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Abstrakt

Protinadorové pyrrolobenzodiazepiny (PBD), linkosamidova antibiotika, bakterialni
signalni molekula hormaomycin a protituberkuldézni griselimycin jsou strukturné i funkéné
diverzifikovana skupina aktinobakterialnich metabolitl, jejichz spole€nym strukturnim znakem
je inkorporace 4-alkyl-L-prolinového derivatu (APD) vznikajiciho specializovanou
biosyntetickou drahou z L-tyrosinu &i L-leucinu. APD drahy se ucCastni sada az Sesti
homolognich proteind, dle jejich pfedpokladaného pofadi v biosyntéze modelového
APD, 4-propyl-L-prolinu (APD linkosamidu linkomycinu), byly oznaceny jako Apd1 — Apd6.
Tato prace cili na objasnéni funkce Apd6 proteinu katalyzujicich posledni pfedpokladany krok
specializované APD drahy, F4z0H2-zavislou redukci.

Heterologni nadprodukci a in vitro testovanim Sesti Apd6 homologld bylo
demonstrovano, Zze Apd6 z biosyntézy PBD a hormaomycinu jsou schopné v pfitomnosti
Fs20H2 redukovat pouze endocyklickou iminovou vazbu 4-substituované A'-pyrrolin-
2-karboxylové kyseliny. Na druhou stranu Apd6 LmbY z biosyntézy linkomycinu a ¢astec¢né
GriH z biosyntézy griselimycinu redukuji také vice inertni exocyklickou dvojnou vazbu stejného
substratu. V tomto kontextu se LmbY a GriH reduktasy vyznacuji dosud nepopsanou aktivitou,
ktera ma navic biologickou relevanci, nebot pfispiva k rozmanitosti struktur APD prekurzoru.

Dvojnasobna FaoH2-zavisla redukce probiha hydridovym pfenosem s unikatnim
mechanismem, ktery byl v ramci prace navrzen i experimentalné prokazan. Dale prace cili
na objasnéni podstaty rozdilné specifity Apd6 homologu. Bylo predikovano aktivni misto Apd6
proteind a stanoveny byly kliCové aminokyselinové zbytky, které byly cilené mutovany.
Pro ziskani pfimého dikazu objasriujiciho neobvyklou reakéni specifitu byly vyvinuty
podminky pro krystalizaci proteina.

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

Apd6 reduktasy objasnéné v ramci této prace predstavuji prvni charakterizované
FaoH2-zavislé enzymy z LLHT rodiny (z angl. luciferase-like hydride transferase)
ze streptomycet a v biosyntéze bioaktivnich molekul viibec. Univerzalnim pfinosem této prace
je rozSifeni dosud velmi omezeného chapani ulohy Fax.zavislych enzymd v Actinobacteria,

které kontrastuje s vyznamné pokrocilejsi znalosti t&chto enzymu v Archaea.

Klicova slova

specializované metabolity, Actinobacteria, kofaktor Fai, oxidoredukéni reakce, reakéni

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 FasxH2-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 A'-pyrroline-2-carboxylic acid substrate,
making LmbY and GriH unusual, if not unique, among reductases.

The two successive FaxoH2-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 F4oH2-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 Fiz-dependent enzymes

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

Key words

specialized metabolites, Actinobacteria, cofactor Fi20, redox reactions, reaction specificity,

lincomycin, pyrrolobenzodiazepines, hormaomycin, griselimycin
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Pd(dba): Bis(dibenzylideneaceton)palladium(0)

Pd(dppf)Cl2 [1,1-bis(difenylfosfino)ferrocen]dichloropalladium(ll)

PEG PolyEthylenGlykol

PEP (P) fosfoEnolPyruvat

PKS Polyketid Synthasa

por gen pro biosyntézu porothramycinu

PPL 4-Propyl-L-ProLin

PTC PeptidylTransferasové Centrum

QDH chinat DeHydrogenasa

RP reverzni faze (Reverse Phase)

SAM S-AdenosylMethionin

SDH Sikimat DeHydrogenasa

SDS Sodium Dodecylsulfat Sodny

SDS-PAGE SDS-PolyAkrylamidova Gelova Elektroforéza

sib gen pro biosyntézu sibiromycinu

SLICE Seamless Ligation Cloning Extract (metoda ligace DNA fragmentt)

SM Specializovany Metabolit

SPE extrakce na pevné fazi (z angl. Solid Phase Extraction)

SSN sekvencné-podobnostni sit (z angl. Sequence Similarity Network)

TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid

TEMED N, N, N",N’-tetramethylendiamin

THF TetraHydroFolat

TOCSY totalni korelacni spektroskopie (z angl. TOtal Correlation SpectroscopY)

tr Retenéni ¢as (1)

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

TSP 3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteropropionova kyselina

UHPLC ultra vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. Ultra High Performance Liquid
Chromatography)

a-MTL a-MethylThioLinkosamid

y-GT y-GlutamylTranspeptidasa



1 UvVOD

1.1 Prirodni latky jako ,,nevy€erpatelny“ zdroj terapeutickych substanci

Mikroorganismy v pfirodé produkuji Siroké spektrum specializovanych metabolitt (SM,
dfive nazyvanych ,sekundarni metabolity“) s rozmanitymi, ¢asto komplexnimi chemickymi
strukturami, které davaji zaklad jejich biologické aktivité. Za syntézu, slozeni a regulaci
produkce SM v producentech zodpovidaji geny, které jsou zpravidla fyzicky uskupené
do biosyntetického genového shluku (BGS)."? Ptirodni produkty s biologickou aktivitou
predstavuji kriticky zdroj terapeutik pro humanni medicinu. Bylo publikovano, ze az 70 %
anti-infek¢énich 1éciv je odvozeno pravé od produktl nalezenych v pfirodé.3 Bez jejich objevu
by mnoho dnes bézné pouzivanych IéCiv, zejména téch k IéCbé bakterialnich infekci, nebylo
dostupnych.

NarUstajici problém antimikrobialni rezistence zd(razriuje dulezitost objevovani
pfirodnich latek, pfedevsim hledani novych alternativ sou€asné uzivanych antibiotik. Neustale
zdokonalujici se technologie pfispivaji k posunu paradigmatu od tradi¢nich kultivacnich
a ,screeningovych® metod k ,omik* technologiim (zejména ke genomice a metabolomice)
a bioinformatickym nastrojam, které umoznuji identifikovat mikrobialni taxony s dosud
nepopsanymi BGS kédujicimi potencialné zajimavé metabolity, &i transkripéné tiché BGS
(shrnuto v Bachmann et al. 2015 a Chen et al. 2019).45

DalSim pfistupem je programovana manipulace genu, které kdduji enzymy zapojené
do biosyntetickych drah jiz znamych SM. Manipulace ma vést ke strukturni zméné, ktera
moduluje biologickou aktivitu SM, a tedy ma problém existujici rezistence timto zplisobem
elegantné obejit. Tento pfistup, nazyvany kombinatorialni syntéza, se vyviji jiz od 80. let
kodujicich biosyntetické systémy pro produkci komplexnich SM polyketidd - polyketid
synthasy (PKS) a neribozomalnich peptidi — neribozomalni peptidové synthetasy (NRPS),
v obou pfipadech jde o velké modularni enzymy.® Vyménou jednotlivych moduld, ¢i dokonce
podjednotek, byla napfiklad pfipravena fada ucinnych latek odvozenych od erytromycinu
¢i daptomycinu (shrnuto v Baltz 2019).” Kromé genu kédujicich enzymy zodpovidajici
za vystavéni zakladni kostry komplexniho metabolitu (jednotlivych stavebnich bloku a jejich
spojeni) jsou dllezité i geny kédujici enzymy katalyzujici nasledné postkondenzacéni pfipojeni
riznych funkénich skupin, jak bylo ukazano naptiklad na zminéném daptomycinu,® ale také
treba u malé skupiny antibiotik linkosamidu.®

Zakladni kostru linkosamidu tvofi aminokyselinova a aminocukerna podjednotka, které
jsou kondenzovany v neobvyklé reakci predstavujici kombinaci NRPS-

a mykothiol/ergothionein zavislych element(.'®'" Recentni pfipravou hybridniho linkosamidu
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bylo demonstrovano, Ze postkondenzacni upravy zakladni kostry jsou jednou z pficin rozdilné
biologické aktivity dvou pfirozené produkovanych zastupct této skupiny — linkomycinu, bézné
uzivaného v klinické praxi, a celesticetinu, jehoz nizka biologicka aktivita je nevhodna
pro klinické vyuziti.° Konkrétné, in vitro se podafilo pfipravit novy uc¢inny linkosamid, nazvany
CELIN, a zaroven jeho demethylovany analog ODCELIN (Obr. 1.1), ktery je kombinaci
aminokyselinové jednotky linkomycinu a celesticetinového aminocukru s navazanym
salicylatem.® Nejen CELIN a ODCELIN, ale i jejich dal$i odvozené derivaty, které se
v soucasné dobé testuji, maji obrovsky potencial budouciho vyuziti jako lIéCiva (nevefejna data
z ddvodu ochrany du$evniho vlastnictvi). Linkosamidy tak pfedstavuji idealniho kandidata
pro pfipravu hybridniho producenta.

| kdyz se mlze zdat, Zze kombinatorialni syntéza poskytuje ,nekone¢né“ mnozstvi
kombinaci, at uz modult tvoficich velké modularni enzymy, &i jednotlivych gentl z BGS, a tedy
.nekonecné“ mnozstvi latek, které Cekaji na objeveni, v praxi se setkavame s problémem,
jak jednotlivé stavebni bloky spoijit. Najit takovou kombinaci substratll a enzymu katalyzujiciho
jejich propojeni neni rychlou a rutinni zalezitosti, nebot' tyto enzymy obvykle maji specificky
definované substrat-vazebné misto, coz uréuje jejich substratovou specifitu (shrnuto
ve Fischbach et al. 2008 a Medema a Fischbach 2015).2'> Dulezitou prerekvizitou
kombinatorialni syntézy je proto detailni charakterizace jednotlivych proteini zapojenych
do biosyntetickych drah SM, €asto vCetné krystalové struktury. Linkosamidy jsou ukadzkovym
pfikladem — bez znalosti rozdilné reakéni specifity homolognich enzym( katalyzujicich
postkondenzaéni modifikace (LmbF/CcbF), ale i znalosti funkce enzymU katalyzujicich kroky
pred ni, by nebyl CELIN pfipraven.'

Cilem této prace je pfinést dalsi dil do linkosamidové ,skladacky“, konkrétné
charakterizovat funkci FaxoH2-zavislé reduktasy v biosyntéze aminokyselinové jednotky
linkomycinu a dale funkci jejich homologl vystupujicich v biosyntéze strukturné odliSnych
latek, jako napf. pyrrolo-1,4-benzodiazepind (PBD). Podobné jako v pfipadé enzymu
LmbF/CcbF, predpoklada se, ze reduktasy maiji v linkomycinu vs. PBD odliSnou reakéni
specifitu. Této rozdilnosti spole¢né se znalosti strukturné-aktivitnich vztahd by mohlo byt

vyuzito pfi konstrukci hybridnich producent(l téchto latek.
R

O’lh,

| O
Ix
N o ' ‘\\\‘OH

CELIN: R=CH;
ODCELIN: R=H

HO

Obr 1.1. Chemicka struktura hybridnich linkosamid — CELINu a ODCELINu. Cerné — kostra
linkosamid(i, €ervené — propylovy fetézec (strukturni motiv linkomycinu), modfe — salicylat (strukturni
motiv celesticetinu; pfevzato a upraveno®).

15



2 PREHLED LITERATURY

2.1 5-deazaflavinové kofaktory

Flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD) pfedstavuji v biologickych
systémech univerzalné rozsifené redoxné aktivni latky (souhrnné nazyvané flaviny), které
vznikaji z riboflavinu jeho fosforylaci (FMN) a naslednou adenylaci (FAD, Obr. 2.1A).14-16
Flaviny maji spole¢né s nikotinamidy (nikotinamidadenindinukleotid, NAD;
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADP) primarni roli v redoxnich reakcich jak zakladniho,
tak i specializovaného metabolismu, kde slouzi jako akceptory (podléhaji oxidaci), €i v reverzni
reakci jako donory (podléhaji redukci) elektron(l.’”'® \V/ 80. letech byly z archaedlniho kmene
Methanobacterium poprvé izolovany flavinim strukturné velmi podobné, téz redoxné aktivni

latky, oznaované jako 5-deazaflaviny (Obr. 2.1B)."°
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Obr. 2.1. Chemické struktury redoxné aktivnich latek. (A) Riboflavin a z néj odvozené flavinové
kofaktory (FMN, FAD) a (B) 5-deazaflavin Fo a z néj odvozeny F420. Modfe zvyraznén je redoxné aktivni
deaza-/isoalloxazinovy (5-deazaflaviny/flaviny) systém (pfevzato a upraveno?).
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2.1.1 Struktura, fylogeneticka distribuce a role 5-deazaflavini v biologii

Zakladni strukturni jednotkou 5-deazaflavini je, stejné jako u flavinovych latek,
tricyklicky systém, zde nazyvany deazaisoalloxazin (modfe zvyraznén v Obr. 2.1B), jehoz
konjugované dvojné vazby jsou divodem charakteristického Zlutého zabarveni. Ctyfi klicové
modifikace v tricyklickém systému odliSuji 5-deazaflaviny od flavind: substituce dusiku v pozici
5 za atom uhliku, demethylace v pozicich C-7 a C-8 a dale hydroxylace na C-8. Tyto
modifikace neodlisuji 5-deazaflaviny od flavin( pouze strukturné, ale jsou také pfic¢inou jejich
rozdilnych elektrochemickych a fotochemickych vlastnosti (kap. 2.1.2).2!

Dosud byly nejvice studovany dva pfirozené produkované 5-deazaflaviny (Obr. 2.1B).
7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin, oznacovany jako kofaktor F,, je tvofen
deazaisolloxazinovym jadrem s pfipojenou ribitolovou jednotkou v pozici N-10.222 F, Ize
nalézt napfic vSemi doménami Zzivota (Bacteria,?*2?% Archaea,?’?® jednobunécna
Eukaryota?®30), kde slouzi vyluéné jako svétlo-sbérna anténa DNA fotolyas, enzymu
opravujicich pyrimidinové dimery vznikajici po vystaveni molekuly DNA UV zafeni
(200 — 300 nm).3" Z tohoto duvodu je Fo spiSe povazovan za chromofor, nez za kofaktor.
7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin-5’-fosforyllactyl(glutamyl),, oznaovany jako
kofaktor Fax, je modularni 5-deazaflavin obsahujici jako zaklad molekulu Fo s daldimi
pfidavnymi funk&nimi skupinami.??23 K boc¢ni ribitolové jednotce Fo je pfipojena fosfatova
a laktylova skupina, které dohromady tvofi F420-0. Na konci bo¢niho Fetézce je dale navazan
polyglutamatovy fetézec, jehoz délka se liSi v zavislosti na konkrétnim druhu, ktery kofaktor
produkuje (Fa2o-1 — Fa20-7).3233 Fyziologicky vyznam a biochemicky zaklad rozdill v délce
polyglutamatového fetézce nebyly dosud zcela objasnény.3* Na rozdil od Fo, F420 pfedstavuje
vzacny 5-deazaflavin s velmi limitovanou taxonomickou distribuci.'®3536 F4y byl plvodné
objeven ve striktné anaerobnich Archaea, kde slouzi jako hlavni katabolicky kofaktor ve dvou
centralnich methanogennich drahach.®” Pozdéji byl také identifikovan v nékolika
nemethanogennich rodech, jako jsou sulfat redukujici Archaeglobales,* nebo fotosyntetické
Halobacteriales.?®* U Bacteria byl vyskyt Fazo potvrzen u nékterych aktinobakterialnich roda
jako jsou Mycobacteria,**4' Streptomyces,*>*? Nocardia,***' nebo Nocardioides.** Tedy
pfevazné u heterotrofnich pudnich aerobnich bakterii. Relativné malo je znamo o roli Fax
v téchto rodech bakterii, kde byva studovan spiSe v souvislosti se specializovanym, nez
zakladnim metabolismem, jeho syntéza tedy pro Bacteria neni esencialni.** Nicméné, existuje
nékolik dlkazl, Ze Fa4o napfiklad pfispiva ke schopnosti patogennich mykobakterii
(Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium lepreae a Mycobacterium bovis) odolavat
nepfiznivym vliviim jako jsou oxidativni stres*> nebo plsobeni antibiotickych a xenobiotickych
latek.*647 Mimo Actinobacteria byl recentné, na zakladé detekce genu kdédujicich biosyntézu
Fa0, tento kofaktor identifikovan také u Proteobacteria, Chloroflexi a Firmicutes, téz

vyznamnych zastupcu pldniho ekosystému.36:48
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Kromé& Fo a Fasao byly vnékterych rodech methanogennich bakterii
(Methanothermobacter,*® Metanobacterium,®® Methanosacrina,® Methanobrevibacter®?)
identifikovany dva purinované derivaty F42o, souhrnné nazyvané jako kofaktory Fsgo, konkrétné
F390-A a F3g0-G. Strukturné se jedna o Fa2, ke kterému je pfes hydroxylovou skupinu v pozici
C-8 deazaisoalloxazinového  kruhu  pfipojeny adenosin-5"-fosfat  (Fag-A), resp.
guanosin-5'-fosfat (F3g0-G).3® Kofaktory Fsgo jsou syntetizovany z Fax v pfipadé, Ze je
methanogen vystaven kysliku, pficemz k produkci dochazi v reakci na opétovné navozeni

anaerobidzy.%* Fyziologicka role kofaktort Fsgo vSak doposud nebyla objasnéna.

