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ABSTRAKT (CZ)

Tato diplomova prace je zaméfena na pifipravu, analyzu a izolaci intermediatt
biosyntetické drahy 4-alkyl-L-prolinovych derivati pro jejich strukturni identifikaci.
Mezi slouceniny obsahujici inkorporované 4-alkyl-L-prolinové derivaty patii klinicky
pouzivané antibiotikum, linkomycin A, ze skupiny linkosamidl, dale néckteré
pyrrolobenzodiazepiny s protinadorovymi ucinky a bakteridlni hormon hormaomycin.
Studiem intermediati biosyntetickych drah téchto biologicky aktivnich sloucenin je
mozné ziskat poznatky, které mohou byt vyuZity pii ptfipravé novych a ucinnéjSich
derivatl biologicky aktivnich metaboliti.

Prvni ¢ast diplomové prace se zamétfuje na Zzluté zabarvené dikarboxylové
intermediaty 1 a 2 biosyntetické drahy 4-propyl-L-prolinu — prekursoru linkomycinu A.
V ptitomnosti methyla¢niho ¢inidla S-adenosyl-L-methioninu a C-methyltransferasy
LmbW se podafilo ¢astecné pfemenit intermedidt 1 na intermediat 2. Ob¢ slouceniny
byly identifikovany pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie
z absorpénich 1 hmotnostné-spektrometrickych spekter. Byla vyvinuta semi-
-preparativni chromatografickd metoda pro izolaci obou intermediati. Neocekavané
byla zjiSténa vyrazn€ nizsi stabilita intermediatu 2 ve srovnani s intermediatem 1
v in vitro enzymatické reakéni smesi.

Druhd ¢ast diplomové prace se zaméiuje na 4-ethyliden-L-prolin — prekursor
tomaymycinu ze skupiny pyrrolobenzodiazepini. Po optimalizaci extrakéni metody na
pevné fazi byl 4-ethyliden-L-prolin identifikovan v kultivaénim médiu Streptomyces
purpureus pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostné-
-spektrometrickou detekci. V radmci vyvoje metody pro izolaci 4-ethyliden-L-prolinu
pomoci strukturné podobnych 4-alkyl-L-prolinovych derivati v semi-preparativnim
chromatografickém modu byly jako vodné sloZky mobilni faze testovany mravencan a
octan amonny o rdznych iontovych silaich a hodnotach pH. Metoda byla vyuzita
k izolaci 0,7 mg 4-ethyliden-L-prolinu z kultiva¢niho média k naslednému uréeni E/Z

konfigurace na exocyklické dvojné vazbé pomoci nuklearni magnetické rezonance.



ABSTRACT (EN)

This work aims at preparation, analysis and isolation of intermediates of
biosynthetic pathways of 4-alkyl-L-proline derivatives for their structural elucidation.
Compounds with incorporated 4-alkyl-L-proline derivatives include clinically used
lincosamide antibiotic, lincomycin A, antitumor pyrrolobenzodiazepines and bacterial
hormone hormaomycin. Detailed knowledge of biosynthetic pathways of these
biological active substances can be used to prepare new, more efficient derivatives.

The first part of this work focuses on yellow-coloured dicarboxylic intermediates
1 and 2 of the biosynthetic pathway of 4-propyl-L-proline — the precursor of lincomycin
A. In the presence of the methylation agent, S-adenosyl-L-methionine, and LmbW C-
-methyltransferase, 1 was partially converted into intermediate 2. Using ultra-high
performance liquid chromatography, both intermediates were identified from absorption
and mass spectrometry spectra. A semi-preparative chromatographic method for
isolation of both intermediates was developed. Surprisingly, a significantly lower
stability of 2 compared to intermediate 1 was observed in an in vitro enzymatic reaction
mixture.

The second part of the work focuses on 4-ethylidene-L-proline — the precursor of
tomaymycin belonging to pyrrolobenzodiazepines. After optimization of the solid-phase
extraction method, 4-ethylidene-L-proline was identified in the culture medium of
Streptomyces purpureus using ultra-high performance liquid chromatography with mass
spectrometry detection. For the development of the method for 4-ethylidene-L-proline
isolation, structurally similar 4-alkyl-L-proline derivatives were used. For separation of
the analytes in the semi-preparative high performance liquid chromatography mode,
ammonium formate and ammonium acetate of different ionic strengths and pH as the
aqueous part of the mobile phase were tested. The optimized isocratic method was used
to isolate 0.7 mg of 4-ethylidene-L-proline from culture broth for subsequent
determination of E/Z configuration at the exocyclic double bond by nuclear magnetic

résonance.
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Seznam zkratek a pouzitych symboli

APD

AU
BEH

BPI

Cs
Cis
CSH

DAD
DH-EPL
DH-PPL
DH-PPL,
EPL

ESI

ESI"
ESI”

H

HILIC

HPLC

HPLC-UV

IEC

LC-MS

4-alkyl-L-prolinovy derivat/4-alkyl-L-prolinové derivaty

oznaceni pro proteiny ucastnici se biosyntézy APD

absorp¢ni jednotka

hybridni stacionarni faze modifikovand ethylenovymi mustky
(z angl. ,,Bridged ethylene hybrid*)

chromatogram pikt pii zékladni linii (z angl. ,Base-peak
chromatogram®)

oktyl

oktadecyl

hybridni stacionarni faze (zangl. ,,Charged surface hybrid®)
vychazejici z technologie ,,Bridged ethylene hybrid*“ (BEH)
detektor s diodovym polem (z angl. ,,Diode array detector*)
4-ethyliden-L-prolin

4-propyliden-L-prolin

4-(Z)-propenyl-L-prolin

4-ethyl-L-prolin

ionizace elektrosprejem (z angl.,, Electrospray ionization®)

ionizace elektrosprejem v kladném modu

ionizace elektrosprejem v zaporném modu

vySkovy ekvivalent teoretického patra

hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. ,,Hydrophilic
interaction liquid chromatography*)

vysokoucinna  kapalinovd  chromatografie (zangl. ,High
performance liquid chromatography*)

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie s detekci absorpénim
spektrofotometrickym detektorem

iontové-vyménna  chromatografie (z angl. ,Jlon-exchange
chromatography*)

kapalinovd  chromatografie ~ve spojeni s  hmotnostnim

spektrometrem



L-DOPA
Lmb
MCX

MS
m/z

NMR

NP-HPLC

PBD

pH

PPL
RP-HPLC

SAM

SPE
TOF
Tom

Ir

UHPLC

UHPLC-DAD-MS

UV/VIS
v/v

A
AlmbA

L-3,4-dihydroxyfenylalanin

oznaceni pro proteiny ucastnici se biosyntézy linkomycinu

sorbent v kolonce SPE na bdzi hybridniho iontoménice kationtd
(z angl. ,,Mixed cation exchange*)

hmotnostné-spektrometricky (z angl. ,,Mass-spectrometric*)

pomér hmotnost/néboj

nuklearni magnetickd rezonance (z angl. ,Nuclear magnetic
resonance*

vysokouc¢inna kapalinové chromatografie na normalni fazi (z angl.
,Normal-phase HPLC*)

pyrrolobenzodiazepiny

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti
4-propyl-L-prolin

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (z angl.
,Reversed-phase HPLC)

pocet otacek za minutu (z angl. ,,Rotation per minute*)
S-(5"-adenosyl)-L-methionin chlorid dihydrochlorid/S-adenosyl-L-
-methionin

extrakce na tuhé fazi (z angl. ,,Solid-phase extraction®)

analyzator doby letu (z angl. ,, Time-of-flight*)

oznaceni pro proteiny ucastnici se biosyntézy tomaymycinu
retenni Cas

linedrni pritokova rychlost mobilni faze

ultra-vysokoucinnd kapalinova chromatografie (z angl. ,,Ultra-high
performance liquid chromatography*)

ultra-vysokou¢innd  kapalinovd chromatografie ve spojeni
s detektorem s diodovym polem a hmotnostnim spektrometrem
ultrafialové/viditelné zateni (z angl. ,,Ultraviolet/visible*)
objemové zlomky

vlnova délka

inaktivovany gen LmbA producenta linkomycinu
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1 Uvod

Mikroorganismy patii mezi vyznamné producenty tzv. specializovanych
(sekundarnich) metabolit. Tyto chemicky rtznorodé latky plni v piirodé¢ dulezité
funkce. K jedné z nich patii ochrana pied ostatnimi mikroorganismy, hmyzem ¢i
rostlinami. Specializované metabolity nejsou vSak nezbytné pro rust a rozmnozovani
mikroorganismu. VétSina mikrobidlnich specializovanych metaboliti se vyznacuje
biologickou aktivitou, napf. antimikrobidlnimi, antivirovymi, antifungalnimi,
protinadorovymi ¢i také imunosupresivnimi G¢inky. Latky s antimikrobidlnimi G¢inky
jsou v klinické praxi vyuzivany jako zdroj antibiotik pfi 1é€b¢ bakteridlnich infekénich
onemocnéni. Mezi vyznamné producenty téchto unikatnich sloucenin patii pudni
bakterie rodu Streptomyces, ale 1 nékteré druhy hub ¢i vyssi rostliny [1 — 3].

Od ptelomu 20. stoleti se mluvi o tzv. antibiotické krizi zapfi¢inéné zvySujici se
bakteridlni rezistenci. Ztoho plyne skutecnost, ze proti nékterym infekcim jsou
antibiotika neucinnd, a proto je v soucasné dobé nutné hledat nové slouceniny
s vyznamnymi biologickymi ucinky [4 — 5].

Oblast vyzkumu se dnes zamétuje na cilené vyhledavani biologicky aktivnich
specializovanych metaboliti, produkovanych napt. bakteriemi rodu Streptomyces,
zatazovanymi do tfidy Aktinobakterii [3]. Se zvySujicim se poctem sekvenovanych
genomt, které jsou dostupné ve vetejné ptistupnych databézich, lze ziskat informace
o novych biosyntetickych klastrech specializovanych metabolitd [6]. Spolec¢né
sizolatnimi metodami se rozviji moderni analytické techniky kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, které jsou dostate¢né ucinné a
univerzalni pro identifikaci a kvantifikaci téchto sloucenin [7 — 9]. Kombinace téchto
pfistupt umoznuje efektivni studium biosyntetickych drah téchto metaboliti a ziskané
znalosti mohou byt vyuzity pii pfipravé novych derivati s napf. vyhodnéjSimi
farmakokinetickymi ¢i farmakodynamickymi parametry [6].

Tato diplomova prace se vénuje specializovanym metabolitim obsahujicich
4-alkyl-L-prolinové derivaty (APD), pro jejichz studium je kli¢ové porozuméni
enzymatickym procesim jejich biosyntetickych drah. Mezi zndmé slou€eniny
obsahujici APD patii linkosamidy, pyrrolobenzodiazepiny (PBD) a hormaomycin. Tyto

latky se vyznacuji rozdilnou strukturou a funkci, avSak disponuji spolecnou APD
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jednotkou.

Linkomycin A (déale linkomycin) ze skupiny linkosamidi ptisobi svymi
biologickymi ucinky proti gram-pozitivnim bakteriim, napt. Streptococcus a
Staphylococcus. PBD se vyznacuji antimikrobidlnimi a ptfedev§im protinddorovymi

ucinky. Hormaomycin slouzi nékterym bakteriim jako signaliza¢ni molekula [10].
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2 Teoreticka Cast

2.1 Mikrobialni specializované metabolity

Ve srovnani s primarnimi metabolity, mezi které jsou zatfazovany napft. sacharidy,
bilkoviny, lipidy a nukleové kyseliny, nejsou specializované metabolity zcela nezbytné
pro zivot organismu. Pfedpoklada se, Ze jednou z jejich roli je ochrana pted napadenim
jinymi (mikro)organismy, ale spektrum jejich vyznamu bude pravdépodobné daleko
SirSi. Velké mnozstvi specializovanych metabolitl produkuji pidni bakterie, coz je
vysvétlovano jejich velmi omezenymi moZznostmi pohybu v piidnich podminkach v boji
o preziti [1 — 3].

