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Abstrakt 
 
 Protinádorové pyrrolobenzodiazepiny (PBD), linkosamidová antibiotika, bakteriální 

signální molekula hormaomycin a protituberkulózní griselimycin jsou strukturně i funkčně 

diverzifikovaná skupina aktinobakteriálních metabolitů, jejichž společným strukturním znakem 

je inkorporace 4-alkyl-L-prolinového derivátu (APD) vznikajícího specializovanou 

biosyntetickou dráhou z L-tyrosinu či L-leucinu. APD dráhy se účastní sada až šesti 

homologních proteinů, dle jejich předpokládaného pořadí v biosyntéze modelového 

APD, 4-propyl-L-prolinu (APD linkosamidu linkomycinu), byly označeny jako Apd1 – Apd6. 

Tato práce cílí na objasnění funkce Apd6 proteinů katalyzujících poslední předpokládaný krok 

specializované APD dráhy, F420H2-závislou redukci. 

 Heterologní nadprodukcí a in vitro testováním šesti Apd6 homologů bylo 

demonstrováno, že Apd6 z biosyntézy PBD a hormaomycinu jsou schopné v přítomnosti 

F420H2 redukovat pouze endocyklickou iminovou vazbu 4-substituované Δ1-pyrrolin-

2-karboxylové kyseliny. Na druhou stranu Apd6 LmbY z biosyntézy linkomycinu a částečně 

GriH z biosyntézy griselimycinu redukují také více inertní exocyklickou dvojnou vazbu stejného 

substrátu. V tomto kontextu se LmbY a GriH reduktasy vyznačují dosud nepopsanou aktivitou, 

která má navíc biologickou relevanci, neboť přispívá k rozmanitosti struktur APD prekurzorů. 

 Dvojnásobná F420H2-závislá redukce probíhá hydridovým přenosem s unikátním 

mechanismem, který byl v rámci práce navržen i experimentálně prokázán. Dále práce cílí 

na objasnění podstaty rozdílné specifity Apd6 homologů. Bylo predikováno aktivní místo Apd6 

proteinů a stanoveny byly klíčové aminokyselinové zbytky, které byly cíleně mutovány. 

Pro získání přímého důkazu objasňujícího neobvyklou reakční specifitu byly vyvinuty 

podmínky pro krystalizaci proteinů.  

 V závěru práce bylo bioinformatickou analýzou Apd6 proteinů ukázáno, že bioaktivní 

metabolity nesoucí ve své struktuře APD motiv nejsou tak vzácné, jak se dosud předpokládalo. 

Apd6 a jejich homology zřejmě hrají roli ve formaci nových, dosud neobjevených přírodních 

látek i centrálním metabolismu bakterií a archaea.  

 Apd6 reduktasy objasněné v rámci této práce představují první charakterizované 

F420H2-závislé enzymy z LLHT rodiny (z angl.  luciferase-like hydride transferase) 

ze streptomycet a v biosyntéze bioaktivních molekul vůbec. Univerzálním přínosem této práce 

je rozšíření dosud velmi omezeného chápání úlohy F420-závislých enzymů v Actinobacteria, 

které kontrastuje s významně pokročilejší znalostí těchto enzymů v Archaea. 
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specializované metabolity, Actinobacteria, kofaktor F420, oxidoredukční reakce, reakční 

specifita, linkomycin, pyrrolobenzodiazepiny, hormaomycin, griselimycin 



 
 

Abstract 
 
 Antitumor pyrrolobenzodiazepines (PBDs), lincosamide antibiotics, quorum sensing 

molecule hormaomycin, and antituberculotic griselimycin are structurally and functionally 

diverse groups of actinobacterial metabolites. The common feature of these compounds is the 

incorporation of L-tyrosine- or L-leucine-derived 4-alkyl-L-proline derivatives (APDs) in their 

structures. APD biosynthesis involves a set of up to six homologous proteins. According 

to their proposed order in the biosynthesis of 4-propyl-L-proline, a model APD of lincosamide 

lincomycin, the homologous proteins were named Apd1 – Apd6. Here, we report that the last 

reaction in the biosynthetic pathway of APDs, catalyzed by F420H2-dependent Apd6 

reductases, contributes to the structural diversity of APD precursors. 

 Specifically, the heterologous overproduction and in vitro tests of six Apd6 enzymes 

demonstrated that Apd6 from the biosynthesis of PBDs and hormaomycin can reduce only 

an endocyclic imine double bond, whereas Apd6 LmbY and partially GriH from 

the biosyntheses of lincomycin and griselimycin, respectively, also reduce the more inert 

exocyclic double bond of the same 4-substituted Δ1-pyrroline-2-carboxylic acid substrate, 

making LmbY and GriH unusual, if not unique, among reductases.  

 The two successive F420H2-dependent reduction steps proceeds through hydride 

transfer by a unique mechanism, which has not been described in the literature. In this work, 

we proposed and experimentally confirmed this mechanism. Furthermore, the work aimed 

to elucidate the nature of the different specificity of Apd6 homologs. The active site of the Apd6 

proteins was proposed, then key amino acid residues were predicted and mutated. To obtain 

a direct evidence explaining the unusual distinction in the Apd6 protein reaction specificity, 

conditions for protein crystallization were developed. 

 Finally, a bioinformatic analysis of the Apd6 proteins revealed that bioactive metabolites 

bearing the APD motive in their structure are not as rare as previously presumed. It seems 

that Apd6 and their homologues play a role in the formation of new, yet undiscovered natural 

substances, and in the central metabolism of Bacteria and Archaea.  

 Apd6 reductases elucidated in this work establish the first F420H2-dependent enzymes 

from the luciferase-like hydride transferase protein superfamily from Streptomyces and 

in the biosynthesis of bioactive molecules at all.  The universal contribution of this work is 

the extension of the still very limited understanding of the role of F420-dependent enzymes 

in Actinobacteria, which contrasts with a significantly more solid knowledge in Archaea. 

 
Key words 
 
specialized metabolites, Actinobacteria, cofactor F420, redox reactions, reaction specificity, 

lincomycin, pyrrolobenzodiazepines, hormaomycin, griselimycin
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MFP  (3S)-β-MethylFenylPyruvát 
MPL  4-Methyl-L-ProLin 
MS  hmotnostní spektrometrie/hmotnostní spektrum 
Mtd  MethenylTetrahydropterin Dehydrogenasa 
NAD  NikotinamidAdeninDinukleotid 
NADP   NikotinamidAdeninDinukleotid fosfát (P) 
NMP  N-MethylPyrrolidin-2-on 
NMR  Nukleární Magnetická Rezonance 
NRPS  NeRibozomální Peptidová Synthetasa 
OD  Optická Denzita 
OD600  Optická Denzita při 600 nm 
PBD  Pyrrolo-1,4-BenzoDiazepiny 
PCR  polymerasová řetězová reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction) 
Pd(dba)2 Bis(dibenzylideneaceton)palladium(0) 
Pd(dppf)Cl2 [1,1′-bis(difenylfosfino)ferrocen]dichloropalladium(II) 
PEG  PolyEthylenGlykol  
PEP  (P) fosfoEnolPyruvát 
PKS  Polyketid Synthasa 
por  gen pro biosyntézu porothramycinu 
PPL  4-Propyl-L-ProLin  
PTC  PeptidylTransferasové Centrum 
QDH  chinát DeHydrogenasa 
RP  reverzní fáze (Reverse Phase) 
SAM  S-AdenosylMethionin 
SDH  Šikimát DeHydrogenasa 
SDS  Sodium Dodecylsulfát Sodný 
SDS-PAGE SDS-PolyAkrylamidová Gelová Elektroforéza 
sib  gen pro biosyntézu sibiromycinu 
SLiCE  Seamless Ligation Cloning Extract (metoda ligace DNA fragmentů) 
SM  Specializovaný Metabolit 
SPE  extrakce na pevné fázi (z angl. Solid Phase Extraction) 
SSN  sekvenčně-podobnostní síť (z angl. Sequence Similarity Network) 
TCEP  tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid 
TEMED  N, N, N´,N´-tetramethylendiamin 
THF  TetraHydroFolát 
TOCSY  totální korelační spektroskopie (z angl. TOtal Correlation SpectroscopY) 
tR  Retenční čas (t) 
Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 
TSP  3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteropropionová kyselina 
UHPLC  ultra vysoce-účinná kapalinová chromatografie (z angl. Ultra High Performance Liquid 

Chromatography) 
α-MTL  α-MethylThioLinkosamid 
γ-GT  γ-GlutamylTranspeptidasa 
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1 ÚVOD 
 

1.1 Přírodní látky jako „nevyčerpatelný“ zdroj terapeutických substancí 
 

Mikroorganismy v přírodě produkují široké spektrum specializovaných metabolitů (SM, 

dříve nazývaných „sekundární metabolity“) s rozmanitými, často komplexními chemickými 

strukturami, které dávají základ jejich biologické aktivitě. Za syntézu, složení a regulaci 

produkce SM v producentech zodpovídají geny, které jsou zpravidla fyzicky uskupené 

do biosyntetického genového shluku (BGS).1,2 Přírodní produkty s biologickou aktivitou 

představují kritický zdroj terapeutik pro humánní medicínu. Bylo publikováno, že až 70 % 

anti-infekčních léčiv je odvozeno právě od produktů nalezených v přírodě.3 Bez jejich objevu 

by mnoho dnes běžně používaných léčiv, zejména těch k léčbě bakteriálních infekcí, nebylo 

dostupných. 

Narůstající problém antimikrobiální rezistence zdůrazňuje důležitost objevování 

přírodních látek, především hledání nových alternativ současně užívaných antibiotik. Neustále 

zdokonalující se technologie přispívají k posunu paradigmatu od tradičních kultivačních 

a „screeningových“ metod k „omik“ technologiím (zejména ke genomice a metabolomice) 

a bioinformatickým nástrojům, které umožňují identifikovat mikrobiální taxony s dosud 

nepopsanými BGS kódujícími potenciálně zajímavé metabolity, či transkripčně tiché BGS 

(shrnuto v Bachmann et al. 2015 a Chen et al. 2019).4,5 

Dalším přístupem je programovaná manipulace genů, které kódují enzymy zapojené 

do biosyntetických drah již známých SM. Manipulace má vést ke strukturní změně, která 

moduluje biologickou aktivitu SM, a tedy má problém existující rezistence tímto způsobem 

elegantně obejít. Tento přístup, nazývaný kombinatoriální syntéza, se vyvíjí již od 80. let 

a od té doby se podařilo připravit desítky nových látek. Nejznámější jsou manipulace v genech 

kódujících biosyntetické systémy pro produkci komplexních SM polyketidů − polyketid 

synthasy (PKS) a neribozomálních peptidů − neribozomální peptidové synthetasy (NRPS), 

v obou případech jde o velké modulární enzymy.6 Výměnou jednotlivých modulů, či dokonce 

podjednotek, byla například připravena řada účinných látek odvozených od erytromycinu 

či daptomycinu (shrnuto v Baltz 2019).7 Kromě genů kódujících enzymy zodpovídající 

za vystavění základní kostry komplexního metabolitu (jednotlivých stavebních bloků a jejich 

spojení) jsou důležité i geny kódující enzymy katalyzující následné postkondenzační připojení 

různých funkčních skupin, jak bylo ukázáno například na zmíněném daptomycinu,8 ale také 

třeba u malé skupiny antibiotik linkosamidů.9 

Základní kostru linkosamidů tvoří aminokyselinová a aminocukerná podjednotka, které 

jsou kondenzovány v neobvyklé reakci představující kombinaci NRPS- 

a mykothiol/ergothionein závislých elementů.10,11  Recentní přípravou hybridního linkosamidu 
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bylo demonstrováno, že postkondenzační úpravy základní kostry jsou jednou z příčin rozdílné 

biologické aktivity dvou přirozeně produkovaných zástupců této skupiny – linkomycinu, běžně 

užívaného v klinické praxi, a celesticetinu, jehož nízká biologická aktivita je nevhodná 

pro klinické využití.9 Konkrétně, in vitro se podařilo připravit nový účinný linkosamid, nazvaný 

CELIN, a zároveň jeho demethylovaný analog ODCELIN (Obr. 1.1), který je kombinací 

aminokyselinové jednotky linkomycinu a celesticetinového aminocukru s navázaným 

salicylátem.9 Nejen CELIN a ODCELIN, ale i jejich další odvozené deriváty, které se 

v současné době testují, mají obrovský potenciál budoucího využití jako léčiva (neveřejná data 

z důvodu ochrany duševního vlastnictví). Linkosamidy tak představují ideálního kandidáta 

pro přípravu hybridního producenta. 

I když se může zdát, že kombinatoriální syntéza poskytuje „nekonečné“ množství 

kombinací, ať už modulů tvořících velké modulární enzymy, či jednotlivých genů z BGS, a tedy 

„nekonečné“ množství látek, které čekají na objevení, v praxi se setkáváme s problémem, 

jak jednotlivé stavební bloky spojit. Najít takovou kombinaci substrátů a enzymu katalyzujícího 

jejich propojení není rychlou a rutinní záležitostí, neboť tyto enzymy obvykle mají specificky 

definované substrát-vazebné místo, což určuje jejich substrátovou specifitu (shrnuto 

ve Fischbach et al. 2008 a Medema a Fischbach 2015).2,12 Důležitou prerekvizitou 

kombinatoriální syntézy je proto detailní charakterizace jednotlivých proteinů zapojených 

do biosyntetických drah SM, často včetně krystalové struktury. Linkosamidy jsou ukázkovým 

příkladem – bez znalosti rozdílné reakční specifity homologních enzymů katalyzujících 

postkondenzační modifikace (LmbF/CcbF), ale i znalosti funkce enzymů katalyzujících kroky 

před ní, by nebyl CELIN připraven.13  

Cílem této práce je přinést další díl do linkosamidové „skládačky“, konkrétně 

charakterizovat funkci F420H2-závislé reduktasy v biosyntéze aminokyselinové jednotky 

linkomycinu a dále funkci jejích homologů vystupujících v biosyntéze strukturně odlišných 

látek, jako např. pyrrolo-1,4-benzodiazepinů (PBD). Podobně jako v případě enzymů 

LmbF/CcbF, předpokládá se, že reduktasy mají v linkomycinu vs. PBD odlišnou reakční 

specifitu. Této rozdílnosti společně se znalostí strukturně-aktivitních vztahů by mohlo být 

využito při konstrukci hybridních producentů těchto látek. 

 
Obr 1.1. Chemická struktura hybridních linkosamidů − CELINu a ODCELINu. Černě – kostra 
linkosamidů, červeně – propylový řetězec (strukturní motiv linkomycinu), modře – salicylát (strukturní 
motiv celesticetinu; převzato a upraveno9). 
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2 PŘEHLED LITERATURY  
 

2.1 5-deazaflavinové kofaktory 
 

 Flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD) představují v biologických 

systémech univerzálně rozšířené redoxně aktivní látky (souhrnně nazývané flaviny), které 

vznikají z riboflavinu jeho fosforylací (FMN) a následnou adenylací (FAD, Obr. 2.1A).14–16 

Flaviny mají společně s nikotinamidy (nikotinamidadenindinukleotid, NAD; 

nikotinamidadenindinukleotidfosfát, NADP) primární roli v redoxních reakcích jak základního, 

tak i specializovaného metabolismu, kde slouží jako akceptory (podléhají oxidaci), či v reverzní 

reakci jako donory (podléhají redukci) elektronů.17,18 V 80. letech byly z archaeálního kmene 

Methanobacterium poprvé izolovány flavinům strukturně velmi podobné, též redoxně aktivní 

látky, označované jako 5-deazaflaviny (Obr. 2.1B).19   

 
Obr. 2.1. Chemické struktury redoxně aktivních látek. (A) Riboflavin a z něj odvozené flavinové 
kofaktory (FMN, FAD) a (B) 5-deazaflavin F0 a z něj odvozený F420. Modře zvýrazněn je redoxně aktivní 
deaza-/isoalloxazinový (5-deazaflaviny/flaviny) systém (převzato a upraveno20). 
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2.1.1 Struktura, fylogenetická distribuce a role 5-deazaflavinů v biologii 

 Základní strukturní jednotkou 5-deazaflavinů je, stejně jako u flavinových látek, 

tricyklický systém, zde nazývaný deazaisoalloxazin (modře zvýrazněn v Obr. 2.1B), jehož 

konjugované dvojné vazby jsou důvodem charakteristického žlutého zabarvení. Čtyři klíčové 

modifikace v tricyklickém systému odlišují 5-deazaflaviny od flavinů: substituce dusíku v pozici 

5 za atom uhlíku, demethylace v pozicích C-7 a C-8 a dále hydroxylace na C-8. Tyto 

modifikace neodlišují 5-deazaflaviny od flavinů pouze strukturně, ale jsou také příčinou jejich 

rozdílných elektrochemických a fotochemických vlastností (kap. 2.1.2).21 

 Dosud byly nejvíce studovány dva přirozeně produkované 5-deazaflaviny (Obr. 2.1B). 

7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin, označovaný jako kofaktor F0, je tvořen 

deazaisolloxazinovým jádrem s připojenou ribitolovou jednotkou v pozici N-10.22,23 F0 lze 

nalézt napříč všemi doménami života (Bacteria,24–26 Archaea,27,28 jednobuněčná 

Eukaryota29,30), kde slouží výlučně jako světlo-sběrná anténa DNA fotolyas, enzymů 

opravujících pyrimidinové dimery vznikající po vystavení molekuly DNA UV záření 

(200 – 300 nm).31 Z tohoto důvodu je F0 spíše považován za chromofor, než za kofaktor. 

7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin-5’-fosforyllactyl(glutamyl)n, označovaný jako 

kofaktor F420, je modulární 5-deazaflavin obsahující jako základ molekulu F0 s dalšími 

přídavnými funkčními skupinami.22,23 K boční ribitolové jednotce F0 je připojena fosfátová 

a laktylová skupina, které dohromady tvoří F420-0. Na konci bočního řetězce je dále navázán 

polyglutamátový řetězec, jehož délka se liší v závislosti na konkrétním druhu, který kofaktor 

produkuje (F420-1 – F420-7).32,33 Fyziologický význam a biochemický základ rozdílů v délce 

polyglutamátového řetězce nebyly dosud zcela objasněny.34 Na rozdíl od F0, F420 představuje 

vzácný 5-deazaflavin s velmi limitovanou taxonomickou distribucí.19,35,36 F420 byl původně 

objeven ve striktně anaerobních Archaea, kde slouží jako hlavní katabolický kofaktor ve dvou 

centrálních methanogenních drahách.37 Později byl také identifikován v několika 

nemethanogenních rodech, jako jsou sulfát redukující Archaeglobales,38 nebo fotosyntetické 

Halobacteriales.39 U Bacteria byl výskyt F420 potvrzen u některých aktinobakteriálních rodů 

jako jsou Mycobacteria,40,41 Streptomyces,40,42 Nocardia,40,41 nebo Nocardioides.43 Tedy 

převážně u heterotrofních půdních aerobních bakterií. Relativně málo je známo o roli F420 

v těchto rodech bakterií, kde bývá studován spíše v souvislosti se specializovaným, než 

základním metabolismem, jeho syntéza tedy pro Bacteria není esenciální.44 Nicméně, existuje 

několik důkazů, že F420 například přispívá ke schopnosti patogenních mykobakterií 

(Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium lepreae a Mycobacterium bovis) odolávat 

nepříznivým vlivům jako jsou oxidativní stres45 nebo působení antibiotických a xenobiotických 

látek.46,47 Mimo Actinobacteria byl recentně, na základě detekce genů kódujících biosyntézu 

F420, tento kofaktor identifikován také u Proteobacteria, Chloroflexi a Firmicutes, též 

významných zástupců půdního ekosystému.36,48 
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 Kromě F0 a F420 byly v některých rodech methanogenních bakterií 

(Methanothermobacter,49 Metanobacterium,50 Methanosacrina,51 Methanobrevibacter52) 

identifikovány dva purinované deriváty F420, souhrnně nazývané jako kofaktory F390, konkrétně  

F390-A a F390-G. Strukturně se jedná o F420, ke kterému je přes hydroxylovou skupinu v pozici 

C-8 deazaisoalloxazinového kruhu připojený adenosin-5´-fosfát (F390-A), resp. 

guanosin-5´-fosfát (F390-G).53  Kofaktory F390 jsou syntetizovány z F420 v případě, že je 

methanogen vystaven kyslíku, přičemž k produkci dochází v reakci na opětovné navození 

anaerobiózy.54 Fyziologická role kofaktorů F390 však doposud nebyla objasněna. 

 

2.1.2 Elektrochemické a spektrální vlastnosti kofaktoru F420 

 Přes strukturní podobnost k flavinům, kofaktor F420 je elektrochemicky podobný 

nikotinamidům a slouží výhradně jako dvou-elektronový nosič. Substituce dusíku v pozici 5 

za atom uhlíku je důvod nízké stability F420 ve formě semichinonu, proto se kofaktor F420 

účastní pouze reakcí, kde se uplatňuje hydridový mechanismus. Redoxně aktivní místo se 

nachází v pozicích C-5 a N-1 deazaisoalloxazinového chromoforu (Obr. 2.2A).55 

 Kofaktor F420 získal název dle svých spektrálních vlastností. Po absorpci světla vhodné 

vlnové délky podléhá delokalizovaný náboj na deazaisoalloxazinovém kruhu π → π* tranzici 

s následnou expozicí UV záření do viditelné oblasti světla. Absorpčního maxima je 

u oxidovaného F420 dosaženo při 420 nm (při pH vyšším než 6).22,56 Redukovaný F420H2, který 

ve srovnání s oxidovanou formu obsahuje méně konjugovaných dvojných vazeb, má posunuté 

absorpční maximum k 325 nm (Obr. 2.2B).19 Ve srovnání s flaviny jsou absorpční i emisní 

spektra 5-deazaflavinů posunuta směrem do modré oblasti viditelného světla. Specifického 

absorpčního profilu F420 je využíváno při studování kinetických parametrů F420/F420H2-

závislých enzymů, přičemž je monitorována právě absorbance kofaktoru při 420 nm.57,58 

 Substituce v pozici 5 je také příčinou nižšího redoxního potenciálu kofaktoru F420 

(- 340 mV),56 ve srovnání s flaviny i nikotinamidy (Obr. 2.2C). Nízký redoxní potenciál F420, 

který může být dále ještě modulován v závislosti na fyziologických podmínkách,59 umožňuje 

energeticky efektivní redukci například klíčových kofaktorů methanogeneze, jako jsou NADP 

a tetrahydromethanopterinové deriváty.60 5-Deazaflavinové kofaktory obecně zvyšují 

metabolickou flexibilitu mikroorganismů, neboť umožňují redukci širokého spektra organických 

látek jinak netečných k aktivaci. 
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Obr. 2.2. Elektrochemické a spektrální vlastnosti kofaktoru F420. (A) Oxidovaná a redukovaná forma 
5-deazaflavinů: barevně zvýrazněné je redoxně aktivní místo. (B) UV-absorpční spektra oxidovaného 
F420 (modře) a redukovaného F420H2 (červeně; převzato a upraveno61). (C) Grafické srovnání redoxních 
potenciálů F420 a dalších redoxně aktivních látek (převzato a upraveno62).  

 

2.1.3 Biosyntéza kofaktoru F420 

 Kofaktor F420 představuje modulární látku složenou z několika prekurzorů, jeho 

biosyntéza tak zahrnuje několik dílčích biosyntetických drah individuálních stavebních 

jednotek. Biosyntetickou dráhu F420 lze zjednodušeně popsat ve čtyřech krocích (Obr. 2.3A), 

přičemž v porovnání s flavinovou dráhou (Obr. 2.3B) sdílí obě dráhy pouze jeden meziprodukt.  

 V prvním kroku je riboflavinový prekurzor pyrimidin ribityldiaminouracil (5-amino-6-

ribityl-amino-2,4[1H,3H]-pyrimidinedion) kondenzován s  L-tyrosinem za vzniku molekuly F0 

(Obr. 2.3A).63 Tato reakce je katalyzována S-adenosylmethionin (SAM)-závislou F0 

synthasou, enzymem, který je kódován buď jako dva polypeptidové řetězce (Archaea; 

CofGH),63 případně jako jeden fúzní protein tvořený dvěma doménami (Bacteria; FbiC).44 

Následuje konverze F0 na F420. F0 je kondenzován s enolpyruvyl-difosfo-5′-adenosinem 

(EPPA; Archaea) či enolpyruvyl-difosfo-5′-guanosinem (EPPG; Actinobacteria) za vzniku 

dehydro-F420-0.64 Reakci katalyzuje EPPG/EPPA:F0 fosfoenolpyruvát transferasa (CofD 

v Archaea; FbiA v Actinobacteria).64–66 V posledních dvou krocích je nejprve v reakci 

katalyzované FMNH2-závislým neribozomálním proteinem CofX (Archaea)/FbiB 

(Actinobacteria) generován F420-0 (F420 neobsahující v bočním řetězci žádný glutamátový 

zbytek), ke kterému je následně v případě Actinobacteria pomocí stejného enzymu v GTP-

závislé reakci připojen γ-polyglutamátový řetězec, v případě Archaea připojení katalyzuje 
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CofE.64,66,67 Zatímco funkce CofX a CofE je jen hypotetická, navrhovaná funkce FbiB byla in 

vitro prokázána. FbiB je dvou-doménový protein,68 jehož C-koncová doména má adoptovaný 

FMN-vázající nitroreduktasový motiv a katalyzuje redukční reakci a tedy vznik F420-0. N-

koncová doména, která je homologní k proteinům z F420:γ-L-glutamyl ligasové rodiny, 

katalyzuje připojení γ-polyglutamátového řetězce.64  

 Pro porovnání, biosyntéza riboflavinu, ze kterého následně vznikají flaviny FMN a FAD, 

je zcela odlišná v meziproduktech i enzymech katalyzujících jednotlivé kroky (Obr. 2.3B). 

Dráha taktéž vychází z ribityldiaminouracilu (jediný společný prekurzor), který je kondenzován 

s 3,4-dihydroxy-2-butanon-4-fosfátem za vzniku lumazinového derivátu (6,7-dimethyl-8-

ribityllumazin), reakci katalyzuje 6,7-dimethyl-8-ribityllumazin synthasa. Dvě molekuly 

lumazinového derivátu jsou následně kondenzovány, čímž dochází k regeneraci výchozího 

ribityldiaminouracilu a jako vedlejší produkt vzniká riboflavin, reakci katalyzuje riboflavin 

synthasa (shrnuto v Fischer a Bacher 2006).69  

   

 



21 
 

 

Obr. 2.3. Zjednodušené schéma biosyntézy redoxně aktivních látek. (A) Biosyntéza kofaktoru F420 
v Actinobacteria − modře zvýrazněné jsou enzymy katalyzující jednotlivé kroky, vždy je uveden 
i homologní enzym z Archaea (kódovaný cof geny; převzato a upraveno64) a (B) riboflavinu, prekurzoru 
flavinů FMN a FAD. S 5-deazaflavinou dráhou sdílí riboflavinová dráha pouze jeden meziprodukt − 
ribityldiaminouracil (převzato a upraveno69). 
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2.1.4 F420/F420H2-závislé enzymy  

 Současný stav poznání F420/F420H2-závislých enzymů je ve srovnání s flavin-závislými 

enzymy značně omezený. Přehled nejvýznamnějších, funkčně, případně i strukturně 

anotovaných F420/F420H2-závislých enzymů, je souhrnně uveden v Tab. 2.1. 

 
Tab. 2.1. Přehled nejvýznamnějších anotovaných F420/F420H2-závislých enzymů. 

DOMÉNA ENZYM RODINA 
(STRUKTURNÍ MOTIV) FYZIOLOGICKÁ ROLE 

A
rc

ha
ea

 

Frh: F420-redukující hydrogenasa70 
(enzymový komplex; FrhB: 
redukující F420-závislá doména) 

FrhB: F420-vázající 
proteinová rodina 

(FrhB-odvozený 
motiv)71,72 

methanogeneze 

Fpr: F420H2-závislá oxidasa73 
FDPa 

(Flavodoxin- a 
β-laktamasa-odvozený 

motiv)74 
detoxifikační procesy 

Mer: F420-závislá methylentetra-
hydromethanopterin reduktasa75 

LLHTb 
(TIM barel)75 methanogeneze 

Mtd: F420-redukující methenyltetra-
hydromethanopterin 
dehydrogenasa76 

LLHT 
(Mtd-odvozený motiv)76 methanogeneze 

Adf: F420-redukující sekundární 
alkohol dehydrogenasa77 

LLHT 
(TIM barel)77 redukce acetonu 

B
ac

te
ria

 

fHMAD: F420-redukující 
dehydrogenasa kyseliny 
hydroxymykolové78 

LLHT 
(TIM barel)78 biosyntéza buněčné stěny 

FGD: F420-redukující glukosa-6-
fosfát dehydrogenasa57 

LLHT 
(TIM barel)57,79 zdroj F420H2 

Fht: F420H2-závislá pikrát 
reduktasa43 

LLHT 
(struktura nebyla 
charakterizována) 

biodegradace 
nitrofenolových sloučenin 

Ddn: deazaflavin-závislá 
nitroreduktasa80 

FDORc 
(dělený β-barel)80 

nitroimidazolová aktivace, 
redukce exogenních látek 

OxyR: F420H2-závislá 
oxidoreduktasa42 

FDOR 
(struktura nebyla 
charakterizována) 

biosyntéza tetracyklinu 

TpnL: F420H2-závislá 
oxidoreduktasa81 

FDOR 
(struktura nebyla 
charakterizována) 

biosyntéza thiostreptonu Aa 

a z angl. flavodiiron  
b flavin/deazaflavinové oxidoreduktasy 
c z angl. luciferase-like hydride transferase 
 
 

 Většina známých 5-deazaflavin-závislých enzymů váže F420/F420H2 uvnitř TIM-barelu 

(př. Adf, Mer, fHMAD, FGD),57,75,77 děleného β-barelu (př. Ddn) či FrhB-odvozeného motivu 

(př. FrhB).71,72 Výjimku pak představuje například F420-redukující methenyltetra-

hydromethanopterin dehydrogenasa (Mtd) adoptující nový Mtd-odvozený motiv82 
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či F420H2-závislá oxidasa (Fpr) obsahující ve své struktuře flavodoxin- a β-laktamasa-

odvozený motiv.74 Zatímco popsané F420-vázající proteiny obsahující ve své struktuře TIM-

barel či dělený β-barel sdílejí strukturní homologii s proteiny vázajícími FMN a FAD,75,83 Mtd- 

a FrhB-odvozené motivy byly nalezeny pouze u proteinů vázajících F420.71,82 Následující 

podkapitoly se dále zaměřují na nejvýznamnější rodiny F420/F420H2-závislých proteinů 

s TIM-barelovým a děleným β-barelovým motivem.  

 

2.1.4.1 Flavin/deazaflavinové oxidoreduktasy (FDOR)  

 FDOR jsou malé proteiny (~150 aminokyselinových zbytků), obsahující ve své 

struktuře charakteristický dělený  β-barel, jenž tvoří základ pro kofaktor-  i substrát- vazebné 

místo.83 Tato rodina proteinů je velmi diverzifikovaná z hlediska aktivit (reduktasy, oxidasy, 

oxygenasy), kofaktorové specifity (F420, FMN, FAD, hem) i substrátů.84 Dělí se dále na dvě 

podskupiny (FDOR-A, FDOR-B), které s menší než 30% sekvenční podobností sdílejí stejný 

strukturní motiv (Obr. 2.4A).85  

 Mezi funkčně charakterizované zástupce této rodiny proteinů z biosyntézy bioaktivních 

látek patří reduktasy OxyR a TpnL. OxyR ze Streptomyces rimosus katalyzuje redukci alkenu 

dehydrooxytetracyklinu, finálního kroku v biosyntéze tetracyklinových antibiotik.42 TpnL 

ze Streptomyces tateyamensis katalyzuje redukci ketoiminu thiostreptonu A v biosyntéze 

thiostreptonu Aa (Obr. 2.4B).81 
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Obr. 2.4. Flavin/deazaflavinové oxidoreduktasy. (A) Krystalové struktury reprezentativních proteinů 
z FDOR rodiny. Struktura deazaflavin-závislé nitroreduktasy Ddn (FDOR-A; PDB ID 3R5R80) a proteinu 
Rv1155 (FDOR-B; PDB ID 4QVB86).  (B) Schéma reakcí katalyzovaných enzymy OxyR a TpnL, šedě 
podbarvené je místo, kde dochází k redukci (převzato a upraveno42,81). 
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2.1.4.2 Hydridové transferasy odvozené od luciferas (LLHT)  

 LLHT (z angl. luciferase-like hydride transferase) jsou součástí větší  

monooxygenasové rodiny proteinů podobné luciferasam (PFAM PF00296). Recentní 

fylogenetická rekonstrukce dále dělí LLHT na dvě podskupiny – F420-závislé reduktasy 

a F420-závislé dehydrogenasy.87 Stejně jako FDOR, LLHT jsou taktéž skupinou 

diverzifikovanou z hlediska katalytických aktivit (oxidasy, reduktasy, oxygenasy) i kofaktorové 

preference (F420, FMN, FAD).57,88,89 Nicméně, F420-závislé enzymy z této skupiny lze odlišit 

přítomností konzervovaného glycinového zbytku uvnitř aminokyselinové sekvence proteinu, 

který váže fosfátovou skupinu kofaktoru F420 bez stérických překážek.75 Přes vzájemnou 

nízkou sekvenční podobnost sdílí LLHT podobný TIM-barel motiv − (α,β)8 a neobvyklou 

ne-prolyl cis peptidovou vazbu ve své struktuře. Nejlépe charakterizovanými proteiny z této 

rodiny jsou archaeální methylenetetrahydromethanopterin reduktasa (Mer; Methanopyrus 

kandleri, Methanobacterium thermoautotrophicum, Methanosarcina barkeri),75,90 archaeální 

alkohol dehydrogenasa (Adf; Methanoculleus thermophilicus)77 a aktinobakteriální 

glukosa-6-fosfát dehydrogenasa (FGD; Mycobacterium tuberculosis, Rhodococcus jostii).57,79 

 Adf slouží u methanogenních bakterií k získávání energie redukcí sekundárních 

alkoholů na ketony (Obr. 2.5A-I). V reakci dochází k současné redukci F420 na F420H2, který 

dále vstupuje do CO2-redukčních drah či jiných buněčných reduktivních procesů.91 Krystalová 

struktura komplexu Adf−aceton (substrát)−F420 ukázala, že Adf je dimer obsahující ve své 

struktuře jak TIM-barel, tak i ne-prolyl cis peptidovou vazbu, která tvoří esenciální část výdutě 

a slouží jako zarážka deazaisoalloxazinového kruhu F420 (z R-strany), čímž umožňuje jeho 

vazbu v charakteristické ohnuté konformaci (tzv. motýlí konformace). Polyglutamátový konec 

F420 směřuje do prostoru (Obr. 2.5A-II). Aceton je umístěn z protilehlé strany F420 (S-strany) 

a je zanořen hlouběji do proteinu. Předpokládaný mechanismus katalýzy predikuje účast dvou 

klíčových zbytků, H39 a E108 (Obr. 2.5A-III).77,92 

 FGD má roli v primárním metabolismu mykobakterií, kde oxiduje glukosu-6-fosfát 

za současné redukce F420 (Obr. 2.5B-I) v rámci pentosa-fosfátové dráhy.57,93 Role FGD v této 

dráze je jakousi nadstavbou, neboť většina mykobakterií také kóduje běžnou NADP-závislou 

glukosa-6-fosfát dehydrogenasu.41,94 V tomto smyslu FGD tedy představuje spíše ekvivalent 

ke konzervované F420-redukující NADPH-závislé dehydrogenase, enzymu, který je 

zodpovědný za regeneraci oxidovaného F420 u většiny aktinobakteriálních rodů. Krystalová 

struktura FGD nese stejné znaky jako struktura Adf a i zde, stejně jako v případě Adf, se při 

přenosu hydridu uplatní konzervované H a E zbytky (Obr. 2.5B – II; III).57,77 

 V literatuře dosud nebyl funkčně popsán žádný LLHT enzym z biosyntézy bioaktivních 

látek. Nicméně, role F420H2-závislých reduktas byla predikována v biosyntéze 

aktinobakteriálních metabolitů inkorporujících neobvyklý 4-alkyl-L-prolinový derivát (kap. 2.2). 
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Obr. 2.5. Krystalové struktury reprezentativních proteinů z LLHT rodiny a schéma reakcí, které 
katalyzují. (A) Homodimer Adf (PDB ID 1RHC)77 a (B) monomerická jednotka FGD (PBD ID 3B4Y)57: 
(I) reakční schéma; (II) struktura LLHT s navázaným F420; (III) detail interakce F420 s klíčovými 
aminokyselinovými zbytky, včetně konzervovaných H a E zbytků (zvýrazněny černou šipkou; převzato 
a upraveno57,77). 

 

2.2 Aktinobakteriální komplexní metabolity s alkylprolinovým derivátem  
 

 Přírodní produkty, které vznikají ve specializovaných biosyntetických drahách, často 

představují komplexní látky složené z několika stavebních jednotek. V nejjednodušším 

případě jsou těmito jednotkami proteinogenní aminokyseliny, běžné sacharidy, či acetyl 

koenzym A, jejichž specializovaná biosyntéza není vyžadována, neboť jsou v buňce běžně 

dostupné.95 Nicméně, poměrně často se ve strukturách přírodních látek objevují také 
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neobvyklé stavební bloky, jejichž biosyntéza je podmíněna přítomností specifických 

biosyntetických genů, které jsou v genomu konkrétního producenta zpravidla lokalizovány 

do genových podshluků. Podshluky jsou nezávislými evolučními entitami, které podléhají 

horizontálnímu přenosu genů. BGS komplexních látek si můžeme představit jako mozaiku 

několika podshluků, které jsou vzájemně evolučně nezávislé.2,12 To je důvod, proč jsou v BGS 

kódujících strukturně velmi rozdílné komplexní látky nalézány evolučně příbuzné podshluky. 

Je zřejmé, že molekulární evoluce je účinným nástrojem diverzity struktur SM. O této diverzitě 

však nerozhoduje pouze kombinace podshluků kódujících jednotlivé prekurzory v BGS, neboť 

každý individuální prekurzor může být inkorporován do finálního metabolitu v odlišném 

kontextu a to v závislosti na systému, kódovaném též v rámci BGS, který zprostředkovává 

spojení jednotlivých prekurzorů. 

 Evoluční propojení biosyntetických drah lze vystopovat také u producentů linkosamidů, 

PBD, hormaomycinu a griselimycinu, v jejichž BGS, které jsou jinak zcela odlišné, byly 

nalezeny homologní geny kódující biosyntézu prekurzoru jejich sdílené stavební jednotky: 

4-alkyl-L-prolinového derivátu (APD).13 Ve všech případech se jedná o komplexní metabolity 

se zajímavou biologickou aktivitou. Detailní znalost významu inkorporace a biosyntézy APD 

proto představuje nutný předpoklad k přípravě geneticky modifikovaných kmenů produkujících 

odvozené látky s lepšími biologickými vlastnostmi. 

   

2.2.1 Linkosamidy: linkomycin a intervencin 

 Linkomycin A96 (dále, není-li specifikováno, jen „linkomycin“) a intervencin97 

(produkované Streptomyces lincolnensis, resp. Rhodococcus sp. 06-235-1A) jsou zástupci 

skupiny látek nazývané linkosamidy, kteří mají do své struktury inkorporovaný APD (Obr. 2.6). 

Linkosamidy představují malou skupinu látek, která zahrnuje pouze dva další přirozeně 

produkované metabolity: celesticetin98 a Bu-254599 (produkované Streptomyces caelestis, 

resp. Streptomyces sp. H230-5), tyto látky ovšem nemají ve své struktuře inkorporovaný APD, 

ale základní prolinovou jednotku. Nicméně, v kultivačních médiích producentů linkosamidů 

bylo detekováno i několik dalších minoritních produktů,100 z nichž nejvýznamnější je 

linkomycin B (též inkorporující APD) produkovaný S. lincolnensis.101  

 Linkosamidy jsou komplexní metabolity, které tvoří charakteristická aminocukerná 

jednotka, která je amidovou vazbou připojená k aminokyselinové jednotce. Aminocukernou 

jednotkou linkomycinu je neobvyklá aminooktosa triviálním názvem označovaná 

α-methylthiolinkosamid (α-MTL; methyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-α-D-

galaktopyranosid),102 aminocukr v Bu-2545 a intervencinu se liší minimálně, a to pouze 

methylací hydroxylu v pozici C-7´. K aminocukerné části celesticetinu je navíc ještě připojen 

salicylát přes dvou-uhlíkatý alifatický řetězec a thio-skupinu v pozici C-1´.103 Zatímco 

aminokyselinovou jednotkou celesticetinu a Bu-2545 je proteinogenní L-prolin, v linkomycinu 
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a intervencinu je to speciálně biosyntetizovaný APD − N-methyl-4-propyl-L-prolin (linkomycin 

A),103,104 respektive N-ethyl-4-methyl-L-prolin (linkomycin B)105 a N-methyl-4-methyl-L-prolin 

(intervencin).97  

 
Obr. 2.6. Chemické struktury přírodních linkosamidů. Společným základem linkomycinu, 
intervencinu, celesticetinu a Bu-2545 je aminokyselinová jednotka (červeně – odvozená 
z proteinogenního L-prolinu; modře – speciálně biosyntetizovaný APD), která je amidovou vazbou 
připojena k aminocukerné jednotce (černě). K aminocukru celesticetinu je dále přes dvou-uhlíkatý 
alifatický řetězec a thio-skupinu v pozici C-1´připojen salicylát (fialově). 
 
 

2.2.1.1 Biologická aktivita linkosamidů 

 Linkomycin je klinicky významné antibiotikum, používané proti Gram-pozitivním 

bakteriím, včetně patogenních druhů Streptococcus, Staphylococcus a Mycoplasma, 

či anaerobním mikroorganismům.100 Do současné doby bylo připraveno několik 

semisyntetických derivátů, chlorovaný analog linkomycinu nazývaný klindamycin 

(7-chloro-7-deoxylinkomycin) je však jediným semisyntetickým linkosamidem užívaným 

v humánní medicíně.106–110 Klindamycin má podobné spektrum účinku jako linkomycin, je však 

účinnější, s prokazatelnou superioritou, proto fakticky vytěsnil linkomycin z humánní medicíny. 

