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Abstrakt

4-Alkyl-L-prolinové derivaty (APD) jsou specializované prekurzory, které jsou
zabudovany do struktur nejméné tii skupin jinak zcela odlisnych latek: nékterych
pyrrolo-1,4-benzodiazepind, latek s protinadorovou aktivitou, bakterialniho hormonu
hormaomycinu a linkomycinu, klinicky pouzivaného linkosamidového antibiotika. Tyto latky
sdileji biosyntetickou drahu, kterd je kodovand 5 ¢i 6 homolognimi geny nalezenymi
v biosyntetickych genovych shlucich producenti téchto latek. Podobnosti biosyntézy
a zaroven rozdilnosti struktur jejich APD by mohly byt vyuzity k ptipravé hybridniho
producenta biologicky u¢innéj$iho derivatu linkomycinu. APD prekurzorem linkomycinu je
neobvykla aminokyselina 4-propyl-L-prolin (PPL). Puvodni piedstava biosyntetické drahy
PPL neni zcela v souladu s dosavadnimi poznatky, bylo tedy nutné ji revidovat. Prvni dva
kroky PPL drahy jsou funkén€ prokazané, prokazani nasledujiciho kroku bylo cilem této
prace.

Protein LmbW byl nadprodukovan a in vitro testovanim byla potvrzena jeho
methyltransferasovd aktivita, kterd odpovidd jeho sekvencni analyze. LmbW je schopny
methylovat pfimo meziprodukt druhého kroku biosyntetické drahy, zatimco dosavadni
koncept PPL drahy pfedpokladal methylaci aZ v pozdé&jsi fazi biosyntézy. Zajimave je zjisténi,
ze LmbW je schopny ke svému substratu piipojit i delsi alkylovy fetézec. RozSifené
substratové specifity LmbW by mohlo byt vyuzito v mutasyntéze biologicky tc¢inngjsiho

derivatu linkomycinu.

Kli¢ova slova

linkomycin,  pyrrolo-1,4-benzodiazepiny, = hormaomycin, biosyntéza  linkomycinu,

4-propyl-L-prolin, LmbW, methyltransferasa zavisla na S-adenosyl-L-methioninu



Abstract

4-Alkyl-L-proline  derivatives (APD) are specialized precursors involved
in the biosynthesis of at least three groups of different natural compounds:
some pyrrolo-1,4-benzodiazepines with antitumor activity, bacterial hormone hormaomycin
and clinically used lincosamide antibiotic lincomycin. These compounds share a biosynthetic
pathway encoded by 5 or 6 homologous genes present in the biosynthetic gene clusters
of the producing organisms. Similarities in biosynthesis and differences between APD
structures of these compounds could be used to prepare a hybrid producing strain of
biologically more effective lincomycin derivative. Unusual amino acid 4-propyl-L-proline
(PPL) is the APD precursor of lincomycin. The originally proposed scheme of the PPL
pathway does not comply with our current knowledge. Therefore, it was necessary to revise
this scheme according to new results. The first two steps of the PPL pathway are functionally
proved. Probing the next step was the main aim of this work.

The protein LmbW was overproduced and its methyltransferase activity was
confirmed in vitro. LmbW is able to directly methylate intermediate of second step of the
pathway while the originally scheme proposed methylation at a later stage of biosynthesis.
LmbW is also able to attach a longer alkyl chain to its substrate. This finding could be utilize

in preparation of biologically more active lincomycin derivatives.

Keywords

lincomycin, pyrrolo-1,4-benzodiazepines, hormaomycin, biosynthesis of lincomycin,

4-propyl-L-proline, LmbW, S-adenosyl-L-methionine dependent methyltransferase
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4-alkyl-L-prolinovy derivat/4-alkyl-L-prolinové derivaty
jednotka vyjadiujici absorbanci vztazenou k relativnimu mnozstvi latky
modra nativni (blue native) polyakrylamidova elektroforéza
base pair (pary bazi)

gen pro biosyntézu celesticetinu

jednotka molekulové hmotnosti, [dalton]

destilovana voda

L-3,4-dihydroxyfenylalanin

ergothionein

4-ethyl-L-prolin

tithové zrychleni

gen pro biosyntézu hormaomycinu

gen pro biosyntézu linkomycinu

mykothiol

methyltransferasa

opticka denzita

gen pro biosyntézu anthramycinu
pyrrolo-1,4-benzodiazepiny

polymerasova fetézova reakce

gen pro biosyntézu porothramycinu

4-propyl-L-prolin

pokojova teplota (room temperature)

analog S-adenosyl-L-methioninu
S-adenosyl-L-homocystein

S-adenosyl-L-methionin

methyltransferasa zavisla na S-adenosyl-L-methioninu
sodium dodecylsulfat sodny

SDS polyakrylamidova elektroforéza

gen pro biosyntézu sibiromycinu

gen pro biosyntézu tomaymycinu

vysokoucinna kapalinova chromatografie (ultra high performance
chromatography) spojena s UV detekci a hmotnosti spektrometrii (MS)

Dalsi pouzivané zkratky jsou definovany v kapitole 4. MATERIAL A METODY.



1 UvOoD

,,.Sekundarni metabolit” je termin, jenZ je V literatufe bohat¢ a ¢asto sklonovan. Prace
zabyvajici se témito nizkomolekularnimi produkty bakterii se pokouseji objasnit pivod téchto
latek, jejich funkci v produkujicim organizmu ¢i napiiklad jejich biosyntézu. Sekundarni
metabolity bakterii jsou latky vyznacujici se biologickou aktivitou. Mivaji antibakterialni,
antivirové, protinadorové, antiparazitické ¢i také napiiklad imunosupresivni vlastnosti.
Mikrobialni sekundarni metabolity nabizeji obrovsky potencial pro vyvoj novych, 1ékatsky
vyuzitelnych latek a jejich studium je proto velmi dulezité.

Ptirodni produkty mikroorganizmi maji dlouhou historii. I pfesto, ze se védecké
poznatky tykajici se téchto latek zacaly shromazd’ovat teprve asi tak pied sto lety, prakticky
byly tyto substance bézn¢ aplikovany davno predtim. V poslednich letech se za¢ind hovofit
0 antibiotické krizi spojené s nartstajici rezistenci patogennich bakterii a také
s ekonomickymi problémy (Demain & Sanchez 2009; Rossolini et al. 2014). Tradi¢ni postupy
pfi objevovani novych latek jsou zdlouhavé a pracné. Vyzkum se dnes zamétuje nejen
na zlepsovani a optimalizaci metod vyuzivanych pfi objevovani novych latek, ale velky
potencial nabizeji také DNA  sekvence pfistupné ve vefejnych databazich
(Zerikly & Challis 2009). Za pomoci vypocetni techniky Ize tyto sekvence srovnavat a cilené
hledat ,,zajimavé™ useky genomu. Jinou moznosti je piiprava t¢inngjsich derivati biologicky
aktivnich latek. Zajimava je pfedevSim mysSlenka, kdy by nové antibiotika mohla vznikat
tzv. kombinatorni biosyntézou. Podstatou je ptenos biosyntetickych genli mezi riznymi druhy
bakterii, které antibiotika produkuji. Timto se ziska geneticky hybridni bakterie, ktera
ve svém genomu obsahuje jeden ¢i vice gent z odliSného organizmu a produkuje tak novy,
biosynteticky ptibuzny metabolit. Tyto metabolity jsou pak nazyvany hybridnimi latkami.
Biosyntetické geny byly za pomoci metod genového inzenyrstvi jiz prenaSeny napiiklad
v ramci rodu Streptomyces (Hopwood et al. 1985). Dalsim ptikladem je Gspésna piiprava
hybridnich makrolidovych antibiotik (Sakai et al. 2012).

Podobny zamér, tedy pfiprava hybridniho antibiotika, je dlouhodobym cilem
laboratoie, ve které byla tato diplomova prace vypracovavana. Prvnim dilezitym krokem
je objasnéni biosyntézy 4-propyl-L-prolinu, aminokyselinového prekuzoru antibiotika
linkomycinu. Homology geni kodujicich biosyntézu 4-propyl-L-prolinu byly nalezeny
v dalsich dvou skupinach jinak zcela odlisnych latek — u nekterych pyrrolo-1,4-
benzodiazepina (Hu et al. 2007; Li et al. 2009a; Li et al. 2009b; Najmanova et al. 2014)
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a hormaomycinu (Hofer et al. 2011). Pfenos gent z biosyntetickych genovych shlukt
producenti zminénych latek do biosyntetického genového shluku producenta linkomycinu
by mohl vést k ptipravé hybridniho producenta linkomycinu se zvySenou biologickou
aktivitou. Detailni znalost genetického zakladu a samotné biosyntetické drahy

4-propyl-L-prolinu je tedy zakladnim pfedpokladem pro piipravu takovéto latky.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Definice rodu Streptomyces

Streptomycety jsou Gram-pozitivni aerobni ¢lenové fadu Actinomycetales, tfidy
Actinobacteria. Jsou to mycelialni saprofytické pudni bakteric podstupujici komplexni
morfologickou diferenciaci (Obr. 2.1; Waksman & Henrici 1943; Flardh & Buttner 2009).
Pida je nutriéné, fyzikalné a biologicky velmi naro¢né prostfedi. Hlavni zdroj zivin v ptdé
predstavuji latky rostlinného piivodu. Streptomycety se vyznacuji schopnosti utilizovat tyto
zdroje tvorbou specializovanych enzymu, ¢imz si zajistuji vyznamné postaveni v kolob&hu
uhliku (Bentley et al. 2002).

To, ze jsou streptomycety stale tak atraktivni v oblasti vyzkumu, je zejména diky
jejich schopnosti produkovat zajimavé sekundarni metabolity, které jsou vyuzitelné jak

v klinické  a veterinarni praxi, tak tfeba i v zemédé€lstvi a dal$ich odvétvich pramyslu

(Demain 1999).
&
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Obr. 2.1: Zivotni cyklus modelové streptomycety Streptomyces coelicolor. Kli¢eni spory dava vzniknout
vegetativnim hyfam. Vy€erpani zivin a dal$i faktory jsou signalem pro diferenciaci vegetativnich hyf na hyfy
vzdusné, které se dale diferencuji v fetézce spor. Velké dormantni spory se mohou uvolnit a $ifit se do okoli.
V ptipad¢, ze naleznou vhodné podminky pro rist, vykli¢i. Hyfy jsou uspofadany do vétsich celkli — mycelii.
Pievzato a upraveno z Flardh & Buttner (2009).

2.1.1 Srovnavaci genomové analyzy vybranych zastupcu streptomycet

Streptomycety vlastni velké linedrni genomy s vysokym obsahem GC parti bazi.
Geneticky nejprozkoumanéj$im zastupcem rodu Streptomyces je Streptomyces coelicolor

A3(2) (Hopwood 1999). Genom Streptomyces coelicolor A3(2) je ve srovnani s genomy
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znamych modelovych organizmu jako Escherichia coli (Blattner et al. 1997) nebo Bacillus
subtillis (Kunst et al. 1997) asi dvakrat vétsi (8 667 507 bp; Bentley et al. 2002).

Dalsimi zastupci rodu Streptomyces, jejichz genom je jiz plné znam, je napiiklad
Streptomyces avermitilis (Ikeda et al. 2003), producent avermektini, skupiny
antiparazitickych latek, ¢i Streptomyces griseus (Ohnishi et al. 2008), producent
streptomycinu, aminoglykosidového antibiotika S antituberkul6znimi uc¢inky. Genomy téchto
tii streptomycet ukazuji pozoruhodné homologie ve vnitini konzervované ¢asti chromozom,
jejiz soucasti jsou esencialni geny (Ikeda et al. 2003; Ohnishi et al. 2008). Tyto vnitini Gseky
tvoii jakysi zaklad chromozomu streptomycet a maji ziejmé stejny pavod. Telomerické
oblasti jsou naopak vysoce variabilni a obsahuji geny ,,postradatelné”, jako napf. geny
pro biosyntézu sekundarnich metabolitd. Je zfejmé, Ze pravé takové uspofadani gent

v genomu streptomycet hraje vyznamnou roli v evoluci jejich sekundarnich metabolita.

2.2 Biosyntéza sekundarnich metaboliti

Sekundarni metabolity bakterii jsou chemicky velmi rGznorodé¢ a casto strukturné
zajimavé latky, které se ucastni obrany bunky, signalizace v ekologickych interakcich
¢i naptiklad poskytuji produkujicimu organizmu konkuren¢ni vyhodu (Yim et al. 2007).
Biosyntéza sekundarniho metabolitu je nékolikastupniovy proces (Drew & Demain 1978).
Vétsinou vychazi z vSeobecné pritomnych prekurzorti v bunce (Casto acetyl koenzym A,
aminokyseliny, Sikimova kyselina), z nichZz jsou syntetizovany specifické stavebni bloky
konkrétniho metabolitu. Ty jsou nakonec spojeny a formuji kone¢ny produkt.

Geny kodujici biosyntetickou drahu urcitého sekundarniho metabolitu jsou
vV mikrobidlnim genomu téméi vzdy lokalizovany spole¢né, v tzv. shluku gent. Ve shluku
jsou obvykle pfitomny i geny rezistence, transportéry a regulacni elementy (Hopwood 1988).
Exprese téchto genli je typicky pod environmentdlni i vyvojovou kontrolou a je
zprostiedkovana komplexnimi regulacnimi kaskadami. Produkce sekundarnich metabolitl
obvykle souvisi s nutri¢ni limitaci, kterd nastavd ve stacionarni fazi. Jiz samotné snizeni
ristové rychlosti, ne-li zastaveni rustu, je dilezitym signalem pro spusténi exprese (shrnuto

v Bibb 2005).
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2.3 Evoluce biosyntetickych genovych shlukii sekundarnich
metaboliti

Sekvenovani DNA je velmi uzite¢ny ndstroj pro studium evoluce. Srovnavani
sekvenci jednotlivych genti z riznych organizmti méni naSe chapani toho, jak se vyvijeji
nejen jednotlivé geny ale 1 geny, které jsou soucasti vétsi funkEni skupiny, jako je naptiklad
biosynteticky genovy shluk.

Pfi detailngjsim pohledu na strom zivota prokaryot lze skrze obrovskou diverzitu
biosyntetickych genovych shlukd odhadovat, Ze tyto shluky jsou velmi rychle se vyvijejicimi
genomovymi entitami (Cimermancic et al. 2014). Navic maji fenotyp — malou molekulu,
kterd mtze byt lehce izolovana, strukturné analyzovana a biologicky testovana. Pro studium
evoluce jsou tedy idedlni (Fischbach et al. 2008). Cetnost evolu¢nich udalosti v genovych
shlucich sekundarniho metabolizmu je Vv porovnani sgenovymi shluky primarniho
metabolizmu mnohem vétsi (Cimermancic et al. 2014). Evolu¢ni zmény v biosyntetickych
genovych shlucich mohou probihat bud’ na Grovni zmény sekvence genu (napf. mutacemi
gentl) ¢i na urovni zmény poctu gent (dochazi k ziskim/ztratam urcitych gent; Fischbach
et al. 2008). Udalosti, které vedou V biosyntetickém genovém shluku ke zménam v poctu
gend, jsou zprostiedkovavany horizontalnim pienosem gent, diky kterému je mozné pienaset
i vice geni najednou ¢i celou nezavislou funkéni jednotku (napf. genovy ,,podshluk®,
viz déale). Vyjimecné vysokd je ale také cetnost inzerci, deleci, duplikaci ¢i genomovych
piestaveb (Medema et al. 2014). V pribéhu evoluce tak mohou vznikat nové, chemicky

1 biologicky zajimavé molekuly.

2.3.1.1 ,,Komplexni“ metabolity skladané ze sdilenych stavebnich blokii — jedna
Z moznosti evoluce

Geny kodujici urcitou funkéni ¢ast metabolitu (stavebni blok) jsou v biosyntetickém
genovém shluku casto uspofadany do mens$i, samostatné jednotky — ,,podshluku®.
Kombinovanim rtiznych podshlukii mohou vznikat nové shluky kodujici biosyntézu novych
,komplexnich* latek (Fischbach et al. 2008; Medema et al. 2014). V takovémto shluku jsou
pak kromé genti kodujicich klicové stavebni bloky dulezité 1 geny kodujici funkce spojovani
jednotlivych blokd, transport metabolitu ¢i regulaci. Evolu¢ni ptivod téchto individualnich
gend je nejasny (Fischbach et al. 2008). Béhem evoluce se mohou rizné podshluky bézné
objevovat v nepiibuznych biosyntetickych genovych shlucich a zaroven, jeden biosynteticky
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genovy shluk mize zahrnovat vice neptibuznych podshlukii. Podshluky nejsou stalé, dochazi
v nich ke zménam, jez se poté odrazi v odpovidajici ¢asti chemické struktury metabolitu.
Genové podshluky jsou ziejm¢ nezavislé evolucni entity (Medema et al. 2014). Dalsi stupném
v evoluci je pak sluc¢ovani nékolika genovych shluki do formy tzv. ,,supershluku®.

Ziskéavani funkéné odlisSnych genetickych elementl hraje napiiklad vyznamnou roli
v evoluci glykopeptidovych genovych shlukti (Donadio et al. 2005). Dal§im ptikladem muze
byt komplexni molekula antibiotika simocyklinonu (Obr. 2.2; Fischbach 2009). Zajimavé je
také vyuziti prolinu a jeho derivati jako stavebniho bloku riznych metabolitd, cemuz

se vénuje nasledujici kapitola.

HO

Cl

OH O]

Obr. 2.2: Antibiotikum simocyklinon je strukturné aminokumarin (Cervené) konjugovany s anthracyklinem
(modie). Spojeni zajistuje linearni polyen (Cern€). Biosynteticky genovy shluk simocyklinonu je piikladem
»supershluku®“ a ukazuje podobnost ke tfem odpovidajicim genovym shluktim. P¥evzato a upraveno z Trefzer
etal. (2002).

2.3.1.2 Prolin a jeho derivaty jako sdilené stavebni bloky prirodnich liatek

Pod pojmem stavebni blok si mizeme ptedstavit chemicky vzor, ktery se nachazi
ve strukturné odlisnych latkach. Nazorné muze byt toto ukdzdno na ptikladu, kde je jako
stavebni blok pfirodnich latek vyuzit prolin a jeho derivaty. Stavebni blok S prolinovym
motivem nemusi vzdy vznikat z proteinogenniho L-prolinu.

Proteinogenni L-prolin se uplatni napfiklad v biosyntéze tripyrrolového pigmentu
prodigiosinu (Garneau-Tsodikova et al. 2006) ¢i aminokumarinovych antibiotik kumermycinu
A; a chlorobiocinu (Obr. 2.3; Garneau et al. 2005). Prolinové motivy, které vznikaji
z ne-prolinovych aminokyselin, se pak jako stavebni bloky vyskytuji v fad¢ dalSich latek
(Obr. 2.4). Napriklad aminokyselina L-lysin je pfeménovana na pipekolovou kyselinu, ktera
je zabudovavana do makrolaktonovych imunosupresanti FK506, FK520 a rapamycinu
(Gatto et al. 2006). Dalsim piikladem je L-ornitin, ze kterého vznika piperazova kyselina
(homolog pipekolové kyseliny obsahujici dusik) a L-isoleucin, zn¢€hoz vznika
3-hydroxy-3-methylprolin. Piperazova kyselina a 3-hydroxy-3-methylprolin jsou soucasti
struktury polyoxypeptinu A (Umezawa et al. 2001). Biosyntetickd draha vedouci
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od L-tyrosinu Kriznym 4-alkyl-L-prolinovym derivatim je dalezitda v biosyntéze
linkomycinu (Brahme et al. 1984b), néckterych pyrrolo-1,4-benzodiazepint (PBD;
anthramycinu, sibiromycinu, tomaymycinu, porothramycinu; Hu et al. 2007; Li et al. 2009a;
Li et al. 2009b; Najmanova et al. 2014) a hormaomycinu (Hofer et al. 2011) a ukazuje

na mozné evolu¢ni propojeni téchto tii skupin latek (schematické znazornéni struktur téchto

latek je uvedeno v kapitolach 2.4.1 a 2.4.2).