2.1.2 Elektrochemické a spektralni vlastnosti kofaktoru Fazo

Pres strukturni podobnost k flavinlm, kofaktor Fax je elektrochemicky podobny
nikotinamidiim a slouzi vyhradné jako dvou-elektronovy nosi¢. Substituce dusiku v pozici 5
za atom uhliku je ddvod nizké stability Faz ve formé semichinonu, proto se kofaktor Faizo
ucastni pouze reakci, kde se uplatfiuje hydridovy mechanismus. Redoxné aktivni misto se
nachazi v pozicich C-5 a N-1 deazaisoalloxazinového chromoforu (Obr. 2.2A).%°

Kofaktor F420 ziskal nazev dle svych spektralnich vlastnosti. Po absorpci svétla vhodné
vinové délky podléha delokalizovany naboj na deazaisoalloxazinovém kruhu T — 1* tranzici
s naslednou expozici UV zafeni do viditelné oblasti svétla. Absorpéniho maxima je
u oxidovaného F 42 dosazeno pii 420 nm (pfi pH vy$Sim nez 6).22% Redukovany F4xoH2, ktery
ve srovnani s oxidovanou formu obsahuje méné konjugovanych dvojnych vazeb, ma posunuté
absorpéni maximum k 325 nm (Obr. 2.2B)."® Ve srovnani s flaviny jsou absorpéni i emisni
spektra 5-deazaflavinli posunuta smérem do modré oblasti viditelného svétla. Specifického
absorpéniho profilu Fax je vyuzivano pfi studovani kinetickych parametrl Fao/Fa20H2-
zavislych enzym(, pfiCemz je monitorovana pravé absorbance kofaktoru pfi 420 nm.57:58

Substituce v pozici 5 je také pfi€inou nizSiho redoxniho potencialu kofaktoru Fazo
(- 340 mV),% ve srovnani s flaviny i nikotinamidy (Obr. 2.2C). Nizky redoxni potencial F 4z,
ktery muze byt dale je$té modulovan v zavislosti na fyziologickych podminkach,%® umoznuje
energeticky efektivni redukci napfiklad klicovych kofaktorli methanogeneze, jako jsou NADP
a tetrahydromethanopterinové derivaty.6® 5-Deazaflavinové kofaktory obecné zvysuji
metabolickou flexibilitu mikroorganismu, nebot umoznuji redukci Sirokého spektra organickych

latek jinak nete¢nych k aktivaci.
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Obr. 2.2. Elektrochemické a spektralni vlastnosti kofaktoru F420. (A) Oxidovana a redukovana forma
5-deazaflavin(i: barevné zvyraznéné je redoxné aktivni misto. (B) UV-absorp¢éni spekira oxidovaného
Fa20 (modie) a redukovaného Fa2oH2 (Cervené; pievzato a upraveno®'). (C) Grafické srovnani redoxnich
potencidlll Fs20 a dal$ich redoxné aktivnich latek (pfevzato a upraveno®?).

2.1.3 Biosyntéza kofaktoru Fazo

Kofaktor Fa4 predstavuje modularni latku slozenou z nékolika prekurzor(, jeho
biosyntéza tak zahrnuje nékolik dilich biosyntetickych drah individualnich stavebnich
jednotek. Biosyntetickou drahu Fazo Ize zjednoduSené popsat ve Ctyfech krocich (Obr. 2.3A),
pficemz v porovnani s flavinovou drahou (Obr. 2.3B) sdili obé drahy pouze jeden meziprodukt.

V prvnim kroku je riboflavinovy prekurzor pyrimidin ribityldiaminouracil (5-amino-6-
ribityl-amino-2,4[1H,3H]-pyrimidinedion) kondenzovan s L-tyrosinem za vzniku molekuly Fy
(Obr. 2.3A).83 Tato reakce je katalyzovana S-adenosylmethionin (SAM)-zavislou Fy
synthasou, enzymem, ktery je kédovan bud jako dva polypeptidové fetézce (Archaea;
CofGH),%® pfipadné jako jeden fuzni protein tvofeny dvéma doménami (Bacteria; FbiC).4*
Nasleduje konverze Fo na Faix. Fo je kondenzovan s enolpyruvyl-difosfo-5'-adenosinem
(EPPA; Archaea) ¢&i enolpyruvyl-difosfo-5'-guanosinem (EPPG; Actinobacteria) za vzniku
dehydro-F20-0.%4 Reakci katalyzuje EPPG/EPPA:F, fosfoenolpyruvat transferasa (CofD
v Archaea; FbiA v Actinobacteria).f4-%¢ V poslednich dvou krocich je nejprve v reakci
katalyzované  FMNH;-zavislym  neribozomalnim  proteinem  CofX (Archaea)/FbiB
(Actinobacteria) generovan F420-0 (F420 neobsahujici v boénim fetézci zadny glutamatovy
zbytek), ke kterému je nasledné v pfipadé Actinobacteria pomoci stejného enzymu v GTP-

zavislé reakci pfipojen y-polyglutamatovy fetézec, v pfipadé Archaea pfipojeni katalyzuje
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CofE.%4667 Zatimco funkce CofX a CofE je jen hypoteticka, navrhovana funkce FbiB byla in
vitro prokazana. FbiB je dvou-doménovy protein,®® jehoz C-koncova doména ma adoptovany
FMN-vazajici nitroreduktasovy motiv a katalyzuje redukéni reakci a tedy vznik Fazo-0. N-
koncova doména, ktera je homologni k proteinlm z Faz:y-L-glutamyl ligasové rodiny,
katalyzuje pfipojeni y-polyglutamatového retézce.t

Pro porovnani, biosyntéza riboflavinu, ze kterého nasledné vznikaji flaviny FMN a FAD,
je zcela odliSna v meziproduktech i enzymech katalyzujicich jednotlivé kroky (Obr. 2.3B).
Draha taktéz vychazi z ribityldiaminouracilu (jediny spole¢ny prekurzor), ktery je kondenzovan
s 3,4-dihydroxy-2-butanon-4-fosfatem za vzniku lumazinového derivatu (6,7-dimethyl-8-
ribityllumazin), reakci katalyzuje 6,7-dimethyl-8-ribityllumazin synthasa. Dvé molekuly
lumazinového derivatu jsou nasledné kondenzovany, ¢imz dochazi k regeneraci vychoziho
ribityldiaminouracilu a jako vedlejSi produkt vznika riboflavin, reakci katalyzuje riboflavin

synthasa (shrnuto v Fischer a Bacher 2006).5°
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Obr. 2.3. Zjednodusené schéma biosyntézy redoxné aktivnich latek. (A) Biosyntéza kofaktoru F 420
v Actinobacteria — modfe zvyraznéné jsou enzymy katalyzujici jednotlivé kroky, vzdy je uveden
i homologni enzym z Archaea (kédovany cof geny; prevzato a upraveno®) a (B) riboflavinu, prekurzoru

flavind FMN a FAD. S 5-deazaflavinou drahou sdili riboflavinova draha pouze jeden meziprodukt -
ribityldiaminouracil (pfevzato a upraveno®).
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214 F420/F420H2-ZéViS|é enzymy

Soucasny stav poznani F420/F 420H2-zavislych enzymd je ve srovnani s flavin-zavislymi

enzymy znacné omezeny. Pfehled nejvyznamnéjSich, funkéné, pfipadné i strukturné

anotovanych F420/F 420H2-zavislych enzyml, je souhrnné uveden v Tab. 2.1.

Tab. 2.1. Pfehled nejvyznamnéjsich anotovanych Fa20/F 420H2-zavislych enzymd.

RODINA A

Frh: F420-redukujici hydrogenasa™

(enzymovy komplex; FrhB:
redukujici F420-zavisla doména)

Fpr: FixoH2-zavisla oxidasa’

FrhB: Fa4xo-vazajici
proteinova rodina
(FrhB-odvozeny
motiv) 172

FDP?
(Flavodoxin- a
B-laktamasa-odvozeny

methanogeneze

detoxifikacni procesy

g motiv)’4
- Mer: F420-zavisla methylentetra- LLHT® methanogeneze
< hydromethanopterin reduktasa’® (TIM barel)’® 9
Mtd: Fs20-redukujici methenyltetra- LLHT
hydromethanopterin (Mtd-odvozeny motiv)’® methanogeneze
dehydrogenasa’®
Adf: F420-redukujici sekundarni LLHT redukce acetonu
alkohol dehydrogenasa’” (TIM barel)’”
fHMAD: F 420-redukujici LLHT
dehydrogenasa kyseliny (TIM barel)’® biosyntéza bunééné stény
hydroxymykolové™
FGD: F420-redukujici glukosa-6- LLHT .
fosfat dehydrogenasa®’ (TIM barel)®":7° zdroj FazoH:
o Fht: Fa2oH2-zavisla pikrat t k';'-HT " biodegradace
- reduktasa*® éﬁ;’aktﬁzﬁéﬁ; nitrofenolovych slouéenin
k3]
g Ddn: deazaflavin-zavisla FDOR® nitroimidazolova aktivace,
nitroreduktasa® (déleny B-barel)® redukce exogennich latek
. o Aials FDOR
O).(gR' ';42|2tH2 ZEVISIa (struktura nebyla biosyntéza tetracyklinu
oxidoredukiasa charakterizovana)
. il FDOR
Tng. 242?(:'2 zgwsla (struktura nebyla biosyntéza thiostreptonu Aa
oxidoredukiasa charakterizovana)

@ z angl. flavodiiron
b flavin/deazaflavinové oxidoreduktasy
¢ z angl. luciferase-like hydride transferase

VétSina znamych 5-deazaflavin-zavislych enzymu vaze F420/F420H2 uvnitf TIM-barelu
(pf. Adf, Mer, fHMAD, FGD),%" 7577 déleného B-barelu (pf. Ddn) ¢i FrhB-odvozeného motivu
(pf.  FrhB).7"72

hydromethanopterin

Vyjimku pak predstavuje napfiklad Fazo-redukujici methenyltetra-

dehydrogenasa (Mtd) adoptujici novy Mtd-odvozeny motiv®?
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Ci Fa2oH2-zavisla oxidasa (Fpr) obsahujici ve své struktufe flavodoxin- a B-laktamasa-
odvozeny motiv.”* Zatimco popsané Fax-vazajici proteiny obsahujici ve své struktufe TIM-
barel ¢i déleny B-barel sdileji strukturni homologii s proteiny vazajicimi FMN a FAD,”58 Mtd-
a FrhB-odvozené motivy byly nalezeny pouze u proteind vazajicich Faz.”"8? Nasledujici
podkapitoly se dale zaméfuji na nejvyznamnéjSi rodiny Fao/Fa20H2-zavislych proteind

s TIM-barelovym a délenym B-barelovym motivem.

2.1.4.1 Flavin/deazaflavinové oxidoreduktasy (FDOR)

FDOR jsou malé proteiny (~150 aminokyselinovych zbytk(), obsahujici ve své
struktufe charakteristicky déleny B-barel, jenz tvofi zaklad pro kofaktor- i substrat- vazebné
misto.8 Tato rodina proteinll je velmi diverzifikovana z hlediska aktivit (reduktasy, oxidasy,
oxygenasy), kofaktorové specifity (Fa20, FMN, FAD, hem) i substrat(.2* Déli se dale na dvé
podskupiny (FDOR-A, FDOR-B), které s mensi nez 30% sekvencni podobnosti sdileji stejny
strukturni motiv (Obr. 2.4A).85

Mezi funk&né charakterizované zastupce této rodiny proteinl z biosyntézy bioaktivnich
latek patfi reduktasy OxyR a TpnL. OxyR ze Streptomyces rimosus katalyzuje redukci alkenu
dehydrooxytetracyklinu, finalniho kroku v biosyntéze tetracyklinovych antibiotik.#> 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 reprezentativnich proteind
z FDOR rodiny. Struktura deazaflavin-zavislé nitroreduktasy Ddn (FDOR-A; PDB ID 3R5R®) a proteinu
Rv1155 (FDOR-B; PDB ID 4QVB?®). (B) Schéma reakci katalyzovanych enzymy OxyR a TpnL, 3edé
podbarvené je misto, kde dochazi k redukci (pfevzato a upraveno*?8").
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2.1.4.2 Hydridové transferasy odvozené od luciferas (LLHT)

LLHT (z angl. luciferase-like hydride transferase) jsou soucasti vétsi
monooxygenasové rodiny proteind podobné luciferasam (PFAM PF00296). Recentni
fylogeneticka rekonstrukce dale déli LLHT na dvé podskupiny — Faxo-zavislé reduktasy
a Fax-zavislé dehydrogenasy.®” Stejné jako FDOR, LLHT jsou taktéz skupinou
diverzifikovanou z hlediska katalytickych aktivit (oxidasy, reduktasy, oxygenasy) i kofaktorové
preference (Fa2o, FMN, FAD).578889 Nicméné, Fao-zavislé enzymy z této skupiny Ize odlisit
pfitomnosti konzervovaného glycinového zbytku uvnitf aminokyselinové sekvence proteinu,
ktery vaze fosfatovou skupinu kofaktoru Fazo bez stérickych prekazek.”® Pres vzajemnou
nizkou sekvenéni podobnost sdili LLHT podobny TIM-barel motiv - (a,8)s a neobvyklou
ne-prolyl cis peptidovou vazbu ve své struktufe. Nejlépe charakterizovanymi proteiny z této
rodiny jsou archaedlni methylenetetrahydromethanopterin reduktasa (Mer; Methanopyrus
kandleri, Methanobacterium thermoautotrophicum, Methanosarcina barkeri),’>% archaealni
alkohol dehydrogenasa (Adf; Methanoculleus thermophilicus)’”” a aktinobakterialni
glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (FGD; Mycobacterium tuberculosis, Rhodococcus jostii).5"7°

Adf slouzi u methanogennich bakterii k ziskavani energie redukci sekundarnich
alkoholt na ketony (Obr. 2.5A-/). V reakci dochazi k soucasné redukci Fazo na FaxoH2, ktery
dale vstupuje do CO;-redukénich drah &i jinych bunéénych reduktivnich proces(.®! Krystalova
struktura komplexu Adf-aceton (substrat)-F.xo ukazala, Ze Adf je dimer obsahujici ve své
struktufe jak TIM-barel, tak i ne-prolyl cis peptidovou vazbu, ktera tvofi esencialni ¢ast vyduté
a slouZi jako zarazka deazaisoalloxazinového kruhu Fazo (z R-strany), ¢imz umozfiuje jeho
vazbu v charakteristické ohnuté konformaci (tzv. motyli konformace). Polyglutamatovy konec
F 420 sméfuje do prostoru (Obr. 2.5A-1). Aceton je umistén z protilehlé strany F4zo (S-strany)
a je zanoren hloubé&ji do proteinu. Pfedpokladany mechanismus katalyzy predikuje u¢ast dvou
klicovych zbytk(, H39 a E108 (Obr. 2.5A-/11).77:92

FGD ma roli v primarnim metabolismu mykobakterii, kde oxiduje glukosu-6-fosfat
za soucasné redukce Fazo (Obr. 2.5B-/) v ramci pentosa-fosfatové drahy.5”-%3 Role FGD v této
draze je jakousi nadstavbou, nebot vétsina mykobakterii také kéduje béznou NADP-zavislou
glukosa-6-fosfat dehydrogenasu.*'% V tomto smyslu FGD tedy predstavuje spiSe ekvivalent
ke konzervované Fago-redukujici NADPH-zavislé dehydrogenase, enzymu, ktery je
zodpovédny za regeneraci oxidovaného Faz u vétSiny aktinobakterialnich rodl. Krystalova
struktura FGD nese stejné znaky jako struktura Adf a i zde, stejné jako v pfipadé Adf, se pfi
pfenosu hydridu uplatni konzervované H a E zbytky (Obr. 2.5B — I; 11).57:77

V literatufe dosud nebyl funkéné popsan zadny LLHT enzym z biosyntézy bioaktivnich
latek. Nicméné, role FaxH2-zavislych reduktas byla predikovana v biosyntéze

aktinobakterialnich metabolitd inkorporujicich neobvykly 4-alkyl-L-prolinovy derivat (kap. 2.2).
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Obr. 2.5. Krystalové struktury reprezentativnich proteinti z LLHT rodiny a schéma reakci, které
katalyzuji. (A) Homodimer Adf (PDB ID 1RHC)"” a (B) monomericka jednotka FGD (PBD ID 3B4Y)%":
() reakéni schéma; (ll) struktura LLHT s navazanym Fa; (lll) detail interakce Fa2o s kliCovymi
aminokyselinovymi zbytky, véetné konzervovanych H a E zbytk( (zvyraznény ¢ernou Sipkou; prevzato
a upraveno®77).

