komplikovat vyhledavani genld kodujicich ADA v pfipadé, Ze u studovaného

organismu neni dostupnda kompletni sekvence genomové DNA (Saha & Rokita, 2016).

22



2.5 Linkosamidy

Linkosamidy tvofi malou, ale vyznamnou skupinu specializovanych metabolitl
s antimikrobidlnimi Uc¢inky. Dosud byly detekovdny pouze tfi pfirozené se vyskytujici linkosamidy —
linkomycin produkovany Streptomyces lincolnensis (Bergy & Herr, 1963), celesticetin produkovany
S. caelestis (De Boer & Dietz, 1960) a Bu-2545 produkovany blize nespecifikovanym kmenem bakterie
zrodu Streptomyces (Toda et al., 1981). Strukturné se vSechny linkosamidy skladaji z aminocukru
(aminothiooktézy) spojeného amidovou vazbou s karboxylovou skupinou aminokyseliny. Zatimco
aminocukerné slozky se od sebe lisi jen jednou methyla¢ni modifikaci, nejpodstatné;jsi rozdily mezi
linkosamidy jsou v aminokyselinovych sloZzkdch a salicylatu, pfipojeném k thio skupiné celesticetinu

pres dvouuhlikaty alifaticky retézec, jak muzZete vidét zvyraznéné na Obrazku 2.7.
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Obrazek 2.7. Struktury linkosamid.
Aminokyselinovd slozka linkomycinu vychdzejici z (2S,4R)-4-propyl-L-prolinu (PPL) je vyznacena cervené.
Aminokyselinova slozka celesticetinu a Bu-2545 vychazejici z L-prolinu je vyznacena zelené. Salicylatova slozka

celesticetinu je vyznacena zluté.

Aminokyselinové prekurzory linkosamid( se od sebe vyznamné lisi svym biosyntetickym
puvodem. Zatimco prekurzorem celesticetinu a Bu-2545 je L-prolin, proteinogenni aminokyselina volné
dostupna v burice, u linkomycinu je jim neobvykla aminokyselina (2S,4R)-4-propyl-L-prolin (PPL)
(Kadl¢ik et al., 2013) syntetizovana specifickou drahou z L-tyrosinu (Jirdskova et al., 2016). Rozpoznani
a aktivace téchto strukturné odlisnych prekurzord je prvnim z klicovych bodl biosyntéz linkosamidd,
kterym se budu zabyvat ve své dizertacni praci.

Aktivované aminokyselinové prekurzory jsou ddle kondenzovdny s aminocukernym
prekurzorem unikatnim kondenzacnim systémem sprazenym s metabolismem bakteridlnich thioll
(zhao et al., 2015). Dalsi specializované enzymy nasledné katalyzuji postkondenzacéni zabudovani
atomu siry do linkosamidové molekuly, jehoZ soucasti je i deacetylace linkosamidového meziproduktu

(zhao et al., 2015; Kamenik et al., 2016). Tato klicova reakce, jejiz charakterizace tvofi druhou ¢ast mé
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dizertacni prace, zlstavala dosud jednou z poslednich reakci v linkosamidovych biosyntézach, u které
nebyl zndm Kkatalyticky enzym. Deacetylace linkosamidového meziproduktu je také nezbytnou
podminkou pro zavérecné maturacni kroky umoznujici ve vysledku bud methylaci siry v pfipadé
biosyntézy linkomycinu a Bu-2545, nebo pripojeni salicylatu pfes dvouuhlikaty fetézec u celesticetinu

(Kamenik et al., 2016; Kadlcik et al., 2017).

2.5.1 Biologicka aktivita linkosamidu

V ramci skupiny linkosamidovych antibiotik je v klinické praxi vyuZivan linkomycin, a pfedevsim
jeho chlorovany derivat klindamycin (7-chlor-7-deoxylinkomycin), ktery je lékem prvni nebo druhé
volby proti grampozitivnim patogenim a anaerobnim bakteriim (Brook, 2016). Klindamycin ma také
vyznamnou antiplazmodialni aktivitu, kdy plsobi v apikoplastu, specifické organele vyskytujici se u
plUvodce malarie, prvoka Plasmodium falciparum (Fichera & Roos, 1997). V kombinaci s chininem se
proto pouziva k |écbé malarie u Zen v prvnim trimestru téhotenstvi (World Health Organization, 2015).

Linkomycin i  klindamycin  inhibuji ~ bakteridlni  proteosyntézu  vazbou do
peptidyltransferdzového centra 50S ribozomdlni podjednotky (Obrazek 2.8). Vazby se ucastni tfi
hydroxylové skupiny aminocukerné slozky antibiotik, kdy dvé z nich (2-OH a 3-OH) interaguji s N6
nukleotidu A2058 v 23S rRNA (Schliinzen et al., 2001; Dunkle et al., 2010). Dimethylace N6 skupiny,
ktera znemoznuje vznik vodikovych vazeb, tak zpUsobuje rezistenci k linkosamidlm (Ross et al., 1997),
stejné jako k makrolidim a streptograminu B, které se vazi do Castecné se prekryvajictho mista na
ribozomu (Le Bouter, Leclercq & Cattoir, 2011; Wilson, 2014). Stejné tak muZe byt rezistence u
nékterych bakterii zplisobena mutacemi A2058G ¢i A2058U (Prunier et al., 2002). S 23S rRNA
interaguje také atom siry aminocukerné slozky linkosamidd, ktery je v ribozomu orientovany smérem
k ,exit tunelu” (Schliinzen et al., 2001).

Bocni fetézec aminokyselinové slozky linkomycinu ¢&i klindamycinu prodluzuje molekulu
smérem k A mistu, do néhoZ se vaze aminoacyl-tRNA, a diky interferenci s vazbou aminoacyl-tRNA na
ribozom zvySuje antimikrobialni aktivitu (Matzov et al., 2017). Tomu odpovidaji i vysledky inhibice
proteosyntézy linkomycinem a samotnym linkomycinovym aminocukrem (a-methylthiolinkosamidem)
v in vitro translaénich systémech. Ackoli je na zakladé analyzy krystalovych struktur ziejmé, Ze vétSina

interakci mezi ribozomem a linkomycinem je v jeho aminocukerné sloZzce, a-methylthiolinkosamid ma

vvvvv
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Vazebné misto pro Peptidyltransferazové Zacatek
aminoacyl-tRNA centrum »exit tunelu”

Obrazek 2.8. Krystalova struktura linkomycinu v 50S podjednotce ribozomu Staphylococcus aureus.
Bocni Fetézec aminokyselinové slozky linkomycinu sméfuje do mista vazby aminoacyl-tRNA, zatimco
aminocukerna slozka je orientovana smérem k zacatku ,exit tunelu”. Atomy dusiku vyznaceny modre, kysliku

Cervené a siry Zluté. Pfevzato a upraveno z Matzov et al., 2017.

2.5.2 Biosyntetické genové shluky linkosamidu

Geny kédujici enzymy biosyntetickych drah linkosamidd i mnoha dalSich specializovanych
metabolitl se v genomech mikrobidlnich produkénich organismi vyskytuji v tésné blizkosti a tvofi
takzvané genové shluky. Kromé gen0 koédujicich biosyntetické enzymy mohou byt soucasti genovych
shluk i regulaéni geny nebo geny kédujici rezistenci k produktu biosyntetické drahy (Osbourn, 2010).
Usporadani genl ve shlucich usnadriuje spole¢nou regulaci gent kontrolujicich nasledné biosyntetické
kroky a zarovern umozZfiuje prenos celého shluku ¢i jeho ¢asti horizontalnim genovym transferem (HGT)
mezi rGznymi organismy (lgarashi et al., 2001; Chan et al., 2009).

V pfipadé linkosamid( byly dosud publikovany pouze genové shluky linkomycinu a
celesticetinu. Linkomycinovy genovy shluk ma velikost 32 kbp a obsahuje 26 biosyntetickych genl
(oznaceny Imb) a tfi resistencni geny (Peschke et al., 1995; Kobérska et al., 2008). Oproti tomu je
celesticetinovy shluk mensi a pfi velikosti 27 kbp obsahuje jen 23 biosyntetickych gent (oznaceny ccb)
a jediny rezistencni gen (Obrazek 2.9) (Janata et al., 2015). Oba shluky obsahuji 18 par( homolognich
genU kddujicich enzymy biosyntézy aminocukerného prekurzoru, kondenzacni enzymy a nékteré

enzymy katalyzujici postkondenzacni reakce. Z genl kddujicich biosyntetické proteiny jsou pouze pro
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linkomycinovy shluk specifické geny kddujici enzymy biosyntézy aminokyselinového prekurzoru PPL a
methyltransferdzu LmbG. Pouze v celesticetinovém shluku se oproti tomu vyskytuji geny kédujici

enzymy biosyntézy a pfipojeni salicylatu a methyltransferazu Ccb4.

Linkomycinovy biosynteticky genovy shluk (geny Imb)

rA 4 21 CDEFGIHIJKLMNZPOSRQTVS3 T mB56U rC

(HuO) e
e L

rl IHJ 1K LMNZ FEDUGCPOSRQTV 2 3 4 5

Celesticetinovy biosynteticky genovy shluk (geny ccb)

Obrazek 2.9. Biosyntetické genové shluky linkomycinu a celesticetinu.

Cervené jsou zobrazeny geny kédujici biosyntézu PPL (oznadované apd1-apd6), ¢erné geny kéduijici biosyntézu
aminocukerného prekurzoru, modfe geny kédujici kondenzacni a postkondenzacni kroky, Zluté geny kodujici
biosyntézu a pfipojeni salicylatu, Sedivé methyltransferazy specifické pouze pro biosyntézu linkomycinu, resp.
celesticetinu, bile rezistencni (oznacované Imr resp. ccr) a regulaéni (ImbU) geny. Modfe zvyraznéné ¢asti genl

znaci sekvence kédujici PCP (Kapitola 2.5.4.1). Pfevzato a upraveno z Janata et al., 2015.

2.5.2.1 Evolucni historie linkosamidovych genovych shlukd

Na predpokladané evoluéni historii genl specifickych jen pro jeden ze shlukl lze popsat
priklady HGT jednotlivych gend i skupin funkéné propojenych gent oznacovanych jako podshluky. HGT
jednotlivych gend muZeme v historii linkomycinového i celesticetinového shluku pozorovat u
rezistenénich gend. Zadny z linkomycinovych rezisten¢éni gent ImrA, ImrB ani ImrC neni pfibuzny
s jedinym celesticetinovym rezistenénim genem ccrl (Janata et al., 2015). Tyto geny tedy byly
pravdépodobné preneseny HGT a zaclenily se do linkosamidovych shluk(. Stejné tak tomu
pravdépodobné bylo i u linkomycinového regulacniho genu ImbU (Lin et al., 2020), ktery nema
homolog v celesticetinovém shluku (Janata et al., 2015).

Jednou z nejvyznamnéjsich udalosti v evoluéni historii linkomycinu byl ovsem pfenos gent
kddujicich enzymy biosyntézy aminokyselinového prekurzoru PPL. Zabudovani PPL do struktury
linkomycinu zlepsSuje biologické vlastnosti latky v porovnani's linkosamidy se zabudovanym L-prolinem.
Strukturné nejjednodussi linkosamid Bu-2545 ma o 1-2 fady nizsi antibakteridlni ucéinek v porovnani
s linkomycinem s inkorporovanym PPL (Hanada et al, 1980). Vyznam délky bocniho fetézce
aminokyselinové slozky je také zifejmy pfi porovnani linkomycinu a linkomycinu B, vedlejsiho produktu
linkomycinové biosyntézy, do kterého se inkorporuje derivat prolinu s dvouuhlikatym (2C) bocnim

fetézcem (2S,4R)-4-ethyl-L-prolin (EPL). Linkomycin B dosahuje pouze 25% aktivity linkomycinu (Pang
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et al., 2015). Naopak u syntetickych derivatl linkomycinu s prodlouZzenym bocnim fetézcem byla
detekovana zvysujici se aktivita s maximem pfi zabudovani prekurzor( s 5C nebo 6C bocnimi fetézci
(Magerlein, 1971).

PPL patfi do skupiny vzacné se vyskytujicich speciadlnich stavebnich blokd oznacovanych jako
4-alkyl-L-prolinové derivaty (APD), které sdili specifickou biosyntetickou drahu (Jirdskova et al., 2016;
Janata et al., 2018a). Ackoli jsou APD strukturné podobné L-prolinu, jejich biosyntéza vychazi z jiné
proteinogenni aminokyseliny, L-tyrosinu (Jirdskova et al., 2016). APD prekurzory mohou byt
inkorporované do struktur specializovanych metabolitl nejméné tfi odlisnych skupin (Obrazek 2.10) —
linkomycinu (Jirdskova et al., 2016), hormaomycinu (Hofer et al., 2011) a nékterych latek ze skupiny
pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepinli (PBD) (Hu et al., 2007; Li et al., 2009b, 2009a; Najmanova et al.,
2014; Pavlikova et al., 2018). Bakteridlni signalni molekula hormaomycin je neribozomalni peptid
sloZzeny z osmi aminokyselinovych prekurzorl, mezi kterymi je i APD (2S,4R)-4-(Z)-propenyl-L-prolin
(Hofer et al., 2011). Cytotoxické a protinadorové PBD se skladaji ze dvou prekurzorl (aromatické a
N-heterocyklické aminokyseliny), které jsou kondenzovany NRPS a dale modifikovany za vzniku
vysledné tricyklické struktury. U ¢asti PBD je N-heterocyklickym aminokyselinovym prekurzorem jedna
ze dvou latek ze skupiny APD (4-propyliden-L-prolin nebo 4-ethyliden-L-prolin), ktera je aktivovana

adenylac¢ni doménou a poté vstupuje do kondenzace (Kamenik et al., 2017).
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Obrazek 2.10. Struktury linkomycinu, hormaomycinu a vybranych PBD inkorporujicich APD.

APD jednotky jsou ve strukturach vyznaceny cCervené.

Linkomycinovy genovy shluk obsahuje Sest gent kodujicich enzymy biosyntézy APD, které jsou
oznacovany apdl-apd6 (Janata et al., 2018a). Homology alesporn nékterych z téchto gent byly nalezeny
i v genovych shlucich vSech ostatnich latek inkorporujicich APD prekurzor. Celou sadu Sesti gen(
obsahuji genové shluky porothramycinu (Najmanova et al., 2014), anthramycinu (Hu et al., 2007) a
sibiromycinu (Li et al., 2009b), ve kterych jsou navic pfitomny i geny kédujici proteiny postkondenzacné
modifikujici APD jednotku. Oproti tomu v genovych shlucich tomaymycinu (Li et al., 2009a) a
limazepinu (Pavlikova et al., 2018) chybi gen apd3 kédujici methyltransferazu, a proto je v jejich
strukture zabudovan APD s dvouuhlikatym bocnim fetézcem. V genovém shluku hormaomycinu bylo
také nalezeno pét gend, zde vSak chybi apd5 ziejmé kddujici izomerazu dvojnych vazeb (Hofer et al.,
2011; Jiraskova et al., 2016).

Struktura linkosamidovych genovych shluk( a rozsifeni gend kddujicich biosyntézu APD
naznacuje, Ze linkomycinovy genovy shluk pravdépodobné vznikl zaclenénim genl kdédujicich
biosyntézu PPL do shluku plvodniho linkosamidu, ktery pfedtim inkorporoval L-prolin volné dostupny

v burice. Geny kddujici biosyntézu PPL byly do producenta plvodniho linkosamidu pravdépodobné

28



preneseny spolecné z organismu, ktery jiz obsahoval plnou sadu Sesti genl apd1-apd6 (Janata et al.,

2018a).

2.5.3 Biosyntéza linkosamidovych prekurzort

Linkosamidy jsou definované minimadlni strukturou skladajici se z neobvyklého aminocukru
spojeného amidovou vazbou s aminokyselinou. Vyznamnou ¢asti jejich biosyntézy je tedy syntéza
aminocukerného prekurzoru, kédovana deviti geny a v pfipadé linkomycinu také syntéza PPL,
kodovana Sesti geny. Enzymy katalyzujici biosyntézu obou linkomycinovych prekurzor(i jsou tak
kddovany vice nez polovinou gend linkomycinového shluku. Detailni popis téchto drah ovsem neni

cilem této dizertacni prace, proto zde zminim pouze zakladni biosyntetické principy.

2.5.3.1 Biosyntéza aminocukerného prekurzoru linkosamidi

Vzhledem ke shodné struktufe aminocukerné slozky u vSech linkosamidl probiha jeji
biosyntéza pravdépodobné shodné (Obrazek 2.11), coZ podporuje i srovnani linkomycinového a
celesticetinového shluku (Obrazek 2.9). Experimentdlné byla ovSsem tato biosyntéza ovérena z vétsiny
na linkomycinovém modelu.

Prvnim krokem biosyntézy je vznik oktuldza 8-fosfatu kondenzaci ribdza 5-fosfatu a molekuly
odvozené z pentdzo fosfatové drahy (fruktdza 6-fosfatu nebo sedoheptuldza 7-fosfatu). Poté dojde
k 1,2-izomerizaci oktuléza 8-fosfatu na oktdza 8-fosfat (Sasaki et al., 2012). Oktdza 8-fosfat je
v naslednych krocich preveden na oktdza 1-fosfat, ktery je aktivovan vazbou GDP (Lin et al., 2014).
Zavérecné kroky biosyntézy aminocukerného prekurzoru zahrnuji epimerizaci C-6 hydroxylové skupiny
katalyzovanou LmbM, dehydrataci katalyzovanou LmbL/LmbZ, epimerizaci C-4 hydroxylové skupiny

znovu katalyzovanou LmbM a na zavér transaminaci katalyzovanou LmbS (Wang et al., 2020).
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Obrdzek 2.11. Biosyntéza aminocukerného prekurzoru linkomycinu.

Pfevzato a upraveno z Janata et al., 2018a.

2.5.3.2 Biosyntéza aminokyselinového prekurzoru linkomycinu

Biosyntéza PPL vychazi stejné jako u ostatnich APD z proteinogenni aminokyseliny L-tyrosinu
(Obrazek 2.12) (Witz, Hessler & Miller, 1971). Prvni dvé reakce katalyzované Apd1 a Apd2 pfeménu;ji
L-tyrosin pres L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a intermediat 1 na dikarboxylovou kyselinu 2
(Novotna et al., 2004, 2013; Colabroy et al., 2008, 2019). Methyltransferaza Apd3 nasledné methyluje
2 za vzniku intermediatu 3 (Pang et al., 2015; Kamenik et al., 2018), ze kterého odstépenim oxalatu
hydroldzou Apd4 vznika 4. Poradi reakci katalyzovanych Apd3 a Apd4 vsak jesté neni zcela ovéreno
(Zhong et al., 2017; Zhong, Chen & Liu, 2018; Kamenik et al., 2018). Intermediat 4 je hypotetickou
izomerdazou Apd5 ziejmé preménovan na 5 (Jiraskova et al., 2016). Poslednim krokem je redukce 5 na

PPL katalyzovanda Apd6 (Steiningerova et al., 2020).
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Obrazek 2.12. Biosyntéza aminokyselinového prekurzoru linkomycinu.

2.5.4 Kondenzace a postkondenzacni kroky v biosyntéze linkosamid(

Neobvyklé spojeni aminocukru a aminokyseliny pomoci amidové vazby je v biosyntéze
linkosamid( katalyzovano unikatnim hybridnim kondenza¢nim systémem. Ten kombinuje proteiny
homologni s doménami NRPS, které jsou vyuZity kaktivaci aminokyselinového prekurzoru, se
systémem zavislym na bakteriadlnich thiolech. Tento systém je zodpovédny za aktivaci aminocukru a
tvorbu amidové vazby (Kadl¢ik et al.,, 2013; Janata et al.,, 2015; Zhao et al., 2015). Nicméné i
bezprostredné nasledujici linkosamidové postkondenzacni modifikace vyuZzivaji bakteridlni thiol,
tentokrat ovsem pro zabudovéni atomu siry do struktury linkosamidl, a jsou tak nezbytnym
predpokladem pro findIni dpravy struktur, jakou je napfiklad pfipojeni salicyldtu v biosyntéze

celesticetinu (Zhao et al., 2015; Kamenik et al., 2016; Ushimaru et al., 2016; Wang et al., 2016a).

2.5.4.1 Aktivace aminokyselinového prekurzoru

Aminokyselinové prekurzory linkosamidl jsou aktivovany samostatné stojicimi adenylaénimi

doménami (Kadlcik et al., 2013), stejné jako je tomu u prekurzor( nékterych neribozomalni peptidd
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(Hur et al., 2012). PPL je v biosyntéze linkomycinu aktivovan adenylacni doménou LmbC, oproti tomu
L-prolin aktivuje celesticetinova adenylacni doména CcbC (Kadlcik et al., 2013). Substratova specifita
adenyla¢ni domény tak urcuje, ktery aminokyselinovy prekurzor bude zabudovan do struktury
vysledného linkosamidu.