OH
OH
(@) N NH
o) o) o © N
Cl
o)
o)

MeO

HO. 0
HO
0
7 \H
NH
L-prolin
(0]
OH
NH OH
(c) | N / \ NH
N Z
0 o o H
O
(@] (0] (@]
O
MeO
fe) o OMe
HO
o O
/ NH OHO
= N N

Obr. 2.3: Struktura: (a) prodigiosinu, (b) chlorobiocinu a (c) kumermycinu A;, latek, do jejichz struktury

je zabudovavan proteinogenni L-prolin (uprostfed), znidzornéno cervené. Prevzato a upraveno z Garneau-
Tsodikova et al. (2006) a Garneau et al. (2005).
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Obr. 2.4: Prolinové derivaty vznikajici z ne-prolinovych aminokyselin jako stavebni bloky riznych ptirodnich
latek. (a) L-lysin je pfeméfiovan na pipekolovou kyselinu, ktera je zabudovavana do rapamycinu, molekuly
FK506 a molekuly FK520. (b) L-ornitin dava vzniknout piperazové kyseling a L-isoleucin 3-methyl-3-hydroxy-
L-prolinu, jenz jsou zabudovavany do polyoxypeptinu A. (C) L-tyrosin je pfeménhovan na rizné 4-alkyl-L-
prolinové derivaty, prekurzory stavebnich jednotek molekul: linkomycinu, anthramycinu, sibiromycinu,
tomaymyecinu, porothramycinu a hormaomycinu. Pfevzato a upraveno z Walsh & Fischbach (2010), Gatto et al.
(2006) a Umezawa et al. (2001).
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2.4 Linkosamidy

Linkosamidy jsou antimikrobialni latky produkované hlavné zéastupci rodu
Streptomyces. Jsou znamy pouze dvé piirozen¢ produkované latky této skupiny: linkomycin,
produkovany druhem Streptomyces lincolnensis (Bergy et al. 1963) a celesticetin,
produkovany druhem Streptomyces caelestis (De Boer et al. 1960). Z ptipravenych
semisyntetickych derivati je vyznamny zejména klindamycin (Birkenmeyer & Kagan 1970).

Mechanizmus ptisobeni linkosamidl je zalozen na inhibici proteosyntézy, konkrétné
inhibici peptidyltransferasové reakce na velké podjednotce bakterialniho ribozomu
(Tenson et al. 2003). Linkosamidy interaguji s A a P mistem na ribozomu a piimo tak
zabranuji tvorbé peptidové vazby (Douthwaite 1992).

Linkomycin a klindamycin pfedstavuji klinicky dilezita antibiotika. Celesticetin
se vzhledem ke své nizké biologické aktivité (asi jen 5 % biologické aktivity linkomycinu)

Vv praxi nevyuziva (shrnuto v Spizek et al. 2004).

2.4.1 Struktura linkosamidii a jeji vliv na biologickou aktivitu

Linkosamidy jsou slozeny ze dvou stavebnich jednotek — aminokyselinové
a aminocukerné, které jsou spojeny amidovou vazbou (Obr. 2.5). Je tieba zminit,
ze pii kultivaci produkéniho kmene Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis vznika jako
majoritni produkt linkomycin A, kterym se tato prace zabyva. V minoritnim zastoupeni je ale
tvofen také linkomycin B, ktery ma oproti linkomycinu A boc¢ni alkylovy fetézec o jeden
uhlik kratsi (Argoudelis et al. 1965).

Aminocukerna ¢ast je pro linkosamidy charakteristicka. V linkomycinu je to trivialnim
nazvem OznaCovany o-methylthiolinkosamid (MTL, chemicky se jedna o methyl 6-amino-
6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-a-D-galakto-oktopyranosid; Schroeder et al. 1967). Celesticetin
ma ve své molekule inkorporovanou obdobnou strukturu — thiocelestosamidin, jenz ma oproti
MTL navic ptes thioskupinu pfipojeny salicylat (Hoeksema 1964).

Mnohem zajimavéjs$i je aminokyselinova ¢ast linkosamidu. Zaklad tvoti molekula
prolinu (Hoeksema 1964; Hoeksema et al. 1964), na které se nachazeji dvé mista, jenz jsou
pro aktivitu linkosamidt zasadni — C4’, N1 (Obr. 2.5; tfeti a zaroven posledni dilezité misto
je vpozici C7 na molekule aminocukru). Ruzné substituenty V téchto pozicich maji

na biologickou aktivitu linkosamidd vyznamny vliv (Magerlein 1971). Pravé délka bo¢niho
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alkylového fetézce v pozici C4” je jednim z divodu rozdilné biologické aktivity pfirodnich
linkosamidi. Delsi alkylovy fetézec koresponduje se zvySenou biologickou aktivitou
(Magerlein 1971). Aminokyselinovym prekurzorem linkomycinu je tzv. 4-alkyl-L-prolinovy
derivat (APD), ktery vznika z L-tyrosinu (Witz et al. 1971). APD linkomycinu B je 4-ethyl-L-
prolin (EPL), APD linkomycinu A (déle jen linkomycinu) je 4-propyl-L-prolin (PPL;
Hoeksema et al. 1964). Prekurzorem aminokyselinové casti celesticetinu je proteinogenni
L-prolin (Hoeksema 1964). Aminokyselinové prekurzory linkosamidi jsou dale v biosyntéze
methylovany v pozici N1” (Hoeksema 1964, Hoeksema et al. 1964).

Halogenovany derivat linkomycinu — klindamycin, jenz v pozici C7 obsahuje misto
hydroxylové skupiny atom chloru, je dikazem toho, ze i tfeti, jiz zminéné zdsahové misto, ma
na biologickou aktivitu této skupiny antibiotik vyznamny vliv. Nejen chlor, ale i dalsi halové
prvky vyznamné potencuji zvyseni antimikrobialniho Gi¢inku (Birkenmeyer & Kagan 1970).

(b)

(@ HO,,

]| O
T

linkomycin A: R = CH3;

linkomycin B: R=H
HO

Obr. 2.5: Struktura linkosamidovych antibiotik: (a) linkomycinu a (b) celesticetinu. Cerven& zvyraznény jsou
jejich aminokyselinové ¢asti, olislovana jsou zasahovd mista — rizné substituenty v téchto mistech maji
na biologickou aktivitu linkosamidt vyznamny vliv.

2.4.2 DalSi latky inkorporujici do své struktury APD vznikajici

z L-tyrosinu

V soucasné dobé€ jsou znamy nejméné dalsi dvé skupiny ptirodnich latek, které do své
struktury vélenuji rizné modifikovany APD vznikajici stejné jako PPL z L-tyrosinu (Hurley
& Zmijewski 1974; Hurley 1980; Hofer et al. 2011; Najmanova et al. 2014). Jedna
se 0 (1) hormaomycin a (2) né&kter¢ PBD (anthramycin, sibiromycin, tomaymycin,

porothramycin).
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2.4.2.1 Hormaomycin

Streptomyces griseoflavus je producentem depsipeptidu zvaného hormaomycin
(Obr. 2.6). Prvni zminka o této latce pochazi z roku 1984 (Omura et al. 1984). Jeho kompletni
struktura byla objasnéna totalni chemickou syntézou (Zlatopolskiy & de Meijere 2004).
Hormaomycin obsahuje unikatni stavebni bloky, jednim ztéchto bloku je APD -

4-(Z)-propenylprolin.

OZNHHW

0]
ol N
H
O;:

2 NH

4-(Z)-propenylprolin HO

Obr. 2.6: Struktura bakterialniho hormonu hormaomycinu. Cervené zvyraznény a pojmenovany je APD
vznikajici stejné€ jako APD linkomycinu a PBD z L-tyrosinu.

2.4.2.2 PBD - anthramycin, sibiromycin, tomaymycin, porothramycin

Ptirozené produkované PBD jsou latky definované pfitomnosti anthranilatového (A),
diazepinového (B) a hydropyrrolového (C) kruhu (Obr. 2.7). Tento tricyklicky systém,
tzv. pyrrolo-1,4-benzodiazepinové jadro, tvofi zaklad vSech PBD. Ruzné modifikace
anthranilatové a hydropyrrolové ¢asti udé€luji PBD zna¢nou chemickou diverzitu. Hlavnimi
producenty téchto latek je rod Streptomyces a rod Micrococcus (shrnuto v Gerratana 2012).
Mechanizmus putsobeni je zalozen na specifické vazbé PBD do malého zlabku DNA,
kde ireverzibiln€ interaguji s guaninem a zpusobuji tak lehkou distorzi dvojSroubovice
(Petrusek et al. 1981). Mezi PBD najdeme zastupce bez zjevné biologické aktivity, zastupce

v

vyznacujici se lehkou antimikrobidlni ¢i antivirovou aktivitou, nejzajimavéjsi jsou ovSem
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zastupci vykazujici protinadorovou aktivitu. Problém v zavedeni téchto latek do klinické
praxe spociva v jejich cytotoxicité (shrnuto v Hurley 1977).

Anthramycin, prvni objeveny PBD, je latka produkovana druhem Streptomyces
refuineus (Tendler & Korman 1963). APD, ktery je soucasti struktury anthramycinu, je
dehydroprolinakrylamid (Leimgruber et al. 1965). Sibiromycin, glykosylovany PBD byl
izolovan z kultivaéniho média Streptosporangium sibiricum (Brazhnikova et al. 1972).
Soucasti molekuly sibiromycinu je APD propylidendehydroprolin (Mesentsev et al. 1974).
Ethylidenprolin je APD tomaymycinu (Kariyone et al. 1971). Tomaymycin byl izolovan
z kultiva¢niho média Streptomyces achromogenes (Arima et al. 1972). Porothramycin,
antibiotikum strukturné velmi podobné anthramycinu, inkorporuje do své struktury vibec
nejvice modifikovany APD — dehydroprolinakryl-(N’,N’-dimethyl)amid (Tsunakawa
et al. 1988). Producentem porothramycinu je druh Streptomyces albus (Tsunakawa et al.
1987).

(@)
OH
H
F G
propylidendehydroprolin
© o ()
N
N HO
H
N ,L o
G G ~
0 o ethylidenprolin
@)

dehydroprolinakryl-(N",N"-dimethyl)amid

Obr. 2.7: Struktury PBD: (a) anthramycinu, (b) sibiromycinu, (c) porothramycinu, (d) tomaymycinu. Cerveng
zvyraznény a pojmenovany jsou APD vznikajici stejné jako APD linkomycinu a hormaomycinu z L-tyrosinu.
Ve struktufe anthramycinu je dale oznacen anthranilatovy (A), diazepinovy (B) a hydropyrrolovy (C) kruh.
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2.4.3 Geneticka analyza linkomycinového genového shluku

Sekvencni charakterizace linkomycinového biosyntetického shluku
vysokoprodukéniho kmene Streptomyces lincolnensis 78-11 byla publikovana v roce 1995
(Peschke et al. 1995). Sekven¢ni charakterizaci linkomycinového biosyntetického shluku
typového kmene Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 byl zakladni koncept upiesnén
(Kobérska et al. 2008). Shluk je velky 32 kbp, zahrnuje 29 biosyntetickych ¢i regulacnich
gend (Imb geny) a dale pak 3 geny rezistence (Imr geny). Existence Imb genl zapojenych
do biosyntézy linkomycinu vyskytujicich se mimo shluk nebyla zcela vyloucena
(Peschke et al. 1995; Janata et al. 2015). Ve shluku jsou geny, jez pro piehlednost mizeme
rozdélit do c¢tyf skupin: nachazi se zde geny rezistence, geny kodujici biosyntézu
aminokyselinového prekurzoru, geny kodujici biosyntézu aminocukerného prekurzoru a dale
geny pro kondenzaci a postkondenzaéni reakce (Peschke et al. 1995; Kobérska et al. 2008;
Kobérska 2010; Janata et al. 2015; Zhao et al. 2015).

2.4.3.1 Podobnost biosyntetickych shluki producenti linkosamidi, PBD a
hormaomycinu

V linkomycinovém a celesticetinovém biosyntetickém shluku mizeme nalézt vysokou
podobnost stejné jako odlisnosti odrazejici specifické znaky obou linkosamidovych drah.
Spolecné, tj. tvotici homologni pary, jsou geny koédujici biosyntézu zdkladu aminocukernych
Casti téchto antibiotik, kondenzaci podjednotek a postkondenza¢ni modifikace. Logicky,
Vv celesticetinovém  biosyntetickém shluku se nenachazeji geny pro biosyntézu
aminokyselinové ¢asti tohoto antibiotika a podobng, v linkomycinovém biosyntetickém
shluku se nenachazeji geny pro biosyntézu salicylatu a dale pak jednu specifickou methylaci
(Peschke et al. 1995; Kobérska et al. 2008; Janata et al. 2015).

Podobnost lze také najit mezi linkomycinovym, PBD a hormaomycinovym
biosyntetickym shlukem. V biosyntetickych shlucich téchto latek bylo nalezeno pét
(tomaymycin, hormaomycin; Li et al. 2009b; Hofer et al. 2011) ¢i Sest (linkomycin,
anthramycin, sibiromycin, porothramycin; Kobérska et al. 2008; Hu et al. 2007;
Li et al. 2009a; Najmanova et al. 2014) homolognich genti kodujicich biosyntézu jejich APD.
APD téchto latek tak vznikaji sdilenou biosyntetickou drdhou.

Z rozlozeni homolognich genti v biosyntetickych genovych shlucich producent PBD,
linkomycinu a hormaomycinu (Obr. 2.8) a ze struktur jejich APD lze piedpokladat smér

molekularni evoluce téchto latek. PBD jsou latky, jejichz APD jsou V porovnani s APD
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linkomycinu a hormaomycinu vice modifikované. Také usporadani gent koédujicich APD je
v biosyntetickych genovych shlucich producentti PBD ve srovnani s biosyntetickym genovym
shlukem producenta linkomycinu vice kompaktni. U producenta hormaomycinu jeden
homologni gen chybi. Zda se tedy, ze geny kodujici biosyntézu APD pochazeji z producenta
PBD a v prubéhu evoluce byly zaclenény do biosyntetického genového shluku producenta
linkomycinu i hormaomycinu. Linkomycinovy genovy shluk tedy ziejmé vznikl fazi
biosyntetického genového shluku ptivodniho linkosamidu, ktery do své struktury vclenoval

prolin (jako je tomu u celesticetinu), s biosyntetickym genovym shlukem PBD.
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Obr. 2.8: Biosyntetické genové shluky: (a) linkomycinu, (b) celesticetinu, (c) anthramycinu, (d) sibiromycinu,
(e) tomaymycinu, (f) porothramycinu a (g) hormaomycinu. Cervené zvyraznény jsou homologni geny zapojené
Vv biosyntéze jejich APD. Pievzato a upraveno z Kobérska et al. (2008); Hu et al. (2007); Li et al. (2009a);
Li et al. (2009b); Najmanova et al. (2014); Hofer et al. (2011).

2.5 Biosyntéza linkomycinu

Biosyntéza linkomycinu zahrnuje dvé separované dradhy. Biosyntetickou drahou,
ve které vznika PPL, se detailné zabyvaji nasledujici kapitoly. V paralelni draze vznika
prekurzor aminocukerné ¢asti linkomycinu, GDP-aktivovand oktosa. Prvni navrh
biosyntetické drahy aminocukerné casti linkomycinu byl publikovan vroce 1984
(Brahme et al. 1984a). Aktualn¢ navrhované schéma upfesinuje mozny priubéh biosyntézy
(Obr. 2.9; Lin et al. 2014).
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Recentni publikace ukazuje zajimavy mechanizmus kondenzace obou jednotek
(Obr. 2.10; Zhao et al. 2015). Dulezitou soucasti kondenza¢niho enzymu propojujiciho obé
Casti je LmbC, samostatn¢ stojici adenylacni doména (Peschke et al. 1995). LmbC je
zodpovédny za vybér a aktivaci substratu (PPL) do kondenza¢ni reakce (Kadl¢ik et al. 2013).
Aktivovany PPL je kondenzovan s aminocukrem, na ktery je pfipojen ergothionein (EGT)
ptes atom siry (Zhao et al. 2015). Dalsi kroky pfipominaji mykothiolovy detoxikacni systém,
ktery se obecné vyuziva k odstranéni elektrofilnich toxind z buriky. Ergothionein (EGT) je
vyménén za mykothiol (MSH), ze kterého amidasa LmbE odstépuje pseudo-disacharid (Zhao
et al. 2015). Vznika ,odpadni produkt“ oznaceny detoxika¢ni chemickou znackou.
Nasledujici reakce vedou K odstranéni detoxikac¢ni znacky a transformaci na linkomycin

(Kamenik et al. v ptiprave).
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Obr. 2.9: Navrhovana biosynteticka draha aminocukerného prekurzoru linkomycinu. C8 Kkostra (Brahme
et al. 1984a) vznikd reakci katalyzovanou transaldolasou LmbR (Sasaki et al. 2012). Nasleduji reakce
katalyzované isomerasou LmbN (Sasaki et al. 2012), poté ziejmé kinasou LmbP, fosfatasou LmbK
a nukleotidyltransferasou LmbO (Lin et al. 2014). Pfevzato a upraveno z Lin et al. (2014).
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Obr. 2.10. Navrhované schéma kondenzace obou stavebnich prekurzord linkomycinu. Modie zvyraznéna
je detoxikaéni chemickd znacka. GIcN-Ins — 1-O-glukosamin-D-myo-inositol; pseudo-disacharid (zbytek po
MSH). Ptevzato a upraveno ze Zhao et al. (2015).
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2.5.1 Biosyntéza PPL

Jedny z prvnich dat, které¢ vedly k vytvotreni uceleného navrhu biosyntézy PPL, byly
ziskany v experimentech zalozenych na radioaktivné znacenych substratech. Argoudelis et al.
(1969) ukazal, Ze donorem methylové skupiny bo¢niho propylového fetézce je L-methionin.
To, ze biosyntéza PPL vychazi z L-tyrosinu, bylo objasnéno o dva roky pozdé&ji
(Witz et al. 1971). Puvodni navrh biosyntetické drahy PPL ukazuje Obr. 2.11 (Brahme et al.
1984b; Kuo et al. 1992). Kédovani biosyntetické drahy PPL, APD linkomycinu, by méla plné
zajiStovat Sestice genu: ImbA, ImbB1, ImbB2, ImbX, ImbY, ImbW. Zapojeni jednotlivych
proteini do biosyntézy PPL bylo pivodné navrzeno na zakladé¢ podobnosti s funkéné
znamymi proteiny (Peschke et al. 1995; Kobérska et al. 2008). Homology PPL genti nalezené
Vv biosyntetickych genovych shlucich producentti PBD a hormaomycinu shrnuje Tab. 2.1.

COOH COOH COOH
1%
H,N H,N
LmbB2 LmbB1 ne-enzymaticky
e —> —>
HOOC
HO
OH
L-tyrosin L- DOPA 5-alanyl- 2 hydroxy-mukonat-
-6-semialdehyd
COOH COOH
; 47
HN
LmbX
‘=’ — — >
HOOC /
(0]

4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-
-1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina

COOH COOH COOH COOH

LmbX ; é % ; 5 LmbY, ; 5 LmbY ; E

Obr. 2.11: Pivodni navrh PPL drahy. Cervena &isla jsou uvedena pro srozumitelnost nésledujicich kapitol.
Pfevzato a upraveno z Brahme et al. (1984b) a Kuo et al. (1992).
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geny kodujici biosyntézu APD
linkomycinu ImbA ImbB1 ImbB2 ImbwW ImbX ImbY
prokazana/piedpokladana v-glutamyl- | L-DOPA-2,3- | L-tyrosin-3- methyl- isomer F420 zavisla
funkce transferasa | dioxygenasa | hydroxylasa | transferasa somerasa reduktasa
v anthra’:,f;;f,:ﬁ%{m BGS* orf6 orf12 orf13 orf5 orf15 orfl4
(% sekven¢ni homologie) (75 %) (49 %) (41 %) (78 %) (35 %) (52 %)
7 sibiromeinossm BGS sibY sibV sibU sibz sibS sibT
(% sekvencni homologie) (58 %) (57 %) (45 %) (62 %) (45 %) (56 %0)
\ tomay':z)rfrl(i)lll?)%)ém BGS tomL tomH toml tomK tomJ
(% sekvené¢ni homologie) (60 %) (59 %) (42 %) (48 %) (55 %)
sorothrameiovémBGs | POrll | porld | porld | porl0 | porlé | porl5
(% sekven¢ni homologie) (73 %) (50 9%6) (38 %) (75 %) (34%) (50%)
v hormag?nn;gilggzém BGS hrmG hrmF hrmE hrmC hrmD
(% sekvenéni homologie) (65 %) (56 %0) (48 %) (56 %0) (48 %)

* BGS — biosynteticky genovy shluk

Tabulka 2.1: Homology PPL genid nalezené v biosyntetickych genovych shlucich producent nékterych PBD
a hormaomycinu. U PPL genl jsou uvedeny prokazané (Cervené zvyraznéno) ¢i piedpokladané funkce jejich
proteinovych produktd. Prazdné pole znamend, ze homolog daného genu neni v pfislusném shluku pfitomen.
Zdroj: BLAST.