Biologicky ucinek mikrobialnich specializovanych metaboliti spociva v zasahu
do zivotniho cyklu jinych prokaryotnich ¢i eukaryotnich organismi na biochemické
urovni v minimalnich koncentracich. Konkrétné tyto metabolity ovliviluji syntézu
bunécné stény, replikaci nukleovych kyselin ¢i proteosyntézu [1].

Mezi nejvyznamnéj$i mikrobidlni specializované metabolity patii bezesporu
antibiotika, jejichz vyzkum byl odstartovdn objevem penicilinu mikrobiologem
Alexandrem Flemingem. Na rozdil od penicilinu je vSak dnes vétSina pouzivanych
antibiotik produkovana nckterymi rody Aktinobakterii [1, 5]. DalSimi vyznamnymi
antibiotiky produkovanymi mikroorganismy jsou ampicilin ¢i vankomycin [2].

Vedle antibiotik produkuji mikroorganismy také latky s antifungalnimi
(natamycin), protinddorovymi (doxorubicin), hypercholesterolemickymi (pravastatin)

nebo imunosupresivnimi ucinky (cyklosporin A) [2].

2.1.1 Specializované metabolity obsahujici APD

K dosud zndamym specializovanym metabolitim, které maji ve své struktuie
zabudované APD, patii linkosamidy, PBD a hormaomycin. Jednd se o chemicky
riznorodé latky s odliSnymi biologickymi funkcemi, které jsou produkovany zejména
bakteriemi Streptomyces. APD jsou formalné odvozeny od nepolarni aminokyseliny
L-prolinu pfipojenim alkylového zbytku na uhlik C-4". Jejich biosynteticky piivod vSak

vychazi z tzv. specializovaného (sekundarniho) metabolismu L-tyrosinu [10].
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Existuje n¢kolik variant APD, které se do linkosamidi, PBD a hormaomycinu
inkorporuji: mezi APD s dvouuhlikatym postrannim fetézcem patii 4-ethyl-L-prolin
(EPL) a 4-ethyliden-L-prolin (DH-EPL). K APD s tfiuhlikatym postrannim fetézcem
patii 4-propyl-L-prolin (PPL), 4-propyliden-L-prolin (DH-PPL) a 4-(Z)-propenyl-L-
-prolin (DH-PPLy) [10].

2.1.1.1 Linkosamidy

Linkomycin, patfici do této skupiny, je produkovan bakteridlnim kmenem
Streptomyces lincolnensis [11]. Patii sem také mén¢ biologicky aktivni celesticetin [12]
a semisynteticky derivat klindamycin [13]. Linkomycin a klindamycin jsou hojné
vyuzivané v klinické praxi proti onemocnénim zpusobenych gram-pozitivnimi
bakteriemi  Streptococcus, Staphylococcus a  Pneumococcus [10].  Uginngjsi
klindamycin, ktery se vyrabi chloraci linkomycinu [13], disponuje antimalarickymi
ucinky. Klindamycin se v klinické praxi (v kombinaci s dal§imi 1€ky) pouzivé k 1écbé
malarie v né€kterych specifickych piipadech, napt. u t€hotnych Zen, pro které jsou jina
antimalarika vysoce toxicka [14].

Mechanismus pusobeni linkosamidd na bakterialni buiiku je specificky. Spociva
v inhibici proteosyntézy vazbou na 50S podjednotku ribozomu. V disledku této
inhibice nemuze bakterie syntetizovat proteiny potifebné pro jeji vyvoj a rast [15].

Molekula linkomycinu obsahujici ve své struktufe PPL je tvofena dvéma castmi,
aminokyselinovou a sacharidovou (thiooktosa). Uhlik C-4° a dusik N-1’
v aminokyselinové ¢asti a uhlik C-7 v sacharidové casti jsou dilezitd mista pro
biologickou aktivitu linkomycinu (obr. 1). Také rizné substituenty na linkomycinu maji
vyznamny vliv na jeho biologickou aktivitu, napf. methylova skupina na dusiku N-1"
[11].

Molekula linkomycinu B, ktera je vedlejSim produktem S. lincolnensis, obsahuje
ve své struktuie EPL. Postranni fetézec linkomycinu B je tak o jeden uhlik krat$i nez
v ptipad¢ linkomycinu. Je znamo, ze s prodluzujici se délkou postranniho fetézce APD
se zvySuje biologicka aktivita. To je diivodem nizsi biologické aktivity linkomycinu B

ve srovnani s linkomycinem [10].
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Obr. 1. Chemicka struktura linkomycinu. Cervené je zvyraznén inkorporovany

PPL [10].

2.1.1.2 Pyrrolobenzodiazepiny

PBD jsou v pfirod¢ se vyskytujici latky s protinddorovymi ucinky, které jsou
znamé 1 slab$imi antibakteridlnimi U¢inky [16]. Mezi typické producenty téchto
rozmanitych sloucenin patii bakterie rodu Streptomyces, Streptosporangium,
Amycolatoptis a Nocardia [10].

Mechanismus piisobeni PBD spociva v jeho inkorporaci do malého Zlabku DNA,
kde ireverzibilné interaguje s bazemi, konkrétn¢ s guaninem, a tim zpasobuje lehkou
distorzi dvouSroubovice DNA. Molekula PBD se dokonale umisti do definovaného
mista v molekule DNA nadorové buiiky. Nekovalentni interakce PBD-DNA inaktivuje
transkripéni faktory, a tak je znemoZnéna transkripce a nasledna translace [17].

Molekula PBD se sklada z tricyklického systému, jedna se o kruh anthranilatovy,
diazepinovy a hydropyrrolovy. Vysoka variabilita PBD je d4na inkorporaci dvou- nebo
ttfuhlikatého APD, ktery tvoti hydropyrrolovy kruh, a fadou modifikaci na tomto a na
anthranilatovém kruhu [18]. Mezi PBD, kter¢ obsahuji APD s dvouuhlikatym
postrannim fetézcem, patfi tomaymycin, oxotomaymycin a limazepiny. Mezi PBD
obsahujici APD s tfiuhlikatym postrannim fetézcem jsou zafazovany anthramycin,
oxoanthramycin, sibiromycin a porothramycin. Biologicky ucinek se zvySuje s délkou
alkylového fetézce stejné tak jako u linkosamidt [10].

Tomaymycin (obr. 2), ktery je produkovan bakteridlnim kmenem Streptomyces
achromogenes [19], ma jako APD zabudovan DH-EPL [20]. Ve své struktuie ho maji

pravdépodobné inkorporovany i nekteré limazepiny [10].
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Porothramycin (obr. 2) je produkovan Streptomyces albus. Obsahuje nejvice

modifikovanou APD jednotku — dehydroprolinakryl-(N’,N -dimethyl)amid [21].

TOMAYMYCIN POROTHRAMY CIN
CHs
N o}
HO =\ 4 N .
CH
O (o] ’
o

Obr. 2. Chemicka struktura tomaymycinu a porothramycinu. Cervend jsou zvyraznény:
u struktury tomaymycinu inkorporovany DH-EPL a u porothramycinu inkorporovany

DH-PPL [10].

2.1.1.3 Hormaomycin

Hormaomycin (obr. 3) je bakteridlni signalni molekula, kterou produkuje bakterie
Streptomyces  griseoflavus. Jednd se o slozity peptidovy lakton obsahujici
inkorporovany DH-PPL,. Jeho biologické G€inky jsou velmi rozmanité. Hormaomycin
iniciuje tvorbu vzdusného mycelia u rodu Streptomyces a u nékterych kmenti také
zvySuje produkci antibiotik — mechanismus neni zcela objasnén. Hormaomycin je také

ucinnym antibiotikem proti koryneformnim bakteriim [10, 22].

Obr. 3. Chemicka struktura hormaomycinu. Cervené je zvyraznén

inkorporovany DH-PPL;, [10].
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2.1.2 Dalsi skupina slou¢enin obsahujicich APD

Existuji 1 biologicky aktivni latky obsahujici APD, u kterych, na rozdil od vyse
popsanych tfi skupin specializovanych metabolitli, neni zndm biosynteticky genovy
klastr. Do této skupiny lze zafazovat lucentamyciny [23 — 24] (obr. 4) a eleganin A [25].

Lucentamyciny, které obsahuji modifikovany DH-EPL  (3-methyl-4-
-ethylidenprolin), se vyznacuji protinddorovymi uc¢inky. Tyto slouceniny byly poprvé
izolovany z kultivaénich médii bakterii Nocardiopsis (tfida Aktinobakterie) zijici
vyhradné na slanych motskych ptidach. APD jednotka lucentamycinu je pravdépodobné
odvozena od L-tyrosinu, to vSak neni experimentalné prokdzano [23 — 24].

Indolovy alkaloid eleganin A obsahujici DH-EPL byl izolovan z listi tzv.

ropusiho stromu (Tabernaemontana elegans) pochazejiciho z jizni Afriky. U APD

jednotky eleganinu A se vSak ptedpoklada jiny zplisob vzniku nez z L-tyrosinu [25].

o

H3C

CHj

Obr. 4. Chemicka struktura lucentamycinu A. Cervené je zvyraznéna APD

jednotka [23 — 24].

2.2 Biosynteticka draha APD

Dosud znamé APD vznikaji z proteinogenni aminokyseliny L-tyrosinu sledem
reakci fizenym jednotnym setem péti nebo Sesti biosyntetickych proteint, které jsou
zakodovany v biosyntetickém genovém klastru produkénich mikroorganismt [7, 10].

Na obr. 5 je znazornéno obecné schéma biosyntetické drahy APD s homolognimi geny
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kodujicimi tuto biosyntézu. V piipad¢é vyuziti celého souboru proteini Apdl — Apd6
vznika PPL (inkorporovén do linkomycinu) nebo DH-PPL (inkorporovan do nékterych
PBD). V biosyntéze APD s dvouuhlikatym postrannim fetézcem (EPL inkorporovan do
linkomycinu B a DH-EPL inkorporovan do tomaymycinu a dalSich PBD) chybi
methylacni krok katalyzovany Apd3. Podobné v biosyntéze hormaomycinu chybi krok
fizeny isomerasou ApdS5 a v dusledku toho je do struktury inkorporovan DH-PPL;, [10].

HOOC,
A :

L-tyrosin HOO% HN/J\/? LINKOMYCIN A
lAptﬂ Hoog, HooC, NQ\V\ Apd6y ooc PPL
Apd6pgp %

4 %
L-DOPA —— ANHTRAMYCIN
\ AN HN e
‘Apd2 HOOC.__~ HOOC ApdS/ DH-PPL
HOOCZ

COOH HOOC,

H,N Apd4 N . Apd6or '
’ Apd3 P \: o e MNP, = HORMAOMYCIN
N - — ] |
neenzy- 3
Hooc. J  maticky HOOG, HOOC DHPPL
- h

\
2,3- secodopa \
HooC HOOC

Apdd
\ HoOG,

Hooc, HOOG, O\/ TOMAYMYCIN

/ = LIMAZEPIN E

NG Apd5 Apdbpep DH-EPL

H ApdGUN Hooc,

/3\/ — LINKOMYCIN B
EPL

B N = DH-EPL (or EPL)

DH-PPL or PPL

Apd1 Apd2 (Apd3) Apd4 (Apd5) Apd6
o o APD

\ J 3 DH-PPL;

L-Tyr

Obr. 5. Biosynteticka draha zndmych APD. A: Celkové schéma (Cervené jsou oznaceny
sledované intermediaty této diplomové prace) [10, 26]; B: Schéma homolognich genti

Apdl — Apd6 kodujicich biosyntézu APD; prevzato z [10].
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2.2.1 Vyvoj biosyntézy APD do soucasnosti

Prvni publikace o biosyntetické draze APD se objevuji koncem Sedesatych let
20. stoleti. K prvnim experimentim biosyntetické drahy byly vyuzity substraty, které
byly radioaktivné znacené. Bylo tak prokazano, ze L-methionin je donor methylu na
postrannim propylovém fetézci u APD s tiiuhlikatym fetézcem [27]. Zéhy na to byly
v kultivaénim médiu S. lincolnensis objeveny PPL a EPL. Bylo také zjisténo, ze
biosyntéza nevychdzi ze strukturné podobného L-prolinu, ale z aromatického L-tyrosinu
[28].