Aktivované aminokyselinové substraty jsou ve druhé casti reakce katalyzované adenylacni
doménou pfipojeny thioesterovou vazbou kPCP (Obrazek 2.13). Vzhledem kjejich funkénimu
propojeni byva PCP casto soucasti jednoho fuzniho proteinu s adenylaéni doménou (Fischbach &
Walsh, 2006). V pfipadé adenylacnich domén LmbC i CcbC tomu tak ovsem neni (KadlCik et al., 2013).
V linkosamidovych genovych shlucich vSak neni ani sekvence kédujici samostatné stojici PCP.
Prekvapivé vsak byla sekvence kddujici zhruba 80 aminokyselin dlouhy PCP nalezena jako soucast dvou
nehomolognich biosyntetickych genli. Tato sekvence tvofi 5'-koncovou ¢ast genu ImbN
v linkomycinovém shluku a 3’-koncovou ¢ast genu ccbZ v celesticetinovém shluku (Obrazek 2.13)
(Janata et al., 2015).

U proteinu LmbN byla jeho dvojitd funkce experimentalné ovérena, kdyz C-koncovd doména
katalyzuje izomeraci v biosyntéze aminocukerného prekurzoru, zatimco N-koncova doména slouzi jako
PCP pfi aktivaci aminokyseliny (Obrazek 2.13) (Sasaki et al., 2012; Janata et al., 2015). U hypotetické
oxidoreduktazy CcbZ je jeji zapojeni v biosyntéze aminocukerné podjednotky prepokladano (Janata et
al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze ani jeden z proteini nema pfimé napojeni na kondenzaci linkosamid,
je spojeni genli ImbN a ccbZ se sekvenci kddujici PCP pravdépodobné nahodné.

V genu ImbN byl dalSimi analyzami objeven druhy nezavisly translacni poc¢atek pred sekvenci
kddujici izomerazovou doménu (Obrazek 2.13). Diky tomu mohou vznikat dvé formy proteinu LmbN —
bifunkéni protein a samostatna izomerazova doména (Janata et al., 2015). V genu ccbZ ovsem druhy
translaéni pocatek neni pfitomen. Pravdépodobné je tedy organizace gen( v celesticetinovém shluku
evoluéné plvodnéjsi a k pripojeni sekvence kddujici PCP ke genu ImbN nejspise doslo pozdéjsimi
rekombinacnimi prestavbami genového shluku (Janata et al., 2015).

Obecné je fuze PCP s funkéné nepribuznymi proteiny vzacna, nékolik takovych pfipad jiz vsak
bylo v literatufe popsano. V biosyntéze sideroforu enterobaktinu tvofi PCP C-koncovou ¢3st
izochorismat lyazy EntB (Gehring, Bradley & Walsh, 1997) a v biosyntéze antibiotika nouseothricinu je

soucasti proteinu NpsB s nezndmou funkci (Grammel et al., 2002).
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Obrézek 2.13. Aktivace aminokyselinového prekurzoru v biosyntéze linkosamidu.

A — Schéma aktivace aminokyselinového prekurzoru linkomycinu PPL samostatné stojici adenyla¢ni doménou
LmbC a nasledné pfipojeni aktivovaného prekurzoru k PCP, ktery je souéasti proteinu LmbN.

B — Biosyntetické genové shluky linkomycinu a celesticetinu s detailnim zobrazenim genli ImbN a ccbZ kddujicich
proteiny se dvéma funkcemi. Start 1 a 2 vyznacuji translacni pocatky v genu ImbN. Modfie jsou znazornény geny
kédujici kondenzacni a postkondenzacni kroky, ¢erné geny kddujici biosyntézu aminocukerného prekurzoru.

Pfevzato a upraveno z Janata et al., 2015.

2.5.4.1.1 Fylogenetickd analyza adenylacnich domeén

V molekularni evoluci linkomycinové biosyntetické drahy doslo nejen k prijeti gend kédujicich
biosyntézu PPL pomoci HGT, ale také musela byt umoZnéna aktivace a inkorporace PPL namisto
pavodniho L-prolinu. Tato zména mohla probéhnout bud pfenosem adenylaéni domény aktivujici PPL
pomoci HGT spolu s geny kddujicimi biosyntézu PPL, nebo mutacemi ménicimi substratovou specifitu
puvodni adenylacni domény z L-prolinu na PPL.

Pravdépodobnou evolucni historii adenylacnich domén ndm ukaze jejich fylogeneticka analyza.
Ta byla provedena na vSech samostatné stojicich a vybranych moduldrnich adenylacnich doménach
aktivujicich L-prolin a APD. VSechny dosud publikované adenylaéni domény aktivujici APD jsou v ramci

fylogenetického stromu rozprostfené mezi doménami aktivujicimi L-prolin. Vysledky tak ukazuji, Ze
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adaptace substratové specifity adenylac¢nich domén z L-prolinu k APD probéhla nezavisle na sobé
v evolucni historii kazdé ze tfi skupin latek aktivujicich APD (linkomycinu, hormaomycinu i PBD) a
pravdépodobné nedoslo k HGT genu kddujicich adenylaéni domény mezi témito skupinami (Kadl¢ik et
al., 2013; Janata et al., 2018a).

Fylogeneticka analyza dale jasné oddélila samostatné stojici a modularni adenylaéni domény
do dvou vyvojovych linii. Adenylaéni doména LmbC tak spada mezi samostatné stojici domény, které
ovsem jinak aktivuji vyhradné L-prolin. Jejim nejblizsSim ptibuznym je doména CcbC, se kterou ma
vysokou sekvencni identitu 55,7 %. To je vyrazny rozdil oproti ostatnim samostatné stojicim
adenyla¢nim doméndam, se kterymi ma LmbC sekvencéni identitu maximalné 40 %. Navic maji LmbC a
CcbCivelmi podobné primérné sekvencniidentity s ostatnimi samostatné stojicimi doménami (35,1 %
a 35,6 %). Tato data, spolecné sfaktem, Ze Zadna jind samostatné stojici doména kromé LmbC
neaktivuje APD, ukazuji, Ze LmbC i CcbC pochazeji ze spoleéného predka, ktery s nejvétsi
pravdépodobnosti aktivoval L-prolin. Neda se nicméné vyloucit, Ze spole¢ny predek obou adenylaénich
domén neaktivoval pouze L-prolin, ale mél Sirsi substratovou specifitu (KadIcik et al., 2013).

Odlisnym aktivovanym substratim odpovidaji vyrazné rozdily v neribozomalnich kddech
adenylacnich domén LmbC a CcbC. Podobné jako u fylogenetické analyzy celych sekvenci adenylacnich
domén, také analyza neribozomalnich kédl jasné oddéli samostatné stojici a modularni adenylacni
domény. Konsenzualni neribozomdlni kéd samostatné stojicich domén aktivujicich L-prolin je
L(L/F)YLALVC (neni zde uvadén lysin a aspartat, konzervované ve vsech adenylacnich doménach
aktivujicich a-aminokyselinovy substrat). Neribozomalni kéd CcbC VFYCALVC (aminokyselinové zbytky
shodné s konsenzem jsou podtriené) je mu logicky velmi podobny, kdy se shoduje 6 z8
aminokyselinovych zbytkd (Obrazek 2.14). Oproti tomu neribozomdlni kéd LmbC (VALVAIGC) se
vyrazné |isi, pravdépodobné jako duUsledek adaptace vazebného mista na jinou substratovou
aminokyselinu (Kadlcik et al., 2013).

Analogickou situaci nalezneme i u moduldrnich adenylacnich domén, kde jsou také domény
aktivujici APD blizce pfibuzné doménam aktivujicim L-prolin. Neribozomdlni kod domén aktivujicich
APD se ovSem i zde vyrazné odliSuje od konsenzualniho kddu domén aktivujicich L-prolin, coz umoznilo

zménu jejich substratové specifity (KadlIcik et al., 2013).

2.5.4.1.2 Homologni modely vazebnych mist pro substrat

Vyznamna prestavba vazebného mista pro substrat v evolucni historii LmbC se da pozorovat
pfi pfimém porovnani homolognich modell vazebnych mist LmbC a CcbC. Tyto modely byly vytvoreny
na zakladé krystalové struktury PheA (KadlCik et al., 2013), adenyla¢ni domény vazici fenylalanin (Conti

et al., 1997).
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Na obou modelech (Obrazek 2.14) jsou jasné viditelné konzervované aminokyselinové zbytky
neribozomalniho kédu (v modelech zobrazeny Sedivé), lysin interagujici s karboxylovou skupinou a
aspartat interagujici s a-aminoskupinou substratové aminokyseliny. Zbylych 8 aminokyselinovych
zbytk( urcuje specifitu vazebného mista. To je v pripadé CcbC jednoznacné prostorové mensi, kdy
kromé konzervovanych aminokyselinovych zbytkl je L-prolin v CcbC v kontaktu jen se tfemi dalSimi
aminokyselinovymi zbytky — V202 (rGZové), A274 (Zluté) a V306 (Cervené). Zbylych pét
aminokyselinovych zbytkd neribozomalniho kédu je stericky stinéno témito tfemi a pravdépodobné
napomahaji udrZovat tvar vazebného mista. Celkové model ukazuje, Ze neni mozné, aby adenylacni
doména CcbC aktivovala APD s bo¢nim fetézcem v pozici 4, protoze jeji vazebné misto je pfiliS malé a
nema vhodny tvar (Kadlcik et al., 2013).

Neribozomalni kdd LmbC se od kddu CcbC lisi v péti aminokyselinovych zbytcich urcujicich
substratovou specifitu (Obrazek 2.14). Dlsledkem téchto zmén je pritomnost kanalu, do kterého se
zanofuje bocni fetézec PPL. Je zajimavé, Ze presto se u domény LmbC odliSuje pouze jeden z
aminokyselinovych zbytkdl, které byly ve vazebném misté CcbC v kontaktu se substratem — V306
(¢ervené) v CcbC byl zaménén za G308 v LmbC. Tato zména byla ovSsem pravdépodobné zdsadni,
protoZe pravé vétsi postranni fetézec valinu blokuje ve vazebném misté CcbC pfistup do kanalu a brani
tak zanoreni bocniho fetézce PPL. Ostatni Ctyfi odliSné aminokyselinové zbytky ve vazebném misté
LmbC pravdépodobné pfrispivaji k vytvoreni kandlu o spravné velikosti, tvaru a hydrofobicité. Podle
analyzy homolognich modell aminokyselinovy zbytek A207 (oranZové) vytvari v LmbC prostorné;jsi
kandl oproti F205 v CcbC. Hydrofobicita kanalu je pravdépodobné ovlivnéna zbytky L246 (tyrkysové) a
V274 (krémové) v LmbC, které umoziuji lepsi zanoreni hydrofobniho retézce PPL, oproti hydrofilnéjsim
zbytk@im Y244 a C272, které jsou na jejich pozici v CcbC. Vyznam posledniho odliSného zbytku 1300

(modfe) v LmbC oproti L298 v CcbC neni z porovnani homolognich modell ziejmy (Kadlcik et al., 2013).
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Adenyla¢ni doména Substrat 202 205 244 272 274 | 298 306 307
CchC L-prolin
Konsenzus samostatné

stojicich adenylaénichdomén | L-prolin Y L A
aktivujicich L-prolin
LmbC PPL (E \4 A
204 207 246 274 276 300 308 309
B CcbC + L-prolin

Obrazek 2.14. Adenyla¢ni domény LmbC a CcbC.

A —Neribozomalni kéd adenyla¢nich domén CcbC a LmbC v porovnani s konsenzualni kédem samostatné stojicich
adenylaénich domén aktivujicich L-prolin. Aminokyselinové zbytky odpovidajici konsenzu jsou podtrzeny.
Konzervované aminokyselinové zbytky lysin a aspartat jsou vynechdny. Cislovéani aminokyselinovych zbytk
v hornim fadku odpovida adenyla¢ni doméné CcbC a ve spodnim fadku doméné LmbC. Barevné znaceni odpovida
aminokyselinovym zbytk(m v homolognich modelech (B).

B — Homologni modely vazebnych mist adenylacnich domén CcbC a LmbC s jejich pfirozenymi substraty

L-prolinem a PPL. Pfevzato a upraveno z KadIcik et al., 2013.

Podobny princip jako pfi adaptaci LmbC se pravdépodobné uplatnil také v evolucni historii
modularni adenylacni domény HrmP(3) aktivujici APD (2S,4R)-4-(Z)-propenyl-L-prolin v biosyntéze
hormaomycinu (Criisemann et al., 2013). Oproti konsenzualnimu neribozomalnimu kédu moduldrnich
adenylac¢nich domén aktivujicich L-prolin (VQ(Y/F)IAHVV) se neribozomalni kéd HrmP(3) (VQFSAHGA)
lisi ve tfech aminokyselinovych zbytcich. Ve vsech pfipadech jde o zaménu aminokyselinovych zbytkd
s vétSim postrannim fetézcem za zbytky s mensSim postrannim fetézcem. Stejné jako v LmbC zde

v pozici odpovidajici aminokyselinovému zbytku 308 doslo k zaméné konsenzudlniho valinu za glycin
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s mensSim postrannim fetézcem. Zamény aminokyselinovych zbytkl ve vazebném misté HrmP(3)a tak
pravdépodobné umoziuji zanofeni bocniho retézce APD, podobné jako je tomu ve vazebném

misté LmbC (Crisemann et al., 2013; Kadl¢ik et al., 2013).

2.5.4.1.3 Biochemickd charakterizace adenylacnich domén

Predpokladané substratové specifity adenylac¢nich domén LmbC a CcbC byly ovéreny jejich
biochemickou charakterizaci v reakcich s riznymi aminokyselinovymi substraty (Tabulka 2.1). Doména
CcbC aktivuje svij prirozeny substrat L-prolin s kinetickymi parametry srovnatelnymi s ostatnimi
samostatné stojicimi doménami aktivujicimi L-prolin (Thomas et al., 2002; Garneau et al., 2005; Méjean
et al., 2010; Kopp et al., 2011; KadI¢ik et al., 2013). Podle predpokladl byla u CcbC také zjisténa velmi
uzka substratova specifita. Tato adenylaéni doména vibec neaktivuje APD vyskytujici se v biosyntéze
linkomycinu — PPL ani EPL. To potvrzuje, Ze vazebné misto domény CcbC ma nevhodny tvar a velikost
pro aktivaci substrat(i s bo¢nim fetézcem. LmbC ma oproti CcbC Sirsi substratovou specifitu (KadlI¢ik et
al., 2013), coz je v souladu s predchozimi studiemi, které ukazaly, Ze adenyla¢ni domény aktivujici
hydrofobni aminokyseliny jsou obecné méné selektivni nez ty aktivujici polarni aminokyseliny (Challis

et al., 2000; Kurmayer et al., 2005).

Tabulka 2.1. Kinetické parametry adenylacnich domén CcbC a LmbC v reakcich s odliSnymi substraty.

A:z::/;im Substrat Km [mMM] Kcat [Min?] | Keat/Km [MM™ min]
CcbC L-prolin 0,5+0,03 45+0,9 91,7
CcbC EPL ND ND ND
CcbC PPL ND ND ND
LmbC L-prolin 470+ 60 20+1 0,043
LmbC EPL 6,4+0,3 22,1+0,3 3,46
LmbC PPL 0,29+0,03 348+1 121
LmbC BuPL 0,118 £ 0,008 42 +0,8 359
LmbC PePL 0,0596 + 0,003 | 55,2+0,8 926

ND — aktivita nebyla detekovana. K., — Michaelisova konstanta. k..t — katalyticka konstanta. kcat/Km — katalyticka
ucinnost. Odchylky odpovidaji smérodatné chybé. Pfevzato a upraveno z KadIcik et al., 2013.

Svlj pfirozeny substrat PPL aktivuje LmbC s podobnymi kinetickymi parametry jako byly
naméreny pro CcbC v reakci s L-prolinem (Tabulka 2.1). Doména LmbC dale aktivuje i EPL, ovSem jeji
afinita k tomuto prekurzoru linkomycinu B je podstatné nizs$i nez k PPL. Diky tomu dochazi
k preferencni aktivaci PPL, jehoZ zabudovani vede k tvorbé ucinnéjsiho finalniho metabolitu. LmbC je

kromé PPL a EPL schopna aktivovat i proteinogenni L-prolin, nicméné ma k tomuto substratu zhruba
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1000x nizsi afinitu nez k PPL. Diky tomu nedochazi k inkorporaci L-prolinu, bézné se vyskytujiciho
v burikach, do struktury linkomycinu (Kadl¢ik et al., 2013). Sir$i substratova specifita LmbC umoziiuje
efektivné aktivovat nejen PPL, ale i syntetické APD s delSimi bo¢nimi fetézci. Kinetické parametry LmbC
v reakci s (2S5,4R)-4-butyl-L-prolinem (BuPL) a (2S,4R)-4-pentyl-L-prolinem (PePL) jsou dokonce jesté
lepsi nez s PPL (Kadl¢ik et al., 2013). Diky tomu byla moZna mutasynteticka priprava biologicky
ucinnéjsich derivatl linkomycinu s prodlouzenymi boénimi fetézci v pozici C-4". Producent linkomycinu
se zablokovanou biosyntézou PPL (deleci genu apd5) byl kultivovan v médiu s dodanymi syntetickymi
prekurzory BuPL a PePL, které byly inkorporovany do vyslednych  derivatid

4’-depropyl-4’-butyl-linkomycinu a 4’-depropyl-4’-pentyl-lincomycinu (Ulanova et al., 2010).

2.54.1.4 Modifikace vazebnych mist pro substrdt

Homologni modely vazebnych mist LmbC a CcbC napovédély, které aminokyselinové zbytky
neribozomalniho kédu by mohly umoziiovat Sirsi substratovou specifitu LmbC. Jako kli¢ovy se v LmbC
jevi aminokyselinovy zbytek G308, na jehoz pozici se ve vazebném misté CcbC nachazi V306. Pro
ovéreni této hypotézy byly pfipraveny dvé mutované adenyla¢ni domény LmbC G308V a CcbC V306G,
ve kterych byly tyto aminokyselinové zbytky zaménény. Ndasledna biochemicka charakterizace
mutovanych domén ukdzala, Ze samotna zaména valinu za glycin vdoméné CcbC V306G nestaci
k vytvofeni kanalu o spravné velikosti a tvaru pro zanofeni bo¢niho fetézce PPL. Na druhou stranu
zaména glycinu za valin vdoméné LmbC G380V vyznamné blokovala kanal ve vazebném misté. Glycin
v testované pozici je tedy pravdépodobné nezbytny, ale ne dostatecny pro aktivaci substrat(i s bo¢nim
fetézcem (Kadlcik et al., 2013).

Jeden z cilli této prace navazoval na popsané studie adenylac¢nich domén LmbC a CcbC. Jeho
soucasti bylo experimentalné otestovat vliv dalSich aminokyselinovych zbytk( neribozomalniho kédu
na substratové specifity LmbC a CcbC a nasledné vytvorit mutované adenylaéni domény se zménénymi
specifitami. Tyto experimenty mohou slouZit také k napodobeni procesu molekularni evoluce

substratové specifity adenyla¢nich domén smérem od L-prolinu k APD.

2.5.4.2 Zapojeni ergothioneinu a mykothiolu do biosyntézy linkosamidi

Zbyvajici proteiny Ucastnici se kondenzace a tésné ji predchazejici nemaiji jiz Zzadnou homologii
s doménami NRPS. Nékteré z nich jsou ovsem homologni s proteiny metabolismu bakteridlnich thiolQ
ergothioneinu (ESH; Obrazek 2.15) a mykothiolu (MSH) (Zhao et al., 2015). ESH a MSH jsou
nizkomolekularni thioly ucastnici se zejména detoxifikacnich procest ve vétsiné aktinobakterii

(Genghof & Vandamme, 1964; Newton et al., 1996).
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Obrazek 2.15. Struktura ergothioneinu a mykothiolu.

MSH je funkénim ekvivalentem glutathionu, ktery je hlavnim thiolem u eukaryot a vétsiny
Gram negativnich bakterii (Jothivasan & Hamilton, 2008). Jeho primarni funkci je vazba elektrofilni
molekuly (napfiklad toxinu nebo antibiotika) za vzniku ,toxin-MSH konjugatu” (Obrazek 2.16), ktery je
nasledné sStépen Mca amiddzou na derivat kyseliny merkapturové a pseudodisacharid
1-0-glukosamin-D-myoinositol (GIcN-Ins). GIcN-Ins je nasledné znovu vyuZzit v biosyntéze MSH, zatimco
derivat kyseliny merkapturové je transportovan ven z bunék. Derivat kyseliny merkapturové, sloZzeny
z N-acetyl-L-cysteinového zbytku s navdzanou elektrofilni molekulou, by se tak dal oznadit také jako
,odpadni produkt” (Newton, Buchmeier & Fahey, 2008). ESH je v bunkach schopen zachytavat
reaktivni kyslikové radikaly nebo redukovat ferrylmyoglobin, ktery mlze vznikat pfi oxidativnim stresu

(Laer, Hamilton & Messens, 2013).

toxin

MSH <«—— Biosyntéza MSH

toxin \

toxin-MSH Mca GlcN-Ins

. s +
konjugat toxin-N-acetylcystein

<

toxin-N-acetylcystein
(derivat kyseliny merkapturové)

Obrazek 2.16. Schéma detoxifikace vyuzivajici MSH.