Klindamycin navíc vykazuje i aktivitu proti některým protozoa. Vzhledem k jeho nízké toxicitě 

se doporučuje užívání klindamycinu společně s chininem pro léčbu malárie, jejímž původcem 

je Plasmodium falciparum, a to u rizikových pacientů, a dokonce jako kombinace první volby 

u žen v prvním trimestru těhotenství.111 Klindamycin bývá také často využíván v rámci 

profylaktické léčby jako prevence vzniku endokarditid během léčby zubních infekcí.112 Pro svoji 
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schopnost pronikat efektivně do tkání, včetně kostí, je považován za cennou antimikrobiální 

látku. 

Molekulární podstatou antimikrobiální aktivity linkosamidů je inhibice proteosyntézy 

vazbou do peptidyltransferasového centra (PTC) 50S ribozomální podjednotky bakteriálního 

ribozomu.113 Detailní orientace a interakce funkčních skupin linkosamidů byly popsány 

na krystalové struktuře 50S podjednotky ribozomu Staphylococcus aureus v komplexu 

s linkomycinem (Obr. 2.7)114 a 50S podjednotky ribozomu Deinococcus radiodurans 

v komplexu s klindamycinem.115 Jádro antibiotika, tj. α-MTL i heterocyklus APD jsou umístěny 

v PTC, alkylový řetězec APD pak prodlužuje molekulu antibiotika směrem k ribozomálnímu 

místu, v němž se váže aminoacyl-tRNA. Prodloužený alkylový řetězec (ethyl-, propyl, nebo 

i delší) tedy navíc interferuje s vazbou aminoacyl-t-RNA na ribozom, což zvyšuje 

antimikrobiální aktivitu. Z modelů je zřejmá také důležitost atomu síry α-MTL části, která je 

směrována opačným směrem, tj. k exit tunelu, neboť interaguje s 23S rRNA a má 

v aminocukerné jednotce zřejmě kruciální roli, ve výsledku významně přispívá k celkové 

biologické aktivitě linkosamidů.115,116  

Biologická aktivita linkosamidů úzce souvisí se strukturou. Markantní rozdíl v aktivitě 

najdeme mezi celesticetinem a linkomycinem (celesticetin vykazuje zhruba 25 – 50 % 

biologické aktivity linkomycinu117), což vzhledem k rozdílům v jejich strukturách není 

překvapivé. Ovšem podstatný rozdíl v aktivitě lze také najít mezi linkomycinem A 

a linkomycinem B (linkomycin B vykazuje asi 25 % aktivity linkomycinu A118), které se liší pouze 

délkou bočního alkylového řetězce v pozici C-4. Na základě chemických modifikací 

linkomycinu byla determinována čtyři „hot-spot“ místa, která výrazně modulují biologickou 

aktivitu linkosamidů.117 První pozicí je C-7´ v aminocukerné jednotce. Halogenový derivát 

linkomycinu, již zmíněný klindamycin, je konkrétním příkladem úspěšné modifikace C-7´ místa. 

Obecně bylo ukázáno, že substituce hydroxylu v pozici C-7´ za halový prvek zvyšuje aktivitu 

linkosamidů.106 Recentně bylo demonstrováno, že i přítomnost salicylátu připojeného na 

aminooktosu v pozici C-1´ je z hlediska aktivity významná, u in vitro připravených hybridních 

linkosamidů salicylát aktivitu významně zvyšoval.9 Další dvě „hot-spot“ místa se nacházejí 

v aminokyselinové části. Přítomnost methylové skupiny v pozici N-1 je u některých derivátů, 

ve srovnání s demethylovanými protějšky, důvodem jejich nižší aktivity.117 Vůbec nejdůležitější 

se zdá pozice C-4. Právě délka bočního alkylového řetězce v pozici C-4 má na celkovou 

aktivitu linkosamidů významný vliv.117 Již zmíněný linkomycin B, obsahující v pozici C-4 

ethylový řetězec, je jedinou zjevnou příčinou jeho nízké aktivity nevhodné pro klinické využití. 

Podobně je tomu i u intervencinu, obsahujícímu v bočním řetězci ještě o uhlík kratší methyl.97 

Naopak, semi-synteticky připravené analogy linkomycinu s prodlouženým alkylovým řetězcem 

vykazují vyšší aktivitu než přirozený linkomycin s propylovým bočním řetězcem. Vůbec 



30 
 

nejlepšího biologického účinku bylo dosaženo u analogů linkomycinu obsahujících jako boční 

řetězec pentyl a hexyl.119  

 
Obr. 2.7. Interakce linkomycinu s 50S ribozomálním komplexem Staphylococcus aureus. 
Aminocukerná část a heterocyklus APD jednotky jsou orientovány v peptidyltransferasovém centru 
ribozomu tak, že zatímco atom síry α-MTL části směřuje k exit tunelu, kde interaguje s 23S rRNA, 
alkylový řetězec APD jednotky směřuje na opačnou stranu, kde interferuje s místem vazby 
aminoacyl-tRNA (převzato a upraveno114). 

 

2.2.2 Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny 

PBD představují početnou skupinu komplexních látek sdílejících stejný strukturní 

základ − tricyklický systém složený z anthranilátového (A), diazepinového (B) 

a hydropyrrolového kruhu (C; Obr. 2.8). Substituce kruhů v různých pozicích jsou příčinou 

chemické různorodosti PBD. Byly popsány PBD se substitucemi A-kruhu jako jsou methylace, 

hydroxylace či glykosylace (pozice C-7, C-8, C-9).120  Významná je substituce B-kruhu v pozici 

C-11. Iminová forma (N-10−C-11) je považována za biologicky aktivní, snadno však může, 

například podmínkami chemické analýzy či skladování, reverzibilně přecházet v methoxy- 

nebo hemiaminal- formu.121–123 Další častou modifikací je ireverzibilní oxidace C-11 vedoucí 

k formaci stabilních oxo-derivátů. C-kruh může být modifikován hydroxy- a methoxy- 

skupinami, endocyklickými dvojnými vazbami a v neposlední řadě variabilním uhlíkovým 

řetězcem v pozici C-2.120 Je to právě přítomnost alkylu v pozici C-2, která odlišuje PBD 

se speciálně biosyntetizovanými APD od PBD, jejichž C-kruh je odvozen od proteinogenního 

L-prolinu (analogicky jako u linkosamidů celesticetinu a Bu-2545).124,125 

 Dosud byly popsány BGS pěti PBD, které inkorporují speciální APD (Obr. 2.8).126–131 

Anthramycin, produkovaný bakterií Streptomyces refuineus, je vůbec první izolovanou PBD 
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látkou.132 Ve své struktuře má jako APD jednotku inkorporovaný dehydroprolinakrylamid.133 

Anthramycinu strukturně podobný porothramycin, jehož producentem je Streptomyces 

albus,134 obsahuje ve své struktuře ještě výrazněji modifikovanou APD jednotku − 

dehydroprolinakryl-(N´,N´-demethyl)amid.135 Sibiromycin, metabolit bakterie 

Streptosporangium sibiricum,136 je zástupce obsahující jako jednu z modifikací glykosylaci 

na C-7 a jeho APD jednotkou je propylidendehydroprolin.137 Poslední dva zástupci, 

tomaymycin a limazepin E (pokud není blíže specifikováno, dále jen „limazepin“), jejichž 

producenty jsou Streptomyces achromogenes,138 respektive Streptomyces ICBB 1877,139,140 

se strukturou liší jen minimálně, konkrétně pozicí dvojné vazby v C-kruhu. V případě 

limazepinu je dvojná vazba endocyklická a APD jednotkou je ethylidendehydroprolin,139 

u tomaymycinu je dvojná vazba součástí bočního alkylového řetězce a APD jednotkou je tak 

ethylidenprolin.141 

 
Obr. 2.8. Chemické struktury PBD. Šedě podbarvená plocha: přechody mezi imino-hemiaminal-
methoxy formami;122 A − anthranilátový, B − diazepinový a C − hydropyrrolový kruh, které tvoří základ 
struktury PBD. Dále jsou zobrazeny struktury PBD inkorporujících APD (APD jednotka je zvýrazněna 
modře): tomaymycin, limazepin E, sibiromycin, anthramycin a porothramycin.  

 

2.2.2.1 Biologická aktivita pyrrolo-1,4-benzodiazepinů 

PBD jsou látky sice se slabou antibakteriální aktivitou, do popředí zájmu se však 

dostávají zejména díky pozoruhodné protinádorové aktivitě.123 PBD působí jako sekvenčně-

selektivní alkylační látky. S-chirální centrum v pozici C-11 mezi B- a C-kruhy poskytuje ideální 
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3D konformaci pro kovalentní vazbu ke guaninu do malého žlábku DNA (preferenčním 

motivem je buď purin-guanin-purin;142 recentní data uvádějí preferenci spíše pro pyrimidin-

guanin-pyrimidin;143 Obr. 2.9).144,145 Vazba do DNA probíhá ve dvou krocích, první zahrnuje 

rozpoznání favorizovaného nízko-energetického vazebného místa rychlou reverzibilní 

nekovalentní asociací molekuly PBD s DNA. V tomto kroku se uplatní slabé vodíkové můstky, 

van der Waalsovy síly a elektrostatické interakce. Pokud jsou tyto interakce příliš slabé, dojde 

k disociaci a PBD re-asociuje na jiném místě. Toto se opakuje, dokud není nalezeno vhodné 

nízko-energetické místo obsahující guanin. Poté, co je PBD dostatečně silně asociován 

k DNA, může být vytvořena kovalentní vazba mezi uhlíkem C-11 a C-2-NH2 guaninu.146 

Vytvoření PBD-DNA komplexu jednak brání navázání specifických transkripčních faktorů,147 

ale přímo také ovlivňuje funkci RNA polymerasy,148 působí letální DNA zlomy,149 či moduluje 

různé signální dráhy.150 Mnoho proteinů a signalizačních drah, které jsou působením PBD 

negativně ovlivňovány, jsou v nádorových buňkách, ve srovnání se zdravými buňkami, 

nad-regulovány, což může částečně vysvětlovat protinádorovou aktivitu PBD.151 

 Je známo, že protinádorová aktivita PBD je modulována v závislosti na substitucích 

kruhů. Například bylo prokázáno, že oxo-skupina v pozici C-11 aktivitu výrazně snižuje.123,152 

Naopak, cukerná jednotka v pozici C-7 k biologické aktivitě významně přispívá.153,154 

Analogicky jako u linkosamidů, také u PBD má prodloužený alkylový řetězec v pozici C-2 

(C-kruh) pozitivní vliv na vazbu k cílové struktuře a to vzhledem k tomu, že prostor vazby 

v molekule DNA je celkem jasně definovaný.153,155 Kromě délky alkylového řetězce 

připojeného k C-2 je v této pozici také důležitá přítomnost dvojných vazeb. PBD látky s C-2 

endo/exocyklickou dvojnou vazbou mají ve srovnání s PBD s plně nasyceným C-kruhem 

výrazně vyšší protinádorovou aktivitu.156 Vůbec nejlepší biologické vlastnosti však mají PBD 

látky obsahující ještě jednu přídavnou dvojnou vazbu v postranním řetězci (např. sibiromycin). 

Dvojné vazby zřejmě zajišťují optimální tvar pro efektivní vazbu do DNA.153  

 
Obr. 2.9. Interakce PBD s malým žlábkem DNA. (A) Kovalentní vazba sibiromycinu prostřednictvím 
C-11 (B-kruh) ke guaninu 6 (G6; sekvence 5′-TATAAGGTATA-3′). Vazbu dále stabilizují vodíkové vazby 
mezi C-9-OH a N-3 G6 a dále C-9-O a exocyklickým C-2-NH2 guaninu 7 (G7). Sibirosaminový cukr 
(černý rámeček) je umístěn nad rovinou malého žlábku. (B) Krystalová struktura anthramycin−DNA 
(sekvence 5´-CCAACGTTGG-3´). Dvojná vazba v bočním alkylovém řetězci (červeně) je pro efektivní 
vazbu esenciální (převzato a upraveno154). 
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 Výzkum PBD cílí zejména na modifikaci funkčních skupin, hlavním nástrojem je 

chemická syntéza nových PBD analogů. Například, modifikací v C-8 pozici se podařilo připravit 

nové účinné látky s označením GWL-78157 a KMR-28-39.158 Jako velmi efektivní modifikace se 

ukázalo být spojování monomerických jednotek PBD přes C-7/C-7´159 či C-8/C-8´ pozice. 

Spojením přes C-8 byly připraveny například dimery DSB-120160 a SJG-136,161 přičemž druhý 

jmenovaný (Obr. 2.10) je v druhé fázi klinických testů pro léčbu rakoviny vaječníků a leukemie. 

Obecně, C-8/C-8´ propojené PBD dimery mají ve srovnání s PBD monomery vyšší 

cytotoxickou,160 protinádorovou162 i antibakteriální aktivitu.163 Připraveny byly i dimery spojené 

přes C-8/C-2´a C-2/C-2´pozice, tyto dimery se však nedostatečně vázaly k DNA, což 

ve výsledku vedlo k poklesu cytotoxicity.164 Výzkum PBD intenzivně pokračuje i v současné 

době, několik syntetických derivátů, včetně PBD-konjugátů a PBD-dimerů je v současné době 

v I., II., nebo III. fázi klinických testů a představují tak slibné kandidáty nových protinádorových 

léčiv.165–168  

 
Obr. 2.10. Chemická struktura PBD dimeru SJG-136. Tato slibná protinádorová látka byla připravena 
spojením dvou PBD monomerů přes C-8/C-8´ pozice. 

 

2.2.3 Hormaomycin 

 Hormaomycin představuje vysoce komplexní látku (Obr. 2.11). Jedná se 

o makrocyklický peptidový lakton, jehož absolutní konfigurace byla potvrzena totální 

chemickou syntézou.169 Hormaomycin se skládá z (S)-L-isoleucinu ((S)-Ile), jako jediné 

proteinogenní aminokyseliny, a dále z neobvyklých aminokyselin obsahujících cyklopropyl-, 

nitro- a chlor skupiny, navzájem spojené esterovou či amidovou vazbou.169 Konkrétně dále 

obsahuje dvě jednotky (2S,3R)-3-methyl-L-fenylalaninu ((βMe)Phe), jednu jednotku 

(R)-allo-L-threoninu (a-Thr), dvě jednotky (1´R,2´R)-3-(2´nitrocyklopropyl)-L-alaninu 

((3-Ncp)Ala), jednu jednotku APD (2S,4R)-4-(Z)-propenyl-L-prolinu ((4-Pe)Pro) a boční řetězec 

je ukončen 5-chloro-1-hydroxypyrrolo-2-karboxylovou kyselinou (Chpca). Producentem 

hormaomycinu je Streptomyces griseoflavus.170  V kultivačním médiu uvedeného producenta 

byl také kromě hormaomycinu nalezen ještě jeden vedlejší produkt biosyntézy (nazvaný 

hormaomycin A7), jehož APD není (4-Pe)Pro, ale 4-methyl-L-prolin (MPL).171 Deriváty 

hormaomycinu, jmenovitě hormaomycin B a C, se podařilo izolovat z kmene Streptomyces 

SNM 55, jedná se však pouze také o vedlejší produkty biosyntézy hormaomycinu lišící se jen 

nepřítomností methylové skupiny na fenylalaninové jednotce.172 
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Obr. 2.11. Chemická struktura hormaomycinu. Římskými čísly jsou označeny jednotlivé stavební 
jednotky (I: Chpca; II: (3-Ncp)Ala; III: a-Thr; IV: (βMe)Phe; V: (S)-Ile; VI: (4-Pe)Pro − APD jednotka, 
zvýrazněna modře). Dále je zobrazena struktura (2S,4R)-4-methyl-L-prolinu (MPL; vpravo nahoře), APD 
jednotky minoritně zastoupeného vedlejšího produktu biosyntézy hormaomycinu, hormaomycinu A7.   

 

2.2.3.1 Biologická aktivita hormaomycinu 

 Hormaomycin je zajímavou látkou nejen strukturně, ale také svoji biologickou aktivitou. 

Hormaomycin vykazuje antimikrobiální účinky zahrnující aktivitu proti patogennímu druhu 

P. falciparum,173 velmi efektivní je také proti koryneformním bakteriím (Corynebacterium, 

Azthrobacter).174 Kromě antimikrobiálních účinků působí také například jako stimulant 

produkce SM různých druhů streptomycet.175 Hormaomycin je tedy příkladem přírodního 

produktu, který může regulovat bakteriální chování a zároveň samostatně fungovat v roli 

antibiotika. 

 I přes to, že cílová biologická struktura a molekulární základ biologické aktivity 

hormaomycinu nebyly dosud popsány, existují studie zaměřující se na objasnění vztahu mezi 

strukturou a aktivitou, a tedy logicky i na přípravu biologicky aktivnějších analogů 

hormaomycinu. Ve studiích zaměřených na přípravu nových analogů se uplatňují dva základní 

přístupy − totální syntéza a prekurzorem-řízená biosyntéza. Například, experimenty 

založenými na přidávání různých aminokyselin, které by mohly nahradit jednotku (3-Ncp)Ala, 

do kultivačního média producenta hormaomycinu, již vedlo k úspěšné přípravě několika 

nových analogů.176 Podařilo se dokonce připravit látku, která měla oproti hormaomycinu 

pozměněné biologické vlastnosti a její účinek byl nově namířen proti patogenní Candida 

albicans, což nikdy dříve u hormaomycinu pozorováno nebylo.177 Chemickou syntézou byly 

dále připraveny například čtyři nové aza-analogy, modifikací však došlo ke ztrátě biologické 

aktivity.178 V rámci studie zaměřené na regulaci produkce hormaomycinu bylo připraveno 

několik analogů hormaomycinu, které obsahovaly modifikace v jednotce I, II (jedné či obou 
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zároveň), V či VI (hormaomycin A7).171  Nicméně, biologická aktivita u žádného z nich nebyla 

modifikací zlepšena. U hormaomycinu A7 se zkráceným bočním řetězcem APD jednotky 

z propenylu na methyl a se změněnou konfigurací byla aktivita proti testovanému 

mikrobiálnímu druhu Arthrobacter crystallopoietes ATCC 15481 na stejné úrovni jako 

u nemodifikovaného hormaomycinu. To je zajímavé, neboť jak již bylo uvedeno, analogická 

modifikace u linkosamidů, tedy zkrácení bočního řetězce APD jednotky, má na aktivitu 

významný vliv. 

 

2.2.4 Griselimycin 

 Griselimycin, poprvé izolovaný v roce 1960 ze Streptomyces DSM 40835,179 je cyklický 

depsipeptid, který se skládá z deseti aminokyselin řazených v následujícím pořadí: N-methyl-

L-valin (I), (R)-4-methyl-L-prolin (II), N-methyl-L-threonin (III), L-leucin (IV), (R)-4-methyl-L-

prolin (V), L-leucin (VI), N-methyl-L-valin (VII), L-prolin (VIII), N-methyl-D-leucin (IX) a L-glycin 

(X; Obr. 2.12).180 Peptidový řetězec je uzavřen esterovou vazbou mezi C-koncem L-glycinu 

a bočním řetězcem N-methyl-L-threoninu, což vede k uvolnění prvních dvou aminokyselin 

ze sekvence, které tak tvoří boční řetězec. Kromě osmi proteinogenních aminokyselin jsou 

v griselimycinu integrovány dvě speciálně biosyntetizované APD jednotky − MPL (II, V).181. 

Z kultivačního média producenta griselimycinu však byl izolován také minoritní produkt, 

nazývaný methylgriselimycin, který namísto L-prolinu (VIII) obsahuje další MPL jednotku. 

 
Obr. 2.12. Chemická struktura griselimycinu a methylgriselimycinu. Římskými čísly jsou označeny 
jednotlivé stavební aminokyselinové jednotky − I: N-methyl-L-valin, II: (R)-4-methyl-L-prolin, 
III: N-methyl-L-threonin, IV: L-leucin, V: (R)-4-methyl-L-prolin, VI: L-leucin, VII: N-methyl-L-valin, 
VIII: L-prolin/(R)-4-methyl-L-prolin, IX: N-methyl-D-leucin, X: L-glycin (APD jednotky jsou zvýrazněny 
modře). 
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2.2.4.1 Biologická aktivita griselimycinu 

 Molekulárním cílem griselimycinu je protein DnaN, posuvná svorka DNA polymerasy.182  

Griselimycin se s vysokou selektivitou váže pouze na bakteriální DnaN. Na komplexu proteinu 

DnaN z Mycobaterium smegmatis s griselimycinem bylo ukázáno, že vazbou griselimycinu 

do hydrofobní kapsy mezi doménou II a III proteinu DnaN je znemožněna interakce 

svorkového proteinu s DNA polymerasou, čímž je inhibována replikace bakteriální DNA 

(Obr. 2.13). 

 Vzhledem ke specifické antibakteriální aktivitě proti Corynebacterineae, zejména proti 

Mycobacterium, včetně multirezistentní Mycobacterium tuberculosis, byl griselimycin zprvu 

považován za slibného kandidáta v boji proti tuberkulóze. Nicméně, klinické studie na počátku 

70. let odhalily jeho nepříznivé farmakokinetické vlastnosti, což vedlo k ukončení dalšího 

výzkumu.183,184 Nedávno obnovené studie zaměřující se na zlepšení těchto vlastností, 

především metabolické stability a penetraci griselimycinu do mykobakteriální buněčné stěny, 

nově ukazují, že minoritně přirozeně produkovaný methylgriselimycin (griselimycin obsahující 

tři jednotky MPL) a jeho optimalizované, chemicky syntetizované deriváty 

(např. cyklohexylgriselimycin) jsou in vitro i in vivo vysoce aktivní antituberkulózní látky 

se slibným potenciálem pro zařazení do preklinických testů.182 Podobně jako je tomu 

u linkosamidů, i zde je zcela evidentní, že inkorporace APD namísto L-prolinu má pozitivní vliv 

na biologickou aktivitu. Výměna L-prolinové jednotky (VIII, Obr. 2.12) za jednotku APD 

v molekule griselimycinu vede k výraznému zlepšení stability. Příčinou nestability v případě 

inkorporace L-prolinu namísto MPL je snadná oxidace vedoucí v biologickém systému 

k degradaci tohoto metabolitu. První testy ukazují, že alkylace L-prolinu (VIII) prokazatelně 

zlepšuje stabilitu při inkubaci s lidskými jaterními mikrozomy.182  
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Obr. 2.13. Krystalová struktura proteinu DnaN M. smegmatis v komplexu s griselimycinem. 
(A) Griselimycin se váže do hydrofobní kapsy mezi doménami II a III homodimeru DnaN. Levá část: 
stužkový model, barevně je rozlišen C- a N-konec proteinu. Pravá část: barevné znázornění povrchu 
proteinu na základě elektrostatického potenciálu (k, Boltzmanova konstanta; T, teplota; e, náboj). 
(B) Detailní interakce ligandu s proteinem: aminokyselinové zbytky účastnící se hydrofobních (šedě) a 
vodíkových interakcí (zeleně), vodíkové vazby (přerušovaná zelená čára). (C) Povrchové znázornění 
vazebné kapsy (převzato a upraveno182). 

 

2.3 Komplexní metabolity s 4-methyl-L-prolinem vyskytující se mimo 
Actinobacteria 

 

 Specializovaná biosyntéza a inkorporace neproteinogenního MPL do komplexních 

přírodních látek není tak vzácná, jako v případě inkorporace alkylprolinů obsahujících 

v bočním řetězci delší řetězce, jak například ethyl či propyl. Produkce látek s inkorporovaným 

MPL byla dosud popsána například i u některých sinic a hub.  

 

2.3.1 Metabolity s inkorporovaným MPL produkované sinicemi  

 Sinice jsou známými producenty SM s rozmanitými chemickými strukturami (Obr. 2.14) 

i biologickými vlastnostmi.185  
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 MPL jednotka byla v sinicích poprvé identifikována jako součást struktury spumiginu A 

produkovaného kmenem Nodularia spumigena AV1.186 Později byla také determinována jako 

součást struktury dalších spumigenů produkovaných kmeny Nodularia spumigena, resp. 

Anabaena compacta, jmenovitě spumiginu E a spumiginu J. Ze strukturního hlediska se jedná 

o lineární tetrapeptidy, které působí jako inhibitory proteas. Konkrétně, spumigin E inhibuje 

trypsinové proteasy, spumiginy J a A jsou trombinové inhibitory.187 

 Nostopeptolidy jsou cyklické hybridní přírodní látky, které byly izolovány 

z fotosyntetických sinic rodu Nostoc.188 Jedná o komplexní metabolity skládající se 

z aminokyselinových zbytků, butyrové kyseliny a acetát-odvozených jednotek, které jsou 

spojené peptidovými a esterovými vazbami.189  Nostopeptolidy A, produkované druhem Nostoc 

sp. GSV224,189 a nostopeptolidy L, produkované druhem Nostoc sp. UK2aImI,190 představují 

zástupce s inkorporovanou MPL jednotkou. MPL jednotka byla determinována i jako součást 

struktury látek podobných nostopeptolidům – nostocyklopeptidů A a M1, produkované 

druhem Nostoc sp. ATCC53789,189 resp. Nostoc sp. XSPORK 13A191 a také 

nostoweipeptinů, produkovaných Nostoc sp. XSPORK 5A.190 Shodně, tyto látky působí jako 

antitoxiny proti mikrocystinům, sinicovým hepatotoxinům.190,191 

 MPL je součástí struktury i nového cytotoxického peptidu, nazývaného 

bisebromoamid, který byl izolován z mořské sinice Lyngbya sp. a který vykazuje 

antiproliferativní aktivitu.192 Lineární struktura bisebromoamidu zahrnuje kromě MPL dalších 

šest jednotek, které jsou navzájem spojené amidovými vazbami − L-leucin, L-alanin a dále 

neobvyklé jednotky N-methyl-3-bromo-L-tyrosin, N-methyl-L-fenylalanin, 

2-(1-oxopropyl)pyrrolidin a 2-thiazolin-4-methyl-4-karboxylovou kyselinu. 
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Obr. 2.14. Chemické struktury vybraných metabolitů produkovaných sinicemi inkorporujících 
MPL (MPL jednotka je zvýrazněna šedým podbarvením; převzato a upraveno187,190–193). 

 

2.3.2 Metabolity s inkorporovaným MPL produkované houbami 

 Echinokandiny (Obr. 2.15) jsou malou skupinou fungálních lipopetidů, které byly 

poprvé izolovány z Aspergillus nidulans194 var. echinulatur a Aspergillus nidulans var. roseus 

NRRL 1140 (nedávno přejmenované na Emericella rugulosa).195 Echinokandiny mají 

fungicidní účinky na rod Candida.196 Z biosyntetického pohledu jsou to látky vznikající 

spojením osmi odlišných biosyntetických prekurzorů tvořících peptidové jádro, které je dále 

modifikováno přídavnými skupinami, jako například acylovým bočním řetězcem 

či hydroxylovými skupinami.197,198 Do struktury je inkorporovaný i MPL obsahující navíc 

hydroxylovou skupinu, tedy 3-hydroxy-MPL.  
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 Lineární peptidy cavinafunginy A a B byly izolovány z kultivačního média houby 

Colispora cavincola (Ascomycota).199 I tyto látky vykazují antifungální aktivitu proti rodu 

Candida a také proti rodu Aspergillus. Jejich struktura je tvořena pěti aminokyselinami, včetně 

jedné MPL jednotky, které jsou spojené amidovou vazbou. 

 Perthamidy C a D jsou cyklické peptidy izolované z mořské houby Theonella swinhoei, 

které jsou zajímavé pro svoje protizánětlivé účinky demonstrované in vivo.200 Strukturně se 

jedná o uzavřený kruh sedmi aminokyselin a jedné jednotky MPL. 

 
Obr. 2.15. Chemické struktury vybraných metabolitů produkovaných houbami inkorporujících 
alkylprolinový derivát: MPL (cavinafunginy, perthamidy) či 3-hydroxy-MPL (echinokandiny; 
alkylprolinové jednotky jsou zvýrazněny šedým podbarvením; převzato a upraveno197,199,200). 

 

2.4 Genový základ pro biosyntézu aktinobakteriálních APD látek 
 

Ze strukturního hlediska jsou APD jednotky do jednotlivých aktinobakteriálních 

metabolitů inkorporovány v rozmanitém kontextu. Tricyklický PBD systém složený z APD 

a různě substituované anthranilové kyseliny vzniká kondenzací řízenou NRPS.126,201 Podobně, 

také v biosyntéze komplexních cyklických laktonů, hormaomycinu a griselimycinu, se uplatní 

NRPS-řízená kondenzace.202,203 Zcela odlišná je biosyntéza linkomycinu, kde se uplatní 

neobvyklý kondenzační systém založený na kombinaci NRPS- a mykothiol/ergothionein-

závislých elementů.10,204 V případě biosyntézy PBD a linkomycinu následují bezprostředně 

po kondenzační reakci další enzymaticky-řízené modifikační reakce (methylace, hydroxylace, 

isomerační či redukční reakce).11,123,205  
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Následující kapitola detailně popisuje BGS producenta linkomycinu, neboť se jedná 

o vůbec první publikovaný BGS kódující biosyntézu metabolitu s inkorporovaným APD a tedy, 

funkce většiny kódovaných biosyntetických proteinů nejsou jen predikované na základě 

podobností s jinými popsanými BGS, ale byly již experimentálně objasněny. Jak se postupně 

ukazuje, geny v linkomycinovém BGS často kódují proteiny s neobvyklou aktivitou, recentní 

studie dokonce přinesly zajímavé poznatky také o jednom z regulačních genů. Navazující 

kapitoly poté popisují BGS producentů intervencinu, griselimycinu, PBD a hormaomycinu. Tyto 

kapitoly jsou už omezeny jen na stručný popis biosyntetických genů, se zaměřením na geny 

kódující biosyntézu APD prekurzorů. 

 

2.4.1 BGS producenta linkomycinu  

 Sekvence BGS průmyslového kmene S. lincolnenesis byla poprvé publikována před 

25 lety.206 O něco později byla doložena i sekvence BGS typového kmene S. lincolnensis 

ATCC 25466 (Obr. 2.16).207 Z biosyntetických genů (lmb geny) nese BGS producenta 

linkomycinu sadu genů, která kóduje biosyntézu prekurzoru jeho aminocukerné části, sadu 

genů kódujících biosyntézu 4-propyl-L-prolinu (PPL), prekurzoru aminokyselinové APD 

jednotky, a dále jsou také přítomny geny kódující kondenzaci obou těchto prekurzorů a jejich 

následné postkondenzační modifikace.  

 Biosyntézu PPL plně zajišťuje šestice genů lmbB2, lmbB1, lmbW, lmbA, lmbX a 

lmbY.207 Recentní práce zavedla pro tyto geny přehlednou a zjednodušující terminologii – geny 

jsou jednotně nazývány jako apd geny, přičemž dle předpokládaného pořadí funkce jejich 

genových produktů (Apd proteinů) v biosyntéze PPL  jsou označeny jako apd1 – apd6 

(analogicky, proteiny jsou označeny Apd1 – Apd6).13 Apd1 ~ lmbB2, apd2 ~ lmbB1, 

apd3 ~ lmbW, apd4 ~ lmbA, apd5 ~ lmbX, apd6 ~ lmbY. Popisu biosyntetické dráhy, které tyto 

geny kódují, se detailně věnuje celá kap. 2.5. Jak bude uvedeno dále, homology většiny 

z šestice apd1 – apd6  genů byly dle očekávání nalezeny v BGS producentů APD 

inkorporujících PBD i hormaomycinu, ale poněkud překvapivě po jednom z apd genů bylo 

nalezeno i v BGS producentů intervencinu a griselimycinu. 

 Biosyntézu prekurzoru aminocukru plně kóduje sada genů lmbR, lmbN, lmbP, lmbK, 

lmbO, lmbL, lmbM, lmbS a lmbZ, přičemž funkce proteinů kódovaných prvními pěti uvedenými 

geny již byla experimentálně prokázána.208,209 Také funkce většiny proteinů kódovaných geny 

související s kondenzací aminokyselinového a aminocukerného prekurzoru byla již určena. 

V kondenzaci byla potvrzena účast genového produktu genu lmbC a genu pro přenašečový 

protein (z angl. carrier protein; CP), který je součástí sekvence lmbN,210 dále také funkce 

proteinů kódovaných lmbT, lmbD, lmbV, lmbE.10 K funkci CP je pravděpodobně nutný ještě 

jeden genový produkt, který není součástí shluku, je ale přítomen v genomu.204 Protein LmbF 
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se pak uplatní společně s proteiny kódovanými lmbJ, lmbG, lmbIH a lmbQ 

v postkondenzačních reakcích.9,11,211–213  

 Kromě biosyntetických genů byly v BGS producenta linkomycinu identifikovány geny 

kódující regulační proteiny a proteiny udělující rezistenci (lmrA, lmrB, lmrC, lmbU).207 Velmi 

zajímavý je především gen lmbU, který kóduje transkripční regulátor.214 

 
Obr. 2.16. Biosyntetický genový shluk producenta linkomycinu. Modře zvýrazněny jsou apd geny 
(označeny čísly 1 – 6, přičemž 1 znamená apd1), kódující biosyntézu PPL, prekurzoru APD jednotky. 
Dále jsou barevně rozlišeny geny kódující biosyntézu prekurzoru aminocukru, kondenzaci 
a postkondenzační reakce a dále pak geny rezistence a regulace (převzato a upraveno207). 

 

2.4.2 BGS producentů intervencinu, PBD, hormaomycinu a griselimycinu 

 BGS producenta intervencinu se složením genů velmi podobá linkomycinovému BGS. 

Na rozdíl od linkomycinu se však předpokládá, že intervencinový APD prekurzor (MPL) vzniká 

v odlišné biosyntetické dráze. V BGS uvedeného producenta byl totiž nalezen pouze jeden 

apd homolog, apd6, a dále další dva geny, ivb1 a ivb2, které nejsou apd genům podobné. 

Jejich kombinace plně objasňuje biosyntézu MPL (Obr. 2.17A).97 

 Biosyntéza PBD je v příslušných producentech kódovaná v BGS, které 

z biosyntetických genů nesou sadu genů pro biosyntézu anthranilátové podjednotky − tato 

sada se liší v závislosti na tom, zda podjednotka vzniká kynureninovou dráhou 

či  chorismátovou/trans-2,3-dihydro-3-hydroxyanthranilovou dráhou (dráhy se shodně 

uplatňují v biosyntéze PBD hydroxylovaných v pozici C-9), případně chorismátovou dráhou 

(v biosyntéze PBD bez hydroxylu v pozici C-9),128 dále pak geny kódující NRPS, geny kódující 

postkondenzační modifikace a také, pouze v případě PBD inkorporujících APD, geny kódující 

biosyntézu prekurzoru APD jednotky. BGS byly popsány u pěti známých PBD, které APD 

jednotku inkorporují.126–128,130,131 V BGS sibiromycinu, anthramycinu a porothramycinu je 

přítomna kompletní šestice apd homologních genů, v BGS producenta tomaymycinu 

a limazepinu je přítomno pět apd homologů (Obr. 2.17B). 

 V BGS producenta hormaomycinu byly z biosyntetických genů mimo geny kódujících 

NRPS dále identifikovány různé sady genů kódujících biosyntézu jednotlivých stavebních 

bloků, a to včetně prekurzoru APD jednotky. Sada obsahuje pět apd homologů (Obr. 2.17C). 
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 Biosyntéza griselimycinu je kódována v BGS obsahujícím biosyntetické geny nezbytné 

pro výstavbu základního depsipeptidu a NRPS. Biosyntéza APD jednotky je, podobně jako 

v případě intervencinu, kódována podshlukem tří genů − i zde byl nalezen homolog apd6, 

zbývající dva geny, griE a griF, jsou pak homologní k intervencinovým genům ivb1 a ivb2.203 

Předpokládá se tak, že APD griselimycinu vzniká analogickou dráhou jako APD intervencinu. 

 
Obr. 2.17. Biosyntetické genové shluky producentů (A) intervencinu, (B) PBD – anthramycinu, 
porothramycinu, sibiromycinu, tomaymycinu a limazepinu, (C) hormaomycinu a 
(D) griselimycinu. Modře zvýrazněny jsou apd geny (označeny čísly 1 – 6, přičemž 1 znamená apd1), 
kódující speciální biosyntetickou dráhu prekurzorů APD jednotek. V případě intervencinového 
a griselimycinového BGS jsou navíc zeleně zvýrazněny apd-nehomologní geny (názvy genů jsou 
uvedeny nad šipkami) kódující enzymy taktéž zapojené do biosyntézy APD prekurzorů. 

 

2.5 Dvě cesty vedoucí k aktinobakteriálním APD prekurzorům 
 

 V aktinobakteriích byly dosud popsány dvě dráhy pro biosyntézu prekurzorů APD. 

Dráha vycházející z L-tyrosinu vede k biosyntéze prekurzorů APD obsahujícím jako C-4 boční 

řetězec ethyl (2-C) či propyl (3-C), tedy linkomycinu, hormaomycinu a PBD sibiromycinu, 

porothramycinu, anthramycinu, limazepinu a tomaymycinu a v textu je dále označována jako 

„alkylprolinová dráha“. V BGS příslušných producentů je alkylprolinová dráha kódovaná 

sadou 5 – 6 apd homologních genů (Tab. 2.2).13 Dráha vycházející z L-leucinu vede 

k biosyntéze prekurzorů APD obsahujících v bočním řetězci methyl (1-C), tedy intervencinu 

a griselimycinu a v textu je dále označována jako „methylprolinová dráha“. Tato dráha je 

v BGS příslušných producentů kódovaná jedním apd homologem, apd6, a dalšími dvěma 

geny, které k apd genům nejsou homologické.  
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Tab. 2.2 Geny v BGS producentů linkosamidů (linkomycinu, intervencinu), griselimycinu, PBD 
(sibiromycinu, anthramycinu, porothramycinu,  limazepinu, tomaymycinu) a hormaomycinu, které kódují 
proteiny zapojené do biosyntézy prekurzorů jejich APD. Dráha vycházející z L-tyrosinu je kódovaná 
sadou 5 – 6 apd homologních genů, dráha vycházející z L-leucinu je kódovaná apd6 homologem 
a dalšími dvěma geny, které nejsou k apd genům homologické. 
 

 
 

 

2.5.1 Alkylprolinová dráha 

Základní koncept biosyntézy APD prekurzorů odvozených z L-tyrosinu,152,215–217 který 

byl postaven na modelu biosyntézy PPL,206 prekurzoru APD linkomycinu, a který byl recentně 

revidován v souladu s nejnovějšími poznatky,218 předpokládá zapojení kompletní sady šesti 

APD biosyntetických proteinů: Apd1 – Apd6 (Obr. 2.18).13 Kompletní sada Apd proteinů je 

kromě biosyntézy linkomycinu také vyžadována v biosyntéze porothramycinu, anthramycinu 

a sibiromycinu. Pět Apd proteinů je vyžadováno v biosyntéze limazepinu, tomaymycinu, 

linkomycinu B (biosyntézy se u všech shodně neúčastní Apd3) a dále také hormaomycinu 

(biosyntézy se neúčastní Apd5).  
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Obr. 2.18. Předpokládané schéma alkylprolinové dráhy vycházející z L-tyrosinu. Kompletní sada 
Apd1 – Apd6 proteinů je vyžadována v biosyntéze prekurzoru APD s 3-C bočním řetězcem, který je 
inkorporován do linkomycinu a PBD sibiromycinu, anthramycinu a porothramycinu. Nekompletní sada 
pěti Apd proteinů postačuje k formaci APD hormaomycinu (chybí Apd5, APD s 3-C bočním řetězcem) a 
APD s 2-C bočním řetězcem, který je inkorporován do linkomycinu B a PBD limazepinu a tomaymycinu 
(chybí Apd3; převzato a upraveno13,218). 
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2.5.1.1 Iniciační kroky: role enzymů Apd1, Apd2 

 První dva kroky alkylprolinové dráhy jsou katalyzovány Apd1 hydroxylačním 

proteinem219–222 a Apd2 dioxygenasou,219–221,223,224 které konvertují L-tyrosin přes 

L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) na látku 1, která podléhá cyklizaci na dikarboxylovou 

kyselinu 2.  

Apd1 je neobvyklým enzymem obsahujícím jako prostetickou skupinu hem B, jehož 

reakční mechanismus nebyl dosud zcela objasněn. Orf13,221 Apd1 z biosyntézy anthramycinu, 

v reakci využívá peroxid vodíku jako oxidant. Jeho homolog z biosyntézy linkomycinu, LmbB2, 

je in vitro schopný katalyzovat stejnou reakci bez přídavku jakéhokoliv oxidantu. Nicméně, 

zároveň bylo ukázáno, že přídavek (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterinu enzymovou aktivitu 

LmbB2 významně zvyšuje.222  

Apd2 patří do rodiny jedno-doménových extradiolových dioxygenas typu I. Enzymy 

z této rodiny váží nehemové železo (Fe(II)), které se účastní vazby a aktivace atomů 

molekulárního kyslíku. Ty jsou v případě Apd2, při současném štěpení aromatického kruhu 

L-DOPA, následně inkorporovány.223  

 

2.5.1.2 Biochemické uspořádání reakcí katalyzovaných enzymy Apd3 a Apd4 

 Pořadí následujících dvou kroků, katalyzovaných proteiny Apd3 a Apd4, je stále 

předmětem vědeckých diskuzí.225–227 Navrhovaná C-methyltransferasová aktivita proteinu 

LmbW, Apd3 z biosyntézy linkomycinu, byla experimentálně in vitro prokázána na substrátu 2, 

který byl LmbW v přítomnosti methylového donoru (SAM) přeměněn na látku 3.218 Identita 

látky 3 byla potvrzena na základě determinace přesné hmoty, struktura této látky pomocí 

nukleární magnetické rezonance (NMR) však prozatím nebyla doložena.  

 Dosud byly funkčně charakterizovány dva LmbW homology (Obr. 2.19), ovšem ne 

z biosyntézy APD-inkorporujících látek. Jedná se o protein MrsA z biosyntézy rostlinného 

toxinu 3-methyl-argininu, jehož substrátem je 5-guanidino-2-oxo-pentanová kyselina a který 

má k LmbW sekvenční homologii 26 % (pokrytí 80 %).228 Druhým charakterizovaným 

proteinem je MppJ účastnící se biosyntézy manopeptinomycinů, látek s antibiotickou 

aktivitou.229 MppJ sdílí s LmbW 27% sekvenční identitu (pokrytí 84 %) a jeho substrátem je 

fenylpyruvát. V obou případech (MrsA i MppJ) se jedná o substráty nesoucí stejné strukturní 

znaky, jako nese látka 2.  
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Obr. 2.19. Methylační reakce katalyzované LmbW-homologními proteiny. MppJ (biosyntéza 
manopeptinomycinů) a MrsA (biosyntéza 3-methylargininu; šedě podbarvené je místo, kde dochází 
k methylaci; převzato a upraveno228,229). 