2.2 Aktinobakterialni komplexni metabolity s alkylprolinovym derivatem

Pfirodni produkty, které vznikaji ve specializovanych biosyntetickych drahach, ¢asto
pfedstavuji komplexni latky sloZzené z nékolika stavebnich jednotek. V nejjednodusSim
pfipadé jsou témito jednotkami proteinogenni aminokyseliny, bézné sacharidy, ¢i acetyl
koenzym A, jejichZ specializovana biosyntéza neni vyZadovana, nebot’ jsou v burice bézné

dostupné.®> Nicméné, pomeérné casto se ve strukturach pfirodnich latek objevuji také
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neobvyklé stavebni bloky, jejichz biosyntéza je podminéna pfFitomnosti specifickych
biosyntetickych gend, které jsou v genomu konkrétniho producenta zpravidla lokalizovany
do genovych podshlukl. Podshluky jsou nezavislymi evoluénimi entitami, které podléhaji
horizontalnimu pfenosu genli. BGS komplexnich latek si mizeme predstavit jako mozaiku
nékolika podshluk, které jsou vzajemné evolu¢né nezavislé.>'2 To je divod, proc¢ jsou v BGS
kédujicich strukturné velmi rozdilné komplexni latky nalézany evolu¢né pfibuzné podshluky.
Je zfejmé, ze molekularni evoluce je u€innym nastrojem diverzity struktur SM. O této diverzité
vSak nerozhoduje pouze kombinace podshlukd kodujicich jednotlivé prekurzory v BGS, nebot
kazdy individualni prekurzor muze byt inkorporovan do finalniho metabolitu v odliSném
kontextu a to v zavislosti na systému, kédovaném téz v ramci BGS, ktery zprostfedkovava
spojeni jednotlivych prekurzorg.

Evoluéni propojeni biosyntetickych drah Ize vystopovat také u producent(l linkosamidu,
PBD, hormaomycinu a griselimycinu, v jejichz BGS, které jsou jinak zcela odlisné, byly
nalezeny homologni geny kdédujici biosyntézu prekurzoru jejich sdilené stavebni jednotky:
4-alkyl-L-prolinového derivatu (APD)."3 Ve vSech pfipadech se jedna o komplexni metabolity
se zajimavou biologickou aktivitou. Detailni znalost vyznamu inkorporace a biosyntézy APD
proto pfedstavuje nutny predpoklad k pfipravé geneticky modifikovanych kmenu produkujicich

odvozené latky s lepSimi biologickymi vlastnostmi.

2.21 Linkosamidy: linkomycin a intervencin

Linkomycin A% (dale, neni-li specifikovano, jen linkomycin“) a intervencin®
(produkované Streptomyces lincolnensis, resp. Rhodococcus sp. 06-235-1A) jsou zastupci
skupiny latek nazyvané linkosamidy, ktefi maji do své struktury inkorporovany APD (Obr. 2.6).
Linkosamidy pFedstavuji malou skupinu latek, kterd zahrnuje pouze dva dalSi pfirozené
produkované metabolity: celesticetin® a Bu-2545% (produkované Streptomyces caelestis,
resp. Streptomyces sp. H230-5), tyto latky ovSem nemaji ve své struktufe inkorporovany APD,
ale zakladni prolinovou jednotku. Nicméné, v kultivaénich médiich producentl linkosamidu
linkomycin B (téz inkorporujici APD) produkovany S. lincolnensis."’

Linkosamidy jsou komplexni metabolity, které tvofi charakteristicka aminocukerna
jednotka, ktera je amidovou vazbou pfipojena k aminokyselinové jednotce. Aminocukernou
jednotkou linkomycinu je neobvykla aminooktosa trivialnim nazvem oznacovana
a-methylthiolinkosamid (a-MTL; methyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-a-D-
galaktopyranosid),’® aminocukr v Bu-2545 a intervencinu se li§i minimalné, a to pouze
methylaci hydroxylu v pozici C-7". K aminocukerné ¢asti celesticetinu je navic jesté pfipojen
salicylat pres dvou-uhlikaty alifaticky fetézec a thio-skupinu v pozici C-1.19 Zatimco

aminokyselinovou jednotkou celesticetinu a Bu-2545 je proteinogenni L-prolin, v linkomycinu
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a intervencinu je to specialné biosyntetizovany APD — N-methyl-4-propyl-L-prolin (linkomycin
A),103104 respektive N-ethyl-4-methyl-L-prolin (linkomycin B)'% a N-methyl-4-methyl-L-prolin

(intervencin).®’
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Obr. 2.6. Chemické struktury prirodnich linkosamidi. Spole¢nym zakladem linkomycinu,
intervencinu, celesticetinu a Bu-2545 je aminokyselinova jednotka (Cervené - odvozena
z proteinogenniho L-prolinu; modfe — specialné biosyntetizovany APD), kterd je amidovou vazbou
pfipojena k aminocukerné jednotce (Cerné). K aminocukru celesticetinu je dale pfes dvou-uhlikaty
alifaticky fetézec a thio-skupinu v pozici C-1"pfipojen salicylat (fialové).

2.2.1.1 Biologicka aktivita linkosamidu

Linkomycin je Klinicky vyznamné antibiotikum, pouzivané proti Gram-pozitivnim
bakteriim, v€etné patogennich druhG Streptococcus, Staphylococcus a Mycoplasma,
¢i anaerobnim  mikroorganismim.'®@ Do souCasné doby bylo pfipraveno nékolik
semisyntetickych  derivatl, chlorovany analog linkomycinu nazyvany klindamycin
(7-chloro-7-deoxylinkomycin) je vSak jedinym semisyntetickym linkosamidem uzivanym
v humanni medicingé.'%-110 Klindamycin ma podobné spektrum ucinku jako linkomycin, je v§ak
ucinnéjsi, s prokazatelnou superioritou, proto fakticky vytésnil linkomycin z humanni mediciny.
Klindamycin navic vykazuje i aktivitu proti nékterym protozoa. Vzhledem k jeho nizké toxicité
se doporucuje uzivani klindamycinu spole¢né s chininem pro lé¢bu malarie, jejimz plvodcem
je Plasmodium falciparum, a to u rizikovych pacient(l, a dokonce jako kombinace prvni volby
u zen v prvnim trimestru téhotenstvi.’' Klindamycin byva také c¢asto vyuzivan v ramci

profylaktické Ié¢by jako prevence vzniku endokarditid béhem Ié¢by zubnich infekci.'? Pro svoji
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schopnost pronikat efektivné do tkani, v€etné kosti, je povazovan za cennou antimikrobialni
latku.

Molekularni podstatou antimikrobialni aktivity linkosamidd je inhibice proteosyntézy
vazbou do peptidyltransferasového centra (PTC) 50S ribozomalni podjednotky bakterialniho
ribozomu.""® Detailni orientace a interakce funkénich skupin linkosamidl byly popsany
na krystalové struktufe 50S podjednotky ribozomu Staphylococcus aureus v komplexu
s linkomycinem (Obr. 2.7)'"* a 50S podjednotky ribozomu Deinococcus radiodurans
v komplexu s klindamycinem.'"® Jadro antibiotika, tj. a-MTL i heterocyklus APD jsou umistény
v PTC, alkylovy fetézec APD pak prodluzuje molekulu antibiotika smérem k ribozomalnimu
mistu, v némz se vaze aminoacyl-tRNA. Prodlouzeny alkylovy fetézec (ethyl-, propyl, nebo
i dels$i) tedy navic interferuje svazbou aminoacyl-t-RNA na ribozom, coz zvysSuje
antimikrobialni aktivitu. Z modell je zfejma také dulezitost atomu siry a-MTL c&asti, ktera je
smérovana opacnym smérem, tj. kexit tunelu, nebot interaguje s23S rRNA a ma
v aminocukerné jednotce zfejmé krucialni roli, ve vysledku vyznamné pfispiva k celkové
biologické aktivité linkosamida. 15116

Biologicka aktivita linkosamidu Uzce souvisi se strukturou. Markantni rozdil v aktivité
najdeme mezi celesticetinem a linkomycinem (celesticetin vykazuje zhruba 25 — 50 %
biologické aktivity linkomycinu''?), coz vzhledem k rozdilim v jejich strukturach neni
pfekvapivé. OvSem podstatny rozdil v aktivité Ize také najit mezi linkomycinem A
a linkomycinem B (linkomycin B vykazuje asi 25 % aktivity linkomycinu A''8), které se li§i pouze
délkou boc¢niho alkylového Fetézce v pozici C-4. Na zakladé chemickych modifikaci
linkomycinu byla determinovana ¢tyfi ,hot-spot‘ mista, ktera vyrazné& moduluji biologickou
aktivitu linkosamidud.'"” Prvni pozici je C-7° v aminocukerné jednotce. Halogenovy derivat
linkomycinu, jiz zminény klindamycin, je konkrétnim pfikladem uspé&sné modifikace C-7" mista.
Obecné bylo ukazano, ze substituce hydroxylu v pozici C-7" za halovy prvek zvySuje aktivitu
linkosamid(.'% Recentné bylo demonstrovano, Ze i pfitomnost salicylatu pfipojeného na
aminooktosu v pozici C-1" je z hlediska aktivity vyznamna, u in vitro pfipravenych hybridnich
linkosamid( salicylat aktivitu vyznamné zvySoval.® Dal$i dvé ,hot-spot* mista se nachazeji
v aminokyselinové ¢asti. Pfitomnost methylové skupiny v pozici N-1 je u nékterych derivat,
ve srovnani s demethylovanymi protéjsky, divodem jejich nizsi aktivity.''” Vibec nejdulezitéjsi
se zda pozice C-4. Pravé délka boc¢niho alkylového fetézce v pozici C-4 ma na celkovou
aktivitu linkosamidt vyznamny vliv.'” Jiz zminény linkomycin B, obsahujici v pozici C-4
ethylovy fetézec, je jedinou zjevnou pfi€inou jeho nizké aktivity nevhodné pro klinické vyuziti.
Podobné je tomu i u intervencinu, obsahujicimu v bo¢nim fetézci jesté o uhlik krats$i methyl.”
Naopak, semi-synteticky pfipravené analogy linkomycinu s prodlouzenym alkylovym fetézcem

vykazuji vySsi aktivitu nez pfirozeny linkomycin s propylovym boc&nim Fetézcem. Vubec
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nejlepsiho biologického U€inku bylo dosazeno u analogl linkomycinu obsahujicich jako boéni

fetézec pentyl a hexyl.""®
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Obr. 2.7. Interakce linkomycinu s 50S ribozomalnim komplexem Staphylococcus aureus.
Aminocukerna &ast a heterocyklus APD jednotky jsou orientovany v peptidyltransferasovém centru
ribozomu tak, Ze zatimco atom siry a-MTL &asti sméfuje k exit tunelu, kde interaguje s 23S rRNA,
alkylovy fetézec APD jednotky sméfuje na opacnou stranu, kde interferuje s mistem vazby
aminoacyl-tRNA (pfevzato a upraveno''4).

2.2.2 Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny

PBD predstavuji pocetnou skupinu komplexnich latek sdilejicich stejny strukturni
zaklad - tricyklicky systém slozeny z anthranilatového (A), diazepinového (B)
a hydropyrrolového kruhu (C; Obr. 2.8). Substituce kruhl v rdznych pozicich jsou pfi¢inou
chemickeé rliznorodosti PBD. Byly popsany PBD se substitucemi A-kruhu jako jsou methylace,
hydroxylace ¢i glykosylace (pozice C-7, C-8, C-9)."2° Vyznamna je substituce B-kruhu v pozici
C-11. Iminova forma (N-10-C-11) je povazovana za biologicky aktivni, snadno vSak muze,
napfiklad podminkami chemické analyzy €i skladovani, reverzibilné prechazet v methoxy-
nebo hemiaminal- formu.'?'-123 Dalsi ¢astou modifikaci je ireverzibilni oxidace C-11 vedouci
k formaci stabilnich oxo-derivatl. C-kruh muze byt modifikovan hydroxy- a methoxy-
skupinami, endocyklickymi dvojnymi vazbami a v neposledni fadé variabilnim uhlikovym
fetézcem v pozici C-2.'20 Je to pravé pritomnost alkylu v pozici C-2, ktera odliSuje PBD
se specialné biosyntetizovanymi APD od PBD, jejichz C-kruh je odvozen od proteinogenniho
L-prolinu (analogicky jako u linkosamidu celesticetinu a Bu-2545).124.125

Dosud byly popsany BGS péti PBD, které inkorporuji specialni APD (Obr. 2.8).126-131

Anthramycin, produkovany bakterii Streptomyces refuineus, je vibec prvni izolovanou PBD
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latkou.'3? Ve své struktufe ma jako APD jednotku inkorporovany dehydroprolinakrylamid.33
Anthramycinu strukturné podobny porothramycin, jehoz producentem je Streptomyces
albus,’* obsahuje ve své struktufe jesté vyraznéji modifikovanou APD jednotku -
dehydroprolinakryl-(N’,N’-demethyl)amid. '35 Sibiromycin, metabolit bakterie
Streptosporangium sibiricum,’®® je zastupce obsahujici jako jednu z modifikaci glykosylaci
na C-7 a jeho APD jednotkou je propylidendehydroprolin.’®” Posledni dva zastupci,
tomaymycin a limazepin E (pokud neni blize specifikovano, dale jen ,limazepin®), jejichz
producenty jsou Streptomyces achromogenes,'3® respektive Streptomyces ICBB 1877,139.140
se strukturou liSi jen minimalné, konkrétné pozici dvojné vazby v C-kruhu. V pfipadé
limazepinu je dvojna vazba endocyklickda a APD jednotkou je ethylidendehydroprolin,3®

u tomaymycinu je dvojna vazba soucasti bo¢niho alkylového fetézce a APD jednotkou je tak

ethylidenprolin. ™!
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Obr. 2.8. Chemické struktury PBD. Sedé& podbarvena plocha: pfechody mezi imino-hemiaminal-
methoxy formami;'?? A - anthranilatovy, B — diazepinovy a C - hydropyrrolovy kruh, které tvofi zaklad
struktury PBD. Dale jsou zobrazeny struktury PBD inkorporujicich APD (APD jednotka je zvyraznéna
modFe): tomaymycin, limazepin E, sibiromycin, anthramycin a porothramycin.

2.2.2.1 Biologicka aktivita pyrrolo-1,4-benzodiazepint

PBD jsou latky sice se slabou antibakterialni aktivitou, do popfedi zajmu se vSak
dostavaji zejména diky pozoruhodné protinadorové aktivité.'?®> PBD puUsobi jako sekvenéné-

selektivni alkylaéni latky. S-chiralni centrum v pozici C-11 mezi B- a C-kruhy poskytuje idealni

31



3D konformaci pro kovalentni vazbu ke guaninu do malého Zlabku DNA (preferenénim
motivem je bud purin-guanin-purin;'#? recentni data uvadéji preferenci spiSe pro pyrimidin-
guanin-pyrimidin;'43 Obr. 2.9).144.145 VVazba do DNA probiha ve dvou krocich, prvni zahrnuje
rozpoznani favorizovaného nizko-energetického vazebného mista rychlou reverzibilni
nekovalentni asociaci molekuly PBD s DNA. V tomto kroku se uplatni slabé vodikové mustky,
van der Waalsovy sily a elektrostatické interakce. Pokud jsou tyto interakce pfilis slabé, dojde
k disociaci a PBD re-asociuje na jiném misté. Toto se opakuje, dokud neni nalezeno vhodné
nizko-energetické misto obsahujici guanin. Poté, co je PBD dostatecné silné asociovan
k DNA, muze byt vytvorena kovalentni vazba mezi uhlikem C-11 a C-2-NH; guaninu.'46
Vytvoreni PBD-DNA komplexu jednak brani navazani specifickych transkripénich faktoru,4”
ale pfimo také ovlivriuje funkci RNA polymerasy,'#® pusobi letalni DNA zlomy,'#° ¢i moduluje
rizné signalni drahy.'® Mnoho proteini a signaliza¢nich drah, které jsou pusobenim PBD
negativné ovlivihovany, jsou v nadorovych burkach, ve srovnani se zdravymi burkami,
nad-regulovany, coz maze ¢astecné vysvétlovat protinadorovou aktivitu PBD. 5"

Je znamo, Ze protinadorova aktivita PBD je modulovana v zavislosti na substitucich
kruhd. Napfiklad bylo prokazano, Ze oxo-skupina v pozici C-11 aktivitu vyrazné snizuje.'?3152
Naopak, cukerna jednotka v pozici C-7 k biologické aktivité vyznamné pfispiva.’s3154
Analogicky jako u linkosamidd, také u PBD ma prodlouzeny alkylovy fetézec v pozici C-2
(C-kruh) pozitivni vliv na vazbu k cilové struktufe a to vzhledem k tomu, Ze prostor vazby
v molekule DNA je celkem jasné definovany.’315% Kromé délky alkylového fetézce
pfipojeného k C-2 je v této pozici také dllezita pfitomnost dvojnych vazeb. PBD latky s C-2
endo/exocyklickou dvojnou vazbou maji ve srovnani s PBD s plné nasycenym C-kruhem
vyrazné vyssi protinadorovou aktivitu.'®® Vibec nejlepsi biologické vlastnosti vS§ak maji PBD
latky obsahuijici jesté jednu pfidavnou dvojnou vazbu v postrannim fetézci (napf. sibiromycin).