Pfevzato a upraveno z Newton et al., 2008.
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V biosyntézach linkosamid( vsak maji ESH i MSH jinou funkci. ESH je navazan na aminocukerny
prekurzor béhem jeho aktivace a slouzi tedy pravdépodobné jako nosi¢ pfi kondenzaci, podobné jako
PCP pro aminokyselinovy prekurzor (Wang, Zhao & Liu, 2015; Zhao et al., 2015). Po kondenzaci je ve
strukture linkosamidového meziproduktu ESH nahrazen MSH, ktery slouZi jako donor atomu siry (Zhao

et al., 2015).

2.5.4.3 Kondenzace aminokyselinového a aminocukerného prekurzoru

Kondenzace a uvodni postkondenzaéni modifikace probihaji v linkosamidovych biosyntézach
analogicky a jsou katalyzovany homolognimi enzymy v biosyntéze linkomycinu i celesticetinu. Prvnim
krokem kondenzace, ktery neni homologni s biosyntézou neribozomalnich peptid(, je aktivace
aminocukerného prekurzoru (Obrdzek 2.17). Glykosyltransferdza LmbT/CcbT katalyzuje vznik
B-S-vazby mezi aminooktézovym prekurzorem a ESH za uvolnéni GDP (Zhao et al., 2015). Vysledny
S-konjugat vstupuje do kondenzacni reakce sL-prolinem nebo PPL navazanymi na PCP doméné
bifunkénich proteind LmbN nebo CcbZ (Janata et al., 2015). Vznik amidové vazby je katalyzovan
unikatnimi enzymy LmbD/CcbD, které nejsou homologni s Zadnymi dalSimi proteiny v databazich a

vyvinuly se pravdépodobné specificky jako souéast biosyntézy linkosamida.

40



EGT
N

T 3
JJ}_N&Hs
HOO tH,

HS

HO,, _CH
9 b
H 3\ A _WOH LmbT/CcbT
MSH N
OH
H . H LmbD/CcbD
[o] § u
Adenylaéni
Y, CHy domé
VA —CH, oména
HOO \:H3 +PCP Aminocukerny
S-konjugovany kondenzacni produkt n COOH prekurzor

LmbV/CcbV
R

Aminokyselinovy
prekurzor

EGT

wOH Neznamy
N enzym
"]
N/ “OH ~ SOH
detoxifika¢ni NH CH,COO" 7 N

znacka” 0 Deacetylovana
CH, ndetoxifikacni
znacka"
,toxin-MSH konjugat” 6

LmbJ/CcbJ
,odpadni produkt”

Derivat kyseliny merkapturové

Linkomycinové meziprodukty:
R = CH,CH,CH,
Celesticetinové meziprodukty:
R=H

Obrézek 2.17. Kondenzace a tvodni postkondenzacni kroky v biosyntézach linkosamida.

N-acetyl-L-cysteinovy zbytek odvozeny z MSH a jeho zpracovani jsou zvyraznény modre.

Obecné je vznik amidové vazby mezi aminocukrem a a-karboxylovou skupinou aminokyseliny
relativné vzacny. Kromé linkosamidd byl popsan naptiklad v biosyntéze streptothricinu (Obrazek 2.18)
(Maruyama et al., 2012), mykothiolu (Sareen et al., 2002) nebo puromycinu (Angel Rubio et al., 2004).
V pfipadé streptothricinu dochazi ke kondenzaci aminocukerného prekurzoru streptothrisaminu a
L-B-lysinu nebo oligopeptidu slozeného z 2-7 L-B-lysin(l. Pfi reakci je vyuZivan neobvykly NRPS modul
obsahujici PCP, ktery vaze L-B-lysin, a kondenza¢ni doménu katalyzujici vznik amidové vazby
(Maruyama et al., 2012). V biosyntéze mykothiolu dochazi ke kondenzaci GlcN-Ins a cysteinu,
katalyzované specializovanou MSH ligazou, homologni s cysteinyl-tRNA syntetdzami (Sareen et al.,

2002). Stejné tak v biosyntéze puromycinu je pro kondenzaci vyuZivan systém nezavisly na NRPS
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proteinech. Vznik amidové vazby mezi L-tyrosinem a 3"-amino-3’-deoxyadenosinem je zde katalyzovan
tyrosinyl-aminonukleosid syntetazou (Angel Rubio et al., 2004). Ani jeden z kondenzac¢nich systéma
tedy neni homologni s tim linkosamidovym.

Streptothricin Mykothiol Puromycin \N/
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Obrazek 2.18. Struktura streptothricinu, mykothiolu a puromycinu.
Cervené vyzna€ena amidovd vazba. Strukturni varianty streptothricinu se li$i délkou oligopeptidového tetézce

(n=1-7).

Dalsi unikatni vlastnosti linkosamidovych biosyntéz je alesponn formdlni podobnost
nasledujicich postkondenzacnich krokt s MSH detoxifikacnim systémem aktinobakterii. S-konjugovany
kondenzacni produkt vstupuje do reakce katalyzované druhou glykosyltransferazou LmbV/CcbV,
pfi niz dochazi k zaméné ESH za MSH. MSH je pfi této nukleofilni substituci pfipojen a-S-vazbou, kterd
zGstane zachovana i ve finalni molekule linkosamid( (Zhao et al., 2015). Vysledny produkt pfipomina
,toxin-MSH konjugat”, kde struktura linkosamidu reprezentuje ,toxin“ (Kamenik et al., 2016).
Naslednym krokem je i v biosyntéze linkosamid(i odstépeni pseudodisacharidu GlcN-Ins amidazou
LmbE/CcbE, kterd je homologni s Mca amidazou ucastnici se MSH detoxifikaéniho systému. Produktem
je derivat kyseliny merkapturové (latka 6), charakteristicky N-acetyl-L-cysteinovym zbytkem
(Obrazek 2.17, modre) (Zhao et al., 2015). Struktura tohoto meziproduktu odpovida ,,odpadnimu
produktu” MSH detoxifikaéniho systému, ve kterém jsou derivaty kyseliny merkapturové béiné
transportovany ven z bunky (Obrazek 2.16). N-acetyl-L-cysteinovy zbytek by se tak dal oznadit jako
,detoxifikacni znacka” (Newton et al., 2008; Kamenik et al., 2016). Zdanlivy ,,odpadni produkt” ovsem
neni transportovan ven z bunky, ale je substratem v ndasledné biosyntetické reakci. Deacetylace
N-acetyl-L-cysteinového zbytku umoziiuje pokracovani linkosamidové biosyntézy v burce tim, Ze
poskytuje volnou primdrni aminoskupinu, kterd je nezbytna pro pozdéjsi postkondenzacni reakce

katalyzované homolognimi, ale funkéné odliSnymi enzymy LmbF/CcbF (Kamenik et al., 2016). Protoze
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vSak enzymy katalyzujici tuto klicovou N-deacetylaci byly dosud neznamé, vénoval jsem se ve své praci
jejich odhaleni a naslednému podrobnému studiu.

Produkt N-deacetylace, latka 7, je substratem N-methyltransferazy Lmbl/CcbJ, ktera pfipojuje
methylovou skupinu k aminokyselinové sloZce za vzniku latky 8 (Najmanova et al., 2013; Kamenik et
al.,, 2016). Tato N-methylace je poslednim analogickym krokem v biosyntéze linkomycinu a

celesticetinu (Kamenik et al., 2016).

2.5.4.4 Zdvérecné postkondenzacni kroky v linkosamidovych biosyntetickych drahdch

Postkondenzaéni diverzifikace linkomycinové a celesticetinové biosyntetické drahy je
umoznéna enzymy LmbF a CcbF, které, ackoli jsou homologni a oba vyuzZivaji jako kofaktor
pyridoxal-5'-fosfat, katalyzuji odliSné modifikace meziproduktu 8 (Obrazek 2.19). LmbF stépi C-S vazbu
mechanismem B-eliminace, coZ vede k odstranéni celé deacetylované ,detoxifikacni znacky”
(Obrazek 2.19, modre) (Kamenik et al., 2016). Sulfhydrylova skupina latky 9 je nasledné methylovana
S-methyltransferazou LmbG za vzniku linkomycinu (Ushimaru et al., 2016; Wang et al., 2016a).

CcbF oproti tomu katalyzuje oxidativni deaminaci spojenou s dekarboxylaci, ktera vede
k zachovani 2C aldehydu pfipojeného k atomu siry v meziproduktu 10 (Kamenik et al., 2016; Ushimaru
et al.,, 2016; Wang et al., 2016a). Reaktivni aldehydova skupina latky 10 je redukovana na alkohol
enzymem Ccb5. Dalsim krokem je methylace hydroxylové skupiny v pozici C-7 na aminocukerné slozce
celesticetinového meziproduktu za vzniku desalicetinu. Tuto reakci katalyzuje O-methyltransferaza
Ccb4, jejiz aktivita mUzZe v omezené mite i pfedchazet reakci katalyzované Ccb5 (Ushimaru et al., 2016;
Wang et al., 2016a). Poslednim krokem v biosyntéze celesticetinu je vznik esterové vazby mezi
desalicetinem a kyselinou salicylovou. Kyselina salicylova je v producentovi celesticetinu syntetizovana
pravdépodobné z kyseliny chorismové hypotetickou salicylat syntdazou Ccb3 (Janata et al., 2015).
Nasledné je salicylova kyselina aktivovana adenylaci a pfenesena na koenzym A salicylyl-CoA ligazou
Ccb2. Vznik esterové vazby mezi salicylatem navazanym na CoA a desalicetinem katalyzuje neobvykla
acyltransferaza Ccb1 za vzniku celesticetinu (KadlCik et al., 2017). V kmenu produkujicim celesticetin
byly oviem také detekovany jeho derivaty s inkorporovanou kyselinou anthranilovou (vznikajici v jiné
biosyntetické draze) misto kyseliny salicylové. To ukazuje SirSi substratovou specifitu proteinli Ccb1 a

Ccb2 zajistujicich pripojeni kyseliny (Argoudelis, Coats & Johnson, 1974; Kadlcik et al., 2017).
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CH5COCOO", NH;

LmbG

Linkomycin

Kyselina Ccb3

chorismova Kyselina
o salicylova

HO/HQ
HO'

Linkomycinovy meziprodukt:
R = CH,CH,CH;
Celesticetinovy meziprodukt:
R=H

NH,, CO,

Desalicetin Celesticetin

Obrazek 2.19. Zavérecéné postkondenzacni kroky v biosyntézach linkosamidu.

N-acetyl-L-cysteinovy zbytek odvozeny z MSH a jeho zpracovani jsou zvyraznény modre.

2.5.4.5  Priprava hybridnich linkosamidd

Znalosti biosyntetickych drah specializovanych metabolitd se daji vyuZit k pfipravé latek
s modifikovanou strukturou a biologickymi vlastnostmi, ale také pfimo k pfipravé hybridnich latek,
kombinujicich strukturni prvky nékolika existujicich specializovanych metabolit.

Pro tyto biotechnologické aplikace jsou nejzajimavéjsi dvé skupiny biosyntetickych proteinl —
pary homolognich protein( zajistujicich diverzifikaci biosyntetickych drah diky své odlisné substratové
nebo reakéni specifité (napfiklad LmbC/CcbC nebo LmbF/CcbF) a proteiny s Sirokou substratovou
specifitou (napfiklad LmbC, Ccb2 a Ccb1). Siri substratova specifita adenylaéni domény LmbC a
proteinl katalyzujicich nasledné reakce v biosyntéze linkomycinu byla vyuZita k mutasyntetické
pripravé derivatl linkomycinu s prodlouzenym fetézcem v pozici C-4° (Kapitola 2.5.4.1.3) (Ulanova et
al., 2010). Stejné tak i odlisnad reakéni specifita enzymO LmbF/CcbF, zajistujicich postkondenzadni
rozvétveni biosyntetickych drah linkomycinu a celesticetinu, umoznila pfipravu Ucinnéjsich
linkosamid(. Z kultivaéniho média geneticky modifikovaného producenta linkomycinu byl izolovan
substrat enzymu LmbF. Tato latka byla ndsledné pouZita jako substrat pro enzymy celesticetinové
biosyntézy CcbF, Ccb5, Ccb2 a Ccbl. Vysledkem bylo pfipojeni salicylatu stejnym zplsobem, jako je
tomu v molekule celesticetinu. Vyslednd hybridni molekula kombinujici linkomycin a celesticetin se

nazyva ODCELIN (pfipadné CELIN, pokud byla pouzita i O-methyltransferdza Ccb4; Obrazek 2.20) a
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vykazuje vyssi antibakteridlni aktivitu nez klinicky vyuzivany linkomycin i dalsi pfirozené produkované

linkosamidy (Kadl¢ik et al., 2017).

ODCELIN CELIN

Obrézek 2.20. Struktury hybridnich linkosamidu.

Aminokyselinova slozka vychazejici z PPL je vyznacena Cervené. Salicylatova slozka je vyznacena Zluté.

Ukazuje se tak, Ze vzhledem k ekonomické nevyhodnosti pfipravy syntetickych linkosamidd
jsou pravé popsané pristupy redlnou moznosti pripravy novych latek s vyssi antibakteridlni Uc¢innosti,
bez nutnosti jejich kompletni chemické syntézy (Janata et al., 2018a). Nezbytnou podminkou je ovsem
detailni znalost biosyntéz linkosamidil, a to prfedevsim jejich klicovych bod( a reakci jim tésné

predchazejicich. Pravé studiu nékterych z nich se vénuje tato prace.
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3 Cile prace

1.

Detailni biochemicka charakterizace adenylaénich domén LmbC a CcbC ucastnicich se

biosyntéz linkosamid(

a.

Pfiprava mutovanych adenylacnich domén LmbC a jejich biochemicka
charakterizace scilem stanovit vliv jednotlivych aminokyselinovych zbytkd
neribozomalniho kédu adenylaéni domény LmbC na jeji substratovou specifitu
k neobvyklému aminokyselinovému substratu, PPL

Experimentalni napodobeni molekuldrni evoluce substratové specifity adenylacéni
domény a biochemicka charakterizace vysledné adenyla¢ni domény se zménénou
substratovou specifitou

Ptiprava chimérického proteinu obsahujiciho ¢asti adenyla¢nich domén LmbC a

CcbC

Analyza APD prekurzori vstupujicich do kondenzacni reakce v biosyntézach PBD

a.

Uréenim substratové specifity odpovidajicich adenylacnich domén ovéfrit, zda
prekurzory detekované v kultivacnich médiich producentl vybranych PBD

opravdu vstupuji do kondenzaéni reakce

Identifikace protein( katalyzujicich N-deacetylaci v biosyntéze linkosamidu

a.

Pfiprava deleénich mutant S. lincolnensis AlmbIH a/nebo AImbQ a analyza
meziproduktd linkomycinové biosyntézy hromadicich se v kultivacnich médiich
Detailnéjsi charakterizace mutovanych kmen( za vyuzZiti analyzy jejich celkového
proteomu a komplementace mutaci

Produkce proteini LmblH a LmbQ a jejich homologl z biosyntézy celesticetinu
CcblH a CcbQ a otestovani proteinli vin vitro reakcich s predpokladanym
substratem N-deacetylace

Otestovani endopeptidazové aktivity produkovanych proteind v in vitro reakcich

46



4 Vysledky

4.1 Nazev préce: Evolution-guided adaptation of an adenylation domain substrate

specificity to an unusual amino acid

Cile: Cilem studie bylo bliZze charakterizovat dvé vysoce homologni adenylaéni domény LmbC a
CcbC, kdy celesticetinova doména CcbC aktivuje pouze proteinogenni L-prolin, zatimco linkomycinova
doména LmbC je adaptovana pro aktivaci specializovaného prolinového derivatu, PPL. Druhy cilem
prace bylo experimentalni napodobeni evolucni adaptace substratové specifity linkomycinové
adenylaéni domény.

Metody: Bodové mutace byly do genl vneseny za pouZiti cilené mutageneze metodou
QuikChange (Stratagene). Chimerické geny byly pfipraveny za pomoci PCR sfragmenty genl se
vzdjemné se prekryvajicimi konci. Proteiny byly heterologné produkovdny vkmenu
Escherichia coli BL21 (DE3) a purifikovany metodou metaloafinitni chromatografie. Pro biochemickou
charakterizaci adenylaénich domén byla pouZita metoda pfenosu radioaktivity z [*2P]-znateného PPi
na ATP (ATP [32P]PPi Exchange Assay).

Vysledky: Cilem prvni c¢asti prace bylo experimentdlné stanovit vliv jednotlivych
aminokyselinovych zbytk( neribozomalniho kédu adenylaéni domény LmbC na jeji substratovou
specifitu. Aminokyselinové zbytky neribozomalniho kédu LmbC, které se odlisuji od odpovidajicich
zbytkd neribozomalniho kodu CcbC, byly témito odpovidajicimi zbytky nahrazeny. Nasledné byly
stanoveny kinetické parametry mutovanych domén LmbC v reakcich s PPL i L-prolinem. Individualni
mutace aminokyselinovych zbytkd G308V, A207F a L264Y vedly kvyraznému zhorseni afinity
adenylaéni domény LmbC k PPL (Tabulka 3.1) a kombinace dvou ¢i tfi téchto mutaci pak k Uplnému

zastaveni aktivace PPL.

Tabulka 3.1. Kinetické parametry domény LmbC a mutovanych domén LmbC v reakci s PPL.

Adenylaéni doména Substrat Km [MM] keat [Min?] | Keat/Km [MM™ min]
LmbC PPL 0.28 £0.03 33+1 120
LmbC I1300L PPL 0.24 £ 0.009 45+ 0.5 185
LmbC V274C PPL 0.39+0.04 39+1 100
LmbC G308V PPL 5.8+0.6 0.39+£0.02 0.07
LmbC A207F PPL 86+1 44+0.3 0.51
LmbC L246Y PPL 33+6 0.37+£0.03 0.011

Km — Michaelisova konstanta. ket — katalyticka konstanta. kcat/Km — katalyticka ucinnost. Odchylky odpovidaji

smérodatné chybé.
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Po uréeni aminokyselinovych zbytkd vyznamnych pro aktivaci PPL doménou LmbC byl na
doméné CcbC experimentdlné napodoben proces molekularni evoluce substratové specifity smérem
od L-prolinu k PPL. V doméné CcbC byly aminokyselinové zbytky, v pozicich odpovidajicich tfrem vyse
popsanym klicovym zbytk{m LmbC, za tyto zbytky zaménény. Ve vSech vyslednych dvojitych a trojitych
mutantach CcbC byla mutace V306G kombinovdna s mutacemi F205A a/nebo Y244L. Afinita vSech
téchto mutant k L-prolinu klesla o 2-3 ¥ady v porovnani s nemutovanou doménou CcbC (Tabulka 3.2).
Trojitd mutanta CcbC V306G + F205A + Y244L dokonce vyrazné preferuje PPL, pfirozeny substrat
domény LmbC. Navic, stejné jako LmbC, i tato trojitd mutanta aktivuje také syntetické APD s delSimi
bocnimi fetézci — BUPL a PePL. | pfes posun substratové specifity smérem k PPL v3ak z(stala celkova

katalyticka ucinnost trojité mutanty CcbC velmi nizkd oproti nemutované doméné LmbC.

Tabulka 3.2. Hodnoty Michaelisovy konstanty domén CcbC, LmbC a mutovanych domén CcbC v reakcich

s L-prolinem a APD substraty.

Km [mM]

Adenylaéni doména L-prolin EPL PPL BuPL PePL
CcbC 0.36+0.03 ND ND NT NT
CcbC V306G 3712 ND ND NT NT
CcbC V306G + F205A 670+ 180 ND ND NT NT
CcbC V306G + Y244L 866 27 %3 2413 NA ND
CcbC V306G + F205A + Y244L 670+ 60 31+7 64+1 58+1 25%1
LmbC 480+ 70 6.4+0.3 | 0.28+0.03 | 0.12+0.006 | 0.06 +0.003

ND - testovdno, nebyla detekovadna zadna aktivita. NT — netestovano. NA — detekovana velmi nizka aktivita,
nebylo mozné urdit kinetické parametry. K, — Michaelisova konstanta. Odchylky odpovidaji smérodatné chybé.

V posledni ¢asti prace byl za vyuziti metod napodobujicich rekombinaci ptipraven chimericky
protein sloZeny ze stfedové ¢asti proteinu LmbC (143 aminokyselinovych zbytk( zahrnujicich 9 zbytkd
neribozomalniho kédu) a okrajovych ¢asti proteinu CcbC. Prestoze byl protein rozpustny, neaktivoval

nicméné PPL ani L-prolin.
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4.2 Nazev prace: Diversity of alkylproline moieties in pyrrolobenzodiazepines arises

from postcondensation modifications of a unified building block

Cile: Celkovym cilem studie bylo identifikovat APD prekurzory vstupujici do kondenzace
v biosyntézach PBD a popsat prvni postkondenzaéni krok modifikujici jejich strukturu. Soucdsti této
dizertacni prdce byla produkce vybranych adenylaénich domén z biosyntéz PBD a otestovani jejich
aktivity v in vitro reakcich.

Metody: APD prekurzory extrahované z kultivac¢nich médii producentl PBD byly detekovany
pomoci LC-MS. Identita PBD sinkorporovanym 4-propyliden-L-prolinem znacenym deuteriem
[(5d1)-DH-PPL] byla ovérena za vyuziti nukledrni magnetické rezonance a hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim. VSechny proteiny v ramci této studie byly heterologné produkovany v kmenu
Escherichia coli BL21 (DE3) a purifikovany metodou metaloafinitni chromatografie. Produkty v in vitro
reakcich byly detekovany pomoci LC-MS. K vneseni genl do genomu byly vyuZity integrativni vektory
podle protokolu REDIRECT (Gust et al., 2004).