 

Na základě známé krystalové struktury MppJ230 byl vytvořen homologní model 

porovnávající MppJ-typ methyltransferasy s Apd3 proteiny (Obr. 2.20).226 Z modelu je zřejmá 

vysoká podobnost obou skupin proteinů, specificky v oblasti aktivního místa. Konkrétně, 

shodně u MppJ a Apd3 konzervované aminokyselinové zbytky H243 a H295 spolu s D/E244 

váží nehemový železitý ion (Fe(III)), který je společně s R127 zodpovědný za fixaci 

α-oxo-karboxylových částí obou substrátů, látky 2 a fenylpyruvátu. V modelu Apd3 byl navíc 

determinován konzervovaný R331, u kterého se předpokládá účast ve fixaci druhé 

karboxylové skupiny látky 2.231,232 
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Obr. 2.20. Modely aktivních míst MppJ a LmbW. (A) Krystalová struktura aktivního místa MppJ (žlutě) 
s navázaným substrátem (fenylpyruvátem; Ppy) a methylovým donorem (molekulou SAM) 
v překryvném modelu s LmbW (růžově) a jeho substrátem látkou 2 (bíle). (B) Homologní model substrát-
vazebného místa LmbW. (C) Schématické znázornění aktivních míst MppJ a LmbW. Konzervované 
aminokyselinové zbytky jsou zvýrazněny modře (převzato a upraveno226). 

 

 Apd4 proteiny jsou sekvenčně podobné γ-glutamyltranspeptidasam (γ-GT), enzymům 

hojně zastoupeným v metabolismu glutathionu, které katalyzují hydrolýzu/přenos 

γ-glutamylové skupiny. γ-GT patří do nadřazené rodiny N-terminálních nukleofilních hydrolas, 

které jsou charakteristické autoproteolytickou aktivací, při které dochází k uvolnění 

katalytického zbytku (S, T nebo C) na N-terminálním konci proteinu, který pak působí jako 

nukleofil a zprostředkovává hydrolýzu amidové (C−N) vazby substrátu.233 Z genových 

databází je zřejmé, že tyto enzymy jsou hojně zastoupené i u Gram-pozitivních Actinobacteria, 

organismů, u kterých glutathionový metabolismus nebyl popsán a tedy jejich role 

se předpokládá spíše v specializovaném, než základním/centrálním metabolismu. Zhong 

a kol. recentně experimentálně prokázal neobvyklou hydrolasovou aktivitu Orf6225 (dle Zhong 

označovaný jako Ant6), Apd4 z biosyntézy anthramycinu, která již byla dříve navrhována,218 

a to štěpení C−C vazby. Substrátem v in vitro reakci byla látka 2, která je ale dle současně 

navrženého konceptu předpokládána jako přirozený substrát Apd3, případně jako substrát 

Apd4, pouze ale u APD obsahujících v bočním řetězci dva uhlíkové atomy.218 Mechanismus 
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Apd4 proteinů, který Zhong navrhuje (Obr. 2.21A), nevysvětluje posun elektronů v sp2 

valenční vrstvě C-atomu, které se od běžné β-eliminační reakce liší (posun elektronů 

při β-eliminaci nastává v sp3 valenční vrstvě). Nově navržený mechanismus zahrnující jiné 

pozice dvojných vazeb látek 2 a 3, které jsou pro předpokládanou katalytickou aktivitu 

nezbytné, je aplikovatelný také pro látku 3, tedy původně navrhovaný substrát Apd4 enzymů 

v biosyntéze APD, obsahujících v bočním řetězci tři uhlíkové atomy, který je uvedeným 

mechanismem konvertován na látku 4 (Obr. 2.21B).226  

 
Obr. 2.21. Předpokládaný katalytický mechanismus hydrolasy Apd4. Pro γ-GT Apd4 je 
charakteristická autoproteolytická aktivace, při níž dochází k uvolnění katalyticky aktivního 
threoninového zbytku. (A) Mechanismus navržený dle Zhong et al.225 (B) Revidovaný návrh 
mechanismu dle Janata et al.13 

 

2.5.1.3 Závěrečné kroky: role Apd5 a vliv Apd6 na diverzitu finálních APD prekurzorů 

V dalším kroku dráhy se předpokládá konverze látky 4, jejíž struktura dosud nebyla 

charakterizována, na látku 5. V této reakci se navrhuje zapojení proteinu Apd5, který je 

sekvenčně podobný isomerasam z rodiny proteinů nazývané PhzC-PhzF (z angl. phenazin 
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biosynthesis-like proteins). Jediným funkčně charakterizovaným zástupcem této rodiny je 

protein PhzF z Pseudomonas fluorescens, který skutečně katalyzuje isomerační reakci.234,235 

Isomerasová aktivita Apd5 je podporována i produkčním profilem mutantního kmene 

S. lincolnensis ∆lmbX, v jehož médiu byl detekován intermediát odpovídající chybějící aktivitě, 

tedy dehydrolinkomycin A (Obr. 2.22).218 Jedná se o analogický případ jako v biosyntéze 

prekurzoru APD hormaomycinu, jehož producent v BGS apd5 homolog nenese (apd5 nebyl 

nalezen ani nikde jinde v genomu).202 Chybějící isomerasová aktivita umožní v dalším kroku 

biosyntézy redukci pouze endocyklické dvojné vazby látky 4, v obou případech, v biosyntéze 

dehydrolinkomycinu A a hormaomycinu, vzniká tedy APD s dvojnou vazbou uprostřed 3-C 

bočního alkylového řetězce. Enzymová aktivita žádného Apd5 homologu z  biosyntézy APD 

prekurzorů nebyla dosud prokázána přímým biochemickým průkazem. 

 Jak již bylo naznačeno, přesun dvojných vazeb do konjugace je nezbytný 

pro závěrečný krok alkylprolinové dráhy, který předpokládá zapojení Apd6, F420H2-závislých 

reduktas katalyzujících redukci látky 5 na finální APD prekurzory.206,218 Navrhovaná funkce 

Apd6 proteinů byla podpořena izolací meziproduktu 5a z kultivačního média S. lincolnensis 

UC8292, u kterého byla přerušena syntéza kofaktoru F420.232 Další podpůrný důkaz byl 

přinesen analýzou produkčních profilů mutantního kmene S. lincolnensis ∆lmbY, v jehož 

kultivačním médiu též dochází k hromadění meziproduktu 5a.218 Co je velmi zajímavé, recentní 

studie ukázala, že finální APD prekurzory, které jsou následně inkorporovány do koncových 

metabolitů, se liší z hlediska saturace vazeb.236 Bylo ukázáno, že zatímco do linkomycinu je 

inkorporován APD prekurzor 6 s plně saturovaným bočním řetězcem, do struktur PBD 

a hormaomycinu jsou inkorporovány prekurzory obsahující v postranním řetězci jednu dvojnou 

vazbu – prekurzory 7 a 8. Mechanismus a podstata této diverzifikace dosud nebyla popsána 

a její objasnění je hlavním cílem této práce. 

 
Obr. 2.22. Chemická struktura dehydrolinkomycinu A, hlavního produktu mutantního kmene 
S. lincolnensis ∆lmbX. Struktura APD jednotky (modře) odpovídá chybějící předpokládané isomerasové 
aktivitě LmbX, proto je uprostřed bočního alkylového řetězce v pozici C-4 dvojná vazba. V linkomycinu 
je boční řetězec plně nasycený (převzato a upraveno218). 
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2.5.2 Methylprolinová dráha 

Experimentálně bylo prokázáno, že APD inkorporovaný do griselimycinu vzniká 

z L-leucinu.203 Na základě sekvenční homologie genů kódujících biosyntézu APD griselimycinu 

s geny z BGS producenta intervencinu se stejná dráha předpokládá právě i v biosyntéze 

prekurzoru APD intervencinu.97 V porovnání s alkylprolinovou dráhou zahrnuje 

methylprolinová dráha pouze tři kroky a u Actinobacteria vede výhradně k  (2S,4R)-MPL. Obě 

dráhy pak sdílejí pouze jeden homologní protein − Apd6 (Obr. 2.23). 

 
Obr. 2.23. Předpokládané schéma methylprolinové dráhy vycházející z L-leucinu. První dva kroky 
katalyzují proteiny, které nejsou Apd proteinům podobné, v posledním kroku nastává redukce 
katalyzovaná Apd6 homology formující (2S,4R)-MPL (11), který je následně inkorporován 
do intervencinu a griselimycinu (převzato a upraveno97). 

 

 Účast enzymů v biosyntéze APD griselimycinu byla navržena na základě inaktivačních 

experimentů, enzymatická funkce jednotlivých proteinů byla následně demonstrována in vitro 

a in vivo.203   

 V prvním kroku dochází k hydroxylaci L-leucinu na (2S,4R)-5-hydroxyleucin. Tato 

reakce je řízená GriE, enzymem z 2-oxoglutarát-Fe(II) oxygenasové rodiny. Enzymy z této 

rodiny spřahují dekarboxylaci α-keto-glutarátu s oxidací/hydroxylací substrátu za současné 

formace oxo-ferrylového meziproduktu. (2S,4R)-5-Hydroxyleucin je v následující reakci 

konvertován na (2S,4R)-4-methylglutamát-5-semialdehyd (9), který podléhá spontánní 

cyklizaci na (2S,4R)-4-methyl-∆1-pyrrollin-5-karboxylovou kyselinu (10). Tato reakce je 

katalyzovaná Zn-závislou dehydrogenasou GriF.  Poslední krokem je redukce 10 na finální 

(2S,4R)-MPL (11) katalyzovaná v přítomnosti F420H2 Apd6 homologem GriH.203 Stejná reakce 

byla popsána i v základním metabolismu, konkrétně v biosyntéze L-prolinu u Escherichia coli, 

kde ovšem reakci katalyzuje enzym NADH-závislá ∆1-pyrroline-5-karboxylát reduktasa (5PC)  

ProC.237 Jedná se však o zcela nepříbuzný enzym, jehož sekvenční identita ke GriH je pouhých 

17 % (pokrytí 22 %). Nicméně, z inaktivačních experimentů se zdá, že ProC může v biosyntéze 
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komplementovat funkci GriH, neboť delece griH v producentovi plně nezastavila produkci 

MPL.203 

 Na základě sekvenční homologie griselimycinových proteinů GriE, GriF a Apd6 

homologu GriH s proteiny z biosyntézy intervencinového APD: Ivb1 (sekvenční identita 

ke GriE 48 %, pokrytí 99 %) Ivb2 (sekvenční identita ke GriF 57 %, pokrytí 98 %), Apd6 

homolog Ivb3 (sekvenční identita ke GriH 45 %, pokrytí 97 %) se stejná biosyntetická dráha 

předpokládá i pro biosyntézu MPL inkorporovaného do recentně objeveného linkosamidu 

intervencinu.97 Funkce žádného homologu z intervencinové biosyntézy ovšem nebyla dosud 

potvrzena přímým biochemickým průkazem.  

 

2.5.2.1 Biosyntéza MPL jednotky malacidinů – další MPL vznikající z L-leucinu? 

Bioinformatickou analýzou dat z metagenomové studie byl recentně další apd6 

homolog identifikován v BGS neznámého producenta malacidinů (z angl. metagenomic acidic 

lipopeptide antibiotic-cidins), dosud necharakterizované skupiny antibiotik produkované 

nekultivovatelnými půdními mikroorganismy.238 Na základě metagenomických dat byl 

molekulárně-genetickými přístupy zkonstruován malacidinový BGS, který byl následně 

konjugován a exprimován v Streptomyces albus. Z kultivačního média tohoto mutantního 

producenta byly izolovány dva majoritní produkty, malacidin A a malacidin B, jejichž struktura 

byla následně objasněna pomocí NMR (Obr. 2.24). Jedná se o cyklické lipopeptidy, které jsou 

tvořeny makrocyklem složeným z osmi aminokyselin a dále poly-nenasyceného lipidu, přičemž 

malacidin A a B se vzájemně liší pouze methylenovou skupinou na konci jejich lipidového 

řetězce.  Mezi aminokyselinami je přítomna i MPL jednotka, jejíž biosyntetický původ dosud 

nebyl objasněn, byla ovšem predikována trojice genů, mlcP, mlcQ a mlcR, která by mohla 

kódovat jeho biosyntézu. Dle BLASTP analýzy jsou genové produkty MlcP, MlcQ a MlcR 

sekvenční homology griselimycinových proteinů GriH, GriF a GriE. Konkrétně, MlcP má 42% 

sekvenční identitu ke GriH (pokrytí 98%), MlcQ má sekvenční identitu ke GriF 62% (pokrytí 

93%) a MlcR má sekvenční identitu ke GriE 51% (pokrytí 99 %). Podobně jako u intervencinu, 

i zde tedy lze ze složení genů a konfigurace inkorporovaného (2S,4R)-MPL předpokládat, 

že MPL jednotka bude syntetizována dráhou vycházející z L-leucinu zobrazenou na Obr. 2.23. 
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Obr. 2.24. Chemická struktura malacidinu A a B. Makrocyklus, který obsahuje osm aminokyselin, 
zahrnuje i MPL, který pravděpodobně vzniká stejnou dráhou jako MPL griselimycinu a intervencinu 
(MPL je zvýrazněn modře; převzato a upraveno238). 

 

2.6 Methylprolinová dráha u sinic a hub – evoluční předchůdce 
aktinobakteriální MPL dráhy? 

 

 Predikovaná methylprolinová dráha uplatňující se v biosyntéze MPL-inkorporujících 

metabolitů produkovaných sinicemi a houbami vychází stejně jako u aktinobakteriální 

methylprolinové dráhy z L-leucinu, a dokonce zahrnuje identické (sinice) či velmi podobné 

(houby) biosyntetické reakce. Nicméně, podstatným rozdílem je závěrečný redukční krok, 

který u methylprolinové dráhy sinic a hub nekatalyzuje Apd6 homologní protein, ale reduktasa, 

která je homologní enzymu z centrálního metabolismu. Lze tedy předpokládat, 

že methylprolinová dráha uplatňující se v biosyntéze metabolitů inkorporujících MPL 

produkovaných sinicemi a houbami je evolučním předchůdcem methylprolinové dráhy 

zahrnující specializovaný Apd6 protein, která se uplatňuje v Actinobacteria. 

 Biosyntetická dráha (2S,4S)-MPL jednotky inkorporované do metabolitů sinic 

(Obr. 2.25A) byla objasněna na biosyntéze nostopeptolidu A produkovaného rodem Nostoc 

sp. GSV224 na genové úrovni,239 funkce některých zúčastněných proteinů byly dokonce 

prokázány in vitro.240 Později byly publikovány i sekvence BGS producentů dalších metabolitů 

sinic s inkorporovaným (2S,4S)-MPL − nostocyklopeptidů A (Nostoc sp. ATCC 53789)241 a 

spumiginu E (Nodularia spumigena CCY9414).193  

 Biosyntetická dráha (2S,4R)-MPL inkorporovaného do echinokandinů (Obr. 2.25B) se 

částečně liší od methylprolinové dráhy sinicových metabolitů a představuje tak třetí 

samostatnou větev biosyntézy MPL.197,242 
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Obr. 2.25. Schéma methylprolinových drah vedoucích k MPL, které jsou inkorporovány 
do metabolitů produkovaných sinicemi a houbami. (A) Dráha (2S,4S)-MPL v biosyntéze 
nostopeptolidu A, nostocyklopeptidu A a spumigicinu E (sinicové metabolity) a (B) dráha (2S,4R)-MPL 
v biosyntéze echinokandinů (houbové metabolity; převzato a upraveno240,242). Ani v jedné dráze 
nevystupuje žádný z Apd homologů. 

 

2.6.1 Methylprolinová dráha u sinic 

 V prvním kroku je L-leucin konvertován na (2S,4S)-5-hydroxyleucin. Enzym katalyzující 

tuto reakci v Nostoc sp. GSV224 nebyl na enzymatické úrovni determinován. Nicméně, 

na základě analýzy BGS producenta byl jako kandidát katalyzující tuto reakci predikován 

genový produkt orf5.239 Homology orf5 byly nalezeny i v BGS producentů nostocyklopeptidů A 

a spumiginu E (ncpC, resp. spuC).193,241 Zajímavé je, že proteiny kódované těmito geny nemají 

sekvenční homology k žádným anotovaným proteinům.  

 V následujícím kroku Zn-závislá dehydrogenasa (kódovaná nosE) z rodiny MDR 

(z angl. medium chain reductase/dehydrogenase) a Zn-závislých alkohol dehydrogenasam-
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podobným proteinů, konvertuje (2S,4S)-5-hydroxyleucin na γ-semialdehyd kyseliny (3S,5S)-

γ-methylglutamové, který spontánně cyklizuje do formy (2S,4S)-3-methyl-∆1-pyrroline-5-

karboxylové kyseliny (Me-5PC). Homology nosE byly opět identifikovány i v BGS producentů 

nostocyklopeptidů A i spumiginu E (ncpD, resp. spuD).193,241 Proteiny NosE/NcpD (sekvenční 

identita k NosE 98 %)/SpuD (sekvenční identita k NosE 91 %) nejsou sekvenčními homology 

proteinů z biosyntézy griselimycinu a intervencinu – GriF, resp. Ivb1. 

 Závěrečná redukce Me-5PC je katalyzována NADH-závislou reduktasou (kódovanou 

nosF) z pyrrolin-5-karboxylát reduktasové rodiny proteinů, jejíž homology taktéž byly 

identifikovány i v BGS producentů nostocyklopeptidů A a spumiginu E (ncpE, resp. spuE).193,241  

NcpE má sekvenční identitu k NosF 92 %, SpuE má sekvenční identitu k NosF 81 %. 

Analogicky, taktéž se nejedná o Apd6, ale jde o homology proteinu ProC ze základního 

metabolismu. Co je podstatné, na rozdíl od MPL vznikajícího v methylprolinové dráze 

uplatňující se u Actinobacteria (s konfigurací (2S,4R)) má MPL vznikající v této dráze 

konfiguraci (2S,4S).  

 

2.6.2 Methylprolinová dráha u hub 

 Biosyntéza MPL inkorporovaného do houbových metabolitů echinokandinů taktéž 

vychází z L-leucinu. V prvním kroku dochází stejně jako v methylprolinové dráze sinic 

k hydroxylaci. Reakci zde ovšem katalyzuje zcela odlišná hydroxylasa EcdK, 242 protein, který 

je podobný nehemovým Fe, α-ketoglutarát-závislým dioxygenasam.197 Na rozdíl 

od jednonásobné hydroxylace L-leucinu pomocí Orf5/NcpC/SupC predikované 

v methylprolinové dráze sinicových metabolitů, EcdK katalyzuje tandemovou hydroxylaci 

L-leucinu, která vede k formaci γ-semialdehydu kyseliny (3S,5S)-γ-methylglutamové, který 

dále spontánně cyklizuje do formy 3-methyl-∆1-pyrrolin-5-karboxylové kyseliny.  

 Predikovaná závěrečná redukce by měla vést k formaci MPL v konfiguraci (2S,4R). 

Tuto reakci pravděpodobně katalyzuje, podobně jako v methylprolinové dráze sinic, protein 

z pyrrolin-5-karboxylát reduktasové rodiny proteinů, konkrétní gen kódující tento enzym však 

nebyl dosud determinován.197 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

3 CÍLE PRÁCE 
 

Tato práce cílí na objasnění role Apd6 proteinů v biosyntéze APD prekurzorů. Cílem je také 

jejich detailní charakterizace, neboť se jedná o proteiny patřící dle své sekvenční podobnosti 

k  LLHT rodině proteinů, která do dnešního dne nikdy nebyla ve specializovaném metabolismu 

bakterií popsána. Dílčí cíle byly stanoveny následovně: 

1. Příprava Apd6 rekombinantních proteinů 
- Příprava expresních konstruktů pro heterologní produkci proteinů 

o LmbY (Apd6 z biosyntézy linkomycinu) 

o SibT, Por15, Lim12 (Apd6 z biosyntézy PBD) 

o HrmD (Apd6 z biosyntézy hormaomycinu) 

o GriH (Apd6 z biosyntézy griselimycinu) 

- Heterologní produkce a purifikace Apd6 proteinů 

- Základní charakterizace proteinů 

o Určení přesné molekulové hmotnosti proteinů za účelem vyloučení vazby 

kofaktorů během exprese a purifikace, stanovení kvartérní struktury 

o Determinace vazebných schopností ke kofaktoru 

 

2. Přímý biochemický průkaz předpokládané enzymové aktivity Apd6 proteinů 
- Příprava F420-regeneračního systému a předpokládaného substrátu 

- In vitro stanovení enzymové aktivity  

o LmbY  

o SibT, Por15, Lim12  

o HrmD  

o GriH 

 

3. Objasnění redukčního mechanismu LmbY 
- Návrh redukčního mechanismu LmbY  

o Experimentální důkaz hypotézy o mechanismu redukce katalyzované LmbY  

 

4. Objasnění podstaty rozdílné reakční specifity Apd6 homologů 
- Stanovení hypotézy o vazbě substrátu a kofaktoru do aktivního místa Apd6 proteinů 

o Cílená mutageneze předpokládaného aktivního místa 

o Příprava krystalů pro stanovení 3D struktury LmbY a Por15 
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4 MATERIÁL A METODY 
 

4.1 Materiál 
 

4.1.1 Chemikálie 

Chemikálie Výrobce 
[1,1′-bis(difenylfosfino)ferocen]dichloropaladium(II) (Pd(dppf)Cl2) Sigma-Aldrich 
1,3-diazoacyklopenta-2,4-diene (imidazol) Sigma-Aldrich 
2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2´, 2´´-nitrilotriethanol (Bis-Tris) Fluka 
6× DNA vzorkový pufr (Gel Loading Dye Purple) Bio-Labs 
7H10 základ agaru Middlebrook 
7H9 základ média Middlebrook 
Acetonitril Biosolve 
Adenosin trifosfát (ATP) Ferementas 
Agar Oxoid 
Agarosa Invitrogen 
Akrylamid Sigma-Aldrich 
Betain Sigma-Aldrich 
Bis(dibenzylidenaceton)paladium(0) (Pd(dba)2) Sigma-Aldrich 
Bromfenolová modř P-Lab 
CellyticTM B cell lysis reagent (lyzační roztok) Sigma-Aldrich 
Comassie brilliant blue G-250 Serva 
Comassie brilliant blue R-250 Serva 
Cyklohexan VWR Chemicals 
D2O VWR Chemicals 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva 
Dioxan VWR Chemicals 
Dodecylsulfát sodný (SDS) Sigma-Aldrich 
Ethidium bromid Sigma-Aldrich 
Ethyl acetát Sigma-Aldrich 
Ethyldiaminotetraoctová kyselina disodná sůl dihydrát (EDTA) Sigma-Aldrich 
Flavinadenindinukleotid (FAD) Sigma-Aldrich 
Flavinmononukleotid (FMN) Sigma-Aldrich 
Glukosa Lach-ner 
Glukosa-6-fosfát Roche 
Glycerol Lachema 
Glycin VWR Chemicals 
Hydrogenfosforečnan draselný (K2HPO4) Lach-ner 
Hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4) Sigma-Aldrich 
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Hydroxid amonný (NH4OH) Sigma-Aldrich 
Hydroxid sodný (NaOH) Lach-ner 
Chlorid amonný (NH4Cl) Penta 
Chlorid hořečnatý (MgCl2) Lachema 
Chlorid sodný (NaCl) Lach-ner 
Chlorid zinečnatý (ZnCl2) Sigma-Aldrich 
Isopropanol Lachema 
Isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) Sigma-Aldrich 
Jodid cesný (CsI) Supelco 
Kvasinkový extrakt Oxoid 
Kyselina chlorovodíková (HCl) VWR Chemicals 
Kyselina mravenčí (HCOOH) Fluka 
Kyselina octová (CH3COOH) Lachema 
Manitol Sigma-Aldrich 
Merkaptoethanol Serva 
Methanol Biosolve 
Myoglobin Supelco 
N, N, N´, N´-tetramethylendiamin (TEMED) Serva 
N,N´-methylenbisakrylamid (Bisakrylamid) Icn Biomedicals 

NebBuffer 4 New England 
BioLabs 

N-methylpyrrolidin-2-on (NMP) VWR Chemicals 
Nonidet P-40 oktylfenoxypolyethoxyethanol Amresco 
Nukleosid trifosfátová směs (dNTP) Fermetnas 
Octan amonný (C2H7NO2) Sigma-Aldrich 
Oxid křemičitý (SiO2) Sigma-Aldrich 
Pepton Amresco 
Peroxodisíran amonný (APS) Sigma-Aldrich 
Polyehtylenglykol (PEG) 8000  Sigma-Aldrich 
Síran amonný (NH4)2SO4 Lachema 
Síran hořečnatý heptahydrát (MgSO4·7H2O) Merck 
Síran manganatý heptahydrát (MnSO4·7H2O) Merck 
Síran nikelnatý (NiSO4) Sigma-Aldrich 
Síran sodný (Na2SO4) Sigma-Aldrich 
Síran zinečnatý heptahydrát (ZnSO4·7H2O) Lachema 
Síran železnatý heptahydrát (FeSO4·7H2O) Penta 

Sladový extrakt Thermo Fisher 
Scientific 

Sójová mouka Paleta 
Tetrahydrofuran (THF) Sigma-Aldrich 
Tri(2-furyl)fosfin Sigma-Aldrich 
Tributyl(vinyl)tin Sigma-Aldrich 
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Tricin Sigma-Aldrich 
Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) Sigma-Aldrich 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich 
Trypton Difco 
Tween 80 Sigma-Aldrich 
Uhličitan cesný (Cs2CO3) Sigma-Aldrich 
Uhličitan vápenatý (CaCO3) Lachema 
Vinyl trifluoroborát draselný Sigma-Aldrich 

 

4.1.2 Enzymy 

Enzym Výrobce 
Alkalická fosfatasa CIP (5 U · µl-1) New England BioLabs 
DpnI (20 U · µl-1) New England BioLabs 
EcoRI-HFTM (20 U · µl-1) New England BioLabs 
ExpandTM High Fidelity polymerasový mix (3,5 U · µl-1) Roche 
LA DNA polymerasový mix (5 U · µl-1) Top-Bio 
Lysozym (z kuřecích vaječných bílků, 40 U · µg-1) Sigma-Aldrich 
NdeI (20 U · µl-1) New England BioLabs 
Q5® High-Fidelity DNA polymerasa (2 U · µl-1) New England BioLabs 
RNasa A (z hovězího pankreatu, 70 Kunitz U · mg-1) Sigma-Aldrich 
T4 DNA ligasa (400 U · µl-1) New England BioLabs 
XhoI (20 U · µl-1) New England BioLabs 

 

4.1.3 Antibiotika 

Antibiotikum Výrobce Zásobní Koncentrace* / Selekce vektoru 
Chloramfenikol Sigma-Aldrich 34 µg · ml-1 – rozpuštěn v ethanolu/ pGroESL 

Kanamycin Sigma-Aldrich 30 µg · ml-1 – rozpuštěn ve sterilní dH2O/ 
pET-28b(+), pET-42b(+) 

*Antibiotika byla připravována jako 1000× koncentrovanější zásobní roztok. 
 

4.1.4 Standardy, referenční látky 

Standard/Referenční Látka Výrobce Specifikace 

1kb Plus DNA Ladder 
(standard molekulových 
velikostí DNA) 

Invitrogen 

Velikost fragmentů [bp]: 100, 
200, 300, 400, 500, 650, 850, 
1000, 1650, 2000, 3000, 
4000, 5000, 6000, 7000, 
8000, 9000, 10000, 11000, 
12000. Před použitím byl 
standard připraven dle 
návodu výrobce. 
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3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-
tetradeuteropropionová 
kyselina (TSP) 

Sigma-Aldrich (CH3)3SiCD2CD2CO2Na 

Látka 6a Připraveno dle Kameník et. 
al 2009243  C8H15NO2 

Látka 6b Připraveno dle Kadlčík el al. 
2013210 C7H11NO2 

Látka 7a Připraveno dle Kameník et 
al. 2017236 C8H13NO2 

Leucin-Enkefalin acetát Waters C28H37N5O7·xC2H4O2·yH2O 

PageRulerTM Plus 
Prestained Protein Ladder 
(standard molekulových hmotností 
proteinů) 

Thermo Fisher Scientific 
Molekulové hmotnosti [kDa]: 
250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 
15, 10 

 

4.1.5 Kity 

 

4.1.6 Syntetické oligonukleotidy 

Syntetické primery použité v této práci byly syntetizovány firmou Sigma-Aldrich. 

Lyofilizované oligonukleotidy byly rozpuštěny v TE-1 pufru na zásobní koncentraci 100 µM. 

Pro PCR reakce byly primery ze zásobního roztoku dále 10× ředěny. Tab 4.1 uvádí primery 

použité k amplifikaci genů pro klonování do expresních vektorů (kap. 4.2.2.9 a 4.2.2.10). 

Obr. 4.1 pak ukazuje zjednodušené schéma navrhovaných primerů. V Tab. 4.2 jsou uvedeny 

primery použité pro PCR zprostředkovanou cílenou bodovou mutagenezi apd6 genů 

(kap. 4.2.2.6.3). 

 
Tab. 4.1. Primery použité pro amplifikaci genů lmbY, sibT, por15, lim12, hrmD, griH a fgd. Restrikční 
místa užitá pro inzerci do vektorů jsou podtržena. 

Gen Přímý primer (5´→ 3´) Zpětný primer (5´→ 3´) 

lmbY CAGCATATGCGCCACGGTGTCGTGA
TCCTG 

GAGCTCGAGTGCTTCCTCCGGTGCG
C 

sibT CTACATATGCGGCACGGAGTCCTGAT CTGGAATTCTCATCCATCCCCCTGTA 

Název kitu Výrobce 
BCS Screen Molecular Dimensions  
JCSG+ Suite Qiagen 
PACT premierTM HT-96/FX-96 Molecular Dimensions 
Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel 
SG1TM Screen Molecular Dimensions 
Wizard® Genomic DNA Purification Kit Promega 
Wizard® Plus SV Gel and PCR DNA Clean-Up System Promega 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System Promega 
XP Screen Jena Bioscience 
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por15 TTGCATATGAAGCACGGCATCGT ATTCTCGAGTATGCATCGTTCCC 
lim12 CTACATATGCGCCACGGGATCGTCAT CTAGAATTCTCAGACATCCGGCCCTC 

hrmD 
AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAA
GGAGATATACATGTGCGCGTCGGAG

TGGTGAT 

TAATCAATTAGTGGTGGTGGTGGTGG
TGGTGGTGCTCGAGGAGTGCGCGCA

CCCGCGGCA 

griH 
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGACTCGAAG

GATGCGC 

ATTAATCAATTAGTGGTGGTGGTGGT
GGTGGTGGTGCTCGAGCAATTTCCC

TGGTGCGGT 

fgd CGGAAGCATATGGTGGCTGAATTGAA ATATAGAATTCTCAGGCCAGCTTGCG
CA 

 

Obr. 4.1. Zjednodušené schéma klonování genů do vektorů pET-42b(+) a pET-28b(+). SLICE:FW 
– přímý primer pro ligaci metodou SLiCE (kap. 4.2.2.9), SLICE:REV – zpětný primer pro ligaci metodou 
SLiCE, T4:FW – přímý primer pro ligaci T4 DNA ligasou (kap. 4.2.2.10), T4:REV – zpětný primer pro 
ligaci T4 DNA ligasou. 

 
Tab. 4.2. Primery použité pro PCR zprostředkovanou cílenou mutagenezi apd6 genů. 

Mutovaný gen Přímý primer (5´→ 3´) Zpětný primer (5´→ 3´) 

lmbY_D38A CCACGCCTGGACCTACGCCCACG
TGAAGTGGCGC 

GCGCCACTTCACGTGGGCGTAG
GTCCAGGCGTGG 

lmbY_H39A CCTGGACCTACGACGCAGTGAAG
TGGCGCTG 

CAGCGCCACTTCACTGCGTCGTA
GGTCCAGG 

lmbY_K41A ACCTACGACCACGTGGCGTGGC
GCTGGCTGAGC 

GCTCAGCCAGCGCCACGCCACG
TGGTCGTAGGT 

lmbY_K41S CCTACGACCACGTGTCTTGGCGC
TGGCTGAGCG 

CGCTCAGCCAGCGCCAAGACAC
GTGGTCGTAGG 

lmbY_K41V CCTACGACCACGTGGTTTGGCGC
TGGCTGAGCG 

CGCTCAGCCAGCGCCAAACCACG
TGGTCGTAGG 

lmbY_W42A CTACGACCACGTGAAGGCCCGCT
GGCTGAGCGACC 

GGTCGCTCAGCCAGCGGGCCTT
CACGTGGTCGTAG 

lmbY_R43A CGACCACGTGAAGTGGGCCTGG
CTGAGCGACCGCC 

GGCGGTCGCTCAGCCAGGCCCA
CTTCACGTGGTCG 

lmbY_K41Q CCTACGACCACGTCAATGGCGCT
GGCTGAGCG 

CGCTCAGCCAGCGCCATTGCACG
TGGTCGTAGG 

lmbY_K41M CCTACGACCACGTGATGTGGCGC
TGGCTGAGCG 

CGCTCAGCCAGCGCCACATCACG
TGGTCGTAGG 

por15_M41K CCTATGACCACCTGAAGTGGCGC
TGGCTGGCC 

GGCCAGCCAGCGCCACTTCAGGT
GGTCATAGG 

griH_Q41K GGACATATGACCATTTGAAGTGG
CGATGGCTGAGCG 

CGCTCAGCCATCGCCACTTCAAA
TGGTCATATGTCC 

lmbY_H15K 
GGTGTCGTGATCCTGCCCGAGCA
CAAATGGGCCAGAGCCCGTGAAT

TATGG 

CCATAATTCACGGGCTCTGGCCC
ATTTGTGCTCGGGCAGGATCACG

ACACC 
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lmbY_A17K CCCGAGCACCACTGGAAGAGAG
CCCGTGAATTA 

TAATTCACGGGCTCTCTTCCAGT
GGTGCTCGGG 

por15_K15H CTGCTCCCCGAGCACCACTGGAA
GGCGGCGGCC 

GGCCGCCGCCTTCCAGTGGTGCT
CGGGGAGCAG 

por15_K17A CCCGAGCACAAGTGGGCGGCGG
CGGCCGAGCGC 

GCGCTCGGCCGCCGCCGCCCAC
TTGTGCTCGGG 

lmbY_VK40,41LM TGGACCTACGACCACCTGATGTG
GCGCTGGCTGAGC 

GCTCAGCCAGCGCCACATCAGGT
GGTCGTAGGTCCA 

por15_LM40,41VK TGGACCTATGACCACGTGAAGTG
GCGCTGGCTGGCC 

GGCCAGCCAGCGCCACTTCACGT
GGTCATAGGTCCA 

lmbY_HA15,17KK 
GGTGTCGTGATCCTGCCCGAGCA
CAAATGGAAAAGAGCCCGTGAAT

TATGG 

CCATAATTCACGGGCTCTTTTCCA
TTTGTGCTCGGGCAGGATCACGA

CACC 

por15_KK15,17HA 
GGCATCGTGCTGCTCCCCGAGCA
CCATTGGGCAGCGGCGGCCGAG

CGCTGG 

CCAGCGCTCGGCCGCCGCTGCC
CAATGGTGCTCGGGGAGCAGCA

CGATGCC 
 

4.1.7 Přístrojové vybavení, aparatury, chromatografické kolony 

Přístroj/Aparatura/Kolona Výrobce 
15 Tesla Bruker Solarix FT-ICR (hmotnostní spektrometr) Bruker 
600 MHz Bruker AVANCE III (spektrometr NMR) Rheinstetten 
Acquity UPLC BEH C18, 130 Å, 1,7 µM, 2,1 mm × 50 mm 
(chromatografická kolona) Waters 

Acquity UPLC System (kapalinový chromatograf) Waters 
Akta Purifier (kapalinový chromatograf) GE Healthcare 
BioFrac Fraction Collector (automatický sběrač frakcí) GE Healthcare 
D8 Venture (difraktometr) Bruker 
ENrichTM Q 5 × 50 mm (chromatografická kolona) Bio-Rad 
ENrichTM SEC 650 10 × 300 (chromatografická kolona) Bio-Rad 
Extraction Manifold (aparatura pro SPE) Waters 
Gryphon Dropsetter (krystalizační robot) Art Robbins 
Heraeus Biofuge Pico (mikrocentrifuga) Heraeus 
HILIC (chromatografická kolona) Waters 
HiTrapTM Chelating HP 1ml (chromatografická kolona) GE Healthcare Life Sciences 
HiTrapTM Chelating HP 5ml (chromatografická kolona) GE Healthcare Life Sciences 

Imobilizovaná pepsinová kolona (chromatografická kolona) Připraveno dle Kadek et al. 
2014244 

Juan BR4i (multifunkční centrifuga) Thermo Fisher Scientific 
Krystalizační hotel RI1000 Formulatrix 
LCT Premier XE (hmotnostní spektrometr) Waters 
IKA IKAMAG RH basic 2 (magnetická míchačka s ohřevem) Verkon 
 Mini-Protean® Tetra Cell (aparatura pro SDS-elektroforézu) Bio-Rad 
Nanodrop ND-800 (spektrofotometr) Thermo Scientific 
Peristaltická Pumpa P-1 Pharmacia Biotech 
Heating Bath B-491 (rotační vakuová odparka) BUCHI 
SPD1010 SpeedVac System Thermo Savant 
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Spektrofotometr Hexios γ Unicam 
Synergy H1 Hybrid Reader (spektrofluorometr) BioTek 
TGradient Thermocycler 96 Biometra 
Ultrasonic Homogenizer 4710 (ultrazvukový homogenizátor) Cole-Parmer 
Unitron (třepačka s rotačním pohybem) Infors 
J6MI (centrifuga) Beckman Coulter 
Waters Synapt G2Si (hmotnostní spektrometr) Waters 
ZORBAX 300SB-C18 (chromatografická kolona) Agilent Technologies 

 

4.1.8 Softwarové vybavení, on-line databáze a nástroje 

Program/Nástroj Poskytoval/On-line přístup Specifikace 

BLASTP (Basic 
Local Alignment Search 
Tool) 

National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blas

t.cgi?PAGE=Proteins 

Algoritmus pro srovnávání 
proteinových sekvenčních 
informací 

Bruker Compass 
DataAnalysis 4.1 Bruker Program na zpracování MS dat 

Conserved 
Domains 
Database 

NCBI 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Stru

cture/cdd/wrpsb.cgi 

Databáze pro funkční anotaci 
proteinů, včetně vyhledávání 
konzervovaných domén 

Cytoscape 3.5.0 Cytoscape Consortium129  Software pro vizualizaci 
molekulárních interakčních sítí 

EFI-EST (Enzyme 
Function Initiative-
Enzyme Similarity Tool) 

http://efi.igb.illi- nois.edu/efi-est/ On-line analyzátor sekvenčních 
podobnostní proteinů  

GenBank  NCBI 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Genová databáze 

Geneious 5.5.9 Geneious Biologics Bioinformatický software 
pro analýzu sekvenčních dat 

ChemDraw 
13.0.2.3021 PerkinElmer Kreslení chemických vzorců a 

schémat 
Kaleidagraph 
4.5.2 Synergy Software Program na tvorbu grafů a analýzu 

dat 
MAFFT 7  
(Multiple Alignment 
using Fast Fourier 
Transform) 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/serv
er/ 

Program na vytváření 
proteinových sekvenčních 
srovnání 

MASCOT David Perkins, Darryl Pappin 
PBID: 10612281. 

Software pro identifikaci proteinů 
na základě získaných MS dat 
z databází sekvencí peptidů  

MassLynxTM 4.1 Waters Vyhodnocování MS dat 
MEGA 7 (Molecular 
Evolutionary Genetics 
Analysis) 

Ref.245 Software pro tvorbu 
fylogenetických analýz 

Mendeley 1.19.3 Mendeley Citační software 

PEAKS Bioinformatics Solutions Inc. 
Proteomický software 
pro identifikaci proteinů na základě 
MS/MS dat 

TopSpin 3.5 Bruker Software pro vyhodnocování NMR 
dat 
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4.1.9 Bakteriální kmeny 

Bakteriální kmen Původ Genotyp 

Escherichia coli BL21 (DE3) Stratagene 

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) 
λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) 
[malB+]K-12(λS) 

Escherichia coli BL21 
(DE3)/pGroESL Novagen Escherichia coli BL21 (DE3) 

s vloženým plazmidem pGroESL 

Escherichia coli XL-1 blue Stratagene 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIq 
Z∆M15 Tn10 (Tetr )] 

Mycobacterium smegmatis 
mc2155 

Mgr. Libor 
Krásný, Ph.D., 

(Akademie věd České 
republiky, v.v.i.) 