Dvojné vazby ziejmé zajistuji optimalni tvar pro efektivni vazbu do DNA.153

Obr. 2.9. Interakce PBD s malym zlabkem DNA. (A) Kovalentni vazba sibiromycinu prostfednictvim
C-11 (B-kruh) ke guaninu 6 (G6; sekvence 5-TATAAGGTATA-3'). Vazbu déle stabilizuji vodikové vazby
mezi C-9-OH a N-3 G6 a déale C-9-O a exocyklickym C-2-NH2 guaninu 7 (G7). Sibirosaminovy cukr
(Cerny ramecek) je umistén nad rovinou malého zlabku. (B) Krystalova struktura anthramycin—-DNA
(sekvence 5-CCAACGTTGG-3"). Dvojna vazba v bo¢nim alkylovém fetézci (Cervené) je pro efektivni
vazbu esencialni (pfevzato a upraveno'®4).
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Vyzkum PBD cili zejména na modifikaci funk&nich skupin, hlavnim nastrojem je
chemicka syntéza novych PBD analogll. Napfiklad, modifikaci v C-8 pozici se podafilo pfipravit
nové Ucinné latky s oznagenim GWL-78"" a KMR-28-39."%8 Jako velmi efektivni modifikace se
ukazalo byt spojovani monomerickych jednotek PBD pres C-7/C-7°1%° ¢i C-8/C-8" pozice.
Spojenim pres C-8 byly pfipraveny napfiklad dimery DSB-120"% a SJG-136,'®" pficemz druhy
jmenovany (Obr. 2.10) je v druhé fazi klinickych testd pro |é€bu rakoviny vaje¢nikd a leukemie.
Obecné, C-8/C-8  propojené PBD dimery maji ve srovnani s PBD monomery vysSi
cytotoxickou,'®? protinadorovou'®? i antibakterialni aktivitu.'®® Pfipraveny byly i dimery spojené
pfes C-8/C-2'a C-2/C-2’pozice, tyto dimery se vSak nedostatetné vazaly k DNA, coz
ve vysledku vedlo k poklesu cytotoxicity.'®* Vyzkum PBD intenzivné pokracuje i v sou¢asné

dobé, nékolik syntetickych derivat(l, véetné PBD-konjugatli a PBD-dimeru je v sou¢asné dobé

v 1., Il., nebo lll. fazi klinickych testl a predstavuiji tak slibné kandidaty novych protinadorovych
|ééiV.165_168
N
O O . =
8 \(CHg 8 H
OCH, OCH3 N
o)
SJG-136

Obr. 2.10. Chemicka struktura PBD dimeru SJG-136. Tato slibna protinadorova latka byla pfipravena
spojenim dvou PBD monomer(i pfes C-8/C-8" pozice.

2.2.3 Hormaomycin

Hormaomycin predstavuje vysoce komplexni latku (Obr. 2.11). Jedna se
o makrocyklicky peptidovy lakton, jehoz absolutni konfigurace byla potvrzena totalni
chemickou syntézou.'® Hormaomycin se sklada z (S)-L-isoleucinu ((S)-lle), jako jediné
proteinogenni aminokyseliny, a dale z neobvyklych aminokyselin obsahujicich cyklopropyl-,
nitro- a chlor skupiny, navzajem spojené esterovou ¢i amidovou vazbou.'®® Konkrétné dale
obsahuje dvé jednotky (2S,3R)-3-methyl-L-fenylalaninu ((BMe)Phe), jednu jednotku
(R)-allo-L-threoninu  (a-Thr), dvé& 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 bocni fetézec
je ukon&en 5-chloro-1-hydroxypyrrolo-2-karboxylovou kyselinou (Chpca). Producentem
hormaomycinu je Streptomyces griseoflavus.’® V kultivaénim médiu uvedeného producenta
byl také kromé& hormaomycinu nalezen jesté jeden vedlejSi produkt biosyntézy (nazvany
hormaomycin A7), jehoz APD neni (4-Pe)Pro, ale 4-methyl-L-prolin (MPL)."”" Derivaty
hormaomycinu, jmenovité hormaomycin B a C, se podafilo izolovat z kmene Streptomyces
SNM 55, jedna se vSak pouze také o vedlejSi produkty biosyntézy hormaomycinu liSici se jen

nepritomnosti methylové skupiny na fenylalaninové jednotce.’”?
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Obr. 2.11. Chemicka struktura hormaomycinu. Rimskymi &isly jsou oznadeny jednotlivé stavebni
jednotky (I: Chpca; II: (3-Ncp)Ala; /Il a-Thr; IV: (BMe)Phe; V: (S)-lle; VI: (4-Pe)Pro — APD jednotka,
zvyraznéna modre). Dale je zobrazena struktura (2S,4R)-4-methyl-L-prolinu (MPL; vpravo nahote), APD
jednotky minoritné zastoupeného vedlejsiho produktu biosyntézy hormaomycinu, hormaomycinu A7.

2.2.3.1 Biologicka aktivita hormaomycinu

Hormaomycin je zajimavou latkou nejen strukturnég, ale také svoji biologickou aktivitou.
Hormaomycin vykazuje antimikrobialni ucinky zahrnujici aktivitu proti patogennimu druhu
P. falciparum,'”™ velmi efektivni je také proti koryneformnim bakteriim (Corynebacterium,
Azthrobacter).' Kromé antimikrobialnich u¢inki puUsobi také naptiklad jako stimulant
produkce SM ruznych druhu streptomycet.’”> Hormaomycin je tedy pfikladem pfirodniho
produktu, ktery mlze regulovat bakterialni chovani a zaroven samostatné fungovat v roli
antibiotika.

| pfes to, Zze cilova biologicka struktura a molekularni zaklad biologické aktivity
hormaomycinu nebyly dosud popsany, existuji studie zamérfujici se na objasnéni vztahu mezi
strukturou a aktivitou, a tedy logicky i na pfipravu biologicky aktivnéjSich analogu
hormaomycinu. Ve studiich zaméfenych na pfipravu novych analogu se uplatiuji dva zakladni
pfistupy - totalni syntéza a prekurzorem-fizena biosyntéza. Napfiklad, experimenty
zalozenymi na pfidavani riznych aminokyselin, které by mohly nahradit jednotku (3-Ncp)Ala,
do kultivaéniho média producenta hormaomycinu, jiz vedlo k UspéSné pfipravé nékolika
novych analogl.'”® Podafilo se dokonce pfipravit latku, kterda méla oproti hormaomycinu
pozménéné biologické vlastnosti a jeji uCinek byl nové namifen proti patogenni Candida
albicans, coz nikdy dfive u hormaomycinu pozorovano nebylo."”” Chemickou syntézou byly
dale pfipraveny napfiklad Ctyfi nové aza-analogy, modifikaci vSak doSlo ke ztraté biologické
aktivity.'”® V ramci studie zamérené na regulaci produkce hormaomycinu bylo pfipraveno

nékolik analogi hormaomycinu, které obsahovaly modifikace v jednotce /, Il (jedné ¢&i obou
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zaroven), V ¢i VI (hormaomycin A7).771 Nicméné, biologicka aktivita u Zadného z nich nebyla
modifikaci zlepdena. U hormaomycinu A7 se zkracenym bocnim fetézcem APD jednotky
z propenylu na methyl a se zménénou konfiguraci byla aktivita proti testovanému
mikrobialnimu druhu Arthrobacter crystallopoietes ATCC 15481 na stejné udrovni jako
u nemodifikovaného hormaomycinu. To je zajimavé, nebot jak jiz bylo uvedeno, analogicka
modifikace u linkosamidU, tedy zkraceni boéniho fetézce APD jednotky, ma na aktivitu

vyznamny vliv.

2.2.4 Griselimycin

Griselimycin, poprvé izolovany v roce 1960 ze Streptomyces DSM 40835, je cyklicky
depsipeptid, ktery se sklada z deseti aminokyselin fazenych v nasledujicim pofadi: N-methyl-
L-valin (/), (R)-4-methyl-L-prolin (/I), N-methyl-L-threonin (/ll), L-leucin (/V), (R)-4-methyl-L-
prolin (V), L-leucin (VI), N-methyl-L-valin (VII), L-prolin (VIII), N-methyl-D-leucin (/X) a L-glycin
(X; Obr. 2.12).180 Peptidovy fetézec je uzavien esterovou vazbou mezi C-koncem L-glycinu
a bo¢nim fetézcem N-methyl-L-threoninu, coz vede k uvolnéni prvnich dvou aminokyselin
ze sekvence, které tak tvofi bocCni fetézec. Kromé osmi proteinogennich aminokyselin jsou
v griselimycinu integrovany dvé specialné biosyntetizované APD jednotky — MPL (/I, V).18",
Z kultivaéniho média producenta griselimycinu v3ak byl izolovan také minoritni produkt,

nazyvany methylgriselimycin, ktery namisto L-prolinu (V///) obsahuje dal$i MPL jednotku.
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Obr. 2.12. Chemicka struktura griselimycinu a methylgriselimycinu. Rimskymi &isly jsou oznageny
jednotlivé stavebni aminokyselinové jednotky - [: N-methyl-L-valin, [/I: (R)-4-methyl-L-prolin,
III: N-methyl-L-threonin, [V: L-leucin, V: (R)-4-methyl-L-prolin, VI: L-leucin, VII: N-methyl-L-valin,
VIII: L-prolin/(R)-4-methyl-L-prolin, /X: N-methyl-D-leucin, X: L-glycin (APD jednotky jsou zvyraznény
modfe).



2.2.4.1 Biologicka aktivita griselimycinu

Molekularnim cilem griselimycinu je protein DnaN, posuvna svorka DNA polymerasy. '
Griselimycin se s vysokou selektivitou vaze pouze na bakterialni DnaN. Na komplexu proteinu
DnaN z Mycobaterium smegmatis s griselimycinem bylo ukazano, Ze vazbou griselimycinu
do hydrofobni kapsy mezi doménou Il a Il proteinu DnaN je znemoznéna interakce
svorkového proteinu s DNA polymerasou, ¢imz je inhibovana replikace bakterialni DNA
(Obr. 2.13).

Vzhledem ke specifické antibakterialni aktivité proti Corynebacterineae, zejména proti
Mycobacterium, vCetné multirezistentni Mycobacterium tuberculosis, byl griselimycin zprvu
povazovan za slibného kandidata v boiji proti tuberkuléze. Nicméné, klinické studie na pocatku
70. let odhalily jeho nepfiznivé farmakokinetické vlastnosti, coz vedlo k ukonéeni dalSiho
vyzkumu.'818% Nedavno obnovené studie zaméfujici se na zlepSeni téchto vlastnosti,
predevsim metabolické stability a penetraci griselimycinu do mykobakterialni bunééné stény,
nové ukazuji, ze minoritné pfirozené produkovany methylgriselimycin (griselimycin obsahujici
tfi jednotky MPL) a jeho optimalizované, chemicky syntetizované derivaty
(napf. cyklohexylgriselimycin) jsou in vitro i in vivo vysoce aktivni antituberkulozni latky
se slibnym potencidlem pro zafazeni do preklinickych test(.'® Podobné jako je tomu
u linkosamidu, i zde je zcela evidentni, Ze inkorporace APD namisto L-prolinu ma pozitivni vliv
na biologickou aktivitu. Vyména L-prolinové jednotky (VIII, Obr. 2.12) za jednotku APD
v molekule griselimycinu vede k vyraznému zlepSeni stability. Pfi€inou nestability v pfipadé
inkorporace L-prolinu namisto MPL je snadna oxidace vedouci v biologickém systému
k degradaci tohoto metabolitu. Prvni testy ukazuji, Ze alkylace L-prolinu (VI/Il) prokazatelné

zlepSuje stabilitu pfi inkubaci s lidskymi jaternimi mikrozomy. 82
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Obr. 2.13. Krystalova struktura proteinu DnaN M. smegmatis v komplexu s griselimycinem.
(A) Griselimycin se vaze do hydrofobni kapsy mezi doménami Il a Ill homodimeru DnaN. Leva &ast:
stuzkovy model, barevné je rozliSen C- a N-konec proteinu. Prava ¢ast: barevné znazornéni povrchu
proteinu na zakladé elektrostatického potencialu (k, Boltzmanova konstanta; T, teplota; e, naboj).
(B) Detailni interakce ligandu s proteinem: aminokyselinové zbytky Gu¢astnici se hydrofobnich (Sedé) a
vodikovych interakci (zelené), vodikové vazby (pferuSovana zelena ¢ara). (C) Povrchové znazornéni
vazebné kapsy (pfevzato a upraveno'®?).

2.3 Komplexni metabolity s 4-methyl-L-prolinem vyskytujici se mimo

Actinobacteria

Specializovana biosyntéza a inkorporace neproteinogenniho MPL do komplexnich
pfirodnich latek neni tak vzacna, jako v pfipadé inkorporace alkylprolini obsahujicich
v bo&nim fetézci delSi fetézce, jak napfiklad ethyl €i propyl. Produkce latek s inkorporovanym

MPL byla dosud popséana napfiklad i u nékterych sinic a hub.

2.3.1 Metabolity s inkorporovanym MPL produkované sinicemi

Sinice jsou znamymi producenty SM s rozmanitymi chemickymi strukturami (Obr. 2.14)

i biologickymi vlastnostmi.'85
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MPL jednotka byla v sinicich poprvé identifikovana jako soucast struktury spumiginu A
produkovaného kmenem Nodularia spumigena AV1.'8 Pozdéji byla také determinovana jako
soucast struktury dalSich spumigenli produkovanych kmeny Nodularia spumigena, resp.
Anabaena compacta, jmenovité spumiginu E a spumiginu J. Ze strukturniho hlediska se jedna
o linearni tetrapeptidy, které pusobi jako inhibitory proteas. Konkrétné, spumigin E inhibuje
trypsinové proteasy, spumiginy J a A jsou trombinové inhibitory. 187

Nostopeptolidy jsou cyklické hybridni pfirodni latky, které byly izolovany
z fotosyntetickych sinic rodu Nostoc.'® Jedna o komplexni metabolity skladajici se
z aminokyselinovych zbytkd, butyrové kyseliny a acetat-odvozenych jednotek, které jsou
spojené peptidovymi a esterovymi vazbami.’®® Nostopeptolidy A, produkované druhem Nostoc
sp. GSV224,'8 g nostopeptolidy L, produkované druhem Nostoc sp. UK2alml,'®0 predstavuiji
zastupce s inkorporovanou MPL jednotkou. MPL jednotka byla determinovana i jako soucast
struktury latek podobnych nostopeptolidim — nostocyklopeptidd A a M1, produkované
druhem Nostoc sp. ATCC53789,'8 resp. Nostoc sp. XSPORK 13A"™" a také
nostoweipeptini, produkovanych Nostoc sp. XSPORK 5A."%° Shodné, tyto latky pasobi jako
antitoxiny proti mikrocystin(im, sinicovym hepatotoxintim.190.191

MPL je soucasti struktury i nového cytotoxického peptidu, nazyvaného
bisebromoamid, ktery byl izolovan z mofské sinice Lyngbya sp. a ktery vykazuje
antiproliferativni aktivitu.'%? Linearni struktura bisebromoamidu zahrnuje kromé MPL dalSich
Sest jednotek, které jsou navzajem spojené amidovymi vazbami - L-leucin, L-alanin a dale
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 vybranych metaboliti produkovanych sinicemi inkorporujicich
MPL (MPL jednotka je zvyraznéna Sedym podbarvenim; pfevzato a upraveno'87.190-193),

2.3.2 Metabolity s inkorporovanym MPL produkované houbami

Echinokandiny (Obr. 2.15) jsou malou skupinou fungalnich lipopetidd, které byly
poprvé izolovany z Aspergillus nidulans'* var. echinulatur a Aspergillus nidulans var. roseus
NRRL 1140 (nedavno prejmenované na Emericella rugulosa).'®® Echinokandiny maiji
fungicidni uc¢inky na rod Candida.'®® Z biosyntetického pohledu jsou to latky vznikajici
spojenim osmi odliSnych biosyntetickych prekurzor( tvoficich peptidové jadro, které je dale
modifikovano pfidavnymi skupinami, jako napfiklad acylovym boénim fetézcem
¢i hydroxylovymi skupinami.’®”-1% Do struktury je inkorporovany i MPL obsahujici navic

hydroxylovou skupinu, tedy 3-hydroxy-MPL.
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Linearni peptidy cavinafunginy A a B byly izolovany z kultivacniho média houby
Colispora cavincola (Ascomycota).'® | tyto latky vykazuji antifungalni aktivitu proti rodu
Candida a také proti rodu Aspergillus. Jejich struktura je tvofena péti aminokyselinami, véetné
jedné MPL jednotky, které jsou spojené amidovou vazbou.