2.5.1.1 Shody a rozpory v pivodnim schématu PPL driahy determinované na zakladé

dosavadnich experimentalnich dat
Nasledujici odstavce se vénuji jednotlivym proteinim zapojenych do PPL drahy.
V kazdém odstavci je uvedeno, jaké experimenty byly jiz sdanym proteinem
(¢i odpovidajicim genem) provedeny, sjakym vysledkem a zda tento zavér Kkoreluje
s puvodné navrzenym schématem PPL drahy. Do souvislosti jsou také davany proteiny

katalyzujici biosyntézu APD hormaomycinu a PBD.

LmbB2: LmbB2 je jednim z proteinti, u kterého bylo funkénimi testy prokazano jeho
zapojeni do biosyntézy PPL. Jedna se o hemovy protein, jenz konvertuje L-tyrosin
na molekulu L-DOPA (Obr. 2.11, latka 1; Novotna et al. 2013). Tato funkce byla prokazana
I u proteinu Orfl13, produktu homologniho genu orfl3 z anthramycinového genového shluku

(Connor et al. 2011). Tento krok biosyntézy dobfie koreluje s pivodnim navrhem PPL drahy.

LmbB1: I funkce proteinu LmbB1 jiz byla prokazana (Novotna et al. 2004; Colabroy

et al. 2008). L-DOPA-24-dioxygenasova aktivita tohoto proteinu se uplatni
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k 2,3-extradiolovému S§tépeni aromatického jadra molekuly L-DOPA. Vznika latka 2
(Obr. 2.11). Nasledn¢ dochazi k intramolekularni cyklizaci do formy péti¢etného heterocyklu
S jednim atomem dusiku. Generuje se unikatni 4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-
1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina (latka 4), ktera spontanné¢ muze piechazet do enol formy
(latka 3). Dioxygenasové aktivity proteintt HrmF, Orfl12 a SibV, produktti homolognich geni
hrmF, orfl2, resp. sibV, byly jiz také prokazany (Hofer et al. 2011; Saha et al. 2015). | tento

krok je v souladu s ptivodni piedstavou.

LmbX: Funk¢ni testy rekombinantniho proteinu LmbX (JiraCkova 2012) daly vzniknout
prvnim pochybnostem o spravnosti ptvodniho schématu drahy, kde mél tento protein
zkracovat boc¢ni fetézec latky 4 (Obr. 2.11, pozice C4"). Navrzena hydrolyticka aktivita tohoto
proteinu (Li et al. 2009a) vsak nebyla potvrzena a navic bylo zjisténo, ze LmbX nevykazuje
sekvenéni homologii k hydrolasam, nybrz k iSomerasam (Jirackova 2012).

Homolog genu ImbX nebyl nalezen v hormaomycinovém biosyntetickém shluku
(Hofer et al. 2011). Kdyz se blize podivame na strukturu APD linkomycinu a APD
hormaomycinu (Obr. 2.5, Obr. 2.6), rozdil nenajdeme Vv délce bo¢niho fetézce, jak bychom
dle pivodni hypotézy predpokladali, ale jen v saturaci jedné vazby v bo¢nim fetézci.
Hydrolyticka aktivita LmbX nevyplyva ani z produk¢niho profilu mutantniho kmene AlmbX,
jehoz hlavnim produktem je dehydrolinkomycin A (Obr. 2.12; Jira¢kova 2012), latka, ktera
ma ve stfedu tfiuhlikatého bo¢niho fetézce v cis-konfiguraci dvojnou vazbu (Jiraskova et al.
Vv ptiprav€) — stejné jako je tomu u APD hormaomycinu. V tomto kroku tedy nachazime

zasadni rozpor s piivodnim schématem.

2 e

Obr. 2.12. Struktura dehydrolinkomycinu A. Pievzato a upraveno z Jiraskova et al. v piiprave.

LmbW: Pro protein LmbW byla na zaklad¢ sekvence LmbW navrzena methyltransferasova
aktivita (Peschke et al. 1995). V pivodnim navrhu PPL drahy LmbW katalyzuje pfipojeni
methylové skupiny k boénimu fetézci latky 5 (Obr. 2.11). Methyltransferasovou aktivitu
LmbW podporuje produkéni profil mutantniho kmene AlmbW (JiraCkova 2012), ktery
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produkuje linkomycin B (Obr. 2.5). Chybéjici homolog genu ImbW v tomaymycinovém
biosyntetickém shluku (Li et al. 2009b) také odpovida navrhované methyltransferasové
funkci, nebot’ bo¢nim fetézcem APD tomaymycinu je pouze dvouuhlikaty alkyl (Obr. 2.7d).
Je zde tedy dobfe podlozend hypotéza, ze LmbW je methyltransferasa. Otazkou zlistava,

Vv jaké Casti drahy nalézé svoje uplatnéni.

LmbA: V piedpokladaném zapojeni proteinu LmbA do biosyntézy PPL opét nachazime
nesrovnalosti. Pivodné m¢él tento protein slouzit jako aktivator kofaktoru F420, jehoz
pfitomnost je nezbytna pro redukéni reakci katalyzovanou proteinem LmbY
(Peschke et al. 1995). Sekven¢ni analyza LmbA ukazuje podobnost spiSe
ke glutamyltransferasam. LmbA tedy ziejmé neni pro funkci LmbY nutny (Jirackova 2012).
Podporu glutamyltransferasové funkce LmbA nalezneme v mutantnich kmenech AlmbA
a AlmbY, jejichz produkéni profily neodpovidaji tomu, ze by LmbY bylo na LmbA né&jak
funkéné zéavislé. Piitom funkce LmbA je v celé biosyntéze nepostradatelnd — pfipraveny

N A

mutantni kmen AImbA neprodukoval témét zadny linkomycin (Jiraskova et al. v ptiprave).

LmbY: Dle pivodni pfedstavy LmbY katalyzuje dva zavérecné kroky PPL drahy (Obr. 2.11).
Jak jiz bylo naznaeno, sekven¢ni analyza LmbY ukazuje na podobnost s reduktasami
vyzadujicimi pro svou funkci kofaktor F420 (Peschke et al. 1995). Bylo zjisténo,
ze v nepiitomnosti kofaktoru F420 dochazi k tvorbé jiného meziproduktu drahy
(od ptavodniho se 1i8i saturaci vazeb): 4-propyliden-3,4-dihydropyrrol-2-karboxylové kyseliny
(Obr. 2.13; Kuo et al. 1992). Pii vytazeni genu ImbY (AImbY) nedochazi k iplnému zastaveni
produkce linkomycinu, jak bychom o¢ekavali, nicméné oproti typovému kmeni je snizena.
Hlavnim produktem je dehydrolinkomycin A, ovSem jiny izomer, nez U AImbX. V médiu
se dale nasla i struktura se dvéma dvojnymi vazbami, ktera zfejmé bude odpovidat produktu,

ktery izoloval Kuo et al. (1992; Jiraskova et al. v pfiprave).

COOH

/

Obr. 2.13: Struktura 4-propyliden-3,4-dihydropyrrol-2-karboxylové kyseliny, meziproduktu PPL drahy
Vv nepiitomnosti kofaktoru F420. Pievzato a upraveno z Kuo et al. (1992).
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Vyse uvedené rozpory v puvodnim, vSeobecné pfijimaném schématu PPL drahy vedly
k myslence revidovat tuto drahu, aby co nejlépe korelovala s dosavadnimi poznatky.
Revidované schéma PPL drahy ukazuje Obr. 2.14.

COOH COOH COOH

i 1 i 2 i
H,N H,N H,N
O\
LmbB2 LmbB1 - i
HOOC
HO Z
OH OH OH

5-alanyl-2-hydroxy-mukonat-

L-tyrosin L-DOPA -6-semialdehyd
COOH COOH COOH
4 6 ;
HN N\ N\
LmbWw LmbA LmbX
y> \f _tmwy _LmbA o, —
HOOC / HOOC, \ /
o) CH
4-(3-karbox?-?;—oxo-propenyl)- :

2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-
karboxylova kyselina

COOH COOH COOH

N HN HN
LmbX > \\ é LmbY > \‘_S LmbY >

Obr. 2.14: Revidovana PPL draha. Cervené jsou oznaGeny proteiny, jejichz funkce jiz byla experimentalné
prokéazana. Cervena Cisla jsou uvedena pro srozumitelnost nasledujicich kapitol, pojmenovany jsou prokazané
meziprodukty. Pfevzato a upraveno z Jiraskova et al. v ptiprave.

PPL

2.5.2 LmbW jako mozny kandidat katalyzujici treti krok PPL drahy

Dle revidovaného schématu je tieti krok PPL drdhy katalyzovan domnélou
C-methyltransferasou (methylace na atomu uhliku) LmbW, ktera prodluzuje bo¢ni alkylovy
fetézec. Terminalni uhlik tohoto fetézce pochazi z L-methioninu (Argoudelis et al. 1969).

Gen ImbW se v biosyntetickém genovém shluku producenta linkomycinu nachazi mezi
samostatné stojicim genem rezistence ImrB a genem ImbV, jenz je soucasti vétsiho operonu.

LmbV se ucastni postkondenzacni reakce v biosyntéze aminocukerné ¢asti linkomycinu
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(Zhao et al. 2015). Mezigenova vzdalenost ImbV/ImbW a ImbW/ImrB je 47, resp. 54 bp. Vaci
témto dvéma genim ma ImbW opacnou orientaci, je pfepisovan z plus vlakna a tvofi
samostatnou transkripéni jednotku. Sekvence genu ImbW ¢itd celkem 1053 bp
(Zdroj: GenBank). Piepisem sekvence nukleotidii do potfadi aminokyselin vznika protein

LmbW slozeny z 350 aminokyselinovych zbytkii. Vypoctena molekulova hmotnost proteinu

LmbW je 38 827 Da (Zdroj: BLAST).

2.5.2.1 Methyltransferasy zavislé na SAM

S-adenosyl-L-methionin (SAM; Obr. 2.15a), konjugat L-methioninu a adenosinové
¢asti ATP (Cantoni 1953), je univerzalni biologicky kofaktor i¢astnici se fady biochemickych
procest. SAM-zavislé methyltransferasy (SAM-MT) vyuzivaji SAM jako donor methylové
skupiny, kterou pienaseji na rizné biomolekuly primarniho i sekundarniho metabolizmu.
S ohledem na jejich substratovou specifitu methyluji napt. DNA, proteiny ¢i malé molekuly
sekundédrnich metabolitl. Donorova methylova skupina mize byt pfipojena na atom uhliku,
kysliku, dusiku, siry (shrnuto v Struck et al. 2012) nebo dokonce na halogenid
(Attieh et al. 1995; Ohsawa et al. 2001). Po odejmuti donorové methylové skupiny
z molekuly SAM je generovan S-adenosyl-L-homocystein (SAH).

Na zékladé strukturnich znaki katalytické domény byly SAM-MT déleny do péti
zakladnich tiid (I — V; shrnuto v Schubert et al. 2003). Studie provedena na Saccharomyces
cerevisiae navrhla dalsi ¢tyfi nové tiidy (Wlodarski et al. 2011). | ptesto, ze SAM-MT sdileji
malou sekvenéni identitu, v jejich terciarnich strukturdch miZeme nalézt vysoce
konzervované domény (Martin & McMillan 2002). Nejvétsi skupinou SAM-MT je tfida L
Enzymy z této skupiny katalyzuji hlavni methylacni reakce napfi¢ vSemi tfemi doménami
zivota (Struck et al. 2012). Mohou se vyskytovat jako monomery (nejc¢astéji), dimery i jako
tetramery (shrnuto v Schubert et al. 2003), avsak v biosyntéze linkosamidi je znama
I N-methyltransferasa (methylace na atomu dusiku) S neobvyklou hexamerni strukturou —
methyltransferasa CchJ, resp. LmbJ (Najmanova et al. 2013; Bauer et al. 2014). Jednou
z prvnich strukturné charakterizovanych SAM-MT, dnes fazenou do tfidy I, byla katecholova
O-MT (methylace na atomu kysliku; Vidgren et al. 1994). Terciarni struktura této malé
SAM-MT je jakymsi prototypem vsech SAM-MT 1. tiidy (Obr. 2.15b). Pro vazbu molekuly
SAM byly v SAM-vazebné domén¢ determinovany tii dilezité oblasti (Kagan & Clarke 1994,
Martin & McMillan 2002). Mezi Bl a aA v N-terminalni oblasti (aminovy konec proteinu)
se typicky vyskytuje glycin bohata sekvence (GxGxG, ¢i alespon GxG), konzervovany
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motiv I, ktery interaguje s aminokyselinovou c¢asti molekuly SAM. Tento motiv byl
predikovan i u proteinu LmbW (Peschke et al. 1995). Dalsi silné¢ konzervovany motiv
(motiv II) je mezi B2 a aB, kde dochazi k interakci s ribosovymi hydroxyly molekuly SAM.
Treti oblast, ktera pfispiva k interakci s molekulou SAM, je v oblasti mezi 4 a aD.
Hydrofobni aminokyselinové zbytky v této oblasti interaguji S adeninovym kruhem SAM
(Martin & McMillan 2002). Vétsina SAM-MT, na rozdil od katecholové O-MT, obsahuje
vice pfidavnych domén hrajici vyznamnou roli v rozpoznavani substratt (shrnuto v Schubert

et al. 2003).

(@) |-> TH3 NH,
N
COOH st V4
Y A
HN o N NJ
HO OH

Obr. 2.15:

(a) Chemicka struktura SAM. Donorovad methylova skupina je oznaena Cervenou Sipkou. To, Ze je tato
methylova skupina pfipojena na silné nabity atom siry, déla celou molekulu SAM termodynamicky nestabilni.
Pfevzato a upraveno z Martin & McMillan (2002).

(b) Diagram topologie konzervované domény SAM-MT 1. tfidy: Zaklad tvofi sedm sttidajicich se B-lista (1-7;
Cervené Sipky) se Sesti a-helixy (oranzové obdélniky; Z, A, B na jedné stran¢; C,D,E na strané druhé). Poradi
B vlaken je 3214576, B-list 7 je viii ostatnim B-listim antiparalelni. Sedé je zndzornén a-helix C, ne vzdy byva
ve struktufe konzervovan. Znazornény jsou také vazebné oblasti pro SAM a substrat a dale N (aminovy)
a C (karboxylovy) konec proteinu. Pievzato a upraveno z Martin & McMillan (2002).

2.5.2.2 Proteiny podobné LmbW

V soucasné dob¢ lze v proteinové databazi UniProt (www.uniprot.org) nalézt proteiny
vykazujici K LmbW riznou sekvenéni identitu. Experimentalné prokazana funkce je prozatim
jen u dvou z nich. SAM-MT MrsA, ktera byla identifikovana v biosyntéze rostlinného toxinu
3-methylargininu (Braun et al. 2010) a diale SAM-MT MppJ ucastnici se biosyntézy
antibiotika manopeptimycinu (Magarvey et al. 2006; Huang et al. 2009).
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25.2.2.1 MrsA

Vzacna aminokyselina 3-methylarginin je toxin produkovany epifytni bakterii z rodu
Pseudomonas, Pseudomonas syringae pv. syringae 22d/93 (Braun et al. 2008). Tento toxin
siln¢ inhibuje rist ptibuzného, ale patogenniho druhu Pseudomonas syringae pv. glycinea,
puvodce nemoci rostliny soji (Volksch et al. 1996). V biosyntéze 3-methylargininu se ziejmé
uplatfiuji jen 3 enzymy (Obr. 2.16). Funkce MrsA byla piimo potvrzena v in vitro reakci,
kde katalyzuje pfenos methylové skupiny z molekuly SAM na 5-guanidino-2-oxo-pentanovou
kyselinu (Braun et al. 2010). MrsA ma k LmbW sekven¢ni identitu 26 % (Zdroj: BLAST).

(OH

o HZNTNH & OH

NH
MrsA CH v) 2

H,N NH OH — NH ( I 8 fe) N

COOH st 7 X
Y\/ / N
NH 0 o
2

5-guanidino-2-oxo-pentanova kyselina

SAM

NH, l o)
MrsC  H_N NH OH & MrsB___ N NH OH
— 2 2
eXpOTT \"/ \/\H\’( T
NH O NH o

5-guanidino-3-methyl-2-oxo-pentanova kyselina

Obr. 2.16: Navrhovana biosynteticka draha, ve které vznika toxin 3-methylarginin. MrsA katalyzuje pfipojeni
methylové skupiny z molekuly SAM na sviij substrat — 5-guanidino-2-oxo-pentanovou kyselinu. Ptevzato
a upraveno z Braun et al. (2010).

25.2.2.2 MppJ

Manopeptimyciny (a, B, y, 6, & Obr. 2.17a), sekundarni metabolity produkované
druhem  Streptomyces hygroscopicus, jsou tfidou lipoglykopeptidovych antibiotik
vykazujicich biologicky ucinek proti multirezistentnim patogenim (Singh et al. 2003;
He et al. 2002). V manopeptimycinovém genovém shluku se nachazi gen mppJ
(Magarvey et al. 2006). Jeho produkt, protein MppJ, vykazuje k LmbW 27% sekvenc¢ni
identitu  (Zdroj: BLAST). MppJ je zapojen vV biosyntéze jednoho ze stavebnich
blokic  manopeptimycint  (He et al. 2002), neproteinogenni aminokyseliny
(2S,3S)-p-methylfenylalaninu (Obr. 2.17b; Magarvey et al. 2006; Huang et al. 2009).
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U methyltransferasy MppJ byla také jiz urena kvartérni struktura (Zou et al. 2014).
MppJ je ve své aktivni formé¢ homodimer fadici se do skupiny SAM-MT | (Obr. 2.18).
Krystalova struktura dale ukazala, Ze MppJ ma ve svém centru nehemovy Zelezity ion, ktery
vaze, orientuje a aktivuje jeho substrat (Zou et al. 2014).
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Obr. 2.17:

(a) Struktura manopeptimycini (a, B, v, 9, €). Cervenou Sipkou je zndzornéna methylovéa skupina pfipojovana
methyltransferasou MppJ. Prevzato a upraveno z Magarvey et al. (2006).

(b) Schéma znazornujici biosyntézu (2S,3S)-f-methylfenylalaninu, stavebniho bloku manopeptimycini.
Fenylpyruvat je methylovan proteinem MppJ za vzniku (3S)-f-methylfenylpyruvatu, ktery je dale
aminotransferasou TyrB pfeménovan na (2S,3S)-S-methylfenylalanin. Pievzato a upraveno z Huang et al.
(2009).
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(d)

Obr. 2.18: Kvartérni struktura methyltransferasy MpplJ. (a) MppJ je ve své kvartérni struktufe homodimer.
(b) Kazdy polypeptid se sklada ze dvou domén: dimeriza¢ni (DD) a methyltransferasové (MT). (c) Substrat
vazebné misto je situovano na rozhrani obou domén. (d) Struktura komplexu: MppJ-SAM-fenylpyruvat (vlevo)
a MppJ-SAH-g-methylfenylpyruvat (vpravo). Pfevzato a upraveno ze Zou et al. (2014).
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3 CILE PRACE

Naplni této diplomové prace bylo nejen prokazat navrhovanou methyltransferasovou
aktivitu proteinu LmbW ucastniciho se biosyntetické drahy PPL, ale pifedevsim potvrdit jeho

zatazeni v revidovaném konceptu PPL drahy. Hlavni cile byly definovany jako:

e  Piipravit expresni vektor s vlozenym genem ImbW.

Nadprodukovat protein LmbW expresi v heterolognim producentovi.

Nalézt vhodné podminky pro purifikaci ziskaného proteinu LmbW.

In vitro prokazat methyltranferasovou aktivitu proteinu LmbW v reakci s jeho

piedpokladanym substratem — latkou 4 (Obr. 2.14).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny a vektory

Escherichia coli IM109
Pivod: Promega

Popis: Kmen je vhodnym hostitelem k transformaci vektorti. Genotypové vlastnosti kmene:
endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—,mk+), relAl, supE44, A(ac-proAB),
[F'traD36, proAB, laqlqZAM]15].

Pouziti: Transformace kmene plazmidovou DNA za ti¢elem jejiho namnozeni.