Typový kmen 

Streptomyces albus subsp. 
albus ATCC 39897 

The American 
Type Culture 

Collection 
(ATCC) 

Typový kmen produkující 
porothramycin 

Streptomyces griseoflavus 
TU4000 

Prof. Joshua A. 
V. Blodgett, John 

D'Alessandro 
(Washington University 

in Saint Louis) 

Typový kmen produkující 
hormaomycin 

Streptomyces lincolnensis 
ATCC 25466 

Deutsche 
Sammlung von 

Mikroorganismen 
und Zelllkulturen 
GmbH (DSMZ) 

Typový kmen produkující linkomycin 

Streptomyces lincolnensis 
ATCC 25466 ∆lmbY 

Připraven v 
laboratoři218 

Odvozen z typového kmene 
S. lincolnensis; gen lmbY byl ze dvou 
třetin nahrazen inaktivační kazetou 
nesoucí gen kódující rezistenci 
k apramycinu 

Streptomyces muensis DSMZ Typový kmen produkující griselimycin 

Streptomyces sp. ICBB 1877 
Prof. Taifo 
Mahmud  

(Oregon State 
University) 

Typový kmen produkující limazepin 

Streptosporangium sibiricum 
ATCC 29053 ATCC Typový kmen produkující sibiromycin 
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4.1.10 Vektory 

Vektor Původ Specifikace 

pET-28b(+) Novagen 

5,4 kbp; expresní vektor obsahující T7 promotor, lac 
operátor, vazebné místo pro ribozom, gen kódující Lac 
represor (lacI) a polyklonovací místo; jako selekční znak 
nese rezistenci ke kanamycinu; lze vkládat geny 
pro produkci proteinů s C- či N-histidinovou kotvou, exprese 
vloženého genu je indukována přidáním IPTG, který se váže 
na represor uvolněný z lac operátoru; vektor byl použit 
pro produkci proteinů s N-histidinovou kotvou 

pET-42b(+) Novagen 

5,9 kbp; expresní vektor obsahující T7 promotor, lac 
operátor, vazebné místo pro ribozom, gen kódující Lac 
represor (lacI) a polyklonovací místo; jako selekční znak 
nese rezistenci ke kanamycinu; lze vkládat geny 
pro produkci proteinů s C- či N-histidinovou kotvou, exprese 
vloženého genu je indukována přidáním IPTG, který se váže 
na represor uvolněný z lac operátoru; vektor byl použit 
pro produkci proteinů s C-histidinovou kotvou 

pLK6 Připraven v 
laboratoři207 

46,1 kbp; kosmid nese sekvenci vektoru SuperCos I 
(Stratagene), do které je vložen linkomycinový BGS; jako 
selekční znak nese gen pro rezistenci ke kanamycinu 
a karbenicilinu 

 

4.1.11 Média a půdy pro kultivaci bakterií 

Název média/půdy Chemické složení 

2XYT 16 g trypton, 10 g kvasinkový extrakt, 5 g NaCl, dH2O do objemu 
1 000 ml; pH 7,2 

50× M 3,6 g Na2HPO4, 3,4 g KH2PO4, 2,7 g NH4Cl, 0,7 g Na2SO4 

7H10 agar 19 g 7H10 základu agaru, 0,2% glycerol, dH2O do objemu 
1 000 ml; pH neupravováno 

7H9 médium 4,7 g 7H9 základu média, 0,2% glycerol, dH2O do objemu 
1 000 ml; pH neupravováno; po sterilizaci: 250 µl 20% Tween 80 

AVM médium 

2 g kvasinkový extrakt, 2 g (NH4)2SO4, 5 g CaCO3, 2 g NaCl, 
0,5 g K2HPO4, 0,05 g FeSO4·7H2O, 0,05 g ZnSO4·7H2O, 
0,05 g MnSO4·7H2O, 0,1 g MgSO4·7H2O, dH2O do 880 ml; 
pH 7,4; po sterilizaci: 120 ml 25% glukosa 

LB agar 1 000 ml LB médium, 15 g agar; pH dále neupravováno 

LB médium 10 g NaCl, 10 g trypton, 10 g kvasinkový extrakt, dH2O 
do objemu 1 000 ml; pH 7,5 

Médium pro přípravu 
kompetentních buněk A 

1 000 ml LB médium, 2,5 g MgSO4·7H2O, 2 g glukosa; 
pH neupravováno 

Médium pro přípravu 
kompetentních buněk B 

1 000 ml LB médium, 3 g MgSO4·7H2O, 36% glycerol, 
12% PEG 8000; pH neupravováno 
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MS agar 20 g manitol, 20 g sójová mouka, 20 g agar, vodovodní H2O  
do 1 000 ml; pH neupravováno 

Obohacené LB médium 
pro nárůst kultury do 
vysoké denzity  

975 ml LB médium, 0,5 g MgSO4·7H2O, 0,5% glycerol, 
20 ml 50× M; pH neupravováno 

YEME médium 
3 g kvasinkový extrakt, 5 g pepton, 3 g sladový extrakt, dH2O 
do 980 ml; pH 7,2; po sterilizaci: 20 ml 50% glukosa, 
2 ml 2,5 M MgCl2 

 

4.1.12 Pufry, roztoky 

PŘÍPRAVA KONSTRUKTŮ PRO HETEROLOGNÍ EXPRESI 

Pufr/Roztok Chemické složení 
1kb Plus DNA standard 
molekulových velikostí DNA 

100 µl standardu, 100 µl 10× vzorkového pufru, 
800 µl TE-1 pufru 

TAE elektrodový pufr 1 mM EDTA; 40 mM Tris-acetát; pH 8,0 
TE-1 pufr 0,1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl; pH 8,0 

PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE PROTEINŮ 

Pufr/Roztok Chemické složení 
Acetátový pufr 200 mM CH3COOH; pH upraveno NH4OH na 7,5 
Glycinový pufr 250 mM glycin; pH 2,3 
Octanový pufr (5 mM) 5 mM C2H7NO2; pH neupravováno 
Octanový pufr (200 mM) 200 mM C2H7NO2; pH 7,5 
Pufr A pro iontově výměnnou 
chromatografii 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0 

Pufr B pro iontově výměnnou 
chromatografii 20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0 

Pufr pro gelovou filtraci 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0 

SDS-PAGE barvící roztok 50% methanol, 10% kyselina octová, 0,1% Coomassie 
Brilliant Blue R-250; pH neupravováno 

SDS-PAGE elektrodový pufr 15 mM Bis-Tris-HCl, 50 mM tricin, 0,0002% Coomassie 
blue G-250 (w/v); pH 7,0 

SDS-PAGE odbarvovací 
roztok 10% methanol, 10% kyselina octová 

SDS-PAGE Tris-HCl pufr A 1,875 M Tris-HCl; pH 8,9 
SDS-PAGE Tris-HCl pufr B 1 M Tris-HCl; pH 6,9 
SDS-PAGE vzorkový pufr,  
2× koncentrovaný 

125 mM Tris-HCl, 20% glycerol, 5% merkaptoethanol, 
2% SDS, 0,002% bromfenolová modř; pH 6,8 

Tris-HCl eluční pufr 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 250 mM imidazol; pH 8,0 
Tris-HCl eluční pufr pro 
krystalizaci 

20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol, 
5% glycerol; pH 8,0 

Tris-HCl promývací pufry  20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 50/75/100 mM imidazol; pH 
8,0 
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Tris-HCl promývací pufr pro 
krystalizaci 

20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 75 mM imidazol, 
5% glycerol; pH 8,0 

Tris-HCl pufr pro krystalizaci 20 mM Tris-HCl; pH 8,0 
Tris-HCl reakční pufr 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl; pH 7,0 
Tris-HCl sonikační pufr 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl; pH 8,0 
Tris-HCl sonikační pufr pro 
krystalizaci 

20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM imidazol, 5% glycerol; 
pH 8,0 

 

4.2 Metody 
 

4.2.1 Kultivace bakterií 

4.2.1.1 Měření bakteriálního růstu stanovením optické denzity 

Spektrofotometrické stanovení optické denzity (OD) bakteriální kultury je jednoduchá 

metoda stanovení koncentrace buněk v suspenzi. Jako pozadí je používán identický roztok 

(nejčastěji kultivační médium), ovšem neobsahující žádné buňky. Standardně používaná 

vlnová délka pro měření OD je ~ 600 nm (OD600), tedy UV oblast světla, která jednak buňky 

neusmrcuje a zároveň pouze minimálně interferuje se žlutě zabarveným LB médiem, které je 

často při kultivacích používáno. Lineární závislost OD na skutečné hustotě závisí 

na konkrétním typu používaného spektrofotometru, většinou je jako hranice lineární závislosti 

považována hodnota OD 0,4 – 0,5. Vzhledem k tomu je nutné při měření bohatě narostlých 

kultivací využít ředící řady a OD z naměřených hodnot kalkulovat.  

OD600 kultur byly měřena při přípravě kompetentních buněk a při heterologních 

produkcích proteinů. K měření byl využit spektrofotometr Hexios γ (Unicam). 

 

4.2.1.2 Kultivace E. coli 

Všechny použité kmeny E. coli byly kultivovány na LB agarových plotnách či v LB 

médiu. Pro selekci transformantů byla do agaru/média přidána antibiotika (kanamycin, 

chloramfenikol) v odpovídající koncentraci. Standardní růstová teplota byla 37°C, proteiny byly 

nadprodukovány při postindukčních teplotách 17°C, 28°C a 37°C. Rychlost třepání byla 

udržována mezi 180 – 200 RPM. Kultury byly kultivovány v rotační třepačce Unitron (Infors). 

 

4.2.1.2.1 Příprava kompetentních buněk E. coli 

E. coli byla z konzervy vyseta na LB agarovou plotnu, kde byla staticky kultivována 

ve 37°C přes noc.  Poté byla jedna kolonie zaočkována do 2 ml LB média a kultivována 

v třepačce ve 37°C přes noc.  Následující den byl 1 ml narostlé kultury přeočkován do média A, 
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na počátku kultivace byla OD600 ~ 0,04. Kultura rostla při 37°C do OD600 0,4 – 0,6. Narostlá 

kultura byla na 10 min přemístěna do ledové lázně a následně centrifugována při 4 000× g, 

10 min, 4°C (Juan BR4i, Thermo Fisher Scientific). Sediment byl šetrně resuspendován v 1 ml 

média A a následně byla homogenní buněčná suspenze naředěna 5 ml vychlazeného 

média B. Takto připravené kompetentní buňky byly rozděleny na 100-µl alikvoty, které byly 

bezprostředně použity nebo uchovávány v -80°C pro pozdější použití. 

 

4.2.1.2.2 Příprava buněčného lyzátu E. coli pro SLiCE ligaci 

Bakteriální buněčný extrakt užívaný pro SLiCE ligaci (kap. 4.2.2.9) může být připraven 

z různých RecA-nezávislých laboratorních kmenů E. coli. V naší laboratoři je připravován 

extrakt z kmene E. coli JM109. E. coli JM 109 byla z konzervy vyseta na LB agarovou plotnu 

a staticky kultivována při 37°C přes noc. Následující den byla jedna kolonie inokulována 

do 25 ml 2XYT média a kultivována v třepačce při 37°C přes noc. Noční kultura byla 

přeočkována do 50 ml 2XYT média na počáteční OD600 ~ 0,03 a kultivována při 37°C 

do OD600 ~ 5,0 – 5,5. Po dosažení požadované hustoty nárůstu buněk byla kultura 

centrifugována při 4 000× g, 20 min, 4°C. Sediment byl promyt 100 ml sterilní destilované H2O 

(dH2O) a buňky byly opět sedimentovány při 4 000× g, 20 min, 4°C. Sediment byl 

resuspendován v 600 µl lyzačního roztoku (CelLyticTM B Cell Lysis Reagent). Směs byla 

inkubována po dobu 10 min při laboratorní teplotě a poté centrifugována při 20 000× g, 2 min, 

při laboratorní teplotě. Supernatant byl opatrně oddělen od nerozpustných buněčných 

komponent a smíchán se stejným objemem sterilního 100% glycerolu. Takto připravený 

extrakt byl rozdělen na 50-µl alikvoty a buď byl bezprostředně použit, případně byl pro pozdější 

použití uchováván v -80°C. 

 

4.2.1.3 Kultivace bakterií rodů Streptomyces a Streptosporangium 

Všechny použité kmeny streptomycet a streptosporangium byly kultivovány 

dle stejného protokolu. Nejprve byl kmen vyset z konzervy na MS agarovou plotnu, kde byl 

staticky kultivován při 28°C po dobu 72 - 120 h, dokud se neobjevily spóry. Ty byly následně 

kličkou inokulovány do 40 ml YEME média. První generace byla kultivována v třepačce 

v 500-ml Erlenmeyerových baňkách ve 28°C po dobu 24 h. Poté byly inokulovány 2 ml kultury 

první generace do 40 ml AVM média. Druhá generace byla kultivována za stejných podmínek 

po dobu 120 h. Biomasa byla sklizena centrifugací při 5 000× g, 15 min, 4°C. Buňky byly 

následně využity pro izolaci chromozomální DNA S. albus subsp. albus, S. sibiricum, 

S. sp. ICBB 1877, S. griseoflavus a S. muensis. Supernatant z kultivace S. lincolnensis ∆lmbY 

byl využit k extrakci linkomycinového prekurzoru 5a. 
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4.2.1.4 Kultivace bakterií rodu Mycobacterium 

Kmen M. smegmatis byl z konzervy vyset na 7H10 agarovou plotnu, kde byl staticky 

kultivován ve 37°C přes noc. Druhý den bylo 5 – 10 kolonií zaočkováno do 7H9 média 

s 0,2% glycerolem a 0,05% Tween 80, kultura byla kultivována v třepačce v 500-ml kulatých 

kultivačních baňkách po dobu 72 h. Biomasa byla sklizena centrifugací při 5 000× g, 5 min, 

4°C a bezprostředně využita k izolaci chromozomální DNA. 

 

4.2.2 Práce s DNA 

4.2.2.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA  

NanoDrop je spektrofotometr pro měření koncentrace nukleových kyselin ve vzorku 

o objemu 1 µl. Na rozdíl od běžně užívaných spektrometrů, u přístroje NanoDrop není potřeba 

kyveta, vzorek je nanesen přímo na detekční povrch a díky povrchovému napětí dochází 

k vytvoření sloupce mezi konci optických vláken, který tak tvoří optickou cestu.  

Pro práci byl použit Nanodrop ND-800 (Thermo Fisher Scientific), jehož spektrální 

rozsah je 220 – 750 nm. Koncentrace DNA byla měřena při vlnové délce 260 nm. Pro odečet 

pozadí byl použit stejný roztok, ve kterém byla koncentrace DNA stanovována, ovšem 

bez DNA. 

 

4.2.2.2 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu 

Gelová agarová elektroforéza představuje nejčastěji používanou metodu pro separaci 

nukleových kyselin. Metoda je založena na schopnosti pohybu nabitých částic v elektrickém 

poli, přičemž rychlost pohybu závisí na velikosti celkového povrchového náboje, velikosti 

a tvaru molekuly a její koncentraci v roztoku. Nukleové kyseliny nesou záporný náboj 

a v neutrálním nebo zásaditém prostředí se v elektrickém poli pohybují od záporného pólu 

(katody) ke kladnému (anodě). Agarosa je lineární sacharidový polymer D-galaktosidasy 

a 3,6-anhydro-L-galaktopyranosy. Jednotlivé cukerné řetězce jsou vázány nekovalentními 

vodíkovými můstky a hydrofobními interakcemi a tvoří tak tzv. molekulové síto. Rychlost 

pohybu molekul DNA v gelu je nepřímo úměrná jejich velikosti, menší molekuly se pohybují 

rychleji. 

DNA byla elektroforeticky separována v 1% agarosovém gelu připraveném 

rozpuštěním agarosy v TAE pufr, do kterého byl po zchladnutí přidán 0,005% ethidium bromid 

(interkalační činidlo sloužící k vizualizaci DNA), pod napětím 3 – 5 V · cm-1. DNA v gelu byla 

vizualizována pod UV lampou. Jako standard molekulových velikostí byl použit roztok 1kb Plus 

DNA standard molekulových velikostí DNA. 
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4.2.2.3 Transformace cizorodé DNA do E. coli metodou teplotního šoku 

Jako kompetentní se označují bakteriální buňky schopné přijímat cizorodou DNA 

z prostředí. Buňka může dosáhnout stavu kompetence přirozeně, v molekulární biologii se 

však uplatňuje kompetence uměle navozená. Vysoce hydrofilní molekula DNA je v prostředí 

bohatém na Ca2+/Mg2+ schopná vázat se na povrch kompetentní buňky prostřednictvím 

lipopolysacharidového receptoru (inkubace na ledu). Krátký teplotní šok (42°C) silně 

depolarizuje membránu. Pokles membránového potenciálu snižuje vnitřní záporný náboj 

buňky, což dovoluje přenos DNA do cytosolu. Následný krátký chladový šok (inkubace na ledu) 

obnoví membránový potenciál na původní hladinu. 

Buňky byly transformovány následovně: Plazmidová DNA  (1 – 50 ng) byla přidána 

ke 100-µl alikvotu kompetentních buněk E. coli. Následovala inkubace 30 min na ledu, poté 

byl proveden teplotní šok ponořením do vodní lázně či umístěním do termobloku, 

vytemperovaných na 42°C, po dobu 1 min. Poté byly buňky opět inkubovány na ledu 3 min. 

V dalším kroku byl přidán 1 ml LB média vytemperovaného na 37°C. Následovala inkubace 

v lázni ve 37°C po dobu 1 – 2 h a poté statická kultivace na LB agarových plotnách přes noc, 

v přítomnosti vhodných selekčních antibiotik. 

 

4.2.2.4 Izolace plazmidové DNA 

Metody izolace plazmidové DNA obecně zahrnují tři kroky: (1) růst bakteriální kultury, 

(2) oddělení a lyzi bakteriální biomasy a (3) purifikaci plazmidové DNA. Pro purifikaci jsou 

využívány komerční kity, které jsou zpravidla výrobcem pojmenovány dle požadavků 

na vstupní kultivační objem, s čímž z části souvisí i výsledný plazmidový výtěžek. Princip 

purifikace je založen na rozdílnosti v denaturaci a následné renaturaci chromozomální 

a plazmidové DNA s využitím alkalické lyze, následované rychlou částečnou neutralizací. 

Plazmidy byly izolovány pomocí komerčních kitů z nočních tekutých kultur transformovaných 

E. coli (kultivovaných při 37°C, v přítomnosti vhodných selekčních antibiotik). 

Midiprep: Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macharey-Nagel) 

Výchozí kultivační objem pro midiprep byl 100 ml. Tímto postupem lze standardně získat 

100 – 350 μg plazmidové DNA. Po oddělení média od biomasy (4 000× g, 15 min, 4°C) bylo 

dále postupováno dle protokolu výrobce. Buňky byly resuspendovány v 8 ml resuspendačního 

roztoku a lyzovány 8 ml roztoku obsahujícím NaOH a SDS. Za občasného míchání bylo 

po 5 min inkubace v laboratorní teplotě přidáno 8 ml neutralizačního roztoku obsahujícího 

CH3COOK, jehož přidání způsobí renaturaci plazmidové ccc-formy DNA, zatímco většina 

chromozomální DNA, stejně jako buněčné proteiny a RNA, precipitují v komplexu formovaném 

s SDS a draslíkem. Neutralizační roztok zároveň také vytváří vhodné podmínky pro následnou 
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vazbu negativně nabité plazmidové DNA na kolonu, která je tvořena silikátovými kuličkami 

s navázaným kladně nabitým methyl-amino-ethanolem. Lyzát byl nanesen na ekvilibrovanou 

kolonu s filtrem (12 ml ekvilibračního roztoku), buněčné komponenty zůstávají zachyceny 

na filtru, který je pro lepší výtěžek ještě promyt 5 ml ekvilibračního roztoku a následně 

odstraněn. Kontaminace (soli, metabolity či jiné rozpustné makromolekulární buněčné 

komponenty) jsou z kolony odstraněny přidáním 8 ml promývacího roztoku. Plazmidová DNA 

je z kolony uvolněna 5 ml elučního roztoku o vysoké iontové síle. Soli jsou z eluátu odstraněny 

finální alkoholovou precipitací, kdy je přidáno 3,5 ml isopropanolu a po inkubaci 2 min 

v pokojové teplotě je směs nanesena na kolonu s aktivovaným sklem. Zachycená DNA je 

v poslední kroku promyta 2 ml vychlazeného 70% ethanolu a prosátím vzduchu přes filtr 

pomocí stříkačky vysušena. DNA je z kolony uvolněna 250 – 700 μl roztoku o nízké iontové 

síle. 

Miniprep: Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) 

Výchozí kultivační objem pro miniprep byl 5 ml. Tímto postupem lze standardně získat 

50 – 100 μg plazmidové DNA. Po oddělení média od biomasy (4 000× g, 15 min, 4°C) byl 

dodržen protokol výrobce. Buňky byly resuspendovány v 250 μl resuspendačního roztoku 

a lyzovány přidáním 250 μl lyzačního roztoku obsahujícím NaOH a SDS, analogicky jako 

u midiprepu. Po 5 min inkubaci v laboratorní teplotě bylo přidáno 10 μl alkalické proteasy, 

směs byla lehce promíchána převrácením a po dalších 5 min bylo přidáno 350 μl 

neutralizačního roztoku. Buněčné komponenty byly odstraněny centrifugací (10 000× g, 

10 min, pokojová teplota) a čistý lyzát byl nanesen na kolonu s aktivovaným sklem, 

kde dochází k vazbě DNA. Promývacími kroky (přidání 750 μl promývacího roztoku, 

centrifugace 10 000× g, 1 min v pokojové teplotě a následné odstranění supernatantu, přidání 

250 μl promývacího roztoku, centrifugace 10 000× g, 1 min v pokojové teplotě a následné 

odstranění supernatantu, centrifugace 10 000× g, 2 min v pokojové teplotě) byly odstraněny 

nežádoucí kontaminanty, DNA byla z kolony uvolněna 100 μl roztoku o nízké iontové síle. 

 

4.2.2.5 Izolace chromozomální DNA 

Pro izolaci chromozomální DNA byla využita komerční sada Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega). 1 ml narostlé kultury byl centrifugován (16 000× g, 2 min, pokojová 

teplota) a DNA byla izolována ze sedimentu buněk. Ve všech případech se jednalo o izolaci 

DNA z Gram-pozitivních bakterií, proto byly buňky nejprve resuspendovány ve 480 μl 50 mM 

roztoku EDTA (chelatační činidlo) a 120 μl lysozymu (1 mg ∙ ml-1) a následně inkubovány 1 h 

ve 37°C pro rozrušení buněčné stěny. Centrifugací (16 000× g, 2 min, pokojová teplota) byl 

odstraněn supernatant a sediment byl resuspendován v 600 μl lyzačního roztoku. Buňky byly 

lyzovány po dobu 5 min v 80°C v termobloku. Po ochlazení na laboratorní teplotu byly k lyzátu 



72 
 

přidány 3 μl RNasy A a směs byla inkubována 1 h ve 37°C. V dalším kroku dochází po přidání 

200 μl srážecího roztoku, mícháním a inkubací 5 min na ledu ke srážení proteinů. Precipitát 

byl sedimentován (16 000× g, 3 min, pokojová teplota) a uvolněná DNA v supernatantu byla 

přečištěna alkoholovým srážením.  600 μl supernatantu bylo přeneseno do 600 μl 

isopropanolu, následovala centrifugace (16 000× g, 2 min, pokojová teplota). Supernatant byl 

odstraněn, sediment byl promyt 600 μl 70% ethanolu. Po centrifugaci (16 000× g, 2 min, 

pokojová teplota) byl veškerý supernatant odstraněn a DNA byla vysušena ve vakuu při 40°C 

(10 – 15 min; SPD1010 SpeedVac System). DNA byla rehydratována přidáním 100 μl 

rehydratačního roztoku a inkubací ve 4°C přes noc. Izolovaná DNA byly použita k amplifikaci 

pomocí PCR (kap. 4.2.2.6.1). 

 

4.2.2.6 Polymerasová řetězová reakce (PCR) 

PCR je základní metodou molekulární biologie, která in vitro využívá aktivity 

termostabilních DNA polymeras k množení (amplifikaci) specifického úseku DNA určeného 

dvojicí navržených oligonukleotidů (tzv. primerů). Polymerační reakce představuje cyklický 

proces, ve kterém se střídají 3 kroky: (1) Denaturace, při které dochází k rozvolnění řetězců 

DNA vlivem vysoké teploty (94 – 98°C) na jednořetězcové úseky, (2) hybridizace primerů 

s komplementárními úseky DNA (50 – 65°C) a (3) syntéza komplementárního řetězce 

(teplota závisí na druhu použité DNA polymerasy). Na konci cyklu je zařazován závěrečný 

polymerační krok, který zajišťuje dosyntetizování řetězců.  

 

4.2.2.6.1 PCR pro amplifikaci genů určených pro klonování 

Konkrétní podmínky a složení reakčních směsí pro amplifikaci genů určených 

ke klonování, použitých v této práci, jsou zobrazeny v Tab. 4.3. Přehled použitých primerů je 

souhrnně uveden v Tab. 4.1 (kap. 4.1.6). 

 
Tab. 4.3. Složení reakčních směsí a podmínky PCR pro amplifikaci lmbY, sibT, por15, lim12, hrmD, griH 
a fgd genů. 

PCR REAKČNÍ SMĚS 
PRO AMPLIFIKACI: 

 lmbY, sibT, por15, lim12, hrmD, fgd 
PRO AMPLIFIKACI: 

 griH 

Složka Objem Složka Objem 
2,6 M betain 25 μl 5× Q5 reakční pufr 10 μl 
5× Expand High Fidelity reakční 
pufr  10 μl 5× Q5 „zesilovač“ 10 μl 

dH2O 8 μl dH2O 23,5 μl 
DMSO 2,5 μl 100 ng ∙ μl-1 templátová DNA 1 μl 
100 ng ∙ μl-1 templátová DNA 1 μl Směs dNTP (10 mM každý) 1 μl 
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Směs dNTP (10 mM každý) 1 μl Primer přímý 2 μl 
Primer přímý 1 μl Primer zpětný 2 μl 
Primer zpětný 1 μl 2 U ∙ μl-1 Q5® High-Fidelity DNA 

polymerasa 0,5 μl 3,5 U ∙ μl-1 ExpandTM High 
Fidelity polymerasový mix 0,5 μl 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

4.2.2.6.2 Koloniová PCR 

Koloniová PCR byla využita k rychlému ověření inzerce genu do plazmidu. Princip 

metody je stejný jako u běžně používané PCR s rozdílem, že templátovou DNA v reakci není 

purifikovaná DNA, ale z kultivační plotny sterilně „odpíchnutá“ bakteriální kolonie. Do reakce 

je navíc přidáván nonidet P-40, detergent narušující bakteriální membránu. Konkrétní 

podmínky a složení reakčních směsí pro koloniovou PCR jsou zobrazeny v Tab. 4.4. 

 
Tab. 4.4. Složení reakčních směsí a podmínky PCR pro ověřovací koloniovou PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR PODMÍNKY 
Teplota Čas Počet cyklů 

94°C 2 min 1 
68°C pauza 1 
94°C 45 s 

30 50/55/60°C 45 s 
72°C 1,5 min 
72°C 7 min 1 

REAKČNÍ SMĚS PRO KOLONIOVOU PCR 

Složka Objem 
10× LA reakční pufr 5 μl 
dH2O 38 μl 
DMSO 2,5 μl 
Nonidet P-40 1 μl 
Směs dNTP (10 mM každý) 1 μl 
Primer přímý 1 μl 
Primer zpětný 1 μl 
Sterilně odpíchnutá bakteriální kolonie 
5 U ∙ μl-1 LA DNA polymerasový 
mix 0,5 μl 
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4.2.2.6.3 Místně-specifická mutageneze zprostředkovaná PCR 

Místně-specifická mutageneze je metoda, která umožňuje cílenou modifikaci sekvence 

DNA (genu) za účelem pozměnění aminokyselinové sekvence v proteinu, který konkrétní gen 

kóduje. V mutantních variantách proteinu lze pak vyhodnocovat vliv této změny na jeho 

enzymovou funkci. Mutace jsou vnášeny pomocí PCR s využitím specifických primerů, které 

obsahují mutace pro požadovanou kodonovou změnu.246,247  

Seznam použitých primerů pro zavedení mutací je uveden v Tab. 4.2 (kap. 4.1.6). Troj- 

a čtyř-násobné mutanty byly připravovány následně z připravených jednoduchých či dvojitých 

mutant. Složení reakční směsi a použité PCR podmínky jsou uvedeny v Tab. 4.5.  Po PCR 

byla ze směsi pomocí restrikčního enzymu DpnI odstraněna methylovaná templátová DNA 

(inkubace ve 37°C, 2 h), složení této reakční směsi je uvedeno v Tab. 4.6. Následně byl DpnI 

inaktivován inkubací v termobloku při 80°C po dobu 20 min. Restrikční směs byla poté 

bezprostředně transformována do kompetentních E. coli XL-1, transformanty byly selektovány 

na LB agarové plotně s přídavkem vhodného selekčního antibiotika. 

 
Tab. 4.5. Složení reakční směsi a podmínky pro PCR zprostředkovanou místně-specifickou mutagenezi 
apd6 genů. 

PCR REAKČNÍ SMĚS  
PRO CÍLENOU MUTAGENEZI 

Složka Objem 
5× Q5 reakční pufr 10 μl 
5× Q5 „zesilovač“ 10 μl 
dH2O 23,5 μl 
100 ng ∙ μl-1 plazmidová DNA 1 μl 
Směs dNTP (10 mM každý) 1 μl 
Primer přímý 2 μl 
Primer  zpětný 2 μl 
2 U ∙ μl-1 Q5® High-Fidelity DNA 
polymerasa 0,5 μl 

 
 

PODMÍNKY PRO KOLONIOVOU PCR 
Teplota Čas Počet cyklů 

94°C 10 min 1 
65°C pauza 1 
94°C 45 s 

30 55°C 45 s 
68°C 1,5 min 
68°C 5 min 1 
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PCR PODMÍNKY  
PRO CÍLENOU MUTAGENEZI 

Teplota Čas Počet cyklů 
98°C 5 min 1 
80°C pauza 1 
98°C 20 s 

35 60°C 20 s 
72°C 3 min 
72°C 10 min 1 

 

Tab. 4.6.  Složení restrikční směsi pro odstranění methylované templátové DNA z PCR reakce. 

SLOŽENÍ RESTRIKČNÍ SMĚSI 
PRO ODSTRANĚNÍ PCR TEMPLÁTU 

Složka Objem 
PCR reakční směs 35 μl 
10× NEB pufr 4 5 μl 
dH2O 9 μl 
20 U ∙ μl-1 DpnI 1 µl 

 

 

4.2.2.7 Extrakce DNA z elektroforetického gelu 

Metoda umožňuje izolovat ze směsi DNA fragment specifické velikosti. Základem je 

elefektroforetická separace, následovaná manuálním vyříznutím požadovaného fragmentu 

z gelu pod UV lampou pomocí žiletky či skalpelu. DNA je z nízkotajícího agarosového gelu 

přečištěna komerčním kitem Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), 

který umožňuje extrahovat a purifikovat fragmenty (až 40 μg) o velikosti 100 bp – 10 kbp. 

Systém je založený na vazbě DNA k silikátové membráně v přítomnosti chaotropních solí.  

Bylo postupováno dle protokolu výrobce. Nejprve byl vyříznutý gel při teplotě 50 − 65°C 

rozpuštěn v roztoku guanidin-isothiokyanátu (Membrane Binding Buffer, 1 mg gelu je 

rozpuštěn v 1 μl roztoku) a nanesen na kolonu, kde dochází k vazbě DNA. Ostatní složky 

směsi byly odděleny centrifugací (16 000× g, 1 min, pokojová teplota). Kolona byla promyta 

ve dvou krocích, kdy byl vždy přidán promývací roztok přímo na kolonu (Membrane Wash 

Solution, 700 μl, resp. 500 μl), s následnou centrifugací (16 000× g, 1 min, resp. 5 min, 

laboratorní teplota). DNA byla z kolony uvolněna 50 μl roztoku o nízké iontové síle (Nuclease-

Free Water). 

 

4.2.2.8 Štěpení restrikčními endonukleasami a defosforylace volných konců DNA 

Restrikční endonukleasy jsou přirozené enzymy bakterií, které rozpoznávají cílovou 

sekvenci na molekule DNA, v níž dokáží specificky štěpit fosfodiesterové vazby (protější 
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či vzdálené několik nukleotidů od centra symetrie). Restriktasy pro svoji aktivitu vyžadují 

optimální podmínky, které jsou zajištěny jednak pufrem, ve které in vitro reakce probíhá, ale 

také teplotou, ve které konkrétní restriktasa štěpí s nejvyšší aktivitou.  

V práci byly použity endonukleasy XhoI, NdeI pro štěpení amplifikovaných genů lmbY, 

por15 a endonukleasy NdeI, EcoRI pro štěpení amplifikovaných genů sibT, lim12 a fgd, 

všechny určené pro ligaci do vektorů pomocí T4 DNA ligasy. Dále byly restrikčními enzymy 

linearizovány vektory pET-28b(+) (NdeI, EcoRI) a pET-42b(+) (XhoI, NdeI). Štěpení (v případě 

genů i vektorů) probíhalo ve 37°C po dobu 2 h, následně byly enzymy inaktivovány inkubací 

v termobloku v 65°C po dobu 20 min. V případě štěpení vektorů byl po štěpení do směsi přidán 

1 µl alkalické fosfatasy (CIP, 10 U · µl-1) odštěpující fosfátové skupiny z volných 3´ OH konců, 

čímž lze zabránit re-cirkularizaci vektorů. Konce DNA byly defosforylovány při 37°C po dobu 

1 h. Poté byla CIP inaktivována inkubací v termobloku v 75°C po dobu 10 min. Štěpená DNA 

byla elektroforeticky separována a požadované fragmenty byly vyříznuty a následně 

přečištěny z gelu. Složení reakční směsi a podmínky štěpení jsou uvedeny v Tab. 4.7. 

 
Tab. 4.7. Složení restrikční směsi pro přípravu DNA na ligaci. 

Složka Objem 
0,2 – 1 µg DNA X μl 
10× CutSmart pufr 5 μl 
dH2O X μl (do celkového objemu 50 µl) 
20 U ∙ μl-1 XhoI / 20 U ∙ μl-1  EcoRI 1 µl 
20 U ∙ μl-1 NdeI 1 µl 

 

4.2.2.9 Ligace DNA fragmentů metodou SLiCE 

SLiCE (z angl. seamless ligation cloning extract) je restrikčně místně-nezávislá 

klonovací metoda, která je založená na in vitro rekombinaci mezi krátkými homologními úseky 

v bakteriálním buněčném extraktu.248 Tato metoda má oproti klasické ligaci několik výhod. 

Zahrnuje méně kroků, nevyžaduje užití restrikčních enzymů pro modifikace a nejzásadnější je 

vysoká efektivita této metody. Kromě přípravy samotného buněčného lyzátu (kap. 4.2.1.2.2) 

zahrnuje SLiCE tři další kroky: (1) přípravu linearizovaného vektoru a DNA inzertů s krátkými 

homologními úseky generovanými PCR pomocí specifických primerů obsahujících 5´ 

přesahující sekvence. (2) SLiCE in vitro reakci a (3) transformaci do vhodného hostitele.  

Pro PCR amplifikaci hrmD a griH byly navrženy primery s následujícími 

charakteristikami. 5´ konec primeru musel obsahovat 15 – 52 bp komplementárních k jednomu 

konci DNA vektoru, 3´ konec primeru musel obsahovat 15 – 24 bp, které jsou komplementární 

amplifikovanému DNA fragmentu.  Primery byly syntetizovány a přečištěny (stupeň čistoty: 

HPLC) na externím servisním pracovišti a jejich přehled je uveden v Tab. 4.2 (kap. 4.1.6). 
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SLiCE reakce byla připravena v 500-µl mikrozkumavkách dle rozpisu uvedeném v Tab. 4.8. 

Směs byla míchána a centrifugována krátkým pulsem. Reakce probíhala po dobu 1 h při  37°C. 

Následně byl 1 µl směsi transformován do kompetentních E. coli XL-1. Transformanty byly 

selektovány vysetím na LB agarovou plotnu s přídavkem vhodného selekčního antibiotika 

(statická kultivace ve 37°C, přes noc). 

 
Tab. 4.8. Složení reakční směsi pro ligaci genů hrmD a griH do vektoru pET-42b(+) metodou SLiCE. 

Složka Množství/Objem 
Vektorová DNA 50 – 100 ng 
Inzert 1:1 – 50:1* 
10× T4 DNA ligační pufr 1 µl 
SliCE extrakt 1 µl 
dH2O do objemu 10 µl 

* Poměr koncentrace vektor:inzert byl upravován, nikdy však objem inzertové DNA nepřesáhl 
1/5 celkového reakčního objemu. 

 
4.2.2.10 Ligace DNA fragmentů pomocí DNA ligasy 

Tradiční metoda ligace je založená na aktivitě enzymů z rodiny DNA ligas, které jsou 

schopné katalyzovat tvorbu kovalentní vazby mezi úseky DNA obsahující kohézní homologní 

přesahy. Nejčastěji využívaná je T4 DNA ligasa, získaná z buněk E. coli infikovaných fágem 

T4. Aby byl proces ligace úspěšný, je potřeba zajistit optimální poměr počtu volných konců 

vektoru k počtu konců inzertu. Nejčastěji je volen poměr 3:1 (inzert:vektor). Množství inzertu, 

které je potřeba do reakce dodat, lze vypočíst dle: 

množství inzertu (ng) = množství vektoru (ng) ∙ velikost inzertu (kbp) / velikost vektoru (kbp) 

Složení ligační směsi použité v této práci je uvedeno v Tab. 4.9. Ligační reakce byla 

ponechána 1 h při laboratorní teplotě, poté bylo 5 – 10 μl směsi transformováno 

do kompetentních E. coli XL-1. Transformanty byly selektovány vysetím na LB agarovou plotnu 

s přídavkem vhodného selekčního antibiotika. 

 
Tab. 4.9. Složení reakční směsi pro ligaci genů do vektorů: pET-28b(+) – sibT, lim12, fgd a pET-42b(+) 
– lmbY, por15. 

Složka Množství 
Vektorová DNA 50 – 100 ng 
Inzert X µl (inzert:vektor = 3:1) 
10× T4 DNA ligační pufr 1 µl 
10 mM ATP 1 µl 
5 U · µl-1 T4 DNA ligasa 1 µl 
dH2O do objemu 20 µl 
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4.2.2.11 Ověření správnosti vložených sekvencí sekvenováním 

Sekvence všech genů klonovaných do vektorů, včetně genů cíleně mutovaných 

prostřednictvím PCR, byly ověřeny sekvenováním na externím servisním pracovišti (Eurofins 

Genomics). 

 

4.2.3 Práce s rekombinantními proteiny 

4.2.3.1 Heterologní produkce proteinů 

Prvním krokem heterologní produkce proteinů je vnesení expresního konstruktu 

(vektoru s vloženým genem kódujícím studovaný protein) do hostitele. Nejvýhodnějším 

a nejčastěji používaným expresním systémem jsou bakterie E. coli, jejichž kultivace je 

nenáročná, časově i nutričně, a zároveň poskytují relativně vysoké výtěžky rekombinantních 

proteinů. Produkce rekombinantních proteinů může být u E. coli řízena několik promotory, 

často je využíván silný promotor T7. 

Proteiny byly produkovány v kmenech E. coli BL21 (DE3) a E. coli BL21 

(DE3)/pGroESL, které byly transformovány expresním vektorem. Transformanty byly 

ponechány růst na LB agarové plotně přes noc ve 37°C v přítomnosti vhodných selekčních 

antibiotik a následující ráno byly zaočkovány za použití stejných antibiotik do LB média 

na OD600 0,1 – 0,2. Kultura byla třepána při 37°C do exponenciální fáze růstu (OD600 0,6 – 

0,8), kdy byla indukována exprese vloženého genu přidáním IPTG do finální koncentrace 0,4 

mM. Před indukcí byl odebrán alikvot sloužící jako negativní kontrola exprese. Rekombinantní 

proteiny byly exprimovány ve 37°C, 1 h; 28°C, 4 h či 17°C, 20 h. Kultura byla sedimentována 

(4 000× g, 15 min, 4°C) a buňky byly ihned dále zpracovány či zamrazeny v -20°C pro pozdější 

použití. 

 Pro produkci proteinů určených pro krystalizační studie byly proteiny produkovány 

v kmeni E. coli BL21 (DE3)/pGroESL, produkce probíhala v obohaceném LB médiu určeném 

pro nárůst kultury do vysoké OD. Po indukci byly buňky kultivovány v 17°C po dobu 20 h. 

 

4.2.3.2 Ultrazvuková extrakce proteinů z buněčných kultur 

Ultrazvuková sonikace představuje jednoduchou a spolehlivou metodu dezintegrace 

buněk, při které jsou do roztoku s vhodnými podmínkami (pH, iontová síla) uvolněny 

intracelulární buněčné proteiny. 

Pro dezintegraci byly buňky sklizené po expresi resuspendovány v sonikačním pufru 

(1/20 původního kultivačního objemu) a sonikovány ultrazvukovým homogenizátorem 

(Ultrasonic Homogenizer 4710; Cole-Parmer). Buněčná suspenze byla umístěna do ledové 

lázně a 250 µl − 1 ml suspenze byl sonikován 3× 10 s, mezi jednotlivými pulsy byl dodržován 
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odstup nejméně 30 s, 25 ml suspenze (vzorky určené pro následnou purifikaci) bylo 

sonikováno 3× 30 s a následně 1× 60 s, mezi jednotlivými pulsy byl dodržován odstup nejméně 

1 min. Sonikované buňky byly centrifugovány (16 000× g, 30 min, 4°C). Supernatant, případně 

také buněčný lyzát před sedimentací, byly ihned dále zpracovány. 

V případě purifikace proteinů určených pro krystalizaci byl použit sonikační pufr 

obsahující navíc 5% glycerol a 5 mM imidazol. 

 

4.2.3.3 SDS-PAGE 

Sodium dodecyl sulfát - polyakrylamidová gelová elektroforéza (SDS-PAGE) je 

elektromigrační biochemická metoda využívaná k separaci denaturovaných proteinů dle jejich 

molekulové hmotnosti. Proteiny jsou denaturovány za pomocí denaturačního činidla 

(β-merkaptoethanolu), který redukuje inter- i intra-molekulové disulfidické můstky a SDS 

(dodecylsíranu sodného), detergentu, který proteiny denaturuje a zároveň rovnoměrně 

obaluje, čímž jim uděluje negativní náboj. Komplex SDS-protein má pak jednotkový náboj 

na hmotnostní jednotku a pohybuje se gelem směrem k anodě. Po separaci lze proteiny 

vizualizovat a nespecificky identifikovat obarvením pomocí barviva, které se nespecificky váže 

na proteiny.  

Pomocí SDS byly analyzovány proteiny nadprodukované transformanty E. coli a dále 

jednotlivé purifikační frakce rekombinantních proteinů. Vzorky byly smíchány 

s SDS-vzorkovým pufrem (2× koncentrovaný; tj. ke směsi dezintegrovaných 

buněk,  supernatantu získaného centrifugací dezintegrovaných buněk a purifikačním frakcím 

bylo vždy přidáno ekvivalentní množství pufru). Směs byla denaturována v termobloku 

při 80°C pod dobu 20 min. Po zchlazení na pokojovou teplotu byly vzorky naneseny 

na polykarylamidový gel (složení gelu je uvedeno v Tab. 4.10). Jako standard molekulových 

hmotností byl použit PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

Proteiny byly elektroforeticky separovány v aparatuře Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) 

v SDS-elektrodovém pufru, konstantním napětí 90 V po dobu 15 – 20 min (do prostoupení 

migrujícího čela zaostřovacím gelem) s následným zvýšením na 200 V. Separace byla 

ukončena po dosažení migrujícího čela konce separačního gelu. Polyakrylamidový gel byl 

barven po dobu 15 – 20 min v barvícím roztoku obsahujícím Coomassie Briliant Blue, 

nenavázaná barva byla odmyta v odbarvovacím roztoku v pokojové teplotě, který byl několikrát 

vyměněn. 
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Tab. 4.10. Složení SDS polyakrylamidového gelu pro separaci proteinů. 