Dulezitym poznatkem na konci minulého stoleti byla Gspé$na sekvenace prvnich
biosyntetickych genovych klastri linkomycinu [29], PBD [30 — 31] a pozdé&ji také
hormaomycinu [32]. Postupné se vyzkum zamétoval na proteiny katalyzujici jednotlivé
enzymatické pfemény, a tak se zacalo postulovat potadi jednotlivych krokt
biosyntetické drahy. Pro tuto drédhu jsou typické neobvyklé biochemické aspekty, co se
tyka jednotlivych enzymatickych pfemén.

V roce 2016 nastal radikalni zlom, kdy byla pozménéna pivodni verze této
unikatni drdhy. Tento novy koncept byl vytvofen specificky pro PPL (APD
linkomycinu), ale v principu ma obecnou platnost pro biosyntézu ostatnich APD

vychazejicich z L-tyrosinu, které maji v sobé zabudovany rizné varianty APD [7].

2.2.2 Biosyntéza PPL inkorporovaného do linkomycinu

Biosynteticka draha PPL drahy linkomycinu je fizena proteiny Apd, coZ je obecny
nazev proteinli katalyzujici jednotlivé enzymatické kroky této drahy. V zavorkéch jsou
uvedeny nazvy konkrétnich proteind linkomycinu. Jednd se o Apdl (LmbB2), Apd2
(LmbB1), Apd3 (LmbW), Apd4 (LmbA), Apd5 (LmbX) a Apd6 (LmbY) [10].

e LmbB2 (L-tyrosinhydroxylasa) — hemovy protein katalyzujici pocate¢ni krok
biosyntézy pfeménou L-tyrosinu na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA).
Jedna se o biochemicky béZznou reakei, ktera je vSak v ptipadé APD biosyntézy
katalyzovana neobvyklymi hydroxylasami. Funkce LmbB2 byla potvrzena
testy aktivity s rekombinantnimi enzymy in vitro [33 — 34].
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e LmbB1 (L-DOPA-2,3-dioxygenasa) — protein katalyzujici 2,3-extradiolové
Stépeni aromatického kruhu na 5-alanyl-2-hydroxymikonat-6-semialdehyd
(2,3-secodopa).  Produkt reakce podléha spontinni neenzymatické
intramolekularni cyklizaci na dvé formy intermediatu 1, a to na cyklicky imin
1a a cyklickou a-ketokyselinu 1b. Rovnovaha obou forem je posunuta k 1b,
neni vSak zfejmé, kterda zuvedenych forem je substratem nésledujiciho
biosyntetického proteinu [7]. Funkce LmbB1 byla prokazana v testech

in vitro s rekombinantnimi proteiny [34 — 36].

e LmbW (C-methyltransferasa) — protein pfipojujici methylovou skupinu
k intermediatu 1 v piitomnosti S-adenosyl-L-methioninu (SAM), ktery je
zdrojem methylové skupiny. Za jeho katalyzy vznikaji bud’ dvé formy
intermediétu 2 (2a a 2b) nebo pouze jedna forma (obr. 6). Funkce LmbW byla
potvrzena jak inaktivaCnimi experimenty genll in vivo [7, 37], tak testy
s rekombinantnimi enzymy in vitro [7]. Tato C-methylace postranniho fetézce
proteinem LmbW je zafazena v biosyntéze v piipadé APD s tffuhlikatym
alkylovym fetézcem (PPL, DH-PPL a DH-PPL;). Naopak v pfipadé APD
s dvouuhlikatym postrannim fetézcem (EPL a DH-EPL) je tento krok vynechan

nebo neni soucasti dané biosyntetické drahy [7, 10].

HOOC, HOOC,

N N X HN G
HOOC. __~ HOOC
OH (@]
1a 2a

=]

HOOC, HOOC,
N
AN~ N Xy
HOOC HOOC
O
1b 2b

Obr. 6. Enzymaticka preména intermedidtu 1 (formy 1a a 1b) na intermediat 2 (formy

2a a 2b) proteinem LmbW [10].
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e LmbA (homolog y-glutamyltranspeptidas) — protein Stépici oxalatovy zbytek
(dvouuhlikaty fragment) intermedidtu 2 za vzniku intermediatu 3, coz bylo
experimentalné¢ predikovano na zdklad¢ inaktivacnich experimenti gent
in vivo [7, 38] a nasledné potvrzeno in vitro [38]. Dosud vsak neni jednoznacné

vyfeseno poradi krokl katalyzovanych proteiny LmbW a LmbA [26, 39].

e LmbX (isomerasa) — béhem reakce katalyzované timto proteinem podléha
intermediat 3 isomerizaci dvojné vazby na alkylovém fetézci za vzniku
intermediatu 4. Funkce LmbX byla prokazana in vivo na zékladé genovych

inaktivacnich testt [7], nebyla vSak dosud prokazana in vitro.

o LmbY (F4-zavisla reduktasa) — protein LmbY katalyzuje redukci dvojnych
vazeb intermediatu 4 na konecny APD (PPL). Na zédklad¢ sekvenacni analyzy
se ukazuje podobnost proteinu sreduktasami vyzadujici pro svou funkci
kofaktor Fasy9. Navrzena funkce LmbY je v souladu s in vivo inaktiva¢nimi
testy [7]. Podle recentnich in vitro experimenti katalyzuje LmbY redukci obou
dvojnych vazeb 4 za vzniku plné nasyceného PPL, coZ plati 1 pro vznik EPL
v biosyntéze linkomycinu B. Naproti tomu homology z biosyntézy PBD
katalyzuji redukci pouze endocyklické dvojné vazby [40].

2.2.2.1 Vlastnosti intermediatia 1 a 2

Intermediat 1 se nepatrné 1iSi svou absorpci v UV/VIS oblasti ve srovnani
s intermediatem 2. Za tuto absorpci je zodpovédny systém konjugovanych dvojnych
vazeb. Z odborné literatury je mozné dohledat, Ze maximum absorpce intermediatu 1 je
420 nm [26, 36, 41] a intermediatu 2 407 nm [26].

V tab. 1 jsou ukézany odpovidajici m/z iontd obou intermediatli v hmotnostné-
-spektrometrické (MS) detekci v kladném a zaporném modu elektrospreje. Jednd se

o protonované [M+H]" ¢&i deprotonované pseudomolekularni ionty [M—H] .
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Tab. 1: m/z iontd intermediata 1 a 2.

Moéd ESI m/z (1) m/z (2)
ESI 212,0559 [M+H]" 226,0715 [M+H]"
EST 210,0402 [M-H] 224,0559 [M-H]

Intermediat 1 byl jiz dfive detekovan spektrofotometricky vzhledem k jeho
zlutému zabarveni [36, 41 — 42]. Jsou popsany experimenty ukazujici jeho
neenzymatickou nestabilitu [41].

O intermediatu 2 neni k dispozici dostatek informaci, jeho struktura dosud nebyla
potvrzena pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) [26].

Kvili nezadouci hydrolyze v kyselych podminkach [7] byla vyvinuta a ¢astecné
validovana analytickd metoda v alkalickych podminkach na koloné BEH-Amide, na
které jsou oba analyty za danych podminek dostatecné zadrzovany. Tato metoda

umoznuje separaci obou intermediati soucasné s detekci pomoci UV/VIS a MS [43].

2.2.3 Biosyntéza DH-EPL inkorporovaného do tomaymycinu

V biosyntetické draze DH-EPL (APD tomaymycinu) je sled reakci biosyntézy
velmi podobny jako u PPL (APD linkomycinu). Na zakladé¢ sekvencni analyzy
genového klastru kodujiciho proteiny ptislusné drahy je vynechan methylacni krok
fizeny enzymem Apd3. Funkce proteinii biosyntézy tomaymycinu nebyly zatim
prokazany in vitro ani in vivo. Pfedpoklada se, Ze proteiny Apdl — Apd2, Apd4 — Apd6
biosyntézy DH-EPL tomaymycinu (oznaceni Tom) budou mit stejnou funkci jako
v draze PPL [10].

DH-EPL (obr. 7) se vyznaCuje podobnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi
jako aminokyselina L-prolin. Absorbuje pii nizkych vlnovych délkach kolem 190 nm,
coZ je zpisobeno tim, Ze v molekule neni systém konjugovanych dvojnych vazeb ani
jiny chromofor [18]. Protonovany pseudomolekularni ion DH-EPL [M+H]™ v MS
detekci (kladny ESI mod) odpovida m/z = 142,0868.

Vedle S. achromogenes existuje dalSi producent tomaymycinu (nebo jeho
derivatu) Streptomyces purpureus. Z tohoto kmene bylo izolovdno PBD s tim, Ze jeho

struktura byla potvrzena pomoci NMR. Z vysledkiit NMR vSak nebylo jednoznacné
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potvrzeno, zda konfigurace na dvojné vazbé DH-EPL inkorporovaného do tohoto PBD
se nachazi v E ¢i Z formé [18]. V biosyntetickém genovém klastru S. achromogenes je
kédovan protein TomN, ktery by mél byt tautomerasou, avSak podle jinych studii by
mél akceptovat intermediat 1 jako substrat. Tento rozdil by teoreticky mohl stat za
pfipadnou odlisSnou isomerii tomaymycinu produkovaného ze S. achromogenes a

S. purpureus [10, 18].

HOOG,

HN N

Obr. 7. Chemicka struktura prekursoru DH-EPL [10].

2.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je fyzikalné-chemickd metoda zaloZend na separaci
analyzovanych latek na zéklad¢ jejich rozdilné distribuce mezi dvé nemisitelné féze,
stacionarni faze (sorbent) a mobilni faze (eluent). Lze ji rozdélit podle uspotadani na
kolonovou, tenkovrstvou ¢i papirovou. Kapalinova chromatografie je vhodna i k izolaci
(preparaci) jednotlivych analytl ze smési, jedna se o tzv. preparativni chromatografii.
V technice kapalinové chromatografie se vyuziva adsorpce, iontova vymeéna,

biospecifickd interakce i sitovy efekt [44 — 46].

2.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V kapalinové chromatografii se v soucasné dob& pouziva castecné ¢i zcela
automatizovaného systému vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC), ktera se
charakterizuje vys8i ucCinnosti a rychlej$i separaci. Mobilni faze je protlacovana
bezpulznimi cerpadly pod vysokym tlakem dosahujiciho n¢kolika desitek MPa.
Pouzivaji se kolony o vnitinim priiméru 2,1 — 5 mm a o délce 10 — 300 mm. Separacni
kolona je naplnéna sorbentem obvykle o velikosti ¢astic 2,6 — 5 um [44].

Jedna se o jednu z nejpouzivanéjsich separacnich technik vyznacujici se vysokou
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univerzalnosti. Ma Siroké uplatnéni jak ve vyzkumu, tak ve farmaceutickych,
toxikologickych ¢i environmentalnich analyzach [47].

Utinnost chromatografické separace v HPLC je charakterizovana mirou
roz§ifovani elucnich zon (pikl) analytd. Dé&je prispivajici k rozmyvéani eluénich zén
analyti popisuje Van Deemterova teorie. Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického
patra H (G¢innost) na linearni pratokové rychlosti mobilni faze u popisuje Van
Deemterova kiivka. Minimum na kfivce odpovidé linearni pritokové rychlosti, pfi které
kolona vykazuje nejvétsi u¢innost separace za danych podminek. Cim je niz§i pramér
¢astic, tim je dosaZeno vysS$i separacni U€innosti — minimum na kiivce je vice ploché,

jak je mozno vidét na obr. 8 [46, 48].