Vysledky: Centralni tricyklicka struktura PBD obsahuje N-heterocyklicky kruh, ktery mize byt
odvozen z ADP prekurzoru nebo z L-prolinu. Latky inkorporujici APD se rozdéluji podle délky bo¢niho
fetézce na 2C PBD a 3C PBD. V prvni ¢asti prace byla analyzovana kultivacni média producent(
vybranych 2C PBD (tomaymycin) i 3C PBD (sibiromycin, anthramycin a porothramycin) s cilem
detekovat finalni produkty biosyntézy APD prekurzoru, které vstupuji do kondenzace. Vzhledem
k odlisSnym strukturam jednotlivych PBD je prekvapivé, ze byla v kultivacnich mediich detekovana vzdy
jen jedna APD molekula - 4-propyliden-L-prolin (DH-PPL) u vSech 3C PBD a 4-ethyliden-L-prolin (DH-EPL)
u 2C PBD. K potvrzeni, Zze DH-PPL a DH-EPL jsou meziprodukty biosyntézy PBD, byly kmeny produkujici
porothramycin a sibiromycin kultivovany v pfitomnosti znaceného (5d;)-DH-PPL. LC-MS analyza poté
prokazala jeho inkorporaci do struktur obou PBD.

Stale vsak nebylo prokazano, zda DH-PPL a DH-EPL vstupuiji jako prekurzory do kondenzacni
reakce. Za timto Ucelem byly vramci této dizertacni prace heterologné produkovany a nasledné
otestovany adenylacni domény z biosyntéz sibiromycinu (SibD) a porothramycinu (Por21), u kterych se
predpokladalo, Ze aktivuji DH-PPL. V in vitro reakcich vSak nebyla prokazana aktivace DH-PPL ani
jednou z adenylac¢nich domén, a to ani v pripadé, kdy byl kromé adenylacni domény soucasti reakce i
odpovidajici PCP.

Doklad vstupu DH-PPL ¢i DH-EPL do kondenzace tak poskytly aZ in vitro reakce s proteinem
Orf7, kédovanym v anthramycinovém biosyntetickém shluku. Tato oxidoreduktdza by méla v APD
jednotce katalyzovat vznik druhé dvojné vazby a presun plvodni dvojné vazby za vzniku dvou

konjugovanych dvojnych vazeb. Heterologné produkovany Orf7 nicméné v in vitro reakci nekatalyzoval
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oxidaci DH-PPL. Proto jsme ocekdavali, Zze je DH-PPL nejprve inkorporovan do struktury PBD a aZ
nasledné oxidovan Orf7. Pfedpokladany substrat z biosyntézy anthramycinu ovSem nebyl dostupny.
Pouze jednu exocyklickou dvojnou vazbu v APD jednotce vsak obsahuje i findlni struktura
tomaymycinu, ackoli je zde APD jednotkou DH-EPL. Tomaymycin byl nejprve izolovan z kultivacniho
média producenta a nasledné opravdu preménén proteinem Orf7 v in vitro reakci na odpovidajici
produkt se dvéma dvojnymi vazbami.

Kultivaci producenta tomaymycinu s chemicky syntetizovanym DH-PPL nebo PPL pfidanymi
vmédiu byly poté pfipraveny derivdty tomaymycin-DH-PPL a tomaymycin-PPL. Pfeménou
tomaymycinu-DH-PPL v in vitro reakci bylo potvrzeno, Ze Orf7 oxiduje i substrat s 3C bo¢nim fetézcem.
Oproti tomu neaktivita Orf7 v reakci s tomaymycinem-PPL ukdazala, Ze k oxidaci je nezbytna pritomnost
exocyklické dvojné vazby, kterou PPL, na rozdil od DH-EPL a DH-PPL, neobsahuje.

Na zavér byla otestovana moznost in vivo pfipravy derivatu tomaymycinu. Gen orf7 byl vnesen
do genomu kmene produkujiciho tomaymycin. | tento postup vedl kprodukci tomaymycinu

obsahujiciho dvé konjugované dvojné vazby, stejné jako v pfipadé in vitro experimentd.
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4.3 Nazev prace: Mdeacetylation in lincosamide biosynthesis is catalyzed by a

TIdD/PmbA family protein

Cile: Cilem prace bylo zjistit, které proteiny katalyzuji klicovou N-deacetylaci derivatu kyseliny
merkapturové v biosyntéziach linkosamid(, ktera je nezbytnym predpokladem pro pozdéjsi
postkondenzacni reakce a diverzifikaci linkomycinové a celesticetinové biosyntetické drahy. Ndsledné
byly tyto proteiny dale podrobnéji charakterizovany.

Metody: Inaktivace genl I/mblH a ImbQ na chromozdému S. lincolnensis i nasledna
komplementace byly provedeny podle protokolu REDIRECT (Gust et al., 2004). Meziprodukty
linkomycinové biosyntézy extrahované z kultivacnich médii mutovanych kmend byly detekovany
vyuzitim LC-MS. Bodové mutace byly do genl vneseny za poufZiti cilené mutageneze metodou
QuikChange (Stratagene). VSechny proteiny v rdmci studie byly heterologné produkovany v kmenu
E. coli BL21 (DE3) pGroESL a purifikovany metodou metaloafinitni chromatografie. Produkty in vitro
reakci byly detekovany pomoci LC-MS. K detekci proteinl v purifikovanych vzorcich a k analyze
celkového proteomu S. lincolnensis byla pouzita metoda kapalinové chromatografie s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem.

Vysledky: S cilem odhalit proteiny katalyzujici N-deacetylaci v biosyntéze linkomycinu byly
zkoumany proteiny LmbIH a LmbQ, patfici do rodiny TIdD/PmbA. Nejprve byly pfipraveny deleéni
mutanty S. lincolnensis AlmbIH a AlmbQ. Na rozdil od typového kmene dochdzelo u téchto mutant
k hromadéni meziproduktll linkomycinové biosyntézy 6, 7 a 8 (Kapitola 2.5.4.3; Obrazek 2.17)
v kultivaénim médiu a k vyraznému snizeni produkce linkomycinu. Hromadéni substratu N-deacetylace
(latky 6) naznacovalo zapojeni protein LmbIH a LmbQ v této reakci. Oba proteiny vsak byly pfi
heterologni expresi nerozpustné za vSech testovanych podminek. Proto byly produkovany jejich
homology CcbIH a CcbQ z biosyntézy celesticetinu. Pfedpokladany heterodimer CcblH/CcbQ opravdu
katalyzoval in vitro N-deacetylaci latky 6 za vzniku produktu 7. Na kratkych peptidovych substratech
pak bylo prokazano, Ze CcblH/CcbQ ma také endopeptidazovou aktivitu, stejné jako ostatni proteiny
z TIdD/PmbA rodiny.

Stale vsak zlistalo nejasné, proc se v kultivacnich médiich mutovanych kmen( hromadi také
produkt N-deacetylace, latka 7. Po prohledani genomu S. lincolnensis byly mimo linkomycinovy
biosynteticky shluk nalezeny dva dalsi geny kédujici proteiny z TIdD/PmbA rodiny — TldDjin @ TIdEjn.
Oba proteiny byly produkovany a nasledné testovany v reakci s latkou 6 i s kratkymi peptidovymi
substraty. Dvojice proteind TIdD;in/TIdE i, katalyzovala Sstépeni peptid(, ne vsak N-deacetylaci. Enzym

odstépujici N-acetyl z latky 6 v mutovanych kmenech tak z(stava neznamy.
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V posledni casti prace bylo zjistovano, pro¢ neni v mutovanych kmenech latka 7 zcela
pfeménéna na linkomycin a misto toho dochazi k jejimu hromadéni, stejné jako k hromadéni latky 8.
Byl studovan mozny regulacni efekt genl ImbIH a/nebo ImbQ nebo jimi kdédovanych proteind.
Komplementace deleci v mutovanych kmenech S. lincolnensis plazmidem nesoucim deletovany gen
vedla k produkénimu profilu shodnému s typovym kmenem. To vyloucilo mozny regulacni efekt na
urovni nukleotidové sekvence, ktera byla v mutovanych kmenech nahrazena. Nasledné byl analyzovan
kompletni proteom typového kmene S. lincolnensis i mutovanych kmenl AlmbQ a AlmbIHAImbQ.
Delece ImbQ nebo ImbQ a ImbIH zménila Uroven exprese mnoha gen uvnitf i vné linkomycinového
shluku. U gen( kdédujicich proteiny zodpovédné za biosyntetické kroky nasledujici po N-deacetylaci
(LmbJ, LmbF a LmbG) vSak nedoslo k vyznamnému sniZeni exprese. Na zakladé téchto vysledkl je
jednim z moZnych vysvétleni, Ze v mutovanych kmenech doslo ke zvyseni exprese genu kddujiciho
dosud nedetekovany transportér a linkomycinové meziprodukty jsou exportovany do kultivaéniho

média dfive, neZ mohou byt zpracovany biosyntetickymi enzymy.
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5 Diskuze

Ve své praci jsem se zabyval klicovymi body biosyntéz linkosamidovych antibiotik, jejichz
studium je, kromé prohloubeni znalosti v rdmci zakladniho vyzkumu, nezbytné také pro pfipadnou
pfipravu hybridnich latek s vyssi aktivitou ¢i pozménénym spektrem ucinku.

Prvnim studovanym krokem linkosamidovych biosyntéz je rozpoznani a aktivace strukturné
odlisnych aminokyselinovych prekurzord linkomycinu a celesticetinu adenylaénimi doménami LmbC
resp. CcbC (Vobruba et al., 2017). Nejprve bylo stanoveno, jak pfispivaji vybrané aminokyselinové
zbytky neribozomalniho kddu LmbC k preferenci specidlniho substratu PPL oproti proteinogennimu
L-prolinu, tedy pro posun vsubstratové specifité, kjakému ziejmé dosSlo v pribéhu evoluce.
Aminokyselinové zbytky, které se v neribozomalnim kdédu LmbC odlisuji od odpovidajicich zbytk(
neribozomalniho kédu CcbC (Kapitola 2.5.4.1, Obrazek 2.14), byly za tyto odpovidajici zbytky
zaménény.

Stanoveni kinetickych parametrli vyslednych mutant v reakcich s PPL i L-prolinem umozZnilo
rozdélit tyto mutanty do dvou skupin. V prvni skupiné jsou mutanty LmbC I300L a V274C, jejichz
kinetické parametry jsou témér shodné jako u LmbC. Rozdilné aminokyselinové zbytky v téchto
pozicich mezi doménami LmbC a CcbC tedy mohou byt disledkem nahodnych mutaci v evoluéni historii
LmbC, které mély minimalni vliv na preferenci PPL. Podobné pripady jiz byly popsany i dfive, kdy
variabilita vjednom ¢&i dvou aminokyselinovych zbytcich neribozomdlniho kédu neméla vliv na
substratovou specifitu samostatné stojici adenyla¢ni domény aktivujici L-prolin (Harris et al., 2004;
Zhang & Parry, 2007).

Zbyvaijici tfi mutace LmbC G308V (publikovana uZ v predchozi praci Kadlc¢ik et al., 2013), A207F
a L246Y vsak meély vyrazny negativni dopad na afinitu modifikovanych domén LmbC k PPL.
Aminokyselinové zbytky v téchto pozicich se tedy vdoméné LmbC pravdépodobné vyznamné podileji
na formovdani vazebné kapsy pro rozmérnéjsi substrat, jakym je PPL. V pfipadé aminokyselinovych
zbytkd G308 a A207 se da jejich vyznam vysvétlit za vyuZiti homolognich modell vazebnych mist
domén LmbC a CcbC (Kapitola 2.5.4.1; Obrazek 2.14). Zadny ¢ minimalni postranni fetézec téchto
aminokyselinovych zbytk( pravdépodobné prispivaji k tvorbé kanalu o spravné velikosti a tvaru pro
zanoreni boc¢niho fetézce PPL. Oproti tomu vyznam L246, jehoZz mutace na tyrosin nejen nejvyraznéji
snizila afinitu k PPL, ale také zvysila afinitu k L-prolinu, neni z homolognich modell zifejmy. Mazeme
pouze spekulovat, Ze by vétsi plandrni postranni retézec tyrosinu mohl vazebné misto stabilizovat, diky
¢emuz bude kompaktnéjsi a vhodné;jsi pro vazbu L-prolinu, pfipadné by mohl ovliviiovat hydrofobicitu
kanalu ve vazebném misté. Pokud navic srovhame neribozomadlni kédy LmbC a samostatné stojicich

adenylaénich domén aktivujicich L-prolin, tak LmbC je jedinou doménou, kterd v pozici odpovidajici
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leucinu 246 neobsahuje tyrosin. To pravdépodobné naznacuje neslucitelnost postranniho hydrofilniho
fetézce tyrosinu saktivaci PPL. Pfesny vyznam aminokyselinového zbytku v pozici 246 vsak
pravdépodobné nemuze byt odhalen bez znalosti krystalovych struktur proteind LmbC a CcbC.

Pti soucasné mutaci dvou c¢i tfi vySe popsanych aminokyselinovych zbytkd v doméné LmbC
(G308, A207, L246) nebyla detekovana Zadna aktivita v reakci s PPL, pravdépodobné z dlvodu
kompletniho zablokovani kanalu ve vazebném misté, coZz dale potvrzuje vyznam téchto zbytka.
Vsechny vicenasobné mutované proteiny oviem stale aktivovaly L-prolin, ackoli v nékterych pfipadech
dokonce s horsimi kinetickymi parametry, nez ma nemutovand doména LmbC. Jednim z mozZnych
vysvétleni je zhorSeni celkové katalytické ucinnosti mutované domény zplsobené dvéma nebo tfemi
mutacemi ve vazebném misté.

Po stanoveni tfi aminokyselinovych zbytk( klicovych pro aktivaci PPL doménou LmbC jsme
vyuZili tyto znalosti k napodobeni procesu molekularni evoluce substratové specifity adenylaéni
domény smérem od L-prolinu k PPL. Aminokyselinové zbytky neribozomdlniho kdédu CcbC, v pozicich
odpovidajicich témto tfem vyznamnym zbytk(m, byly za tyto zbytky zaménény. Cilem tedy bylo zménit
substratovou specifitu adenylacni domény CcbC, ptvodné aktivujici L-prolin, na PPL.

VSechny mutanty obsahovaly zaménu V306G, kterd se nachdazi u vstupu do kandlu ve
vazebném misté a postranni fetézec valinu by blokoval zanofeni bo¢niho fetézce PPL. Ta byla nasledné
kombinovana s mutacemi F205A a/nebo Y244L, které jsou umistény hloubéji v kanéle ve vazebném
misté, za vzniku vicendsobnych mutant. U vSech mutant doslo ke snizeni afinity k L-prolinu oproti CcbC,
coz je nezbytnym krokem kadaptaci na PPL, protoZe poté nedochazi knezddouci aktivaci
proteinogenniho L-prolinu, volné dostupného v burnkach. Nejzajimavé;jsi vysledky vsak byly dosazeny u
trojité mutanty CcbC V306G+F205A+Y244L, ktera nejenze aktivuje PPL, ale dokonce jej vyznamné
preferuje pred L-prolinem. Zde je tfeba zminit, Ze trojitda mutanta ma stdle 99,4% identitu s doménou
CcbC aktivujici vyhradné L-prolin a pouze 56,2% identitu s doménou LmbC aktivujici PPL. Pouhé tfi
zmény ve vazebném misté pro substrdt mohou tak byt dostatecné k napodobeni evoluéni adaptace
adenylaéni domény k preferenci stericky odliSné substratové aminokyseliny. Témito vysledky také byla
alespon castecné potvrzena platnost publikovanych homolognich model( vazebnych mist LmbC a
CcbC, na jejichz zakladé se predpokladalo, Ze aktivace PPL je umoznéna hlavné diky pritomnosti
hydrofobniho kanalu ve vazebném misté, do kterého se zanofuje bocni fetézec substratové
aminokyseliny (KadlCik et al., 2013). Pfitomnost kanalu ve vazebném misté adenyla¢ni domény byla
popsdna také ve studii srovnavajici jinou dvojici adenylacnich domén liSicich se substratovou
specifitou. V biosyntézach makrolaktamovych antibiotik incedninu a cremimycinu jsou uvodni
B-aminokyseliny vznikajiciho fetézce aktivovany samostatné stojicimi adenylaénimi doménamildnL1 a
CmiS6. IdnL1 aktivujici 3-aminobutanoat ma vazebné misto s mélkym kanalem, kde aminokyselinovy

zbytek L220 blokuje zanofeni delSiho fetézce, neZ je methylova skupina substratové aminokyseliny.
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Oproti tomu doména CmiS6, kterd aktivuje 3-aminononanovou kyselinu, ma v odpovidajici pozici
G220, coz vytvari dostatecné prostorny kanal pro 6C bocni fetézec substratové aminokyseliny (Cieslak
et al., 2017). Podobné jako u linkosamidovych adenylacnich domén je tak i v tomto pripadé velikost
postranniho fetézce jednoho aminokyselinového zbytku klicova pro urceni substratové specifity celé
domény.

Trojitd mutanta CcbC navic, podobné jako LmbC, vedle PPL aktivuje i APD s prodlouzenym
bocnim fetézcem —4CBuPL a 5C PePL. To by teoreticky v budoucnu mohlo umoznit pfipravu hybridnich
linkosamid( s prodlouZzenym bocénim retézcem pomoci geneticky modifikovaného kmene plivodné
produkujiciho celesticetin. Nejprve by byl v genomu producenta celesticetinu nahrazen nemutovany
gen ccbC za variantu kédujici trojitou mutantu. Nasledné by byl tento kmen kultivovan v médiu
s dodanymi prekurzory PPL, BuPL nebo PePL za potencialni produkce hybridnich linkosamid({ — CELINu
(jiz pripraveného in vitro v praci Kadl¢ik et al., 2017), ale i jeho derivatd s prodlouZzenym fetézcem
v pozici C-4°. Tyto derivaty by pak mohly mit jeSté vyssi biologickou ucinnost nez CELIN, vzhledem
k tomu, Ze v pfedchozich experimentech vedla inkorporace BuPL nebo PePL do struktury linkomycinu
ke vzniku latek se zvySenou ucinnosti - 4’-depropyl-4’-butyl-linkomycinu a
4’-depropyl-4’-pentyl-lincomycinu (Ulanova et al., 2010).

Nevyhodou tohoto pfistupu je, Ze kromé posunu substratové specifity doslo u trojité mutanty
CcbC i kvyraznému zhorSeni celkové katalytické ucinnosti oproti CcbC. Nespecifické zhorseni
katalytické ucinnosti je nicméné castym dlsledkem nepfirozenych mutaci v adenylacnich doménach
(Cheng-Yu et al., 2009; Villiers & Hollfelder, 2011; Zhang et al., 2013; Bian et al., 2015). Na rozdil od
substratové specifity je celkovd katalytickd ucinnost vice ovlivnéna aminokyselinovymi zbytky v
SirSim okoli vazebného mista pro substrat (Eppelmann et al., 2002; Sieber & Marahiel, 2005). Jednim
z moznych vysvétleni nizké katalytické ucinnosti trojité mutanty CcbC tedy mizZe byt nekompatibilita
mezi zménénymi aminokyselinovymi zbytky a okolim vazebného mista pro substrat.