Perthamidy C a D jsou cyklické peptidy izolované z moiské houby Theonella swinhoei,
které jsou zajimavé pro svoje protizanétlivé ucinky demonstrované in vivo.??° Strukturné se

jedna o uzavfeny kruh sedmi aminokyselin a jedné jednotky MPL.
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Obr. 2.15. Chemické struktury vybranych metabolitd produkovanych houbami inkorporujicich
alkylprolinovy derivat: MPL (cavinafunginy, perthamidy) ¢&i 3-hydroxy-MPL (echinokandiny;
alkylprolinové jednotky jsou zvyraznény Sedym podbarvenim; pfevzato a upraveno'97:199.200),

2.4 Genovy zaklad pro biosyntézu aktinobakterialnich APD latek

Ze strukturniho hlediska jsou APD jednotky do jednotlivych aktinobakterialnich
metabolitd inkorporovany v rozmanitém kontextu. Tricyklicky PBD systém slozeny z APD
a ruzné substituované anthranilové kyseliny vznika kondenzaci fizenou NRPS.'26.201 Podobné,
také v biosyntéze komplexnich cyklickych lakton, hormaomycinu a griselimycinu, se uplatni
NRPS-fizena kondenzace.?%2203 Zcela odlisna je biosyntéza linkomycinu, kde se uplatni
neobvykly kondenzaéni systém zaloZzeny na kombinaci NRPS- a mykothiol/ergothionein-
zavislych element.'%294 V pfipadé biosyntézy PBD a linkomycinu nasleduji bezprostfedné
po kondenzacni reakci dalsi enzymaticky-fizené modifikaéni reakce (methylace, hydroxylace,

isomeracni ¢i redukéni reakce).1:123:205
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Nasledujici kapitola detailné popisuje BGS producenta linkomycinu, nebot se jedna
o vlibec prvni publikovany BGS kdédujici biosyntézu metabolitu s inkorporovanym APD a tedy,
funkce vétSiny kddovanych biosyntetickych proteinli nejsou jen predikované na zakladé
podobnosti s jinymi popsanymi BGS, ale byly jiz experimentalné objasnény. Jak se postupné
ukazuje, geny v linkomycinovém BGS ¢asto kdduji proteiny s neobvyklou aktivitou, recentni
studie dokonce pfinesly zajimavé poznatky také o jednom z regulacnich gend. Navazujici
kapitoly poté popisuji BGS producentt intervencinu, griselimycinu, PBD a hormaomycinu. Tyto
kapitoly jsou uz omezeny jen na struény popis biosyntetickych gent, se zaméfenim na geny

kédujici biosyntézu APD prekurzor(.

241 BGS producenta linkomycinu

Sekvence BGS pramyslového kmene S. lincolnenesis byla poprvé publikovana pred
25 lety.?%6 O néco pozdéji byla dolozena i sekvence BGS typového kmene S. lincolnensis
ATCC 25466 (Obr. 2.16).2°7 Z biosyntetickych gent (Imb geny) nese BGS producenta
linkomycinu sadu gen(, ktera koéduje biosyntézu prekurzoru jeho aminocukerné casti, sadu
genll kdédujicich biosyntézu 4-propyl-L-prolinu (PPL), prekurzoru aminokyselinové APD
jednotky, a dale jsou také pfitomny geny kédujici kondenzaci obou téchto prekurzoru a jejich
nasledné postkondenzaéni modifikace.

Biosyntézu PPL plné zajistuje Sestice genu ImbB2, ImbB1, ImbW, ImbA, ImbX a
ImbY .27 Recentni prace zavedla pro tyto geny prehlednou a zjednodusujici terminologii — geny
jsou jednotné nazyvany jako apd geny, pficemz dle pfedpokladaného pofadi funkce jejich
genovych produktd (Apd proteind) v biosyntéze PPL jsou oznaeny jako apd? — apd6
(analogicky, proteiny jsou oznaceny Apd1 — Apd6).'® Apd?1 ~ ImbB2, apd2 ~ ImbB1,
apd3 ~ ImbW, apd4 ~ ImbA, apd5 ~ ImbX, apd6 ~ ImbY. Popisu biosyntetické drahy, které tyto
geny koduji, se detailné vénuje cela kap. 2.5. Jak bude uvedeno dale, homology vétSiny
z Sestice apd?1 — apd6 genu byly dle ocekavani nalezeny v BGS producenti APD
inkorporujicich PBD i hormaomycinu, ale ponékud pfekvapivé po jednom z apd genl bylo
nalezeno i v BGS producentl intervencinu a griselimycinu.

Biosyntézu prekurzoru aminocukru plné kdéduje sada genua ImbR, ImbN, ImbP, ImbK,
ImbO, ImbL, ImbM, ImbS a ImbZ, pficemz funkce proteini kddovanych prvnimi péti uvedenymi
geny jiz byla experimentalné prokazana.2%82%° Také funkce vétSiny proteint kddovanych geny
souvisejici s kondenzaci aminokyselinového a aminocukerného prekurzoru byla jiz ur€ena.
V kondenzaci byla potvrzena ucast genového produktu genu ImbC a genu pro pfenasecovy
protein (z angl. carrier protein; CP), ktery je soucasti sekvence ImbN,?'* déale také funkce
proteind kédovanych ImbT, ImbD, ImbV, ImbE."° K funkci CP je pravdépodobné nutny jesté

jeden genovy produkt, ktery neni soucasti shluku, je ale pfitomen v genomu.2%* Protein LmbF
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se pak uplatni spole¢né s proteiny kédovanymi ImbdJ, ImbG, ImbIH a ImbQ
v postkondenzacnich reakcich.%11.211-213

Kromé biosyntetickych genl byly v BGS producenta linkomycinu identifikovany geny
kodujici regulaéni proteiny a proteiny udélujici rezistenci (ImrA, ImrB, ImrC, ImbU).2%7 Velmi

zajimavy je predevsim gen ImbU, ktery koduje transkripéni regulator.?'4

rA 4 21 C DE FGIHJKLMNZPOSRQ TV3rB56U rC

- T et ol ——

I:> Geny rezistence a regulace

- Apd geny kodujici biosyntézu APD prekurzoru: apd1~Imb2; apd2 ~ImbB1; apd3 ~ImbW: apd4 ~ImbA; apd5 ~ ImbX; apd6 ~ImbY
I:> Geny kddujici kondenzaéni a postkondenzacni reakce

:> Geny kodujici biosyntézu aminocukerného prekurzoru

O Gen pro pfenasetovy protein (CP), ktery je sougasti sekvence ImbN

Obr. 2.16. Biosynteticky genovy shluk producenta linkomycinu. Modre zvyraznény jsou apd geny
(oznaceny Cisly 1 — 6, pfiemz 1 znamena apd1), kédujici biosyntézu PPL, prekurzoru APD jednotky.
Dale jsou barevné rozliSeny geny koédujici biosyntézu prekurzoru aminocukru, kondenzaci
a postkondenzaéni reakce a dale pak geny rezistence a regulace (pfevzato a upraveno®”’).

2.4.2 BGS producentu intervencinu, PBD, hormaomycinu a griselimycinu

BGS producenta intervencinu se slozenim gend velmi podoba linkomycinovému BGS.
Na rozdil od linkomycinu se vSak pfedpoklada, Ze intervencinovy APD prekurzor (MPL) vznika
v odliSné biosyntetické draze. V BGS uvedeného producenta byl totiz nalezen pouze jeden
apd homolog, apd6, a dale dalSi dva geny, ivb1 a ivb2, které nejsou apd geniim podobné.
Jejich kombinace pIné objasriuje biosyntézu MPL (Obr. 2.17A).97

Biosyntéza PBD je v pfislusnych producentech kdédovana v BGS, které
z biosyntetickych genu nesou sadu gend pro biosyntézu anthranilatové podjednotky — tato
sada se li§i v zavislosti na tom, zda podjednotka vznikd Kkynureninovou drahou
¢i  chorismatovou/trans-2,3-dihydro-3-hydroxyanthranilovou drahou (drahy se shodné
uplatiuji v biosyntéze PBD hydroxylovanych v pozici C-9), pfipadné chorismatovou drahou
(v biosyntéze PBD bez hydroxylu v pozici C-9),'?8 dale pak geny kodujici NRPS, geny koduijici
postkondenzacéni modifikace a také, pouze v pfipadé PBD inkorporujicich APD, geny kodujici
biosyntézu prekurzoru APD jednotky. BGS byly popsany u péti znamych PBD, které APD
jednotku inkorporu;ji.'26-128.130,131 '\ BGS sibiromycinu, anthramycinu a porothramycinu je
pfitomna kompletni Sestice apd homolognich genl, v BGS producenta tomaymycinu
a limazepinu je pfitomno pét apd homologl (Obr. 2.17B).

V BGS producenta hormaomycinu byly z biosyntetickych gent mimo geny kédujicich
NRPS dale identifikovany rizné sady genl kodujicich biosyntézu jednotlivych stavebnich

blokU, a to véetné prekurzoru APD jednotky. Sada obsahuje pét apd homologu (Obr. 2.17C).

42



Biosyntéza griselimycinu je kdédovana v BGS obsahujicim biosyntetické geny nezbytné
pro vystavbu zakladniho depsipeptidu a NRPS. Biosyntéza APD jednotky je, podobné jako
v pfipadé intervencinu, kédovana podshlukem tfi genld - i zde byl nalezen homolog apd6,
zbyvajici dva geny, griE a griF, jsou pak homologni k intervencinovym gendm ivb1 a ivb2.2%3

Predpoklada se tak, ze APD griselimycinu vznika analogickou drahou jako APD intervencinu.

______________________________________________________________________________________________
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Obr. 2.17. Biosyntetické genové shluky producenti (A) intervencinu, (B) PBD - anthramycinu,
porothramycinu, sibiromycinu, tomaymycinu a limazepinu, (C) hormaomycinu a
(D) griselimycinu. Modie zvyraznény jsou apd geny (oznaceny €isly 1 — 6, pfiéemz 1 znamena apd7),
kodujici  specialni biosyntetickou drahu prekurzorli APD jednotek. V pfipadé intervencinového
a griselimycinového BGS jsou navic zelené zvyraznény apd-nehomologni geny (nazvy genl jsou
uvedeny nad Sipkami) kédujici enzymy taktéz zapojené do biosyntézy APD prekurzord.

2.5 Dvé cesty vedouci k aktinobakterialnim APD prekurzoriim

V aktinobakteriich byly dosud popsany dvé drahy pro biosyntézu prekurzora APD.
Draha vychazejici z L-tyrosinu vede k biosyntéze prekurzord APD obsahujicim jako C-4 bo¢ni
fetézec ethyl (2-C) &i propyl (3-C), tedy linkomycinu, hormaomycinu a PBD sibiromycinu,
porothramycinu, anthramycinu, limazepinu a tomaymycinu a v textu je dale oznaCovana jako
.alkylprolinova draha“. V BGS pfisluSnych producentl je alkylprolinova draha kédovana
sadou 5 — 6 apd homolognich genua (Tab. 2.2)."® Draha vychazejici z L-leucinu vede
k biosyntéze prekurzorli APD obsahujicich v bo€nim fetézci methyl (1-C), tedy intervencinu
a griselimycinu a v textu je dale oznaCovana jako ,methylprolinova draha“. Tato draha je
v BGS pfislusnych producentl kédovana jednim apd homologem, apd6, a dalSimi dvéma

geny, které k apd genim nejsou homologické.
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Tab. 2.2 Geny vBGS producentd linkosamidd (linkomycinu, intervencinu), griselimycinu, PBD
(sibiromycinu, anthramycinu, porothramycinu, limazepinu, tomaymycinu) a hormaomycinu, které kéduji
proteiny zapojené do biosyntézy prekurzor( jejich APD. Draha vychazejici z L-tyrosinu je kédovana
sadou 5 — 6 apd homolognich genu, draha vychazejici z L-leucinu je kédovana apd6 homologem
a dalSimi dvéma geny, které nejsou k apd gentim homologicke.
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2.5.1 Alkylprolinova draha

Zakladni koncept biosyntézy APD prekurzorl odvozenych z L-tyrosinu,'52215-217 ktery
byl postaven na modelu biosyntézy PPL,2% prekurzoru APD linkomycinu, a ktery byl recentné
revidovan v souladu s nejnovéjSimi poznatky,?'® predpoklada zapojeni kompletni sady Sesti
APD biosyntetickych proteint: Apd1 — Apd6 (Obr. 2.18)."® Kompletni sada Apd proteinl je
kromé biosyntézy linkomycinu také vyzadovana v biosyntéze porothramycinu, anthramycinu
a sibiromycinu. Pét Apd proteini je vyZzadovano v biosyntéze limazepinu, tomaymycinu,
linkomycinu B (biosyntézy se u vSech shodné neucastni Apd3) a dale také hormaomycinu

(biosyntézy se neucastni Apd5).
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Obr. 2.18. Pfedpokladané schéma alkylprolinové drahy vychazejici z L-tyrosinu. Kompletni sada
Apd1 — Apd6 proteinl je vyZzadovana v biosyntéze prekurzoru APD s 3-C boc¢nim fetézcem, ktery je
inkorporovan do linkomycinu a PBD sibiromycinu, anthramycinu a porothramycinu. Nekompletni sada
péti Apd proteind postacuje k formaci APD hormaomycinu (chybi Apd5, APD s 3-C bo¢nim fetézcem) a
APD s 2-C bo¢nim fetézcem, ktery je inkorporovan do linkomycinu B a PBD limazepinu a tomaymycinu
(chybi Apd3; pfevzato a upraveno'3218),
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2.5.1.1 |Iniciac¢ni kroky: role enzymi Apd1, Apd2

Prvni dva kroky alkylprolinové drahy jsou katalyzovany Apd1 hydroxylaénim
proteinem?'9222 3  Apd2 dioxygenasou,?'9-221.223.224  které konvertuji L-tyrosin pfes
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) na latku 1, ktera podléha cyklizaci na dikarboxylovou
kyselinu 2.

Apd1 je neobvyklym enzymem obsahujicim jako prostetickou skupinu hem B, jehoz
reakéni mechanismus nebyl dosud zcela objasnén. Orf13,%2' Apd1 z biosyntézy anthramycinu,
v reakci vyuziva peroxid vodiku jako oxidant. Jeho homolog z biosyntézy linkomycinu, LmbB2,
je in vitro schopny katalyzovat stejnou reakci bez pfidavku jakéhokoliv oxidantu. Nicméné,
zaroven bylo ukazano, ze pfidavek (6R)-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterinu enzymovou aktivitu
LmbB2 vyznamné zvysuje.???

Apd2 patfi do rodiny jedno-doménovych extradiolovych dioxygenas typu |. Enzymy
z této rodiny vazi nehemové Zzelezo (Fe(ll)), které se uUcastni vazby a aktivace atom
molekularniho kysliku. Ty jsou v pfipadé Apd2, pfi souCasném Stépeni aromatického kruhu

L-DOPA, nasledné inkorporovany.?

2.5.1.2 Biochemické usporadani reakci katalyzovanych enzymy Apd3 a Apd4

Pofadi nasledujicich dvou krok(, katalyzovanych proteiny Apd3 a Apd4, je stale
predmétem védeckych diskuzi.??5-227 Navrhovana C-methyltransferasova aktivita proteinu
LmbW, Apd3 z biosyntézy linkomycinu, byla experimentalné in vitro prokdzana na substratu 2,
ktery byl LmbW v pfitomnosti methylového donoru (SAM) pfeménén na latku 3.2'8 Identita
latky 3 byla potvrzena na zakladé determinace pfesné hmoty, struktura této latky pomoci
nuklearni magnetické rezonance (NMR) v8ak prozatim nebyla dolozena.

Dosud byly funkéné charakterizovany dva LmbW homology (Obr. 2.19), ovSem ne
z biosyntézy APD-inkorporujicich latek. Jedna se o protein MrsA z biosyntézy rostlinného
toxinu 3-methyl-argininu, jehoz substratem je 5-guanidino-2-oxo-pentanova kyselina a ktery
ma k LmbW sekvenéni homologii 26 % (pokryti 80 %).22® Druhym charakterizovanym
proteinem je Mppd UuCastnici se biosyntézy manopeptinomycinu, latek s antibiotickou
aktivitou.??® Mppd sdili s LmbW 27% sekvenéni identitu (pokryti 84 %) a jeho substratem je
fenylpyruvat. V obou pfipadech (MrsA i MppJ) se jedna o substraty nesouci stejné strukturni

znaky, jako nese latka 2.
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fanylpyruvat (3S)- B—methylfenylpyruvat
o}
_MrsA H
\/\)H‘/ H,N N OH
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5-guanidino-2-oxo-pentanova kyselina 5-guanidino-3-methyl-2-oxo-pentanova kyselina

Obr. 2.19. Methyla¢éni reakce katalyzované LmbW-homolognimi proteiny. MppJ (biosyntéza
manopeptinomycind) a MrsA (biosyntéza 3-methylargininu; Sedé podbarvené je misto, kde dochazi
k methylaci; pfevzato a upraveno??8.229),

Na zakladé znamé krystalové struktury MppJ?3° byl vytvofen homologni model
porovnavajici MppJ-typ methyltransferasy s Apd3 proteiny (Obr. 2.20).226 Z modelu je zfejma
vysoka podobnost obou skupin proteinl, specificky v oblasti aktivnhiho mista. Konkrétng,
shodné u MppJ a Apd3 konzervované aminokyselinové zbytky H243 a H295 spolu s D/E244
vazi nehemovy Zzelezity ion (Fe(l)), ktery je spoleéné s R127 zodpovédny za fixaci
a-oxo-karboxylovych &asti obou substratd, latky 2 a fenylpyruvatu. V modelu Apd3 byl navic
determinovan konzervovany R331, u kterého se predpoklada ucast ve fixaci druhé

karboxylové skupiny latky 2.231.232
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Obr. 2.20. Modely aktivnich mist MppJ a LmbW. (A) Krystalova struktura aktivniho mista MppdJ (Zluté)
s navazanym substratem (fenylpyruvatem; Ppy) a methylovym donorem (molekulou SAM)
v pfekryvném modelu s LmbW (rdZové) a jeho substratem latkou 2 (bile). (B) Homologni model substrat-
vazebného mista LmbW. (C) Schématické znazornéni aktivnich mist MppJ a LmbW. Konzervované
aminokyselinové zbytky jsou zvyraznény modrie (pfevzato a upraveno??%).