Escherichia coli BL21(DE3), Escherichia coli BL21(DE3)/pGroESL
Piivod: Stratagene

Popis: Chemicky kompetentni kmen Escherichia coli vhodny pro expresi genti vlozenych
do expresniho vektoru fizenou T7 promotorem. Nese gen pro T7 RNA polymerasu, ktera je
pod kontrolou lacUVS inducibilniho promotoru. Indukce exprese T7 RNA polymerasy
pomoci IPTG vede k produkci polymerasy, jejimu nasedani na T7 promotor expresniho
vektoru a expresi vlozenych gend. Genotypové vlastnosti kmene: F-, dcm, ompT,
hsdS(rs-mg), gal, A(DE3). Kmen Escherichia coli BL21(DE3)/pGroESL navic nese plazmid
pGroESL.

Pouziti: Exprese genu ImbW.

pGroESL
Puivod: DuPont

Popis: Vektor pGroESL je velky 6 500 bp. Koéduje chaperoniny GroES a GroEL, jejichz
funkci je pomahat sbalovat proteiny i stabilizovat CasteCné sbalené a nesbalené proteiny.
Dale nese gen pro chloramfenikolovou rezistenci.

Pouziti: pGroESL je soucasti kmene Escherichia coli pouzivaného pro expresi ImbW.
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pLKG6
Priivod: k dispozici v nasi laboratoti (Kobérska et al. 2008)

Popis: Vektor SuperCos | (7 900 bp; Stratagene), ktery ma do své sekvence vlozeny inzert
dlouhy 38 217 bp (linkomycinovy biosynteticky genovy shluk; pochazi z kmene Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466). Kosmid nese gen pro rezistenci ke kanamycinu.

Pouziti: Kosmid byl pouzit jako vychozi zdroj sekvence genu ImbW.

pGEM-T Easy

Piivod: Promega

Popis: Systém pGEM-T Easy je vhodny pro klonovani PCR produktii. 3°-T piesahy usnadiuji
ligaci PCR produktu zabranénim recirkularizace vektoru a také slouzi jako kompatibilni
ptesahy pro PCR produkty nékterych termostabilnich polymeras (produkty téchto polymeras
mivaji na 3" konci pfidany jeden deoxyadenosin). Vektor je velky 3 015 bp a jako selekéni
znak nese ampicilinovou rezistenci.

Pouziti: Vektor byl pouzit k TA klonovani genu ImbW.

PET-42b(+)

Piivod: Novagen

Popis: Vektor umoznuje produkci proteinti fizovanych na C konci proteinu (karboxylovy
konec proteinu) s tzv. histidinovou kotvou, diky které je pak usnadnéna purifikace
produkovaného proteinu. Vektor je velky 5 929 bp, soucasti sekvence je i T7 promotor a gen
pro rezistenci ke kanamycinu.

Pouziti: Vektor byl pouzit jako expresni vektor nesouci gen ImbW.

4.1.2 Kultiva¢ni média a pudy

LB médium
NaCl 10g
trypton 10g
kvasni¢ny extrakt 50
destilovana H,O (dH,0) do objemu 1000 ml
pH 7,5
LB agar
LB médium 1000 ml
agar 15¢
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MEDIUM A (piiprava kompetentnich bunék)

LB médium

10 mM MgSO,

0,2% glukosa

MEDIUM B (p¥iprava kompetentnich bunék)

LB médium

12 mM MgSO,

36% glycerol

12% polyethylenglykol

AlX agar

LB agar

100 pg - ml™ ampicilin (zasobni roztok 100 mg - ml™, rozpustén v dH,0)

0,4 mM IPTG (zasobni roztok 1 M, rozpustén v dH,0)

30 pg - ml™ X-gal (zasobni roztok 20 mg - ml™, rozpustén v DMSQ)

4.1.3 Roztoky a pufry

Roztoky a pufry pouZivané p¥i praci s DNA

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi: Roztok 1

25 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; 50 mM
glukosa; pH 8,0

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi: Roztok 2

0,3 M NaOH; 1% SDS; pH neupravovano

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi: Roztok 3

3 M CH,COOK; pH 5,0

TAE pufr

1 mM EDTA,; 40 mM Tris-acetat; pH 8,0

10 x DNA VZOl‘kOVy pufr (agarosova elektroforéza)

100 mM EDTA; 20% glycerol; 1% SDS;
0,25% bromfenolova modi; pH 8,0

TE™ pufr

0,1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI; pH 8,0

Roztoky a pufry pouZivané p¥i praci s proteinem LmbW

Elektrodovy pufr (SDS-PAGE - SDS-polyakrylamidova
elektroforéza)

25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS;
pH neupravovano

2 x vzorkovy pufr (SDS-PAGE)

125 mM Tris-HCI;
merkaptoethanol; 2%
bromfenolova modt; pH 6,8

20% glycerol; 5%

SDS; 0,002%

Tris-HCI pufr A (SDS-PAGE, pro piipravu d&liciho gelu)

1,875 M Tris-HCI; pH 8,9

Tris-HCI pufr B (SDS-PAGE, pro piipravu zaostrovaciho gelu)

1 M Tris-HCI; pH 6,9

Anodovy pufr (BN-PAGE - modra nativni (blue native)
polyakrylamidova elektroforéza)

50 mM Bis-Tris-HCI; pH 7,0 pfi 4°C

Katodovy pufr (BN-PAGE)

15 mM Bis-Tris-HCI; 50 mM tricin; 0,0002%
Coomassie blue G-250; pH 7,0 pti 4°C

3x gel pufr (BN-PAGE)

150 mM Bis-Tris-HCI; 1,5 M
g-aminokapronova kyselina; pH 7,0 pfi 4°C
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Roztoky a pufry pouZzivané p¥i praci s proteinem LmbW

3% vzorkovy pufr (BN-PAGE)

150 mM Bis-Tris-HCI; 45% glycerol; pH 7,0
pii 4°C

Barvici roztok (SDS-PAGE, BN-PAGE)

50% methanol; 10%  kyselina
0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250

octova;

Odbarvovaci roztok (SDS-PAGE, BN-PAGE)

10% methanol; 10% kyselina octova

Zakladni sonikacni puft/ dialyzacni pufr A

20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0

Promyvaci/elu¢ni pufry pro purifikaci proteinu
(rizna koncentrace imidazolu)

20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 50/100/
250 mM imidazol; pH 8,0

Dialyzaéni pufr B 200 mM  Tris-HCI; 100 mM  NaCl,
20% glycerol; pH 8,0

Dialyzaéni pufr C1 50 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0

Dialyzaéni pufr C2 50 mM Tris-HCI; pH 8,0

Dialyza¢ni pufr D (D1-D5; rizné pH) 100 mM Tris-HCI, pH 7,0/7,5/8,0/8,5/9,0

Dialyzacni pufr E 25 mM HEPES-NaOH; 100 mM NacCl; pH 7,0

Dialyza¢ni pufr F (F1-F3; rizné pH)

30 mM glycin-HClI,
pH 9,0/9,5/10,0

100 mM NaCl;

Dialyzacni pufr G (G1-G3; rizné pH)

40 mM glycin-HCI, pH 9,5/10,0/10,5

Roztok Ponceu S (detekce proteint)

0,2% Ponceau S; 3% trichloroctova kyselina

10 x reak¢ni pufr Tris-HCI A (Al-A4; rizné pH)

1 M Tris-HCI; pH 7,5/8,0/8,5/9,0

10 x reak¢ni pufr Tris-HCI B1

500 mM Tris-HCI; pH 8,0

10 x reakéni pufr Tris-HCI B2

500 mM Tris-HCI; 1 M NaCl; pH 8,0

10 x reakéni pufr glycin-HCI C (C1-C3; ruzné pH)

400 mM glycin-HCI; pH 9,5/10,0/10,5

10 x reak¢ni pufr HEPES-NaOH

250 mM HEPES; 100 mM NaCl; pH 7,0

4.1.4 Enzymy, oligonukleotidy, zasobni roztoky antibiotik

ENZYMY

Nazev:

Vyrobce:

PLUS

DNA polymerasa Expand High Fidelity

Roche

T4 DNA ligasa

New England BioLabs

Ndel, Xhol (restrikéni endonukleasy)

New England BioLabs

Alkalicka fosfatasa CIP

New England BioLabs

Lysozym

Sigma

Ribonukleasa A

Promega

OLIGONUKLEOTIDY

Nazev: Charakteristika: Vyrobce:
primer Wy, 5" - GCATATGACAGCCGTTCGGCAAA -3’ Sigma
primer W, 5" - ATTCTCGAGCCGCCGCGGCACCA -3’ Sigma
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ZASOBNI ROZTOKY ANTIBIOTIK (1000 x koncentrované*)

Nazev: Rozpusténo v: | Koncentrace: Selekce:

kmen E. coli IM109 transformovany vektorem

. -1
100 mg - ml pGEM-T Easy

ampicilin dH,O

kmen E. coli BL21(DE3)/pGroESL
transformovany vektorem pET-42b(+)

chloramfenikol ethanol 34 mg- mlt

kmen E. coli BL21(DE3) transformovany
vektorem pET-42b(+)
kmen E. coli BL21(DE3)/pGroESL
transformovany vektorem pET-42b(+)
kmen E. coli IM109 transformovany kosmidem
pLK6

kanamycin dH,0 30 mg - ml*

* 1000 x koncentrované znamena, ze pro odpovidajici koncentraci je na 1 I média nutné ptidat 1 ml zdsobniho

roztoku antibiotika

4.1.5 Chemikalie

Nazev: Vyrobce:
1,3-diazoacyklopenta-2,4-diene (imidazol) Sigma
2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2", 2" -nitrilotriethanol (Bis-Tris) Fluka
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethan-sulfonova kyselina Sigma
(HEPES)
4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dinydro-1H-pyrrol-2- " o ”
ka(rlgaosy;)oov g k?ls(-;lﬁ’lf (?;iay‘& ,3-dihydro pyrro pripraveno v nasi laboratofi
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-galaktopyranosid (X-gal) Sigma-Aldrich
acetonitril Biosolve
adenosin trifosfat (ATP) Fermentas
agar Oxoid
agarosa Invitrogen
akrylamid Sigma
allyl bromid Sigma
ampicilin Duchefa Biochemie
betain Lachema
bromethan (ethyl bromid) Sigma-Aldrich
bromfenolova modf Bio-Rad
Comassie brilliant blue G-250 Serva
Comassie brilliant blue R-250 Serva
diethylether Lach-Ner
dimethylsulfoxid (DMSO) Serva
dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma
ethidium bromid Sigma
ethyldiaminotetraoctova kyselina disodna stl dihydrat (EDTA) Sigma
glukosa Lach-Ner
glycerol Lachema
glycin Lach-Ner
hydroxid amonny (NH;OH) Sigma-Aldrich
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Nazev: Vyrobce:
hydroxid sodny (NaOH) Lach-Ner
chloramfenikol Serva
chlorid sodny (NaCl) Lach-Ner
isopropanol Lachema
isopropyl-8-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich
kanamycin Amresco
krotyl bromid Sigma
kvasniény extrakt Oxoid
kyselina mravené¢i (HCOOH) Merck
kyselina octova (CH;COOH) Lachema
leucin-enkefalin acetat Sigma-Aldrich
merkaptoethanol Serva
methanol Lachema
N, N, N’, N'-tetramethylendiamin (TEMED) Serva
N,N’-methylenbisakrylamid (bisakrylamid) ICN Biomedicals
N-tris(hydroxymethyl)methylguanin (tricin) Serva
nukleosid trifosfatova smeés (ANTP) Fermentas
octan draselny (CH;COOK) Lach-Ner
peroxodisiran amonny (APS) Sigma
polyethylenglykol; M,= 8000 g - mol™ Sigma
Ponceau S Sigma
S-(5-adenosyl)-L-homocystein (SAH) Sigma-Aldrich
S-(5"-adenosyl)-L-methionin chlorid dihydrochlorid (SAM) Sigma-Aldrich
siran hote¢naty heptahydrat (MgSO, - 7 H,0) Merck
siran nikelnaty (NiSOy) Sigma-Aldrich
trifluormethansulfonat stiibrny (AgOTY) Sigma
trichloroctova kyselina Lach-Ner
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Aldrich
trypton Difco
g-aminokapronova kyselina Serva

4.1.6 Vypocetni technika — software a aplikace
Nazev: Funkce:
ACD/ChemSketch 12.01 tvorba chemickych vzorcti a rovnic

Basic Local Alignment Search Tools
(BLAST; www.nchi.nlm.nih.gov/blast/; Altschul et al. 1997)

srovnavani sekvenci, hledani podobnosti

GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/)

genova databaze

Geneious Pro 5.5.6. prace se sekvencemi, navrhovani primert

KaleidaGraph 4.5.2

program pro tvorbu grafii

Mass Lynx™ 4.1

analyza dat z UHPLC

Mendeley Desktop 1.13.3

citacni software

Universal Protein Resource (UniProt; www.uniprot.org/)

proteinova databaze
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bakterii

Pro kultivaci vSech pouzivanych kment E. coli bylo vyuzito LB média ¢i LB agaru
s pridavky pfisluSnych antibiotik. Bézné€ pouzivana rtistova teplota byla 37 °C, teploty 17 °C
a 28 °C byly pouzivany pro heterologni produkci proteinu LmbW. V piipad¢ tfepanych
kultivaci bylo vyuzito rotacni inkubacni tftepacky Unitron (Infors), pouzita rychlost 200 RPM

(200 otacek za minutu).

4.2.2 Priprava kompetentnich bunék pro transformace

2 ml LB média byly zaockovany z jediné kolonie E. coli. Nasledovala kultivace
pti 37 °C, 200 RPM pies noc. Poté byl 1 ml narostlé kultury pfenesen do MEDIA A, kde
probihala dal$i kultivace pii 37 °C, 200 RPM. V pribéhu kultivace byla métena ODgoo
(opticka denzita pii 600 nm; Hexios y, Unicam). Kultura rostla z ODggo ~ 0,04 do ODgo
0,4 — 0,6. Po dosazeni pozadované OD byla kultura na 10 min vlozena do ledové lazné.
Bunky byly poté oddéleny centrifugaci (Juan BR4i, Thermo Scientific; 4000 x g, 10 min
pfi 4 °C). Sediment byl resuspendovan v 1 ml MEDIA A, dale bylo pfidano 5 ml
vychlazeného MEDIA B, smés byla promichana a rozdélena na 100ul alikvoty. Kompetentni
buniky byly skladovany v -70 °C.

4.2.3 Stanoveni koncentrace DNA ¢i proteint v malém objemu

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific) je spektrofotometr umoznujici kvantifikaci
a vyhodnoceni Cistoty nukleovych kyselin ¢i proteini. Vyuziva retenéni technologii, vzorek
je na ur¢eném misté drzen diky povrchovému napéti. To umoznuje analyzy vzorku o objemu
1 pl. Méfeni je mozné pii vinové délce 220 — 750 nm.

Ptistroj byl vyuzivéan ke stanovovani koncentrace DNA a proteinu LmbW. Jako blank
(odecet pozadi) byly pii méfeni vyuzivany roztoky, ve kterych byly DNA a protein LmbW

rozpusteéné.
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4.2.4 Transformace E. coli cizorodou DNA metodou tepelného Soku

Transformace je d¢j, kdy kompetentni bakterie pfijima cizorodou DNA z prostiedi.
Metoda teplotniho Soku je zaloZena na principu nahlych zmén teplot plisobicich na bakterialni
buniku. Pfi pfestupu zchladného prostiedi do prostfedi znateln¢ teplejSiho dochazi
Vv bakteridlni membrané k vytvofeni port, kterymi mulze cizorodd DNA pronikat dovnitf
bunck.

Ke 100 pl zmrazenych (Ci Cerstvé pfipravenych) kompetentnich bun¢k bylo pfidano
~ 100 ng DNA. Bunky byly nejméné 20 min inkubovany na ledu. Nasledoval teplotni Sok:
buniky byly 1 min inkubovéany ve 42 °C, nasledn€ byly 1 min drZeny na ledu. Poté byl ptidan
1 ml predehiatého (37 °C) LB média. Nasledovala kultivace ve vodni lazni pii 37 °C,
nejméné 60 min, ¢imz byla umoznéna exprese genu rezistence. To je dulezité pro nasledny

rast transformovanych bunék na selekéni pudé s piislusnym antibiotikem (pti 37 °C pfes noc).

4.2.5 Preparace DNA z vétsiho objemu (100 ml)

Preparace DNA je metoda umoznujici extrahovat a piecistit plazmidovou DNA.
Kpraci byla vyuzivana komer¢ni sada Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra
Midi/Maxi (Macherey-Nagel). Princip metody je zaloZeny na naruSeni bakterialnich bunék
pouzitim lyza¢niho roztoku, ktery obsahuje NaOH (denaturuje chromozomalni i plazmidovou
DNA) a SDS (denaturuje proteiny; Birnboim & Doly 1979). Pti rychlé neutralizaci pomoci
CH3COOK plazmidova ccc-forma DNA (kovalentné uzaviena kruznicovd forma DNA),
na rozdil od chromozomélni DNA, rychle renaturuje a je tak dobfe oddélitelna.
Chromozomalni DNA percipituje spolecné s proteiny a detergentem, se kterymi dohromady
tvofi komplex s draslikem. Srazenina je poté oddélena pomoci filtru. Plazmidova DNA
(zaporn¢€ nabita diky fosfatovym skupinam) zdstava zachycena na kolonce, kterou tvori
silikatové kulicky s navazanym methyl-amino-ethanolem (kladny néaboj). Naslednymi
promyvacimi kroky je plazmidova DNA pfeciSténa a nakonec eluovana roztokem o vysoké
iontoveé sile. Zroztoku je DNA ziskdna alkoholovym sraZenim. Tento postup byl pouzit
pro izolaci plazmidové DNA (pLK6) pouzité do PCR reakce. Preparace byla provadéna
z transformovanych bunék, které byly preockovany do 100 ml LB média a kultivovany
pti 37 °C, 200 RPM pies noc. Buiiky byly oddéleny centrifugaci (4000 x g, 15 min pfi 4 °C)
a dale bylo pokraovano dle pfiloZzeného protokolu. Buiiky byly resuspendovany (RES pufr)
a lyzovany (LYS pufr) po dobu 5 min. Mezi tim byla ekvilibrovana kolonka a filtr
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(EQU pufr). Nasledn¢ byl bunéény lyzat neutralizovan (NEU pufr). Lyzat byl nanesen
na kolonku a promyt (EQU pufr), nasledn¢ byl odstranén filtr a kolonka byla promyta
podruhé (WASH pufr). Zachycena DNA byly eluovana (ELU pufr). Nasledovalo alkoholové
srazeni. K DNA byl pifidan isopropanol, smés byla promichana a ponechana 2 min pii RT,
poté byla centrifugovana (5415R, Eppendorf; 14000 % g, 30 min pii 4 °C). Supernatant byl
odstranén a DNA byla promyta 70% ethanolem. Smés byla ponechdna 5 min pii RT a opét
nasledovala centrifugace (14000 x g, 10 min pfi RT). Supernatant byl odstranén, zbytek
ethanolu byl odpafen ve vakuové odparce (SDP1010 SpeedVacSystem, Thermo Savat).
Ziskana DNA byla resuspendovana v TE™ pufru.

4.2.6 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

PCR je metoda pouzivana K in vitro namnozeni (tzv. amplifikaci) specifického tseku
molekuly DNA (tzv. templatu). Metoda byla pouzita k amplifikaci genu ImbW. Jednou
z esencialnich slozek reakéni smési jsou synteticky ptipravené primery, nukleotidové
sekvence komplementarni kazdy k jednomu kraji mnozeného useku. Primery pro amplifikaci
ImbW byly navrhovany pomoci programu Geneious. Samotna reakce probihala
v PCR-cykleru (TGradient Thermocycler 96, Biometra). Slozeni reak¢éni smési a reakéni

podminky a ukazuje Tab. 4.1, resp. Tab. 4.2.

SloZeni PCR reakéni smési

Latka: Objem:
2, 6 M betain 25 ul
5 x EHF* pufr s 7,5 mM MgCl, 10 pl
dH,O 8 ul
DMSO 2,5 ul
100 ng - pl™* pLK6 1 ul
smés ANTP (10 mM kazdy dNTP) | 1 pl
primer Wy, 1 ul
primer Wi, 1 ul
5U - ul™ EHF* polymerasa 0,5 pl
celkovy objem reakce 50 ul

* EHF — pufr i polymerasa jsou sou¢asti Expand High Fidelity”""* PCR Systému (Roche).