Tento problém jsme se pokusili vyfesit pfipravou chimérického LmbC/CcbC proteinu (obsahuje
stfedni cast proteinu LmbC a okrajové Casti proteinu CcbC) metodou pfipominajici rekombinaci,
mechanismus popsany v evoluéni historii nékterych adenylac¢nich domén (Fewer et al., 2007; Ishida et
al., 2009; Hofer et al., 2011; Crisemann et al., 2013). Ackoli jiz byla tato metoda Uspésné vyuZita
k pripravé chimérickych proteind z adenylacnich domén z biosyntézy hormaomycinu (Criisemann et
al., 2013), v pfipadé chimérického proteinu LmbC/CcbC byl sice pfipraven protein v rozpustné formé,
nicméné neaktivoval vreakci ani PPL ani L-prolin. MoZznym vysvétlenim je, Ze zatimco v pfipadé
hormaomycinové domény byla jako mista flze zvolena pfirozena mista rekombinace v genu kddujicim
tuto doménu (Crisemann et al., 2013), u genl ccbC ani ImbC evoluce substratové specifity pomoci
rekombinace neprobéhla (KadlCik et al., 2013). U CcbC je tedy vyssi pravdépodobnost, Zze vybrana mista

fuze negativné postihla regiony proteinu nezbytné pro jeho spravnou funkci.
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Ackoli byla tato prace prvni, kterd studovala evolu¢ni adaptaci substratové specifity adenylaéni
domény na paru evoluéné blizkych, ale substratovou specifitou odliSnych domén, pouzitd metoda
cilené mutageneze neribozomalniho kddu jiz byla vyuzita k modifikacim substratovych specifit mnoha
jinych adenylacnich domén. Nékteré z praci vychazeji z analyzy krystalové struktury studované
adenylacni domény, jako je tomu napfiklad u domény ApnA z biosyntézy anabaenopeptinu, u které
byly odhaleny tfi aminokyselinové zbytky klicové pro rozpoznani pfirozenych substratl argininu a
tyrosinu. Mutace téchto zbytk( vedly k vytvoreni adenylaénich domén aktivujicich jen jeden ze dvou
prirozenych substratd nebo preferujicich nepfirozené substraty tryptofan a 4-azidofenylalanin
(Kaljunen et al., 2015). Mezi dalSimi publikovanymi pfiklady pak najdeme mutaci ménici substratovou
specifitu adenylacni domény GrsA, z fenylalaninu na aminokyseliny s navdzanymi azidovymi nebo
alkynovymi skupinami (Kries et al., 2014) a r(izné mutace posouvajici substratovou specifitu stejné
adenyla¢ni domény smérem k fadé dalSich aminokyselin (leucinu, argininu, glutamatu, lysinu a
aspartatu) (Cheng-Yu et al., 2009). V biosyntéze antibiotik zavislych na vapniku byla jednou mutaci
zménéna substratova specifita adenylaéni domény z (2S,3R)-3-methyl-glutamatu a glutamatu na
(2S,3R)-3-methyl-glutamin a glutamin (Thirlway et al., 2012) a jedna aZ tfi mutace jsou nezbytné pro
zménu specifity adenylac¢ni domény ApsA z aspartatu na asparagin (Eppelmann et al., 2002). Zajimavy
je také pripad Upravy substratové specifity adenylacni domény Plu32634; z biosyntézy luminmidd,
kterd ma rozvolnénou specifitu a aktivuje jeden majoritni (fenylalanin) a ctyfi minoritni
aminokyselinové substraty. Pouhymi dvéma mutacemi byla nicméné zcela zrusena aktivace
fenylalaninu za soudasného zvyseni afinity k nékterym plvodné minoritnim substratovym
aminokyselindm (Bian et al., 2015). V neddvné dobé bylo dosaZeno i UspéSné zmény substratové
specifity domény VinN z a-aminokyseliny na B-aminokyselinu zaménou tfi aminokyselin
neribozomalniho kédu (Niquille et al., 2018). Celkové jsou tedy mutace neribozomalniho kdédu
adenylacnich domén v biosyntézach specializovanych metabolitl nadéjnym zplsobem, jak pfipravovat
zcela nové hybridni latky, a to in vitro i in vivo (Niquille et al., 2018).

Kromé aktivace PPL linkosamidovymi adenylacnimi doménami jsem se ve své praci podilel na
studiu inkorporace APD prekurzord také do PBD latek (Kamenik et al., 2017). Drive se predpokladalo,
Ze APD prekurzory v biosyntézach PBD vstupuji do kondenzace ve své finalni ¢i témér findlni podobé,
stejné jako je tomu u PPL v biosyntéze linkomycinu. V pfipadé ¢tyr studovanych PBD s publikovanymi
biosyntetickymi shluky (tomaymycin, sibiromycin, anthramycin a porothramycin; Kapitola 2.5.2.1;
Obrazek 2.10) by tak do kondenzace pokazdé vstupoval strukturné jiny APD prekurzor. Pfi analyze
kultivacnich médii producentll vSech ¢tyf vybranych PBD vsak byly detekovany pouze dvé rizné APD
molekuly — DH-PPL u vSech PBD s 3C bo¢nim fetézcem a DH-EPL u tomaymycinu, jediného z vybranych
PBD s 2C bocnim retézcem. Bylo vsak tfeba prokazat, zda tyto molekuly opravdu vstupuji jako

prekurzory do kondenzacni reakce.
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Z tohoto dlivodu byly heterologné produkovany adenyla¢ni domény z biosyntéz sibiromycinu
(SibD) a porothramycinu (Por21), u kterych se predpokladalo, e aktivuji DH-PPL. Slo by tak o tieti
pfipad experimentalné ovérené aktivace APD prekurzoru adenylaéni doménou, po PPL aktivovaném
LmbC (Kadl¢ik et al., 2013) a 4-(Z)-propenyl-L-prolinu aktivovaném HrmP3, v biosyntéze
hormaomycinu (Criisemann et al., 2013). Dtive jiz sice byla testovana také doména SibD, nicméné byla
aktivni jen v reakcich se souborem proteinogennich aminokyselin (Saha & Rokita, 2016). Aktivaci
DH-PPL v in vitro reakci se SibD nebo Por21 se nicméné nyni nepodafilo prokazat. Vysledek se nezménil
ani v pfipadé produkce a otestovani proteinli zahrnujicich vidy jak studovanou adenylaéni doménu,
tak i ji odpovidajici PCP. Stejné tak nedoslo k aktivaci DH-PPL ani v ptipadé in vitro reakce s doménou
SibD spolu s jejim dfive publikovanym aktivatorem SibB (Saha & Rokita, 2016).

Presvédcivy dikaz, Ze DH-PPL a DH-EPL opravdu vstupuji do kondenzacni reakce, se podafrilo
ziskat az studiem enzym katalyzujicich postkondenzaéni modifikace APD jednotek vybranych PBD.
Enzym, u kterého se predpokladalo, Ze katalyzuje prvni z téchto modifikaci v biosyntéze anthramycinu,
je FAD-zavisla oxidoreduktaza Orf7 (Hu et al., 2007). Ta v reakci nekatalyzovala pfeménu samotného
DH-PPL. Odlisného vysledku se oviem dosahlo pfi pouZiti kompletni PBD molekuly jako substratu,
konkrétné tomaymycinu, jehoz APD jednotka strukturné odpovidd nemodifikovanému DH-EPL (ma
pouze jednu exocyklickou dvojnou vazbu). Oxidoreduktdza Orf7 katalyzovala vznik druhé dvojné vazby
a presun plvodni dvojné vazby za vzniku dvou konjugovanych dvojnych vazeb v APD jednotce.
Analogicky katalyzovala Orf7 vznik druhé dvojné vazby i u derivatu tomaymycinu obsahujiciho jako
APD jednotku DH-PPL. Diverzifikace APD jednotek v riznych PBD je tak skutecné dosazeno az
postkondenzacnimi modifikacemi a do kondenzacni reakce vstupuje jeden ze dvou prekurzorl —
DH-EPL nebo DH-PPL.

Prezentované vysledky byly i pfimo vyuZity, a to pfi in vivo pfipravé novych latek. Vneseni genu
orf7 z biosyntetického genového shluku anthramycinu do genomu producenta tomaymycinu vedlo
k produkci tomaymycinu se dvéma konjugovanymi dvojnymi vazbami v APD jednotce. Po pfidani
DH-PPL do kultiva¢niho média tohoto mutovaného kmene se pak analogicky produkoval derivat
tomaymycinu se dvéma dvojnymi vazbami, a navic 3C bo¢nim fetézcem. Sirsi substratova specifita
enzymu Orf7 tedy poslouZila k pfipravé novych derivatd tomaymycinu nejen in vitro, ale dokonce i
in vivo, podobné, jako by tomu potencidlné mohlo byt v budoucnosti u linkosamidu.

V ptipadé linkosamidovych biosyntéz totiz nepatfi mezi klicové body umoznujici pfipravu
novych derivatd jen aktivace strukturné odlisSnych substratli adenylacnimi doménami popsana vyse,
ale také postkondenzacni reakce katalyzované homolognimi, nicméné funkéné odliSnymi enzymy
LmbF/CcbF (Kapitola 2.5.4.4, Obrazek 2.19). Jiz dfive bylo odhaleno, Ze nezbytnou podminkou pro
prabéh téchto reakci je predchozi N-deacetylace derivatu kyseliny merkapturové 6 (Kapitola 2.5.4.3,

Obrazek 2.17), kterad poskytuje volnou primarni aminoskupinu (Kamenik et al., 2016). ProtoZe oviem
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nebyl znam enzym katalyzujici tuto N-deacetylaci, vénoval jsem se jejimu studiu v posledni ¢asti své
prace.

Uspé&éna heterologni produkce protein CcblH a CcbQ z biosyntézy celesticetinu a nasledné
in vitro reakce, stejné jako delece genl ImbIH a/nebo ImbQ v producentovi linkomycinu prokazaly, Ze
je tato N-deacetylace katalyzovana pravé dvojici proteini CcblH/CcbQ v biosyntéze celesticetinu,
respektive LmbIH/LmbQ v biosyntéze linkomycinu (Vobruba et al., 2020). Kromé latky 6 byly enzymy
CcbIH/CcbQ testovany také v reakci s jejim N'-methylovanym derivatem, vznikajicim methylaci na
dusiku aminokyselinové slozky. Tento N’-methylovany derivat ovsem nebyl enzymy CcbIH/CcbQ
N-deacetylovan. Vysledek je tak vsouladu s dfive publikovanym poradim reakci linkosamidové
biosyntézy (Kamenik et al., 2016), kdy N-deacetylace latky 6 musi predchazet N’-methylaci
katalyzované enzymem LmbJ nebo CcbJ, jinak dochazi ke vzniku N’-methylovaného derivatu latky 6,
ktery jiZ nemUzZe byt dale zpracovavan.

Nejprekvapivéjsi vsak je, Ze dvojice proteinl CcbIH/CcbQ a LmbIH/LmbQ spadaji do rodiny
oznacované TIdD/PmbA. Proteiny z této rodiny jsou sice Siroce rozsifené vramci prokaryotnich
organismu, kdy jsou kédovany ve zhruba 60 % bakteridlnich a ve vétsiné archealnich genomu
(Allali et al., 2002; Hu et al., 2012; Rawlings, 2020), ale jejich funkce je témér ve vSech pripadech
neznama. Vzhledem k jejich Sirokému rozsiteni je nicméné pravdépodobné, Zze nékteré z TIdD/PmbA
protein( hraji roli v primarnim metabolismu. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze v nékterych genomech jsou
dva pary genl kddujicich tyto proteiny. Jeden se nachazi v blizkosti gend kddujicich proteiny
primarniho metabolismu a druhy je soucasti biosyntetického shluku specializovaného metabolitu, jako
je tomu napftiklad v genomech producentt linkomycinu i celesticetinu (Kobérska et al., 2008; Janata et
al., 2015; Vobruba et al., 2020). Vétsina z mala dosud charakterizovanych TIdD/PmbA proteind je
nicméné soucasti biosyntéz RiPPs ¢i jinych specializovanych metabolitl, kde pUlsobi jako
endopeptidazy (Hu et al., 2012; Wang et al., 2016b; Ghilarov et al., 2017; Tsibulskaya et al., 2017;
Travin et al., 2018).

ZTIdD/PmbA proteini byla nejlépe strukturné i funkéné charakterizovana heterodimerni
metalopeptidaza TIdD/TIdE, kédovana dvéma homolognimi geny v genomu bakterie Escherichia coli
(Ghilarov et al., 2017). Heterodimer TIdD/TIdE se Ucastni biosyntézy RiPPs mikrocinu B17 (MccB17),
kde po posttranslaénim vzniku thiazolovych a oxazolovych heterocykli katalyzuje odstépeni
N-koncového vedouciho peptidu za vzniku funkcéniho antibiotika. Odstépeni N-koncového peptidu je
také nezbytné pro export MccB17 z bunék producenta (Ghilarov et al., 2017). V cilovych burnkach pak
MccB17 ovliviiuje spravnou funkci DNA gyrdzy, coZ vede k hromadéni dvouvlaknovych zlomd DNA a
smrti buriky (Heddle et al., 2001). S DNA gyrazou je spojena i druha popsana funkce proteint TIdD/TIdE
v E. coli. Mutace v genech tldD a tldE byly detekovany v kmenech rezistentnich k CcdB toxinu

kédovanému na F-plazmidu jako soucast ccdAB toxin/antitoxin systému (Murayama et al., 1996). Toxin
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CcdB inhibuje funkci DNA gyrazy, cemuz muze zabranit vazba antitoxinu CcdA na CcdB (Maki et al.,
1992; Bahassi et al., 1999; De Jonge et al., 2009). Proteiny TIdD/TIdE pravdépodobné ovliviiuji stabilitu
antitoxinu CcdA, nicméné presny mechanismus neni znam (Allali et al., 2002).

V praci Ghilarov et al., 2017 byla také publikovana krystalova struktura heterodimeru
TIdD/TIdE, a to jak samostatné, tak i v komplexech se substraty ¢i inhibitory metalopeptidaz.
Katalyticka podjednotka TIdD obsahuje aktivni misto, do kterého se vaze ion kovu (nejcastéji zinek Ci
Zelezo), zatimco ve druhé podjednotce TIdE se toto misto nevyskytuje (Ghilarov et al., 2017). Stejné je
tomu u dvojic proteint CcblH/CcbQ i LmbIH/LmbQ, kde jsou katalytickymi podjednotkami CcbIH a
LmbIH (Vobruba et al., 2020). Sekvence aminokyselinovych zbytkd v aktivnim misté TIdD (HExxxH) je
neobvykla (Ghilarov et al., 2017), ovsem ne zcela unikatni v ramci peptidaz, jelikoz byla stejna sekvence
popsana v dipeptidylpeptidaze Il (Baral et al., 2008) a podobna (HExxH) v thermolysinu a matrixové
metaloprotedze (Holden & Matthews, 1988; Cerda-Costa & Xavier Gomis-Riith, 2014). Pfesto ma
aktivni misto TIdD i cely heterodimer unikatni strukturu, nepodobnou jinym proteinim v databazi
(Ghilarov et al., 2017), s vyjimkou c¢tyr struktur homologl TIdE, kdy vsak byla vidy krystalizovana jen
tato katalyticky neaktivni podjednotka (Rife et al., 2005), zbyvajici struktury byly zvefejnény pouze
v proteinové databance (www.rcsb.org) pod kddy 3QTD, 3TV9 a 1VPB. TIdD/TIdE tak tvofi samostatnou
rodinu heterodimernich metalopeptidaz (Rawlings, 2020), ve kterych je katalyticky kov koordinovan
pouze aminokyselinovymi zbytky podjednotky TldD, a to dvéma histidiny ze sekvence HExxxH a
vzdalenym cysteinem (Ghilarov et al., 2017). VSechny tyto aminokyselinové zbytky jsou vsak
konzervovany i v proteinech CcblH a LmblH, prestoZe katalyzuji primdarné deacetylaci a ne
peptidazovou reakci.

U dalSich proteint z TIdD/PmbA rodiny pak byla popséna pouze jejich reakéni a substratova
specifita, oviem neni znama krystalova struktura. Velmi podobnou funkci jako v biosyntéze MccB17
maji proteiny z této rodiny v biosyntézach dalsich dvou RiPPs. Homology proteint TIdD/TIdE katalyzuiji
odstépeni N-koncového peptidu z prekurzoru klebsazolicinu, inhibitoru translace produkovaném
v Klebsiella pneumonia (Travin et al., 2018), a z prekurzoru peptidu pfibuzného mikrocinu C (MccC'),
inhibitoru aminoacyl-tRNA syntetdzy produkovaném v Yersinia pseudotuberculosis (Tsibulskaya et al.,
2017). V obou pripadech je toto odstépeni N-koncového peptidu nezbytné pro biologickou aktivitu
finalni latky a pro export z produkéni buriky, stejné jako u MccB17 (Tsibulskaya et al., 2017; Travin et
al., 2018). Ackoli neni dosud nic zndmo o regulaci aktivity TIdD/TIJE protein( z E. coli ani jejich
homologli, pfedpokladd se, Ze jejich aktivace za specifickych podminek muze slouzit k okamzité
produkci velkého mnoiZstvi biologicky aktivnich latek ze zasob dfive syntetizovanych prekurzord
(Tsibulskaya et al., 2017). Analogicky je i N-deacetylace biologicky neaktivniho linkosamidového

meziproduktu (Kamenik et al., 2016) katalyzovana proteiny CcbIH/CcbQ nebo LmbIH/LmbQ_,,unikovou
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cestou” z detoxifikacniho modu a ,,vstupni branou”, umoznujici pokra¢ovani biosyntézy a ndsledny
vznik biologicky aktivniho linkomycinu nebo celesticetinu.

Neobvykly substrat maji proteiny z TIdD/PmbA rodiny v biosyntéze kofaktoru pyrroloquinolin
quinonu v Gluconobacter oxydans, kde Stépi cyklicky peptidovy intermediat (Wang et al., 2016b).
Poslednim alespon castecné charakterizovanym zdstupcem této rodiny pak je Sso0660, archedlni
homolog proteinu TldD kédovany v genomu Sulfolobus solfataricus, u kterého bylo prokazano, ze Stépi
béZné testované obecné substraty endopeptidaz, nicméné jeho pfirozeny substrat je neznamy. Protein
Ss00660 je vramci rodiny TIdD/PmbA unikatni svou schopnosti katalyzovat Stépeni i ve formé
homodimeru dvou katalyticky aktivnich podjednotek, zatimco u vsech ostatnich protein( z rodiny je
vzdy katalyticky aktivni pouze heterodimer (Hu et al., 2012). Je vSak pravdépodobné, Ze i tento protein
je v bunikach ve formé heterodimeru, protoze v genomu S. solfataricus je vedle genu sso0660 gen
5500661, kddujici druhy protein z TIdD/PmbA rodiny, ktery vsak pouze nebyl v praci Hu et al., 2012
dostatecné testovan.

Vzhledem k reakéni specifité vsech ostatnich charakterizovanych proteind z TIdD/PmbA rodiny
byla u proteint CcblH/CcbQ kromé deacetylazové otestovana také jejich proteolytickd aktivita. Pro
reakce byly vybrany obecné substraty peptidaz, vyuZité v predchozich pracich pro testovani jinych
proteinl z této rodiny. Ac¢koli CcblH/CcbQ nejsou schopné Stépit azokasein, prekvapivé katalyzovaly
rozStépeni nékterych kratkych peptidd, stejné jako dvojice proteinl TIdDyi,/TIdE i, kddovana v genomu
S. lincolnensis mimo linkomycinovy biosynteticky genovy shluk i dfive testované proteiny TIdD/TIdE
z E. coli (Ghilarov et al., 2017). U proteint TIdD/TIdE z E. coli se na zakladé experimentalnich dat a
krystalové struktury predpoklada, Ze jsou schopny stépit pouze peptidové/proteinové substraty zcela
bez sekundarni struktury nebo ty, které maji na N-konci alespori 15 aminokyselinovych zbytk( bez
sekundarni struktury (za predpokladu, Ze je ze substratu odstépovan tripeptid). Ostatni substraty se
pravdépodobné nemohou dostat uzkym kanalem k aktivnimu mistu heterodimeru (Ghilarov et al.,
2017). Vzhledem k tomu, Ze struktura CcbIH/CcbQ proteind neni znam3, lze pouze spekulovat, ze i
v jejich pfipadé by mohla mit substratova specifita pro kratké peptidy stejny divod. Ve vysledku tak
Ize oCekavat, Ze schopnost stépit kratké peptidy bude zachovéna u vsech protein(i z TIdD/PmbA rodiny
nezavisle na jejich primarni funkci.

Unikatnosti N-deacetylace katalyzované proteiny CcblH/CcbQ a LmbIH/LmbQ v ramci
TIdD/PmbA rodiny odpovidaji i vysledky analyzy podobnosti sekvenci. V siti tvofené 5000 nejblizsimi
homology proteinu CcblH tvofi linkosamidové proteiny samostatny shluk, vzdaleny od ostatnich
proteinl z TIdD/PmbA rodiny.

Obecné jsou ovsem deacetylazy béznymi enzymy, Ucastnicimi se mnoha bunécnych proces(,
jakymi jsou napriklad deacetylace histonl (Somoza et al., 2004) nebo syntéza vnéjsi membrany

gramnegativnich bakterii (Anderson et al., 1993). Kromé téchto pfipadl je ale N-deacetylace soucasti
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napfiklad i biosyntézy heparan sulfatu v savcich bunkach (Wei et al., 1993) a biosyntéz mnoha
mikrobidlnich metabolitd produkovanych prevainé aktinobakteriemi. V nich je vsak vidy acetyl
odstépovan z N-acetyl-D-glukosaminové skupiny, at uZz jde o biosyntézu lipoglykopeptidovych
antibiotik teikoplaninu a A40926 (Zou, Brunzelle & Nair, 2008; Chan et al., 2011), aminoglykosidového
antibiotika neomycinu (Fan et al., 2008), dalSiho antibiotika produkovaného bakteriemi rodu
Streptomyces, streptothricinu (Guo et al., 2015) ¢i nizkomolekularnich thiold MSH (Maynes et al., 2003)
a bacillithiolu (Perera, Newton & Pogliano, 2015).