Složka Množství 
 Zaostřovací gel 10% separační gel 

Akrylamid 112 µl 1 250 µl 

Tris-HCl pufr A - 1 000 µl 

Tris-HCl pufr B 126 µl - 

Deionizovaná  H2O 875 µl 2 625 µl 

4% SDS 32 µl 125 µl 

30% APS 2,5 µl 5 µl 

TEMED 2,5 µl 5 µl 

 
 
4.2.3.4 Purifikace proteinů chromatografickými metodami 

4.2.3.4.1 Afinitní chromatografie 

Metodou lze oddělit proteiny na základě reverzibilní interakce mezi proteinem 

a ligandem vázaným na sorbent. Promývacími kroky jsou odstraněny nečistoty a purifikovaný 

protein je eluován modifikací pH, iontové síly nebo zavedením kompetitivního ligandu. 

Technika má relativně vysokou selektivitu a vysoké čistoty lze často dosáhnout v jediném 

kroku. 

Studované proteiny byly purifikovány metodou založenou na interakci přechodného 

kovu vázat sloučeniny obsahující atomy dusíku, síry a kyslíku. Proteiny jsou specificky 

produkovány s histidinovou kotvou (His-kotvou), díky které zůstávají zachycené na koloně 

naplněné iminooctovou kyselinou s navázanými Ni2+ ionty, sloužícími jako ligand. Pro práci 

byly využity kolony HiTrapTM Chelating HP 1ml, HiTrapTM Chelating HP 5ml (GE Healthcare 

Life Sciences), které byly promyty ½ objemu kolony (CV) 1 M roztokem NiSO4. Poté byly 

kolony promyty 5 CV vody a ekvilibrovány 5 CV sonikačního pufru. Supernatant získaný 

dezintegrací exprimovaných buněk byl nanesen na kolonu, promyt 5 CV promývacího pufru 

a proteiny byly eluovány 5 CV elučního pufru. Promývací a eluční pufry obsahovaly různé 

koncentrace imidazolu (50 – 300 mM). Změna iontové síly roztoku způsobí uvolňování nejprve 

nenavázaných proteinů (nízké koncentrace imidazolu), jako poslední jsou uvolňovány 

navázané rekombinantní proteiny (koncentrace imidazolu 250 mM zpravidla uvolní většinu 

navázaných proteinů). Eluční frakce byly dále pomocí Amicon® Ultra-15 centrifugačních filtrů 

(4ml/15ml, 30-kDa cut-off; Millipore) zakoncentrovány na objem 100 µl – 1 000 µl a dále 

pomocí stejné kolony převedeny do pufru dle požadavků na následující experiment 

(pro převedení byl vzorek vždy zakoncentrován na objem ~ 100 µl – 250 µl, nový pufr byl 

doplněn po rysku kolony a následovala další centrifugace, postup byl proveden 3×; konkrétní 

pufry jsou uvedeny dále v textu u popisu jednotlivých experimentů). 
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V případě purifikace proteinů určených pro krystalizaci byly použity pufry obsahující 

navíc 5% glycerol. 

 

4.2.3.4.2 Iontově výměnná chromatografie 

Většina biomolekul je ve vodném prostředí nabitá (dáno přítomností iontových skupin 

v jejich struktuře). Princip separace této metody je založen na zachytávání iontů (proteinů) 

na sorbentu, kterým je makromolekulární matrice obsahující kyselou nebo bazickou funkční 

skupinu. Sorbované ionty difundují z okolního roztoku do ionexu, kde vytěsňují a vyměňují 

ionty vázané na funkční skupiny ionexu. Zachycené molekuly jsou z kolony uvolněny 

gradientovou elucí pufrem o zvyšující se iontové síle.  

Iontově výměnou chromatografií byly purifikovány pouze proteiny určené 

pro krystalizaci. Proteiny purifikované afinitní chromatografií byly převedeny do pufru A pro 

iontově výměnnou chromatografii a zakoncentrovány ultracentrifugací na objem 1 ml pomocí 

Amicon® Ultra-15 centrifugačních filtrů. K purifikacím byl použit kapalinový chromatograf Akta 

Purifier (GE Healthcare Life Sciences). Separace proteinů probíhala na koloně ENrichTM Q 

5 × 50 mm (GE Healthcare Life Sciences) s vnitřním objemem 1 ml, průtok mobilní fáze byl 

nastaven na 1 ml · min-1, pro nanášení proteinu byla rychlost nastavena na 0,5 ml · min-1. Byla 

použita dvoukomponentová mobilní fáze, A (20 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0) a 

B (20 mM Tris, 1 M NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0). Nejprve byla kolona ekvilibrována 25 CV/20% 

B. Poté byl nanesen vzorek proteinu a následně byly zachycené proteiny lineární gradientovou 

elucí v intervalu 20% − 70% B z kolony postupně uvolňovány. Frakce byly jímány po 1 ml 

pomocí automatického sběrače frakcí (BioFrac Fraction Collector; Bio-Rad). Dle 

chromatogramu (záznam absorbce při 280 nm) byly určeny frakce obsahující proteiny, identita 

proteinů v jednotlivých frakcích byla stanovena pomocí SDS-PAGE. Frakce obsahující 

purifikované Apd6 proteiny byly zakoncentrovány a pomocí Amicon® Ultra-15 centrifugačních 

filtrů převedeny do pufru pro gelovou filtraci (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP; 

pH 8,0), konečný objem činil 1 ml. 

 

4.2.3.4.3 Gelová filtrace 

Pomocí gelové filtrace lze molekuly separovat dle jejich velikosti.  Separace probíhá 

na koloně, která je naplněna porézními částicemi. Molekuly, které jsou příliš velké, než aby se 

dostaly do pórů, nejsou na koloně příliš zadržovány, protékají přes prostory kolem kuliček 

a eluují jako první. Menší částice do pórů snadno vstupují a procházejí tak skrze jejich vnitřky. 

V důsledku tak na koloně dochází k jejich zadržení a jsou proto eluovány na konci separace. 

Gelovou filtrací byly purifikovány pouze proteiny určené pro krystalizaci, které byly 

přečištěny afinitní a iontově výměnou chromatografií. K purifikacím byl použit kapalinový 
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chromatograf Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences). Proteiny byly separovány na koloně 

ENrichTM SEC 650 10 × 300 mm (GE Healthcare Life Sciences) s vnitřním objemem 24 ml, 

průtok mobilní fáze byl nastaven na 1 ml · min-1, pro nanášení proteinu byla rychlost nastavena 

na 0,5 ml · min-1. Kolona byla ekvilibrována 3 CV pufru pro gelovou filtraci, následovalo 

nanesení 1 ml vzorku (proteiny získané iontově výměnou chromatografií). Proteiny byly 

z kolony eluovány izokraticky, celkový eluční objem činil 2 CV. Frakce byly jímány po 1 ml 

pomocí automatického sběrače frakcí (BioFrac Fraction Collector; Bio-Rad). Dle 

chromatogramu (záznam absorbce při 280 nm) byly určeny frakce obsahující proteiny, identita 

proteinů v jednotlivých frakcích byly stanovena pomocí SDS-PAGE. Frakce obsahující 

purifikované Apd6 proteiny byly dále zakoncentrovány a převedeny do pufru pro krystalizaci 

(20 mM Tris-HCl; pH 8,0). 

 

4.2.3.5 Stanovení koncentrace proteinu z malého objemu 

Nanodrop ND-800 umožňuje měřit koncentraci proteinů, které ve své struktuře obsahují 

aromatické aminokyseliny L-tryptofan, L-tyrosin nebo disulfidické cystein-cystein můstky, které 

zodpovídají za absorbanci při 280 nm. Používaný objem měřeného vzorku je 2 μl. Metoda byla 

popsána v kap. 4.2.2.1. 

 

4.2.3.6 Hmotnostní spektrometrie proteinů  

Hmotnostní spektrometrie (MS) je analytická metoda, která umožňuje rozlišit ionty 

na základě jejich poměru hmotnosti k náboji (m/z). Analyty jsou nejprve vhodnou ionizační 

technikou v hmotnostním spektrometru převedeny na ionty. Nejčastěji se používají tzv. měkké 

techniky, např. elektrosprej (ESI), které nezpůsobují fragmentaci analytů. Jednotlivé ionty jsou 

následně usměrňovány iontovou optikou a vstupují do analyzátoru, kde jsou separovány 

na základě různých fyzikálních principů. Po separaci dopadají ionty na detektor, nejčastěji 

elektronový násobič. Detekovanými ionty jsou obvykle tzv. pseudomolekulární ionty [M+H]+ 

či [MH]- (M představuje hmotnost analytu). V MS proteinů lze využít dvou přístupů, 

v „bottom-up“ analýze je protein nejprve enzymaticky naštípán a následně analyzován, 

v „top-down“ analýze se pracuje přímo s intaktními proteiny.  

Pomocí MS byly analyzovány dva Apd6 proteiny (LmbY, Por15) a protein FGD.  

 

4.2.3.6.1 MS za nativních podmínek  

Čerstvě purifikované proteiny byly převedeny pomocí ZebaTM Spin odsolovací kolony 

(0,5 ml, 7-kDa cut-off; Thermo Fisher Scientific) do 200 mM octanu amonného (pH 7,5). Roztok 

proteinu byl nanesen na zkonstruovanou borosilikátovou sprejující jehlu a vnesen do iontového 
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zdroje (nanoESI). Analýzy proteinů, včetně následného vyhodnocení, provedl RNDr. Petr Man, 

Ph.D. (Mikrobiologický ústav, AV ČR, v.v.i.). Pro měření byl použit hmotnostní spektrometr 

Synapt G2Si (Waters). Klíčové parametry metody byly následující: sprejovací napětí 1,2 kV; 

napětí na vstupním kuželu 50 V, zdrojové napětí 20 V, průtok plynu v pasti 4 ml ∙ min-1, teplota 

zdroje 30°C, kolizní energie v pasti 30 V. Kalibrace stroje byla provedena externě pomocí CsI 

a nativní podmínky byly ověřeny analýzou myoglobinu. Data byla analyzována pomocí 

MassLynx 4.1. 

 

4.2.3.6.2 MS za ne-nativních podmínek a „bottom-up” analýza 

Pro intaktní měření proteinů za ne-nativních podmínek byly proteiny odsoleny pomocí 

kolony Protein MicroTrapTM (1 × 8 mm; Optimize Technologies), naředěny v roztoku vody/0,4% 

HCOOH a naneseny na chromatografickou kolonu  ZORBAX 300SB-C18 (0,5 × 35 mm, 

3,5 μm; Agilent Technologies), odsoleny stejným rozpouštědlem a eluovány vodným roztokem 

70% acetonitrilu/0,4% HCOOH. Poté byly proteiny naředěny dH2O do finální koncentrace 

2 μM. Takto připravený protein byl ionizován (ESI) a ionty byly analyzovány pomocí 

hmotnostního spektrometru 15T FT-ICR SolariX XR (Bruker Daltonics). K vyhodnocení byl 

využit program Bruker Compass DataAnalysis 4.1. Analýzy proteinů, včetně následného 

vyhodnocení, provedl RNDr. Petr Man, Ph.D. (Mikrobiologický ústav, AV ČR, v.v.i.). 

 „Bottom-up“ analýza proběhla následovně: Každý protein byl naředěn 250 mM 

glycinovým pufrem (pH 2,3) a 100 pmol bylo naneseno na imobilizovanou pepsinovou 

kolonu.244 Štěpení bylo regulováno průtokem 0,4% HCOOH (v H2O) rychlostí 100 μl ∙ min-1. 

Jednotlivé peptidy byly on-line zachycovány na koloně Peptide MicroTrapTM (Optimize 

Technologies), kde byly po dobu 2 min odsolovány a následně ze záchytové kolony 

gradientově eluovány na analytickou kolonu ZORBAX 300SB-C18 (0,5 × 35 mm, 3,5 μm; 

Agilent Technologies), kde byly separovány. Jako mobilní fáze byly použity fáze A 

(2% acetonitril/0,4% HCOOH v H2O) a fáze B (95% acetonitril/0,4% HCOOH v H2O). Gradient 

měl následující parametry: 10 – 30% B během 20 min následované 30 – 90% B během 2 min. 

Výstup kolony byl přímo napojen na iontový zdroj (ESI) přístroje 15T FT-ICR operující v data-

závislém MS/MS módu. Každý plný sken byl následován šesti MS/MS (kolizně indukovanými) 

skeny iontů s nejvyšší intenzitou. Data byla zpracována v Bruker Compass DataAnalysis 4.1. 

Mgf soubory byly vytvořeny a hledány s pomocí softwarů PEAKS a MASCOT oproti databázím 

obsahujícím sekvence studovaných proteinů a běžných kontaminant. Analýzy proteinů, včetně 

následného vyhodnocení, provedl RNDr. Petr Man, Ph.D. (Mikrobiologický ústav, 

AV ČR, v.v.i.). 
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4.2.4 Příprava substrátů pro enzymatické stanovení aktivity Apd6 proteinů 

4.2.4.1 Izolace aminokyselinového prekurzoru 5a z kultivačního média 

Extrakt získaný extrakcí na pevné fázi (SPE; z angl. solid phase extraction) 

z kultivačního média mutantního kmene S. lincolnensis ∆lmbY byl použit k přípravě 

předpokládaného substrátu Apd6 proteinů – látky 5a. K extrakci byly využity kolony Oasis MCX 

3cc 60 mg (Waters). Princip extrakce je založen na kationtové výměně mezi polymerním 

sorbentem (obsahuje SO3¯ skupiny, Obr. 4.2) a extrahovanou látkou, v tomto případě 

aminokyselinou, jejíž povrchový náboj může být lehce modulován pomocí pH (v pH nižším než 

je její pI získává aminokyselina kladný náboj). Neionizované složky směsi jsou odstraněny 

promývacím krokem, adsorbované látky jsou z kolony uvolněny roztokem o vysokém pH.  

Kolona byla promyta 3 ml methanolu, ekvilibrována 3 ml 2% HCOOH a následně byly 

naneseny 3 ml supernatantu kultivačního média S. lincolnensis ∆lmbY (pH upraveno na 2,3 

pomocí koncentrované HCOOH). Kolona byla promyta 3 ml 2% HCOOH a adsorbované látky 

byly eluovány 1,5 ml směsného roztoku methanol:H2O:NH4OH (50:48,5:1.5 v/v/v). Eluát byl 

odpařen pomocí vakuové odparky při 30°C do sucha a rozpuštěn ve 100 μl dH2O. Extrakt byl 

analyzován pomocí ultra vysoce účinné kapalinové chromatografie (UHPLC; z angl. ultra high 

performace liquid chromatography) ve spojení s MS detekcí - UHPLC-MS (kap. 4.2.6.1). 

Na základě přesné hmoty byl určen retenční čas (tR) píku korespondujícího látce 5a. Následně 

byla provedena preparace látky 5a následujícím způsobem: opakovaně bylo za stejných 

chromatografických podmínek dávkováno 10 μl extraktu a do zkumavky byl jímán eluát 

v intervalu tR 5a ± 0,1 min. Mobilní fáze byla odpařena a preparát byl rozpuštěn v dH2O. 

Pro dosažení požadované čistoty byla látka 5a preparována dvakrát. Připravený substrát byl 

rozdělen na alikvoty, odpařen do sucha a v suchém stavu byl skladován v -20°C. 

 
Obr. 4.2. Struktura polymerního sorbentu kolony Oasis MCX 3cc 60 mg (Waters). Zvýrazněná je 
SO3¯ skupina. Převzato a upraveno z www.waters.com. 

 

4.2.4.2 Chemická syntéza prekurzoru 5a a 5b 

Standard látky 5a byl syntetizován dle již dříve popsaného protokolu.225 Metoda 

pro chemickou syntézu látky 5b byla vyvinuta Ing. Radkem Gažákem, Ph.D. (Mikrobiologický 

ústav, AV ČR, v.v.i.). ve spolupráci se společností Santiago a postup je rozdělen do 

následujících tří bloků.  
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Metoda A – Stilleho reakce249 

K roztoku látky 13 (200 mg, 0,574 mM; Obr. 4.3) v suchém deoxygenovaném NMP (4,8 ml) 

byl přidán Pd(dba)2 (16,5 mg, 0,030 mM), tri(2-furyl)fosfin (13 mg, 0,057 mM) a ZnCl2 

(0,5 M v THF). Směs byla inkubována 10 min při pokojové teplotě a následně byl přidán vinyl 

tributyltin (0,185 ml, 0,631 mM) a reakční směs byla ponechána v 60°C, 16 h za stálého 

míchání. Pomocí UHPLC-MS byla potvrzena kompletní konverze výchozího substrátu. 

Reakční směs byla naředěna nasyceným vodným roztokem NH4Cl (50 ml) a produkt byl 

extrahován pomocí ethyl acetátu (2× 50 ml). Organická fáze byla vysušena bezvodným 

Na2SO4 (10 g) a produkt byl izolován pomocí „face-centred-cubic“ (FCC) krystalizace (SiO2, 

ethyl acetát v cyklohexanu, 0 – 15 %). Tímto byla získána surová látka 14 obsahující 

tributyltinové zbytky společně s dalšími neidentifikovanými nečistotami, které ale byly přítomné 

již ve výchozí látce 13. Surová látka 14 byla použita pro další krok bez jakýchkoliv dalších 

purifikací. NMR data látky 14 odpovídala dříve publikovaným výsledkům.225 

Metoda B – Suzukiho reakce250 

K roztoku vinyl trifluoroborátu draselného (100 mg, 0,746 mM) ve směsi dioxan-H2O (4:1, 

0,05 M, zbavená plynů) byla přidána látka 13 (200 mg, 0,574 mM), Cs2CO3 (561 mg, 

1,722 mM) a Pd(dppf)Cl2 (21 mg, 0,029 mM). Směs byla zahřívána na 60°C po dobu 2 h. 

Pomocí UHPLC-MS byla potvrzena kompletní konverze výchozího substrátu na produkt 14. 

Reakční směs byla naředěna ethyl acetátem (50 ml) a promyta solankou (50 ml). Organická 

fáze byla vysušena pomocí bezvodného Na2SO4 (10 g) a produkt byl izolován pomocí FCC 

krystalizace (SiO2, ethyl acetát v cyklohexanu, 0 – 15 %). NMR data látky 14 odpovídala dříve 

publikovaným výsledkům.225 

Závěrečná konverze na látku 5b 

Látka 14 (40 mg, 0,135 mM) byla rozpuštěna v 2,5 M roztoku HCl v dioxanu (bezvodný) 

a míchána v pokojové teplotě. Po 30 min byla detekována směs Boc-deprotekovaného 

meziproduktu a produktu 5b. Po dalších 30 min byla Boc-skupina kompletně odštěpena, 

zatímco tert-butylová skupina byla stále přítomna. Po 20 h obsahovala reakční směs téměř 

výlučně produkt hmotou odpovídající látce 5b. Reakční směs byla adsorbována na silikátové 

kuličky a purifikována pomocí UHPLC (HILIC mód, 5 – 50% H2O:acetonitril). NMR data látky 

5b korespondovala dříve publikovaným výsledkům.225 
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Obr. 4.3. Znázornění meziproduktů chemické syntézy látky 5b. 

 

4.2.5 Příprava kofaktoru F420 

 Kofaktor F420 byl připravován skupinou G. Bashiri, Ph.D. (School of Biological 

Sciences, University of Auckland), která publikovala produkci a purifikaci F420 v modifikovaném 

kmeni M. smegmatis mc2 4517.251 Stručně, exprese fbi genů (fbiA,B,C) vnesených do 

producenta M. smegmatis mc2 4517 na plazmidu, probíhala v expresím médiu ve 37°C po 

dobu 4 dny. Nadprodukovaný kofaktor F420 byl z buněk preparován dle Isabelle et al. 2002.252  

 

4.2.6 Stanovení biochemických vlastností Apd6 proteinů 

4.2.6.1 Ultra účinná kapalinová chromatografie spřažená s hmotnostně 
spektrometrickou detekcí  

UHPLC je analytická separační metoda využívaná k rozdělení směsi látek na základě 

různé interakce jejích jednotlivých složek s mobilní a stacionární fází chromatografické kolony. 

Jako stacionární fáze jsou používány sorbenty s malou velikostí částic, což zvyšuje efektivitu 

rozdělení, ale zároveň je v důsledku vyžadováno, aby separace probíhala za vysokého tlaku. 

Kromě klasické adsorpční chromatografie, kdy stacionární fází je relativně polární materiál 

a mobilní fáze je nepolární, se v současné době využívají podstatně častěji chromatografie 

na obrácených (reverzních) fázích (RP), které jsou naopak založeny na užití nepolární 

stacionární fáze a polární mobilní fáze. Podstatou separace jsou hydrofobní interakce, 

nepolární látky eluují z kolony později než látky polární. Analyty eluované z kolony jsou 

monitorovány UV-VIS detektorem, v případě RP separací se s výhodou využívá též přímé 

spojení s MS (tzv. on-line analýza), které umožňuje analyt navíc identifikovat dle m/z jeho 

iontu. 

K UHPLC měření byl využit chromatograf Acquity UPLC (Waters) s integrovaným DAD 

detektorem (detektor diodového pole 2996) s přímým zapojením spektrometru LCT Premier 

XE (ESI ionizace, analyzátor ToF měřící dobu letu iontů). Látky byly separovány na RP, 

na koloně Acquity BEH C18 (50 mm × 2,1 mm × 1,7 μm; Waters) za stálé teploty 40°C. Byla 

použita dvousložková mobilní fáze, 0,1% vodný roztok HCOOH (A) a methanol (B). Rychlost 

průtoku mobilní fáze byla nastavena na 0,4 ml ∙ min-1. Na kolonu bylo dávkováno 5 μl vzorku 

v případě analýzy látek v in vitro reakcích, 10 μl vzorku v případě preparace 
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aminokyselinového prekurzoru 5a. Pro analýzu in vitro reakčních směsí byl použit lineární 

gradientový program: (čas [min]/%B) - 0/5, 1,5/5, 10/45,9; 1,5-min výplach kolony (100% B); 

1,5-min ekvilibrace kolony (5% B). Pro preparaci látky 5a byl použit lineární gradientový 

program: (čas [min]/%B) - 0/5, 2,5/5, 3,5/99 1,5-min výplach kolony (5% B). Celkový čas 

analýzy byl 13 min, respektive 5 min. Podmínky hmotnostní detekce analytů jsou uvedeny 

v Tab. 4.11. Jako referenční látka byl využit leucin-enkefalin acetát (2 ng ∙ µl-1). Chyba analýzy 

MS detektoru byla udržována pomocí referenční látky pod 5 ppm. Data byla zpracována 

v MassLyns 4.1. Chromatogramy byly extrahovány pro [M+H]+ ionty analytů s velikostí 

tolerančního okna 0,05 Da. 

 
Tab. 4.11. Podmínky MS detekce látek separovaných pomocí UHPLC. 

Podmínka MS detekce Nastavená hodnota 
Interval měřených hodnot: W+ mód 80 – 1 000 m/z 

Doba skenu 0,1 s 

Pauza mezi skeny 0,01 s 

Průtok referenční látky (leucin-enkefalin) 5 µl · min-1 

Pauza mezi skeny pro referenční látku 0,1 s 

Napětí vložené na kapiláru 2 800 V 

Napětí vložené na vstup do analyzátoru 40 V 

Teplota dusíku 350°C 

Průtok dusíku (desolvatační plyn) 800 l ∙ h-1 

Průtok dusíku při vstupu do analyzátoru 50 l ∙ h-1 

Teplota bloku iontového zdroje 120°C 

 

 

4.2.6.2 In vitro testování enzymatické aktivity Apd6 proteinů 

Enzymatická aktivita Apd6 proteinů byla testována v 30-μl reakcích. Reakční směsi 

obsahující všechny reagencie, mimo Apd6, byly pre-inkubovány ve 25°C po dobu 10 min. 

Po následném přidání konkrétního Apd6 proteinu reakce probíhala 1 h ve 25°C. Aktivita Apd6 

proteinů (konečná koncentrace v reakci 1 mM) byla testována v přítomnosti 5-deazaflavinu 

F420 (finální koncentrace 10 μM), substrátu 5a nebo 7a, F420-regeneračního systému (0,1 mM 

FGD, 2,5 mM glukosa-6-fosfát) v 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7,0. Reakce byly 

ukončeny přidáním HCOOH (finální koncentrace 2%), precipitát byl oddělen centrifugací 

(13 000× g, 3 min, pokojová teplota) a supernatant ihned analyzován pomocí UHPLC-MS. 

Kontrolní reakce měly stejné uspořádání s tím, že Apd6 proteiny byly buď před reakcí 

inaktivovány inkubací v termobloku v 80°C po dobu 20 min, případě byla vynechána jedna 
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z komponent reakce (její objem byl v tomto případě nahrazen ekvivalentním přídavkem dH2O). 

Reakce byly analyzovány jako triplikáty v náhodném pořadí. 

 

4.2.6.3  Kofaktor-vazebná studie: spektrofluorometrické stanovení zhášení 
fluorescence tryptofanů 

Přítomnost aromatických aminokyselin ve struktuře proteinu je příčinou vlastní vnitřní 

fluorescence proteinu, kterou lze selektivně měřit excitací při vhodné vlnové délce.253 

Vzhledem k faktu, že L-fenylalanin, který sice lze excitovat, ale jeho kvantový výtěžek je velmi 

nízký, a L-tyrosin, jehož kvantový výtěžek je sice dostatečný, ale často je zhášen přirozeně, 

tyto dvě aminokyseliny k vnitřní fluorescenci významně nepřispívají. Největší příspěvek je dán 

tryptofanovými zbytky.254 L-tryptofan představuje velkou hydrofobní aminokyselinu, často 

částečně či plně zanořenou uvnitř proteinu, nebo vázající ligandy hydrofobními π−π 

interakcemi, která může být selektivně excitována.  Strukturní změny v proteinu vyvolané 

například ligandovými interakcemi či konformačními změnami mohou zvyšovat hydrofobicitu 

kolem tryptofanů a tím měnit intenzitu vnitřní fluorescence. Výsledkem je pokles fluorescence 

a posun k nižším vlnovým délkám. Tento jev je popisovaný jako „zhášení fluorescence 

tryptofanů“ a lze ho využít k měření rovnovážné konstanty KD.  

V této práci byla metoda použita pro determinaci afinity vazby proteinu LmbY k různým 

kofaktorům (FMN, FAD, F420). Postupováno bylo dle již dříve popsaného protokolu,81 který byl 

modifikován. 100-μl in vitro reakce obsahovaly 2 μM LmbY a 0 – 200 μM kofaktor (FMN, FAD, 

F420). Reakce probíhaly v 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7,0 a byly provedeny 

v triplikátech. Po přidání kofaktoru k LmbY byla směs inkubována 20 min ve tmě, následně 

byly vzorky bezprostředně analyzovány pomocí spektrofluorofotometru (Synergy H1 Hybrid 

Reader; BioTek). Vzorky byly excitovány při 280 nm, měřená emisní vlnová délka byla 340 nm.  

Z naměřených dat byla vynesena hyperbolická funkce pomocí Kaleidagraph 4.5.2 a byly 

dopočítány rovnovážné konstanty KD pro jednotlivé kofaktory. 

 

4.2.6.4 Studie redukčního mechanismu: NMR spektroskopické stanovení inkorporace 
atomů deuteria 

Nukleární magnetická rezonance je fyzikálně-chemická metoda založená na interakci 

jader atomů majících magnetický moment (spin) s vnějším magnetickým polem. 

Radiofrekvenční záření působí přechody mezi jednotlivými spinovými stavy jader atomů, 

přičemž tyto přechody jsou doprovázeny absorbcí či vyzářením energie v radiofrekvenčním 

pásmu. Vztah mezi rezonanční frekvencí (frekvence energie emitované excitovanými jádry) a 

vnějším magnetickým polem je závislý na konkrétním typu rezonovaného jádra, čímž je možné 

nezávisle rozlišit jádra různých atomů.  
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Pro NMR experimenty byl objem in vitro reakce LmbY navýšen na 160 μl a všechny 

reagencie (včetně proteinu LmbY) byly převedeny do deuterované vody (99,98% D2O). 

V reakci byly použity reagencie v následujících koncentracích: LmbY (1 mM), 6b (0,1 mg), 

F420-regenerační systém (0,1 mM FGD, 2,5 mM glukosa-6-fosfát), 10 μM F420. Reakce 

probíhala v 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7,0. Směs byla pre-inkubována po dobu 10 min 

ve 25°C a poté přesunuta do 3-mm NMR kyvety a ihned analyzována. Po analýze byl přímo 

do kyvety přidán protein LmbY. Kyveta byla inkubována ve 25 °C po dobu 1 h a vzorek byl 

poté znovu analyzován. K NMR analýze byl využit spektrometr 600 MHz Bruker AVANCE III 

(Rheinstetten), s nastavenými parametry: 600,23 MHz pro 1H, 150,93 MHz pro 13C, D2O, 

298,2 K. Realizovány byly následující experimenty: 1H NMR, gCOSY, 1H-13C gHSQC, 1H-13C 

gHMBC, D-TOCSY. 1H NMR spektrum a 1H-13C gHSQC, 1H-13C gHMBC byly externě přiřazeny 

pomocí signálu 3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteropropionové kyseliny (TSP). Data byla 

analyzována pomocí TopSpin 3.5. Data z NMR analýzy získal a vyhodnotil RNDr. Marek 

Kuzma, Ph.D.(Mikrobiologický ústav, AV ČR, v.v.i.). 

 

4.2.7 Příprava krystalů Apd6 proteinů 

4.2.7.1 Stanovení krystalizačních podmínek Apd6 proteinů 

Princip krystalizace je založen na převedení systému do stavu snížené rozpustnosti, 

až dosažení limitního stupně přesycení postupnou modifikací vlastností systému (pH, teplota, 

složení roztoku). Proces krystalizace zahrnuje tři fáze. (1) Nukleaci, kdy dochází 

ke vzájemnému kontaktu vhodně orientovaných molekul, resp. iontů, a po překročení limitu 

nasycenosti začíná tvorba submikroskopických jader. (2) Růst krystalů je dynamický proces. 

Stejně jako nukleace, i proces růstu je závislý na přesycení matečného roztoku. Přesycení je 

proměnná, která oba uvedené procesy řídí a určuje tak jejich vznik, rozsah a kinetiku. 

(3) K ukončení růstu dochází, pokud se dvojfázový roztok přiblíží hranici rozpustnosti proteinu, 

čehož je dosaženo množstvím molekul vyloučených do krystalické struktury. Navozená 

rovnováha zastaví další kumulaci (shrnuto v McPherson a Gavira 2014).255 

Krystaly Apd6 proteinů byly připravovány metodou „sedící kapky“, která je založená 

na difúzi par rozpouštědla. Kapička s roztokem proteinu a srážecího činidla je umístěna 

do vzduchotěsné komůrky rezervoáru. Rozdíl mezi tlakem vodních par v rezervoáru a v kapce 

je hnací silou vyrovnávacího procesu. Zásadní podmínkou je, aby složky roztoku měly nižší 

tlak vody, než je v kapce, čehož je docíleno umístěním neředěného krystalizačního činidla 

do rezervoáru. Z kapky se odpařuje voda a sráží se na povrchu rezervoáru, dokud se tlak 

vodních par nevyrovná.255  

Purifikované Apd6 proteiny (koncentrace 10 – 18 mg · ml-1) byly roboticky naneseny 

na 96-jamkovou krystalizační destičku pomocí Gryphon Dropsetter (Art Robbins). Testována 
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byla krystalizace v komerčních sadách krystalizačních činidel: JCSG+ Suite (Qiagen), XP 

Screen (Jena Bioscience), PACT premierTM (Molecular Dimensions), SG1TM Screen (Molecular 

Dimensions) a BCS Screen (Molecular Dimensions) ve třech různých ředěních protein:činidlo 

– 2:1, 1:1, 1:2, při velikosti kapky 300 nl. Nanesená krystalizační destička byla umístěna 

do krystalizačního hotelu RI1000 (Formulatrix), krystalizace probíhala při 20°C, přičemž 

průběh byl on-line sledován a průběžně vyhodnocován. 

 

4.2.7.2 Rentgenová strukturní analýza 

 Rentgenová krystalografie představuje analytickou metodu založenou na interakci 

hmoty, v proteinové krystalografii krystalických částic, s rentgenovým zářením, která 

umožňuje určit absolutní strukturu molekul, tedy uspořádání atomů v krystalové mřížce. 

Princip metody je založen na schopnosti krystalů chovat se jako trojrozměrné difrakční mřížky, 

které rozptylují dopadající monochromatické rentgenové záření pouze určitými směry. 

 Při rozptylu dopadá vlna primárního rentgenového záření na atomy v krystalu, dochází 

k rozkmitávání elektronů, které se stávají zdrojem sekundárního záření šířícího se všemi 

směry. Interference těchto parciálních vlnění způsobuje v určitých směrech zrušení, či naopak 

zesílení rentgenového záření. Tento jev se nazývá difrakce a nastává za podmínek, které lze 

vyjádřit Braggovou rovnicí. Ta popisuje difrakci jako odraz rentgenového záření na strukturních 

rovinách krystalu: rovnoběžný svazek paprsků rentgenového záření o vlnové délce λ dopadá 

na osnovu mřížkových rovin pod úhlem θ vzdálených od sebe o hodnotu d. Difraktovaná záření 

se odráží od osnovy rovin pod stejným úhlem. K difrakci dojde, pokud se odražený paprsek 

od jedné roviny zpozdí vůči paprsku odraženému od vedlejší roviny o celý násobek jeho vlnové 

délky λ. Toto je splněno právě tehdy, pokud platí Braggova rovnice: 

2d ∙ sin θ = n ∙ λ 
d….mezirovinná vzdálenost 
θ….difrakční úhel 
n…..celé číslo vyjadřující zpoždění jednoho paprsku vůči druhému 
λ…..vlnová délka rentgenového záření 
 

 V určování struktury proteinů se obvykle využívá monochromatické záření, takže λ je 

konstanta, stejně jako mezirovinné vzdálenosti d. Při samotném měření dochází ke změnám 

orientace krystalu, dochází tedy k difrakci na jednotlivých souborech strukturních rovin 

pod příslušným úhlem θ. Známe-li tento úhel, lze z Braggovy rovnice vypočítat mezirovinnou 

vzdálenost příslušné osnovy rovin. Rozptyl paprsků je zaznamenáván na detektoru v podobě 

difrakčních skvrn. 

 V této práci byly měřeny krystaly proteinů LmbY a Por15 a to za účelem primárního 

ověření, zda se jedná o proteinové krystaly. Krystaly v dostatečné velikosti (> 100 μm) byly 

pomocí smyčky o průměru 100 μm (MiTeGen) vyjmuty z krystalizačního roztoku následujícím 
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způsobem: krystalizační jamka s cílovým krystalem byla převrstvena kryoprotekčním olejem, 

krystal byl vyjmut pomocí smyčky. Olej nahrazuje roztok krystalizačního činidla v okolí krystalu 

a zabraňuje tak tvorbě krystalků ledu, které znehodnocují difrakční data a mohou poničit krystal 

proteinu. Následovalo okamžité umístění krystalu do výchozí pozice pro difrakční analýzu 

za současného chlazení krystalu v proudu par tekutého dusíku proudících z kryostatu 

(t = 100 K). Difrakce byla měřena na difraktometru D8 Venture (Bruker) s rentgenovým 

zdrojem s anodou ze slitiny kapalného galia (MetalJet D2; Excillum), detektorem Photon II 

(Bruker) a čtyřkruhovým goniometrem. Měření prováděl RNDr. Jiří Pavlíček, Ph.D. 

(Biotechnologický ústav, AV ČR, v.v.i.). 
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5 VÝSLEDKY 
 

5.1 Příprava rekombinantních proteinů 
 

5.1.1 Expresní konstrukty pro heterologní produkci proteinů Apd6 a FGD 

Gen lmbY byl amplifikován z kosmidu pLK6.207 Geny por15, sibT, lim12, hrmD, griH 

a fgd byly amplifikovány z chromozomální DNA S. albus subsp. albus, S. sibiricum, 

S. sp. ICBB 1877, S. griseoflavus, S. muensis a M. smegmatis. Při optimalizaci PCR podmínek 

byl testován vliv teploty na hybridizaci primerů s komplementárními úseky. Testován byl 

gradient teplot v rozmezí 50°C, 55°C a 60°C. Nebyly pozorovány žádné významné rozdíly 

ve výtěžnosti PCR reakce (Obr. 5.1). PCR produkty byly vloženy do příslušných vektorů 

za použití metody SLiCE (hrmD, griH) nebo ligační reakcí řízenou T4 DNA ligasou (lmbY, sibT, 

lim12, por15, fgd). Správnost sekvence inzertu byla ověřena DNA sekvenováním. 

 
Obr. 5.1. Optimalizace podmínek PCR amplifikace genů fgd, lmbY, griH, hrmD, por15, sibT 
a lim12: testování vlivu teploty na hybridizaci primerů s komplementárními úseky DNA. 
Elektroforetická separace v 1% agarosovém gelu, M=standard molekulové velikosti DNA. 
 
   

 



93 
 

5.1.2 Rekombinantní Apd6 proteiny 

5.1.2.1 Heterologní produkce Apd6 proteinů 

Pro stanovení optimálních podmínek nadprodukce Apd6 proteinů byla testována 

exprese lmbY v kmenech E. coli BL21 (DE3) a E. coli BL21 (DE3)/pGroESL. Dle SDS analýzy 

je LmbY nejlépe produkován a skládán v 17°C v přítomnosti chaperoninů, nicméně většina 

rekombinantního LmbY byla produkována ve formě nerozpustných tělísek (Obr. 5.2). Bylo tedy 

zcela evidentní, že skládání proteinu LmbY neprobíhá optimálně. Proto byly všechny ostatní 

připravované Apd6 proteiny nadprodukovány v 17°C s  post-indukční dobou kultivace 20 h 

(Obr. 5.3). V těchto podmínkách je růst buněk oproti optimální kultivační teplotě E. coli (37°C) 

zpomalen, proteiny jsou tedy jednak pomaleji produkovány, ale především je tímto zajištěno 

více času pro jejich správné složení. 

Obr. 5.2. Vliv přítomnosti chaperoninů a post-indukční kultivační teploty na expresi lmbY: LmbY 
produkovaný v (A) E. coli BL21 (DE3) a (B) E.coli BL21 (DE3)/pGroESL. SDS-PAGE − teoretická Mw 
LmbY: 33,710 kDa; LmbY je znázorněn černou šipkou. M=standard molekulové velikosti proteinů. 

 

 
Obr. 5.3. Exprese por15, lim12, sibT, hrmD a griH.  Exprese v E. coli BL21 (DE3)/pGroESL, 
post-indukční podmínky kultivace: 17°C, 20 h. SDS-PAGE – rozpustné buněčné proteiny; 
nadprodukované Apd6 proteiny jsou znázorněny černou šipkou. M=standard molekulové velikosti 
proteinů.  



94 
 

5.1.2.2 Metaloafinitní purifikace Apd6 proteinů  

Podmínky purifikace byly optimalizovány pro LmbY (Obr. 5.4). Stanovené optimální 

podmínky byly následně aplikovány i na ostatní Apd6 proteiny. Po nanesení supernatantu 

na kolonu byly nezachycené proteiny odstraněny pufrem obsahujícím 75mM imidazol. Při této 

koncentraci imidazolu byla u většiny purifikovaných proteinů odstraněna majoritní část 

chaperoninů, přičemž protein byl na koloně stále zadržován. Zachycené proteiny byly z kolony 

uvolněny pufrem obsahujícím 250mM imidazol (Obr. 5.5). Z 1 l kultivace bylo průměrně možné 

získat 2,6 mg purifikovaného LmbY, 10,3 mg purifikovaného Por15, 2,5 mg purifikovaného 

Lim12, 2,2 mg purifikovaného SibT, 1,8 mg purifikovaného HrmD a 2,3 mg purifikovaného 

GriH. 

 
Obr. 5.4. Optimalizace purifikace nadprodukovaného LmbY: po nanesení supernatantu byla kolona 
postupně promyta pufrem se zvyšující se koncentrací imidazolu (50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM). 
Koncentrace imidazolu 75 mM v promývacím pufru se jeví jako optimální, neboť je odstraněna většina 
chaperoninů a zároveň je LmbY stále na koloně zadržován. SDS-PAGE − LmbY je znázorněn černou 
šipkou. M=standard molekulové velikosti proteinů. 

 

 
Obr. 5.5. Purifikované Apd6 rekombinantní proteiny. SDS-PAGE − nadprodukované proteiny jsou 
znázorněny černou šipkou; aplikované množství proteinů – 10 μg. M=standard molekulové velikosti 
proteinů. 

 
Příprava rekombinantních Apd6 proteinů představuje náročný proces. Hlavním 

problémem je již zmíněná produkce, kdy je většinová část rekombinantních proteinů 

produkována jako nerozpustná (Obr. 5.2). Purifikaci je proto nutné provádět z většího 

vstupního kultivačního objemu (běžně 1 l). Také stabilita purifikovaných proteinů představuje 

problém, neboť značná precipitace je pozorována při skladování ve +4°C i -20°C. 
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U purifikovaného GriH zůstává po purifikaci navázáno větší množství chaperoninů, které 

i přes další optimalizaci podmínek purifikace nebylo možné odstranit (Obr. 5.5). Chaperoniny 

se zřejmě ke GriH váží pevněji, než k ostatním purifikovaným Apd6 proteinům. Vůbec 

nejproblematičtějším proteinem byl HrmD. I přes opětovné pokusy se nepodařilo nalézt 

podmínky, které by zvýšily čistotu purifikovaného HrmD.  

 
5.1.3 Rekombinantní protein FGD 

5.1.3.1 Heterologní produkce FGD 

Pro stanovení optimálních podmínek nadprodukce FGD byla testována exprese fgd 

v kmenech E. coli BL21 (DE3) a E. coli BL21 (DE3)/pGroESL. Dle SDS analýzy je FGD nejlépe 

produkován a skládán v 17°C v přítomnosti chaperoninů (Obr. 5.6). 

 
Obr. 5.6. Vliv přítomnosti chaperoninů a post-indukční kultivační teploty na expresi fgd: Fgd 
produkovaný v (A) E. coli BL21 (DE3) a (B) E. coli BL21 (DE3)/pGroESL. SDS-PAGE − teoretická MW 
FGD: 39,438 kDa; FGD je znázorněn černou šipkou. M=standard molekulové velikosti proteinů. 