30 10 um

S5 pum

3 um

1.7 pm

2 u (mm/s) 3

Obr. 8. Van Deemterovy kiivky pii pouZiti kolon o rlizné velikosti €astic sorbentu;

prevzato z [48].

2.3.1.1 Chromatografie na normalnich fazich (NP-HPLC)

Chromatografie na normalnich fazich (NP-HPLC) je separacni méd HPLC, kdy
sorbent v kolon¢ je polarnéjsi nez mobilni fize. Mechanismus déleni je zaloZzen na
kompetici mezi analytem a eluentem o pfitomna adsorp¢ni centra na povrchu sorbentu.
Mobilni faze obvykle obsahuje smés nepoldrnich a méné polarnich organickych
rozpoustédel (hexanu ¢i dichlormethanu). Velice limitujicim je obsah vody v mobilni

fazi, jelikoz reten¢ni vlastnosti analytu siln¢ zavisi na jeji polarité. Jako stacionarni faze
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se pouzivaji nejcastéji silikagel ¢i alumina [44].
NP-HPLC je vhodna pro separaci zejména polarnich latek a isomert. V dne$ni
dob¢ vsak ustupuje do pozadi, pievazuji zde nevyhody, jako je pouziti nevodnych,

tékavych a znaéné toxickych rozpoustédel [45].

2.3.1.2 Chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC)

Chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC) je v soucasné dob¢ nejcastéji
pouzivany moéd HPLC. Velkou vyhodou tohoto mddu je ucinna separace strukturné
velice podobnych analytd. Na rozdil od NP-HPLC je mechanismus separace zaloZen na
hydrofobnich ¢i van der Waalsovych interakcich mezi sorbentem a analytem. Mobilni
faze se skladd z vodné (polarni) slozky a organického modifikatoru, misitelnym
s vodou (acetonitril ¢i methanol). Staciondrni faze ma nepolarni charakter, nejcastéji se
pouzivaji rizné hybridni sorbenty s navazanymi alkylovymi ¢i arylovymi ligandy.
Nejrozsifengj$im ligandem je oktadecylova skupina (C;g) [45 — 46].

Kvili své univerzalnosti je RP-HPLC velmi asto prvni volbou pii vyvoji a
optimalizaci nové chromatografické metody, a to 1 pifes prudky rozvoj dalSich
separacnich technik. Tento mdd neni vSak vhodny pro separaci silné polarnich latek.
RP-HPLC je vhodny ve spojeni s MS detekci, jelikoZ se zde pouZivaji jako mobilni faze

tékava rozpoustédla [45].

2.3.1.3 Iontové-vyménna chromatografie (IEC)

Nejstar§$im modem separace v kapalinové chromatografii je iontové-vyménna
chromatografie (IEC). Mechanismus separace je zalozen na elektrostatickych
interakcich mezi analytem a sorbentem (méni¢ iontl vazajici ionty opacného naboje).
Mobilni faze obsahuje obvykle vodny roztok soli a pufru. Ve styku s mobilni fazi
uvoliiuji sorbenty ionty, které jsou nahrazeny ionty z vodného roztoku majici k ménici
vetsi afinitu. Podle vyménné funkéni skupiny meénice ionth lze rozdélit na katexy
vyménujici kationty a anexy vyménujici anionty [45 — 46].

Tento mod kapalinové chromatografie je vhodny pro snadno ionizujici analyty,

napt. kyseliny, proteiny ¢i nukleové kyseliny. V soucasné dob¢& vSak postupné jeho
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vyuziti stale klesd. Novéjsim trendem jsou kolony IEC zaloZené na nosici kopolymera

styrenu a divinylbenzenu namisto silikagelového nosice [49].

2.3.1.4 Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC)

Separa¢ni mod hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) nabizi kombinaci
vSech vyse uvedenych separacnich modi HPLC (obr. 9) [50]. UziteCnost tohoto modu
spo¢iva v separaci analytl, které se malo zadrzuji na sorbetech pouzivanych v RP-
-HPLC. Technika HILIC se také vyuziva pro separaci nepolarnich latek obklopenych
polarnimi substituenty, napt. karboxylovymi ¢i amidovymi skupinami. HILIC ma
spole¢nou stacionarni fazi s NP-HPLC. Mobilni faze je polarni (vodné-organicka),
spolecnd s RP-HPLC. Obsah organického rozpoustédla musi byt vSak v rozmezi
55-99 obj. % [50 —51].

Mechanismus separace HILIC neni plné¢ prostudovan. Pii déleni je na povrchu
polarni stacionarni faze pfitomen tenky vodny film. Se zvySujicim se obsahem
organického modifikitoru v mobilni f4zi nabyva film na objemu, coz zplsobuje delsi
retenci analytu. V HILIC se uplatiiuje 1 mechanismus iontové vymeény, jelikoZ vétSina
sorbentli ma charakter ménice iontti [51 — 52].

V soucasné dob¢ se HILIC pouziva nejCastéji v oblasti farmaceutickych analyz ¢i
bioanalytickych aplikaci. Nabizi se moZnost spojeni s MS detekci, pro kterou je vhodné
vysoké mnozstvi organické slozky v mobilni fazi [50].

V modu HILIC se pouzivaji i preparativni kolony pro izolaci riznych sloucenin,
napt. kolona HILIC-Diol, kterd obsahuje modifikovany silikagel zesitovany

dihydroxypropylovymi skupinami. Oblast pouziti pH je velice Sirokd od 1 — 11 [53].
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Obr. 9. Mechanismus separace v HILIC — kombinace tfi separacnich modia v HPLC;

pfevzato z [50].

2.3.2 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Ve

V kapalinové chromatografii se postupné zvysSuji naroky na vyssi ucinnost
separace. Dochazi k postupnému zmenSovan castic ve stacionarni fazi s nutnym
pfizplisobenim instrumentace proti zpétnym tlakiim vy$§im nez v HPLC (az 100 MPa).
Tyto pozadavky daly vzniknout ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografii
(UHPLC) na zacatku tohoto stoleti zavedenim prvniho komeréné vyrobeného UPLC
ptistroje (Waters, USA). Bylo dosazeno zvyseni citlivosti, rozliSeni a krat$i doby

chromatografickych analyz [48, 54 — 55].

2.3.3 Trendy ve vyvoji ¢astic v kapalinové chromatografii

V soucasné dobé se nejvice rozviji Castice v RP-HPLC a HILIC moédu.
Zavedenim metody UHPLC do praxe se stacionarni faze plni pln¢ poréznimi ¢asticemi
mensimi nez 2 wm (sub-2-um) [56]. Jednim z ptikladid jsou tzv. BEH castice (Waters,
USA). lJejich modifikace oproti klasickym sorbentim spociva v zesitovani

ethylenovymi mustky, které zesiluji mechanickou a chemickou odolnost v rozmezi
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hodnot pH 1 — 12. Pouzivaji se BEH sorbenty s riznymi ligandy, napi. C;s, Cg, Phenyl
¢1 Amide. Oproti klasickému silikagelu maji tak vyhodu, Ze nepodléhaji hydrolyze
v zasaditém prostfedi. Nevyhodou vSak je, Ze tyto castice svoji vyssi velikosti
vyvolavaji vyssi zpétny tlak, a tak nejsou kompatibilni s HPLC systémy [57 — 58].
Vhodnou alternativou k sub-2um ¢asticim jsou povrchové porézni Castice (angl.
,core shell*), které jsou dobtfe kompatibilni 1 s HPLC systémy se zachovanim vysokého
rozliSeni, citlivosti a kratké doby analyz. Tyto castice se skladdaji z pevného jadra
pokrytého tenkou vrstvou modifikovanéjsiho porézniho silikagelu — analyt mize

difundovat pouze do pért tenké porézni vrstvy [57, 59].

2.4 Detekce v kapalinové chromatografii

Ve spojeni s kapalinovou chromatografii se v souasné dob¢ nejcastéji pouzivaji
detektory: absorpcni fotometricky (UV/VIS) detektor, popt. detektor s diodovym polem
(DAD), déle fluorescen¢ni detektor, amperometricky detektor, hmotnostni spektrometr
¢t NMR detektor [44]. Vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem analyti a
instrumentaci v této diplomové praci bude vénovéana pozornost UV/VIS (DAD) a MS
detekci.

Detekce UV/VIS (DAD) je nedestruktivni a citlivda technika vyuZivana ve
kvalitativni ¢1 kvantitativni analyze separovanych sloucenin. Tato detekce je primarné
urena pro slouceniny s piitomnosti systému konjugovanych dvojnych vazeb
zodpové&dnych za absorpci v UV/VIS ¢&i jiného chromoforu. Rozdil mezi detektory
UV/VIS a DAD je v zdznamu spekter. UV/VIS detektory zaznamenavaji spektra pii
vybranych vlnovych délkach a jsou citlivéjsi nez DAD, které naopak snimaji
spektra v pribéhu celé chromatografické separace v celém rozsahu moznych vinovych
délek daného detektoru s tim, Ze také umoziiuji vypocitat Cistotu piku [44 — 45].

DalSim typem detekce v kapalinové chromatografii je MS detekce. Hmotnostni
spektrometr je pfistroj zaznamenavajici pomér hmotnosti a néboje (m/z) vybranych
iontd po jejich pievedeni na ionty v iontovém zdroji. Jedna se o vysoce specificky,
citlivy, avSak destruktivni detektor. Umozniuje identifikaci analytl na zakladé¢ jejich
hmotnostnich spekter. Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje,

analyzatoru a detektoru. Analyzovany vzorek je nejprve ionizovan vhodnym ioniza¢nim
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zdrojem, ve kterém dochazi k prevedeni neutrdlnich molekul na ionty. Poté
nasleduje rozd¢€leni ionti podle poméru m/z v analyzatoru. lonty se z analyzatoru dale
dostavaji do detektoru a dochazi k detekci signélu [45].

Mezi nejvyznamnéjsi iontové zdroje pouzivané v kapalinové chromatografii patii
ESI, fotoionizace za atmosférického tlaku ¢i chemicka ionizace za atmosférického tlaku.
Jako analyzatory se pouzivaji analyzator doby letu (TOF), kvadrupdlovy analyzator,
orbitrap ¢i iontova past. K detektorim je zatazovan fotonasobi¢, elektronovy nasobic
nebo také mikrokanalova desticka [45, 60].

Novéjsim trendem v hmotnostni spektrometrii, zejména v rozvijejicich se
odvétvich metabolomiky ¢i proteomiky, jsou hybridni hmotnostni spektrometry
kombinujici vice nez dva hmotnostni analyzatory, napi. QqQ (trojity kvadrupdl), Q-

-TOF (kvadrupol a TOF) nebo IT-TOF (iontova past a TOF) [60].

2.5 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Extrakce na pevné fazi (SPE) patii k jedné z dominantnich metod upravy latek ze
sloZitych matric, napf. biologickych vzorkt, pfed vlastni chromatografickou analyzou.
K jejim prednostem patii ucinné prekoncentrovani analytu a pieciSténi vzorku spojené
s vysokou vytéznosti, reprodukovatelnosti a niz8i spotiebou organickych rozpoustédel.
Z ekonomického hlediska je naopak nevyhodou omezeni opakované pouzitelnosti
kolonek SPE. Mechanismus extrakce spociva v zadrzeni analytu na kolonce rliznymi
interakcemi a nasledném vymyti analytu vhodnym rozpoustédlem (eluentem). Za hlavni
interakce v SPE jsou povaZzovany nepolarni, polarni nebo iontové-vymeénné [44].