Vzhledem k tomu, Ze ve vSech téchto reakcich je substratem aminosacharidova skupina, tak
jediny dalsi priklad N-deacetylace, kde je acetyl odsStépovan z N-acetyl-L-cysteinového zbytku,
nalezneme v metabolismu savcl. Konkrétné jde o reakce katalyzované lidskou aminoacylazou 1
(Uttamsingh, Keller & Anders, 1998; Stocker et al., 2012) a mysi aminoacylazou Il (Commandeur et al.,
1991; Newman et al., 2007). Je zajimavé, Ze i vtomto pripadé je N-deacetylace spojena
s detoxifikaCnim procesem, stejné jako v biosyntéze linkosamid( (Kapitola 2.5.4.3). Elektrofilni toxiny
jako napfriklad halogenované alkeny jsou v jatrech nebo ledvinach savcl nejprve konjugovany
s glutathionem (ekvivalentem MSH) a nasledné prevedeny na derivaty kyseliny merkapturové
(obsahujici N-acetyl-L-cysteinovy zbytek) (Newman et al., 2007; Stocker et al., 2012). Pravé tyto
derivaty mohou byt bud vylouceny ztéla, nebo N-deacetylovdany aminoacyldzou a opustit tak
detoxifikaCni proces (Anders & Dekant, 1998). Tento proces je analogicky k biosyntéze linkosamid(,
kde je derivat kyseliny merkapturové (latka 6) také posledni latkou odpovidajici meziproduktdim
detoxifikacniho systému (Kamenik et al., 2016). V savcich burikdch poté mlze byt N-deacetylovany
derivat kyseliny merkapturové preménén B-lydzou na reaktivni toxicky thiol (Stevens, Robbins & Byrd,
1986). | tento krok ma svou paralelu v biosyntéze linkomycinu, kde je N-deacetylovany derivat kyseliny
merkapturové (latka 7) pfeménén B-eliminaci katalyzovanou LmbF na reaktivni thiol, ktery je oviem
ddle S-methylovan za vzniku linkomycinu (Kamenik et al., 2016). Neni bez zajimavosti, Ze jak savci
B-lyazy, tak LmbF patfi do skupiny enzym0 vyuzivajicich jako kofaktor pyridoxal-5'-fosfat (Stevens et
al., 1986; Lock, 2010; Kamenik et al., 2016). Oproti tomu vSechny popsané N-deacetylace v savéich
bunkach jsou katalyzovany enzymy neptibuznymi s linkosamidovymi N-deacetylazami.

Inkorporace novych prekurzor(i do struktur linkosamid( jsou povaZzovany za jedny z milnikd
v jejich evoluéni historii, at uz jde o nahrazeni plvodniho L-prolinu za PPL v pfipadé linkomycinu ¢i
pripojeni salicylatu u celesticetinu. Obé tyto zmény vedly k,prodlouzeni” zakladni linkosamidové
kostry (odpovidajici struktufe Bu-2545) a tim ke zvySeni biologické Ucinnosti diky lepsi vazbé do
peptidyltransferazového mista velké ribozomalni podjednotky (Magerlein, 1971; Hanada et al., 1980;
Schliinzen et al., 2001; Kadl¢ik et al., 2017; Janata et al., 2018a). Pravé z tohoto dlivodu je vyznamné
studium klicovych reakci pfimo umoznujicich inkorporaci téchto prekurzorii nebo nezbytnych

predchazejicich reakci. A to jak zhlediska pochopeni molekuldrni evoluce téchto unikatnich
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specializovanych metabolitl, ale také zdlvodl potencidlni pfipravy ucinnéjsich hybridnich

linkosamid( in vivo, bez nutnosti nakladné chemické syntézy.

62



6 Seznam literatury

Aharonowitz, Y. & Cohen, G. (1992). Penicillin and cephalosporin biosynthetic genes: structure,
organization, regulation, and evolution. Annu. Rev. Microbiol. 46, 461-495.

Allali, N., Afif, H., Couturier, M. & Melderen, L. Van. (2002). The highly conserved TIdD and TIdE proteins
of Escherichia coli are involved in microcin B17 processing and in CcdA degradation. J. Bacteriol.
184, 3224-3231.

Anders, M.W. & Dekant, W. (1998). Glutathione-dependent bioactivation of haloalkenes. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 38, 501-537.

Anderson, M.S., Bull, G. Galloway, S.M., Kelly, M., Mohan, S. & Radikag, K. (1993).
UDP-N-acetylglucosamine acyltransferase of Escherichia coli. J. Biol. Chem. 268, 19858—-19865.

Angel Rubio, M., Barrado, P., Carlos Espinosa, J., Jiménez, A. & Lobato, M.F. (2004). The pur6 gene of
the puromycin biosynthetic gene cluster from Streptomyces alboniger encodes a
tyrosinyl-aminonucleoside synthetase. FEBS Lett. 577, 371-375.

Argoudelis, A.D., Coats, JH. & Johnson, L.E. (1974). Directed biosynthesis of new
celestosaminide-antibiotics by Streptomyces caelestis. J. Antibiot. (Tokyo). 27, 738-743.

Bagley, M.C,, Dale, J.W., Merritt, E.A. & Xiong, X. (2005). Thiopeptide antibiotics. Chem. Rev. 105, 685—
714.

Bahassi, E.M., O’Dea, M.H,, Allali, N., Messens, J., Gellert, M. & Couturier, M. (1999). Interactions of
CcdB with DNA Gyrase. J. Biol. Chem. 274, 10936-10944.

Baltz, R.H. (2011). Function of MbtH homologs in nonribosomal peptide biosynthesis and applications
in secondary metabolite discovery. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 38, 1747—-1760.

Baltz, R.H. (2014). MbtH homology codes to identify gifted microbes for genome mining. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 41, 357-369.

Baral, P.K., Jajcanin-Jozié, N., Deller, S., Macheroux, P., Abrami¢, M. & Gruber, K. (2008). The first
structure of dipeptidyl-peptidase Ill provides insight into the catalytic mechanism and mode of
substrate binding. J. Biol. Chem. 283, 22316—-22324.

Bérdy, J. (2012). Thoughts and facts about antibiotics: where we are now and where we are heading.
J. Antibiot. (Tokyo). 65, 385—395.

Bergy, M. & Herr, R. (1963). Antibiotic lincolnensis and method of production. United States patent
3086912.

Bian, X., Plaza, A,, Yan, F., Zhang, Y. & Miiller, R. (2015). Rational and efficient site-directed mutagenesis
of adenylation domain alters relative yields of luminmide derivatives in vivo. Biotechnol. Bioeng.
112, 1343-1353.

De Boer, C. & Dietz, A. (1960). Celesticetin, its salts and method of preparation. United States patent
2928844,

Boll, B. & Heide, L. (2013). A domain of RubC1 of rubradirin biosynthesis can functionally replace MbtH-
like proteins in tyrosine adenylation. ChemBioChem 14, 43-44,

Bosello, M., Zeyadi, M., Kraas, F.1., Linne, U., Xie, X. & Marahiel, M.A. (2013). Structural characterization
of the heterobactin siderophores from Rhodococcus erythropolis PR4 and elucidation of their
biosynthetic machinery. J. Nat. Prod. 76, 2282-2290.

Le Bouter, A., Leclercq, R. & Cattoir, V. (2011). Molecular basis of resistance to macrolides;
lincosamides and streptogramins in clinical isolates. Int. J. Antimicrob. Agents 37, 118-123.

Brook, I. (2016). Spectrum and treatment of anaerobic infections. J. Infect. Chemother. 22, 1-13.

Brown, E.D. & Wright, G.D. (2016). Antibacterial drug discovery in the resistance era. Nature 529, 336—
343.

Cane, D.E. & Walsh, C.T. (1999). The parallel and convergent universes of polyketide synthases and
nonribosomal peptide synthetases. Chem. Biol. 6, 319-325.

Cerda-Costa, N. & Xavier Gomis-Riuth, F. (2014). Architecture and function of metallopeptidase
catalytic domains. Protein Sci. 23, 123-144.

63



Challis, G.L. (2005). A widely distributed bacterial pathway for siderophore biosynthesis independent
of nonribosomal peptide synthetases. ChemBioChem 6, 601-611.

Challis, G.L., Ravel, J. & Townsend, C. (2000). Predictive, structure-based model of amino acid
recognition by nonribosomal peptide synthetase adenylation domains. Chem. Biol. 7, 211-224.

Chan, C.X,, Beiko, R.G., Darling, A.E. & Ragan, M. (2009). Lateral transfer of genes and gene fragments
in prokaryotes. Genome Biol. Evol. 1, 429-438.

Chan, H.C., Huang, Y.T., Lyu, S.Y., Huang, C.J., Li, Y.S., Liu, Y.C., Chou, C.C., Tsai, M.D. & Li, T.L. (2011).
Regioselective deacetylation based on teicoplanin-complexed Orf2* crystal structures. Mol.
Biosyst. 7, 1224-1231.

Chang, Z., Ansbacher, T., Zhang, L., Yang, Y., Ko, T.P., Zhang, G., Liu, W., Huang, J.W,, Dai, L., Guo, R.T.,
Major, D.T. & Chen, C.C. (2019). Crystal structure of Lepl, a multifunctional SAM-dependent
enzyme which catalyzes pericyclic reactions in leporin biosynthesis. Org. Biomol. Chem. 17, 2070—
2076.

Cheng-Yu, C,, lvelin, G., Anderson, A.C. & Donald, B.R. (2009). Computational structure-based redesign
of enzyme activity. Proc. Natl. Acad. Sci. 106, 3764—3769.

Chevrette, M.G. & Currie, C.R. (2019). Emerging evolutionary paradigms in antibiotic discovery. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 46, 257-271.

Cieslak, J., Miyanaga, A., Takaku, R., Takaishi, M., Amagai, K., Kudo, F. & Eguchi, T. (2017). Biochemical
characterization and structural insight into aliphatic f-amino acid adenylation enzymes ldnL1 and
CmiS6. Proteins Struct. Funct. Bioinforma. 85, 1238-1247.

Colabroy, K.L., Hackett, W.T., Markham, A.)., Rosenberg, J., Cohen, D.E. & Jacobson, A. (2008).
Biochemical characterization of L-DOPA 2,3-dioxygenase, a single-domain type | extradiol
dioxygenase from lincomycin biosynthesis. Arch. Biochem. Biophys. 479, 131-138.

Colabroy, K.L., Horwitz, A.D., Basciano, V.R., Fu, Y., Travitz, K.M., Robinson, M.K., Shimanski, B.A. &
Hoffmann, T.W. (2019). A new way of belonging: active-site investigation of L-DOPA dioxygenase,
a VOC family enzyme from lincomycin biosynthesis. Biochemistry 58, 4794-4798.

Commandeur, J.N.M., Stijntjes, G.J., Wijngaard, J. & Vermeulen, N.P.E. (1991). Metabolism of
L-cysteine S-conjugates and N-(trideuteroacetyl)-L-cysteine S-conjugates of four fluoroethylenes
in the rat. Biochem. Pharmacol. 42, 31-38.

Conti, E., Franks, N.P. & Brick, P. (1996). Crystal structure of firefly luciferase throws light on a
super-family of adenylate-forming enzymes. Structure 4, 287—-298.

Conti, E., Stachelhaus, T., Marahiel, M. & Brick, P. (1997). Structural basis for the activation of
phenylalanine in the non-ribosomal biosynthesis of gramicidin S. Embo J. 16, 4174-4183.

Crisemann, M., Kohlhaas, C. & Piel, J. (2013). Evolution-guided engineering of nonribosomal peptide
synthetase adenylation domains. Chem. Sci. 4, 1041-1045.

Davidsen, J.M., Bartley, D.M. & Townsend, C.A. (2013). Non-ribosomal propeptide precursor in
nocardicin A biosynthesis predicted from adenylation domain specificity dependent on the MbtH
family protein Nocl. J. Am. Chem. Soc. 135, 1749-1759.

Drake, E.J., Cao, J., Qu, J., Shah, M.B., Straubinger, R.M. & Gulick, A.M. (2007). The 1.8 A crystal
structure of PA2412, an MbtH-like protein from the pyoverdine cluster of Pseudomonas
aeruginosa. J. Biol. Chem. 282, 20425-20434.

Drake, E.J., Miller, B.R., Shi, C., Tarrasch, J.T., Sundlov, J.A., Leigh Allen, C., Skiniotis, G., Aldrich, C.C. &
Gulick, A.M. (2016). Structures of two distinct conformations of holo-non-ribosomal peptide
synthetases. Nature 529, 235-238.

Du, L., He, Y. & Luo, Y. (2008). Crystal structure and enantiomer selection by D-alanyl carrier protein
ligase DItA from Bacillus cereus. Biochemistry 47, 11473-11480.

Dunkle, J.A., Xiong, L., Mankin, A.S. & Cate, J.H.D. (2010). Structures of the Escherichia coli ribosome
with antibiotics bound near the peptidyl transferase center explain spectra of drug action. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 107, 17152-17157.

Eppelmann, K., Stachelhaus, T. & Marahiel, M. (2002). Exploitation of the selectivity-conferring code
of nonribosomal peptide synthetases for the rational design of novel peptide antibiotics.
Biochemistry 41, 9718-9726.

64



Essig, A., Hofmann, D., Miinch, D., Gayathri, S., Klinzler, M., Kallio, P.T., Sahl, H.G., Wider, G., Schneider,
T. & Aebi, M. (2014). Copsin, a novel peptide-based fungal antibiotic interfering with the
peptidoglycan synthesis. J. Biol. Chem. 289, 34953—-34964.

Evans, B.S., Chen, Y., Metcalf, W.W., Zhao, H. & Kelleher, N.L. (2011). Directed evolution of the
nonribosomal peptide synthetase AdmK generates new andrimid derivatives in vivo. Chem. Biol.
18, 601-607.

Fan, Q., Huang, F., Leadlay, P.F. & Spencer, J.B. (2008). The neomycin biosynthetic gene cluster of
Streptomyces fradiae NCIMB 8233: genetic and biochemical evidence for the roles of two
glycosyltransferases and a deacetylase. Org. Biomol. Chem. 6, 3306—3314.

Felnagle, E.A., Barkei, J.J., Park, H., Podevels, A.M., McMahon, M.D., Drott, D.W. & Thomas, M.G.
(2010). MbtH-like proteins as integral components of bacterial nonribosomal peptide
synthetases. Biochemistry 49, 8815—-8817.

Ferir, G., Petrova, M.l., Andrei, G., Huskens, D., Hoorelbeke, B., Snoeck, R., Vanderleyden, J., Balzarini,
J., Bartoschek, S., Bronstrup, M., Sissmuth, R.D. & Schols, D. (2013). The lantibiotic peptide
labyrinthopeptin A1 demonstrates broad anti-HIV and anti-HSV activity with potential for
microbicidal applications. PLoS One 8, e64010.

Fewer, D.P., Rouhiainen, L., Jokela, J., Wahlsten, M., Laakso, K., Wang, H. & Sivonen, K. (2007).
Recurrent adenylation domain replacement in the microcystin synthetase gene cluster. BMC Evol.
Biol. 7, 183.

Fichera, M.E. & Roos, D.S. (1997). A plastid organelle as a drug target in apicomplexan parasites. Nature
390, 407-409.

Fischbach, M.A. & Walsh, C.T. (2006). Assembly-line enzymology for polyketide and nonribosomal
peptide antibiotics: logic, machinery, and mechanisms. Chem. Rev. 106, 3468—-3496.

Fischbach, M.A. & Walsh, C.T. (2009). Antibiotics for emerging pathogens. Science 325, 1089—1093.

Francklyn, C.S. (2008). DNA polymerases and aminoacyl-tRNA synthetases: shared mechanisms for
ensuring the fidelity of gene expression. Biochemistry 47, 11695-11703.

Garneau, S., Dorrestein, P.C., Kelleher, N.L. & Walsh, C.T. (2005). Characterization of the formation of
the pyrrole moiety during clorobiocin and coumermycin Al biosynthesis. Biochemistry 44, 2770—
2780.

Garrido, M.C., Herrero, M., Kolter, R. & Moreno, F. (1988). The export of the DNA replication inhibitor
microcin B17 provides immunity for the host cell. EMBO J. 7, 1853-1862.

Gehring, A.M., Bradley, K.A. & Walsh, C.T. (1997). Enterobactin biosynthesis in Escherichia coli:
isochorismate lyase (EntB) is a bifunctional enzyme that is phosphopantetheinylated by EntD and
then acylated by EntE using ATP and 2,3-dihydroxybenzoate. Biochemistry 36, 8495-8503.

Genghof, D.S. & Vandamme, O. (1964). Biosynthesis of ergothioneine and hercynine by mycobacteria.
J. Bacteriol. 87, 852—-862.

Ghilarov, D., Serebryakova, M., Stevenson, C., Hearnshaw, S., Volkov, D., Maxwell, A., Lawson, D. &
Severinov, K. (2017). The origins of specificity in the microcin-processing protease TIdD/E.
Structure 25, 1549-1561.

Gonsior, M., Miihlenweg, A., Tietzmann, M., Rausch, S., Poch, A. & Stissmuth, R.D. (2015). Biosynthesis
of the peptide antibiotic feglymycin by a linear nonribosomal peptide synthetase mechanism.
ChemBioChem 16, 2610-2614.

Grammel, N., Pankevych, K., Demydchuk, J., Lambrecht, K., Saluz, H.-P. & Kriigel, H. (2002). A B-lysine
adenylating enzyme and a B-lysine binding protein involved in poly B-lysine chain assembly in
nourseothricin synthesis in Streptomyces noursei. Eur. J. Biochem. 269, 347-357.

Gulick, A.M. (2009). Conformational dynamics in the acyl-CoA synthetases, adenylation domains of
non-ribosomal peptide synthetases, and firefly luciferase. ACS Chem Biol 4, 811-827.

Gulick, A.M., Lu, X. & Dunaway-Mariano, D. (2004). Crystal structure of 4-chlorobenzoate:CoA
ligase/synthetase in the unliganded and aryl substrate-bound states. Biochemistry 43, 8670—
8679.

Guo, Z, Li, J,, Qin, H., Wang, M., Lv, X,, Li, X. & Chen, Y. (2015). Biosynthesis of the carbamoylated
D-gulosamine moiety of streptothricins: involvement of a guanidino-N-glycosyltransferase and an

65



N-acetyl-D-gulosamine deacetylase. Angew. Chemie - Int. Ed. 54, 5175-5178.

Gust, B., Chandra, G., Jakimowicz, D., Yuqging, T., Bruton, C. & Chater, K. (2004). A red-mediated genetic
manipulation of antibiotic-producing Streptomyces. Adv. Appl. Microbiol. 54, 107-128.

Hanada, M., Tsunakawa, M., Tomita, K., Tsukiura, H. & Kawaguchi, H. (1980). Antibiotic Bu-2545, a new
member of the celesticetin-lincomycin class. J. Antibiot. (Tokyo). 33, 751-753.

Harris, A.K.P., Williamson, N.R., Slater, H., Cox, A., Abbasi, S., Foulds, I., Simonsen, H.T., Leeper, F.J. &
Salmond, G.P.C. (2004). The Serratia gene cluster encoding biosynthesis of the red antibiotic,
prodigiosin, shows species- and strain-dependent genome context variation. Microbiology 150,
3547-3560.

Havarstein, L.S., Diep, D.B. & Nes, I.F. (1995). A family of bacteriocin ABC transporters carry out
proteolytic processing of their substrates concomitant with export. Mol. Microbiol. 16, 229-240.

Heddle, J.G., Blance, S.J., Zamble, D.B., Hollfelder, F., Miller, D.A., Wentzell, L.M., Walsh, C.T. &
Maxwell, A. (2001). The antibiotic microcin B17 is a DNA gyrase poison: characterisation of the
mode of inhibition. J. Mol. Biol. 307, 1223-1234.

Herbst, D.A,, Boll, B., Zocher, G., Stehle, T. & Heide, L. (2013). Structural basis of the interaction of
MbtH-like proteins, putative regulators of nonribosomal peptide biosynthesis, with adenylating
enzymes. J. Biol. Chem. 288, 1991-2003.

Hiratsuka, T., Koketsu, K., Minami, A., Kaneko, S., Yamazaki, C., Watanabe, K., Oguri, H. & Oikawa, H.
(2013). Core assembly mechanism of quinocarcin/SF-1739: bimodular complex nonribosomal
peptide synthetases for sequential mannich-type reactions. Chem. Biol. 20, 1523-1535.

Hofer, 1., Criisemann, M., Radzom, M., Geers, B., Flachshaar, D., Cai, X., Zeeck, A. & Piel, J. (2011).
Insights into the biosynthesis of hormaomycin, an exceptionally complex bacterial signaling
metabolite. Chem. Biol. 18, 381-391.

Holden, H.M. & Matthews, B.W. (1988). The binding of L-valyl-L-tryptophan to crystalline thermolysin
illustrates the mode of interaction of a product of peptide hydrolysis. J. Biol. Chem. 263, 3256—
3260.

Hu, Y., Peng, N., Han, W., Mei, Y., Chen, Z., Feng, X., Liang, Y.X. & She, Q. (2012). An archaeal protein
evolutionarily conserved in prokaryotes is a zinc-dependent metalloprotease. Biosci. Rep. 32,
609-618.

Hu, Y., Phelan, V., Ntai, |., Farnet, C.M., Zazopoulos, E. & Bachmann, B.0O. (2007). Benzodiazepine
biosynthesis in Streptomyces refuineus. Chem. Biol. 14, 691-701.

Hur, G.H., Vickery, C.R. & Burkart, M.D. (2012). Explorations of catalytic domains in non-ribosomal
peptide synthetase enzymology. Nat. Prod. Rep. 29, 1074-1098.

Igarashi, N., Harada, J., Nagashima, S., Matsuura, K., Shimada, K. & Nagashima, K. V. (2001). Horizontal
transfer of the photosynthesis gene cluster and operon rearrangement in purple bacteria. J. Mol.
Evol. 52, 333-341.