 
 
5.1.3.2 Metaloafinitní purifikace FGD  

Pro purifikaci byly jako optimální stanoveny následující podmínky: po nanesení 

supernatantu na kolonu byly nezachycené proteiny odstraněny pufrem obsahujícím 

75mM imidazol (Obr. 5.7). Při této koncentraci imidazolu byly odstraněny všechny 

chaperoniny. Zachycený FGD byl z kolony uvolněn pufrem obsahujícím 250mM imidazol 

(Obr. 5.8). Ze 100 ml kultivace bylo průměrně možné získat 3,5 mg purifikovaného FGD. 
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Obr. 5.7. Optimalizace purifikace nadprodukovaného FGD: po nanesení supernatantu byla kolona 
promyta pufrem se zvyšující se koncentrací imidazolu (50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM). Koncentrace 
imidazolu 75 mM v promývacím pufru se jeví jako optimální, neboť jsou odstraněny všechny 
chaperoniny a FGD je stále na koloně zadržován. SDS-PAGE − FGD je znázorněn černou šipkou. 
M=standard molekulové velikosti proteinů. 

 
Obr. 5.8. Purifikovaný FGD. SDS-PAGE − FGD je znázorněn černou šipkou; aplikované množství 
proteinu − 34 μg. M=standard molekulové velikosti proteinů. 

 

5.2 Charakterizace purifikovaných Apd6 proteinů a FGD 
 

Z důvodu předpokládané oxidoreduktasové aktivity a zároveň 5-deazaflavinové 

závislosti Apd6 proteinů bylo pro správné stanovení jejich enzymové aktivity nezbytné: 

(1) vyloučit vazbu jakéhokoliv jiného kofaktoru (př. flavinů, nikotinamidů) 

k purifikovaným proteinům, a to včetně FGD, který je součástí in vitro reakce (k vazbě 

kofaktorů na proteiny by teoreticky mohlo docházet během exprese v producentovi E. coli). 

(2) Vyloučit modifikace v aminokyselinové sekvenci proteinů, které za určitých okolností 

mohou plnit roli redoxního kofaktoru.257 (3) Experimentálně ověřit předpokládanou, ovšem 

nepotvrzenou 5-deazaflavinovou závislost.  

K takto rozsáhlé charakterizaci rekombinantních proteinů muselo být přistoupeno poté, 

co první in vitro testy ukazovaly nestandardní výsledky u negativních kontrol (kap. 5.4.5 a kap. 

6.1.2). 
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5.2.1 MS analýza LmbY, Por15 a FGD za nativních podmínek 

Purifikované proteiny LmbY, Por15 a FGD byly za nativních MS podmínek měření 

vyhodnoceny jako homodimerní. Na základě srovnání teoretických a experimentálně 

zjištěných hmotností proteinů vyplývá, že proteiny ve svém nativním stavu nevážou, 

kovalentně či nekovalentně, žádný kofaktor (Obr. 5.9). 

 

Obr. 5.9. Nativní MS analýza: (A) LmbY, (B) Por15 a (C) FGD. Proteiny se  ve své nativní konformaci 
vyskytují jako homodimery, zároveň dle dat nevážou žádné kovalentně či nekovalentně vázané 
kofaktory. Individuální nábojové stavy jsou číselně znázorněny nad šedou dvojtečkou.  

 

5.2.2 MS analýza LmbY, Por15 a FGD za ne-nativních podmínek  

Experimentální data získaná intaktním měřením proteinů LmbY, Por15 a FGD 

za ne-nativních podmínek ukázala, že proteiny LmbY a Por15 (Obr. 5.10A a 5.10B) neobsahují 

žádné kovalentní modifikace a zároveň, že aminokyselinová sekvence všech tří proteinů 

(LmbY, Por15, FGD) je bez jakýchkoliv mutací. V případě FGD (Obr. 5.10C) byly 

v aminokyselinové sekvenci detekovány dvě modifikace – N-terminální acetylace 

a glukonoylace. 
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Obr. 5. 10. Intaktní měření proteinů: (A) LmbY, (B) Por15 a (C) FGD s využitím ESI-FT-ICR MS. 
Zobrazeny jsou vybrané nábojové stavy, černá spektra představují experimentální data, šedá spektra 
zobrazují modelovaný izotopický vzor. Proteiny shodně neobsahují žádné kovalentní modifikace ani 
mutace v jejich aminokyselinových sekvencích. V případě FGD (panel C) byla detekována N-terminální 
acetylace a glukonoylace. V jednotlivých panelech jsou zobrazeny teoretické a experimentální 
monoizotopické hmotnosti, chyba měření a nábojový stav proteinu. 

 

5.2.3 „Bottom-up“ validace MS stanovení LmbY, Por15 a FGD 

„Bottom-up“ validací byly na závěr ověřeny výsledky nativního a intaktního měření 

proteinů LmbY, Por15 a FGD. Proteiny byly on-line štěpeny na imobilizované pepsinové 

koloně, vznikající peptidy byly analyzovány pomocí LC-MS/MS a identifikovány hledáním 

oproti MASCOT databázi.  Ve všech měřeních bylo dosaženo plného sekvenčního pokrytí 

a výsledky měření byly v souladu s naměřenými hodnotami získanými v obou předchozích 

měřeních (popsaných v kap. 5.2.1 a 5.2.2). Kromě již identifikované N-terminální acetylace 
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a glukonoylace proteinu FGD bylo dále zjištěno, že u proteinu FGD chybí N-terminální 

methionin (Obr. 5.11). 

 

Obr. 5.11. Sekvenční pokrytí rekombinantního (A) LmbY, (B) Por15 a (C) FGD. Úsečky 
pod aminokyselinovou sekvencí představují individuální peptidy. His-kotva je znázorněna šedě. 
Ve všech případech bylo sekvenční pokrytí úplné. V případě FGD chybí N-terminální methionin 
a N-konec je částečně acetylován a glukonoylován. 
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5.2.4 Determinace kofaktor-vazebných schopností proteinu LmbY 

K určení kofaktorové preference Apd6 proteinů bylo spektrofluorometricky stanoveno 

zhášení fluorescence tryptofanů purifikovaného LmbY, jako reprezentativního zástupce, 

v přítomnosti flavinových kofaktorů FMN a FAD a 5-deazaflavinového kofaktoru F420. 

Z naměřených dat byla vynesena hyperbolická funkce pomocí Kaleidagraph 4.5.2. 

Koncentrace kofaktoru byla vynesena proti hodnotě, která určuje frakci proteinu vázanou 

ke kofaktoru (1−𝐹𝐹
𝑓𝑓

, kde F je fluorescence TrpLmbY v přítomnosti určitého kofaktoru, f je 

fluorescence TrpLmbY v nepřítomnosti kofaktoru). Pro jednotlivé kofaktory byly zjištěny 

následující rovnovážné konstanty KD: 3,00 ± 0,70 μM pro F420, 93,8 ± 18,2 μM pro FMN 

a 65,4 ± 6,0 μM pro FAD. Přestože je předpokládáno, že nativním kofaktorem LmbY je s větší 

pravděpodobností redukovaný F420H2, než jeho oxidovaná forma F420, výsledky indikují, 

že LmbY preferenčně váže F420 ve srovnání s testovanými flaviny (Obr. 5.12). 

 
Obr. 5.12. Spektrofluorometrické stanovení zhášení fluorescence tryptofanů jako vazebná studie 
k monitorování LmbY konformačních změn – v přítomnosti F420 (zeleně), FAD (modře) a FMN 
(černě). Excitační vlnová délka: λ=285 nm, emisní vlnové délka: λ=340 nm. 

 

5.3 Purifikace prekurzoru 5a z kultivačního média S. lincolnensis ∆lmbY 
 

Pomocí SPE byl připraven extrakt z kultivačního média S. lincolnensis ∆lmbY. 

Na základě přesné hmoty byl určen tR píku korespondujícího látce 5a, tR = 0,8 min 

(Obr. 5.13A). Následně byla provedena preparace látky 5a (Obr. 5.13B). Naměřené m/z 

purifikované látky 5a odpovídalo teoretické hodnotě s chybou 4,5 ppm (Obr. 5.14). Naměřený 

poměr distribuce izotopických píků korespondoval s teoretickými hodnotami (Obr. 5.15). 
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Obr. 5.13. Srovnání čistoty látky 5a před a po purifikaci. (A) Původní extrakt z kultivačního média 
S. lincolnensis ∆lmbY a (B) purifikovaná látka 5a. BPI (base peak intensity) chromatogramy zobrazující 
intenzitu píku s nejvyšším signálem v daném tR. 
 

 
Obr. 5.14.  Purifikovaná látka 5a. (A) Chromatogram extrahovaný pro [M+H]+ ion korespondující látce 
5a (m/z 154,0868). (B) Odpovídající hmotnostní spektrum a chyba měření. 

 

 
Obr. 5.15. Porovnání (A) experimentální a (B) teoretické izotopické distribuce látky 5a. Hmotnostní 
spektra. 
 

5.4 In vitro testování enzymové aktivity Apd6 v přítomnosti F420 
 

Kofaktor F420 není komerčně dostupný. V literatuře byla popsána příprava geneticky 

modifikovaného kmene M. smegmatis, u kterého byla zaznamenána až 10× vyšší produkce 

F420 ve srovnání s divokým kmenem, a představuje tak vhodný nástroj pro jeho produkci 

a následnou izolaci. Nejen, že tento kmen není volně dostupný, ale také izolace kofaktoru 

zahrnuje vybavení a metody, které v laboratoři, kde tato práce vznikala, nejsou dostupné. 
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Z tohoto důvodu byla navázána zahraniční spolupráce se skupinou, která produkci a přípravu 

F420 publikovala.251 Takto byl získán již purifikovaný F420, jehož absorpční spektrum je 

zobrazeno na Obr. 5.16. Redukovaná forma kofaktoru byla získána in situ pomocí 

F420-regeneračního systému, který je založen na oxidaci glukosa-6-fosfátu pomocí FGD 

při současné redukci F420 (Obr. 5.17). 

Obr. 5.16. Absorpční spektrum purifikovaného kofaktoru F420. Oxidovaný F420 dosahuje 
absorpčního maxima při 420 nm. 

 
Obr. 5.17. F420H2-regenerační systém: F420 a reakce katalyzovaná FGD. Glukosa-6-fosfát je 
oxidována na 6-fosfoglukonolaktonát za současné redukce kofaktoru F420 na F420H2, který je následně 
odebírán různými F420H2-závislými reduktasami (převzato a upraveno251). 
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5.4.1 Enzymová aktivita LmbY 

Enzymová aktivita LmbY byla testována in vitro v reakci s látkou 5a a v přítomnosti F420 

a F420H2-regeneračního systému. V reakci bylo pozorováno úplné vyčerpání substrátu 5a, 

zároveň byl nově v tR = 1,7 min detekován pík, jehož přesná hmota koresponduje s iontem 

předpokládaného plně nasyceného produktu reakce, látkou 6a (Obr. 5.18). Naopak, v reakční 

směsi nebyl detekován iont odpovídající 7a, látce s jednou dvojnou vazbou. V kontrolních 

reakcích, obsahujících denaturovaný LmbY, nebyla pozorována žádná enzymatická přeměna 

substrátu 5a. Identita látek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnáním MS spekter a tR standardů 

těchto látek. 

 
Obr. 5.18. UHPLC-MS analýza in vitro reakce katalyzované LmbY. (A) LmbY v přítomnosti F420H2 
in vitro katalyzuje redukci substrátu 5a na plně nasycený produkt 6a. LC-MS-ion-extrahované 
chromatogramy pro ([M+H]+) substrát 5a (šedě) a produkt 6a (modře). Mono-nenasycený meziprodukt 
7a (červeně) v reakční směsi detekován nebyl. (B) HRMS spektrum reakčního produktu 6a a chyba 
měření. 

 

5.4.2 Enzymová aktivita SibT, Por15, Lim12 

Enzymová aktivita Apd6 homologů z biosyntézy PBD byla testována v analogické 

reakci jako LmbY. V reakci obsahující SibT/Por15/Lim12, látku 5a, F420 a F420H2-regenerační 

systém bylo stejně jako u LmbY pozorováno úplné vyčerpání substrátu 5a, a to i v případě 

Lim12 z biosyntézy limazepinu, pro který je jako nativní substrát předpokládána látka 5b 

(důvodem je chybějící Apd3 methyltransferasa v limazepinové dráze; kap. 2.5.1). V reakční 
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směsi byl nově detekován pík, jehož přesná hmota koresponduje s látkou 7a (Obr. 5.19).  

V porovnání s produktem LmbY, tedy látkou 6a, je produktem reakce katalyzované Apd6 

homology z biosyntézy PBD látka obsahující ve své struktuře jednu dvojnou vazbu. 

V kontrolních reakcích, obsahujících denaturované Apd6 proteiny, nebyla pozorována žádná 

katalytická aktivita. Identita látek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnáním MS spekter a tR 

standardů těchto látek. 

 
Obr. 5.19. UHPLC-MS analýza in vitro reakcí katalyzovaných (A) SibT, (B) Por15 a (C) Lim12. 
SibT/Por15/Lim12 v přítomnosti F420H2 in vitro katalyzují redukci substrátu 5a na produkt 7a, látku 
obsahující ve své struktuře jednu dvojnou vazbu. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) 
korespondující substrátu 5a (šedě) a produktu 7a (červeně). Plně nasycený 6a (modře) v reakční směsi 
detekován nebyl. (D) HRMS spektrum reakčního produktu 7a a chyba měření. 
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5.4.3 Enzymová aktivita HrmD 

Předpokládaným přirozeným substrátem HrmD je látka 4a (důvodem je chybějící 

isomerasa Apd5 v hormaomycinové dráze; kap 2.5.1), která ale není dostupná. Nicméně, 

kromě stanovení enzymové aktivity HrmD bylo také cílem determinovat jeho reakční specifitu, 

která by ovšem v reakci s 4a stejně nemohla být určena, neboť pozice dvojných vazeb ve 4a 

umožní redukci pouze jedné z nich. Enzymová aktivita HrmD byla proto testována analogicky 

jako v případě homologů LmbY a Apd6 z biosyntézy PBD, tedy v reakci s 5a za přítomnosti 

F420 a F420H2-regeneračního systému. V reakci bylo pozorováno úplné vyčerpání substrátu, 

nově byl detekován pík, jehož přesná hmota koresponduje s látkou 7a (Obr. 5.20), tedy reakční 

specifita HrmD se shoduje se specifitou testovaných PBD homologů. V kontrolních reakcích 

obsahujících denaturovaný HrmD nebyla pozorována žádná katalytická aktivita. Identita látek 

5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnáním MS spekter a tR standardů těchto látek. 

 
Obr. 5.20. UHPLC-MS analýza in vitro reakce katalyzované HrmD. HrmD v přítomnosti F420H2 in 
vitro katalyzuje redukci substrátu 5a na produkt 7a, látku obsahující ve své struktuře jednu dvojnou 
vazbu. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) korespondující substrátu 5a (šedě) a produktu 
7a (červeně). Plně nasycený 6a (modře) v reakční směsi detekován nebyl. 

 

5.4.4 Enzymová aktivita GriH 

Podobně jako v případě HrmD, predikovanou funkcí GriH je jednonásobná redukce 

iminové dvojné vazby předpokládaného substrátu, vedoucí k finálnímu prekurzoru 11, který je 

následně inkorporován do struktury griselimycinu (kap. 2.5.2). Přirozený substrát GriH není 

dostupný, avšak záměrem experimentu nebylo testovat GriH v reakci s jeho přirozeným 

substrátem. Vzhledem k tomu, že GriH představuje sekvenčně nejbližší homolog LmbY 

(sekvenční identita je 76%, tedy nesouměřitelně vyšší než mezi jakýmkoliv jiným párem 

porovnávaných sekvencí Apd6 proteinů), cílem bylo stanovit jeho reakční specifitu, která by 

ale v reakci s jeho přirozeným substrátem (obsahujícím pouze jednu dvojnou vazbu) nemohla 

být určena. Proto byl i GriH testován v reakci se stejným substrátem jako LmbY, tedy 5a, opět 
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v přítomnosti F420 a F420H2-regeneračního systému. V in vitro reakci bylo pozorováno úplné 

vyčerpání substrátu, překvapivě byla nově detekována směs dvou píků, jejichž přesné hmoty 

korespondují s látkami 6a (majoritní produkt) a 7a (minoritní produkt; Obr. 5.21). V kontrolních 

reakcích obsahujících denaturovaný GriH nebyla pozorována žádná enzymatická přeměna 

substrátu 5a. Identita látek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnáním MS spekter a tR standardů 

těchto látek. 

  
Obr. 5.21. UHPLC-MS analýza in vitro reakce katalyzované GriH. GriH v přítomnosti F420H2 in vitro 
katalyzuje redukci substrátu 5a na dva produkty, majoritní produkt 6a a minoritní produkt 7a. 
LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) korespondující substrátu 5a (šedě) a produktům 7a 
(červeně) a 6a (modře). 

 

5.4.5 Kontrolní in vitro reakce – vyloučení F420 a FGD 

Při stanovování enzymové aktivity Apd6 byly u proteinů LmbY, Por15, HrmD, SibT a 

Lim12 dále provedeny kontrolní reakce potvrzující závislost enzymové aktivity na kofaktoru 

F420. Analyzována byla série reakcí, ve kterých byl vyloučen kofaktor F420 a dále série reakcí, 

ve kterých byl vyloučen protein FGD. Ve srovnání s pozitivní kontrolou obsahující F420, byly 

shodně všechny testované proteiny v případě vyloučení kofaktoru z reakce neschopné 

konverze substrátu 5a (Obr. 5.22). Nicméně, při vyloučení FGD z reakce bylo pozorováno, 

že proteiny jsou stále schopné katalyzovat redukční reakci, ovšem u většiny testovaných 

proteinů s výrazně nižší efektivitou v porovnání s reakcemi, které FGD obsahovaly (Obr. 5.23). 

Tento výsledek může být vysvětlen přítomností substrátu FGD, glukosy-6-fosfát, v reakci, 

která je zřejmě schopná s nízkou efektivitou redukovat F420 bez katalytické aktivity FGD. 

Vysvětlení je pouze hypotetické, je ale podporováno faktem, že v kontrolních in vitro reakcích, 

ze kterých byla glukosa-6-fosfát vyloučena, nebyla nikdy žádná konverze 5a pozorována. 
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Obr. 5.22. UHPLC-MS analýza in vitro reakce v přítomnosti/nepřítomnosti F420 a 5a katalyzovaná 
(A) LmbY, (B) Por15, (C) HrmD, (D) SibT a (E) Lim12. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy 
([M+H]+) odpovídající substrátu 5a (šedě) a produktům 6a (modře), 7a (červeně). Enzymy nejsou 
bez F420H2 schopné katalyzovat redukci 5a. 



108 
 

 
Obr. 5.23. UHPLC-MS analýza in vitro reakce v přítomnosti/nepřítomnosti FGD a 5a katalyzovaná 
(A) LmbY, (B) Por15, (C) HrmD, (D) SibT a (E) Lim12. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy 
([M+H]+) odpovídající substrátu 5a (šedě) a produktům 6a (modře), 7a (červeně). Redukce 5a sice 
bez FGD probíhá, ovšem u většiny proteinů s výrazně nižší účinností. 
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5.5 Redukční mechanismus Apd6 proteinů 
 

5.5.1 Postulace hypotézy rozdílného mechanismu hydridového transferu 

 Aby byla dvojnásobná redukce vůbec možná, je esenciální, aby jako první byla 

redukována právě exocyklická dvojná vazba látky 5, neboť endocyklická dvojná vazba je 

na rozdíl od exocyklické redukovatelná i v případě, že již není v konjugaci. K získání 

podpůrného důkazu této úvahy byl LmbY testován v reakci s látkou 7a jako substrátem. Bylo 

zjištěno, že LmbY opravdu není schopný tento prekurzor redukovat (Obr. 5.24). Na základě 

tohoto zjištění byla navržena hypotéza o rozdílném mechanismu jedno- a dvojnásobné 

redukce. Hypotéza o redukčním mechanismu Apd6 proteinů katalyzujících 
jednonásobnou redukci: Aby zůstala v APD prekurzorech dvojná vazba zachována, musí 

hydridový atak látky 5 nastat v pozici C-5, čímž dojde k redukci endocyklické dvojné vazby 

(Obr. 5.25A).  Exocyklická dvojná vazba nově vzniklé látky 7 se tímto stává nepřístupná 

jakékoliv další redukci, neboť již není v konjugaci. Hypotéza o redukčním mechanismu 
Apd6 proteinů katalyzujících dvojnásobnou redukci: V případě formace plně saturovaného 

APD musí proběhnout dva následné hydridové transfery, přičemž byly stanoveny dvě 

alternativní hypotézy (I a II; Obr. 5.25B). Pozice prvního hydridového ataku je v obou 

hypotézách shodná, tedy že při formaci plně saturovaného APD nastává první hydridový atak 

v pozici C-7. Dále, hypotéza I předpokládá, že imin vzniklý první redukcí je přímo atakován 

druhým hydridem, tentokrát v pozici C-5. Dle hypotézy II po prvním hydridovém transferu 

dochází k formaci enaminu, který může spontánně izomerovat do formy více stabilního iminu, 

druhý hydridový atak poté nastane v pozici C-4. 

 
Obr. 5.24. UHPLC-MS analýza in vitro reakce LmbY s látkou 7a jako substrátem. LC-MS-ion-
extrahované chromatogramy ([M+H]+) odpovídající substrátu 7a (červeně) a předpokládanému 
produktu 6a (modře), který ovšem v reakci detekován nebyl. 
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Obr. 5.25. Předpokládaný odlišný mechanismus hydridového transferu v redukci katalyzované 
Apd6 proteiny – z biosyntézy (A) PBD, hormaomycinu a griselimycinu: aby zůstala jedna dvojná vazba 
zachována, musí hydridový atak nastat v pozici C-5 a (B) linkomycinu a griselimycinu - první hydridový 
atak je předpokládán v pozici C-7, pro druhý hydridový atak byly stanoveny dvě alternativní hypotézy – 
I a II. Proton pocházející z prostředí (růžově), hydridy přenášené z kofaktoru F420 (modře). Hypotézu 
podporuje skutečnost, že LmbY není schopný katalyzovat redukci 7a na 6a.  
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5.5.2 Přímý průkaz mechanismu hydridového transferu katalyzovaného LmbY  

K prokázání hypotézy o neobvyklém dvojnásobném redukčním mechanismu byl 

navržen a proveden experiment založený na in vitro reakci katalyzované LmbY, přičemž 

redukce substrátu probíhala v deuterovaném prostředí (D2O), donorem protonů v redukční 

reakci byl tedy namísto vodíkového atomu těžší atom deuteria. Inkorporace deuterií byla 

monitorována pomocí NMR, jejich předpokládané pozice odpovídají růžově označeným 

H-atomům v Obr. 5.25B. 

Izolaci substrátu 5a z producenta S. lincolnensis ∆lmbY, používaného pro základní 

stanovení aktivit Apd6 proteinů, nebylo přes opakovanou snahu možné provést v měřítku 

potřebném pro NMR analýzu. Také opětovné pokusy o chemickou syntézu dostatečného 

množství látky 5a nebyly úspěšné. Podařilo se však v dostatečném množství a čistotě připravit 

látku 5b, která představuje biologicky relevantní substrát proteinu LmbY, neboť přirozeně 

se tato látka v biosyntéze linkomycinu vyskytuje – 5b je prekurzorem vedlejšího produktu 

biosyntézy linkomycinu (linkomycinu B; kap. 2.2.1 a 2.5.1). NMR spektrum látky 5b 

je zobrazeno na Obr. 5.26.  
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Obr. 5.26. 1H NMR spektrum chemicky syntetizované látky 5b. Spektrum bylo naměřeno společností 
Santiago. 
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V in vitro reakci složené z LmbY, 5b, F420 a F420-regeneračního sytému došlo k úplné 

přeměně látky 5b na látku hmotou odpovídající plně saturovanému 6b, který ve své struktuře 

obsahuje jeden inkorporovaný atom deuteria (dále označovaný jako 6b-D1; Obr. 5.27). Látka 

hmotností korespondující 6b se dvěma inkorporovanými atomy deuteria detekována nebyla. 

Důvodem je, že N-1 (Obr. 5.25) představuje vyměnitelnou pozici a tudíž při použitých 

podmínkách UHPLC-MS analýzy, při které jsou používány mobilní fáze obsahující H2O, 

dochází ke zpětné výměně D-atomu za atom H. Struktura substrátu 5b a produktu 6b-D1 byla 

charakterizována homonukleární (1H−1H; COSY) a heteronukleární (1H − 13C (15N); HMBC) 

korelací (Obr. 5.28). Dále byly pro látku 6b-D1 naměřeny 1H a 13C NMR data (Obr. 5.29). 

Ze získaných dat bylo nepřímo detekováno, že atom D byl inkorporován do pozice C-5. 

Experimentálně tedy byla prokázána platnost hypotézy I, která je znázorněná v Obr. 5.25B 

(H atom v kroužku v Obr. 5.25B představuje pozici inkorporovaného D atomu). 

 
Obr. 5.27. UHPLC-MS analýza in vitro reakce LmbY s látkou 5b jako substrátem v D2O. (A) LC-MS-
ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) odpovídající substrátu 5b (šedě) a předpokládanému 
produktu 6b s inkorporovaným atomem deuteria – 6b-D1 (modře). Minimální posun retenčního času 6b 
ve srovnání s 6B-D1 je konzistentní v opakovaných měřeních a je pravděpodobně způsoben inkorporací 
D versus H. (B) HRMS spektra substrátu 5b, standardu 6b a Apd6 reakčního produktu 6b-D1 a chyby 
měření. 
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Obr. 5.28. Charakterizace struktury substrátu 5b a produktu 6b-D1. (A) COSY a HMBC korelace. 
(B) 1H a 13C NMR data reakčního produktu − látky 6b-D1. H HSQC/HMBC odečet, S chemický posun 
a vazebné konstanty byly stanoveny na základě sub-spektrálních simulací.  
 

 
Obr. 5.29. 1H NMR spektra reakční směsi LmbY. (A) NMR spektrum před přidáním LmbY 
a (B) po iniciaci reakce přidáním LmbY. 
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5.6 Analýza molekulární podstaty rozdílné reakční specifity Apd6 
 

5.6.1 Sekvenční analýza Apd6 proteinů  

LLHT, kam se Apd6 proteiny dle své sekvenční podobnosti řadí, obecně patří 

mezi málo strukturně charakterizovanou rodinu proteinů. K dnešnímu dni zůstávají nejlépe 

popsanými zástupci LLHT rodiny tři archaeální proteiny (jejich podrobnější popis je uveden 

v kap. 2.1.4.2), které ovšem, zejména kvůli fylogenetické vzdálenosti, 

s aktinobakteriálními Apd6 proteiny sdílejí poměrně nízkou aminokyselinovou sekvenční 

příbuznost. Nicméně, i přes to lze v aminokyselinových sekvencích Apd6 proteinů nalézt 

konzervované zbytky, které jsou pro LLHT charakteristické.57,75,77,90 Konkrétně, porovnáním 

aminokyselinové sekvence Apd6 proteinů se sekvencí jednoho vybraného zástupce, proteinu 

Adf (F420-závislá alkohol dehydrogenasa z Methonoculleus thermophilus; Obr. 5.30), jehož 

struktura byla publikována,77 lze u Apd6 proteinů predikovat aminokyselinové zbytky, které 

pravděpodobně hrají roli především ve vazbě kofaktoru.  

F420 se do struktury popsaných 5-deazaflavin-závislých enzymů váže v  motýlí 

konformaci, kdy dochází k charakteristickému ohnutí isoalloxazinového kruhu molekuly F420 

(kap. 2.1.4.2). Klíčové zbytky fixující kofaktor F420 ve vazebném místě proteinu ve správné 

pozici vzhledem k substrátu, tedy jinými slovy v takové pozici, aby byl umožněn přenos hydridu 

směrem kofaktor→substrát, jsou v sekvenci Adf v Obr. 5.30 zvýrazněny červeným rámečkem. 

Vůbec nejdůležitějším zbytkem, hrajícím roli nejen ve fixaci F420, ale především v katalytickém 

mechanismu LLHT proteinů, je pravděpodobně bazický H39 (číslováno dle sekvence Adf). 

Tento zbytek je přítomen u všech Apd6 homologů, kromě TomJ (Apd6 z biosyntézy 

tomaymycinu), kde je přítomen polární Q39. V aminokyselinové sekvenci Apd6 proteinů jsou 

přítomné i další konzervované zbytky, jako je například D38, který má u Adf důležitou roli 

ve stabilizaci výdutě, do které se F420 při vazbě zanořuje. Spekuluje se, že právě D38 je hnací 

silou pro formování energeticky nevýhodné ne-prolyl cis peptidové vazby, která umožňuje 

vytvořit zmíněnou výduť a její přítomnost ve struktuře je pro LLHT typická.57,77 D38 je u Adf 

v pozici silně fixován solným můstkem k pozitivně nabitému R79, dalšímu konzervovanému 

zbytku LLHT proteinů. Stejný zbytek se v pozici 79 nachází i u Apd6 proteinů, vyjma LmbY, 

kde se ale nachází chemicky podobný, kladně nabitý H79. Jiným významným zbytkem je G179 

interagující s fosfátovou skupinou F420 a jeho absolutní konzervovanost v této pozici vyhraňuje 

F420-závislé členy od FMN-závislých enzymů LLHT rodiny.77 G179 je přítomen v sekvenci 

všech Apd6 homologů. 
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Obr. 5.30. Sekvenční srovnání Apd6 proteinů z biosyntézy PBD (Por15, SibT, Lim12, Orf14, 
TomJ), linkomycinu (LmbY), griselimycinu (GriH) a hormaomycinu (HrmD) s archaeálním 
proteinem Adf, F420-závislou alkohol dehydrogenasou ze stejné LLHT rodiny. (A) Sekvenční 
srovnání – motivy sekundární struktury Adf jsou znázorněny nad aminokyselinovou sekvencí Adf, zbytky 
hrající u Adf roli ve vazbě substrátu a F420 jsou zvýrazněny červeným rámečkem. (B) Míra sekvenční 
identity LmbY k Adf a jiným Apd6 proteinům. 

 

5.6.2 Formulace hypotézy o místě vazby substrátu a kofaktoru ve struktuře Apd6 

Bez dat objasňujících krystalovou strukturu Apd6 proteinů nelze jednoznačně 

determinovat aminokyselinové zbytky zodpovědné za jejich rozdílnou substrátovou 
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a v případě LmbY a GriH navíc i reakční specifitu. Nicméně, k úvahám a následnému 

vyslovení hypotézy o katalytickém mechanismu Apd6 proteinů byl jako model vybrán Adf, 

u kterého byla popsána struktura jak s navázaným substrátem, tak kofaktorem F420,77 přestože 

je aminokyselinová sekvenční podobnost Adf k LmbY (Obr. 5.30B), a tedy i k ostatním Apd6 

proteinům, nízká.  

Z porovnání aminokyselinových sekvencí Adf a Apd6 homologů je patrné, že jejich 

sekvence jsou relativně konzervované v oblastech, které byly v případě Adf určeny jako 

významné pro interakci se substrátem a F420, přičemž jako vůbec nejzajímavější se jeví 

konzervovaný úsek D38 – W43, který u Adf odpovídá především za fixaci substrátu v aktivním 

místě. D38 interaguje s kofaktorem F420, H39 a W43 vytvářejí se substrátem Adf vodíkové 

vazby. Prostorová orientace zbytků v pozicích 40 – 42 je tudíž relativně limitovaná, čímž se 

zároveň definuje oblast pro vazbu substrátu. Aceton, substrát Adf, poskytuje 

aminokyselinovým zbytkům aktivního místa relativní volnost v orientaci jejich postranních 

řetězců. K esenciální interakci dvou klíčových zbytků, H39 a W43, s karbonylovou skupinou 

acetonu je nezbytný zlom proteinového řetězce, který je umožněn přítomností P42. 

Pro návrh dalších experimentů jsme vyšli z předpokladu, že analogické interakce se 

substrátem jako v Adf se uplatní i u Apd6 proteinů. K získání bližší představy prostorových 

rozdílů mezi aktivním místem proteinů se schopností redukovat pouze endocyklickou dvojnou 

vazbu (Por15, Lim12, SibT, HrmD, GriH) a aktivním místem proteinů se schopností redukovat 

navíc také exocyklickou dvojnou vazbu (LmbY, GriH), bylo vytvořeno srovnávací schéma 

domnělých aktivních míst Apd6 homologů (Obr. 5.31A) a Adf (5.31B). Schéma vychází 

z krystalové struktury aktivního místa Adf (Obr. 5.31C),77 přičemž aminokyselinové zbytky 

v sekvenci Adf byly zaměněny za odpovídající zbytky ve stejné pozici konkrétního Apd6 

homologu, pro který bylo schéma vytvořeno. Zajímavé rozdíly byly determinovány v již 

zmíněné vysoce konzervované oblasti (D38 – W43). Ve srovnání s Adf, všechny Apd6 

homology namísto prolinu v pozici 42 obsahují jinou nepolární aminokyselinu, a to prostorově 

náročnější W42. Tato odchylka v substrát-vazebné oblasti může odrážet skutečnost, že Apd6 

homology (v porovnání s Adf) váží ve svém aktivním místě o poznání objemnější substrát. 

Dále, W43 přítomný v Adf je u všech Apd6 homologů zaměněn za R43. Lze předpokládat, 

že vedle H39 je R43, obdobně jako W43 u Adf, dalším klíčovým zbytkem, který interaguje 

se substrátem. Konkrétně bylo predikováno, že H39 interaguje s iminovým dusíkem 

substrátu 5, guanidinová skupina R43 pak fixuje substrát interakcí s jeho karboxylovou 

skupinou. 
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Obr. 5.31. Aktivní místo proteinu Adf ko-krystalizovaného se substrátem (aceton; PDB ID 1RHC) 
a srovnávací schémata Apd6 proteinů. (A) Schéma aktivních míst Apd6 z PBD, GriH, HrmD a LmbY. 
(B) Adf aktivní místo. (C) Adf: I − detailní ilustrace H-vazebných interakcí acetonu (ACN) s H39 a W43. 
II − Detailní ilustrace H-vazebných interakcí F420H2 s D38 a ACN352 s H39. 
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 Pokud se v uvažované oblasti (zbytky v pozicích 38 – 43; Obr. 5.32) dále podrobně 

zaměříme na rozdíly výhradně v sekvencích Apd6 homologů, nejzásadnější odchylky 

nalezneme v pozici 41. Konkrétně se jedná o přítomnost K41 v sekvenci LmbY (Apd6 

z biosyntézy linkomycinu) namísto M41 (Apd6 z biosyntézy PBD), W41 (Apd6 z biosyntézy 

hormaomycinu) a Q41 (Apd6 z biosyntézy griselimycinu). Zatímco postranní řetězce M a W 

jsou nenabité (nepolární), ωNH2 skupina K je polární a ionizovatelná. Na základě toho jsme 

predikovali, že právě lysinový zbytek v pozici 41 LmbY může určovat orientaci substrátu vůči 

kofaktoru tak, že umožní redukci obou dvojných vazeb. Polární Q41 v GriH (Apd6 z biosyntézy 

griselimycinu) je diskutabilní, neboť in vitro redukční profil GriH ukázal na schopnost tohoto 

homologu redukovat jak jednu, tak obě dvojné vazby. Ze schématu by se dalo předpokládat, 

že jeho reakční specifita by měla spíše odpovídat Apd6 homologům z biosyntézy PBD (tedy 

jednonásobná redukce) než LmbY (dvojnásobná redukce). Nicméně, výše uvedená úvaha 

vyzdvihující důležitost aminokyseliny v pozici 41 tímto není vyloučena, tento zbytek může hrát 

kruciální roli v determinaci reakční specifity Apd6 proteinů. Zároveň však, účast dalších, dosud 

neuvažovaných aminokyselinových zbytků, není tímto vyloučena.  

 

 
Obr. 5.32. Sekvenční porovnání Adf a Apd6 proteinů: detail pravděpodobného substrát-
vazebného místa v oblasti D38 – W43. Je předpokládáno, že aminokyselinové zbytky v této oblasti 
formují aktivní místo Apd6 proteinů (čísla nad sekvencí Adf korespondují s číslováním aminokyselin). 
Červeně zvýrazněny jsou lišící se aminokyselinové zbytky u Apd6 proteinů. 

 

5.6.3 Cílená mutageneze předpokládaného aktivního místa 

K získání podpůrných důkazů výše stanovené hypotézy o aminokyselinových zbytcích 

rozhodujících o tom, zda nastane jedno- či dvojnásobná redukce, bylo přistoupeno k mutační 

analýze. Testování mutantních Apd6 proteinů probíhalo in vitro za analogických podmínek, 

jaké byly použity pro testování aktivity nemutovaných Apd6. Identita látek 5a, 6a a 7a 

v UHPLC-MS analýzách byla potvrzena srovnáním MS spekter a tR standardů těchto látek.  

 

Pokus o vyřazení oxidoreduktasové aktivity LmbY 

Nejprve bylo testováno, zda záměna některého ze zbytků D38 – W43, u nichž je 

predikována účast ve vazbě F420 či substrátu, za malou aminokyselinu A (v pozici 41 také 
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S a V) zruší katalytickou aktivitu LmbY. Předpokládalo se, že k vyřazení funkce dojde alespoň 

u mutantní formy LmbY K41A. UHPLC-MS analýza in vitro reakčních směsí však ukázala, 

že všechny testované mutantní formy LmbY, konkrétně mutace D38A, H39A, K41A, K41S, 

K41V, W42A i R43A mají stejnou reakční specifitu jako nemutovaný LmbY (Obr. 5.33). Jinými 

slovy, všechny uvedené mutanty stále katalyzovaly dvojnásobnou redukci substrátu, přeměnu 

látky 5a na látku 6a, a to s obdobnou účinností jako nemutovaný LmbY. Je tedy zřejmé, 

že záměna žádného z testovaných aminokyselinových zbytků nemění katalytickou aktivitu 

LmbY a i reakční specifita zůstává zachována. 
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Obr. 5.33. UHPLC-MS analýza in vitro reakce mutovaných forem LmbY. (A) LmbY D38A, (B) LmbY 
H39A, (C) LmbY K41A, (D) LmbY K41S, (E) LmbY K41V, (F) LmbY W42A, (G) LmbY R43A. LC-MS-
ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) odpovídající substrátu 5a (šedě) a produktu 6a (modře). 
Jednoduchou záměnou aminokyselin v pozicích D38 – W43 nedošlo k inaktivaci ani změně reakční 
specifity u žádné z mutantních variant LmbY. Všechny mutanty stále katalyzovaly dvojnásobnou redukci 
s obdobnou účinností jako nemutovaný LmbY. 

 

Pokus o změnu reakční specifity Apd6 homologů 

Dále bylo hlouběji cíleno na nejvíce inkriminované místo, pozici 41, které by dle 

hypotézy mělo mít na reakční specifitu Apd6 proteinů nejvýznamnější vliv. Připraveny byly 

následující mutantní varianty: LmbY K41Q (náhrada K41 za Q41 přítomný v GriH), LmbY 

K41M (náhrada K41 za M41 přítomný v Apd6 z biosyntézy PBD), Por15 M41K (náhrada M41 

za K41 přítomný v LmbY), GriH Q41K (náhrada Q41 za K41 přítomný v LmbY). Cílem těchto 

mutací bylo zaměnit reakční specifitu LmbY (dvojnásobná redukce) za specifitu PBD 

homologu Por15 (jednonásobná redukce) a naopak, tedy specifitu Por15 za LmbY, a dále 

specifitu GriH (jedno/dvojnásobná redukce) za specifitu LmbY. UHPLC-MS analýzou 

reakčních směsí bylo zjištěno, že reakční specifita mutantních variant nebyla změněna ani 
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v jednom případě, reakční profily testovaných mutant odpovídají nemutovaným variantám 

Apd6 homologů (Obr. 5.34). 

 
Obr. 5.34. UHPLC-MS analýza in vitro reakcí mutovaných Apd6 proteinů. (A) LmbY K41Q, 
(B) LmbY K41M, (C) Por15 M41K, (D) GriH Q41K. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) 
odpovídající substrátu 5a (šedě) a produktům 6a (modře) a 7a (červeně). Jednonásobnou záměnou 
aminokyseliny v pozici 41 nedošlo k inaktivaci či změně reakční specifity u žádné z testovaných Apd6 
mutantních variant. Všechny mutanty LmbY stále katalyzovaly dvojnásobnou redukci 5a, analogicky 
mutanta Por15 a mutanta GriH stále katalyzovaly jednonásobnou, resp. jedno/dvojnásobnou redukci 
stejného substrátu. 
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Pozice 15 a 17: další kandidátní aminokyselinové zbytky ovlivňující reakční specifitu 

Z výše uvedených experimentálních výsledků vyplývá, že jednoduché mutace 

v konzervované oblasti D38 – W43 nemají na aktivitu Apd6 proteinů žádný vliv. To ovšem 

nevyvrací jejich predikovaný význam v katalýze reakce. Jak již bylo dříve vysloveno, nyní se 

potvrzuje, že zde bude hrát roli zřejmě ještě další zbytek, či zbytky. Pozornost se tedy zpátky 

obrací ke zkonstruovanému schématu domnělých aktivních míst Apd6 proteinů. Na základě 

analýzy jejich širšího okolí bylo nově uvažováno, že na natočení substrátu v aktivním místě 

mohou mít také vliv interakce se zbytky v pozicích 15 a 17 (detail je zobrazen v Obr. 5.35). 

Připraveny a testovány proto také byly následující mutantní varianty: LmbY H15K (náhrada 

H15 za K15 přítomný v Por15), LmbY A17K (náhrada A17 za K17 přítomný v Por15), Por15 

K15H (náhrada K15 za H15 přítomný v LmbY), Por15 K17A (náhrada K17 za A17 přítomný 

v LmbY). UHPLC-MS analýzou reakčních směsí nebyly zjištěny žádné změny aktivit 

ve srovnání s nemutovanými Apd6 proteiny (Obr. 5.36). 

 
Obr. 5.35. Sekvenční porovnání Adf a Apd6 proteinů: zaměřeno na aminokyseliny v pozicích 15 
a 17. Na základě analýzy širšího okolí předpokládaného substrát-vazebného místa bylo nově 
predikováno, že i tyto zbytky mohou interagovat se substrátem a tím ovlivňovat substrátovou i reakční 
specifitu Apd6 proteinů (čísla nad sekvencí Adf korespondují s číslováním aminokyselin).  
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Obr. 5.36. UHPLC-MS analýza in vitro reakcí mutovaných LmbY a Por15. (A) LmbY H15K, (B) LmbY 
A17K, (C) Por15 K15H, (D) Por15 K17A. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) odpovídající 
substrátu 5a (šedě) a produktům 6a (modře) a 7a (červeně). Jednoduchou záměnou aminokyselin 
v pozicích 15 a 17 nedošlo k inaktivaci či jiné katalytické změně u žádné z mutantních variant LmbY 
ani Por15. Všechny mutanty LmbY stále katalyzovaly dvojnásobnou redukci 5a, všechny mutanty Por15 
stále katalyzovaly pouze jednonásobnou redukci stejného substrátu. 