V soucasné dobé je dostupnost kolonek dostacujici, nejcastéji se jedna o sorbenty
na bazi silikagelu s chemicky vazanymi alkyly, napt. nepolarni C;g a Cg. Mezi polarni
jsou zafazovany, napt. aminopropylové ¢i diolové modifikatory. K iontové-vyménnym

patii sorbenty se sulfonovou skupinou (katexy) ¢i kvarterni aminy (anexy) [44, 61].
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2.6 Cile prace

Cil této diplomové prace zahrnoval piipravu, analyzu a izolaci nasledujicich
intermediati biosyntetick¢é drahy APD pro jejich strukturni charakterizaci pomoci

NMR:

o dikarboxylové intermediaty 1 a 2 zbiosyntézy PPL (APD z biosyntézy
linkomycinu) v enzymatické reakéni smeési pro charakterizaci konjugovaného
systému dvojnych vazeb obou intermediatii

e prekursor DH-EPL (APD z biosyntézy tomaymycinu) v kultivatnim médiu
bakteridlniho kmene S. purpureus pro urceni konfigurace E/Z na exocyklické

dvojné vazbe

Cil prace zahrnoval i vyvoj semi-preparativni chromatografické metody pro

izolaci studovanych sloucenin.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Biologické vzorky

e Bakterialni kmen Streptomyces purpureus DSM 43360
e Bakterialni kmen Escherichia coli BL21(DE3)

3.2 Standardni latky

Standardni latky EPL, PPL a DH-PPL, pro vyvoj izola¢ni metody DH-EPL
v semi-preparativnim chromatografickém moédu, byly pfipraveny Mgr. Radkem
Gazédkem, Ph.D., v laboratoii Biologie sekunddrniho metabolismu, Mikrobiologicky
tistav AV CR, v.v.i. postupem vychazejicim z publikaci [18, 62]. Vsechny standardy
byly fedény 50% vodnym roztokem acetonitrilu; standardy EPL a PPL na koncentraci
1,25 mg ml'l, standard DH-PPL na 2,5 mg ml?.

3.3 Chemikalie

Acetonitril (LC/MS grade, 99,95 %)
Deionizovana voda Milli-Q (HPLC/UHPLC)
Glukosa (=99 %)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (99,5 %)
Heptahydrat siranu manganatého (99 — 101 %)
Heptahydrat siranu zine¢natého (99 %)
Heptahydrat siranu Zeleznatého (> 99 %)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (99 %)
Hydroxid amonny (28 — 30 %)

Hydroxid sodny (> 98 %)

Chlorid sodny (99,5 %)

Kvasni¢ny extrakt (> 99 %)

Kyselina chlorovodikova (> 35 %)
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Biosolve, Nizozemi
Millipore, USA
Lach-Ner, CR
Merck, Némecko
Merck, Némecko
Lachema, CR

Penta, CR

Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Lachema, CR
Oxoid, Velka Britanie
Lach-Ner, CR



Leucin-enkefalin acetat (=95 %) Sigma-Aldrich, USA

Methanol (LC/MS grade, 99,95 %) Biosolve, Nizozemsko
Mravenci kyselina (> 99 %) VWR, USA

Octova kyselina (99 %) VWR, USA

SAM (=75 %) Sigma-Aldrich, USA
Siran amonny (> 99 %) Lachema, CR
Sladovy extrakt (> 99 %) Oxoid, CR

Tris-acetat (99 %) Sigma-Aldrich, USA
Uhli¢itan vapenaty (> 95 %) Lachema, CR

3.4 Pufry

e Mravenc¢an amonny — titrace mravenci kyseliny roztokem hydroxidu amonného
e Octan amonny — titrace octové kyseliny roztokem hydroxidu amonného
e Reakéni pufr — 1M Tris-acetat, 1M NaCl, uprava pH na 8,0 pomoci roztoku

kyseliny chlorovodikové

3.5 Kultiva¢ni média

V nasledujici tab. 2 je uvedena ptiprava GYM média a v tab. 3 AVM média pro

kultivaci bakterialnich kmenu.

Tab. 2. Ptiprava GYM média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
Glukosa 4
Kvasni¢ny extrakt 4
Sladovy extrakt 10
Deionizovana voda* do objemu 1000 ml

*Po doplnéni do objemu 1000 ml bylo pH média upraveno na hodnotu 7,2.
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Tab. 3. Pfiprava AVM média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
(NH4)2SO4 2
Kvasni¢ny extrakt 2
NaCl 2
K,;HPO4 0,5
CaCOs3 5
FeSO, - TH,0O 0,05
MnSO;, - 7H,0 0,05
MgSO;, - 7TH,0 0,1
ZnSO4 - 7 H,0O 0,05
Deionizovana voda* do objemu 880 ml
25% glukosa** 120 ml

*Po doplnéni do objemu 880 ml bylo pH média upraveno na hodnotu 7,4.

*%25% glukosa byla ptidana az po sterilizaci média.

3.6 Instrumentace

e Acquity UPLC (Waters, USA), spojeny s detektorem diodového pole DAD
2996 operujicim v rozmezi vinovych délek 190 — 800 nm a s hmotnostnim
detektorem LCT Premier XE. Jako iontovy zdroj vyuziva ESI a jako analyzator
TOF.

e HPLC systém (Waters, USA), spojeny s absorpénim spektrofotometrickym
detektorem UV 2487, operujicim v rozmezi vinovych délek 194 — 600 nm.

e pH metr HANNA; kalibra¢ni roztoky o pH 4,01; 7,01 a 10,01 (Hanna
instruments, USA)

e Rota¢ni inkubadni tepacka (Infors, Svycarsko)

e Centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko)

e Chlazena centrifuga Jouan MR23i (Thermo Scientific, USA)

e Sonikator Ultrasonic Homogenizer 4710 (Cole-Parmer, USA)

e Rotaéni vakuové odparka R-215 (Biichi Labortechnik AG, Svycarsko)

e Vakuovy evaporator Concentrator Plus (Eppendorf, Némecko)
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3.7 Vypocetni technika a software

e Mass Lynx ™ V4.1 (Waters) — vyhodnoceni MS dat z UHPLC systému
e Empower 3 (Waters) — interpretace dat z HPLC systému
e ACD/ChemSketch 12.01 — tvorba chemickych vzorct a rovnic

3.8 Metody
3.8.1 Priprava intermediati 1 a 2

Substrat pro enzymatickou reakci, intermedidt 1, byl pfipraven
pracovniky laboratofe Biologie sekundarniho metabolismu, Mikrobiologicky ustav AV
CR, v.v.i. podle publikace [35], a to inkubaci L-DOPA s buitkami Escherichia coli
s vlozenym vektorem kédujicim protein LmbB1. Rekombinantni protein LmbW byl
pfipraven Mgr. Lucii Steiningerovou podle diive popsaného postupu [7].

Intermediat 1 byl Castecné pfeveden na intermedidt 2 pomoci proteinu LmbW
v ptitomnosti SAM jako donoru methylové skupiny. V negativnich reakcich byl
v reak¢énim roztoku protein LmbW nebo SAM nahrazen reakénim pufrem.

Enzymatickd reakce o celkovém objemu 200 pl obsahovala 126 pl vodného
roztoku intermedidtu 1, 50 pl LmbW (100 uM), 20 ul SAM (40 mM) a 4 pl reakéniho
pufru (1 M). Nésledovala inkubace této smési (1 h, 30 °C). Reakce byla poté ukonena
pfidanim 2 pl koncentrované mravenc¢i kyseliny. Reakéni roztok byl promichan, protein
z né¢ho byl oddélen pomoci membranovych centrifugacnich kolonek Microcon 10 kDa
(Millipore, USA). K chromatografickym analyzdm byla smés intermediati 1 a 2
smichana s acetonitrilem v poméru 1:1 (v/v), sonikovana a centrifugovéana (14000 RPM,

10 min, 25 °C).

3.8.2 Testovani stability intermediati 1 a 2
Pro testovani stability intermediati 1 a 2 byla pfipravena smés intermediati

stejnym postupem z kap. 3.8.1 ve tfech paralelnich reakcich. Po oddé€leni proteinu byl
smésny vzorek obou analytli umistén pfi teploté 30 °C po dobu dalSich 2, 4, 8 a 24 h.

34



Smés intermediatd byla k chromatografickym analyzdm fedéna s acetonitrilem
v poméru 1:1 (v/v), sonikovana a centrifugovana (14000 RPM, 10 min, 25 °C).

Po integraci ploch piki obou intermedidti z DAD chromatogramu se
k vyhodnoceni vysledki pouzil Deantiv-Dixontiv test odlehlosti. Byly vylouceny
odlehl¢ vysledky a uren median hodnot. Nasledné¢ byly mediany ptepocteny na

procentualni zastoupeni daného intermediatu ve smési v urCitém ¢asovém useku.

3.8.3 Priprava intermediatu DH-EPL

Spory bakterialniho kmene S. purpureus byly ockovany z Petriho misky sterilni
smyckou nejprve do GYM média. Kultura byla inkubovéna pii 28 °C v rotaéni
inkubaéni tfepacce (180 RPM) po dobu 24 h. Nasledné byly 2 ml této kultury pouzity
k inokulaci AVM média. Kultura byla inkubovana za stejnych podminek a v ¢asovych
intervalech z ni bylo odebirano 5 ml média pro extrakci a naslednou chemickou analyzu

DH-EPL.

3.8.4 Extrakce intermediatu DH-EPL (analyticky mod)

Odebrané kultivacni médium bylo nejprve centrifugovano (4000 RPM, 15 min,
4 °C). Supernatant byl extrahovan (SPE) pomoci kolonek Oasis MCX 3cc (60 mg).
Sorbent MCX (z angl. ,,Mixed cation exchange®) je zaloZen na bazi hybridniho
kationtového iontoménice obsahujiciho zaporné nabitou sulfonovou skupinu.

Vhodnym okyselenim kultivacniho média (pH 2 az 3) vznikne kladny ndboj na
aminové skupiné DH-EPL. Naboj aminové skupiny interaguje se sulfonovou skupinou a
dochdzi k zachyceni analytu na této kolonce [7].

Extrakce probihala podle nasledujiciho protokolu:

e Kondicionace: 3 ml methanolu

e Ekvilibrace: 3 ml 2% vodného roztoku mravenci kyseliny

e Vzorek: 3 ml kultivaéniho média, okyseleno na pH 2 — 3 koncentrovanou

mravenci kyselinou

e Promyti: 3 ml 2% vodného roztoku mravenci kyseliny

e Eluce: 1,5 ml NH4OH:voda:methanol = 1,4:3,6:95,0 (v/v)
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Eluat byl odpafen na vakuovém evaporatoru pii teploté¢ 30 °C a poté
resuspendovan v 300 pl 20% vodného roztoku methanolu, sonikovan, centrifugovan

(14000 RPM, 10 min, 25 °C) a nésledn¢ chromatograficky analyzovan.

3.8.5 Extrakce intermediatu DH-EPL (semi-preparativni mod)

V ramci optimalizace extrak¢ni metody byly na kolonkach Oasis MCX 20cc (1 g)
testovany tfi elu¢ni protokoly (SPE-1, SPE-2 a SPE-3), cozZ je uvedeno v tab. 4.

Tab. 4. Optimalizace elu¢niho profilu pii extrakci DH-EPL.