Imker, H.J., Krahn, D., Clerc, J., Kaiser, M. & Walsh, C.T. (2010). N-acylation during glidobactin
biosynthesis by the tridomain nonribosomal peptide synthetase module GlbF. Chem. Biol. 17,
1077-1083.

Ishida, K., Welker, M., Christiansen, G., Cadel-Six, S., Bouchier, C., Dittmann, E., Hertweck, C. & De
Marsac, N.T. (2009). Plasticity and evolution of aeruginosin biosynthesis in cyanobacteria. Appl.
Environ. Microbiol. 75, 2017-2026.

Iwasaki, H., Horii, S., Asai, M., Mizuno, K., Miyake, A. & Ueyanagi, J. (1973). Enduracidin, a new
antibiotic. VIII. Structures of enduracidins A and B. Chem. Pharm. Bull. 21, 1184-1191.

Janata, J., Kadlcik, S., Kobérska, M., Ulanovd, D., Kamenik, Z., Novak, P., Kopecky, J., Novotna, J.,
Radojevic, B., PIhackov3, K., Gazak, R. & Najmanova, L. (2015). Lincosamide synthetase - a unique
condensation system combining elements of nonribosomal peptide synthetase and mycothiol
metabolism. PLoS One 10, 118850.

Janata, J., Kamenik, Z., Gazak, R., Kadl¢ik, S. & Najmanov3, L. (2018a). Biosynthesis and incorporation
of an alkylproline-derivative (APD) precursor into complex natural products. Nat. Prod. Rep. 35,
257-289.

Janata, J.,, Kamenik, Z., Kadl¢ik, S., Najmanova, L. & Gazak, R. (2018b). Lincosamide derivatives,

66



preparation and use thereof as antimicrobial agent. Patent W0/2018/161979.

Jiraskova, P., Gazak, R., Kamenik, Z., Steiningerova, L., Najmanova3, L., Kadlcik, S., Novotn3, J., Kuzma,
M. & Janata, J. (2016). New concept of the biosynthesis of 4-alkyl-L-proline precursors of
lincomycin, hormaomycin, and pyrrolobenzodiazepines: could a y-glutamyltransferase cleave the
C—C bond? Front. Microbiol. 7, 276.

Jogl, G. & Tong, L. (2004). Crystal structure of yeast acetyl-coenzyme A synthetase in complex with
AMP. Biochemistry 43, 1425-1431.

De Jonge, N., Garcia-Pino, A., Buts, L., Haesaerts, S., Charlier, D., Zangger, K., Wyns, L., De Greve, H. &
Loris, R. (2009). Rejuvenation of CcdB-poisoned gyrase by an intrinsically disordered protein
domain. Mol. Cell 35, 154-163.

Jothivasan, V.K. & Hamilton, C.J. (2008). Mycothiol: synthesis, biosynthesis and biological functions of
the major low molecular weight thiol in actinomycetes. Nat. Prod. Rep. 25, 1091-1117.

Kadlcik, S., Kamenik, Z., Vasek, D., Nedvéd, M. & Janata, J. (2017). Elucidation of salicylate attachment
in celesticetin biosynthesis opens the door to create a library of more efficient hybrid lincosamide
antibiotics. Chem. Sci. 8, 3349-3355.

KadlIcik, S., KuCera, T., Chalupskd, D., Gazak, R., Kobérska, M., Ulanova, D., Kopecky, J., Kutéjova, E.,
Najmanova, L. & Janata, J. (2013). Adaptation of an L-proline adenylation domain to use 4-propyl-
L-proline in the evolution of lincosamide biosynthesis. PLoS One 8, 84902.

Kalb, D., Lackner, G., Rappe, M. & Hoffmeister, D. (2015). Activity of a-aminoadipate reductase
depends on the N-terminally extending domain. ChemBioChem 16, 1426-1430.

Kaljunen, H., Schiefelbein, S.H.H., Stummer, D., Kozak, S., Meijers, R., Christiansen, G. & Rentmeister,
A. (2015). Structural elucidation of the bispecificity of A domains as a basis for activating
non-natural amino acids. Angew. Chemie Int. Ed. 54, 8833—-8836.

Kamenik, Z., Gazak, R., Kadlcik, S., Steiningerova, L., Rynd, V. & Janata, J. (2018). C-C bond cleavage in
biosynthesis of 4-alkyl-L-proline precursors of lincomycin and anthramycin cannot precede
C-methylation. Nat. Commun. 9, 3167.

Kamenik, Z., Kadlcik, S., Gazak, R., Vobruba, S., Palanova, L., Kuzma, M. & Janata, J. (2017). Diversity of
alkylproline moieties in pyrrolobenzodiazepines arises from postcondensation modifications of a
unified building block. ACS Chem. Biol. 12, 1993—-1998.

Kamenik, Z., KadIcik, S., Radojevic, B., Jirdskova, P., Kuzma, M., Gazak, R., Najmanova, L., Kopecky, J. &
Janata, J. (2016). Deacetylation of mycothiol-derived ‘waste product’ triggers the last
biosynthetic steps of lincosamide antibiotics. Chem. Sci. 7, 430-435.

Keating, T.A., Marshall, C.G., Walsh, C.T. & Keating, A.E. (2002). The structure of VibH represents
nonribosomal peptide synthetase condensation, cyclization and epimerization domains. Nat.
Struct. Biol. 9, 522-526.

Kessler, N., Schuhmann, H., Morneweg, S., Linne, U. & Marahiel, M.A. (2004). The linear
pentadecapeptide gramicidin is assembled by four multimodular nonribosomal peptide
synthetases that comprise 16 modules with 56 catalytic domains. J. Biol. Chem. 279, 7413-7419.

Khayatt, B.l., Overmars, L., Siezen, R.J. & Francke, C. (2013). Classification of the adenylation and
acyl-transferase activity of NRPS and PKS systems using ensembles of substrate specific hidden
Markov models. PLoS One 8, e62136.

Kleinkauf, H., Gevers, W. & Lipmann, F. (1969). Interrelation between activation and polymerization in
gramicidin S biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 62, 226-233.

Knerr, P.J. & van der Donk, W.A. (2012). Discovery, biosynthesis, and engineering of lantipeptides.
Annu. Rev. Biochem. 81, 479-505.

Kobérska, M., Kopecky, J., OlSovska, J., Jelinkova, M., Ulanova, D., Man, P., Flieger, M. & Janata, J.
(2008). Sequence analysis and heterologous expression of the lincomycin biosynthetic cluster of
the type strain Streptomyces lincolnensis ATCC 25466. Folia Microbiol. 53, 395-401.

Kochan, G., Pilka, E.S., von Delft, F., Oppermann, U. & Yue, W.W. (2009). Structural snapshots for the
conformation-dependent catalysis by human medium-chain acyl-coenzyme A synthetase
ACSM2A. J. Mol. Biol. 388, 997-1008.

Koehnke, J., Mann, G., Bent, A.F., Ludewig, H., Shirran, S., Botting, C., Lebl, T., Houssen, W.E., Jaspars,

67



M. & Naismith, J.H. (2015). Structural analysis of leader peptide binding enables leader-free
cyanobactin processing. Nat. Chem. Biol. 11, 558-563.

Kopp, M., Irschik, H., Gemperlein, K., Buntin, K., Meiser, P., Weissman, K.J., Bode, H.B. & Miiller, R.
(2011). Insights into the complex biosynthesis of the leupyrrins in Sorangium cellulosum
So ce690. Mol. Biosyst. 7, 1549-1563.

Kries, H., Niquille, D.L. & Hilvert, D. (2015). A subdomain swap strategy for reengineering nonribosomal
peptides. Chem. Biol. 22, 640—648.

Kries, H., Wachtel, R., Pabst, A.,, Wanner, B., Niquille, D. & Hilvert, D. (2014). Reprogramming
nonribosomal peptide synthetases for “clickable” amino acids. Angew. Chemie - Int. Ed. 53,
10105-10108.

Kudo, F., Miyanaga, A. & Eguchi, T. (2018). Structural basis of the nonribosomal codes for
nonproteinogenic amino acid selective adenylation enzymes in the biosynthesis of natural
products. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 46, 515-536.

Kurmayer, R., Christiansen, G., Gumpenberger, M. & Fastner, J. (2005). Genetic identification of
microcystin ecotypes in toxic cyanobacteria of the genus Planktothrix. Microbiology 151, 1525—
1533.

Laer, K., Hamilton, C.J. & Messens, J. (2013). Low-molecular-weight thiols in thiol-disulfide exchange.
Antioxidants Redox Signal. 18, 1642—-1653.

Lairson, L.L., Henrissat, B., Davies, G.J. & Withers, S.G. (2008). Glycosyltransferases: structures,
functions, and mechanisms. Annu. Rev. Biochem. 77, 521-555.

Lee, S.G. & Lipmann, F. (1977). Isolation of amino acid activating subunit-pantetheine protein
complexes: their role in chain elongation in tyrocidine synthesis. Biochemistry 74, 2343-2347.

Lee, T.V., Johnson, L.J.,, Johnson, R.D., Koulman, A., Lane, G. a., Lott, J.S. & Arcus, V.L. (2010). Structure
of a eukaryotic nonribosomal peptide synthetase adenylation domain that activates a large
hydroxamate amino acid in siderophore biosynthesis. J. Biol. Chem. 285, 2415-2427.

Lee, T.V,, Johnson, R.D., Arcus, V.L. & Lott, J.S. (2015). Prediction of the substrate for nonribosomal
peptide synthetase (NRPS) adenylation domains by virtual screening. Proteins Struct. Funct.
Bioinforma. 83, 2052—-2066.

Li, W., Chou, S., Khullar, A. & Gerratana, B. (2009a). Cloning and characterization of the biosynthetic
gene cluster for tomaymycin, an SJG-136 monomeric analog. Appl. Environ. Microbiol. 75, 2958—
2963.

Li, W., Khullar, A., Chou, S., Sacramo, A. & Gerratana, B. (2009b). Biosynthesis of sibiromycin, a potent
antitumor antibiotic. Appl. Environ. Microbiol. 75, 2869-2878.

Li, Y. & Wang, G. (2016). Strategies of isoprenoids production in engineered bacteria. J. Appl. Microbiol.
121, 932-940.

Li, Y.M., Milne, J.C., Madison, L.L., Kolter, R. & Walsh, C.T. (1996). From peptide precursors to oxazole
and thiazole-containing peptide antibiotics: microcin B17 synthase. Science. 274, 1188-1193.

Lin, C.1., Sasaki, E., Zhong, A. & Liu, H. (2014). In vitro characterization of LmbK and LmbO: identification
of GDP-D-erythro-a-D-gluco-octose as a key intermediate in lincomycin A biosynthesis. J. Am.
Chem. Soc. 136, 906—909.

Lin, C.Y., Pang, A.P., Zhang, Y., Qiao, J. & Zhao, G.R. (2020). Comparative transcriptomic analysis reveals
the significant pleiotropic regulatory effects of LmbU on lincomycin biosynthesis. Microb. Cell
Fact. 19, 30.

Lin, D.Y.W., Huang, S. & Chen, J. (2015). Crystal structures of a polypeptide processing and secretion
transporter. Nature 523, 425-430.

Lock, E.A. (2010). Renal Xenobiotic Metabolism. V Comprehensive Toxicology, Second Edition, 55-79.
Elsevier Inc.

Magerlein, B.J. (1971). Modification of lincomycin. Adv. Appl. Microbiol. 14, 185-229.

Maki, S., Takiguchi, S., Miki, T. & Horiuchi, T. (1992). Modulation of DNA supercoiling activity of
Escherichia coli DNA gyrase by F plasmid proteins. J. Biol. Chem. 267, 12244-12251.

Martens, E. & Demain, A.L. (2017). The antibiotic resistance crisis, with a focus on the United States. J.
Antibiot. (Tokyo). 70, 520-526.

68



Maruyama, C., Toyoda, J., Kato, Y., Izumikawa, M., Takagi, M., Shin-ya, K., Katano, H., Utagawa, T. &
Hamano, Y. (2012). A stand-alone adenylation domain forms amide bonds in streptothricin
biosynthesis. Nat. Chem. Biol. 8, 791-797.

Matzov, D., Eyal, Z.,, Benhamou, R.l., Shalev-Benami, M., Halfon, Y., Krupkin, M., Zimmerman, E.,
Rozenberg, H., Bashan, A., Fridman, M. & Yonath, A. (2017). Structural insights of lincosamides
targeting the ribosome of Staphylococcus aureus. Nucleic Acids Res. 45, 10284—-10292.

Maynes, J.T., Garen, C., Cherney, M.M., Newton, G., Arad, D., Av-Gay, Y., Fahey, R.C. & James, M.N.G.
(2003). The crystal structure of 1-D-myo-inosityl 2-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranoside
deacetylase (MshB) from Mycobacterium tuberculosis reveals a zinc hydrolase with a lactate
dehydrogenase fold. J. Biol. Chem. 278, 47166-47170.

McAuliffe, O., Ross, R.P. & Hill, C. (2001). Lantibiotics: structure, biosynthesis and mode of action. FEMS
Microbiol. Rev. 25, 285-308.

Mclntosh, J.A., Donia, M.S. & Schmidt, E.W. (2009). Ribosomal peptide natural products: bridging the
ribosomal and nonribosomal worlds. Nat. Prod. Rep. 26, 537-559.

Mclntosh, J.A. & Schmidt, E.W. (2010). Marine molecular machines: heterocyclization in cyanobactin
biosynthesis. ChemBioChem 11, 1413-1421.

McMahon, M.D., Rush, J.S. & Thomas, M.G. (2012). Analyses of MbtB, MbtE, and MbtF suggest
revisions to the mycobactin biosynthesis pathway in Mycobacterium tuberculosis. J. Bacteriol.
194, 2809-2818.

Méjean, A., Mann, S., Vassiliadis, G., Lombard, B., Loew, D. & Ploux, O. (2010). In vitro reconstitution
of the first steps of anatoxin-a biosynthesis in Oscillatoria PCC 6506: From free L-proline to acyl
carrier protein bound dehydroproline. Biochemistry 49, 103—-113.

Melby, J.0., Nard, N.J. & Mitchell, D.A. (2011). Thiazole/oxazole-modified microcins: complex natural
products from ribosomal templates. Curr. Opin. Chem. Biol. 15, 369-378.

Meyer, S., Kehr, J.C., Mainz, A., Dehm, D., Petras, D., Stissmuth, R.D. & Dittmann, E. (2016). Biochemical
dissection of the natural diversification of microcystin provides lessons for synthetic biology of
NRPS. Cell Chem. Biol. 23, 462—471.

Miller, B.R., Drake, E.J., Shi, C., Aldrich, C.C. & Gulick, A.M. (2016). Structures of a nonribosomal peptide
synthetase module bound to MbtH-like proteins support a highly dynamic domain architecture.
J. Biol. Chem. 291, 22559-22571.

Miller, B.R., Sundlov, J.A., Drake, E.J., Makin, T.A. & Gulick, A.M. (2014). Analysis of the linker region
joining the adenylation and carrier protein domains of the modular nonribosomal peptide
synthetases. Proteins Struct. Funct. Bioinforma. 82, 2691-2702.

Miyanaga, A., Cieslak, J., Shinohara, Y., Kudo, F. & Eguchi, T. (2014). The crystal structure of the
adenylation enzyme VinN reveals a unique B-amino acid recognition mechanism. J. Biol. Chem.
289, 31448-31457.

Mohr, K.1., Volz, C., Jansen, R., Wray, V., Hoffmann, J., Bernecker, S., Wink, J., Gerth, K., Stadler, M. &
Miiller, R. (2015). Pinensins: the first antifungal lantibiotics. Angew. Chemie Int. Ed. 54, 11254—
11258.

Mootz, H.D., Schwarzer, D. & Marahiel, M.A. (2002). Ways of assembling complex natural products on
modular nonribosomal peptide synthetases. ChemBioChem 3, 490-504.

Mori, S., Pang, A.H., Lundy, T.A,, Garzan, A., Tsodikov, O. V. & Garneau-Tsodikova, S. (2018). Structural
basis for backbone N-methylation by an interrupted adenylation domain. Nat. Chem. Biol. 14,
428-430.

Mukherjee, S., Seshadri, R., Varghese, N.J., Eloe-Fadrosh, E.A., Meier-Kolthoff, J.P., G?ker, M., Coates,
R.C., Hadjithomas, M., Pavlopoulos, G.A., Paez-Espino, D., Yoshikuni, Y., Visel, A., Whitman, W.B.,
Garrity, G.M., Eisen, J.A., Hugenholtz, P., Pati, A., Ivanova, N.N., Woyke, T., Klenk, H.-P. &
Kyrpides, N.C. (2017). 1,003 reference genomes of bacterial and archaeal isolates expand
coverage of the tree of life. Nat. Biotechnol. 35, 676—683.

Midiller, S., Garcia-Gonzalez, E., Mainz, A., Hertlein, G., Heid, N.C., Mosker, E., Van Den Elst, H.,
Overkleeft, H.S., Genersch, E. & Stissmuth, R.D. (2014). Paenilamicin: structure and biosynthesis
of a hybrid nonribosomal peptide/polyketide antibiotic from the bee pathogen Paenibacillus

69



larvae. Angew. Chemie - Int. Ed. 53, 10821-10825.

Murayama, N., Shimizu, H., Takiguchi, S., Baba, Y., Amino, H., Horiuchi, T., Sekimizu, K. & Miki, T. (1996).
Evidence for involvement of Escherichia coli genes pmbA, csrA and a previously unrecognized
gene tldD, in the control of DNA gyrase by letD (ccdB) of sex factor F. J. Mol. Biol. 256, 483-502.

Myers, A. & Mitcheltree, M. (2019). Lincosamide antibiotics and their uses thereof. Patent
WO0/2019/032956.

Najmanova, L., Kutéjova, E., Kadlec, J., Polan, M., OlSovsk3, J., Benada, O., Novotn3, J., Kamenik, Z.,
Halada, P., Bauer, J. & lJanata, J. (2013). Characterization of N-demethyllincosamide
methyltransferases LmbJ and Ccbl). ChemBioChem 14, 2259-2262.

Najmanova, L., Ulanova, D., Jelinkovd, M., Kamenik, Z., Kettnerova, E., Kobérska, M., Gazdk, R.,
Radojevic, B. & Janata, J. (2014). Sequence analysis of porothramycin biosynthetic gene cluster.
Folia Microbiol. (Praha). 59, 543-552.

Newman, D., Abuladze, N., Scholz, K., Dekant, W., Tsuprun, V., Ryazantsev, S., Bondar, G., Sassani, P.,
Kurtz, I. & Pushkin, A. (2007). Specificity of aminoacylase lll-mediated deacetylation of
mercapturic acids. Drug Metab. Dispos. 35, 43-50.

Newman, D.J. & Cragg, G.M. (2016). Natural products as sources of new drugs from 1981 to 2014.
J. Nat. Prod. 79, 629-661.

Newton, G.L., Arnold, K., Price, M.S., Sherrill, C., Delcardayre, S.B., Aharonowitz, Y., Cohen, G., Davies,
J., Fahey, R.C. & Davis, C. (1996). Distribution of thiols in microorganisms: mycothiol is a major
thiol in most actinomycetes. J. Bacteriol. 178, 1990-1995.

Newton, G.L., Buchmeier, N. & Fahey, R.C. (2008). Biosynthesis and functions of mycothiol, the unique
protective thiol of Actinobacteria. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 72, 471-494.

Niquille, D.L., Hansen, D.A., Mori, T., Fercher, D., Kries, H. & Hilvert, D. (2018). Nonribosomal
biosynthesis of backbone-modified peptides. Nat. Chem. 10, 282—-287.

Novotn3, J., Honzatko, A., Bednar, P., Kopecky, J., Janata, J. & Spizek, J. (2004). L-3,4-dihydroxyphenyl
alanine-extradiol cleavage is followed by intramolecular cyclization in lincomycin biosynthesis.
Eur. J. Biochem. 271, 3678—-3683.

Novotn3, J., OlSovska, J., Novak, P., Mojzes, P., Chaloupkova, R., Kamenik, Z., Spizek, J., Kutéjova, E.,
Mareckova, M., Tichy, P., Damborsky, J. & Janata, J. (2013). Lincomycin biosynthesis involves a
tyrosine hydroxylating heme protein of an unusual enzyme family. PLoS One 8, 6—15.

O’Neill, J. (2016). Tackling drug-resistant infections globally: final report and recommendations. Rev.
Antimicrob. Resist. 1-84.

Ortega, M.A. & Van Der Donk, W.A. (2016). New insights into the biosynthetic logic of ribosomally
synthesized and post-translationally modified peptide natural products. Cell Chem. Biol. 23, 31—
44,

Osbourn, A. (2010). Secondary metabolic gene clusters: evolutionary toolkits for chemical innovation.
Trends Genet. 26, 449-457.

Pakarian, P. & Pawelek, P.D. (2016). Intracellular co-localization of the Escherichia coli enterobactin
biosynthetic enzymes EntA, EntB, and EntE. Biochem. Biophys. Res. Commun. 478, 25-32.