 

Testování několikanásobných mutantních variant 

Poslední část mutační analýzy byla zaměřena na přípravu několikanásobných mutant. 

Opět, záměrem experimentu byla změna reakční specifity Apd6 proteinů. Testovány byly 

dvojité mutanty: LmbY VL40,41KM – těmito mutacemi je dosaženo toho, že konzervovaná 

sekvence D38 – R43 v plné délce odpovídá sekvenci PBD homologům (DHLMWR namísto 

DHVKWR), Por15 KM40,41VL – těmito mutacemi je dosaženo toho, že konzervovaná 

sekvence D38 – R43  v plné délce odpovídá sekvenci LmbY (DHVKWR namísto DHLMWR), 

LmbY HA15,17KK – pozice 15 a 17 jsou zaměněny za aminokyseliny přítomné v Por15. 

Závěrem byly připraveny a testovány několikanásobné mutanty LmbY: AVK17,40,41KLM a 

HAVK15,17,40,41KKLM. UHPLC-MS analýzou reakčních směsí opět nebyly zjištěny žádné 

změny v katalytické aktivitě ve srovnání s nemutovanými Apd6 proteiny (Obr. 5.37). 
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Obr. 5.37. UHPLC-MS analýza in vitro reakce mutovaného LmbY a Por15. (A) LmbY VL40,41KM, 
(B) Por15 KM40,41VL, (C) LmbY HA15,17KK, (D) LmbY AVK17,40,41KLM, (E) LmbY 
HAVK15,17,40,41KKLM. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]+) odpovídající substrátu 5a 
(šedě) a produktům 6a (modře) a 7a (červeně). Ani několikanásobnou záměnou aminokyselin v pozicích 
15, 17, 40 a 41 kupodivu nedošlo k inaktivaci enzymu či jakékoliv katalytické změně. 
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5.7 Příprava a analýza krystalů LmbY a Por15 pro strukturní studii 
 

Vzhledem k tomu, že se mutační analýzou nepodařil prokázat vliv vytipovaných 

aminokyselinových zbytků na rozdílnou reakční specifitu Apd6 reduktas, rozhodli jsme se 

pro složitější, avšak spolehlivější cestu − přípravu krystalů proteinů. Krystalová struktura 

poskytne úplnou informaci o uspořádání aktivních míst Apd6 proteinů. Vybrány byly dva 

kandidátní proteiny, LmbY, který představuje zástupce se schopností dvojnásobné redukce, 

Por15 je zástupcem proteinů katalyzujících jednonásobnou redukci.  

 

5.7.1 Příprava rekombinantních proteinů LmbY, Por15 pro krystalizaci 

Rekombinantní LmbY a Por15 byly připravovány dle již optimalizovaného protokolu 

s tím rozdílem, že kultivace transformované E. coli BL21 (DE3)/pGroESL probíhala 

v obohaceném LB médiu, ve kterém kultura dosahuje vyšší OD (ve srovnání se základním LB 

médiem). Proteiny uvolněné dezintegrací buněk z původního kultivačního objemu 2 – 6 l byly 

purifikovány ve třech krocích. První krokem byla afinitní chromatografie na kolonce HiTrapTM, 

kterou se podařilo Apd6 proteiny izolovat v dostatečném množství, ovšem značnou část frakce 

tvořily chaperoniny. Následovala iontově výměnná chromatografie – LmbY byl 

z chromatografické kolony eluován při 35% B, Por15 při 42% B (Obr. 5.38). Tímto krokem se 

podařilo odstranit podstatnou část nežádoucích proteinů, avšak Apd6 proteiny stále nebyly 

dostatečně čisté pro krystalizaci. Posledním krokem proto byla gelová filtrace – LmbY byl 

z kolony eluován ve frakci odpovídající 0,57 CV, Por15 ve frakci odpovídající 0,54 CV 

(Obr. 5.39). Gelovou filtrací se podařilo oddělit zbývající chaperoniny a získat tak čisté LmbY 

i Por15 vhodné pro krystalizační studii (Obr. 5.40). Z 1 l kultivace bylo průměrně získáno 

1,5 mg purifikovaného LmbY a 2,9 mg purifikovaného Por15. 
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Obr. 5.38. Chromatografický záznam iontově výměnné chromatografie při 280 nm. (A) LmbY je 
z kolony eluován při 35% B a (B) Por15 při 42% B. 

 
Obr. 5.39. Chromatografický záznam gelové filtrace při 280 nm. (A) LmbY je z kolony eluován 
ve frakci odpovídající 0,57 CV a (B) Por15 ve frakci odpovídající 0,54 CV. 
 

 
Obr. 5.40. Purifikované LmbY a Por15 určené pro krystalizaci. (A) Purifikovaný LmbY a 
(B) purifikovaný Por15 po afinitní chromatografii (I), iontově výměnné chromatografii (II) a gelové filtraci 
(III). U obou proteinů bylo dosaženo požadované čistoty až po gelové filtraci. SDS-PAGE – purifikované 
proteiny jsou znázorněny černou šipkou. M=standard molekulové velikosti proteinů.  
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5.7.2 Stanovení optimálních krystalizačních podmínek proteinu LmbY  

Krystalizace proteinu LmbY byla pozorována ve všech testovaných sadách 

krystalizačních činidel. První růst krystalů bylo možné zpravidla pozorovat již po 12 – 36 h 

od nasazení (Obr. 5.41). Pozorována byla různorodá morfologie krystalů, v závislosti na 

konkrétních krystalizačních podmínkách (Obr. 5.42). Shodně, u všech testovaných 

krystalizačních činidel se jako nejefektivnější jeví ředění protein:činidlo v poměru 2:1. 

V jamkách s tímto ředěním byly pozorovány krystaly požadovaného tvaru i velikosti 

pro rentgenovou difrakci (krystaly s ostrými hranami o velikosti až 200 μm). U ředění 1:1 byl 

pozorován nárůst výrazně menších krystalů, ředění 1:2 se ukazuje jako nejméně vhodné, 

neboť protein ve srovnání s ostatními dvěma ředěními značně precipitoval již po 12 h 

od nasazení (Obr. 5.43). 

Přehled podmínek, při kterých vznikají krystaly LmbY vhodné pro rentgenovou difrakční 

analýzu, jsou souhrnně uvedeny v Tab.  5.1.  
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Obr. 5.41. Růst krystalů LmbY v čase. (A) JCSG+ Suite: 20% w/v PEG 8000, 0,2 M NaCl, 
0,1 M C6H5O11P-6, pH 4,2; protein:činidlo – 2:1. (B) PACT premierTM: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M 
Na2SO4, 0,1 M C11H26N2O6, pH 6,5; protein:činidlo – 2:1. Koncentrace nanášeného LmbY: 11 mg ∙ ml-
1. Růst krystalů ve 20°C. 
 
 

 
Obr. 5.42.  Různorodá morfologie krystalů LmbY. (A) BCS Screen: 25% w/v PEG 3350, 0,2 M NaCl, 
0,1 M Bis-Tris, pH 5,5; protein:činidlo – 2:1. (B) XP Screen: 1 mM TEW, 1 M C2H3NaO2, 0,1 M imidazol, 
pH 6,5; protein:činidlo – 2:1. (C) SG1TM Screen: 0,2 M Li3C6H5O7, 20% w/v PEG 3350; protein:činidlo 
– 1:1.  (D) PACT premierTM: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M Na2SO4, 0,1 M C11H26N2O6, 7,5 pH; 
protein:činidlo – 2:1. Koncentrace nanášeného LmbY: 11 mg ∙ ml-1. Růst krystalů 132 h ve 20°C. Záznam 
ve viditelném světle. 
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Obr. 5.43. Vliv poměru krystalizačního činidla a proteinu na růst krystalů LmbY. PACT premierTM: 
20% w/v PEG 3350, 0,2 M NaI; protein:činidlo – 2:1, 1:1, 1:2: jako nejefektivnější se jeví ředění 
protein:činidlo v poměru 2:1. Koncentrace nanášeného LmbY: 11 mg ∙ ml-1. Růst krystalů 132 h ve 20°C. 
Záznam ve viditelném světle. 

 
Tab. 5.1. Souhrnný přehled optimálních krystalizačních podmínek LmbY. 
 

 
 

5.7.3 Stanovení optimálních krystalizačních podmínek proteinu Por15  

Krystalizace proteinu Por15 byla pozorována ve všech testovaných sadách 

krystalizačních činidel, ovšem v porovnání s LmbY s výrazně nižší účinností. První růst 

krystalů bylo sice možné pozorovat ihned po nasazení (Obr. 5.44), pozorována byla taktéž 

různorodá morfologie krystalů (Obr. 5.45), avšak Por15 ve většině testovaných krystalizačních 

podmínkách krystaloval ve formě srostlic (Obr. 5.45A-B,D), které nepředstavují příliš vhodnou 

formu pro rentgenovou difrakci. Stejně jako u LmbY, i u Por15 se ve všech testovaných 

krystalizačních činidlech jako nejefektivnější jeví ředění protein:činidlo v poměru 2:1. 

V jamkách s tímto ředěním byly pozorovány krystaly dosahující vhodné velikosti 

pro rentgenovou difrakci (až 210 μm). Ředění 1:1 i 1:2 se ukázalo jako neúčinné, neboť protein 

značně precipitoval již po 12 h od nasazení (Obr. 5.46).  

Přehled konkrétních podmínek, při kterých vznikají krystaly Por15 vhodné 

pro rentgenovou difrakční analýzu, jsou souhrnně uvedeny v Tab.  5.2. 
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Obr. 5.44. Růst krystalů Por15 v čase. (A) XP Screen: 25% v/v EG, 1 mM TEW; protein:činidlo – 2:1. 
(B) SG1TM Screen: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M NaSCN; protein:činidlo – 2:1. Koncentrace nanášeného 
Por15: 18 mg ∙ ml-1. Růst krystalů 36 h ve 20°C. 
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Obr. 5.45. Různorodá morfologie krystalů Por15. (A) SG1TM Screen: 20% w/v PEG 3350, 
0,2 M NaSCN; protein:činidlo – 2:1. (B) BCS Screen: 3 M NaCl, 0,1 M Bis-Tris, pH 5,5; protein:činidlo – 
1:1. (C) XP Screen: 25% v/v EG, 1 mM TEW; protein:činidlo – 2:1. (D) BCS Screen: 1,6 M MgSO4, 
0,1 M MES, pH 6,5; protein:činidlo – 2:1. Koncentrace nanášeného Por15: 18 mg ∙ ml-1. Růst krystalů 
36 h ve 20°C. Záznam ve viditelném světle. 
 

 
Obr. 5.46. Vliv poměru krystalizačního činidla a proteinu na růst krystalů Por15. BCS Screen: 
1,6 M MgSO4, 0,1 M MES, pH 6,5; protein: činidlo – 2:1, 1:1, 1:2: jako nejefektivnější se jeví ředění 
protein:činidlo v poměru 2:1.  Koncentrace nanášeného Por15: 18 mg ∙ ml-1. Růst krystalů 36 h ve 20°C. 
Záznam ve viditelném světle. 

 
Tab. 5.2. Souhrnný přehled optimálních krystalizačních podmínek Por15. 
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5.7.3.1 Ověření proteinových krystalů pomocí rentgenové difrakční analýzy 

 Rentgenovou difrakcí byly získány difrakční snímky s rozlišením 7,4 Å pro LmbY, 

respektive 5,1 Å pro Por15 (Obr. 5.47). Bylo ověřeno, že se jedná o krystaly proteinů, jelikož 

reflexe jsou rozmístěny blízko lapače primárního svazku. V případě Por15 nepravidelnost 

difrakčního obrazce naznačuje přítomnost více monokrystalů, což odpovídá pozorované 

krystalové morfologii. V další části práce bude zapotřebí podmínky krystalizace a kryprotekce 

optimalizovat tak, aby bylo dosaženo rozlišení dostatečné pro určení struktury a zároveň byly 

odstíněny všechny artefakty měření, jako například vodní kruhy vznikající difrakcí 

na krystalech ledu (Obr. 5.47B). 

 
Obr. 5. 47. Difrakční snímek krystalů (A) LmbY a (B) Por15 zchlazené na teplotu 100 K. Tmavé 
skvrny – pozitivní interference, světlá místa – negativní interference (šum pozadí). Vodní kruhy 
představují práškovou difrakci na krystalech ledu. 

 

5.8 Bioinformatická analýza Apd6 proteinů 
 

 Dvojnásobná F420H2-závislá redukce katalyzovaná LmbY představuje unikátní 

enzymovou aktivitu, proto byl tento protein podroben bioinformatické analýze s cílem zjistit: 

(1) zda není ve veřejných databázích publikován homolog, u kterého by se dala předpokládat 

stejná reakční specifita a dále (2) odhalit evoluční aspekty vzniku této neobvyklé aktivity. 

 Obr. 5.48 ukazuje sekvenčně-podobnostní síť (SSN, z angl. sequence similarity 

network) 5 000 proteinů z UniProt258 databáze, které jsou LmbY sekvenčně nejpodobnější 



134 
 

a zároveň mají ještě významnou míru identity (nejnižší sekvenční identita: 24% a nejvyšší 

E-hodnota: 2e-14), Obr. 5.50 pak ukazuje fylogenetickou analýzu Apd6 proteinů, jejichž 

sekvence pocházejí z GenBank259 databáze. Výstupy obou analýz jsou analogické a vzájemně 

si odpovídají. Výstup fylogenetické analýzy zobrazuje pouze detailní pohled zaměřený 

na Apd6 proteiny, ačkoliv vzhledem k vyššímu počtu záznamů v databázi GenBank 

než v databázi UniProt, vznikla zpracováním většího počtu sekvencí. Na druhou stranu, SSN 

analýza zajímavě ukazuje vlastní skupinu Apd6 proteinů zakotvenou v podstatně 

širším kontextu pravděpodobných archaeálních a bakteriálních LLHT (zobrazuje všech 5 000 

vstupních sekvencí; celkový pohled). Výsledky obou analýz jsou popsány v následujících dvou 

kapitolách.  

 

5.8.1 Sekvenčně-podobnostní síť LmbY-homologních proteinů 

 Data pro konstrukci SSN byla generována pomocí on-line nástroje EFI-EST,260 

ze získaných dat byla síť následně vytvořena pomocí Cytoscape 3.5.0. Datový soubor, 

ze kterého analýza vychází, je k dispozici on-line na DOI 10.6084/m9.figshare.11417559. Síť 

zobrazuje 95% reprezentativní uzly, což znamená, že proteiny sdílející více jak 95% sekvenční 

identitu jsou zobrazeny jako jeden uzel (Obr. 5.48). 
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Obr. 5.48. Sekvenčně-podobnostní síť pravděpodobných oxidoreduktas z LLHT rodiny proteinů 
zobrazující 5 000 LmbY-nejpodobnějších proteinů jako uzly. (A) Barevné uzly (kruh A a B) 
představují Apd6 proteiny zapojené do biosyntézy APD prekurzorů vznikajících z L-tyrosinu nebo 
L-leucinu. Sestava sousedních apd genů je znázorněna tvarem uzlu, typ produkovaného metabolitu je 
znázorněn barvou. Znázornění kruhů A – C je uvedeno pro možnost odkazu na podskupiny proteinů 
v následujícím textu. (B) Struktury známých/predikovaných Apd6 substrátů a produktů (stanoveno 
na základě analýzy BGS). Tvary geometrických symbolů označují sestavy apd genů, a tím i typ APD 
prekurzoru, a korespondují s tvary v oddílu A. 

 

Apd6 homology jsou majoritně distribuovány mezi Actinobacteria 

 Podrobnou analýzou SSN bylo zjištěno, že většina široce definované skupiny Apd6 

homologů (tj. 5 000 proteinů) pochází z Actinobacteria, a to celých 71 % (Obr. 5.49). 

Mezi bakteriemi jsou dále hojně zastoupené například taxonomicky nejbližší kmen 

Chloroflexi (8 %) či Proteobacteria (5 %).  



136 
 

 
Obr. 5.49. Zastoupení Actinobacteria v SSN 5 000-LmbY nejpodobnějších proteinů. Vlevo – 71 % 
uzlů (žlutě) představují aktinobakteriální proteiny. Vpravo – kromě proteinů z Actinobacteria jsou dále 
například hojně zastoupeny proteiny z Chloroflexi (8 %) a Proteobacteria (5 %). 

 

SSN jako nástroj pro vyhledávání nových APD-inkorporujících látek 

 V recentní studii13 byly pomocí BLASTP261 analyzovány proteiny kódované v okolí genů 

kódujících charakterizované Apd6 proteiny a jejich homology, na základě čehož byly odhaleny 

desítky předtím necharakterizovaných BGS, které nesou „apd podshluk“ (definován jako set 

nejméně apd1 a apd2 genů). Některé z nich kódují biosyntézu známých PBD či jejich nových 

analogů (odpovídají modrým uzlům v Obr. 5.48A). Na druhou stranu, nebyl objeven žádný 

BGS kódující biosyntézu linkomycinu, hormaomycinu, griselimycinu nebo jejich analogů. 

Dosud charakterizované APD biosyntetické dráhy vycházející z L-tyrosinu využívají buď celou 

sadu Apd1 − Apd6 proteinů (linkomycin a PBD s 3-C bočním alkylovým řetězcem), případně 

sadu pěti Apd proteinů: sada bez Apd3 (PBD s 2-C bočním alkylovým řetězcem) či sadu 

bez Apd5 (hormaomycin; kap. 2.5.1). Ovšem, několik nově charakterizovaných BGS jsou 

novinkou v souvislosti se složením apd genů. Například, byla identifikována sada bez apd3, 5 

či sada bez apd3,4,5. Lze tedy předpokládat, že Apd6 reduktasy zobrazené uzly na Obr. 5.48A 

v kruhu A a B budou schopny redukovat i další substráty. Na Obr. 5.48B je zobrazen přehled 

potvrzených a predikovaných substrátů a produktů Apd6 proteinů. 

 Apd6 zapojené do biosyntézy látek inkorporujících MPL jsou na Obr. 5.48A znázorněny 

jako fialové uzly. Kromě charakterizovaného Apd6 z griselimycinu (GriH) a známých Apd6 

homologů z biosyntézy malacidinů (MlcP) a intervencinu (Ivb3), byl v rámci této práce z SSN 
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nově identifikován další Apd6 homolog účastnící se biosyntézy dosud neznámé 

MPL-inkorporující látky. Tento Apd6 homolog pravděpodobně shodně katalyzuje redukci 

endocyklické dvojné vazby 4-methyl-∆1-pyrrolin-2-karboxylové kyseliny (odvozeno na základě 

složení BGS této látky – analýzu BGS provedla Mgr. Magdaléna Lenartová) a jeho reakční 

specifita je tudíž analogická k Apd6 z PBD a hormaomycinu (a částečně griselimycinu).  

 V neposlední řadě, výsledky této analýzy poskytují námět pro návazné studie 

kryptických BGS (Obr. 5.48A; Apd6 homology, které jsou kódovány v kryptických BGS, jsou 

znázorněny oranžovými uzly), které mohou potenciálně rozšířit svět APD, či jiných látek 

obsahujících ve své struktuře L-prolinový motiv.  

 

Evoluční aspekty Apd6 proteinů 

 Nápadné rozdělení Apd6 homologů z biosyntézy APD látek do dvou oddělených skupin 

– A a B (Obr. 5.48A), které jsou zároveň napojeny na skupinu C, nás nutí přemýšlet 

o evolučních událostech uvnitř LLHT.  

 Separace uzlů asociovaných s APD biosyntézou do dvou oddělených skupin ukazuje 

na jejich nezávislou evoluci a to pravděpodobně, právě díky shodnému napojení na skupinu 

C, ze společného předka. Na nezávislý evoluční vývoj ukazuje i fakt, že zatímco obě skupiny 

(A i B) jsou asociovány s MPL metabolity (fialové uzly), jen jeden z těchto shluků je dále 

asociován pouze s PBD a linkomycinem (skupina A), zatímco druhý s hormaomycinem 

(skupina B). 

 Lze uvažovat, že společnými předky mohou být proteiny znázorněné uzly ve zmíněné 

skupině C. Analýzou genového kontextu bylo zjištěno, že některé uzly v této skupině jsou 

asociovány s LLHT proteiny kódovanými mimo BGS. Například, žluté uzly ve skupině C 

na Obr. 5.48A  zobrazují LLHT kódované v genomu producenta linkomycinu S. lincolnensis, 

producenta limazepinu S. sp. ICBB 1877 a producenta hormaomycinu S. griseoflavus.  

Na základě specifického ohledání okolí genů kódujících tyto proteiny lze s určitou mírou jistoty 

předpokládat, že jsou tyto proteiny asociovány spíše s centrálním, než specializovaným 

metabolismem.  

 

5.8.2 Fylogenetická analýza 

 Fylogenetická analýza Apd6 proteinů ukazuje výsledek analogický výstupu SSN, pouze 

v detailu. Jako kořen fylogenetického stromu (Obr. 5.50) byl zvolen protein z genomu 

S. lincolnensis (ANS66434.1), který byl již zmíněn výše a u kterého předpokládáme zapojení 

v centrálním metabolismu.  

 Stejně jako v SSN, i zde můžeme pozorovat nápadný rozpad na dvě skupiny proteinů, 

analogicky jako v SSN označených barevně (červený rámeček – v SSN skupina A; modrý 
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rámeček – v SSN skupina B). Na rozdíl od SSN lze ve fylogenetickém stromu detailně 

pozorovat klastrování dle podobnosti struktur výsledných metabolitů, jejichž biosyntézy se 

Apd6 účastní (typ produkovaného metabolitu je uveden číslem uvnitř značky). 

Asi nejmarkantnější klastrování je pozorovatelné u homologů z biosyntézy PBD – lze rozlišit 

PBD limazepinového, sibiromycinového, tomaymycinového, anthramycinového 

i porothramycinového typu. Analogicky jako v SSN, z větvení je patrné, že obě skupiny (A a 

B) vznikly nezávisle, ale z téže skupiny proteinových předchůdců. Vzhledem k tomu, že GriH 

je dosud nejbližším identifikovaným homologem LmbY a přesto má jen částečnou funkční 

shodu (schopný jak jedno- tak dvojnásobné redukce), zdá se, že neobvyklá schopnost 

katalyzovat výlučně dvojnásobnou redukci dělá z LmbY protein unikátní nejen mezi proteiny 

charakterizovanými v této práci, ale také mezi všemi LLHT z GenBank databáze.  

 
- LEGENDA K OBRÁZKU ZOBRAZENÉHO NA NÁSLEDUJÍCÍ STRANĚ - 

 

Obr. 5.50. Zakořeněný fylogenetický strom Apd6 proteinů. Jednotlivé proteiny jsou 
ve fylogenetickém stromu znázorněny přístupovým GenBank kódem (accession number) a 
produkujícím kmenem. Dále je znázorněn i typ produkované látky (odvozeno z Obr. 5.48). Červené 
šipky označují Apd6 charakterizované v této práci. „Boostrapové“ hodnoty (hodnota označuje procento, 
v kolika případech z celkové počtu opakování by dané větvení bylo znázorněno stejným způsobem) 
jsou uvedeny nad uzly větví, počet replikátů byl nastaven na 500.  
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6 DISKUZE 
 

 Hypotéza a několik nepřímých důkazů o funkci LmbY v alkylprolinové dráze 

linkomycinu existovaly již poměrně dlouhou dobu.206,207,218,262 Nicméně, i přes tyto stabilní 

základy, na kterých bylo možné dále stavět, přímý biochemický průkaz enzymové aktivity 

a zařazení LmbY do navrhovaného stupně biosyntézy nebyly nikdy doloženy. 

 S nárůstem počtu sekvenačních projektů, a tím se vzrůstajícím počtem sekvencí 

ve veřejných genových databázích, byly různé variace alkylprolinové/methylprolinové dráhy 

postupně predikovány i v biosyntéze několika dalších SM. Funkce Apd6 homologních proteinů 

je v současné době předpokládána minimálně v biosyntéze pěti PBD, jmenovitě 

anthramycinu,126 porothramycinu,127 limazepinu,128 tomaymycinu131 a sibiromycinu,130 dále pak 

v biosyntéze hormaomycinu,202 griselimycinu263 a také nově objevených malacidinů238 

a linkosamidu intervencinu.97 Ve všech případech se jedná o aktinobakteriální metabolity 

s významnou biologickou aktivitou, a tím pádem o látky potenciálně zajímavé nejen 

pro farmaceutický výzkum. 

 Nativní substráty Apd6 homologů mají společný základ − prolinový kruh, který je dále 

různě modifikován (Obr. 6.1A). V zásadě se substráty Apd6 homologů liší v saturaci a poloze 

dvojných vazeb a/nebo délce bočního alkylového řetězce. Nepřímá indicie o rozdílné reakční 

specifitě Apd6 homologů byla prezentována relativně nedávno.236 Aby z 5a/5b vznikl plně 

nasycený 6a/6b, musí linkomycinový Apd6 katalyzovat dvě následné redukce, což je velmi 

neobvyklé. Naopak, pro homologní Apd6 z biosyntézy PBD je zcela evidentní, že k tomu, aby 

vznikl mononenasycený 7a/7b, redukována musí být jen jedna z dvojných vazeb stejného 

substrátu. V rámci této práce se podařilo in vitro objasnit reakční specifitu šesti Apd6 homologů 

v reakci s identickým substrátem, látkou 5a (Obr. 6.1B). 
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Obr. 6.1. Souhrnný přehled chemických struktur (A) předpokládaných nativních substrátů Apd6 
homologů a jejich reakčních produktů a (B) schématické znázornění in vitro reakcí 
katalyzovaných Apd6 homology – reakce byly provedeny za účelem stanovení reakční specifity Apd6 
(HrmD, Por15, SibT, Lim12, LmbY, GriH), proto byla jako substrát použita výhradně látka 5a, která je 
přirozeným substrátem jen pro Por15, SibT a LmbY. 

 

Dostupnost F420 je limitujícím faktorem pro studium 5-deazaflavin-závislých enzymů 

 Existují zřejmě dva hlavní důvody, proč funkce Apd6 proteinů nebyla úspěšně vyřešena 

již dávno. První z nich jsou komplikace při přípravě rekombinantních proteinů (diskutováno 

v následující kapitole), druhým je nedostupnost kofaktoru F420 pro in vitro testování proteinů.

 Většina laboratoří se pokouší o produkci a purifikaci F420 z různých, většinou pomalu 

rostoucích F420-syntetizujících mikroorganismů, včetně Archaea (Methanobacterium, 

Methanococcus, Methanosacrina) a Actinobacteria (Actinomadura, Actinoplanes, 

Streptomyces, Nocardia, Mycobacteria), s různými výtěžky (Tab. 6.1).252 Při analýze 

F420-produkujících mikroorganismů se jako nejlepší producent ukázal M. smegmatis – 

mikrobiální druh, který v porovnání s methanogeny snadno a rychle roste, je nepatogenní a 

náklady na kultivaci jsou relativně nízké.252 Od tohoto poznatku se odrážejí některé další 

úspěšné práce zaměřující se na in vivo produkci F420. Například, v roce 2010 byla publikována 

práce o produkci F420 v geneticky modifikované M. smegmatis. Bylo ukázáno, že ko-expresí 

tří F420-biosyntetických genů z M. tuberculosis v produkčním organismu M. smegmatis a 
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optimalizací kultivačních podmínek je možné získat až 10× více F420 v porovnání s typovým 

kmenem.251  

 Úplnou novinkou je pak produkce F420 v E. coli. Revizí F420-biosyntetické dráhy 

u Bacteria bylo v r. 2019 nově prokázáno, že substrátem zúčastněného enzymu FbiD, 

formujícího jeden z esenciálních prekurzorů pro biosyntézu F420, je fosfoenolpyruvát (PEP) 

a ne do té doby předpokládaný 2-fosfo-L-laktát (2-PL; Obr. 6.2).64 Toto zjištění přineslo zásadní 

zlom, neboť na rozdíl od 2-PL je PEP v E. coli hojně zastoupeným intermediátem glykolýzy 

a glukoneogeneze a tedy je volně přístupný dalším transformacím. Z biosyntetického hlediska 

tedy v genové výbavě E. coli teoreticky chybí k produkci F420 už jen čtyři F420-biosyntetické 

geny – fbiA, fbiB, fbiC, fbiD. Ve stejné studii bylo ukázáno, že skutečně expresí těchto genů, 

které jsou do  E. coli vneseny na plazmidu, je možné z E. coli získat srovnatelné množství F420, 

jako z F420-přirozeně produkujících kmenů.  

 Pro úplnost, v literatuře existují i práce zaměřující se na chemickou syntézu 

5-deazaflavinů,264 recentní studie dokonce ukazuje i možnost přípravy a využití nepřirozeného 

5-deazaflavinu, F0-5´-fosfátu, chemo-enzymatickou cestou.265 Postupem lze z kultivačního 

média získat až slibných 50 μM ∙ l-1.  

 Zlepšení metod preparativní produkce F420 vedoucí k větším výtěžkům s menšími 

ekonomickými náklady je více než žádoucí, neboť F420/F420H2-závislé enzymy představují 

cenný, avšak dosud nepříliš využívaný nástroj biotechnologického průmyslu (kap. 6.6.2).266,267 

Už teď je ale zřejmé, že současný stav poznání otevírá dveře pro mnohem rozsáhlejší studium 

F420/F420H2-závislých enzymů, než tomu bylo doposud.  

 
Tab. 6.1. Příklady publikovaných F420-produkčních systémů. 

Zdroj 
Výtěžek F420        

[μM ∙ g-1 buněčné 
biomasy] 

Růstové podmínky 

Methanobacterium 
thermoautotrophicum252 1,70 a Růst ve fermentoru za anaerobních 

podmínek, komplexní médium 

Streptomyces coelicolor252 0,04 a Růst ve fermentoru, komplexní médium 

Rhodococcus rhodochrous252 0,11 a Růst ve fermentoru, komplexní médium 

Mycobacterium smegmatis252 0,30 a Růst ve fermentoru, komplexní médium 

Mycobacterium smegmatis251 – 
nadprodukce F420 biosyntetických genů 3,00 b Růst ve 37°C ve třepačce, komplexní 

médium 
Escherichia coli64 – nadprodukce 
F420 biosyntetických genů 0,30 c Růst ve 30°C ve třepačce, minimální 

médium 
a koncentrace odhadnutá z absorbance při 400 nm, užitý extinkční koeficient: 25,7 mM-1 ∙ cm-1 

b koncentrace v publikaci přímo neuvedena, pouze zmíněno, že produkce je 10× vyšší než u divokého 
kmene M. smegmatis 
c koncentrace odhadnutá z absorbance při 420 nm, užitý extinkční koeficient: 41,4 mM-1 ∙ cm-1 
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Obr. 6.2. Detail reakce katalyzované proteinem FbiD v biosyntéze kofaktoru F420 (stejnou reakci 
v Archaea katalyzuje homolog CofC). (A) Dle revidované verze je substrátem reakce v buňce běžně 
dostupný fosfoenolpyruvát a jeho specializovaná syntéza tedy není třeba. (B) Původní verze jako 
substrát předpokládala 2-fosfo-L-laktát. Nové poznatky otevírají dveře k produkci F420 v E. coli (převzato 
a upraveno64). 

 

6.1 Zhodnocení nadprodukce, purifikace a charakterizace Apd6 proteinů 
 

6.1.1 Obtížnost nadprodukce Apd6 zřejmě odráží nepřítomnost F420 v E. coli 

 Druhý důvod, proč funkce Apd6 proteinů nebyla úspěšně vyřešena již dříve, má zcela 

jistě souvislost s produkcí a purifikací rozpustných rekombinantních proteinů. Obecně bylo 

pozorováno, že při nadprodukci Apd6 dochází k jejich značné precipitaci ve formě 

nerozpustných tělísek, což svědčí o problémech se skládáním do nativní konformace. 

Skládání proteinu může ovlivňovat řada faktorů.  

Pokud se zaměříme na proteiny na aminokyselinové úrovni, problémy se skládáním 

může způsobovat His-kotva, se kterou byly Apd6 produkovány. Vzhledem k velikosti His-kotvy 

(~2,5 kDa) se předpokládá, že by neměla významně interferovat s funkcí či strukturním 

uspořádáním většiny proteinů.268 Nicméně, v literatuře lze dohledat poznatky, že tomu nemusí 

vždy tak být. Například ve studii Mohanty a Wiener (2003) byl demonstrován vliv nejen pozice, 

ale i délky His-kotvy na expresi a purifikaci membránového proteinu AqpZ z E. coli, tvořícího 

vodní kanál.269  Zajímavé je, že právě délka kotvy měla na proteiny v této studii významnější 

vliv, než její pozice. His-kotva také může interferovat s funkcí proteinu, jak bylo například 
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ukázáno u chlorkatechol-1,2-dioxygenas z Pseudomonas putida.270 Funkce proteinu, 

ze kterého byla N-His-kotva proteolyticky odštěpena, vykazoval 5× vyšší aktivitu, než stejný 

protein, ze kterého kotva odštěpena nebyla. V této práci bylo například pozorováno, že LmbY 

s N-His-kotvou (obsahující 6× histidin), který se v předchozích studiích pokoušela připravit 

Mgr. Petra Jirásková, byl zcela nerozpustný (nepublikovaná data). Konstrukt vytvořený v rámci 

této práce byl navržen tak, aby byla His-kotva připojena na C-konci produkovaného proteinu 

(8× histidin). Ve výsledku se touto malou změnou podařilo získat frakci rozpustného LmbY. 

Evidentně spíše než délka kotvy hraje v rozpustnosti LmbY větší roli její pozice. Nelze však 

unifikovat tvrzení, že C-kotva u Apd6 proteinů poskytuje rozpustné proteiny a zároveň 

s N-kotvou se produkují pouze nerozpustné proteiny, neboť se podařilo některé 

Apd6 homology produkovat rozpustné právě s N-kotvou (SibT, Lim12).  

Na produkci proteinů má pravděpodobně mnohem větší vliv součet faktorů prostředí, 

tedy vnitřního prostředí hostitele a vnější kultivační podmínky, než samotná His-kotva. 

F420/F420H2-závislé enzymy, které dosud byly studovány na úrovni rekombinantních proteinů, 

byly většinou produkovány v hostiteli, který syntézu F420 kóduje, přičemž autoři prací 

se o případných problémech s nadprodukcí nezmiňují.77,271 V této práci byly ovšem 

k heterologním produkcím použity dva kmeny E. coli, které ve svém genomu geny pro syntézu 

F420 nenesou. Právě nepřítomnost F420 během exprese a především skládání proteinů 

do nativní konformace může vysvětlovat nepříznivý produkční poměr frakcí Apd6 proteinů 

(rozpustných vs. nerozpustných). Proteinová biogeneze je totiž úzce spjata s mašinérií 

kontrolou kvality proteinů, která zahrnuje molekulární chaperony a cytosolické a vakuolární 

degradační systémy.272 Ty rozpoznávají a označují pro degradaci nejen mutantní proteiny, ale 

i špatně složené proteiny bez vázaného kofaktoru.273 

Testována byla produkce LmbY v kmeni E. coli BL21 (DE3) a dále ve stejném kmeni  

E. coli nesoucí navíc plazmid kódující chaperoninový systém GroEL-GroES (pGroESL). 

Chaperonin GroEL interaguje nejméně s 250 odlišnými cytosolickými proteiny, kdy většina 

z nich ve své terciární struktuře obsahuje motiv typu TIM-barel.274 TIM-barelový motiv je 

pro LLHT rodinu proteinů, tedy pravděpodobně i pro Apd6 homology, charakteristický.75,77,90 

Bylo zjištěno, že ko-exprese groEL-groES s lmbY je pro produkci rozpustného LmbY 

esenciální. V kmeni E. coli bez tohoto plazmidu nebyl při zachování stejného protokolu 

exprese v rozpustné frakci detekován žádný LmbY. Pozitivní vliv chaperoninů na produkci 

rozpustných proteinů je všeobecně známý. Konkrétním příkladem, kdy chaperoniny významně 

zlepšovaly rozpustnost, je například nadprodukce regulačního proteinu E. coli důležitého 

pro homeostázu železa.275 Důležitost úlohy chaperoninů pro nativní konformaci Apd6 proteinů 

ukazují i výsledky SDS analýz purifikovaných proteinů. I přes optimalizaci podmínek afinitní 

chromatografické purifikace (různé koncentrace imidazolu v promývacím pufru) nebylo možné 
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v jednokrokové purifikaci získat homogenní vzorek obsahující pouze purifikovaný Apd6 protein 

bez příměsi chaperoninů. 

 Dále byl testován vliv post-indukční kultivační teploty na expresi lmbY. Testována byla 

standardní růstová teplota E. coli – 37°C, teplota optimální pro růst zástupců rodu 

Streptomyces – 28°C a dále teplota 17°C, standardně používaná teplota pro expresi 

rekombinantních proteinů. Nejlepší produkce bylo dosaženo v 17°C, což opět koresponduje 

s tvrzením, že proteiny jsou obtížně skládány. Nižší růstová teplota zajišťuje pomalejší expresi 

a tedy růst kultury, což ve výsledku dává proteinům delší čas pro uspořádání se do správné 

konformace.  

 

6.1.2 Vyloučení vazby kofaktoru v purifikovaných proteinech, či jiných proteinových 
modifikací, před in vitro testy 

Podrobná MS analýza vyloučila interakce s kofaktory, ionty kovů či jakékoliv modifikace 

v sekvenci proteinů, které by mohly plnit funkci kofaktoru.257 V sekvenci FGD byl determinován 

chybějící N-koncový methionin a dále částečná acetylace a glukonoylace N-konce. V obou 

případech se jedná o běžné post-translační modifikace. Glukonoylace může nastat, pokud se 

v buňce, kde je rekombinantní protein exprimován, hromadí intermediát pentosa-fosfátové 

dráhy – 6-fosfoglukonolaktonát (tedy produkt vznikající přímo aktivitou FGD).276 

Při nadprodukci FGD, který teoreticky může v oxidačně-redukční reakci do určité míry využívat 

i strukturně podobné flavinové kofaktory, může v E. coli tedy docházet k hromadění 

6-fosfoglukonolaktonátu. Nicméně, i když tato modifikace může nepříznivě ovlivnit kvalitu 

produkovaných proteinů,277,278 v souladu s výsledky in vitro testů je zřejmé, že uvedené 

modifikace neměly celkově na funkci FGD žádný pozorovatelný vliv.  

Naopak, co bylo pozorováno, na enzymovou aktivitu FGD má vliv pH reakce. To ovšem 

bylo demonstrováno již v rámci dřívějších studií.58 Co bylo nově pozorováno v této práci je, 

že FGD v pH 7,5 a vyšším, což je mimo optimum pH 7,0,58,279 může jednonásobně redukovat 

substrát Apd6 proteinů, látku 5a. Toto zjištění bylo velmi překvapující a ve skutečnosti bylo 

hlavním důvodem, proč bylo nutné provést tak rozsáhlou charakterizaci Apd6 proteinů a 

vyloučit všechny možnosti, jak by k redukci 5a bez Apd6 mohlo docházet. Po zjištění, že FGD 

redukuje jednonásobně 5a, byla v reakcích jako reduktasa F420 také testována F420-závislá 

NADP reduktasa (Fno) z Methanothermobacter marburgensis (Fno pocházela z komerčních 

zdrojů).  Z těchto reakcí se ale nepodařilo získat jednoznačné výsledky určující aktivitu Apd6 

proteinů, neboť enzym Fno zřejmě nebyl v reakci dostatečně aktivní.  

Je možné, že FGD je schopný vázat a ve výsledku i redukovat 5a, který je ve srovnání 

s glukosou-6-fosfát menším substrátem. Analogickým příkladem mohou být například 

reduktasy z FDOR rodiny proteinů, jejichž aktivní místo je relativně prostorné a dovolují 

přijmout chemicky různorodé substráty.280 Najít reakční podmínky takové, aby FGD plnil pouze 
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funkci reduktasy F420, ale zároveň, Apd6 proteiny zůstaly aktivní, bylo pro stanovení aktivity 

Apd6 esenciální. Tyto podmínky se podařilo nalézt, bylo zjištěno, že v pH 6,5 – 7,0 jsou Apd6 

enzymaticky aktivní, přičemž protein FGD už není v tomto pH látku 5a schopný redukovat. 

 

6.2 Katalytický mechanismus hydridových reduktas v přírodě vs. Apd6 
proteiny 

 

 Apd6 proteiny katalyzují redukci dvojné C=N vazby iminu 5, která je v konjugaci 

s exocyklickou dvojnou vazbou (Apd6 katalyzující jednonásobnou redukci) či C=C vazbu 

bočního alkylové řetězce látky 5, která je v konjugaci s endocyklickou vazbou (vzniká látka 12) 

následovanou redukcí C=N iminové vazby látky 12, která již není v konjugaci (Apd6 proteiny 

katalyzující dvojnásobnou redukci). Redukce endocyklických C=N i exocyklických C=C 

dvojných vazeb jsou obecně známy a popsány v biosyntézách mnoha látek. Následující 

kapitoly se zaměřují na popis reakcí katalyzovaných hydridovými reduktasami z přírody, jejichž 

substráty nesou podobné strukturní znaky, jako nese látka 5 a 12. Respektive, reduktasy se 

substráty obsahující endocyklické iminové dvojné vazby, konjugované dvojné vazby či dvojné 

vazby v bočním alkylovém řetězci. Na závěr jsou známé mechanismy některých těchto 

reduktas porovnány s mechanismem Apd6 reduktas navrženým v rámci této práce.  

 

6.2.1 Asymetrická redukce iminů 

 Iminová vazba je v přírodních látkách hojně zastoupená, přestože redukce C=N vazby 

představuje náročnější reakci vzhledem k nestabilitě iminové vazby, která ve vodném prostředí 

lehce hydrolyzuje. Iminové reduktasy zprostředkovávající asymetrickou redukci cyklických 

prochirálních iminů (IRED) jsou zapojené do biosyntetických drah základního 

i specializovaného metabolismu − od biosyntézy derivátů folátu, siderofory až po antibiotika 

(Obr. 6.3). Iminové meziprodukty těchto drah jsou strukturně velmi různorodé a tedy i IRED, 

které katalyzují jejich redukci, jsou často sekvenčně i funkčně rozdílné. 
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Obr. 6.3. Reakce katalyzované IRED zapojenými do různých biosyntetických drah – redukované 
iminové vazby jsou ve strukturách zvýrazněny červeně. (A) DHFR z biosyntézy folátu, (B) DpkA 
z biosyntézy pipekolátu, (C) PchG a Irp3 z biosyntézy sideroforů (PchF - modul NRPS, ke kterému je 
substrát kovalentně vázán), (D) DRR z biosyntézy retikulinu, (E) Mer a (F) Mtd – oba shodně 
z methanogeneze (převzato a upraveno75,281–286).  