Apd4 proteiny jsou sekvenéné podobné y-glutamyltranspeptidasam (y-GT), enzymim
hojné zastoupenym v metabolismu glutathionu, které katalyzuji hydrolyzu/pfenos
y-glutamylové skupiny. y-GT patfi do nadfazené rodiny N-terminalnich nukleofilnich hydrolas,
které jsou charakteristické autoproteolytickou aktivaci, pfi které dochazi k uvolnéni
katalytického zbytku (S, T nebo C) na N-terminalnim konci proteinu, ktery pak plsobi jako
nukleofil a zprostiedkovava hydrolyzu amidové (C-N) vazby substratu.?®3 Z genovych
databazi je zfejmé, Ze tyto enzymy jsou hojné zastoupené i u Gram-pozitivnich Actinobacteria,
organismu, u kterych glutathionovy metabolismus nebyl popsan a tedy jejich role
se predpoklada spide v specializovaném, nez zakladnim/centralnim metabolismu. Zhong
a kol. recentné experimentalné prokazal neobvyklou hydrolasovou aktivitu Orf622 (dle Zhong
oznacovany jako Ant6), Apd4 z biosyntézy anthramycinu, ktera jiz byla dfive navrhovana,?'®
a to stépeni C-C vazby. Substratem v in vitro reakci byla latka 2, ktera je ale dle sou€asné
navrzeného konceptu pfedpokladana jako pfirozeny substrat Apd3, pfipadné jako substrat

Apd4, pouze ale u APD obsahujicich v bo¢nim fetézci dva uhlikové atomy.?'® Mechanismus
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Apd4 proteinu, ktery Zhong navrhuje (Obr. 2.21A), nevysvétluje posun elektront v sp2
valenéni vrstvé C-atomu, které se od bézné B-eliminaéni reakce liSi (posun elektronu
pfi B-eliminaci nastava v sp3 valenéni vrstvé). Nové navrZzeny mechanismus zahrnujici jiné
pozice dvojnych vazeb latek 2 a 3, které jsou pro pFfedpokladanou katalytickou aktivitu
nezbytné, je aplikovatelny také pro latku 3, tedy puvodné navrhovany substrat Apd4 enzymu
v biosyntéze APD, obsahujicich v bo¢nim fetézci tfi uhlikové atomy, ktery je uvedenym

mechanismem konvertovan na latku 4 (Obr. 2.21B).22%6

Obr. 2.21. Predpokladany katalyticky mechanismus hydrolasy Apd4. Pro y-GT Apd4 je
charakteristicka autoproteolyticka aktivace, pfi niz dochazi kuvolnéni katalyticky aktivniho
threoninového zbytku. (A) Mechanismus navrZzeny dle Zhong et al.??> (B) Revidovany navrh
mechanismu dle Janata et al.3

2.5.1.3 Zavérecné kroky: role Apd5 a viiv Apd6 na diverzitu findalnich APD prekurzort

V dalSim kroku drahy se predpoklada konverze latky 4, jejiz struktura dosud nebyla
charakterizovana, na latku 5. V této reakci se navrhuje zapojeni proteinu Apd5, ktery je

sekvencné podobny isomerasam z rodiny proteind nazyvané PhzC-PhzF (z angl. phenazin
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biosynthesis-like proteins). Jedinym funkéné charakterizovanym zastupcem této rodiny je
protein PhzF z Pseudomonas fluorescens, ktery skute¢né katalyzuje isomeracni reakci.?3423
Isomerasova aktivita Apd5 je podporovana i produkénim profilem mutantniho kmene
S. lincolnensis AlmbX, v jehoz médiu byl detekovan intermediat odpovidajici chybégjici aktivité,
tedy dehydrolinkomycin A (Obr. 2.22).2'® Jedna se o analogicky pfipad jako v biosyntéze
prekurzoru APD hormaomycinu, jehoz producent v BGS apd5 homolog nenese (apd5 nebyl
nalezen ani nikde jinde v genomu).2%2 Chybéjici isomerasova aktivita umozni v dal$im kroku
biosyntézy redukci pouze endocyklické dvojné vazby latky 4, v obou pfipadech, v biosyntéze
dehydrolinkomycinu A a hormaomycinu, vznika tedy APD s dvojnou vazbou uprostied 3-C
boc¢niho alkylového fetézce. Enzymova aktivita zadného Apd5 homologu z biosyntézy APD
prekurzord nebyla dosud prokazana pfimym biochemickym prikazem.

Jak jiz bylo naznaCeno, pfesun dvojnych vazeb do konjugace je nezbytny
pro zavérecny krok alkylprolinové drahy, ktery pfedpoklada zapojeni Apd6, FaxoH2-zavislych
reduktas katalyzujicich redukci latky 5 na finalni APD prekurzory.2%62'8 Navrhovana funkce
Apd6 proteinU byla podpofena izolaci meziproduktu 5a z kultivacniho média S. lincolnensis
UCB8292, u kterého byla prerusena syntéza kofaktoru Faz0.2%? Dal$i podpurny dukaz byl
pfinesen analyzou produkénich profili mutantniho kmene S. lincolnensis AImbY, v jehoz
kultivaénim médiu téZ dochazi k hromadéni meziproduktu 5a.2'® Co je velmi zajimavé, recentni
studie ukazala, Ze finalni APD prekurzory, které jsou nasledné inkorporovany do koncovych
metabolitd, se liSi z hlediska saturace vazeb.?%¢ Bylo ukazano, ze zatimco do linkomycinu je
inkorporovan APD prekurzor 6 s plné saturovanym bocnim fetézcem, do struktur PBD
a hormaomycinu jsou inkorporovany prekurzory obsahujici v postrannim fetézci jednu dvojnou
vazbu — prekurzory 7 a 8. Mechanismus a podstata této diverzifikace dosud nebyla popsana

a jeji objasnéni je hlavnim cilem této prace.

Obr. 2.22. Chemicka struktura dehydrolinkomycinu A, hlavniho produktu mutantniho kmene
S. lincolnensis AlimbX. Struktura APD jednotky (modfe) odpovida chybéjici pfedpokladané isomerasové
aktivité LmbX, proto je uprostfed bo¢niho alkylového fetézce v pozici C-4 dvojna vazba. V linkomycinu
je boéni fetézec pIné nasyceny (pfevzato a upraveno?'®).
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2.5.2 Methylprolinova draha

Experimentalné bylo prokazano, Zze APD inkorporovany do griselimycinu vznika
z L-leucinu.?® Na zakladé sekvencéni homologie genu kédujicich biosyntézu APD griselimycinu
s geny z BGS producenta intervencinu se stejna draha predpoklada pravé i v biosyntéze
prekurzoru APD intervencinu.%” V porovnani s alkylprolinovou drahou zahrnuje
methylprolinova draha pouze tfi kroky a u Actinobacteria vede vyhradné k (2S,4R)-MPL. Obé
drahy pak sdileji pouze jeden homologni protein - Apd6 (Obr. 2.23).

H HooC,
0
x ne-
GrE/lvb1 \/j\ GHF/Ivb2 nzymatucky Q\
HaN OOH COOH
LAcuEm (254R)-5- NAD*  NADH+H® -
alfa- kem hydroxyleucin 420f12
glutarat sukcindt Apdé
Fazq
HOOC%‘

JO

1"

Obr. 2.23. Pfedpokladané schéma methylprolinové drahy vychazejici z L-leucinu. Prvni dva kroky
katalyzuji proteiny, které nejsou Apd proteindm podobné, v poslednim kroku nastava redukce
katalyzovana Apd6 homology formujici (2S,4R)-MPL (11), ktery je nasledné inkorporovan
do intervencinu a griselimycinu (pfevzato a upraveno®).

Ugast enzym0 v biosyntéze APD griselimycinu byla navrzena na zakladé inaktivaénich
experimentud, enzymaticka funkce jednotlivych protein(l byla nasledné demonstrovana in vitro
a in vivo.?%

V prvnim kroku dochazi k hydroxylaci L-leucinu na (2S,4R)-5-hydroxyleucin. Tato
reakce je fizena GriE, enzymem z 2-oxoglutarat-Fe(ll) oxygenasové rodiny. Enzymy z této
rodiny spfahuji dekarboxylaci a-keto-glutaratu s oxidaci/hydroxylaci substratu za soucasné
formace oxo-ferrylového meziproduktu. (2S,4R)-5-Hydroxyleucin je v nasledujici reakci
konvertovan na (2S,4R)-4-methylglutamat-5-semialdehyd (9), ktery podléha spontanni
cyklizaci na (2S,4R)-4-methyl-A'-pyrrollin-5-karboxylovou kyselinu (10). Tato reakce je
katalyzovana Zn-zavislou dehydrogenasou GriF. Posledni krokem je redukce 10 na finalni
(2S,4R)-MPL (11) katalyzovana v pfitomnosti F420H2 Apd6 homologem GriH.2% Stejna reakce
byla popsana i v zakladnim metabolismu, konkrétné v biosyntéze L-prolinu u Escherichia coli,
kde ovsem reakci katalyzuje enzym NADH-zavisla A'-pyrroline-5-karboxylat reduktasa (5PC)
ProC.2% Jedna se v$ak o zcela nepfibuzny enzym, jehoz sekvenéni identita ke GriH je pouhych

17 % (pokryti 22 %). Nicméné, z inaktivaCnich experimentl se zd4, Ze ProC mlze v biosyntéze
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komplementovat funkci GriH, nebot’ delece griH v producentovi plné nezastavila produkci
MPL.203

Na zakladé sekvenéni homologie griselimycinovych proteind GriE, GriF a Apd6
homologu GriH s proteiny z biosyntézy intervencinového APD: Ivb1 (sekvencni identita
ke GriE 48 %, pokryti 99 %) Ivb2 (sekvencni identita ke GriF 57 %, pokryti 98 %), Apd6
homolog Ivb3 (sekvencni identita ke GriH 45 %, pokryti 97 %) se stejna biosynteticka draha
predpoklada i pro biosyntézu MPL inkorporovaného do recentné objeveného linkosamidu
intervencinu.®” Funkce zadného homologu z intervencinové biosyntézy ovsem nebyla dosud

potvrzena pfimym biochemickym prikazem.

2.5.2.1 Biosyntéza MPL jednotky malacidint — dal$i MPL vznikajici z L-leucinu?

Bioinformatickou analyzou dat z metagenomové studie byl recentné dalsSi apd6
homolog identifikovan v BGS neznamého producenta malacidint (z angl. metagenomic acidic
lipopeptide antibiotic-cidins), dosud necharakterizované skupiny antibiotik produkované
nekultivovatelnymi pudnimi mikroorganismy.?®® Na zakladé metagenomickych dat byl
molekularné-genetickymi pfistupy zkonstruovan malacidinovy BGS, ktery byl nasledné
konjugovan a exprimovan v Streptomyces albus. Z kultivacniho média tohoto mutantniho
producenta byly izolovany dva majoritni produkty, malacidin A a malacidin B, jejichz struktura
byla nasledné objasnéna pomoci NMR (Obr. 2.24). Jedna se o cyklické lipopeptidy, které jsou
tvofeny makrocyklem sloZzenym z osmi aminokyselin a dale poly-nenasyceného lipidu, pfiemz
malacidin A a B se vzajemné liSi pouze methylenovou skupinou na konci jejich lipidového
fetézce. Mezi aminokyselinami je pfitomna i MPL jednotka, jejiz biosynteticky puvod dosud
nebyl objasnén, byla ovSem predikovana trojice gent, mlcP, micQ a micR, ktera by mohla
kodovat jeho biosyntézu. Dle BLASTP analyzy jsou genové produkty MIcP, MicQ a MIcR
sekvencni homology griselimycinovych proteind GriH, GriF a GriE. Konkrétné, MicP ma 42%
sekvenéni identitu ke GriH (pokryti 98%), MicQ ma sekvenéni identitu ke GriF 62% (pokryti
93%) a MIcR ma sekvenéni identitu ke GriE 51% (pokryti 99 %). Podobné jako u intervencinu,
i zde tedy lze ze slozeni genu a konfigurace inkorporovaného (2S,4R)-MPL predpokladat,

ze MPL jednotka bude syntetizovana drahou vychazejici z L-leucinu zobrazenou na Obr. 2.23.
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Obr. 2.24. Chemicka struktura malacidinu A a B. Makrocyklus, ktery obsahuje osm aminokyselin,
zahrnuje i MPL, ktery pravdépodobné vznikd stejnou drahou jako MPL griselimycinu a intervencinu
(MPL je zvyraznén modre; prevzato a upraveno?*).

2.6 Methylprolinova draha u sinic a hub - evoluéni predchidce
aktinobakterialni MPL drahy?

Predikovana methylprolinova draha uplathujici se v biosyntéze MPL-inkorporujicich
metabolitd produkovanych sinicemi a houbami vychazi stejné jako u aktinobakterialni
methylprolinové drahy z L-leucinu, a dokonce zahrnuje identické (sinice) ¢i velmi podobné
(houby) biosyntetické reakce. Nicméné, podstatnym rozdilem je zavéreény redukéni krok,
ktery u methylprolinové drahy sinic a hub nekatalyzuje Apd6 homologni protein, ale reduktasa,
ktera je homologni enzymu zcentralniho metabolismu. Lze tedy pFedpokliadat,
Ze methylprolinova draha uplatfujici se v biosyntéze metabolitd inkorporujicich MPL
produkovanych sinicemi a houbami je evoluénim pfedchidcem methylprolinové drahy
zahrnuijici specializovany Apd6 protein, ktera se uplatfiuje v Actinobacteria.

Biosynteticka draha (2S,4S)-MPL jednotky inkorporované do metabolitd sinic
(Obr. 2.25A) byla objasnéna na biosyntéze nostopeptolidu A produkovaného rodem Nostoc
sp. GSV224 na genové urovni,®®® funkce nékterych zucastnénych proteint byly dokonce
prokazany in vitro.?*° Pozdéji byly publikovany i sekvence BGS producentt dal$ich metabolitt
sinic s inkorporovanym (2S,4S)-MPL - nostocyklopeptidd A (Nostoc sp. ATCC 53789)%*' a
spumiginu E (Nodularia spumigena CCY9414).193

Biosynteticka draha (2S,4R)-MPL inkorporovaného do echinokandin( (Obr. 2.25B) se
CasteCné liSi od methylprolinové drahy sinicovych metabolitl a predstavuje tak treti

samostatnou vétev biosyntézy MPL.197:242
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Obr. 2.25. Schéma methylprolinovych drah vedoucich k MPL, které jsou inkorporovany
do metabolitid produkovanych sinicemi a houbami. (A) Draha (2S,4S)-MPL v biosyntéze
nostopeptolidu A, nostocyklopeptidu A a spumigicinu E (sinicové metabolity) a (B) draha (2S,4R)-MPL
v biosyntéze echinokandind (houbové metabolity; pfevzato a upraveno®%242). Ani v jedné draze
nevystupuje Zadny z Apd homologu.

2.6.1 Methylprolinova draha u sinic

V prvnim kroku je L-leucin konvertovan na (25,4 S)-5-hydroxyleucin. Enzym katalyzujici
tuto reakci v Nostoc sp. GSV224 nebyl na enzymatické urovni determinovan. Nicméné,
na zakladé analyzy BGS producenta byl jako kandidat katalyzujici tuto reakci predikovan
genovy produkt orf5.23° Homology orf5 byly nalezeny i v BGS producentt nostocyklopeptidi A
a spumiginu E (ncpC, resp. spuC).'93241 Zajimavé je, Ze proteiny kddované témito geny nemaiji
sekvenéni homology k Zzadnym anotovanym proteinim.

V nasledujicim kroku Zn-zavisla dehydrogenasa (kédovana nosk) zrodiny MDR

(z angl. medium chain reductase/dehydrogenase) a Zn-zavislych alkohol dehydrogenasam-
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podobnym proteinu, konvertuje (2S,4S)-5-hydroxyleucin na y-semialdehyd kyseliny (3S,5S)-
y-methylglutamové, ktery spontanné cyklizuje do formy (2S,4S)-3-methyl-A'-pyrroline-5-
karboxylové kyseliny (Me-5PC). Homology nosE byly opét identifikovany i v BGS producentu
nostocyklopeptidl A i spumiginu E (ncpD, resp. spuD).'93241 Proteiny NosE/NcpD (sekvenéni
identita k NosE 98 %)/SpuD (sekvencni identita k NosE 91 %) nejsou sekven&nimi homology
proteind z biosyntézy griselimycinu a intervencinu — GriF, resp. Ivb1.

Zavérecna redukce Me-5PC je katalyzovana NADH-zavislou reduktasou (kédovanou
nosF) z pyrrolin-5-karboxylat reduktasové rodiny proteinQ, jejiz homology taktéz byly
identifikovany i v BGS producentt nostocyklopeptidi A a spumiginu E (ncpE, resp. spukE).93241
NcpE ma sekvenéni identitu k NosF 92 %, SpuE ma sekvencni identitu k NosF 81 %.
Analogicky, taktéz se nejedna o Apd6, ale jde o homology proteinu ProC ze zakladniho
metabolismu. Co je podstatné, na rozdil od MPL vznikajictho v methylprolinové draze
uplatiiujici se u Actinobacteria (s konfiguraci (2S,4R)) ma MPL vznikajici v této draze
konfiguraci (2S,4S).