Tab. 4.1: Slozeni PCR reakéni smési pro amplifikaci genu ImbWw.
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PCR reakéni podminky
Krok: Teplota: Délka: POéeot Poznamka:
cyklii:
1 94 °C 2 min 1 iniciace denaturace
2 68 °C pauza 1 Casovy prostor pro pridani polymerasy
3 94 °C 40 s 35 denaturace fetézcl
4 50 °C/55 °C/60 °C 30s (stfida se krok nasedani primert
5 72 °C 1,5 min 84.5) polymeraéni reakce
6 72 °C 7 min 1 dosyntetizovani fetézct

Tab. 4.2: Podminky PCR pro amplifikaci genu ImbW.

4.2.7 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Agarosové elektroforéza je separa¢ni metoda vyuzivajici odliSné pohyblivosti Castic
v agarosovém gelu ve stejnosmérném elektrickém poli. Pohyblivost zavisi na molekulové
hmotnosti (u DNA pocet bp) a naboji separované¢ molekuly, intenzité elektrického pole
a porozité¢ gelu (obsah agarosy v gelu). DNA se vzhledem ke svym negativné nabitym
DNA byl

1% agarosovy gel (agarosa rozpusténa v TAE pufru) s pfidavkem 0,005% ethidium bromidu

fosfaitovym skupindm pohybuje smérem k anodé. K separaci pouzivan
(indikator), separovani probihalo pod napétim 3 — 5 V/cm. Jako standard byl vyuzivan roztok
1kb PLUS DNA Ladder (Invitrogen; velikost fragmentt (bp): 100, 200, 300, 400, 500, 650,
850, 1 000, 1 650, 2 000, 3 000, 4 000, 5 000, 6 000, 7 000, 8 000, 9 000, 10 000, 11 000,

12 000), k nanaSenym vzorkim byl ptidavan 10 x vzorkovy pufr.

4.2.8 Vyriznuti fragmentu DNA z agarosového gelu

Touto metodou lze ze smési DNA fragmenti separovanych pomoci agarosové
elektroforézy izolovat fragment o pozadované velikosti. Pro praci byla vyuZzita komer¢ni sada
Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Prvnim krokem je klasicka
agarosova elektroforéza, pozadovany fragment je po rozdéleni z gelu vyiiznut pod UV
svétlem. Vyfiznuta ¢ast gelu je rozpusténa v pufru (Membrane Binding Buffer; 60 °C), smés
se prenese na kolonku. Diky vysoké iontové sile dojde k zachyceni DNA k membrané
kolonky, nasleduje centrifugace (Biofuge pico, Heraeus; 14000 x g, 1 min pii RT; stejné

podminky centrifugace jsou pouzivané i v dalSich krocich). Postupnymi promyvacimi kroky
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(pfidani pufru s ethanolem, centrifugace) dochazi k odmyti necistot. DNA je uvolnéna diky

nizké iontové sile elu¢niho roztoku — dH,O (inkubace 1 min pii RT a nasledna centrifugace).

429 TA klonovani

TA klonovani bylo vyuzito k ligaci PCR produktu (genu ImbW) do vektoru pGEM-T
Easy. Systém vyuziva jednonukleotidovych ptesahi na PCR produktu (deoxyadenosin)
a na linearizovaném vektoru (deoxythymidin), které jsou tak komplementarni. Pozitivni klony
jsou pak vybirdny pomoci modro-bilé selekce. Systém je zaloZeny na aktivit¢ enzymu
B-galaktosidasy pro jehoz aktivitu jsou potieba dva fragmenty (o, ®), které dohromady
vytvareji funkéni enzym. Plazmid, ktery je vnasen do hostitelského kmene, nese gen kodujici
fragment o, ve kterém je zaroven umisténo polyklonovaci misto. Hostitelsky kmen naopak
musi gen pro o fragment postradat a ddle musi nést gen kodujici ® fragment. Pokud
do plazmidu byla Gspé$né vlozena cizi DNA, narostlé kolonie hostitelského kmene by mély
byt krémoveé bilé (DNA vlozena do polyklonovaciho mista uvnitt genu pro o fragment zrusi
jeho Cteci ramec, nedochéazi ke komplementaci a aktivni f-galaktosidasa se tak netvoii —
ke $tépeni X-gal nedochazi). Pokud se cizi DNA do plazmidu nevlozila, kolonie jsou modré
(Cteci ramec genu zlstal neporuseny, podjednotka a a ® se spoji a tvofi aktivni enzym;
Takeshita et al. 1987). KTA klonovani byla vyuzita komer¢ni sada pGEM®-T and
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). Ligac¢ni reakci fidi enzym T4 DNA ligasa
katalyzujici vznik fosfodiesterové vazby mezi vzajemné cizimi fragmenty DNA.
Po namichani reakéni smési (Tab. 4.3) probihala ligace 60 min pii RT. Poté bylo 5 pl reakce
pouzito k transformaci hostitelského kmene E. coli JM109. Smés byla vyseta na plotny s AIX

agarem. Pro dalsi préci byly vybrany krémové bilé kolonie (pozitivni).

Ligacni reak¢ni smés
Latka: Objem:
2 x Rapid liga¢ni pufr Sul
50 ng PCR produkt (ImbW) X ul
50 ng pGEM-T Easy 1l
5U - ul™ T4 DNA ligasy 1l
dH,O do celkového objemu 10 pl

Tab. 4.3: Slozeni ligaéni reakéni smési pro TA klonovani.
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4.2.10 Preparace plazmidové DNA alkalickou lyzi — ,,hruby miniprep*

Metoda byla pouzivana pro izolaci DNA pouzité pouze k ovéteni vlozeni genu ImbW
do vektoru pGEM-T Easy. Vzhledem k tomu, Ze s DNA neni dale pracovano, je pro preparaci
mozné vyuzit roztoky pfipravené piimo v laboratofi, jejichz pouzitim neziskame tak Cistou
DNA jako u komerénich sad. Princip metody je ale obdobny, jako v kapitole 4.2.5. Jedna
kolonie testovaného kmene byla zaoCkovana do 4 ml LB média (s pfislusnym antibiotikem).
Kultura byla ponechana pii 37 °C, 200 RPM pies noc. Nasledné byly buiky oddéleny
centrifugaci (4000 x g, 15 min pfi 4 °C) a resuspendovany ve 100 pl Roztoku 1, nasledn¢
bylo ptidano 200 pl Roztoku 2. Smés byla opatrné michana ptevracenim (5 min). Néasledovala
neutralizace pfidanim 150 pl Roztoku 3 a centrifugace (14000 x g, 15 min pii RT).
K supernatantu, ve kterém se nachazi DNA, byl déle pfidan 2,5 ndsobek objemu ethanolu.
DNA byla ponechana srazet na ledu (5 min). Vysrdzenda DNA byla ziskdna centrifugaci
(14000 % g, 15 min pii 4 °C), promyta 70% ethanolem a opét centrifugovdna (14000 x g,
15 min pfi 4 °C). Supernatant byl odstranén, zbytek ethanolu byl odpaten pti 42 °C. VysuSena
DNA byla resuspendovana ve 20 ul roztoku dH,O s ribonukleasou A (20 pg - mI™).

4.2.11 Preparace plazmidové DNA — metoda vazby na aktivované sklo

V této metod¢ je k ziskani Cisté DNA vyuZita kolonka s aktivovanym sklem. K préci
byla vyuzita komeréni sada Wizard®"“° SV Minipreps DNA Purification System (Promega).
Princip lyze bun¢k je obdobny jako ve dvou jiz popsanych metodach (Kap. 4.2.5 a 4.2.10).
K bunikam byl pfidan resuspendacni a lyza¢ni roztok. Smés byla promichdna pievracenim
(4 min). Nasledn¢ byla ptfidana alkalicka proteasa a po 4 min neutralizacni roztok. Lyzat byl
centrifugovan (14000 % g, 10 min pii RT). Supernatant byl pienesen na kolonku
s aktivovanym sklem. Diky vysoké iontové sile dojde k vazbé DNA na sténu kolonky.
Nésleduji dva promyvaci kroky. Poslednim krokem je eluce sterilni dH,0O, kterd

Z aktivovaného skla DNA uvolni.

4.2.12 Sekvenovani useku DNA

Sekvenovanim byla ovétena spravnost sekvence genu ImbW vlozeného do klonovaciho
vektoru pGEM-T Easy. DNA sekvenace je poskytovana servisné v Mikrobiologickém ustavu

Akademie véd CR. Sekvenéni data byla zpracovana pomoci programu Geneious.
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4.2.13 Stépeni DNA restrikénimi enzymy a defosforylace $tépenych koncii

Restrikéni enzymy rozpoznavaji na molekule DNA specifické sekvence a v téchto
sekvencich jsou schopné molekulu DNA stépit. K praci byly vyuzity dva restrikéni enzymy,
endonukleasy Ndel a Xhol. Enzymy byly pouzity pro vyStépovani sekvence ImbW z vektoru
PGEM-T Easy a dale ke stépeni vektoru pET-42b(+). V obou reakcich bylo postupovano
dle navodu vyrobce. Pii pripravé linearizovaného vektoru pET-42b(+) byla bezprostiedné
po naStépeni do reakce navic ptidana alkalicka fosfatasa CIP (5U na 3 ug pET-42b(+))

zajistujici defosforylaci volnych koncti a tim zabranéni recirkularizace vektoru.

4.2.14 Ligace fragmentu DNA do vektoru pET-42b(+)

Ligac¢ni reakce probihala 60 min pfi RT, poté byla liga¢ni smés pouzita k transformaci
ptislusného kmene E. coli. Negativni kontrolou byla ligaéni smés ve stejném slozeni, ale

bez inzertu. Slozeni reakce ukazuje Tab. 4.4.

Ligaéni reak¢ni smés
Latka: Objem:
10 x T4 DNA liga¢ni pufr 2ul
inzert* X ul
vektor X ul
10 mM ATP 1l
5U - ul" T4 DNA ligasy 1l
dH,O do celkového objemu 20 pl

* vhodné mnozstvi inzertu do reakce je stanoveno molarnim pomérem 3:1 (inzert:vektor)

Tab. 4.4: Slozeni ligaéni reakéni smési.

4.2.15 Produkce rekombinantniho proteinu LmbW

Heterologni produkce proteinli je metoda, kterd umoziiuje pomoci heterologniho
producenta s vlozenym expresnim systémem ziskat produkt zvoleného genu. Pro expresi byl
pouzivan kmen E. coli BL21(DE3) a E. coli BL21(DE3)/pGroESL. Bunky byly
transformovany expresnim vektorem a pfes noc byly selektovany na LB agaru s ptislusnymi
antibiotiky. Cerstvé narostlé kolonie byly zaoolkovany do piedehiatého LB média
(s ptislusnymi antibiotiky; ODggg 0,1 — 0,2). Kultura byla ponechana rtst pii 37 °C, 200 RPM.
Po dosazeni exponencidlni faze rastu (ODgyp 0,6 — 0,8) byla exprese vlozen¢ho genu

indukovéna ptidanim IPTG (findlni koncentrace 0,4 mM; vzorek, ktery slouzil jako negativni
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kontrola, byl odebran jeste pred indukei). Exprese poté probihala pii 17 °C ptes noc, pii 28 °C
4 hod nebo pti 37 °C 1 hod. Nasledn¢ byly bunky sklizeny centrifugaci (4000 x g, 15 min

pii 4 °C) a déle zpracovavany ¢i zmrazeny pro pozdé€jsi pouziti (-20 °C).

4.2.16 Dezintegrace bunék sonikaci

Pti praci s proteiny byly vzorky drzeny na ledu ¢i v ledové 1azni, pouzivané roztoky
byly vzdy vychlazené. Timto se eliminuje riziko denaturace proteind.

Bunky ziskané v pfedchozim kroku (Kap. 4.2.15) byly resuspendovany v sonika¢nim
pufru (v 1/20 pavodniho kultiva¢niho objemu) a rozbity ultrazvukovym homogenizatorem
(Ultrasonic  Homogenizer 4710, Cole-Parmer). 1 ml suspenze byl sonikovéan
3 x 10 s (s odstupem min. 30 s), 7,5 ml suspenze bylo sonikovano 3 x 10 s (s odstupem
min. 30 s)a 3 x 20 s (sodstupem min. 90 s). Bunééna suspenze byla centrifugovana
(14000 x g, 15 min pii 4 °C). Supernatant i sediment byly poté testovany na pfitomnost
rekombinantniho proteinu pomoci SDS-PAGE.

4.2.17 Purifikace proteinu metaloafinitni chromatografii

Metaloafinitni chromatografie je separaéni metoda vyuZzivajici schopnosti
prechodnych kovii (napt. nikl) vazat slouceniny, které obsahuji dusik, siru a kyslik. Pro praci
byla vyuzita kolonka (HiTrap™ Chelating HP 1 ml, GE Healthcare Life Sciences), ktera
je naplnéna sorbentem s navdzanou iminooctovou kyselinou. Kolonku je nutné tésné pired
pouzitim promyt 1M roztokem NiSO,. Nikelnaté ionty se vazi ke kyseliné imonooctové
a slouzi jako ligand pro histidinovou kotvu proteinu LmbW (LmbW je produkovan jiz s touto
kotvou). Zachyceny protein je uvolnén pufrem obsahujicim imidazol. Kolonky jsou
Vv laboratofi uchovavany ve 4 °C naplnéné 20% ethanolem. Pfed pouZitim je nutné ethanol
odstranit. Kolonka byla pfipravena nasledujicim zptisobem: promyti 5 ml dH»O, promyti 5 ml
sonika¢niho pufru, nabiti 0,5 ml 1M NiSOg, promyti 5 ml dH20, promyti 5 ml sonika¢niho
pufru. Na pfipravenou kolonku byl nanesen vzorek (supernatant ziskany v pfedchozim
kroku). Poté byla kolonka promyta 5 ml sonika¢niho pufru a dale 5 ml pufru s imidazolem
(50 mM, 100 mM, 250 mM), pticemz tyto frakce byly jimany po 1 ml a nasledné testovany
na piitomnost proteinu (barveni pomoci Ponceau S, SDS-PAGE). Pufry byly do kolonky

ptivadény pomoci peristaltické pumpy P-1 (Pharmacia Biotech).
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4.2.18 Dialyza

Dialyza je metoda zalozena na difuzi latek pfes membranu. Pro praci byla vyuzita
membrana VISKING® dialysis tubing 20/32 (Serva). Membréna je nepropustna pro velké
¢astice (LmbW), nizkomolekularni latky (napt. imidazol, NaCl) vSak prochazet mohou. Diky
difuzi tak dochazi k vyrovnani koncentrace nizkomolekularnich latek na obou stranach
membrany. Dialyza byla pouzivana k vyfedéni imidazolu ze vzorku purifkovaného proteinu
a dale také k prevedeni purifikovaného proteinu do jiného pufru. Membrana byla nejdiive
zmékéena povatenim 15 — 20 min v dH,O a promyta 5 ml dialyza¢niho pufru. Poté byla
membrana naplnéna vzorkem (~ 1 ml). Dialyza proteinu probihala za stalého michani

(magnetické michadlo, Variomag) ve 2 1 dialyza¢niho pufru pii 4 °C pies noc.

4.2.19 Kvalitativni zjiSténi pritomnosti proteini ve vzorku pomoci

Ponceau S

Toto rychlé kvalitativni stanoveni proteinu ve vzorku bylo pouzivano bezprostiedné
po purifikaci proteinu za ucelem zjisténi, v jaké elu¢ni frakci se protein LmbW nachazi. 5 pl
z kazdé frakce bylo naneseno na nitrocelulosovou membranu Protran® BASS5; 0,45 pm
(Whatman). Po viditelném zaschnuti nanasky (~ 10 min) byla membrana pievrstvena
roztokem Ponceau S, ktery se specificky vaze a barvi proteiny ¢ervené (5 min). Poté byla
barva odstranéna a ¢ervené pozadi bylo vymyto pod tekouci vodou. Timto byla detekovéana

pritomnost proteint (Cerveny signal).

4.2.20 SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu)

SDS-PAGE je separacni metoda, pii které se vyuziva vertikalni elektroforetické
jednotky s polyakrylamidovym gelem. Stejné jako pfi klasické agarosové elektroforéze jsou
analyty téz déleny v elektrickém poli. Metoda se pouziva Krozdéleni denaturovanych
proteinli. Denaturace je zprosttedkovana povafenim vzorku proteinu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS) a dale v ptitomnosti B-merkaptoethanolu, ktery redukuje
disulfidické mustky mezi podjednotkami multimernich proteinti. Proteiny jsou obalovany
uniformnim mnozstvim SDS (vztazeno na pg proteinu), ktery jim tak ud€luje na jednotku
hmotnosti unifikovany naboj. Proteiny se tedy v gelu pohybuji jako podjednotky a skoro
vyhradné dle své molekulové hmotnosti. SDS-PAGE byla pouzita k analyze smési proteinti

Z dezintegrovanych bunék a také kanalyze jednotlivych elu¢nich frakci ziskanych
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pfi purifikaci LmbW. Ke vzorkiim byl pfidan 2 x vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (k sedimentu
ziskaného z 1 ml sonikované bunééné suspenze bylo piidano 250 ul pufr, k supernatantu
a jednotlivym elu¢nim frakcim bylo ptidano ekvivalentni mnozstvi tohoto pufru). Poté byly
vzorky ponechany v termobloku pii teplot¢ 80 °C 15 min a nasledné byly naneseny
na polyakrylamidovy gel. Jako standard byl vyuzit komeréni PageRulerTM Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific; velikosti standardnich proteint (Da): 10, 15, 25, 35, 55,
70, 100, 130, 250). SloZeni gelu je uvedeno v Tab. 4.5. K samotné elektroforéze, ktera
probihala v elektrodovém pufru pro SDS-PAGE pii konstantnim napéti 200 V, byla vyuzita
komeréni vertikalni aparatura Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Elektroforéza byla
ukoncena poté, co migrujici ¢elo dosdhlo konce separacniho gelu. Proteiny byly detekovany
obarvenim v lazni s barvicim roztokem (15 min), barva byla odstranéna a pozadi bylo
odbarveno prelitim horkym odbarvovacim roztokem. Odbarvovaci roztok byl jesté¢ 1 — 2 x

vymeénén (jiz nezahiivany) a gel v ném byl ponechén ptes noc.

SloZeni gelu pro SDS-PAGE
MnozZstvi:
Latka:
10% separacni gel | zaostFovaci gel
Akrylamid (1,79 bisakrylamid ,40% akrylamid) 1250 pl 112wl
Tris-HCI pufr A 1 000 pl -
Tris-HCI pufr B - 126 pl
H,O (deionizovana) 2625l 875 ul
SDS (4%) 125 wl 32l
APS (30%) Sul 2,5 ul
TEMED 5ul 2,5 ul

Tab. 4.5: Slozeni polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE.

4.2.21 BN-PAGE (modra nativni polyakrylamidova elektroforéza)

BN-PAGE je druh vertikdlni elektroforézy uréeny krozd€leni proteint
¢1 multiproteinovych komplexti v enzymaticky aktivni formé. Dulezitou latkou, pouZivanou
pii BN-PAGE, je aniontové barvivo Coomassie Blue G-250, které se vaze na proteiny, ale
nedenaturuje je. Udéluje proteinim negativni naboj a posouva jejich isoelektricky bod
smérem do kyselé oblasti. Pii pH 7, ve kterém elektroforéza probihd, se tak k anodé¢ mohou
pohybovat i bazické proteiny. Samotnd elektroforéza probihd v chladu (~ 4 °C), taktéz
vSechny pouzivané roztoky a gel jsou predem vychlazené. Jako standard byl vyuzit komeréni

kalibracni kit (Pharmacia; velikosti standardnich proteinti (Da): 67 000, 140 000, 232 000,
52



440 000, 669 000), prasek, ktery je pted pouzitim nutno nafedit 100 pl sonika¢niho pufru.
Vzorky i standard byly smichany s 3 x vzorkovy pufrem pro BN-PAGE (v poméru 2:1)
a rovnou naneseny na gel. BN-PAGE probihala ve stejné aparatuie jako SDS-PAGE. Mezi
skla aparatury byl po okraj nalit katodovy pufr pro BN-PAGE (modry, obsahuje Coomassie
Brilliant Blue G-250), do elektroforetické vany, v niZ je aparatura usazena, byl do vyznacené
doporucené vysky nalit anodovy pufr. Elektroforéza probihala pii napéti 100 V, dokud vzorek
nepiestoupil do separacniho gelu (~ 30 min), nasledné¢ bylo napéti zvySeno na 300 V.
V momentu, kdy ¢elo migrujicich ¢astic dosahlo konce déliciho gelu, byla elektroforéza
ukoncena. Barveni gelu probihalo stejné jako u SDS-PAGE.