Pang, A.P,, Du, L., Lin, C.Y. & Qiao, J. (2015). Co-overexpression of ImbW and metK led to increased
lincomycin A production and decreased byproduct lincomycin B content in an industrial strain of
Streptomyces lincolnensis. J. Appl. Microbiol. 119, 1064—-1074.

Pavlikova, M., Kamenik, Z., Janata, J., KadIcik, S., Kuzma, M. & Najmanova, L. (2018). Novel pathway of
3-hydroxyanthranilic acid formation in limazepine biosynthesis reveals evolutionary relation
between phenazines and pyrrolobenzodiazepines. Sci. Rep. 8, 7810.

Perera, V.R., Newton, G.L. & Pogliano, K. (2015). Bacillithiol: a key protective thiol in Staphylococcus
aureus. Expert Rev. Anti. Infect. Ther. 13, 1089-1107.

Peschke, U., Schmidt, H., Zhang, H.Z. & Piepersberg, W. (1995). Molecular characterization of the
lincomycin-production gene cluster of Streptomyces lincolnensis 78-11. Mol. Microbiol. 16, 1137-
1156.

Pickens, L.B., Tang, Y. & Chooi, Y.-H. (2011). Metabolic engineering for the production of natural
products. Annu. Rev. Chem. Biomol. Eng. 2, 211-236.

70



Prunier, A.L., Malbruny, B., Tandé, D., Picard, B. & Leclercq, R. (2002). Clinical isolates of Staphylococcus
aureus with ribosomal mutations conferring resistance to macrolides. Antimicrob. Agents
Chemother. 46, 3054-3056.

Rausch, C., Weber, T., Kohlbacher, O., Wohlleben, W. & Huson, D.H. (2005). Specificity prediction of
adenylation domains in nonribosomal peptide synthetases (NRPS) using transductive support
vector machines (TSVMs). Nucleic Acids Res. 33, 5799-5808.

Rawlings, N.D. (2020). Twenty-five years of nomenclature and classification of proteolytic enzymes.
Biochim. Biophys. Acta - Proteins Proteomics 1868, 140345.

Reger, A.S., Wu, R., Dunaway-Mariano, D. & Gulick, A.M. (2008). Structural characterization of a 140°
domain movement in the two-step reaction catalyzed by 4-chlorobenzoate:CoA ligase.
Biochemistry 47, 8016—-8025.

Reimer, J.M., Aloise, M.N., Harrison, P.M. & Martin Schmeing, T. (2016). Synthetic cycle of the initiation
module of a formylating nonribosomal peptide synthetase. Nature 529, 239-242.

Rife, C., Schwarzenbacher, R., McMullan, D., Abdubek, P., Ambing, E., Axelrod, H., Biorac, T., Canaves,
J.M., Chiu, H.J.,, Deacon, A.M., DiDonato, M., Elsliger, M.A., Godzik, A., Grittini, C., Grzechnik, S.K.,
Hale, J., Hampton, E., Han, G.W., Haugen, J., Hornsby, M., Jaroszewski, L., Klock, H.E., Koesema,
E., Kreusch, A., Kuhn, P., Lesley, S.A., Miller, M.D., Moy, K., Nigoghossian, E., Paulsen, J., Quijano,
K., Reyes, R., Sims, E., Spraggon, G., Stevens, R.C., Van Den Bedem, H., Velasquez, J., Vincent, J.,
White, A., Wolf, G., Xu, Q., Hodgson, K.O., Wooley, J. & Wilson, I.A. (2005). Crystal structure of a
putative modulator of DNA gyrase (pmbA) from Thermotoga maritima at 1.95 A resolution
reveals a new fold. Proteins Struct. Funct. Genet. 61, 444-448.

Ross, J.I., Eady, E.A., Cove, J.H., Jones, C.E., Ratyal, A.H., Miller, Y.W., Vyakrnam, S. & Cunliffe, W.J.
(1997). Clinical resistance to erythromycin and clindamycin in cutaneous propionibacteria
isolated from acne patients is associated with mutations in 23S rRNA. Antimicrob. Agents
Chemother. 41, 1162-1165.

Rottig, M., Medema, M.H., Blin, K., Weber, T., Rausch, C. & Kohlbacher, O. (2011). NRPSpredictor2 —
a web server for predicting NRPS adenylation domain specificity. Nucleic Acids Res. 39, 362—367.

Saha, S. & Rokita, S.E. (2016). An activator of an adenylation domain revealed by activity but not
sequence homology. Eur. J. Chem. Biol. 17, 1818-1823.

Salwan, R. & Sharma, V. (2020). Molecular and biotechnological aspects of secondary metabolites in
actinobacteria. Microbiol. Res. 231, 126374.

Sareen, D., Steffek, M., Newton, G.L. & Fahey, R.C. (2002). ATP-dependent L-cysteine:1D-myo-inosityl
2-amino-2-deoxy-a-D-glucopyranoside ligase, mycothiol biosynthesis enzyme MshC, is related to
class | cysteinyl-tRNA synthetases. Biochemistry 41, 6885—6890.

Sasaki, E., Lin, C.l., Lin, K.Y. & Liu, H.W. (2012). Construction of the octose 8-phosphate intermediate in
lincomycin A biosynthesis: characterization of the reactions catalyzed by LmbR and LmbN. J. Am.
Chem. Soc. 134, 17432-17435.

Scaglione, A., Fullone, M.R., Montemiglio, L.C., Parisi, G., Zamparelli, C., Vallone, B., Savino, C. &
Grgurina, I. (2017). Structure of the adenylation domain Thrl involved in the biosynthesis of
4-chlorothreonine in Streptomyces sp. OH-5093 — protein flexibility and molecular bases of
substrate specificity. FEBS J. 284, 2981-2999.

Schliinzen, F., Zarivach, R., Harms, J., Bashan, A., Tocilj, A., Albrecht, R., Yonath, A. & Franceschi, F.
(2001). Structural basis for the interaction of antibiotics with the peptidyl transferase centre in
eubacteria. Nature 413, 814-821.

Sieber, S.A. & Marahiel, M.A. (2005). Molecular mechanisms underlying nonribosomal peptide
synthesis: approaches to new antibiotics. Chem. Rev. 105, 715-738.

Sivonen, K., Leikoski, N., Fewer, D.P. & Jokela, J. (2010). Cyanobactins-ribosomal cyclic peptides
produced by cyanobacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol. 86, 1213-1225.

Skinnider, M.A., Dejong, C.A., Rees, P.N., Johnston, C.W., Li, H., Webster, A.L.H., Wyatt, M.A. &
Magarvey, N.A. (2015). Genomes to natural products PRediction Informatics for Secondary
Metabolomes (PRISM). Nucleic Acids Res. 43, 9645-9662.

Somoza, J., Skene, R., Katz, B., Mol, C., Ho, J., Jennings, A., Luong, C., Arvai, A., Buggy, J., Chi, E., Tang,

71



J., Sang, B.C., Verner, E., Wynands, R., Leahy, E., Dougan, D., Snell, G., Navre, M., Knuth, M.,
Swanson, R., McRee, D. & Tari, L. (2004). Structural snapshots of human HDACS8 provide insights
into the class | histone deacetylases. Structure 12, 1325-1334.

Sprenger, M. & Fukuda, K. (2016). New mechanisms, new worries. Science 351, 1263—1264.

Stachelhaus, T., Mootz, D. & Marahiel, A. (1999). The specificity-conferring code of adenylation
domains in nonribosomal peptide synthetases. Chem. Biol. 6, 493-505.

Steiningerova, L., Kamenik, Z., Gazak, R., KadIcik, S., Bashiri, G., Man, P., Kuzma, M., Pavlikova, M. &
Janata, J. (2020). Different reaction specificities of FsoH2-dependent reductases facilitate
pyrrolobenzodiazepines and lincomycin to fit their biological targets. . Am. Chem. Soc. 142,
3440-3448.

Stevens, J.L., Robbins, J.D. & Byrd, R.A. (1986). A purified cysteine conjugate B-lyase from rat kidney
cytosol. J. Biol. Chem. 261, 15529-15537.

Stocker, P., Brunel, J.M., De Rezende, L., Do Amaral, A.T., Morelli, X., Roche, P., Vidal, N., Giardina, T.
& Perrier, J. (2012). Aminoacylase 1-catalysed deacetylation of bioactives epoxides
mycotoxin-derived mercapturates; 3,4-epoxyprecocenes as models of cytotoxic epoxides.
Biochimie 94, 1668—1675.

Stussmuth, R.D. & Mainz, A. (2017). Nonribosomal peptide synthesis—principles and prospects. Angew.
Chemie - Int. Ed. 56, 3770-3821.

Tanovic, A., Samel, S.A,, Essen, L.O. & Marahiel, M.A. (2008). Crystal structure of the termination
module of a nonribosomal peptide synthetase. Science 321, 659—-663.

Tatham, E., Sundaram Chavadi, S., Mohandas, P., Edupuganti, U.R., Angala, S.K., Chatterjee, D. &
Quadri, L.E.N. (2012). Production of mycobacterial cell wall glycopeptidolipids requires a member
of the MbtH-like protein family. BMC Microbiol. 12, 118.

Thibodeaux, C.J., Melangon, C.E. & Liu, H.W. (2008). Natural-product sugar biosynthesis and enzymatic
glycodiversification. Angew. Chemie - Int. Ed. 47, 9814-9859.

Thirlway, J., Lewis, R., Nunns, L., Al Nakeeb, M., Styles, M., Struck, A.W., Smith, C.P. & Micklefield, J.
(2012). Introduction of a non-natural amino acid into a nonribosomal peptide antibiotic by
modification of adenylation domain specificity. Angew. Chemie - Int. Ed. 51, 7181-7184.

Thomas, M.G., Burkart, M.D. & Walsh, C.T. (2002). Conversion of L-proline to pyrrolyl-2-carboxyl-S-PCP
during undecylprodigiosin and pyoluteorin biosynthesis. Chem. Biol. 9, 171-184.

Toda, S., Nakagawa, S., Naito, T. & Kawaguchi, H. (1981). Structure of antibiotic Bu-2545, a new
member of the celesticetin-lincomycin class. J. Antibiot. (Tokyo). 34, 596—599.

Travin, D., Metelev, M., Serebryakova, M., Komarova, E., Osterman, |., Ghilarov, D. & Severinov, K.
(2018). Biosynthesis of translation inhibitor klebsazolicin proceeds through heterocyclization and
N-terminal amidine formation catalyzed by a single YcaO enzyme. J. Am. Chem. Soc. 140, 5625—
5633.

Tsibulskaya, D., Mokina, O., Kulikovsky, A., Piskunova, J., Severinov, K., Serebryakova, M. & Dubiley, S.
(2017). The product of Yersinia pseudotuberculosis mcc operon is a peptide-cytidine antibiotic
activated inside producing cells by the TIdD/E protease. J. Am. Chem. Soc. 139, 16178-16187.

Ulanova, D., Novotnd, J., Smutnd, Y., Kamenik, Z., Gazadk, R., Sulc, M., Sedmera, P., Kadl¢ik, S.,
Plhackova, K. & Janata, J. (2010). Mutasynthesis of lincomycin derivatives with activity against
drug-resistant staphylococci. Antimicrob. Agents Chemother. 54, 927-930.

Ushimaru, R., Lin, C., Sasaki, E. & Liu, H. (2016). Characterization of enzymes catalyzing transformations
of cysteine S-conjugated intermediates in the lincosamide biosynthetic pathway. ChemBioChem
17, 1606-1611.

Uttamsingh, V., Keller, D. & Anders, M. (1998). Acylase I-catalyzed deacetylation of N-acetyl-L-Cysteine
and S-alkyl-N-acetyl-L-cysteines. Chem. Res. Toxicol. 11, 800—809.

Van De Vijver, P., Vondenhoff, G.H.M., Kazakov, T.S., Semenova, E., Kuznedelov, K., Metlitskaya, A.,
Van Aerschot, A. & Severinov, K. (2009). Synthetic microcin C analogs targeting different
aminoacyl-tRNA synthetases. J. Bacteriol. 191, 6273—-6280.

Villiers, B. & Hollfelder, F. (2011). Directed evolution of a gatekeeper domain in nonribosomal peptide
synthesis. Chem. Biol. 18, 1290-1299.

72



Vobruba, S., Kadlcik, S., Gazak, R. & Janata, J. (2017). Evolution-guided adaptation of an adenylation
domain substrate specificity to an unusual amino acid. PLoS One 12, e0189684.

Vobruba, S., Kamenik, Z., KadlIcik, S. & Janata, J. (2020). N-deacetylation in lincosamide biosynthesis is
catalyzed by a TIdD/PmbA family protein. ACS Chem. Biol. 15, 2048-2054.

Walsh, C.T., Chen, H., Keating, T.A., Hubbard, B.K., Losey, H.C., Luo, L., Marshall, C.G., Miller, D.A. &
Patel, H.M. (2001). Tailoring enzymes that modify nonribosomal peptides during and after chain
elongation on NRPS assembly lines. Curr. Opin. Chem. Biol. 5, 525-534.

Walsh, C.T. & Fischbach, M. a. (2010). Natural products version 2.0: connecting genes to molecules.
J. Am. Chem. Soc. 132, 2469-2493.

Wang, H., Fewer, D.P., Holm, L., Rouhiainen, L. & Sivonen, K. (2014). Atlas of nonribosomal peptide and
polyketide biosynthetic pathways reveals common occurrence of nonmodular enzymes. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 111, 9259-9264.

Wang, M., Zhao, Q. & Liu, W. (2015). The versatile low-molecular-weight thiols: beyond cell protection.
BioEssays 37, 1262-1267.

Wang, M., Zhao, Q., Zhang, Q. & Liu, W. (2016a). Differences in PLP-dependent cysteinyl processing
lead to diverse S-functionalization of lincosamide antibiotics. J. Am. Chem. Soc. 138, 6348—6351.

Wang, P, Xia, Y., Li, J., Kang, Z., Zhou, J. & Chen, J. (2016b). Overexpression of pyrroloquinoline quinone
biosynthetic genes affects L-sorbose production in Gluconobacter oxydans WSH-003. Biochem.
Eng. J. 112, 70-77.

Wang, S.-A., Lin, C.l.,, Zhang, J., Ushimaru, R., Sasaki, E. & Liu, H. (2020). Studies of lincosamide
formation complete the biosynthetic pathway for lincomycin A. Proc. Natl. Acad. Sci. 117, 24794—
24801.

Watts, K.T., Mijts, B.N. & Schmidt-Dannert, C. (2005). Current and emerging approaches for natural
product biosynthesis in microbial cells. Adv. Synth. Catal. 347, 927-940.

Wei, Z., Swiedler, S.J., Ishihara, M., Orellana, A. & Hirschberg, C.B. (1993). A single protein catalyzes
both N-deacetylation and N-sulfation during the biosynthesis of heparan sulfate. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 90, 3885—-3888.

Wilson, D.N. (2014). Ribosome-targeting antibiotics and mechanisms of bacterial resistance. Nat. Rev.
Microbiol. 12, 35-48.

Witz, D.F., Hessler, E.J. & Miller, T.L. (1971). Bioconversion of tyrosine into the propylhygric acid moiety
of lincomycin. Biochemistry 10, 1128-1133.

Wolpert, M., Gust, B., Kammerer, B. & Heide, L. (2007). Effects of deletions of mbtH-like genes on
clorobiocin biosythesis in Streptomyces coelicolor. Microbiology 153, 1413-1423.

World Health Organization. (2015). Guidelines for the treatment of malaria.

World Health Organization. (2019). No time to wait: Securing the future from drug-resistant infections.

Wright, G.D. (2017). Opportunities for natural products in 21st century antibiotic discovery. Nat. Prod.
Rep. 34, 694-701.

Yonus, H., Neumann, P., Zimmermann, S., May, J.J.,, Marahiel, M. a. & Stubbs, M.T. (2008). Crystal
structure of DItA: implications for the reaction mechanism of non-ribosomal peptide synthetase
adenylation domains. J. Biol. Chem. 283, 32484-32491.

Zhang, K., Nelson, K.M., Bhuripanyo, K., Grimes, K.D., Zhao, B., Aldrich, C.C. & Yin, J. (2013). Engineering
the substrate specificity of the DhbE adenylation domain by yeast cell surface display. Chem. Biol.
20, 92-101.

Zhang, X. & Parry, R.J. (2007). Cloning and characterization of the pyrrolomycin biosynthetic gene
clusters from Actinosporangium vitaminophilum ATCC 31673 and Streptomyces sp. strain
UC 11065. Antimicrob. Agents Chemother. 51, 946—957.

Zhao, Q., Wang, M., Xu, D., Zhang, Q. & Liu, W. (2015). Metabolic coupling of two small-molecule thiols
programs the biosynthesis of lincomycin A. Nature 518, 115-119.

Zheng, Q., Wang, Q., Wang, S., Wu, J., Gao, Q. & Liu, W. (2015). Thiopeptide antibiotics exhibit a dual
mode of action against intracellular pathogens by affecting both host and microbe. Chem. Biol.
22, 1002-1007.

Zhong, G., Chen, H. & Liu, W. (2018). Reply to ‘C—C bond cleavage in biosynthesis of 4-alkyl-L-proline

73



precursors of lincomycin and anthramycin cannot precede C-methylation.” Nat. Commun. 9,
3168.

Zhong, G., Zhao, Q., Zhang, Q. & Liu, W. (2017). 4-alkyl-L.-(dehydro)proline biosynthesis in
actinobacteria involves N-terminal nucleophile-hydrolase activity of y-glutamyltranspeptidase
homolog for C-C bond cleavage. Nat. Commun. 8, 16109.

Zolova, O.E. & Garneau-Tsodikova, S. (2014). KtzJ-dependent serine activation and O-methylation by
KtzH for kutznerides biosynthesis. J. Antibiot. (Tokyo). 67, 59-64.

Zou, Y., Brunzelle, J.S. & Nair, S.K. (2008). Crystal structures of lipoglycopeptide antibiotic deacetylases:
implications for the biosynthesis of A40926 and teicoplanin. Chem. Biol. 15, 533—-545.

74



7 Prilohy

Seznam publikaci:
1. Vobruba, S., Kadl¢ik, S., Gazak R., Janata, J. (2017). Evolution-guided adaptation of an

adenylation domain substrate specificity to an unusual amino acid. PLoS One, 12, e0189684.
2. Kamenik, Z., Kadl¢ik, S., Gazak, R., Vobruba, S., Paldnova, L., Kuzma, M., Janata, J. (2017).
Diversity of alkylproline moieties in pyrrolobenzodiazepines arises from postcondensation

modifications of a unified building block. ACS Chem. Biol., 12, 1993—-1998.

3. Vobruba, S., Kamenik, Z., Kadl¢ik, S., Janata, J. (2020). N-deacetylation in lincosamide
biosynthesis is catalyzed by a TIdD/PmbA family protein. ACS Chem. Biol., 15, 2048-2054.

75



	1 Úvod
	2  Literární přehled
	2.1 Specializované metabolity
	2.2 Mechanismy biosyntézy specializovaných metabolitů
	2.3 Ribozomálně syntetizované specializované metabolity
	2.3.1 Biosyntéza RiPPs
	2.3.2 Odštěpení vedoucího peptidu

	2.4 Neribozomální peptidy
	2.4.1 Biosyntéza neribozomálních peptidů
	2.4.2 Adenylační domény
	2.4.2.1 Struktura adenylačních domén
	2.4.2.2 Vazebné místo pro substrát
	2.4.2.3 Predikce substrátové specifity
	2.4.2.4 Modifikace substrátové specifity adenylačních domén
	2.4.2.5 Modulární a samostatně stojící adenylační domény
	2.4.2.6 Aktivátory adenylačních domén


	2.5  Linkosamidy
	2.5.1 Biologická aktivita linkosamidů
	2.5.2 Biosyntetické genové shluky linkosamidů
	2.5.2.1 Evoluční historie linkosamidových genových shluků

	2.5.3 Biosyntéza linkosamidových prekurzorů
	2.5.3.1 Biosyntéza aminocukerného prekurzoru linkosamidů
	2.5.3.2 Biosyntéza aminokyselinového prekurzoru linkomycinu

	2.5.4 Kondenzace a postkondenzační kroky v biosyntéze linkosamidů
	2.5.4.1 Aktivace aminokyselinového prekurzoru
	2.5.4.1.1 Fylogenetická analýza adenylačních domén
	2.5.4.1.2 Homologní modely vazebných míst pro substrát
	2.5.4.1.3 Biochemická charakterizace adenylačních domén
	2.5.4.1.4 Modifikace vazebných míst pro substrát

	2.5.4.2 Zapojení ergothioneinu a mykothiolu do biosyntézy linkosamidů
	2.5.4.3 Kondenzace aminokyselinového a aminocukerného prekurzoru
	2.5.4.4 Závěrečné postkondenzační kroky v linkosamidových biosyntetických drahách
	2.5.4.5 Příprava hybridních linkosamidů



	3  Cíle práce
	4  Výsledky
	4.1 Název práce: Evolution-guided adaptation of an adenylation domain substrate specificity to an unusual amino acid
	4.2  Název práce: Diversity of alkylproline moieties in pyrrolobenzodiazepines arises from postcondensation modifications of a unified building block
	4.3  Název práce: N-deacetylation in lincosamide biosynthesis is catalyzed by a TldD/PmbA family protein

	5  Diskuze
	6  Seznam literatury
	7  Přílohy

