Abstrakt

Protinadorové pyrrolobenzodiazepiny (PBD), linkosamidova antibiotika, bakterialni
signalni molekula hormaomycin a protituberkulézni griselimycin jsou strukturné i funkéné
diverzifikovana skupina aktinobakterialnich metabolitl, jejichz spoleénym strukturnim znakem
je inkorporace 4-alkyl-L-prolinového derivatu (APD) vznikajiciho specializovanou
biosyntetickou drahou z L-tyrosinu ¢&i L-leucinu. APD drahy se uc€astni sada az Sesti
homolognich proteint, dle jejich pfedpokladaného pofadi v biosyntéze modelového
APD, 4-propyl-L-prolinu (APD linkosamidu linkomycinu), byly oznaceny jako Apd1 — Apd6.
Tato prace cili na objasnéni funkce Apd6 proteint katalyzujicich posledni pfedpokladany krok
specializované APD drahy, FixoH>-zavislou redukci.

Heterologni nadprodukci a in vitro testovanim Sesti Apd6 homologl bylo
demonstrovano, Ze Apd6 z biosyntézy PBD a hormaomycinu jsou schopné v pfitomnosti
FaoH2 redukovat pouze endocyklickou iminovou vazbu 4-substituované A'-pyrrolin-
2-karboxylové kyseliny. Na druhou stranu Apd6 LmbY z biosyntézy linkomycinu a ¢aste¢né
GriH z biosyntézy griselimycinu redukuji také vice inertni exocyklickou dvojnou vazbu stejného
substratu. V tomto kontextu se LmbY a GriH reduktasy vyznaduji dosud nepopsanou aktivitou,
ktera ma navic biologickou relevanci, nebot pfispiva k rozmanitosti struktur APD prekurzort.

Dvojnasobna FaxH2-zavisla redukce probiha hydridovym pfenosem s unikatnim
mechanismem, ktery byl v ramci prace navrzen i experimentalné prokazan. Dale prace cili
na objasnéni podstaty rozdilné specifity Apdé homologu. Bylo predikovano aktivni misto Apd6
proteinl a stanoveny byly kliCové aminokyselinové zbytky, které byly cilené mutovany.
Pro ziskani pfimého dikazu objasnujiciho neobvyklou reakéni specifitu byly vyvinuty
podminky pro krystalizaci proteina.

V zavéru prace bylo bioinformatickou analyzou Apd6 proteint ukazano, ze bioaktivni
metabolity nesouci ve své struktufe APD motiv nejsou tak vzacné, jak se dosud predpokladalo.
Apd6 a jejich homology zfejmé hraji roli ve formaci novych, dosud neobjevenych pfirodnich
latek i centralnim metabolismu bakterii a archaea.

Apd6 reduktasy objasnéné vramci této prace pfredstavuji prvni charakterizované
FaxHz-zavislé enzymy z LLHT rodiny (z angl. luciferase-like hydride transferase)
ze streptomycet a v biosyntéze bioaktivnich molekul viibec. Univerzalnim pfinosem této prace
je rozsifeni dosud velmi omezeného chapani ulohy Fazo.zavislych enzymi v Actinobacteria,

které kontrastuje s vyznamné pokrocilejSi znalosti téchto enzymu v Archaea.
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