 

6.2.1.1 NADPH-závislé iminové reduktasy  

 Dihydrofolát reduktasa (DHFR). DHFR představuje jednu z nejvíce studovaných 

biosyntetických IRED. DHFR v E. coli a její funkční homology v eukaryotickém systému 

katalyzují v biosyntéze folátu NADPH-závislou enantioselektivní konverzi 7,8-dihydrofolátu 

na amin 5,6,7,8-tetrahydrofolát (THF; Obr. 6.3A).281 Produkt této reakce je vyžadován 
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pro de novo syntézu purinů, thymidylové kyseliny a jiných aminokyselin. Kromě konverze 

7,8-dihydrofolátu na THF je také DHFR schopna redukovat folát až na THF. Nicméně, tato 

reakce primárně probíhá u obratlovců, kde je specifita DHFR pro folát mnohem vyšší. 

Konverze folátu na THF u E. coli (zejména druhý redukční krok) probíhá s výrazně nižší 

efektivitou.287 Mechanismus, jakým je folát redukován až na THF, nebyl dosud blíže objasněn.  

 Piperedin/pyrrolin-karboxylát reduktasa. V Pseudomonas je D-lysin katabolizován 

sérií transformačních kroků zahrnujících šesti-uhlíkový cyklický intermediát v rámci 

pipekolátové dráhy. V této dráze NADPH-závislá oxidoreduktasa DpkA redukuje cyklické iminy  

∆1-piperidin-2-karboxylovou kyselinu, resp. ∆1-pyrrolin-2-karboxylovou kyselinu 

na odpovídající aminokyseliny L-pipekolát a L-prolin (Obr. 6.3B).282 
 Thiazolinylové reduktasy. PchG z Pseudomonas aeruginosa a jeho homolog Irp3 

z Yersinia enterocolitica katalyzují v přítomnosti NADPH redukci thiazolinového kruhu 

intermediátů v biosyntéze sideroforů pyochelinu a yersiniabaktinu (Obr. 6.3C).283,284  
 Dihydroretikulin reduktasa (DRR). V biosyntéze morfinu byla NADPH-závislá 

redukce iminu pozorována při konverzi (S)-retikulinu na (R)-retikulin, přičemž meziproduktem 

reakce je 1,2-dehydroretikulin, který je redukován dehydroretikulin reduktasou (Obr. 6.3D).285  

 

6.2.1.2 F420H2-závislé iminové reduktasy  

 Tetrahydromethanopterin (H4MPT) dehydrogensa (Mtd) a reduktasa (Mer). 
H4MPT slouží v methanogenních drahách jako nosič jednouhlíkových jednotek, přičemž tyto 

jednotky mohou být k H4MPT konjugovány v různých oxidačních stavech, včetně formylu, 

methylu, atd.288 Mtd v základním metabolismu Archaea katalyzuje v přítomnosti F420H2 

reverzibilní hydridový transfer mezi methenyl-H4MPT a methylen-H4MPT (Obr. 6.3E).286 

Methylen-H4MPT je v dráze dále reverzibilně v přítomnosti F420H2 redukován pomocí Mer na 

methyl-H4MPT (Obr. 6.3F).75 

 F420H2-závislá oxidoreduktasa TpnL, katalyzující redukci v biosyntéze thiostreptonu 

Aa, byla již pospána v rámci kap 2.1.4.1. 

 

6.2.2 Reduktasy izolovaných/konjugovaných C=C vazeb  

 V přírodě lze nalézt široké spektrum hydridových reduktas katalyzujících redukci 

izolovaných či konjugovaných C=C vazeb. Biokatalytické C=C redukce mají ohromný význam 

v biosyntéze esenciální složek eukaryotických buněk jako například sterolu, ergosterolu, 

či v redukci 2-substituovaných alkoholů pomocí enzymů pocházejících z různých druhů 

Candida (shrnuto v Huang et al. 2014).229 
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Obr. 6.4. Reakce katalyzované C=C reduktasami zapojenými do různých biosyntetických drah – 
redukované C=C vazby jsou ve strukturách zvýrazněny červeně. (A) DHCR7 z biosyntézy cholesterolu, 
(B) EGR4 z biosyntézy ergosterolu, (C) 4VCR z biosyntézy chlorofylu a (D) BVR z biosyntézy bilirubinu 
(převzato a upraveno271,289). 

 

6.2.2.1 NADPH-závislé reduktasy 

 Sterolové reduktasy. Cholesterol je esenciální lipid všech savčích buněk a je hlavní 

lipidovou komponentou buněčných membrán. Ergosterol, prekurzor vitaminu D2, je 

ekonomicky důležitý k produkci léčiv na bázi sterolu (př. progesteron). V biosyntéze obou látek 

se uplatňují C=C reduktasy. 7-Dehydrocholesterol reduktasa (DHCR7) redukuje za přítomnosti 

NADPH dvojnou vazbu 7-dehydrocholestorolu na výsledný cholesterol (Obr. 6.4A).290 Sterol 

C-24(28)reduktasa (EGR4) vystupuje v biosyntéze ergosterolu, kde v přítomnosti NADPH 

redukuje ergosta-5,7,22,24-tetraene-3β-ol na ergosterol (Obr. 6.4B).291  

 Reduktasy v biosyntéze chlorofylu. Divinyl chlorofylid a 8-vinyl reduktasa (4VCR) 

konvertuje v přítomnosti NADPH divinyl chlorofylid a na chlorofylid a (Obr. 6.4C).292 

 

6.2.2.2 F420H2-závislé reduktasy 

 Biliverdin reduktasa (BVR). Biliverdin je přirozeně se vyskytující lineární tetrapyrol, 

produkovaný oxidativní degradací hemu. U savců je biliverdin redukován na bilirubin BVR 



150 
 

využívající NADH či NADPH.293 U Mycobacteria byla identifikována reduktasa katalyzující 

analogickou reakci, jako donor elektronů je však využíván F420H2 (Obr. 6.4D).271 

 

6.2.3 Strukturní základ a katalytický mechanismus vybraných NADPH- a F420H2-
závislých reduktas 

6.2.3.1 Strukturní základ a katalytický mechanismus NADPH-závislých IRED 

 První strukturně charakterizovanou IRED je protein Q1EQE0 ze Streptomyces 

kanamyceticus (PDB ID 3Z4B), který katalyzuje redukci syntetického iminového substrátu 

2-methylpyrrolinu (Obr. 6.5A).294 Jedná se o dimerní protein s konzervovaným IRED motivem 

charakteristickým pro NADPH-závislé IRED. N-terminální oblasti každého monomeru obsahují 

Rossmanovu doménu pro vazbu NADP(H) a jsou zároveň ve spojení s C-terminální helikální 

smyčkou. Aktivní místo je formováno mezi podjednotkami, přičemž NADP(H) je vázáno 

na rozhraní dimeru. Sekundární i kvartérní struktury jsou velmi flexibilní a po vazbě ligandů 

dochází k dynamickým změnám ve struktuře. Mechanismus IRED Q1EQE0 zahrnuje 

protonaci iminového substrátu zbytky v aktivním místě (D). Protonovaný substrát (iminiový ion) 

je následně atakován hydridem z NADPH (Obr. 6.5A). 

 Je zajímavé, že pro jiné NADPH-závislé IRED jsou předpokládány odlišné mechanismy 

redukce, například lišící se pořadím protonace a přenosu hydridu. Konkrétně, předpokládaný 

mechanismus thiazolinylových iminových reduktas (Irp3, PchG) zahrnuje nejprve hydridový 

transfer, který je až poté následován protonací substrátu (protonačními zbytky u Isp3 jsou H 

a Y).283 V mechanismu DHFR nejsou aminokyselinové zbytky pro protonaci využity, neboť 

v reakci katalyzované DHFR je 7,8-dihydrofolát protonován molekulou vody, která je 

vodíkovými můstky vázána ke konzervovanému D (D27 v M. tuberculosis) a k O-4 substrátu 

(Obr. 6.5B). K protonaci substrátu v pozici N-5 dochází ve vazebné kapse enzymu, kde je 

substrát vhodnou orientací vystaven rozpouštědlu. Teprve poté dochází k hydridovému ataku 

a redukci.281,295 
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Obr. 6.5. Dva různé mechanismy reakcí katalyzované IRED. (A) Mechanismus redukce katalyzované 
proteinem Q1EQE0. Katalyticky aktivní D zbytek (Asp187) v aktivním místě nejprve protonuje iminový 
substrát, který je následně atakován hydridem z NADPH. (B) Mechanismus redukce katalyzované 
DHFR z M. tuberculosis (Mt-DHFR). Nejprve proběhne rychlá protonace iminového substrátu molekulou 
H2O, pak nastává hydridový transfer z NADPH (převzato a upraveno281,294).  
 

6.2.3.2 Strukturní základ a mechanismus přenosu hydridu pomocí F420H2-závislé Mtd 

 Mtd z Methanopyrus kandleri je hexamerní protein (obsahující dvě trimerní 

podjednotky), jehož mechanismus redukce je velmi podobný DHFR. Produkty obou enzymů 
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(THF a H4MPT) jsou si strukturně sice velmi podobné, enzymy přesto nesdílejí žádnou 

sekvenční podobnost. To ukazuje na nezávislý vývoj funkce, zřejmě jde o konvergentní 

evoluční proces.82 

 Přenos hydridu (Obr. 6.6) se v reakci katalyzované Mtd uskutečňuje ve specificky 

tvarovaném aktivním místě, do kterého se nejdříve váže substrát (methylen-H4MPT), až poté 

vstupuje F420H2. Je zajímavé, že vazba substrátu a kofaktoru neindukuje žádné konformační 

změny proteinu (na rozdíl od IRED). Hlavní úlohou polypeptidového řetězce je formace 

aktivního místa tak, aby byla zajištěna optimální geometrická pozice pro přenos hydridu. Na 

této formaci se podílí mnoho zbytků. Důležitý je především konzervovaný D122, který váže 

substrát skrze molekulu rozpouštědla (jde o analogické interakce, jako se uplatňují u DHFR). 

Mechanismem přenosu hydridu je vytvoření ternárního komplexu (hydridový donor a akceptor 

jsou v kontaktu prostřednictvím van der Waalsových interakcí). Methylen-H4MPT a 

deazaisoalloxazinový kruh jsou orientovány tak, že R-strana H4MPT je natočena k S-straně 

F420H2, přenos hydridu je stereospecifický − hydrid (z F420H2) v pozici proS je reverzibilně 

přenesen do proR  pozice methenyl-H4MPT+. Polypeptidový řetězec může aktivně zvyšovat 

katalytickou efektivitu stlačováním atomů, mezi kterými hydridový přenos probíhá. 

 
Obr. 6.6. Mechanismus přenosu hydridu v redukci katalyzované Mtd. Iminový substrát je nejprve 
protonován molekulou vody interagující s D zbytkem (mechanismus je analogický protonaci při redukci 
katalyzované DHFR a není proto ve schématu zobrazen), následuje hydridový atak z F420H2 (převzato 
a upraveno296). 
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6.2.3.3 Strukturní základ a mechanismus přenosu hydridu pomocí F420H2-závislé BVR  

 Biliverdin reduktasa Rv2074 z M. tuberculosis je tetramerní protein uspořádaný jako 

dvě homodimerní podjednotky, přičemž aktivní místo se podobně jako u IRED nachází 

na jejich rozhranní.271 

 Po vazbě F420 nedochází k větším konformačním změnám, kromě zbytků, které 

s kofaktorem přímo interagují. Ribityl-fosfolaktylová část F420 je zanořena hlouběji do proteinu, 

zatímco glutamátový řetězec je relativně mobilní. Substrát je naskládán 

nad deazaisoalloxazinem kofaktoru, přičemž kruhy přiléhající k C-10 redukované dvojné 

vazbě jsou v porovnání s krajními dvěma kruhy pevně ukotvené. Substrát v aktivním místě 

interaguje zejména s R zbytky. I zde katalytický mechanismus zahrnuje dva kroky. Iniciační 

protonaci pyrrolového dusíku přiléhajícího k C-10, donorem je hydroxoniový ion, který 

interaguje s konzervovanými R zbytky. Následuje přenos hydridu z kofaktoru (Obr. 6.7). 

 
Obr. 6.7. Mechanismus redukce katalyzované biliverdin reduktasou Rv2074. Iminový substrát je 
nejprve protonován, přičemž donorem je molekula H2O, následuje hydridový atak z F420H2 (převzato 
a upraveno271). 
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6.2.4 Mechanismus Apd6 reduktas v porovnání se známými redukčními mechanismy 

 Z popsaných mechanismů reduktas z přírody, katalyzujících redukci dvojných vazeb 

prostřednictvím přenosu hydridu, lze nepřímo částečně validovat navržený mechanismus 

redukce katalyzované Apd6 proteiny. 

 Redukce endocyklické iminové dvojné vazby. Bez ohledu na pořadí protonace 

a hydridového ataku, redukce iminové vazby substrátů u popsaných IRED (Q1EQE0, DHFR, 

Mtd) probíhá analogicky. Vždy dochází k protonaci dusíku C=N iminové vazby, přičemž 

hydridem je atakován příslušný C atom. Stejný mechanismus byl navržen pro Apd6 proteiny 

katalyzující jednonásobnou redukci (látka 5 → látka 7) i pro Apd6 proteiny katalyzující 

dvojnásobnou redukci (u těchto Apd6 se jedná o druhý krok redukce, látka 12 → látka 6). 

To, že je iminová dvojná vazba v případě látky 5 v konjugaci, zřejmě mechanismus redukce 

neovlivní. Podobně, iminovou vazbu v konjugaci má například také substrát DHFR 

(7,8-didehydrofolát), přesto je mechanismus stejný jako u Q1EQE0, jehož substrát má 

izolovanou iminovou dvojnou vazbu (Obr. 6.5). 

 Pro navržený mechanismus redukce exocyklické C=C vazby látky 5, která je navíc 

v konjugaci s endocyklickou C=N vazbou, není v literatuře jednoduché najít podpůrné důkazy. 

Podobná vazba je sice přítomna v substrátu biliverdin reduktasy Rv2074 (Obr. 6.7). Ovšem, 

i když je exocyklická C=C vazba vzhledem k endocyklické C=N vazbě v konjugaci, na rozdíl 

od látky 5 je C=N v substrátu Rv2074 v obrácené pozici, tedy dusíkový atom iminové vazby je 

situován blíže k C=C vazbě. Co je shodné, u Apd6 i Rv2074 se předpokládá, že redukce C=C 

vazby nastává v důsledku hydridového ataku uhlíkového atomu, který je vzdálenější od cyklu.  

 

6.2.4.1 Hypotetické možnosti uspořádání substrátu a kofaktoru v aktivním místě Apd6 
proteinů 

 MS analýzou LmbY a Por15 za nativních podmínek bylo určeno, že proteiny jsou ve své 

kvartérní struktuře homodimerní. Jiné dosud strukturně popsané LLHT proteiny mají též 

homodimerní uspořádání (FGD, Adf, Mer z Methanothermobacter marburgensis a 

Methanopyrus kandleri),57,75,77,90 ovšem za jiných krystalizačních podmínek byl Mer 

z M. kandleri určen také jako homotetramer složený ze dvou dimerů.90 Homotetramerní 

uspořádání má i Mer z Methanosarcina barkeri.75 Oligomer má funkci nejen stabilizující, ale 

strukturní analýzy ukazují další přímou funkci a to ve fixaci konformací sekundárních struktur, 

které jsou zapojené do vazby F420.77 Aktivní místo se u FGD, Adf i Mer nachází v každé 

monomerní jednotce.  Pořadí, v jakém jsou kofaktor a substrát vázány do substrát-

vazebných míst, není zcela objasněno, neboť při krystalizačních studiích autoři často naráželi 

na problém determinovat krystal jak s navázaným kofaktorem, tak substrátem.75,90 

Esenciálním předpokladem hydridové transferu z F420H2 je vhodné geometrické umístění 
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substrátu vzhledem ke kofaktoru. Samotný přenos je spojen s vytvořením Michaelisova 

komplexu, který předchází formaci tranzičního stavu, který je pro hydridový přenos 

charakteristický. Vzdálenost donor-akceptor by měla odpovídat vzdálenosti ~ 2,7 Å.297 

Experimentálně zjištěná vzdálenost C-C kofaktoru a substrátu u Adf byla 1,5 Å, u Mer 0,5 Å. 

Struktura FGD současně s navázaným F420 a nativním substrátem nebyla získána, 

homologním modelováním byla ale tato vzdálenost vypočtena jako 2,1 Å.57 

 Je možné, že v případě Apd6 proteinů bude substrát-vazebné místo zanořeno hlouběji 

do proteinu, přičemž F420H2 bude naskládán nad ním, obdobně, jako je tomu u BVR.271 

Opačnou orientaci je, z hlediska dvojnásobné redukce, obtížnější si představit. Respektive, 

aby byly dva redukční kroky v případě reakce katalyzované LmbY možné, jsou zapotřebí dvě 

molekuly „nabitého“ kofaktoru F420H2. Pokud by byl kofaktor v aktivním místě více přístupný 

okolnímu prostředí (ve srovnání se substrátem), po první redukčním kroku by se „vybitý“ F420 

jednoduše z proteinu uvolnil, přičemž se uvolní vazebné místo pro nově příchozí nabitý F420H2. 

Zároveň by mohlo první redukcí 5a, při které dochází k saturaci bočního alkylového řetězce a 

tudíž formaci 12, dojít k přeorganizování interakcí substrátu s polypeptidovým řetězcem. 

Výsledná pozice by odpovídala požadavkům na druhý hydridový transfer. Jinou variantou 

může být takové uspořádání, kdy substrát i F420 jsou stejně přístupné okolnímu prostředí s tím, 

že po prvním redukčním kroku analogicky nedochází k uvolnění substrátu, ale opět se pouze 

vymění vybitý – nabitý kofaktor. Možnost, že se substrát po první redukci z proteinu zcela 

uvolní a následně se naváže meziprodukt 12 s jednou dvojnou vazbu je, z hlediska 

energetické bilance, málo pravděpodobná. Jedná se pouze o hypotézy, pro které prozatím 

neexistují žádné podpůrné důkazy. 

 

6.3 Aktivní místo LLHT proteinů vs. predikované aktivní místo Apd6 
reduktas (na aminokyselinové úrovni) 

 

6.3.1 Výběr LLHT proteinu pro vytvoření schémat aktivních míst Apd6 proteinů  

 V rámci této práce bylo navrženo schéma aktivních míst Apd6 proteinů, které 

vycházelo ze známé krystalové struktury proteinu z LLHT rodiny, kam se Apd6 řadí, 

F420H2-závislé alkohol dehydrogenasy Adf z M. thermophilicus. Podobnosti Adf, Mer a FGD 

proteinů (jediné dosud strukturně charakterizované LLHT) k Apd6 proteinům jsou srovnatelné. 

Adf byl pro srovnávací analýzu vybrán jako nejvhodnější ze dvou důvodů. Jednak vzhledem 

k jeho substrátu (acetonu), který je na rozdíl od polycyklického substrátu Mer, či substrátu 

FGD, který ve své struktuře obsahuje větvené boční řetězce, strukturně nevýrazný a velikostí 

se spíše přibližuje látce 5. Dalším podstatným důvodem bylo, že krystalová struktura Adf byla 
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determinována v přítomnosti jak nativního substrátu, tak kofaktoru. Toto se například 

u struktury FGD nepodařilo.57,79  

 

6.3.2 Konzervované interakce v aktivních místech proteinů z LLHT rodiny 

 Ve strukturách známých LLHT se nachází několik sdílených charakteristických znaků, 

které jsou výsledkem přítomnosti konzervovaných aminokyselinových zbytků v jejich 

sekvencích. Jejich přehled byl již uveden v kap. 2.1.4.2. 

 Aby byla vzájemná pozice kofaktoru vzhledem k substrátu udržitelná, jsou oba prvky 

v aktivním místě stabilizovány mnoha interakcemi s polypeptidovým řetězcem. Významným 

interakčním místem na molekule F420 je fosfátová skupina, která vždy u 5-deazaflavin-

závislých LLHT interaguje s glycinem (Obr. 6.8, Gly159/Gly176/Gly144).77 U Adf je F420 dále 

držen v své charakteristické motýlí konformaci konzervovanými zbytky H39, E108, V193, I227. 

Kromě H39 a E108, většina formovaných vodíkových vazeb míří na atomy centrální kostry 

F420, což značí, že F420 je fixován velmi pevně. H39 a E108 se dále účastní interakce se 

substrátem. I když ze strukturních studií Adf nelze jednoznačně určit jejich funkci, předpokládá 

se, že tyto dva zbytky hrají v katalytickém mechanismu důležitou roli. Podobné interakce byly 

determinovány i ve strukturách Mer a FGD.57,75,79,90 U FGD, který byl krystalizován s jeho 

inhibitorem, molekulou citrátu, se také předpokládá důležitost tří lysinových (K198, K252, 

K259) a jednoho argininového zbytku (R283). Konkrétně, nativní substrát FGD (glukosa-6-

fosfát) je stlačován mezi K252 a deazaisoalloxazin F420. Zbylé aminokyseliny formují pozitivně 

nabitou kapsu, se kterou F420 skrze negativně nabitou fosfátovou skupinou interaguje, čímž je 

celý komplex efektivně stabilizován.57 

 
Obr. 6.8. Konzervované aminokyselinové zbytky LLHT proteinů interagující s F420 
prostřednictvím vodíkových vazeb. Vodíkové vazby (přerušovaná čára); aminokyselinové zbytky: 
Mer (červeně), Adf (modře), Fgd (zeleně; převzato a upraveno57,75,77). 
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6.3.3 Predikce Apd6 aktivního místa a jeho cílená mutageneze 

 Porovnáním sekvencí Apd6 proteinů se sekvencí Adf byla identifikována oblast (D38 – 

W43), která začíná konzervovanou dvojicí zbytků DH, které byly u Mer, Adf i FGD shodně 

predikovány jako katalyticky aktivní (Asp35/38/39, His36/39/40; Obr. 6.8).57,75,90 Aminokyseliny 

v této oblasti byly cíleně mutovány za účelem změny katalytické účinnosti či efektivity 

konverze. Nicméně, žádné detekovatelné změny nebyly zaznamenány a to ani u varianty 

LmbY H39A, kde byla očekávána úplná ztráta aktivity. Mutace odpovídajícího H zbytku 

ve FGD (FGD H40A) sice také nevedla ke ztrátě enzymatické funkce, katalytická aktivita 

mutantního FGD však byla 1000× nižší.58 V této souvislosti je potřeba vzít v úvahu, s jakým 

množstvím substrátu bylo v in vitro reakcích mutantních Apd6 pracováno. Vzhledem k tomu, 

že látka 5a byla pro in vitro testování získávána relativně náročným procesem, nebylo 

technicky možné připravit ji ve větším množství. Pro reakce tedy byla používána taková 

množství, za kterých bylo umožněno pouze sledovat enzymatickou konverzi, stanovení 

kinetických parametrů však již možné nebylo. Pokud by byly mutanty LmbY ovlivněny stejně 

jako u FGD, bohužel ani rozdíl v aktivitě v řádu 103 by prakticky nemusel být za daných 

podmínek zachycen. Na druhou stranu, v reakcích byl ve všech případech substrát vždy plně 

konvertován a to bez ohledu na reakční dobu (5 s – 30 min, nepublikovaná data). Nicméně, 

z mutačních studií FGD vyplývá, že konzervovaný H sice hraje jednu z důležitých rolí ve vazbě 

F420, ale zdaleka ne jedinou.58 Jinými slovy, je zcela evidentní, že k úplnému zastavení aktivity 

FGD, a tedy pravděpodobně i aktivity Apd6 proteinů, je zapotřebí vyřadit více zbytků.  

 Kromě zrušení katalytické aktivity, mutační experimenty také dále cílily na změnu 

reakční specifity Apd6 proteinů. Specifickými mutacemi aminokyselinových zbytků 

bezprostředně následujících po konzervovaných H a D byla očekávána transformace reakční 

specifity jednonásobně redukujících Apd6 na dvojnásobnou redukci a naopak. V tomto 

kontextu jsou velmi zajímavé poznatky ze studia homologních DHFR − DHFR z E. coli je 

schopna přijmout a redukovat folát (nativní substrát homologních DHFR z obratlovců), ovšem 

s mnohem nižší účinností, než jeho nativní substrát 7,8-dihydrofolát (kap. 6.2.1).  Jinými slovy, 

v případě homologních DHFR rozdílná substrátová specifita (neboli tvar aktivního místa) zcela 

určitě rozhoduje o tom, zda redukce proběhne jednou (DHFR z bakterií) či dvakrát (DHFR 

z obratlovců). Předpokládá, že za neschopností bakteriální DHFR efektivně redukovat folát 

zřejmě stojí nemožnost protonace N-8 folátu, který není v aktivním místě ve vhodné protonační 

pozici.298 Analogické vysvětlení se nabízí i u Apd6 proteinů: Teoreticky, aktivní místo Apd6 

proteinů katalyzujících jednonásobnou redukci může mít takový tvar, kde příliš velká 

vzdálenost protonovaného atomu substrátu (dosud neustanovený atom, který by měl být 

protonován během redukce exocyklické C=C vazby) od aminokyselinového zbytku vázajícího 

hydroxoniový ion zprostředkovávající protonaci, znemožňuje protonaci. A tedy i následný 

transfer hydridu a redukci exocyklické C=C vazby. Ve výsledku je tak redukována přístupnější 
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endocyklická C=N vazba (kde je vhodným natočením umožněna protonace a zároveň 

i hydridový transfer). V úvahu také připadá možnost, kdy poloha substrátu ve vazebném místě 

sice protonaci umožní, ale redukce C=C vazby není možná kvůli nevhodné geometrické pozici 

kofaktoru vzhledem k substrátu, což je pro efektivní hydridový transfer esenciální. Z toho 

vyplývá, že za odlišnou reakční specifitu Apd6 proteinů mohou zodpovídat jak aminokyseliny 

interagující se substrátem, tak ty interagující s kofaktorem, případně se substrátem 

i kofaktorem zároveň. Je také zajímavé, že substrátová specifita není v DHFR homologních 

proteinech podmíněna jedním či několika málo aminokyselinovými zbytky, ale zodpovídají 

za ní poměrně rozsáhlé oblasti proteinu.287 Není tedy zcela vyloučeno, že zbytky hrající roli 

v odlišné reakční specifitě Apd6 proteinů, které byly v rámci této práce predikovány, skutečně 

mají pro reakční specifitu význam. Determinace krystalové struktury je jediným spolehlivým 

nástrojem, který by měl pomoci vyřešit neznámou v této rovnici a stanovit molekulární podstatu 

prokázané odlišné reakční specifity Apd6 proteinů. 

 

6.4 Odlišná reakční specifita homologních proteinů 
 

6.4.1 Biologický význam odlišné reakční specifity Apd6 proteinů 

Odlišná reakční specifita Apd6 proteinů přispívá k diverzitě APD prekurzorů, 

a ve výsledku tedy k různorodosti tvarů APD částí bioaktivních látek. Exocyklická dvojná 

vazba, která zůstává zachována v APD prekurzorech PBD, je esenciálním předpokladem 

pro následnou formaci konjugovaného systému dvojných vazeb v APD většiny PBD s 3-C 

bočním řetězcem.236 Dvojné vazby jsou důvodem planární, lehce natočené konformace 

molekuly, která je nezbytná k efektivní vazbě PBD do malého žlábku DNA (Obr. 6.9A).123 

Naopak, plně saturovaný boční řetězec, který je díky LmbY formován v biosyntéze APD 

prekurzoru linkomycinu, je zřejmě důležitý k účinné interferenci antibiotika s t-RNA 

v A-vazebném místě ribozomu (Obr. 6.9B).115 

 
Obr. 6.9. Krystalové struktury anthramycinu a linkomycinu vázené do odlišných biologických 
cílů. (A) PBD anthramycin kovalentně vázáný v malém žlábku DNA, (B) linkomycin vázaný v PTC 50S 
ribozomální podjednotky S. aureus s bočním řetězcem APD jednotky směřujícím k A-místu ribozomu 
(převzato a upraveno114,146). 
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6.4.2 Jiné homologní enzymy s rozdílnou reakční specifitou 

V přírodě lze nalézt poměrně dost příkladů homologních enzymů, u kterých byl popsán 

podobný fenomén, tedy ačkoliv jsou si proteiny sekvenčně blízké, přesto mají odlišnou reakční 

specifitu. 

Na první příklad lze narazit přímo v biosyntéze linkosamidů. Již zmiňované homology 

LmbF (linkomycin) a CcbF (celesticetin), jejichž sekvenční identita je téměř 40 %, mají 

poměrně překvapivou odlišnou reakční specifitu. Zatímco LmbF katalyzuje pyridoxal-5´-fosfát-

závislou β-eliminaci formující sulfohydrylovou skupinu na sdíleném strukturním motivu 

intermediátu linkosamidové dráhy, CcbF katalyzuje oxidativní deaminaci spojenou 

s dekarboxylací, která vede k vzniku aldehydu.11,212 Krystalové struktury, které by měly odhalit 

podstatu rozdílnosti, jsou v současné době v přípravě (nepublikovaná data). 

Dalším příkladem jsou bakteriální 5´-methyladenosin nukleosidasy z E. coli (EcMTAN) 

a Vibrio cholerae (VcMTAN), které mají klíčové role v několika biologických procesech, včetně 

quorum sensing systému indukujícího produkci patogenních faktorů, a které mají sekvenční 

identitu 60 %. I přes to, že sekvenčně jsou homology v aktivních místech téměř identické, mají 

odlišnou vazebnou afinitu v různých tranzičních stavech (afinita se liší až 1000×). 

Ze sekvenčního srovnání nevyplývá žádné vysvětlení tohoto rozdílu.299  Studií byl odhalen 

atomický detail katalytických kroků a blíže definována byla také aktivní místa obou homologů. 

Odlišná afinita je v tomto případě výsledkem rozdílné flexibility a geometrie jednotlivých 

katalyticky aktivních zbytků.300 

Příkladem v eukaryotickém sytému jsou například dvě homologní cytochrom P450 

monooxygenasy se sekvenční identitou 65 %, katalyzující hydroxylaci stejného substrátu 

v odlišných pozicích. Konkrétně jde o hydroxylaci kyseliny germacrenové A, prekurzoru 

seskviterpenových laktonů, v pozici 6α vs. 8β.301 Homologním modelováním byl ze šesti 

predikovaných substrát-vazebných oblastí sice vytipován jeden aminokyselinový zbytek, který 

by mohl být zodpovědný za odlišnou orientaci substrátu ve vazebném místě, čímž je 

ve výsledku ovlivněna pozice hydroxylace, avšak jde pouze o predikci a není vyloučeno, 

že rozdíl v sekvenci pouze ve skutečnosti ovlivní interakci v jiných substrát-vazebných 

oblastech a za natočení tak ve výsledku bude zodpovídat úplně jiná aminokyselina. 

Jiným příkladem jsou homology zapojené do biosyntézy strigolaktonů, třídy 

fytohormonů, v rýži seté (Oryzava sativa Japonica). Jedná se o dva proteiny z rodiny 

cytochrom P450, CYP711, se sekvenční identitou 82 %, které mají jak odlišné substráty, 

tak katalytickou aktivitu. Zatímco homolog Os900 katalyzuje oxidační reakci, druhý homolog, 

Os1400, v pozdější fázi biosyntézy katalyzuje hydroxylaci.302 Zajímavé jsou také homologní 

methyltransferasy ATX1 a ATX2 z Arabidopsis, které methylují histony. Bylo ukázáno, 

že zatímco ATX1 katalyzuje tri-methylaci histonu H3, ATX2 katalyzuje pouze di-methylaci 
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stejného histonu.303 Co přesně stojí za odlišnou aktivitou Os900/Os1400, resp. ATX1/ATX2 

není dosud objasněno.  

 

6.5 Evoluce funkce Apd6 proteinů z centrálních metabolických LLHT 
 

 Z SSN analýzy (kap. 5.8.1) bylo vyvozeno, že se Apd6 proteiny z APD biosyntetických 

drah (skupiny A a B; Obr. 5.48) zřejmě vyvinuly z centrálních metabolických LLHT (skupina C), 

přítomných ve velké části aktinobakterií, avšak jejich funkce i konkrétní katalyzovaná reakce 

zůstávají dosud neidentifikovány. Genové duplikace jsou hlavním mechanismem, který 

poskytuje čerstvý genetický materiál pro vznik nový genů s novými funkcemi (shrnuto v Long 

et al. 2003).304 Je tedy pravděpodobné, že predikované centrálně metabolické LLHT daly 

vzniknout Apd6 účastnícím se specializovaných biosyntetických drah.  

 Podobná evoluční událost byla zaznamenána například v evoluci enzymů účastnících 

se centrální šikimátové dráhy v rostlinách.305 Šikimátová dráha je základem pro biosyntézu 

aromatických aminokyseliny, ovšem koncový šikimát i meziprodukty dráhy jsou hojně 

využívány k biosyntéze různých SM (například PBD či fenazinů128).306 Zajímavá je například 

kyselina chinová, prekurzor SM kyseliny chlorogenové, která vzniká jako vedlejší produkt 

šikimátové dráhy, konkrétně redukcí 3-dehydrochinové kyseliny pomocí chinát dehydrogenasy 

(QDH). QDH sdílí sekvenční identitu s bifunkčním enzymem dehydrochinát 

dehydratasou/šikimát dehydrogenasou (DQD/SDH), enzymem z primární šikimátové dráhy 

konvertující stejný substrát na dehydrošikimát. Oba enzymy tedy katalyzují podobný typ 

reakce.307 QDH a SDH patří do stejné rodiny, která se rozděluje na dvě fylogenetické větve. 

Bylo determinováno, že ke změně funkce QDH stačila pouze jedna změna v aktivním místě 

enzymů, konkrétně výměna kodonu pro Y za kodon pro G.305 

 Pokud se blíže podíváme na sekvence LLHT proteinů ležících v SSN analýze 

ve skupině C (kap. 5.8.1; Obr. 5.48), lze zachytit generalizovaný motiv v aminokyselinových 

zbytcích, které u Apd6 proteinů předpokládáme jako zbytky formující substrát-vazebné místo 

(D38 – W43). Tímto motivem je sekvence DHxxWR, přičemž zastoupení dvou prostředních 

variabilních zbytků (označených xx) je souhrnně vyjádřeno grafem v Obr. 6.10. Tento 

konsensus neplní pouze 1,8 % sekvencí. Většina proteinů obsahuje motiv DHLSWR (75 %), 

pouze 3,6 % sekvencí má na 4. pozici jinou aminokyselinu než L. Je možné, že podobně jako 

v šikimátové dráze, i zde mohla změna jedné či dvou aminokyselin změnit aktivitu proteinu 

kódovaného duplikovaným apd6 genem. Lze očekávat, že centrální metabolické LLHT a Apd6 

proteiny budou mít podobnou aktivitu (reduktasy) a redukovat budou i podobný substrát, 

přičemž u LLHT by to mohla být látka jednodušší než APD, například látka podobná L-prolinu 

obsahujícímu endocyklickou dvojnou vazbu. 
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Obr. 6.10. Rozpad zastoupení variabilních aminokyselin (xx) v generalizovaném motivu DHxxWR 
v aminokyselinových sekvencích LLHT proteinů – jedná se LLHT znázorněné uzly ve skupině C 
v Obr. 5.48, u kterých se předpokládá zapojení v centrálních metabolických drahách aktinobakterií. 

 

6.6 Obecné přínosy práce 
 

6.6.1 Apd6 v kontextu F420/F420H2-závislých oxidoreduktas a LLHT proteinů 

 F420/F420H2-závislé oxidoreduktasy byly původně objeveny u Archaea, kde hrají klíčové 

role v centrálních katabolických drahách. Například, methanogenní Archaea využívají F420 jako 

redoxní kofaktor v CO2-redukujících a methyltrofních drahách.37 Mezi Bacteria byl výskyt F420 

potvrzen v rodech Actinobacteria, Proteobacteria a Chloroflexi.35,36 Z bakteriálních 

F420/F420H2-závislých enzymů byly do dnešního dne charakterizovány enzymy pouze 

z centrálního metabolismu rodu Mycobacteria a dále pak dva enzymy zapojené v biosyntéze 

SM produkovaných rodem Streptomyces.42,81 Nicméně, oba enzymy patří do rodiny FDOR. 

Apd6 funkčně charakterizované v rámci této práce jsou tak prvními charakterizovanými 

proteiny rodu Streptomyces z LLHT rodiny a také prvními charakterizovanými proteiny LLHT 

rodiny hrající roli v biosyntéze bioaktivních metabolitů. 

 

6.6.2 F420H2-závislé reduktasy v biotechnologickém průmyslu 

 Některé přírodní látky se mohou biologicky aktivními stát až po specifické redukci C=C 

vazeb, jako je tomu například v morfinové biosyntéze,308 či v již zmíněné biosyntéze 

bilirubinu.309 To, že redukce C=C vazeb hraje významnou roli v aktivaci/inaktivaci látek, bylo 

již využito například při přípravě delamanidu (OPC-67683),310 pretomanidu (PA-824)311 a 

TBA-354312 (Obr. 6.11), nových antituberkulózních látek, které jsou aktivovány hydridovým 

transferem z F420H2. Tyto látky inhibují růst M. tuberculosis již ve velmi nízkých koncentracích, 

přičemž díky novému mechanismu účinku na mykobakteriální buňku nevykazují in vitro 
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zkříženou rezistenci k současně užívaným látkám v léčbě tuberkulózy.310,311,313 Mechanismus 

aktivace těchto látek byl primárně testován na pretomanidu. 5-Deazaflavin-závislá 

nitroreduktasa (Rv3547) zprostředkovává redukci nitroimidazolu, což vede k tvorbě 

nestabilního intermediátu, který se následně rozkládá na tři základní metabolity. Během 

rozkladu je nitro skupina eliminována. Výsledkem je tvorba reaktivních dusíkových látek, jako 

jsou například NO či HNO2. Tyto látky působí negativně nejen na produkci mykolové kyseliny, 

esenciální složky mykobakteriálních membrán, ale také na dýchací řetězec.313  

 Mnoho F420H2-závislých reduktas má širokou substrátovou specifitu a mohou 

redukovat různé xenobiotické látky. Například mykobakteriální reduktasy degradují 

kumarinové deriváty,85,314 LLHT z Rhodococcus jsou zase schopné iniciovat mineralizaci 

pikrátu a příbuzných nitro-aromatických látek, které jsou vysoce toxické a do prostředí se 

dostávají zejména průmyslovou výrobou.315 Fyziologická výhoda široké substrátové specifity 

těchto enzymů nebyla sice plně objasněna, ale poskytuje dobrý základ pro jejich využití 

v bioremediacích. 5-Deazaflavin závislé enzymy mají také slibný potenciál využití 

při dekontaminaci znečištěných půd či vod.266 

 Biotransformace rychle nahrazují konvenční chemické procesy ve výrobě nových 

látek.316 F420-závislé procesy se již například uplatňují v průmyslové výrobě tetracyklinových 

antibiotik.317 F420H2-závislé Apd6 reduktasy by v budoucnu například mohly najít potenciální 

uplatnění ve stereospecifické redukci iminů různých heterocyklických látek, včetně těch 

synteticky připravených. 

 

 
Obr. 6.11. Chemické struktury antituberkulózních látek pretomanidu (PA-284), delamanidu 
(OPC-67683) a TBA-354. Tyto látky jsou při vstupu do mykobakteriální buňky aktivovány 
F420H2-závislým enzymem. 
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7 SOUHRN 
 

● Heterologní nadprodukcí a in vitro testováním šesti Apd6 homologních proteinů se 

podařilo prokázat jejich zařazení do navrhovaného stupně biosyntézy APD prekurzorů. 

Bylo ukázáno, že zatímco Apd6 z biosyntézy PBD a hormaomycinu jsou schopné 

v přítomnosti F420H2 redukovat pouze endocyklickou iminovou vazbu předpokládaného 

substrátu, 4-substituované Δ1-pyrrolin-2-karboxylové kyseliny (5a), LmbY z biosyntézy 

linkomycinu a částečně GriH z biosyntézy griselimycinu redukují také více inertní 

exocyklickou dvojnou vazbu stejného substrátu.  

 

● Charakterizované Apd6 představují vůbec první popsané F420H2-závislé proteiny rodu 

Streptomyces z LLHT rodiny a vůbec první charakterizované LLHT proteiny účastnící se 

biosyntézy bioaktivních metabolitů. 
 
● Byl navržen rozdílný mechanismus hydridového transferu v redukcích katalyzovaných 

Apd6 proteiny. Tandemová redukce dvou dvojných vazeb enzymem zprostředkovávajícím 

dva hydridové transfery z F420H2 dosud nebyla v literatuře popsána. 

 

●  Byly vytvořeny schémata predikovaných aktivních míst Apd6 homologů, na základě 

kterých byla stanovena hypotéza vysvětlující jejich rozdílnou reakční specifitu.  

Předpokládá se, že klíčové aminokyselinové zbytky v aktivním místě rozhodují o natočení 

substrátu vzhledem ke kofaktoru, čímž určují, zda redukce proběhne jednou či dvakrát. 

Platnost hypotézy byla ověřována cílenou mutagenezí navržených klíčových aminokyselin 

v predikovaném aktivním místě. Připraveno a in vitro testováno bylo 20 mutantních variant 

Apd6 proteinů. Překvapivě, jedno-, dvoj-, troj- a dokonce i čtyřnásobné mutanty byly stále 

schopné katalyzovat redukci bez jakékoliv změny v katalytické aktivitě. Předpokládá se, 

že v katalýze reakce budou hrát roli ještě další, dosud neustanovené aminokyselinové 

zbytky. K objasnění molekulární podstaty odlišné reakční specifity bylo dále přistoupeno 

ke krystalografické studii. Připraveny byly krystaly dvou reprezentativních Apd6 zástupců, 

LmbY a PBD Por15.  

 

●  Apd6 proteiny byly podrobeny bioinformatické analýze. Zkonstruována byla sekvenčně-

podobností síť a fylogenetický strom. Výsledky se vzájemně doplňují a naznačují, že Apd6 

se pravděpodobně vyvinuly jako dvě nezávislé evoluční větve ze společného předka, 

kterým je zřejmě LLHT protein z centrálního metabolismu aktinobakterií. Analýza dále 

ukázala na BGS dosud neznámých metabolitů, jejichž biosyntézy se Apd6 účastní.  
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