Pii BN-PAGE byl pouzivan gradientovy gel, ktery je charakteristicky tim,
ze se smérem od startu postupné zmensSuje velikost pori. Pomoci specidlni aparatury (Hoefer
SG50, Hoefer) je separacni gel namichadvan ze dvou paralelné piipravenych geli rozdilné
hustoty (8 % a 18 %). Aparatura zajistuje tvorbu gradientu. Dale je postup stejny jako
pfi ptipravé separacniho gelu pro SDS-PAGE. Slozeni gelu ukazuje Tab. 4.6.

SloZeni separacniho gelu pro BN-PAGE

MnoZstvi:
Latka:
8% separacni gel | 18% separacni gel | zaostirovaci gel
Akrylamid (1,5% bisakrylamid, 48% akrylamidem) 483 ul 916 83 ul
3 x gel pufr 1 000 pl 833 ul 333 ul
glycerol - 05¢g -
H,O (deionizovana) 1500 pl 347 ul 580 ul
APS (30%) 5,5ul 2,8 ul 2,8 ul
TEMED 1,6 ul 0,8 ul 0,8 ul

Tab. 4.6: Slozeni polyakrylamidového gelu pro BN-PAGE.

4.2.22 Ultrafiltrace

Komer¢ni kolonky Microcon® (Millipore) byly vyuzity pro prevedeni vzorkt proteinu
do jiného pufru, nez do kterého byl protein LmbW ptivodné dialyzovan. Kolonka ma uvnitf
celulosovou membranu, centrifugacni silou jsou pak prostorové odd€leny nizkomolekuldrni
latky od proteinu. Zatimco nizkomolekularni latky membranou projdou do sbérné
mikrozkumavky, ze které jsou pak odstranény, protein zlstava zachycen nad membranou.
Postupovano bylo dle pfiloZzeného protokolu. Filtr YM-50 byl vloZzen do mikrozkumavky

a byl naplnén maximalné¢ 500 pl vzorku proteinu. Nasledovala centrifugace (14000 x g,
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24 min pii 4 °C). Poté byl filtr 2 x naplnén 500 pl pufru, do néhoz mél byt protein preveden
a opét nasledovala centrifugace (za stejnych podminek). Nakonec byl filtr v opa¢né orientaci

vlozen do nové mikrozkumavky a centrifugaci (1000 x g, 3 min pii 4 °C) byl protein uvolnén.

4.2.23 Testovani enzymové aktivity proteinu LmbW

Enzymova aktivita proteinu LmbW byla testovana in vitro. Zakladnimi slozkami
v reakci byly kromé samotného proteinu jeho substrat (latka 4) a donor methylové skupiny
(SAM). Latka 4 byla ptipravena v nasi laboratofi (Novotna et al. 2004). Uchovavana je
v -70 °C v pevném skupenstvi. Pro reakce byl pfipraven 200mM zasobni roztok (rozpusténo
v dH,0). SAM je latka komeréné¢ vyrabéna (S-(5'-adenosyl)-L-methionin chlorid
dihydrochlorid, Sigma-Aldrich), pro reakce byl pfipraven 40mM zasobni roztok (rozpusténo
v dH,0). Stalé pH v reakci zajistoval HEPES-NaOH, Tris-HCl ¢i glycin-HCI pufr. Testovany
byly rizné podminky. Sledovan byl vliv teploty a délky reakce, vliv koncentrace reagujicich
latek, vliv pH ¢i vliv NaCl. Testovana byla i schopnost enzymu LmbW piendSet na svij
substrat jinou donorovou skupinu nez methyl. Analyza reak¢énich smési byla provadéna

pomoci UHPLC-UV-MS.

4.2.24 Chemicka syntéza analogii SAM

Analogy SAM byly pfipravovany za ucelem testovani enzymové aktivity LmbW.
Vychozim substratem pro syntézu analogii SAM byl S-adenosyl-L-homocystein (SAH), latka,
kterd se od molekuly SAM 1i$i nepiitomnosti donorové methylové skupiny. Do stejného
mista, kde je v molekule SAM pfipojena tato donorova methylova skupina, bylo k molekule
SAH zkouseno pomoci chemické syntézy pfipojit delsi alkylové fetézce. Zdrojem téchto
alkylovych fetézct byl allyl bromid, krotyl bromid a ethyl bromid. Syntéza n&kterych z téchto
analogli jiz byla publikovana (Stecher et al. 2009). K ptipravé byl pouzit modifikovany
protokol. Jednotlivé latky a katalyzator byly smichany a rozpustény v HCOOH (slozeni
reak¢nich smési ukazuje Tab. 4.7). Smés se michala pomoci magnetického michadla pies noc
v digestofi pifi RT. Nasledujici den byly vzniklé SAM analogy pieciStény extrakci
diethyletherem nasledujicim zplisobem. K 0,5 ml reakéni smési bylo pfidano 2,5 ml dH,0
a 2,5 ml diethyletheru. Smés byla dukladné promichana (Vortex MS2 Minishaker IKA,
IKA-Works). Po oddéleni obou fazi (organické a vodné) byla vrchni organicka faze

odstranéna. Poté byl znovu ptidan diethylether a extrakce byla provedena podruhé a nasledné
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potfeti. Po posledni extrakci bylo z vodné faze odebrano 0,5 ml roztoku ptipraveného analogu
— produkt byl analyzovan pomoci UHPLC-UV-MS.

SloZeni reak¢ni smési pro piipravu SAM analogi
Latka: MnoZstvi:
SAH 5,202 nM
alyll bromid / krotyl bromid / ethyl bromid | 312,120 nM
AgTOf (katalyzator) 15,608 nM
HCOOH (konc.) 1mil

Tab. 4.7 Slozeni reakéni smési pro pfipravu analogit SAM — SA-allylu, SA-krotylu a SA-ethylu.

4.2.25 Vyhodnocovani vznikajicich produkti pomoci UHPLC-UV-MS
Ultra High-Performance Liquid Chromatography (UHPLC) je analyticka separa¢ni

metoda s naslednou detekci délenych slozek. Separace latek probiha na chromatografické
kolon¢ naplnéné vhodnou staciondrni fazi. Vzorek je po naneseni na kolonu undsen mobilni
fazi, pticemz kazda latka ve smési interaguje se stacionarni fazi rozdilné. Dé&lené latky
postupuji kolonou jinou rychlosti a 1isi se tedy svym retencnim €asem. V okamziku, kdy
separovana slozka opousti kolonu, je jeSt¢ analyzovdna UV/VIS detekci a hmotnostni
spektrometrii (MS). UV/ VIS detekovana mize byt latka, ktera je schopna absorbovat svétlo
vlnové délky 200 — 800 nm (musi obsahovat chromofor, napf. systém dvojnych vazeb).
Vystupem je UV chromatogram a UV absorpéni spektrum. Hmotnosti spektrometrie
determinuje hmotu molekuly méfenim poméru hmota/naboj (m/z) jejiho iontu ve vakuu.
Vysledkem tohoto procesu je chromatogram a hmotnostni spektrum.

VSechna méfeni byla provadéna na analyzatoru Acquity UPLC (Waters), ktery je
spojeny s detektorem DAD-UV (detektor diodového pole 2996) a dale s MS detektorem
LCT Premier XE (analyzator ToF, doba letu; time of flight). K méteni byly vyuzity stejné
podminky jako pfi stanovovani latky 4 (OlSovska et al. 2007). Smés byla délena na koloné
Acquity BEH Cig (50 mm x 2,1 mm x1,7 um; Waters) pii konstantni teploté¢ 30 °C. Jako
mobilni faze byly vyuzity 0,1% HCOOH a methanol. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou
byla nastavena na 0,4 ml - min™. Posloupnost priitoku mobilni faze kolonou po nadavkovani
vzorku (5 pl): linearni gradientova eluce (min/% methanolu: 0/5; 1,5/5; 5,5/9,4), vyplach
kolony (1 min, methanol), ekvilibrace kolony (1,5 min, 5% methanol). DAD-UV detektorem
byly zachycovany slozky absorbujici vlnovou délku 200 — 600 nm. Podminky analyzy
nastavené na hmotnostnim spektrometru shrnuje Tab. 4.8. Vyhodnoceni bylo provedeno
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z vyslednych chromatogramii ziskanych UV detekci pomoci programu MassLynx ™ 4.1
(Waters). Integraci piku nespotfebovaného substratu (v UV zaznamu) byla ziskdna hodnota —

plocha piku. Porovnani ziskanych hodnot vzorkl s negativni kontrolou Ize urcit efektivitu

reakce.
Podminky pro MS detekci

Podminka: Hodnota:
rozsah méfenych hodnot (W' mod) 100 — 1000 m/z
referentni latka 2 ug - ml™ leucin-enkefalin acetat
rychlost davkovani referentni latky 5ul-min™
doba skenu 0,1s
pauza mezi skeny 0,01s
pauza mezi skeny pro referentni latku 01s
pauza mezi skeny pfi zméné polarity latky 0,3s
napéti vlozené na kapilaru 2400V
napéti vloZzené na vstup do analyzatoru 240V
pratok dusiku (desolvataéni plyn) 8001-h*
pritok dusiku pti vstupu do analyzatoru 501-h*
teplota dusiku 350 °C
teplota bloku iontového zdroje 120 °C

Tab. 4.8: Podminky analyzy nastavené na hmotnostné spektrometrickém detektoru.
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5 VYSLEDKY

5.1 ZjednoduSené schéma experimentu

kosmid pLK6 (vychozi DNA, souéasti je gen ImbW)

transformace DNA do kmene E. coli JM109

g

preparace kosmidové DNA

g

PCR (namnoZeni sekvence genu ImbW)

g

piecisténi PCR produktu metodou vytiznuti fragmentu z gelu

g

TA klonovani PCR produktu do vektoru pGEM-T Easy

I

modro-bila selekce — vybrani klonu s plazmidem
S vlozenym PCR produktem

g

preparace plazmidové DNA

g

ovéfeni spravnosti sekvence genu ImbW sekvenovanim Stépeni vektoru pET-42b(+) restrikénimi
(primery SP6, T7) enzymy Ndel, Xhol
vystépeni genu ImbW z vektoru pGEM-T Easy opracovani koncii alkalickou fosfatasou
(pomoci restrikénich mist Ndel, Xhol) ﬂ

g

precisténi vektorové DNA
precisténi DNA metodou vyfiznuti fragmentu z gelu

ligace genu ImbW do expresniho vektoru pET-42b(+)
(pomoci restrikénich mist Ndel, Xhol)

g

preparace plazmidové DNA

I

transformace konstruktu do E. coli BL21(DE3)/ E. coli BL21(DE3)/pGroESL

g

heterologni produkce proteinu LmbW

g

purifikace proteinu LmbW

g

testovani aktivity proteinu LmbW in vitro
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5.2 Priprava expresniho vektoru

5.2.1 Amplifikace genu ImbwW

Gen ImbW byl amplifikovan z kosmidu pLK6 pomoci PCR. Pro amplifikaci byly
navrzeny dva primery komplementarni ke koncim genu ImbW. Sekvence primeru Wy, byla
navrzena tak, aby obsahovala restrikéni misto Ndel, které zaroven obsahuje start kodon genu
ImbW, sekvence primeru Wy, byla navrzena tak, aby obsahovala restrikéni misto Xhol.
Pfi optimalizaci podminek PCR byl testovan vliv teploty na nasedani primert. Byl pouzit
gradient teplot 50 °C, 55 °C a 60 °C. Vytézek byl pii vSech pouzitych teplotach srovnatelny.
PCR produkt byl ptecistén z gelu.

5.2.2 Vlozeni genu ImbW do vektoru pGEM-T Easy

Gen ImbW byl pomoci TA klonovani vlozen do vektoru pPGEM-T Easy. Vytvofenym
konstruktem byly transformovany buiiky E. coli JIM109. Modro-bilou selekci byly nalezeny
pozitivni kolonie, které byly kultivaci namnozeny, a poté z nich byla izolovana plazmidova
DNA. Vlozeni ImbW do vektoru bylo ovéfeno kontrolnim vystépenim tohoto genu z vektoru

(Obr. 5.1). Nasledné¢ byla spravnost vlozené sekvence zkontrolovdna DNA sekvenovanim.

5000 bp—»| =
wow W («—— pGEM-T Easy (3015 bp)

1000 bp——| w9 | «——ImbW (1053 bp)

Obr. 5.1: Kontrolni $tépeni vektoru pGEM-T Easy s vlozenym genem ImbW pomoci restrikénich enzymi Ndel
a Xhol (agarosova elektroforéza). M = standard molekulové velikosti DNA.
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5.2.3 Vlozeni genu ImbW do expresniho vektoru pET-42b(+)

Cirkularni expresni vektor pET-42b(+) byl s§tépen restrikénimi enzymy Ndel a Xhol.
Recirkularizaci bylo zabranéno pfidanim alkalické fosfatasy. Gen ImbW s$tépeny z vektoru
PGEM-T Easy byl piecistén a pomoci restrikénich mist Ndel a Xhol byl ligovan do $tépeného
expresniho vektoru pET-42b(+). Pfipravenym konstruktem byly transformovany bunky
E. coli IM109. Z narostlych kolonii byla ziskana plazmidova DNA. Vlozeni ImbW do vektoru

bylo ovéfeno kontrolnim vystépenim tohoto genu z vektoru (Obr. 5.2).

| «——1Imbw (1053 bp)

M

5 000 bp— ! S | «—— pET-42b(+) (5013 bp)
- -
- -
- -

1000 bp— | =

.

Obr. 5.2: Kontrolni $t€peni vektoru pET-42b(+) s vlozenym genem ImbW pomoci restrikénich enzymi Ndel
a Xhol (agarosova elektroforéza). M = standard molekulové velikosti DNA.

5.3 Heterologni produkce proteinu LmbW

K nadprodukci  rekombinantniho  proteinu LmbW bylo vyuzito kmene
E. coli BL21(DE3) a E. coli BL21(DE3)/pGroESL. Pro zjisténi optimalnich podminek
nadprodukce LmbW byla indukovana kultura stejnomérné rozdélena na tii paralelni kultivace
(A, B, C), kter¢ byly dale kultivovany v rozdilnych postindukénich podminkéch: kultivace A
v 17 °C 24 hod, kultivace B ve 28 °C 4 hod a kultivace C ve 37 °C 1 hod. Buiky byly
sklizeny centrifugaci, resuspendovany a sonikovany. Dalsi centrifugaci byl oddélen buné&cny
pelet od supernatantu. Ptipravené vzorky negativni kontroly, supernatantii a sedimentli byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 5.3). Nejvétsiho vytézku bylo dosazeno u kmene
E. coli BL21(DE3) pfi postindukénich podminkach 28 °C/4 hod. Tyto podminky tedy byly

pouzivany pro vSechny nasledujici exprese. Pozitivni vliv produkce chaperoninii na produkci
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LmbW nebyl zaznamenan. Expresi bylo pramérné ziskano 2,8 mg LmbW na 100 ml

kultiva¢niho média.

Vypocétend molekulova hmotnost proteinu LmbW vcetné histidinové kotvy je
40 167 Da.

NK 17 °C 28 °C 37°C

55000 Da—»

35000 Da——>» — —

- — - . AN

) LmbW (40 167 Da)
(a) exprese v E. coli BL21(DE3)

NK 17 °C 28 °C 37°C
M SP SD SP SD SP SD SP SD

55000 Da—»

35000 Da—m» p e - el

— — —_— uu—— S—

(b) exprese v E. coli BL21(DE3)/pGroESL

Obr. 5.3: Nadprodukce proteinu LmbW ve dvou riznych producentech (SDS-PAGE): (a) E. coli BL21(DE3)
(b) E. coli BL21(DE3)/pGroESL. V obou ptipadech kultivace probihala ve tfech riznych postindukénich
podminkach (17 °C/24 hod, 28 °C/4 hod, 37 °C/1 hod). M = standard molekulové hmotnosti; NK = negativni
kontrola; SP = vzorky ptipravené ze supernatantu; SD = vzorky pfipravené z buné¢ného sedimentu.
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5.4 Purifikace proteinu LmbW

Pro purifikaci LmbW metaloafinitni chromatografii byly jako optimalni urceny
nasledujici podminky: po naneseni vzorku na kolonku promyti 5 ml sonika¢niho pufru
se 100mM imidazolem, eluce 5 ml sonika¢niho pufru s 250mM imidazolem. Imidazol byl

ze vzorku odstranén dialyzou.

55 000 Da—»| -

35000 Da—» ®|

LmbW (40 167 Da)

Obr. 5.5. Purifikovany protein LmbW (SDS-PAGE), ktery byl z kolonky uvolnén sonikaénim pufrem s 250mM
imidazolem, na gelu je nanesena 2. frakce. M = standard molekulové hmotnosti.

5.4.1 Urceni kvartérni struktury proteinu LmbW

K ur¢eni podjednotkového uspoiadani proteinu LmbW byla vyuzita BN-PAGE. Na gel
byl nanesen vzorek purifikovaného LmbW (Obr. 5.6). Ze snimku je patrné, ze LmbW ma
zanativnich podminek BN-PAGE pohyblivost odpovidajici velikosti kolem 155 000 Da,
coz zhruba odpovida c¢tyfnasobku vypoctené molekulové hmotnosti monomeru LmbW
(160 668 Da — vcetn¢ histidinovych kotev). LmbW je tedy ve svém nativnim stavu ziejmé
homotetramer.
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=
155 000 Da—» u

SloZeni pufru pro dialyzu
\ Podminky:
20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0
ve
LmbW v nativnim stavu (160 668 Da)
U

Obr. 5.6: Pohyblivost purifikovaného proteinu LmbW za nativnich podminek (BN-PAGE). M = standard
molekulové hmotnosti.

5.4.2 Testovani stability proteinu Lmbw

Pro stanoveni stability LmbW byl testovan vliv skladovacich podminek (teploty
skladovéni a glycerolu; Obr. 5.7), vliv rznych pH (pH 7,0 — 10,0; rzné pufry; Obr. 5.8)
a vliv NaCl (Obr. 5.9). Stabilita byla testovana pomoci BN-PAGE. Pro LmbW je vhodné&;jsi
vyssi pH (8,0 — 10,0) a prostiedi bez piidavku NaCl. Po delsi dob¢ skladovani ve 4 °C zacina
protein LmbW agregovat (v fadech tydni). Pro dlouhodobé skladovani byla tedy volena
teplota -20 °C.

M M A B cC D
— p—— P SloZeni puf-ru pro dialyzu
20 mM Tris-HCI; pH 8,0
bt
155 000 Da—» - e - “ Podminky skladovéni
Vzorek: Podminky:
A 4°C
B -20 °C
. .- C -20 °C; 25% glycerol
D -20 °C; 50% glycerol
U

Obr. 5.7: Stabilita LmbW v riznych skladovacich podminkach (BN-PAGE). Snimek vlevo ukazuje purifikovany
protein LmbW naneseny na gel ihned po dialyze. Snimek vpravo ukazuje ten samy vzorek, aplikovany

ve stejném mnoZstvi, po téech tydnech skladovani v riznych podminkach (A - D). M = standard molekulové
hmotnosti.
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M A “A B ¥B C ¥ D %D M A %A B ¥B C %C D %D
P . = F e
= - e =
o )t
| WD S war S— — — — -
-9 e
.
'
M E G
—
SloZeni pufru pro dialyzu
u Vzorek: Podminky:
m—
155000 Da—> -— A 25 mM HEPES-NaOH; 100 mM NaCl: pH 7,0
B 30 mM glycin-HCI; 100 mM NacCl; pH 9,0
- C 20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0
D 20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 20% glycerol; pH 8,0
E 30 mM glycin-HCI; 100 mM NacCl; pH 9,0
.
v F 30 mM glycin-HCI; 100 mM NaCl; pH 9,5
G 30 mM glycin-HCI; 100 mM NacCl; pH 10,0

Obr. 5.8: Stabilita LmbW v rizném pH (rtizné pufry; BN-PAGE). Snimek vlevo nahoie ukazuje protein LmbW
naneseny na gel ihned po dialyze, ve dvou ruznych koncentracich (c; '4c). Snimek vpravo nahofe ukazuje
ty samé vzorky, aplikované ve stejném mnozstvi, po jednom tydnu skladovani ve 4 °C. pH 8,0 a vyssi je
pro LmbW vhodnéjsi. Snimek dole ukazuje jiny vzorek purifikovaného LmbW v pH 9,0; 9,5 a 10,0 naneseny

na gel ihned po dialyze. M = standard molekulové hmotnosti.