Optimalizace SPE-1 SPE-2 SPE-3
Sorbent Oasis MCX 20cc (1 g)
Kondicionace 50 ml methanolu
Ekvilibrace 50 ml 2% vodného roztoku mravenci kyseliny
Vzorek 100 ml kultiva¢niho média; pH 2 — 3*
Promyti I 100 ml 2% vodného roztoku mravenc¢i kyseliny
Promyti 11 neprovedeno 100 ml methanolu 100 ml methanolu
50 ml 50 ml 50 ml
NH4OH:voda: NH4OH:voda: NH4OH:voda:
Fluce :methanol = :methanol = :methanol =

=1,4:53,6:450 (vv) = 1,4:53,6:45.0 (vv) = 1,4:3,6:95,0 (v/v)

*Pfed nadavkovanim na kolonku byl vzorek okyselen koncentrovanou mravenci

kyselinou.
Eluat byl odpafen na rotaéni vakuové odparce (140 RPM, 35 °C), poté

resuspendovan v 10 ml deionizované vody, sonikovan, centrifugovan (14000 RPM,

10 min, 25 °C) a nasledné chromatograficky analyzovan.

3.8.6 UHPLC-DAD-MS analyzy (analyticky mod)

V tab. 5 jsou uvedeny nastavené parametry na hmotnostnim spektrometru. DAD

detekce byla monitorovana v rozmezi vinovych délek 190 — 800 nm.
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Tab. 5. Nastavené parametry na hmotnostnim spektrometru.

Nastaveny parametr Hodnota
Rozsah méfenych hodnot m/z 100 — 1000
Referencni latka (leucin-enkefalin) 2 ugml”
Pratok referencni latky 5 ul min™
Doba skenu 0,1s
Doba mezi skeny 0,01s
Doba mezi skeny pro referencni latku 0,1s
Doba mezi skeny pfi zméné polarity latky 0,3s
Napéti vlozené na kapilaru +2800 V nebo —2500 V
Napéti vlozené na vstup do analyzatoru +40 V nebo —40 V
Prutok dusiku (desolvata¢ni plyn) 800 1h"
Pratok dusiku pfi vstupu do analyzatoru 501h"
Teplota dusiku 350 °C
Teplota bloku iontového zdroje 120 °C

Pro UHPLC-DAD-MS analyzy intermediatd 1, 2 a prekursoru DH-EPL byly
pouzity tyto spole¢né chromatografické podminky:

e Pritok mobilni faze: 0,4 ml ml”!

e Davkovany objem vzorku: 5,0 pl

e Teplota termostatu kolony: 30 °C

Intermediaty 1 a 2
e Kolona Acquity BEH-Amide (50 mm x 2,1 mm; 1,7 pm) (Waters, USA)
e Mobilni faze: acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny (pH 8,0):acetonitril
v poméru 1:1 (v/v) (slozka B)
e Linearni gradientova eluce: 0/99,0; 2,5/99,0; 8,5/20,6; 8,5/1,0; 9,5/1,0; 9,5/99,0
(Cas [min]/obj. % slozky A), néasledovala ekvilibrace kolony 1,5 min (99,0 ob;.
% slozky A)
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DH-EPL

e Kolona Acquity CSH-C;g (50 mm x 2,1 mm; 1,7 um) (Waters, USA)

e Mobilni faze: methanol (sloZka A) a 0,1% mravenci kyselina (slozka B)

e Linearni gradientova eluce I (extrakce DH-EPL pomoci SPE): 0/5,0; 3,5/5,0;
3,5/99,0; 4,5/99,0; 4,5/5,0 (Cas [min]/obj. % slozky A); nasledovala ekvilibrace
kolony 1,5 min (5,0 obj. % slozky A)

e Linearni gradientova eluce II (izolovany vzorek DH-EPL): 0/5,0; 1,5/5,0;
15,0/70,0; 18,0/99,0; 19,0/99,0; 19,0/5,0 (Cas [min]/obj. % slozky A);
nasledovala ekvilibrace kolony 1,0 min (5,0 obj. % slozky A)

3.8.7 HPLC-UV analyzy (semi-preparativni mod)

Na preparativni kolon¢ Triart HILIC-Diol (250 mm X 20 mm; 5 um) (YMC,
Japonsko) byly pro intermediaty 1, 2 a prekursor DH-EPL (pfipadn¢ standardy PPL,
EPL a DH-PPL) vytvofeny tyto chromatografické podminky:

e Pritok mobilni faze: 8,0 ml ml”!

e Davkovany objem vzorku: 100 — 200 pl

e Teplota termostatu kolony: 30 °C

Intermediaty 1 a 2

e Mobilni faze: acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 8,0 (slozka B)
e Linearni gradientova eluce: 0/95; 5/95; 40/50; 40/95 (Cas [min]/obj. % slozky
A), nésledovala ekvilibrace kolony 8,0 min (95,0 obj. % slozky A)

DH-EPL
e Testované sloZeni mobilni faze v isokratické eluci:
a) Acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 4,2 (sloZka B)
v poméru A:B = 80:20 (v/v); 83:17 (v/v); 86:14 (v/v); 89:11 (v/v); 92:08
v/v)
b) Acetonitril (slozka A) a 5; 20; 100 ¢i 500 mM octan amonny, pH 4,2
(slozka B) v poméru A:B = 89:11 (v/v)
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g)

Acetonitril (slozka A) a 50; 100 mM mravencan amonny, pH 4,2 (slozka
B) v poméru A:B =89:11 (v/v)

Acetonitril (slozka A) a 50 mM mravencan amonny, pH 8,0 (slozka B)
v poméru A:B = 89:11 (v/v)

Acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 8,0 (slozka B)
v poméru A:B =89:11 (v/v)

Acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 4,2:methanol = 1:1
(v/v) (slozka B) v poméru A:B = 89:11 (v/v)

Acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 8,0:methanol = 1:1
(v/v) (slozka B) v poméru A:B =89:11 (v/v)
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Analyza a izolace intermediatii 1 a 2

Jednim z dosud ne zcela objasnénych kroka biosyntézy PPL, prekurzoru
linkomycinu, je methylace intermediatu 1. Piestoze bylo prokézano, ze protein LmbW
methyluje 1, produkt reakce intermedidt 2 dosud nebyl dostatecné strukturné
charakterizovan. Konkrétné nebyla jednoznacné lokalizovana poloha methylové
skupiny prenesené ze SAM a dale neni zfejma podoba konjugované¢ho systému
dvojnych vazeb — v soucasné dob¢€ jsou navrzeny formy 2a a 2b, zobrazené na obr. 6
(str. 20). V ramci této diplomové prace byla ptipravena smes intermediati 1 a 2 a byla

vyvinuta chromatografickd metoda pro izolaci téchto intermediatu.

4.1.1 Analyza enzymatické reak¢ni smési s LmbW

DAD chromatogramy na obr. 10A potvrzuji, Ze v pfitomnosti LmbW a
methylacniho ¢inidla SAM se intermediat 1 podatilo Caste¢né pfeménit na intermediat
2. DAD chromatogramy byly extrahovany pro vlnovou délku 410 nm, kterda je
v blizkosti absorpénich maxim obou analytl. Intermedidt 1 eluuje z kolony v niz§im
retennim Case (fgr = 6,5 min) neZ intermediat 2 (g = 7,4 min).

Na obr. 10B jsou zndzornény DAD absorp¢ni spektra obou intermediatt liSici se
svymi absorp¢nimi maximy; pro intermediat 1 — 420 nm a pro intermediat 2 — 405 nm.
Rozdilnost absorpénich maxim miZe byt dana bud’ pouhym pfipojenim methylové
skupiny nebo také zménou konjugovaného systému dvojnych vazeb.

Identita obou analyti byla potvrzena na zakladé hmotnostnich spekter v kladném
1 zéporném ESI modu (obr. 10C). V zdporném ESI modu byly identifikovany
deprotonované pseudomolekuldrni ionty, dale dekarboxylované fragmenty a dimery
vznikajici v iontovém zdroji. Hmotnostni spektra v kladném ESI modu se vyznacuji
ionty odpovidajici protonovanym pseudomolekularnim iontim. Oba intermediaty
ionizuji vyrazné lépe v zaporném ESI modu. Ptesto je schopnost analytli ionizovat
v obou moédech limitovana a vzhledem k velmi dobré absorpci ve viditelné oblasti jsou

analyty 1épe detekovany pomoci DAD detekce.
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Obr. 10. Analyza intermediatd 1 a 2 v reakénim roztoku. A: DAD chromatogramy

(4 =410 nm) — Gplna reakce s LmbW a SAM, negativni kontrola bez LmbW a negativni

kontrola bez SAM; B: DAD absorp¢ni spektra; C: Hmotnostni spektra v zaporném a

kladném ESI moédu. Chromatografické podminky: kolona BEH-Amide, mobilni faze:

acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 8,0:acetonitril v poméru 1:1 (v/v)

(slozka B); linedrni gradientova eluce.
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4.1.2 Izolace z enzymatické reak¢ni smési s LmbW

Po identifikaci intermediatd 1 a 2 v enzymatické reak¢ni smési néasledoval vyvoj
semi-preparativni chromatografické metody pro jejich izolaci (obr. 11). Vzhledem
k nezadouci hydrolyze analytii v kyselych podminkach na analytické kolon¢ BEH-Cg
byla vyzkousSena pro izolaci analytii preparativni kolona HILIC-Diol v alkalické mobilni
fazi. Vlnova délka pro detekci obou intermediati byla nastavena na 410 nm.

Z kolony byly eluovany ctyfi latky odpovidajici pikiim zobrazenych na obr. 11.
Byly tak do zkumavek odebrany ¢tyfi frakce (I — IV). Je ptedpokladédno, Ze frakce I je
intermedidtem 1, ale neni zfejmé, ktery pik odpovidéd intermedidtu 2. Ziskané frakce
byly odpateny a rekonstituovany v 50 ul 50% acetonitrilu. Prekoncentrované frakce

byly analyzovany UHPLC-DAD-MS metodou v off-line analyze.
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Obr. 11. UV/VIS chromatogram izolace intermediati 1 a 2 v reakénim roztoku.
Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril (slozka A) a
50 mM octan amonny, pH 8,0 (slozka B); linearni gradientova eluce. Detekce UV/VIS
(A =410 nm).
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Intermediat 1 byl detekovan v DAD zaznamu frakce I, ale intermediat 2 se
nepodafilo detekovat v zadné z frakci. Stejny vysledek byl dosazen v opakovanych
experimentech. Intermediat 1 byl detekovan v niz$i koncentraci nez by odpovidalo
prekoncentrovanému vzorku.

Niz8i nez ocekavana vytéznost intermediatu 1 miize byt zplisobena nizkou
stabilitou tohoto analytu. Dfive byly testovany kinetické parametry rozpadu
intermediatu 1, které potvrzuji tuto znacnou nestabilitu [41]. NetspéSnd detekce
intermediatu 2 by pak mohla mit analogickou pfic¢inu, alternativné by mohl byt problém

v nevhodnosti chromatografickych podminek pro tento analyt.

4.1.3 Testovani stability intermediatii 1 a 2

Z divodu nizsi vytéznosti intermediatu 1 a predev§im netspésné detekci
intermediatu 2 byla testovana stabilita obou analyti (obr. 12). Byly pfipraveny tii
paralelni reakce se SAM a LmbW, které¢ byly po 1 h inkubace ukonceny odd¢lenim
proteinu. Roztok byl dale inkubovén a ve stanovenych ¢asovych intervalech (0, 2, 4, 8 a

24 h) byla cast reakce analyzovéana pomoci kapalinové chromatografie.
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Obr. 12. Grafy stability intermediati 1 a 2
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Experiment potvrzuje, Ze intermediat 1 je pouze omezené stabilni — po 8 h ho
zustavd ve smeési pres polovinu, po 24 h piiblizné jedna tfetina. V porovnani
s intermediatem 1 je ovSem intermedidt 2 vyrazné méné stabilni — po 8 h je témef
kompletné rozlozen a po 24 h jiz vibec nebyl detekovan. Plocha piku na grafech pro
100 % odpovida dob& 0 h — pro intermediat 1: 4,5-10° AU a pro intermediat 2:
6,2:10° AU.