2.6.2 Methylprolinova draha u hub

Biosyntéza MPL inkorporovaného do houbovych metabolitll echinokandinl taktéz
vychazi zL-leucinu. V prvnim kroku dochazi stejné jako v methylprolinové draze sinic
k hydroxylaci. Reakci zde ovSem katalyzuje zcela odli$na hydroxylasa EcdK, 242 protein, ktery
je podobny nehemovym Fe, a-ketoglutarat-zavislym dioxygenasam.’™ Na rozdil
od jednonasobné  hydroxylace  L-leucinu  pomoci  Orf5/NcpC/SupC  predikované
v methylprolinové draze sinicovych metabolitl, EcdK katalyzuje tandemovou hydroxylaci
L-leucinu, ktera vede k formaci y-semialdehydu kyseliny (3S,5S)-y-methylglutamové, ktery
dale spontanné cyklizuje do formy 3-methyl-A'-pyrrolin-5-karboxylové kyseliny.

Predikovana zavérecna redukce by méla vést k formaci MPL v konfiguraci (2S,4R).
Tuto reakci pravdépodobné katalyzuje, podobné jako v methylprolinové draze sinic, protein
z pyrrolin-5-karboxylat reduktasové rodiny proteint, konkrétni gen kddujici tento enzym vSak

nebyl dosud determinovan.'®’
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3 CILE PRACE

Tato prace cili na objasnéni role Apd6 protein(i v biosyntéze APD prekurzora. Cilem je také
jejich detailni charakterizace, nebot se jedna o proteiny patfici dle své sekvenéni podobnosti
k LLHT rodiné protein(, ktera do dnesniho dne nikdy nebyla ve specializovaném metabolismu

bakterii popsana. DilCi cile byly stanoveny nasledovné:

1. Priprava Apd6é rekombinantnich proteint
- Priprava expresnich konstruktt pro heterologni produkci protein(
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)
- Heterologni produkce a purifikace Apd6 proteinu
- Zakladni charakterizace protein(
o Ur&eni pfesné molekulové hmotnosti protein za ucelem vylouceni vazby
kofaktortl béhem exprese a purifikace, stanoveni kvartérni struktury

o Determinace vazebnych schopnosti ke kofaktoru

2. Primy biochemicky prukaz predpokladané enzymové aktivity Apd6 proteint
- PfFiprava Fzo-regeneracniho systému a predpokladaného substratu

- In vitro stanoveni enzymové aktivity

o LmbY

o SibT, Por15, Lim12
o HrmD

o GriH

3. Objasnéni redukéniho mechanismu LmbY
- Navrh redukéniho mechanismu LmbY

o Experimentalni dilkaz hypotézy o mechanismu redukce katalyzované LmbY

4. Objasnéni podstaty rozdilné reakéni specifity Apdé homologti
- Stanoveni hypotézy o vazbé substratu a kofaktoru do aktivniho mista Apd6 proteinu
o Cilena mutageneze predpokladaného aktivniho mista

o Priprava krystalu pro stanoveni 3D struktury LmbY a Por15
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

411 Chemikalie

Chemikalie Vyrobce
[1,1"-bis(difenylfosfino)ferocen]dichloropaladium(ll) (Pd(dppf)Cl>) Sigma-Aldrich
1,3-diazoacyklopenta-2,4-diene (imidazol) Sigma-Aldrich
2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2°, 2" -nitrilotriethanol (Bis-Tris) Fluka

6x DNA vzorkovy pufr (Gel Loading Dye Purple) Bio-Labs

7H10 zaklad agaru Middlebrook
7H9 zaklad média Middlebrook
Acetonitril Biosolve
Adenosin trifosfat (ATP) Ferementas
Agar Oxoid

Agarosa Invitrogen
Akrylamid Sigma-Aldrich
Betain Sigma-Aldrich
Bis(dibenzylidenaceton)paladium(0) (Pd(dba)-) Sigma-Aldrich
Bromfenolova modf P-Lab

Cellytic™ B cell lysis reagent (lyzaéni roztok) Sigma-Aldrich
Comassie brilliant blue G-250 Serva
Comassie brilliant blue R-250 Serva
Cyklohexan VWR Chemicals
D.0O VWR Chemicals
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Serva

Dioxan VWR Chemicals
Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma-Aldrich
Ethidium bromid Sigma-Aldrich
Ethyl acetat Sigma-Aldrich
Ethyldiaminotetraoctova kyselina disodna sl dihydrat (EDTA) Sigma-Aldrich
Flavinadenindinukleotid (FAD) Sigma-Aldrich
Flavinmononukleotid (FMN) Sigma-Aldrich
Glukosa Lach-ner
Glukosa-6-fosfat Roche

Glycerol Lachema

Glycin VWR Chemicals
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Ko:HPO4) Lach-ner
Hydrogenfosforeénan sodny (Na;HPO.4) Sigma-Aldrich
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Hydroxid amonny (NHsOH)

Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid amonny (NH4CI)

Chlorid hofe¢naty (MgCly)

Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid zine¢naty (ZnCl>)

Isopropanol
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Jodid cesny (Csl)

Kvasinkovy extrakt

Kyselina chlorovodikova (HCI)

Kyselina mravenc¢i (HCOOH)

Kyselina octova (CH3COOH)

Manitol

Merkaptoethanol

Methanol

Myoglobin

N, N, N’, N'-tetramethylendiamin (TEMED)
N,N’-methylenbisakrylamid (Bisakrylamid)

NebBuffer 4

N-methylpyrrolidin-2-on (NMP)

Nonidet P-40 oktylfenoxypolyethoxyethanol
Nukleosid trifosfatova smés (dNTP)

Octan amonny (C2H7NO3)

Oxid kifemicity (SiO2)

Pepton

Peroxodisiran amonny (APS)
Polyehtylenglykol (PEG) 8000

Siran amonny (NH4)2SO4

Siran hofe¢naty heptahydrat (MgSO4-7H20)
Siran manganaty heptahydrat (MnSO4-7H,0)
Siran nikelnaty (NiSO4)

Siran sodny (Na;S0O4)

Siran zine€naty heptahydrat (ZnSQO4:7H20)
Siran zeleznaty heptahydrat (FeSO4-7H,0)

Sladovy extrakt

Séjova mouka
Tetrahydrofuran (THF)
Tri(2-furyl)fosfin
Tributyl(vinyl)tin
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Sigma-Aldrich
Lach-ner
Penta
Lachema
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Lachema
Sigma-Aldrich
Supelco
Oxoid

VWR Chemicals
Fluka
Lachema
Sigma-Aldrich
Serva
Biosolve
Supelco
Serva

Icn Biomedicals
New England
BioLabs
VWR Chemicals
Amresco
Fermetnas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema
Penta
Thermo Fisher
Scientific
Paleta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Tricin

Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trypton

Tween 80

Uhli¢itan cesny (Cs2COs)

Uhli¢itan vapenaty (CaCOs3)

Vinyl trifluoroborat draselny

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Difco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema
Sigma-Aldrich

41.2 Enzymy
Enzym Vyrobce
Alkalicka fosfatasa CIP (5 U - ul") New England BiolLabs
Dpnl (20 U - plI") New England BiolLabs

EcoRI-HF™ (20 U - ul")

Expand™ High Fidelity polymerasovy mix (3,5 U - ul")
LA DNA polymerasovy mix (5 U - ul")

Lysozym (z kufecich vaje¢nych bilk(, 40 U - ug™)
Ndel (20 U - pI")

Q5@ High-Fidelity DNA polymerasa (2 U - pl")

RNasa A (z hovéziho pankreatu, 70 Kunitz U - mg™)
T4 DNA ligasa (400 U - ul)

Xhol (20 U - plI")

New England BioLabs
Roche

Top-Bio
Sigma-Aldrich

New England BioLabs
New England BioLabs
Sigma-Aldrich

New England BioLabs
New England BioLabs

4.1.3 Antibiotika

Antibiotikum Vyrobce Zasobni Koncentrace* / Selekce vektoru

Chloramfenikol Sigma-Aldrich 34 ug - ml' — rozpustén v ethanolu/ pGroESL

Kanamycin Sigma-Aldrich

30 ug - mlI' — rozpustén ve sterilni dH,O/
pET-28b(+), pET-42b(+)

*Antibiotika byla pfipravovana jako 1000x koncentrovangéjSi zasobni roztok.

4.1.4 Standardy, referenéni latky

Standard/Referenéni Latka Vyrobce

Specifikace

1kb Plus DNA Ladder
(standard molekulovych Invitrogen
velikosti DNA)
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Velikost fragmentl [bp]: 100,
200, 300, 400, 500, 650, 850,
1000, 1650, 2000, 3000,
4000, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000, 10000, 11000,
12000. Pfed pouzitim byl
standard  pfipraven dle
navodu vyrobce.



3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-
tetradeuteropropionova
kyselina (TSP)

Latka 6a
Latka 6b

Latka 7a

Leucin-Enkefalin acetat

PageRuler™ Plus

Prestained Protein Ladder
(standard molekulovych hmotnosti
protein()

Sigma-Aldrich

Pfipraveno dle Kamenik et.

al 2009243

Pfipraveno dle KadICik el al.

2013210
Pripraveno dle Kamenik et
al. 20172%

Waters

Thermo Fisher Scientific

(CH3)3SiCD2CD2C02Na

CsH1s5NO2
C7H11NO:
CgH13NO>
C28H37N507-xC2H402-yH,0O
Molekulové hmotnosti [kDal:

250, 130, 100, 70, 55, 35, 25,
15, 10

41.5 Kity
Nazev kitu Vyrobce
BCS Screen Molecular Dimensions
JCSG+ Suite Qiagen

PACT premier™ HT-96/FX-96

Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi

SG1™ Screen

Wizard® Genomic DNA Purification Kit
Wizard® Plus SV Gel and PCR DNA Clean-Up System
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

XP Screen

Molecular Dimensions
Macherey-Nagel
Molecular Dimensions
Promega

Promega

Promega

Jena Bioscience

4.1.6 Syntetické oligonukleotidy

Syntetické primery pouzité v této praci byly syntetizovany firmou Sigma-Aldrich.

Lyofilizované oligonukleotidy byly rozpustény v TE-' pufru na zasobni koncentraci 100 uM.

Pro PCR reakce byly primery ze zasobniho roztoku dale 10x fedény. Tab 4.1 uvadi primery

pouzité k amplifikaci gend pro klonovani do expresnich vektort (kap. 4.2.2.9 a 4.2.2.10).

Obr. 4.1 pak ukazuje zjednodusené schéma navrhovanych primerd. V Tab. 4.2 jsou uvedeny

primery pouzité pro PCR zprostfedkovanou cilenou bodovou mutagenezi apd6 genl

(kap. 4.2.2.6.3).

Tab. 4.1. Primery pouzité pro amplifikaci genti ImbY, sibT, por15, lim12, hrmD, griH a fgd. Restrikéni
mista uzita pro inzerci do vektor( jsou podtrzena.

Gen Pfimy primer (5 — 37) Zpétny primer (5'— 37)
CAGCATATGCGCCACGGTGTCGTGA GAGCTCGAGTGCTTCCTCCGGTGCG
ImbY
TCCTG C
sibT CTACATATGCGGCACGGAGTCCTGAT CTGGAATTCTCATCCATCCCCCTGTA

60



por15
lim12

hrmD

griH

fgd

TTGCATATGAAGCACGGCATCGT

CTACATATGCGCCACGGGATCGTCAT

AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAA
GGAGATATACATGTGCGCGTCGGAG
TGGTGAT
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGACTCGAAG

ATTCTCGAGTATGCATCGTTCCC

CTAGAATTCTCAGACATCCGGCCCTC

TAATCAATTAGTGGTGGTGGTGGTGG
TGGTGGTGCTCGAGGAGTGCGCGCA
CCCGCGGCA
ATTAATCAATTAGTGGTGGTGGTGGT
GGTGGTGGTGCTCGAGCAATTTCCC

GATGCGC TGGTGCGGT
CGGAAGCATATGGTGGCTGAATTGAA ATATA—GAATTCTC(?AGGCCAGCTTGCG

PET-42b(+)

HisHisHisHisHisHisHisHis

ol
klonovany gen HisHisHisHisHisHisHisHis
Ndel

EcoRI

PET-28b(+)

klonovany gen

A

Ndel

Obr. 4.1. Zjednodusené schéma klonovani genti do vektorii pET-42b(+) a pET-28b(+). SLICE:FW
— pfimy primer pro ligaci metodou SLiCE (kap. 4.2.2.9), SLICE:REV — zpétny primer pro ligaci metodou
SLIiCE, T4:FW — pfimy primer pro ligaci T4 DNA ligasou (kap. 4.2.2.10), T4:REV — zpétny primer pro

ligaci T4 DNA ligasou.

Tab. 4.2. Primery pouzité pro PCR zprostfedkovanou cilenou mutagenezi apd6 gen.

Mutovany gen

Pfimy primer (5'— 3°)

Zpétny primer (5'— 3)

CCACGCCTGGACCTACGCCCACG

GCGCCACTTCACGTGGGCGTAG

il TGAAGTGGCGC GTCCAGGCGTGG

oy H30A CCTGGACCTACGACGCAGTGAAG CAGCGCCACTTCACTGCGTCGTA
_ TGGCGCTG GGTCCAGG

By KAA ACCTACGACCACGTGGCGTGGC  GCTCAGCCAGCGCCACGCCACG
_ GCTGGCTGAGC TGGTCGTAGGT

by Ka1S CCTACGACCACGTGTCTTGGCGC CGCTCAGCCAGCGCCAAGACAC
_ TGGCTGAGCG GTGGTCGTAGG

by Ka1y CCTACGACCACGTGGTTTGGCGC CGCTCAGCCAGCGCCAAACCACG
_ TGGCTGAGCG TGGTCGTAGG

oY WaA CTACGACCACGTGAAGGCCCGCT GGTCGCTCAGCCAGCGGGCCTT
_ GGCTGAGCGACC CACGTGGTCGTAG

ey RASA CGACCACGTGAAGTGGGCCTGG  GGCGGTCGCTCAGCCAGGCCCA
_ CTGAGCGACCGCC CTTCACGTGGTCG

mbY Ka1Q CCTACGACCACGTCAATGGCGCT CGCTCAGCCAGCGCCATTGCACG
_ GGCTGAGCG TGGTCGTAGG

ey ke CCTACGACCACGTGATGTGGCGC CGCTCAGCCAGCGCCACATCACG
_ TGGCTGAGCG TGGTCGTAGG

sort5 a1k CCTATGACCACCTGAAGTGGCGC ~GGCCAGCCAGCGCCACTTCAGGT
_ TGGCTGGCC GGTCATAGG

—— GGACATATGACCATTTGAAGTGG  CGCTCAGCCATCGCCACTTCAAA
L CGATGGCTGAGCG TGGTCATATGTCC

GGTGTCGTGATCCTGCCCGAGCA CCATAATTCACGGGCTCTGGCCC
ImbY_H15K CAAATGGGCCAGAGCCCGTGAAT  ATTTGTGCTCGGGCAGGATCACG

TATGG
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CCCGAGCACCACTGGAAGAGAG

A CCCGTGAATTA
or15 K15H CTGCTCCCCGAGCACCACTGGAA

poris- GGCGGCGGCC
15 K17A CCCGAGCACAAGTGGGCGGCGG

pore- CGGCCGAGCGC
TGGACCTACGACCACCTGATGTG

mbY_VK40,41LM GCGCTGGCTGAGC
TGGACCTATGACCACGTGAAGTG

e GCGCTGGCTGGCC

GGTGTCGTGATCCTGCCCGAGCA
CAAATGGAAAAGAGCCCGTGAAT
TATGG
GGCATCGTGCTGCTCCCCGAGCA
CCATTGGGCAGCGGCGGCCGAG

ImbY_HA15,17KK

por15_KK15,17HA

TAATTCACGGGCTCTCTTCCAGT
GGTGCTCGGG
GGCCGCCGCCTTCCAGTGGTGCT
CGGGGAGCAG
GCGCTCGGCCGCCGCCGCCCAC
TTGTGCTCGGG
GCTCAGCCAGCGCCACATCAGGT
GGTCGTAGGTCCA
GGCCAGCCAGCGCCACTTCACGT
GGTCATAGGTCCA
CCATAATTCACGGGCTCTTTTCCA
TTTGTGCTCGGGCAGGATCACGA
CACC
CCAGCGCTCGGCCGCCGCTGCC
CAATGGTGCTCGGGGAGCAGCA

CGCTGG CGATGCC
4.1.7 Pristrojové vybaveni, aparatury, chromatografické kolony
Pristroj/Aparatura/Kolona Vyrobce
15 Tesla Bruker Solarix FT-ICR (hmotnostni spektrometr) Bruker

600 MHz Bruker AVANCE Il (spektrometr NMR)

Acquity UPLC BEH C18, 130 A 17 MM, 2,1 mm x 50 mm

(chromatograficka kolona)

Acquity UPLC System (kapalinovy chromatograf)
Akta Purifier (kapalinovy chromatograf)

BioFrac Fraction Collector (automaticky sbérag frakci)
D8 Venture (difraktometr)

ENrich™Q 5 x 50 mm (chromatograficka kolona)
ENrich™ SEC 650 10 x 300 (chromatograficka kolona)
Extraction Manifold (aparatura pro SPE)

Gryphon Dropsetter (krystalizaéni robot)

Heraeus Biofuge Pico (mikrocentrifuga)

HILIC (chromatograficka kolona)

HiTrap™ Chelating HP 1ml (chromatograficka kolona)
HiTrap™ Chelating HP 5ml (chromatograficka kolona)

Imobilizovana pepsinova kolona (chromatograficka kolona)

Juan BR4i (multifunkéni centrifuga)