155 000 Da—»

M A B M A B
E H__
L -
e -

SloZeni pufru pro dialyzu

Vzorek: Podminky:
A 50 mM Tris-HCI; pH 8,0
B 50 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0

Obr: 5.9: Vliv NaCl na stabilitu LmbW (BN-PAGE). Snimek vlevo ukazuje purifikovany protein LmbW
naneseny na gel ihned po dialyze. Snimek vpravo ukazuje ty samé vzorky, aplikované ve stejném mnozstvi,
po tiech tydnech skladovani ve 4 °C. M = standard molekulové hmotnosti.
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5.5 Testovani enzymové aktivity proteinu LmbW

Pro protein LmbW byla navrzena methyltransferasova aktivita (Peschke et al. 1995).
Prvni dva kroky PPL dréhy, katalyzované proteiny LmbB2 a LmbBl1, jsou jiz prokézané
in vitro testy s prislusnymi rekombinantnimi proteiny (Novotna et al. 2013; Novotna et al.
2004; Colabroy et al. 2008). Tyto proteiny generuji unikatni 4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-
2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylovou kyselinu (latka 4). Dle nové navrzeného konceptu
C-methyltransferasa LmbW zavisla na SAM katalyzuje reakci nasledujici, kde k latce 4
pfipojuje methylovou skupinu (Obr. 5.10).

Enzymova aktivita proteinu LmbW byla testovana in vitro. Zakladnimi slozkami
reakéni smési byly: LmbW (enzym), latka 4 (substrat enzymu) a SAM (donor methylové
skupiny). Jako negativni kontrola byly pouzivany paralelni vzorky o stejném slozeni, ale
s denaturovanym proteinem LmbW (denaturace LmbW zahtatim na 80 °C, 15 min). Reakce
byly zastavovany inaktivaci LmbW ptidanim HCOOH (do finalni koncentrace 1% HCOOH).
Reakéni smési byly analyzovany pomoci UHPLC-UV-MS. Vyhodnoceni bylo provedeno

ze ziskanych chromatogrami a hmotnostnich spekter naméfenych v pozitivnim modu.

COOH COOH
4 6:
HN N\

== M’
SAM
HOOC / HOOC \

o} o}

Obr. 5.10: Reakéni schéma znazornujici predpokladanou pieménu latky 4 enzymem LmbW na latku 6
Vv piitomnosti SAM. Cervena Cisla oznacuji dané latky.

5.5.1 Stanoveni enzymové aktivity proteinu LmbwW

To, zda protein LmbW v pfitomnosti latky 4 néjakou enzymovou aktivitu vykazuje,
bylo nejprve testovano v experimentu, kde byl sledovan ubytek substratu v reakci v zavislosti
na absolutnim mnozstvi proteinu LmbW. Podminky a sloZeni reakéni smési ukazuje Tab. 5.1.
Z diivejSich experimentl nasi laboratofe je znamo, ze latka 4, kterd jako chromofor obsahuje
systétm konjugovanych dvojnych vazeb, pfi UV detekci absorbuje svétlo vinové délky
405 nm. Tato vinova délka byla tedy extrahovana ze ziskaného UV zaznamu (Obr. 5.11a).

V hmotnostnim spektru piku s retenénim Casem odpovidajicim latce 4 (na Obr. 5.11a
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3,68 min) byla soucasn¢ ovéfena ptitomnost iontu odpovidajicimu latce 4 (Obr. 5.11b).
Integraci plochy piku v jednotlivych UV zaznamech byly ziskdny hodnoty vypovidajici
0 tom, Kkolik substratu bylo v reakci spotfebovano. Z grafu (Obr. 5.12) je patrné, ze nejvice
substratu bylo proteinem LmbW spotiebovano v reakci sjeho nejvyS$im absolutnim

mnozstvim, tedy 100 pg.

0,1 png; 1pg; 10 pg; 100 pg LmbW
10 mM latka 4
2 mM SAM
50 mM Tris-HCI
celkovy objem reakce: 100 pl
podminky reakce: pH 8,0; 28 °C; 60 min

Tab. 5.1: Podminky a sloZeni reakéni smési v experimentu, ve kterém byla sledovana spotieba substratu
proteinem LmbW v zavislosti na jeho absolutnim mnozstvi v reakei.

(@ latka 4
5 0e-2 368
o]
<
0 ettt ettt 35 [N ]
2 00 4.00 6.00
(b) 212 0548 [4+H]"

=
T

11829858  |213.0584

relativni zastoupeni _;
b

=

) | I L , L
IIIIIIIIIhIIIIIIIIIIIIIm/Z

178 200 225 250 275

Obr. 5.11.

(a) Chromatogram extrahovany pro vinovou délku 405 nm ukazuje nespotiebovany substrat v reakci se 100 pg
proteinu LmbW.

(b) Hmotnostni spektrum ukazuje piitomnost latky 4 na zakladé detekovaného iontu [4+H]".
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Obr. 5.12: Mnozstvi nespottebovaného substratu v zavislosti na absolutnim mnozstvi proteinu LmbW v reakci
(0,1 ug; 1 ug; 10 pg; 100 pg). Pozn. mensi hodnota plochy piku nespotiebovaného substratu znamena, Ze vice
substratu bylo pfeménéno proteinem LmbW smérem k produktu.

V nasledujicim experimentu byl sledovan ubytek substratu (latky 4) v cCase.
Experiment byl proveden ve tiech nezavislych paralelnich pokusech. Ve stanovenych ¢asech
byly odebirany alikvoty, ke kterym byla ihned piidana HCOOH k denaturaci proteinu.
Negativni kontrolou byly vzorky s tepelné¢ denaturovanym proteinem LmbW a odpovidaji
¢asu ,,0 min“. Do reakce byla pouzita vyssi koncentrace SAM a nizsi koncentrace latky 4,
nez v pfedchozim experimentu tak, aby jejich molarni mnozstvi bylo ekvivalentni. Vyssi
koncentrace SAM v reakci ale znamenala také nutnost zvysit koncentraci Tris-HCI pufru
(z 50 mM Tris-HCI na 100 mM Tris-HCI), nebot’ SAM (ve form¢ dihydrochloridu) pH reakce
vyznamné posouval smérem do kyselé oblasti. SloZeni reakéni smési ukazuje Tab. 5.2. Z UV
zdznamu extrahovaného pro vinovou délku 405 nm je vidét ubytek substratu po 120 minutach
reakce (Obr. 5.13). Z grafu vyplyva (Obr. 5.14), ze po 10 minutach jiz nedochazi k zadné

vyznamné konverzi substratu.

200 pg LmbW
4 mM latka 4
4 mM SAM
100 mM Tris-HCI
celkovy objem reakce: 200 pl
podminky reakce: pH 8,0; 28 °C; 0 — 120 min

Tab. 5.2 Podminky a slozeni reakéni smési v experimentu, ve kterém byla sledovana spotfeba substratu
proteinem LmbW v ¢ase.
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latka 4

2.0e-1 3.66
)
Negativni kontrola: <
0o p—————— rrepppp———— (as [min]
2.0e-1
Reakce s LmbW: 2
J.63
D-DIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEas[min]
2.00 4.00 6.00

Obr. 5.13. Chromatogramy extrahované pro vinovou délku 405 nm ukazuji Gbytek substratu (latky 4) v reakci
po 120 minutach.
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Obr. 5.14: Spotieba substratu proteinem LmbW v ¢ase. Chybové tsecky urcuji smérodatnou odchylku méieni
(n=3).

Pro srozumitelnost ziskanych vysledka, které budou nyni uvadény, nasleduje Tab. 5.3,
ve které jsou uvedeny vsechny dale diskutované latky a jim odpovidajici ionty detekované
MS detektorem (hmotnostné spektrometrickym detektorem). Navrzené struktury téchto latek

jsou pak znazornény na nasledujicim Obr. 5.15.
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Latky hledané/detekované v chromatogramech

Latka: Detekovany ion: | m/z iontu: | Retenéni ¢as[min]:

latka 4 (pfedpokladany substrat LmbW) [4+H]" 212,0559 ~3,7

, i . [7+H] 230,0665 ~06
latka 7 klicka f latky 4 :

dtka 7 (acyklicka forma ldtky 4) [7-H,0+H]" | 212,0559 ~06
latka 6 (pfedpokladany produkt reakce) [6+H] 226,0715 > nez latka 4

) o, ) [8+H]" 244,0821 ~0,6
latka 8 klicka f latky 6 :

dtka 8 (acyklicka forma litky 6) [8-H,O+H]" | 226,0715 ~06

Tab. 5.3. Latky hledané/detekované v chromatogramech a jejich vybrané charakteristiky.

COOH COOH
LmbwW >
SAM
HOOC HOOC
ﬂ HCOOH HCOOH ﬂ
9

9

\\
HOOC HOOC

Obr. 5.15: Reakéni schéma znazorfiujici piedpokladanou pieménu latky 4 proteinem LmbW na latku 6
Vv ptitomnosti SAM a pfechod na acyklické formy téchto latek vlivem kyselého prosttedi. Cervena ¢isla oznacuji
dané latky.

Extrahované chromatogramy pii 405 nm jasné ukazaly, ze latka 4 je v reakci S LmbW
spotfebovavana (Obr. 5.13). V chromatogramech bylo dale nutné stanovit i ocekavany
produkt, tedy latku 6. Ta by méla byt diky pfipojené methylové skupiné méné polarni
nez latka 4. Piedpokladalo se tedy, ze vznikajici produkt bude detekovan jako pik
extrahovany stejné jako latka 4 pii 405 nm, ovSem s retenénim Casem vySS$im neZ je tomu
u latky 4, tedy dle Obr. 5.13: > 3,66 min. Takovyto pik se vSak v chromatogramech
extrahovanych pii 405 nm nenachdzi.

P#i extrakci chromatogramu pro ion [4+H]®, ktery odpovida substratu, byl kromé
majoritniho piku s retencnim ¢asem odpovidajicim latce 4 (na Obr. 5.16a — 3,77 min), nalezen

i dalsi, minoritni pik (na Obr. 5.16a — 0,65 min). Hmotnosti spektrum odpovidajici tomuto
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minoritnimu piku ukazalo pfitomnost iontu jiné formy latky 4 (Obr. 5.16b). Bylo zjisténo,
ze behem chromatografické analyzy dochazi zfejmé vlivem kyselych podminek k hydrolyze
peticetného kruhu latky 4 a vznika jeji acyklickd forma, latka 7. Latka 7 je detekovana
prevazné jako fragment vznikly ztratou hydroxylové skupiny béhem ionizace ve zdroji, tedy
jako ion [7-H,0+H]", ktery ma hodnotu m/z stejnou jako ion latky 4 [4+H]". Proto jsou piky
obou latek zobrazeny v chromatogramu extrahovaném pro tentyz ion (m/z 212,0559).
Rozdilné reten¢ni Casy latky 4 a latky 7 odpovidaji piedpokladané odlisné polarité cyklické
a acyklické formy.

Dle téchto zjisténi se tedy nové predpokladalo, ze pokud béhem analyzy dochazi
K hydrolyze latky 4 a tim k jeji pfeméné na latku 7, bude zfejmé dochéazet k podobnému jevu
i U vznikajiciho produktu — u latky 6. Byl tedy extrahovan chromatogram pro ion odpovidajici
latce 8, [8+H]", ktery by dle piedpokladu mél v kyselych chromatografickych podminkach
odpovidat produktu reakce a jeho pfitomnost by tedy méla potvrdit methyltransferasovou
aktivitu proteinu LmbW. Tento chromatogram ukazuje Obr. 5.17a. Hmotnostni spektrum
odpovidajiciho piku (Obr. 5.17b) ukazuje nejen pfitomnost hledaného iontu [8+H]", ale také
fragmentu tohoto iontu [8-H,O+H]", tedy stejné jako je tomu u substratu — latky 4. Ani jeden
z téchto iontd ([8+H]"; [8-H,O+H]") nebyl v negativni kontrole detekovan. Timto tedy byla

potvrzena methyltranferasova aktivita proteinu LmbW.
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210 220 230 240
Obr. 5.16:

(a) Chromatogram extrahovany pro ion [4+H]" 0 m/z 212,0559 odpovidajici iontu cyklického substratu reakce,
latce 4. Hodnota m/z 212,0559 vsak odpovida i iontu acyklického substratu — latce 7, ktery béhem analyzy ztratil
molekulu H,0, tedy iontu [7-H,0+H]".

(b) Hmotnostni spektrum piku s retenénim ¢asem 0,65 min ukazuje piitomnost iontu latky 7 na zakladé
detekovanych iontt [7+H]" a [7-H,O+H]".
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Obr.5.17:

(a) Chromatogram extrahovany pro ion [8+H]" o m/z 244,0821 odpovidajici acyklickému produktu reakce,
latce 8.

(b) Hmotnostni spektrum ukazuje pfitomnost latky 8 na zakladé detekovanych iontéi [8+H]" a [8-H,O+H]".

5.5.2 Optimalizace podminek pro aktivitu proteinu Lmbw

Utelem nasledujicich pokusti bylo zjistit, zda ma néktera z podminek zasadni vliv
na aktivitu LmbW. Reakce, které testovaly urcitou podminku, mély vZdy shodné sloZeni
a lisily se jen vjedné testované podmince. Data k t€émto experimentim nejsou uvedena,

uvedeny jsou pouze predbézné zavery.

5.5.2.1 Vliv teploty na pribéh reakce

Vliv teploty, pii které reakce probiha, na enzymovou aktivitu LmbW byl testovan
v experimentech, ve kterych byly srovnavany teploty: 18 °C, 23 °C, 28 °C, 32 °C, 37 °C
a 42 °C. Cilem tohoto pokusu nebylo zjistit, jak rychle reakce probiha, kinetické parametry
V této praci stanovovany nebyly, cilem bylo pouze determinovat, zda teplota je ¢i neni
pro pfeménu substratu proteinem LmbW limitujicim faktorem. Ziskana data neukazala

vyznamnéjsi rozdily, pouze pii 42 °C byla efektivita pfemény substratu na produkt o néco
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men$i, nez v ostatnich testovanych teplotach. Teplota ve sledovaném rozmezi tedy

pravdépodobné neni limitujicim faktorem reakce katalyzované proteinem LmbW.

5.5.2.2 Vliv NaCl na pribéh reakce

Protein LmbW byl vzdy purifikovan pomoci pufri obsahujicich 100 mM NaCl.
Srovnani proteinu LmbW dialyzovaného do pufru s NaCl s proteinem LmbW dialyzovaného
do pufru bez NaCl na snimku z BN-PAGE ukazovalo ve prospéch nepiitomnosti soli
(Obr. 5.9). To, zda sl ma vliv i na prabéh reakce, bylo testovano v reakcich, které se lisily
V jeji koncentraci (0 mM NaCl; 100 mM NaCl). Nepatrné vétsi efektivity pfemény substratu
na produkt bylo dosazeno v reakcich bez pfidavku soli, usuzuji tedy, ze NaCl vyznamny vliv

na aktivitu LmbW pravdépodobné také nema.

55.2.3 Optimalizace pH

Aktivita proteinu byla testovana v pH 7,0; 7,5, 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 a 10,5.
Dle vysledku je protein LmbW schopny pieménovat sviij substrat ve vSech testovanych pH.
Vhodngjsi se zda byt pH spise vyssi (9,0 — 10,0), coz je v souladu s vysledky testovani
stability LmbW v riznych pH pomoci BN-PAGE (Obr. 5.8). VpH 7,0 a 7,5 m¢l protein

LmbW tendenci ¢asteéné agregovat.

5.5.3 Schopnost proteinu LmbW katalyzovat piipojeni alternativniho

alkylu

Déle bylo testovano, zda je protein LmbW schopny ptipojit k latce 4 i delsi alkylovy
fetézec nez methyl. Pro tento experiment bylo nejprve nutné ptipravit donory alkylovych
skupin, které nejsou komercné vyrabéné. Syntetizovan byl SA-allyl a SA-krotyl. Syntéza
analogu SA-ethylu, ktery je nejvice podobny SAM, nebyla Gspésna. Do experimentu byl
vybran SA-allyl, ktery se povedlo pfipravit ve vyznamné vEétSsim mnozstvi nez SA-krotyl
(Obr. 5.18).
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Obr. 5.18: Chromatogramy extrahované pro hodnotu m/z odpovidajici iontam latek:
(a) SA-krotyl:[SA-krotyl+H]*; m/z 439,1764.
(b) SA-allyl: [SA-allyl+H]"; m/z 425,1607.

Z ptedchozich experimenti s LmbW bylo ziejmé, ze pH 7 je nevyhovujici. Vzhledem
K tomu, ze pfi piipravé SAM analogt jsou jednotlivé reagujici slozky rozpoustény v HCOOH,
vysledné pH roztokt téchto analogt je velmi nizké. Pufrovaci kapacita glycinového-HCI
pufru (40 mM) nebyla dostate¢na, vyssi koncentrace by ale ziejmé znamenala agregaci
LmbW. Bylo tedy nutné pH roztokd analogl zvysit pfidavkem NH4OH. Slozeni a podminky
reakéni smési ukazuje Tab. 5.4. Negativni kontrolou byla reakce ve stejném slozeni,
s denaturovanym LmbW. Reakéni smés byla analyzovana pomoci UHPLC-UV-MS. Tab. 5.5
ukazuje 1atky a jim odpovidajici ionty hledané v chromatogramech. Navrzené struktury téchto
latek jsou pak znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 5.19). Z vyslednych chromatogramu
extrahovanych pro hodnotu m/z odpovidajici iontu oéekavaného produktu [10+H]" je patrné,

ze LmbW je schopny katalyzovat ptipojeni allylu k latce 4 (Obr. 5.20).

SA-allyl [~ 77 nmol - 1]
40 mM glycin-HCI pufr (pH 10,0)
dH,0 (do finalniho objemu reakce 30 pl)
29 — 31% NH,OH [3 pl]
30 pg LmbW (pH 10)
4 mM latka 4
podminky reakce: vysledné pH 8,0; 28 °C; 30 min

Tabulka 5.4: SloZeni reakéni smési a podminky v reakci pro zjisténi schopnosti methyltransferasy LmbW
katalyzovat pfipojeni allylu k latce 4. Jednotlivé slozky byly michany v uvedeném potadi.
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Latky hledané/detekované v chromatogramech

Latka: Detekovany ion: m/z iontu: | Reten¢ni ¢as [min]:

latka 4 (pfedpokladany substrat LmbW) [4+H]" 212,0559 ~3,7

. o . [7+H]" 230,0665 ~0,6
latka 7 klicka fi latky 4 ’

atka 7 (acyklicka forma latky 4) [7-H,0+H]" 212 0559 06
latka 9 (pfedpokladany produkt reakce) [9+H]" 252,0872 > ney latka 4

. - , [10+H]" 270,0978 ~24
latka 10 klicka fi latky 9 ; ’

dtka 10 (acyklickd forma ldtky 9) [10-H,0+H] 252,0872 ~24

Tab. 5.5. Latky hledané/detekované v chromatogramech a jejich vybrané charakteristiky.

COOH
4
HN

HOOC. Z HOOC

OH OH ™

Obr. 5.19: Reak¢ni schéma znazoriujici pfedpokladanou pfeménu latky 4 proteinem LmbW na latku 9
v ptitomnosti SA-allylu a pfechod na acyklické formy té€chto latek vlivem kyselého prostiedi. Cervena Eisla

oznacuji dané latky.
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Obr. 5.20:

a) Chromatogram extrahovany pro ion [10+H]" o m/z 270,0978 odpovidajici acyklickému produktu reakce,
latce 10.

(b) Hmotnostni spektrum ukazuje pfitomnost latky 10 na zakladé detekovanych ionti [10+H]" a [10-H,0+H]".
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6 DISKUZE

Tato prace navazuje na vysledky P. JiraCkové (2012). To, Ze rekombinantni protein
LmbX nebyl v in vitro reakci a dokonce ani v systému in vivo schopny pfeménit meziprodukt
PPL drahy generovany proteiny LmbB2 a LmbB1 (latku 4), jak bylo pfedpokladano (Brahme
et al. 1984b), spolu s dalsimi zjisténimi nekonzistentnimi se stavajicim konceptem, zménilo
pohled na PPL drahu a vedlo k jeji celkové revizi. Do nového konceptu bylo tfeba vyftesit
funkci Ctyt zbyvajicich proteini: LmbW, LmbA, LmbX a LmbY, které by mély v biosyntéze
PPL prekurzoru participovat. V souladu se vSemi dosavadnimi poznatky bylo navrzeno,
ze posledni prokdzany meziprodukt drahy, latka 4, by mohla byt dale pfeménovana domnélou
C-methyltransferasou LmbW. Toto misto se zd4d byt v biosyntéze PPL pro methylaci
nejvhodnéjsi. Ve srovnani s ptivodné navrzenym substratem methyltransferasy LmbW, je
noveé predpokladanym substratem latka chemicky rozdilna (latka 5 vs. latka 4, Obr. 2.11).
Cilem této prace bylo nejen prokazat navrhovanou methyltransferasovou aktivitu proteinu
LmbW, ale pfedev§im potvrdit zafazeni LmbW do nového konceptu PPL dréhy, tedy
do jiného stupné biosyntézy, bezprosttedn¢ za biochemicky prokazané prvni dva kroky drahy.