4.1.3.1 Stabilita intermediatu 1 a 2

Nekolikrat rychlejsi rozklad intermediatu 2 lze v zasadé vysvétlit jeho chemickou
strukturou, a to zménou rozlozeni (delokalizaci) elektronti kladnym indukénim efektem
pfipojené methylové skupiny. Otazkou pro dal§i experimenty ziistdva, ktera forma
intermediatu 2 (2a nebo 2b) je méné¢ stabilizovana napt. rozloZenim elektrond, a zda by
bylo mozné urcit prevazujici formu tohoto intermediatu pomoci NMR.

Velmi nizka stabilita intermedidtu 2 plné vysvétluje, pro¢ analyt nebylo mozné
detegovat, jelikoz chromatografickd separace a odpafovani odebranych frakci trva
miniméln¢ 8 hod. Stabilita byla studovdna pii hodnoté¢ pH 8, coz jsou nejen diive
popsané optimalni podminky pro in vitro methylaci proteinem LmbW, ale také
kultivaéni podminky, pfi kterych dochazi k biosyntéze in vivo vcetné reakce
katalyzované proteinem LmbW.

V producentu linkomycinu s inaktivovanym genem A/mbA by se podle biosyntézy
PPL (obr. 5, str. 17) mél hromadit intermediat 2. Dodnes vSak nebylo ziejmé, proc je
tato akumulace pozorovana pouze v nékterych ptipadech s velmi nizkym vytéZkem
[26]. Nizka stabilita intermedidtu 2 vSak tato pozorovani plné vysvétluje a navic €ini
méné pravdépodobnymi jiné hypotézy, podle kterych je béhem in vivo biosyntézy
nejprve odStépen oxalat proteinem LmbA, a az poté dochazi k methylaci proteinem
LmbW. Nepiedpokladd se tak, Ze by nestabilita intermediatu 2 cCinila problémy pfii
biosyntéze in vivo, kdy dochazi k preméné intermediatt rychleji v fadu nékolika desitek
vtefin.

Vramci dfivéjSich experimenti bylo prokdzano, Zze k dlouhodobéjSimu
uchovavani intermediatu 1 bez vyrazného rozkladu je nutné sniZit teplotu alespon na

—80 °C, avSak intermediat 2 je nestabilni i pfi této teploté.
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4.1.4 Neznamé latky v enzymatické reakéni smési

V enzymatické reakéni smési obou intermediatti byla detekovana neznama latka
v reten¢nim Case g = 5,5 min v DAD chromatogramu, extrahované¢ho pro vinovou
délku 410 nm (obr. 13A). Absorpéni maximum je velmi podobné intermediatu 2 —
— absorp¢ni spektrum pii 405 nm (obr. 13B). Mize se pravdépodobné jednat o latku
strukturn¢€ podobnou intermedidtu 2 (isomer).

Neznama latka byla detekovana i v negativnich reakcich bez LmbW ¢i bez SAM.
Vzhledem k velmi nizké koncentraci této slouceniny neni mozné s piesnosti urcit

strukturu této slouceniny.
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Obr. 13. Neznama latka vyskytujici se v reakénim roztoku intermediati 1 a 2. A: DAD
chromatogram (4 = 410 nm); B: DAD absorpéni spektrum neznamé latky.
Chromatografické podminky: kolona BEH-Amide, mobilni faze: acetonitril (slozka A) a
50 mM octan amonny, pH 8,0:acetonitril v poméru 1:1 (v/v) (slozka B); linedrni

gradientova eluce.
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4.1.5 Existence isomeru intermediatu 1

Béhem testovani diive pripravenych vzorka, které by mély obsahovat intermediat
1, byl ziejmé objeven isomer tohoto intermediatu (oznaceni X1), ktery neni akceptovan
proteinem LmbW jako substrat pro methylacni reakci. Stejného vysledku bylo dosazeno
1 v opakovanych experimentech. Porovnani DAD chromatogramti smési, které se lisi
tim, zda intermediat 2 vznikl ¢i nikoliv, je ukazano na obr. 14A.

Latka X1 vykazuje identické fyzikalné-chemické vlastnosti jako intermediat 1,
disponuje velmi podobnym DAD absorpénim (obr. 14B) a MS spektrem v zaporném

ESI modu (obr. 14C), avSak neni proteinem LmbW pievedena na intermediat 2.
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Obr. 14. MoZny isomer intermediatu 1 (laitka X1). A: DAD chromatogramy
(4 =410 nm) — reakce se vznikem intermediatu 2 (vlevo) ¢i bez jeho vzniku (vpravo);
B: DAD absorpéni spektrum latky X1; C: MS spektrum latky X1. Chromatografické
podminky: kolona BEH-Amide, mobilni faze: acetonitril (slozka A) a 50 mM octan

amonny, pH 8,0:acetonitril v poméru 1:1 (v/v) (slozka B), linedrni gradientova eluce.
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4.2 Analyza a izolace DH-EPL

Chemicka struktura tomaymycinu produkovaného S. achromogenes byla
dostate¢né charakterizovana. V laboratofi, ve které byla vypracovavana tato diplomova
prace, se podafilo ziskat dalsi dva producenty tomaymycinu, S. purpureus a
Streptomyces regensis. Zatimco biosynteticky genovy shluk pro produkci tomaymycinu
ve S. regensis a S. achromogenes je prakticky identicky, shluk ve S. purpureus se
odlisuje tim, ze neobsahuje gen kodujici tautomerasu [18].

Pomoci NMR se v pfipadé tomaymycinu izolovaného z kultivacniho média
S. purpureus nepodafilo jednoznacn€ urcit, zda konfigurace na dvojné vazbé
inkorporovaného DH-EPL je E nebo Z (obr. 15). Jednou z moZnosti, jak tento strukturni
aspekt objasnit, je izolovat z kultivaéniho média pfimo intermediat DH-EPL a pokusit
se presn¢ charakterizovat jeho strukturu, zejména zminénou E/Z isomerii jesté pred
inkorporaci do vysledného metabolitu.

Z literatury je mozné dohledat, Ze kviili absorpci DH-EPL v nizkych vlnovych
délkach pro jeho izolaci by bylo mozné vyuzit HPLC s fluorimetrickou detekei, ale
za podminky nutnosti derivatizace analytu vhodnym ¢inidlem [9]. Tento zptsob detekce
v tomto piipadé neni mozny, jelikoZ je nutné izolovat pivodni strukturu DH-EPL
z kultivaéniho média S. purpureus pro nasledné urceni konfigurace vazby pomoci

NMR.

HOOC HOOC

\\\\\
) \\\\

HN HN H
_-CHs N

H CH,

E-isomer Z-isomer

Obr. 15: E/Z isomery prekursoru DH-EPL

4.2.1 Analyza DH-EPL v kultiva¢nim médiu

Pro zjisténi produkce akumulujiciho se DH-EPL v kultivaénim médiu byla

zvolena technika SPE s néslednou chromatografickou analyzou. Vysledky odebiranych
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vzorkl kultivaéniho média S. purpureus po 96 hod, 120 hod, 144 hod a 168 hod od
zacatku kultivace jsou zobrazeny na obr. 16.

Iontové extrahové chromatogramy DH-EPL pro m/z = 142,0868 jsou znazornény
na obr. 16A v kladném modu ESI. Vzhledem k nedostate¢né UV/VIS absorpci analytu
byla provedena vyhradn¢ MS detekce (obr. 16B). Byly identifikovany

pseudomolekularni protonované ionty analytu vznikajici v iontovém zdroji.
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Obr. 16. Extrakce DH-EPL z kultivacniho média v ¢asovych podminkéach. A: Iontové
extrahované chromatogramy (m/z = 142,0868) v dobé¢ kultivace: 96 h; 120 h; 144 h a
168 h. Relativni intenzita 100% odpovida 1,5-104 detekovanych iontl; B: Hmotnostni
spektrum DH-EPL. Chromatografické podminky: kolona CSH-C;3, mobilni faze:
methanol (slozka A) a 0,1 % HCOOH (slozka B); linearni gradientova eluce 1.
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DH-EPL byl v extraktu kultivacniho média detekovan jiz po 96 h, jeho dostatecné
vysokd koncentrace byla pozorovana az po 144 h. Kultivace kultury byla v tomto Case
ukoncena centrifugaci (4000 RPM, 15 min, 4 °C). Mala ¢ast zivé kultury o objemu asi
20 ml byla jest¢ inkubovana do 168 h, kdyby doslo k dal§imu vyznamnému zvySeni

koncentrace analytu. Analyt vSak v tomto Case nebyl detekovan.

4.2.2 Optimalizace elu¢niho kroku v extrakci DH-EPL

Extrakce DH-EPL z kultiva¢niho média S. purpureus probihala technikou SPE,
jejiz eluéni krok byl hodnocen metodou UHPLC-DAD-MS, pievazné ziontove
extrahovanych chromatogramti (m/z = 142,0868).

Nejvhodnéj$im elu¢nim protokolem byl zvolen SPE-3, ktery tak bude pouZzivan
pro dal$i extrakce DH-EPL ztéto pomérné slozit¢ matrice v analytickém 1 semi-
-preparativnim médu (obr. 17). Promyti methanolem pomize tak 1épe precistit vzorek,
pfiemZ toto promyti nema vliv na vytéZnost analytu. Eluce methanolem oproti 50%

vodnému roztoku methanolu ma vyhodu lepsiho odpatfovani rozpoustédla za tcelem

prekoncentrace.
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Obr. 17. Optimalizace elu¢niho kroku extrakce DH-EPL. lontové extrahované
chromatogramy (m/z = 142,0868) pro SPE-1, SPE-2 a SPE-3. Relativni intenzita 100%
odpovida 1,5-10* detekovanych iontil. Chromatografické podminky stejné z obr. 16.
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Z vysledkl na obr. 18 Ize tvrdit, Ze DH-EPL se u SPE-3 pii promyti methanolem
z kolonky neuvolituje. Analyt se uvoliiuje az v alkalickém prostfedi vzhledem k jeho

kladn¢ nabité aminové skupiné a zaporné nabité sulfonové skupin¢ zabudované

v kolonce.
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Obr. 18. Vliv promyti a eluce extrakce DH-EPL. Iontové extrahované chromatogramy
(m/z = 142,0868) — pii samotném promyvacim kroku II a pfi promyvacim kroku II
s naslednou alkalickou eluci. Relativni intenzita 100 % odpovida 1,5-10* detekovanych

iontli. Chromatografické podminky stejné jako u obr. 16.

4.2.3 Vyvoj semi-preparativni metody izolace DH-EPL

Izolace DH-EPL byla provedena pomoci preparativni chromatografie. Jak je vidét
z ptedchozich obr. 16, 17 a 18, v analytickém moddu analyt eluuje za mrtvym objemem
jako vétSina latek ze smési. Z toho lze usoudit, Ze nebude mozné pro izolaci pouZit
kolonu s ligandem Cis, jelikoz by ziskany analyt k nasledné charakterizaci pomoci
NMR nebyl dostatecné Cisty. Proto byla pro izolaci tohoto analytu zvolena preparativni
kolona zaloZena na médu HILIC (HILIC-Diol).

Ve vyvoji semi-preparativni metody izolace DH-EPL byla testovana isokraticka
eluce pomoci metody HPLC-UV. Standard DH-EPL neni vSak komeréné dostupny a

jeho pfiprava je velice Casové ndrocnd. Proto byly k ur€eni retence pouzity latky, které
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jsou dostupné a strukturou velice podobné DH-EPL, jedna se o EPL, PPL a DH-PPL.
Z vysledku retencnich vlastnosti téchto latek je mozné urcit ptibliznou retenci DH-EPL,
ktery bude pravdépodobné eluovat z kolony podobné¢ jako tyto pomocné standardy.
Mobilni fazi pro vyvoj izolaéni metody byla zvolena smés organického
modifikatoru a vodné slozky mobilni faze. Jako organicky modifikator byl testovan
acetonitril kvili jeho silné elu¢ni sile a dobrym rozpoustécim schopnostem analytu.
Vodnymi slozkami mobilni faze byly zvoleny mravencan ¢i octan amonny (i ve smési

s methanolem) o riznych iontovych silach a hodnotach pH.