Bez ohledu na vysledky ziskané v ramci této diplomové prace bylo jiz diive v literatuie
mozné nalézt experimentalni data a informace, které navrhované hypotézy, predevsim

navrhovanou methyltransferasovou aktivitu proteinu LmbW, dobie podporovaly:

» Podpora navrhované methyltransferasové aktivity proteinu LmbW:

Sekvencni analyza LmbW (Peschke et al. 1995), inaktivaéni experimenty (Jira¢kova
2012) i neptitomnost homologu ImbW v tomaymycinovém biosyntetickém shluku (Li et al.
2009b) byly velmi silnou podporou navrhované methyltransferasové aktivity LmbW.
V proteinové databazi bylo také mozné nalézt dva proteiny podobné LmbW, jejichz
methyltransferasova aktivita jiz byla prokazana. Jedna se o C-methyltransferasu MrsA
(sekvencni identita s LmbW je 26 %), kterd se ucastni biosyntézy rostlinného toxinu
3-methyl-argininu (Braun et al. 2008) a dale pak o C-methyltransferasu MppJ (sekvenc¢ni
identita s LmbW je 27 %) ucastnici se biosyntézy manopeptimycint, lipoglykopeptidovych
antibiotik (Huang et al. 2009).

75



» Podpora latky 4 jako vhodného substratu pro protein LmbW:

Nov¢ navrzeny substrat, latka 4, se zda byt pro methylaci proteinem LmbW vhodné;jsi,
nez puvodni latka 5. Latku 5 v reakci s LmbW testovat nelze, jelikoz neni dostupna. Latka 4
a latka 5 jsou chemicky rozdilné natolik, Ze i mechanizmus methylace by musel byt rozdilny.
Podporu toho, ze latka 4 je kmethylaci vhodnéjsi, nez latka 5, bylo mozné nalézt
Vv substratech methyltransferas MrsA a MppJ. Chemické okoli mista v substratu, kde dochazi
k methylaci, se v obou pfipadech podoba latce 4 (Obr. 2.16, Obr. 2.17b). Vyznamna
je predev§im pfitomnost keto skupiny na uhliku sousedicim s atomem uhliku, ktery je
methylovan. U Mppl] je dokonce pfitomnost této keto skupiny navrhovana jako jeden
z rozhodujicich faktori methylace (Huang et al. 2009). Jak bude jesté¢ dale diskutovano,
stejnému mechanizmu methylace (tedy methylace latky 4) nasvéd¢uje i podobné optimalni
pH vsech téchto tii methyltransferas (LmbW, MrsA, MppJ).

Podjednotkové uspoiadani a stabilita proteinu LmbW

Expresi v heterolognim producentovi E. coli BL21(DE3) byl nadprodukovan
rekombinantni protein LmbW. Pomoci BN-PAGE byl sledovan vliv riznych podminek
na stabilitu tohoto proteinu. LmbW se zda byt stabilnim proteinem po dlouhou dobu
skladovani v -20 °C (v tadech tydnt). Teplotu 4 °C lze vyuzit spiSe pii kratkodobém
skladovani. Glycerol a NaCl maji na stabilitu LmbW spiSe negativni vliv. Pro LmbW se jako
optimalni jevi pH spiSe zasaditéjsi — pH 9,0 — 10,0. Pomoci BN-PAGE bylo také zjistovano
pravdépodobné  podjednotkové  uspofadani  proteinu  LmbW. Rychlost pohybu
v polyakrylamidovém  gelu ukazuje na  oligomerni  strukturu, pravdépodobné
homotetramerickou. MppJ je své kvartérni struktufe homodimer (Zou et al. 2014), kvartérni
struktura MrsA prozatim publikovana nebyla. Methyltransferas tetramerickou strukturou
nebylo popsano mnoho (shrnuto v Schubert et al. 2003), ale existuji. Pfikladem

je O-methyltransferasa MycE tucastnici se biosyntézy mycinamicinl, makrolidovych

antibiotik (Akey et al. 2011).

Testovani enzymové aktivity proteinu LmbwW

Enzymova aktivita LmbW byla testovana in vitro v reakcich se substratem proteinu —
latkou 4 a dale za pfitomnosti donoru methylové skupiny — SAM. VSechny analyzy reakénich
smési byly provadény pomoci UHPLC-UV-MS. Ze ziskanych UV zaznami extrahovanych
pro vinovou délku 405 nm byl vreakci saktivnim LmbW oproti negativni kontrole

(inaktivovany LmbW) pozorovan znatelny ubytek substratu. Predpoklddany produkt reakce —
76



latka 6 (Obr. 5.15), vSak v chromatogramech extrahovanych pro hodnotu m/z jejiho iontu,
nebyla detekovana.

Bylo zjisténo, ze kyselé podminky chromatografické analyzy maji vyznamny vliv
na struktury analyzovanych latek. Jiz samotny vychozi substrat byl v chromatogramech
pozorovan ve smési s jeho acyklickou formou, latkou 7 (Obr. 5.15). Ziejm¢ dochazi
k hydrolyze péticetného kruhu, ktery obsahuje hydrolyzovatelnou enaminovou vazbu, a tim
tedy kin vitro tvorb¢ acyklické formy latky 4. Toto pozorovani je v souladu i s dalsimi
publikacemi, které tento jev také popisuji (Colabroy et al. 2008; Saha et al. 2015).

V souladu s timto zjisténim bylo tedy nové piedpokladano, ze k podobnému jevu bude
ziejmé dochazet i u oCekavaného produktu, u latky 6. V chromatogramech byl tedy hledan ion
latky, ktery by svou ptesnou molekulovou hmotnosti odpovidal iontu methylované latky 7.
Takovyto ion, odpovidajici latce 8 (Obr. 5.15), opravdu detekovan byl. Na zakladé tohoto
zjisténi bylo zvazovano, zda nejprve nedochazi k pfeméné latky 4 na latku 7, kterd je pak
vychozim substratem proteinu LmbW. Tato moznost vSak neni piili§ pravdépodobnd. Latka 7
je totiz velice nestabilni (jeji polocas rozpadu je v fadu sekund; Saha et al. 2015), methylace
navic probiha v bazickém prostredi, které rovnéz ptispiva spiSe k pfeméné acyklické latky 7
na cyklickou latku 4. Zda se tedy, ze latka 6 (v in vivo systému ziejmé skuteény produkt
reakce), ktera vibec detekovana nebyla, je ke kyselym podminkdm analyzy mnohem vice
senzitivni nez latka 4, ktera se v chromatogramech objevuje 1 v cyklické formé. Rovnovaha
tautomeri vychozi latky 4 je posunuta smérem k enaminu (keto tautomer; Saha et al. 2015).
Ptipojeni methylové skupiny klatce 4 ziejmé bude posouvat rovnovdhu tautomeri
vznikajiciho produktu smérem k iminové formé (enol tautomeru), kterd mize byt v disledku
pfi¢inou vyssi senzitivity k hydrolyze kruhu v kyselém prostfedi a latku 6 tak neni mozné
v chromatogramech pozorovat. To, Ze latka 8 je skute¢né hydrolyzovany produkt enzymu
LmbW déle podpofila i analytickd podobnost latky 8 (acyklicky produkt) s latkou 7
(acyklicky substrat). Ob¢ tyto latky maji podobnou polaritu (a tedy retencni ¢as) a navic byl
v chromatogramech také determinovan stejny fragmentacni profil (fragmenty latek vznikajici
béhem analyzy) odpovidajici ztraté hydroxylové skupiny, kterd je pfitomnad v obou téchto
latkach. Timto tedy byla potvrzena nejen methyltransferasova aktivita proteinu LmbW,
ale predevsim bylo prokdzéno, ze LmbW svoji aktivitou a schopnosti katalyzovat pfeménu

latky 4 na latku 6 skute¢né zapada do nove navrhovaného konceptu PPL drahy.
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Zhodnoceni efektivity konverze latky 4 na latku 6 methyltransferasou LmbW a hledani
optimalnich podminek reakce

Vyhodnoceni efektivity reakce bylo provedeno z chromatogramii extrahovanych
pro vinovou délku 405 nm. Integraci piku, odpovidajiciho latce 4, byly ziskany hodnoty, které
byly vyneseny do grafu. Bylo ukazano, kolik substratu bylo v zavislosti na absolutnim
mnozstvi proteinu LmbW v reakci ¢i v zavislosti na délce reakce proteinem LmbW
spotfebovano. Pfeména latky 4 na jeji acyklickou formu (latku 7) vlivem analyzy znemoznuje
jeji zachyceni UV detektorem. Otevienim kruhu ztraci molekula schopnost absorbovat svétlo,
a tim padem ji nelze kvantifikovat integraci plochy odpovidajiciho piku. Tento fakt mtze
vysledné hodnoty nekonvertovaného substratu zkreslovat. Intenzita a zavislosti, s jakou
je latka 4 pfeménovana na latku 7, neni prozatim zndma. Nicméné z paralelné¢ naméfenych
hodnot se zda, Ze se analyzou timto zpusobem vzdy ,ztratilo zhruba stejné mnozstvi
substratu. Hodnoty lze tedy brat jako dostateéné vypovidajici o pfeméné substratu proteinem
LmbW, nebudou vSak zcela pifesné z pohledu kvantitativniho zhodnoceni. Nicméné,
ze ziskanych dat vyplyvalo, ze LmbW v reakci pfeméni zhruba 50 % vlozeného substratu.
V nasledujicich experimentech tedy byl hledan faktor, ktery by mohl byt limitujicim prvkem
této methyltransferasové reakce.

Ziskana data ukazala, Ze nejvice substratu je pfeménéno béhem prvnich péti minut
reakce. Kinetika reakce katalyzované enzymem LmbW z vySe uvedenych diivodi v této praci
stanovovana nebyla. Konstanty Kcit @ Ky u proteintt podobnych LmbW, MrsA a MppJ, byly
stanoveny jako 85 min™ resp. 48 min™ a 7,5 mM resp. 2,5 mM (Braun et al. 2010; Huang
et al. 2009). Methylace je tedy v obou piipadech rychla a ziejmé obdobné progresivni bude
1 enzym LmbW. Reakce byly standardné zastavovany po jedné hoding, nedostate¢ny cas
pro pieménu substratu smérem k produktu jako mozZna pfi¢ina nizkého vytéZku reakce
je nepravdépodobna.

Reakce standardné¢ probihaly ve 28 °C. Byl testovan vliv rizny teplot (18 °C — 42 °C)
na efektivitu reakce, teplota se vSak nezda byt hledanym limitujicim faktorem.

Optimalni pH pro MrsA bylo uréeno jako pH 9,0 (v pH 7,0 mél MrsA snizenou
katalytickou aktivitu tiikrat, v pH 10,0 dokonce desetkrat; Braun et al. 2010). Pro MppJ bylo
jako optimalni stanoveno pH 8,0 (Huang et al. 2009). U LmbW byl testovan vlivu pH
v rozmezi 7,0 — 10,5. Ve sledovaném rozmezi byl LmbW stale enzymaticky aktivni. Jako
optimalni se jevilo pH 9,0 — 10,0 (coz je vsouladu i svysledky BN-PAGE). Naopak,
testované pH 7,0 a 7,5 bylo pro LmbW nevyhovujici. Ani pH se ve sledovaném rozmezi

nezdalo byt limitujicim faktorem reakce.
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Koncentrace jednotlivych reaktantd (LmbW, latka 4, SAM) byly odvozeny
z n¢kterych dostupnych publikovanych dat (Braun et al. 2010; Huang et al. 2009; Bauer et al.
2014). Bylo zjisténo, ze i po 120 minutach v reakci stale zustava dostatek SAM. Vzhledem
K tomu, Ze zadna z vySe uvedenych podminek viditelné nelimituje reakci, do popiedi se tak
dostava moznost zpétnovazebné inhibice vznikajicimi produkty. Slaba inhibice
S-adenosyl-L-homocysteinem (zbytek SAM po odnéti methylové skupiny) byla popsana
nejméné u eukaryotické glycinové SAM-MT (Kerr 1972).

V piipadé in vitro testovani methyltransferas MrsA a MppJ nebylo nezbytné nutné
ptidavat do reakci dalsi latky (Braun et al. 2010; Huang et al. 2009). I kdyz se v soucasné
dob¢ neptedpoklada, ze LmbW ke své aktivité néjakou dalsi latku vyzaduje, vyloudit to nelze.
Napiiklad pfi funkénim testovani MycE a MycF, O-methyltransferas zapojenych
do biosyntézy mycinamicint, bylo zapotiebi do reakce pfidavat 10 mM MgCl, i pies to,
ze zéavislost na kovovém kofaktoru nebyla predpokladana. Aktivitu téchto proteinti podpoftila

navic i pfitomnost dal3ich iontii jako Co®*, Fe**, Mn?* & Zn** (Li, Anzai et al. 2009).

Testovani enzymové aktivity proteinu LmbW — schopnost LmbW Kkatalyzovat pripojeni
alternativniho alkylu

Linkomycin A a B se lisi jen délkou bo¢niho alkylového fetézce (Argoudelis et al.
1965), piesto je jejich biologicka aktivita velmi rozdilna (shrnuto v Spizek et al. 2004). Bylo
ukazano, ze délka a modifikace postranniho fetézce pripojeného k molekule prolinu ma
na biologickou aktivitu linkosamidti vyznamny vliv (Magerlein 1971).

Soucasti této prace byl 1 experiment, ve kterém se podafilo v reakci katalyzované
methyltransferasou  LmbW pfipojit k substratu (latka 4) namisto methylu delsi allyl.
Pivodnim zamérem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je LmbW k latce 4 schopen piipojit
ethyl, ktery do celkové struktury vysledného aminokyselinového prekurzoru nezasédhne
v takové mife jako allyl, nicméné analog SAM s touto alkylovou skupinou se nepodatilo
pfipravit. Dlivodem je zfejmé to, Ze ethyl bromid (vychozi donor ethylové skupiny), ve své
struktufe neobsahuje, na rozdil od allyl bromidu a krotyl bromidu, dvojnou vazbu a neni tak
vhodnym alkyla¢nim ¢inidlem.

Z literatury je zifejmé, ze substratova specifita proteini PPL drahy katalyzujicich
reakce nasledujici po reakci katalyzované LmbW (LmbA, LmbX, LmbY), je rozsitena. Tyto
proteiny jsou schopné po vyfazeni LmbW (AImbW mutantni kmen) pokracovat v biosyntéze,
jejimz vysledkem je pak EPL namisto PPL (Jirackova 2012). RozSifenou substratovou

specifitu nalezneme také u proteinu LmbC, samostatné stojici adenylacni domény, ktera ma
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zasadni ulohu pfi rozpoznavani a aktivaci vhodného substratu do kondenzacni reakce
(Kadl¢ik et al. 2013), a dale také u N-methyltransferasy LmbJ katalyzujici methylaci
N-demethyllinkomycinu (Najmanova et al. 2013; Bauer et al. 2014). Té&chto vlastnosti
proteint LmbC a LmbJ bylo jiz napiiklad vyuzito Kk mutasyntéze biologicky u¢inné&jSich
derivatd linkomycinu: 4’-depropyl-4’-butyllinkomycinu a 4’-depropyl-4’-pentyllinkomycinu
(Ulanova et al. 2010). Experiment s SA-allylem, jako donorem alkylové skupiny ukazal,
ze 1 substratova specifita LmbW je rozsifend. Tohoto zjisténi by mohlo byt vyuzito k ptipravé
biologicky u¢inngjsiho derivatu linkomycinu.

Rozsitena substratova specifita LmbW by také mohla byt dalsim moznym vysvétlenim
nizkého vytézku reakce katalyzované proteinem LmbW, ktery byl diskutovan vyse. Totiz
Vv ptipadé, ze by latka 4 nebyla piirozenym substratem proteinu LmbW (coz se v soucasné
dob¢ nepiedpoklada), i tak by ji LmbW ziejmé byl v dusledku své rozsitené substratové
specifity schopny pfijmout. Efektivita konverze na latku 6 by uz ale nemusela byt tak ucinna,
coz by vysvétlovalo nizky vytézek reakce. 1 pres to dale povazujeme zarazeni LmbW
do nového konceptu PPL drdhy, a tim tedy latku 4 jako pfirozeny substrat proteinu LmbW,

za pravdépodobngé;jsi variantu.

Nové cile
Ziskané poznatky déavaji vzniknout novym hypotézdm a novym cilim. V navazujicich
studiich bude zejména nutné pokusit se vyvinout takové chromatografické podminky, které by
nemély na latku 4 a dal$i meziprodukty PPL drahy destruktivni vliv. Tato prace pomohla
castené charakterizovat protein LmbW a méla by usnadnit pfipadné nésledné stanoveni
kinetickych parametri reakce katalyzované timto proteinem. VéEtSi prioritou je vSak dalsi
optimalizace a hleddani vhodnych podminek pro reakci katalyzovanou proteinem LmbW
a to tak, aby bylo mozné izolovat produkt reakce, urcit jeho strukturu a predevsim tento
produkt pouzit jako substrat pro dal$i reakce. Produkt LmbW se tak v tuto chvili stava
limitujicim pro testovani aktivity proteinl, u nichZ predpokladame, Ze katalyzuji nasledné
kroky dréhy: Stépeni C-C vazby (odStépeni glyoxaldtu; LmbA), izomeraci dvojné vazby
(LmbX) a dva reduk¢éni kroky (LmbY) vedouci ke vzniku PPL prekurzoru linkomycinu.
Experimentalni vysledky, které byly ziskany v rdmci této diplomové préce, jsou soucasti
ptipravované publikace: ,,Revision of the Biosynthetic Pathway for 4-alkyl-L-proline

Precursors of Pyrrolobenzodiazepins, Lincomycin and Hormaomycin®.
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7 SOUHRN

» Byl pfipraven expresni konstrukt s vlozenym genem ImbW. Byl nadprodukovan
protein LmbW — byly optimalizovany podminky exprese: nejvétsiho vytézku bylo
dosazeno u producenta E. coli BL21(DE3), ktery byl postindukéné kultivovan
ve 28 °C 4 hod. Expresi se podafilo primémé ziskat 2,8 mg LmbW na 100 ml

kultiva¢niho média.

» Ziskany protein LmbW byl purifikovan a pomoci BN-PAGE byla testovana jeho
stabilita. Pro LmbW je optimalni prostfedi s pH 9,0 — 10,0; bez NaCl a glycerolu.
LmbW muze byt skladovan pii 4 °C 1 pii -20 °C. Vhodnéjsi teplota pro dlouhodobé
skladovani je vSak -20 °C. Dale bylo zjisténo podjednotkové uspotadani proteinu
LmbW — dle BN-PAGE je LmbW ziejmé homotetramer.

» U LmbW byla in vitro prokazana methyltansferasova aktivita, ktera pro tento protein
byla navrhovana (Peschke et al. 1995). LmbW je schopny v pfitomnosti SAM
piipojovat ke svému navrzenému substratu (latce 4) methylovou skupinu. Timto bylo

potvrzeno navrhované zatfazeni LmbW do revidované PPL drahy.

» Déle bylo zjisténo, ze podminky chromatografické analyzy maji na substrat
i vznikajici produkt reakce vyznamny vliv — dochazi k hydrolyze jejich péticetného
kruhu a tim k tvorbé acyklické formy téchto latek.

» LmbW byl v reakci schopny pfeménit asi polovinu vlozeného substratu. Byla proto
hledana podminka zodpovédna za limitaci methyltransferasové reakce. Zadna
ze studovanych podminek neméla na vytézek reakce vyznamny vliv. Do poptedi

se tak dostava mozZnost zpétnovazebné inhibice vznikajicimi produkty.

» Byla také testovana schopnost LmbW katalyzovat ptipojeni del§iho alkylové fetézce,
nez je methyl, klatce 4. LmbW byl schopny ke svému substratu piipojit allyl.
To ukazuje na rozsifenou substratovou specifitu LmbW, které by mohlo byt
V budoucnu vyuzito K pfipravé modifikovaného linkomycinu s lepsimi biologickymi

vlastnostmi.
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