4.2.3.1 Urceni retenénich ¢asu standardnich latek

K empirickému ur€eni retencnich Cast standardad EPL, PPL a DH-PPL byla
zvolena mobilni faze s acetonitrilem (slozka A) a 50 mM octanem amonnym, pH 4,2
(slozka B) v poméru 80:20 (obr. 19). Standard PPL eluuje v g = 16,2 min, poté DH-
-PPL (g = 17,2 min) a nakonec EPL (# = 18,7 min). Poté by pravdépodobné
nasledovala eluce DH-EPL.
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Obr. 19. Urceni retencnich casi standardi EPL, PPL a DH-PPL. Chromatografické
podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril (slozka A) a 50 mM octan
amonny, pH 4,2 (slozka B) v poméru A:B = 80:20 (v/v). UV/VIS detekce (4 = 194 nm).
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4.2.3.2 Vybér poméru acetonitrilu k vodné sloZce mobilni faze

50 mM octan amonny, pH 4,2 (slozka B), kdy byly prométfeny retencni ¢asy standardii
EPL a PPL v mobilni fazi A:B = 83:17; 86:14; 89:11 nebo 92:08 (v/v). VSechny

Vodnou slozkou mobilni faze s acetonitrilem (slozka A) byl pro testovani zvolen

UV/VIS chromatogramy jsou ukazany na obr. 20 — UV/VIS detekce pii 4 = 194 nm.

PPL. Naopak s 92 obj. % acetonitrilu je velkd vzdalenost mezi analyty (dlouhé retenéni

casy).

Je dilezit¢é poznamenat, ze analyty maji nizké odezvy, a vzhledem k jejich

V mobilni fazi s 83 obj. % acetonitrilu je pomérné¢ mald vzdalenost mezi EPL a

malému mnozstvi, které je dispozici, neni mozné davkovat vzorek o vyssi koncentraci.

V ptipad€ nejasné identifikace daného analytu bylo provedeno porovnani s analyzou

samotného rozpoustédla.
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Obr. 20. UV/VIS chromatogramy vyvoje izola¢ni metody pomoci standardi EPL a
PPL. Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril (slozka

A) a 50 mM octan amonny, pH 4,2 (slozka B) o rizném poméru sloZzek mobilni faze

A:B (v/v)—83:17; 86:14; 89:11 a 92:08. UV/VIS detekce (4 = 194 nm).
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Jako nejvhodnéjsi z hlediska retencnich cCasti a rozliSeni pikii byla vybran
acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 4,2 (slozka B) v poméru A:B = 89:11
(v/v) zejména kvili dostate¢né vzdalenosti mezi obéma piky s nepiiliS§ dlouhymi

retencnimi ¢asy. Tento pomér A:B byl pouzivan pro dal$i vyvoj izolacni metody.

4.2.3.3 Vybér vodné slozky mobilni faze (pH, iontova sila ¢i pridavek

methanolu)

Pro vybér vodné slozky mobilni faze s parametry pH a iontové sily (¢i pfidavku
methanolu) byl nejprve testovan octan amonny, pH 4,2 o jeho riznych koncentracich,

konkrétné¢ 5 mM; 20 mM; 100 mM a 500 mM (obr. 21).
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Obr. 21. UV/VIS chromatogramy vyvoje izolaéni metody DH-EPL pomoci standardii
EPL a PPL. Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril
(slozka A) a octan amonny, pH 4,2 o jeho riiznych koncentracich (sloZzka B) v poméru
A:B =89:11 (v/v). a: 5 mM; b: 100 mM; ¢: 500 mM; d: 20 mM. UV/VIS detekce (4 =
=194 nm).
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Z vysledku je zfejmé, ze pfi testovani 5 mM ¢i 500 mM octanu amonného nejsou
rozeznatelné signaly analyti od Sumu. Jednd se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti
o nevhodné chromatografické podminky pro separaci téchto analyti. Mezi dalSimi
testovanymi koncentracemi octanu amonného (20 mM a 100 mM) nebyl vyrazny rozdil
v separaci, a proto byl zatim vyvoj izola¢ni metody zachovan na pouziti 50 mM octanu

amonného, pH 4,2 (s 89 obj. % acetonitrilu v mobilni fazi).

Dal$im kritériem bylo testovani vhodného pH vodné slozky. Konkrétné byl
testovan 50 mM octan amonny, pH 8,0, v obr. 22 srovnan s jiz testovanym 50 mM
octanem amonnym, pH 4,2.

Poté byl testovan ptidavek methanolu do vodné slozky mobilni faze (obr. 22).
Byly testovany 50 mM octan amonny, pH 4,2:methanol = 1:1 (v/v) a 50 mM octan
amonny, pH 8,0:methanol = 1:1 (v/v).
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Obr. 22. UV/VIS chromatogramy vyvoje izolaéni metody DH-EPL pomoci standardii
EPL a PPL. Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril
(slozka A) a vodna slozka (slozka B) v poméru A:B = 89:11 (v/v). Testované vodné
slozky — a: 50 mM octan amonny, pH 8,0:methanol = 1:1 (v/v); b: 50 mM octan
amonny, pH 4,2; ¢: 50 mM octan amonny, pH 8,0; d: 50 mM octan amonny, pH
4,2:methanol = 1:1 (v/v). UV/VIS detekce (4 = 194 nm).

54



Z vysledkt plyne, Ze alkalické pH vodné slozky vSak nepiineslo vyrazné zlepSeni,
proto jako nevhodnéjsi pro separaci bylo zvoleno kyselé pH. Dale po piidani methanolu
k vodné slozce v poméru 1:1 (v/v) nebyly detekovany oba standardy ani v kyselé ani v

alkalické vodné sloZce.

Nakonec byl testovan 50 mM mravencan amonny, pH 4,2; 50 mM mravencan
amonny, pH 8,0 a 100 mM mravencan amonny, pH 4,2 (obr. 23). Z vysledki separace

je zfejmé, Ze pouziti mravencanu amonného nepiineslo také zadné vyznamné zlepseni.
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Obr. 23. UV/VIS chromatogramy vyvoje izolatni metody DH-EPL pomoci standardt
EPL a PPL. Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril
(slozka A) a mravencan amonny o rizném pH a iontovych silach (slozka B) v poméru
A:B = 89:11 (v/v). a: 50 mM mraven¢an amonny, pH 4,2; b: 50 mM mravencan

amonny, pH 8,0; ¢: 100 mM mraven¢an amonny, pH 4,2. UV/VIS detekce (4 = 194 nm)

V testované isokratické eluci vyvoje semi-preparativni chromatografické metody
pro izolaci DH-EPL pomoci standardi EPL a PPL, pifipadné DH-PPL, byly
vyhodnoceny vSechna testovana kritéria a jako nejvhodnéj$i mobilni fazi byl zvolen:
acetonitril (slozka A) a 50 mM octan amonny, pH 4,2 (slozka B) v poméru A:B =
=89:11 (v/v).
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4.2.4 Izolace DH-EPL z kultiva¢niho média s off-line LC-MS analyzou

Prekoncentrovany extrakt kultiva¢niho média v acetonitrilu, ve kterém je
pritomen analyt, byl nadavkovan na preparativni kolonu v metodé¢ HPLC-UV (obr. 24).
Byly nasledné odebirany frakce v rozmezi retencnich casti 20,0 — 60,0 min (kazda po
jedné minute). Vlnova délka pro UV/VIS detekci byla nastavena na 194 nm.

Na zédkladé¢ UHPLC-DAD-MS metody v off-line analyze bylo zjisténo, ze vétSina

DH-EPL se nachazi ve frakcich mezi reten¢nimi Casy g = 56,0 — 58,0 min.
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Obr. 24. UV/VIS chromatogram izolace DH-EPL z kultivaéniho média.
Chromatografické podminky: kolona HILIC-Diol, mobilni faze: acetonitril (slozka A) a
50 mM octan amonny, pH 4,2 (slozka B), A:B =89:11. UV/VIS detekce (4 = 194 nm).

4.2.5 Finalni vzorek DH-EPL k analyze NMR

Ziskany vzorek DH-EPL kanalyze NMR byl izolovan pfiblizn€¢ z objemu

900 ml kultivaéniho média S. purpureus. lzolace ve vytvorené metodé semi-
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-preparativniho médu HPLC-UV byly nékolikrat opakovany. Vybrané frakce obsahujici
analyt z obr. 24 byly spojeny a po odpateni bylo celkem ziskano 0,7 mg DH-EPL pro
NMR analyzu, jehoz Cistota byla jesté ovétena UHPLC-DAD-MS metodou.

Na obr. 25 je zndzornéna analyza rozpoustédla (slepého vzorku) a vzorku
izolovaného DH-EPL. DAD chromatogramy byly extrahovany pfi vinové délce 194 nm.
BPI chromatogramy (pfi zakladni linii) a iontové extrahované chromatogramy (m/z =
= 142,0868) byly méefeny v kladném méddu ESI. Na obr. 25b se pravdépodobné vedle

eluovaného analytu vyskytuje i systémovy pik.
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Obr. 25. Finalni vzorek DH-EPL k analyze NMR. a: DAD chromatogram rozpoustédla
(4 = 194 nm); b: DAD chromatogram vzorku (4 = 194 nm); ¢: BPI chromatogram
rozpous$tédla; d: BPI chromatogram vzorku; e: Iontové extrahovany chromatogram
vzorku (m/z = 142,0868). Relativni intenzita 100% odpovida 4,0-10* detekovanych
iontli. Chromatografické podminky: kolona CSH-C;g, mobilni faze: methanol (slozka

A) a 0,1% HCOOH (slozka B); linedrni gradientova eluce II.
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Z vysledki chromatogrami plyne, Ze Cistota DH-EPL k analyze NMR je
dostate¢na. Vzorek DH-EPL byl odeslan Mgr. Markovi Kuzmovi, Ph.D, do laboratote
NMR, Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i. k naslednému uréeni konfigurace E/Z na
exocyklické dvojné vazbé. Je vSak velice pravdépodobné, ze mnozstvi vzorku nebude
dostateCné pro tento pozadavek, a tak bude v budoucnu potiebné izolovat analyt

z vyssiho objemu kultivaéniho média.
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5 Zavér

e Podarilo se pfipravit intermediat 2 z intermediatu 1 v pfitomnosti proteinu
LmbW a methyla¢niho ¢inidla SAM v in vitro enzymatické reakéni smési.

e Identita intermediatii 1 a 2 byla potvrzena pomoci UHPLC-DAD-MS metody.

e Byla vyvinuta semi-preparativni chromatografickd metoda (linearni
gradientova eluce) pro izolaci obou intermediata.

e Byla zjisténa vyrazn¢ nizsi stabilita intermediatu 2 ve srovnani s intermediatem
1 v in vitro enzymatické reakéni smesi.

o Nizka stabilita intermedidtu 2 vysvétluje diive obtizn¢ interpretovatelné in vivo
experimenty v ramci studia biosyntetické drahy PPL.

e Byla zjisténa existence isomerd intermediatu 1, které neni mozné pomoci
LmbW a SAM methylovat na intermediat 2.

e Byla vyvinuta chromatografickd metoda v semi-preparativnim modu
(isokraticka eluce) pro izolaci DH-EPL z kultiva¢niho média S. purpureus.

e Podarilo se ptipravit 0,7 mg DH-EPL k urceni konfigurace E/Z na exocyklické
dvojné vazb¢ pro analyzu NMR. Tuto latku bude také mozné dale vyuzit pro
studium biosyntézy APD.

e Tato diplomova prace prispéla sou¢asnym snaham, které jsou vynakladany na

vyvoj novych ucinnéjsich derivath s lepSimi farmakologickymi parametry.
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