Krystalizaéni hotel RI1000

LCT Premier XE (hmotnostni spektrometr)

IKA IKAMAG RH basic 2 (magneticka michacka s ohfevem)
Mini-Protean® Tetra Cell (aparatura pro SDS-elektroforézu)
Nanodrop ND-800 (spektrofotometr)

Peristalticka Pumpa P-1

Heating Bath B-491 (rota¢ni vakuovéa odparka)

SPD1010 SpeedVac System
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Rheinstetten
Waters

Waters

GE Healthcare

GE Healthcare
Bruker
Bio-Rad
Bio-Rad
Waters

Art Robbins
Heraeus
Waters
GE Healthcare Life Sciences
GE Healthcare Life Sciences
Pfipraveno dle Kadek et al.
2014244
Thermo Fisher Scientific
Formulatrix
Waters
Verkon
Bio-Rad
Thermo Scientific
Pharmacia Biotech

BUCHI

Thermo Savant



Spektrofotometr Hexios y
Synergy H1 Hybrid Reader (spektrofluorometr)
TGradient Thermocycler 96

Ultrasonic Homogenizer 4710 (ultrazvukovy homogenizator)

Unitron (tfepacka s rotaénim pohybem)

J6MI (centrifuga)

Waters Synapt G2Si (hmotnostni spektrometr)
ZORBAX 300SB-C18 (chromatograficka kolona)

Unicam
BioTek
Biometra
Cole-Parmer
Infors
Beckman Coulter
Waters
Agilent Technologies

4.1.8 Softwarové vybaveni, on-line databaze a nastroje

Program/Nastroj Poskytoval/On-line pristup Specifikace

Jeifenel (Temisr ey Algoritmus ro srovnavani
BLASTP (Basic Biotechnology Information (NCBI) rgteinov'ch P sekvenénich
rocal Alignment Search  htps://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blas A
ool) informaci

Bruker Compass
DataAnalysis 4.1
Conserved
Domains
Database

Cytoscape 3.5.0
EFI-EST (Enzyme

Function Initiative-
Enzyme Similarity Tool)

GenBank

Geneious 5.5.9

ChemDraw
13.0.2.3021
Kaleidagraph
45.2

MAFFT 7

(Multiple Alignment
using Fast Fourier
Transform)

MASCOT

MassLynx™ 4.1
MEGA 7 (Molecular

Evolutionary Genetics
Analysis)

Mendeley 1.19.3

PEAKS

TopSpin 3.5

t.cgi?PAGE=Proteins
Bruker

NCBI
https://www.ncbi.nim.nih.gov/Stru
cture/cdd/wrpsb.cqgi

Cytoscape Consortium?2®

http://efi.igb.illi- nois.edul/efi-est/

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

Geneious Biologics
PerkinElmer
Synergy Software

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

David Perkins, Darryl Pappin
PBID: 10612281.

Waters
Ref.245

Mendeley

Bioinformatics Solutions Inc.

Bruker

Program na zpracovani MS dat

Databaze pro funkéni anotaci
proteinti, véetné vyhledavani
konzervovanych domén

Software pro vizualizaci
molekularnich interakénich siti

On-line analyzator sekvencnich
podobnostni proteint

Genova databaze

Bioinformaticky software
pro analyzu sekvencnich dat

Kresleni chemickych vzorcl a
schémat

Program na tvorbu grafu a analyzu
dat

Program na vytvareni
proteinovych sekvencnich
srovnani

Software pro identifikaci proteinu
na zakladé ziskanych MS dat
z databazi sekvenci peptidl
Vyhodnocovani MS dat

Software pro tvorbu
fylogenetickych analyz

Citacni software

Proteomicky software

pro identifikaci proteint na zakladé
MS/MS dat

Software pro vyhodnocovani NMR
dat
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4.1.9 Bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Pavod Genotyp
F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB-mB-)
_ . A(DES3 [lacl lacUV5-
Escherichia coli BL21 (DE3) Stratagene T7p07 ind1 sam7 nins])
[malB+]K.12(AS)
Escherichia coli BL21 Novagen Escherichia coli  BL21 (DE3)
(DE3)/pGroESL 9 s vloZzenym plazmidem pGroESL
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
Escherichia coli XL-" blue Stratagene supE44 relA1 lac [F° proAB laclg
ZAM15 Tn10 (Tetr)]
Mycobacteri , Mgr. Libor
ycobacterium smegmatis Krasny, Ph.D., .
mc2155 (Akademi)é véd Ceske Typovy kmen
republiky, v.v.i.)

Streptomyces albus subsp.
albus ATCC 39897

Streptomyces griseoflavus
TU4000

Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466

Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 AlImbY

Streptomyces muensis
Streptomyces sp. ICBB 1877

Streptosporangium sibiricum
ATCC 29053

The American
Type Culture
Collection
(ATCC)
Prof. Joshua A.
V. Blodgett, John

D'Alessandro
(Washington University
in Saint Louis)

Deutsche
Sammlung von
Mikroorganismen
und Zelllkulturen
GmbH (DSMZ)

Pfipraven v
laboratofi?'®

DSMZ
Prof. Taifo

Mahmud

(Oregon State
University)

ATCC

Typovy kmen produkujici
porothramycin

Typovy kmen produkujici
hormaomycin

Typovy kmen produkujici linkomycin

Odvozen z typového kmene
S. lincolnensis; gen ImbY byl ze dvou
tfetin nahrazen inaktivacni kazetou
nesouci gen kédujici rezistenci
k apramycinu

Typovy kmen produkuijici griselimycin

Typovy kmen produkujici limazepin

Typovy kmen produkujici sibiromycin
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4.1.10 Vektory

Vektor

Pavod

Specifikace

PET-28b(+)

PET-42b(+)

pLK6

Novagen

Novagen

Pfipraven v
laboratofi20”

5,4 kbp; expresni vektor obsahujici T7 promotor, lac
operator, vazebné misto pro ribozom, gen kodujici Lac
represor (lacl) a polyklonovaci misto; jako selekéni znak
nese rezistenci ke kanamycinu; Ize vkladat geny
pro produkci proteinli s C- ¢i N-histidinovou kotvou, exprese
vloZzeného genu je indukovana pfidanim IPTG, ktery se vaze
na represor uvolnény z lac operatoru; vektor byl pouZit
pro produkci proteinli s N-histidinovou kotvou

5,9 kbp; expresni vektor obsahujici T7 promotor, lac
operator, vazebné misto pro ribozom, gen koédujici Lac
represor (lacl) a polyklonovaci misto; jako selekéni znak
nese rezistenci ke kanamycinu; lze vkladat geny
pro produkci proteinli s C- ¢i N-histidinovou kotvou, exprese
vlozeného genu je indukovana pfidanim IPTG, ktery se vaze
na represor uvolnény z lac operatoru; vektor byl pouZit
pro produkci proteinli s C-histidinovou kotvou

46,1 kbp; kosmid nese sekvenci vektoru SuperCos |
(Stratagene), do které je vlozen linkomycinovy BGS; jako
selekéni znak nese gen pro rezistenci ke kanamycinu
a karbenicilinu

4.1.11 Média a pudy pro kultivaci bakterii

Nazev média/pudy

Chemické slozeni

2XYT
50x M

7H10 agar

7H9 médium

AVM medium

LB agar
LB médium

Médium pro pfipravu
kompetentnich bunék A
Médium pro pfipravu
kompetentnich bunék B

16 g trypton, 10 g kvasinkovy extrakt, 5 g NaCl, dH.O do objemu
1000 ml; pH 7,2

3,6 g NaxHPO4, 3,4 g KH2PO4, 2,7 g NH4CI, 0,7 g Na;SO4

19 g 7H10 zakladu agaru, 0,2% glycerol, dH>O do objemu
1 000 ml; pH neupravovano

4,7 g 7TH9 zakladu média, 0,2% glycerol, dH,O do objemu
1 000 ml; pH neupravovano; po sterilizaci: 250 ul 20% Tween 80

2 g kvasinkovy extrakt, 2 g (NH4)2S0O4, 5 g CaCOg3, 2 g NaCl,
0,5g KyHPO4, 0,05 g FeS0O4-7H.0, 0,05 g ZnS0O4-7H-0,
0,05 g MnS0O4-7H20, 0,1 g MgS0O4-7H.0, dH,O do 880 ml;
pH 7,4; po sterilizaci: 120 ml 25% glukosa

1 000 ml LB médium, 15 g agar; pH dale neupravovano

10 g NaCl, 10 g trypton, 10 g kvasinkovy extrakt, dH>O
do objemu 1 000 ml; pH 7,5

1 000 ml LB médium, 2,5 g MgS0O4-7H20, 2 g glukosa;
pH neupravovano

1 000 ml LB médium, 3 g MgSO4:7H,0, 36% glycerol,
12% PEG 8000; pH neupravovano
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MS agar

Obohacené LB médium
pro narlst kultury do
vysoké denzity

20 g manitol, 20 g s6jova mouka, 20 g agar, vodovodni H>O
do 1 000 ml; pH neupravovano

975 ml LB médium, 0,5 g MgSO4-7H.O, 0,5% glycerol,
20 ml 50% M; pH neupravovano

3 g kvasinkovy extrakt, 5 g pepton, 3 g sladovy extrakt, dH>O

YEME médium

do 980 ml;

pH 7,2; po sterilizaci: 20 ml 50% glukosa,

2ml 2,5 M MgCl:

4.1.12 Pufry, roztoky

PRIPRAVA KONSTRUKTU PRO HETEROLOGNIi EXPRESI

Pufr/Roztok

Chemické slozeni

1kb Plus DNA standard
molekulovych velikosti DNA
TAE elektrodovy pufr

TE™" pufr

100 ul standardu, 100 pl 10% vzorkového pufru,
800 ul TE™" pufru
1 mM EDTA; 40 mM Tris-acetat; pH 8,0

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

PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE PROTEINU

Pufr/Roztok

Chemické slozeni

Acetatovy pufr

Glycinovy pufr

Octanovy pufr (5 mM)
Octanovy pufr (200 mM)
Pufr A pro iontové vyménnou
chromatografii

Pufr B pro iontové vyménnou
chromatografii

Pufr pro gelovou filtraci

SDS-PAGE barvici roztok

SDS-PAGE elektrodovy pufr

SDS-PAGE odbarvovaci
roztok

SDS-PAGE Tris-HCI pufr A
SDS-PAGE Tris-HCI pufr B
SDS-PAGE vzorkovy pufr,
2% koncentrovany

Tris-HCI eluéni pufr
Tris-HCI eluéni pufr pro
krystalizaci

Tris-HCI promyvaci pufry

200 mM CH3;COOH; pH upraveno NH4OH na 7,5
250 mM glycin; pH 2,3

5 mM C2H7NOg; pH neupravovano

200 mM C2H7NO2; pH 7,5

20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0

20 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0

20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP; pH 8,0

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

15 mM Bis-Tris-HCI, 50 mM tricin, 0,0002% Coomassie
blue G-250 (w/v); pH 7,0

10% methanol, 10% kyselina octova

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

1 M Tris-HCI; pH 6,9

125 mM Tris-HCI, 20% glycerol, 5% merkaptoethanol,
2% SDS, 0,002% bromfenolova modf; pH 6,8

20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 250 mM imidazol; pH 8,0
20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol,
5% glycerol; pH 8,0

20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 50/75/100 mM imidazol; pH
8,0
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Tris-HCI promyvaci pufr pro 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 75 mM imidazol,

krystalizaci 5% glycerol; pH 8,0

Tris-HCI pufr pro krystalizaci 20 mM Tris-HCI; pH 8,0

Tris-HCI reakéni pufr 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl; pH 7,0
Tris-HCI sonikaéni pufr 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl; pH 8,0

Tris-HCI sonikaéni pufr pro 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM imidazol, 5% glycerol;
krystalizaci pH 8,0

4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bakterii
4.2.1.1 Méreni bakterialniho ristu stanovenim optické denzity

Spektrofotometrické stanoveni optické denzity (OD) bakterialni kultury je jednoducha
metoda stanoveni koncentrace bunék v suspenzi. Jako pozadi je pouzivan identicky roztok
(nejCastéji kultivacni médium), ov8em neobsahujici Zzadné bunky. Standardné pouzivana
vinova délka pro méfeni OD je ~ 600 nm (ODsoo), tedy UV oblast svétla, ktera jednak buriky
neusmrcuje a zaroven pouze minimalné interferuje se Zluté zabarvenym LB médiem, které je
CGasto pfi kultivacich pouzivano. Linearni zavislost OD na skute¢né hustoté zavisi
na konkrétnim typu pouzivaného spektrofotometru, vétSinou je jako hranice linearni zavislosti
povazovana hodnota OD 0,4 — 0,5. Vzhledem k tomu je nutné pfi méfeni bohaté narostlych
kultivaci vyuzit fedici fady a OD z naméfenych hodnot kalkulovat.

ODeoo kultur byly méfena pfi pfipravé kompetentnich bunék a pfi heterolognich

produkcich proteind. K méfeni byl vyuzit spektrofotometr Hexios y (Unicam).

4.2.1.2 Kultivace E. coli

VSechny pouzité kmeny E. coli byly kultivovany na LB agarovych plotnach &i v LB
médiu. Pro selekci transformantl byla do agaru/média pfidana antibiotika (kanamycin,
chloramfenikol) v odpovidajici koncentraci. Standardni riistova teplota byla 37°C, proteiny byly
nadprodukovany pfi postindukénich teplotach 17°C, 28°C a 37°C. Rychlost tfepani byla

udrzovana mezi 180 — 200 RPM. Kultury byly kultivovany v rotacni tfepacce Unitron (Infors).

4.2.1.2.1 Priprava kompetentnich bunék E. coli

E. coli byla z konzervy vyseta na LB agarovou plotnu, kde byla staticky kultivovana
ve 37°C prfes noc. Poté byla jedna kolonie zaoCkovana do 2 ml LB média a kultivovana

v tfepacce ve 37°C pres noc. Nasledujici den byl 1 ml narostlé kultury pfeo¢kovan do média A,
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na pocatku kultivace byla ODgoo ~ 0,04. Kultura rostla pfi 37°C do ODego 0,4 — 0,6. Narostla
kultura byla na 10 min pfemisténa do ledové lazné a nasledné centrifugovana pfi 4 000x g,
10 min, 4°C (Juan BR4i, Thermo Fisher Scientific). Sediment byl Setrné resuspendovan v 1 mi
média A a nasledné byla homogenni bunéfna suspenze nafedéna 5 ml vychlazeného
meédia B. Takto pfipravené kompetentni bunky byly rozdéleny na 100-ul alikvoty, které byly

bezprostfedné pouzity nebo uchovavany v -80°C pro pozdéjsi pouziti.

4.2.1.2.2 Priprava bunééného lyzatu E. coli pro SLiCE ligaci

Bakterialni bunécny extrakt uzivany pro SLiCE ligaci (kap. 4.2.2.9) mGze byt pfipraven
z riznych RecA-nezavislych laboratornich kmenu E. coli. V naSi laboratofi je pfipravovan
extrakt z kmene E. coli JIM109. E. coli JM 109 byla z konzervy vyseta na LB agarovou plotnu
a staticky kultivovana pfi 37°C pfes noc. Nasledujici den byla jedna kolonie inokulovana
do 25 ml 2XYT média a kultivovana v tfepaCce pfi 37°C pfes noc. Nocni kultura byla
pfeockovana do 50 ml 2XYT média na poc€ateCni ODgyo ~ 0,03 a kultivovana pfi 37°C
do ODego ~ 5,0 — 5,5. Po dosazeni pozadované hustoty narGstu bunék byla kultura
centrifugovana pfi 4 000x g, 20 min, 4°C. Sediment byl promyt 100 ml sterilni destilované H,O
(dH20) a bunky byly opét sedimentovany pfi 4 000x g, 20 min, 4°C. Sediment byl
resuspendovan v 600 ul lyza¢niho roztoku (CelLytic™ B Cell Lysis Reagent). Smés byla
inkubovana po dobu 10 min pfi laboratorni teploté a poté centrifugovana pfi 20 000x g, 2 min,
pfi laboratorni teploté. Supernatant byl opatrné oddélen od nerozpustnych bunéénych
komponent a smichan se stejnym objemem sterilniho 100% glycerolu. Takto pfipraveny
extrakt byl rozdélen na 50-pl alikvoty a bud byl bezprostifedné pouZit, pfipadné byl pro pozdé;jsi

pouziti uchovavan v -80°C.

4.2.1.3 Kultivace bakterii rodu Streptomyces a Streptosporangium

VSechny pouzité kmeny streptomycet a streptosporangium byly kultivovany
dle stejného protokolu. Nejprve byl kmen vyset z konzervy na MS agarovou plotnu, kde byl
staticky kultivovan pfi 28°C po dobu 72 - 120 h, dokud se neobjevily spory. Ty byly nasledné
klickou inokulovany do 40 ml YEME média. Prvni generace byla kultivovana v tfepacce
v 500-ml Erlenmeyerovych barkach ve 28°C po dobu 24 h. Poté byly inokulovany 2 ml kultury
prvni generace do 40 ml AVM média. Druha generace byla kultivovana za stejnych podminek
po dobu 120 h. Biomasa byla sklizena centrifugaci pfi 5 000x g, 15 min, 4°C. Buriky byly
nasledné vyuzity pro izolaci chromozomalni DNA S. albus subsp. albus, S. sibiricum,
S. sp. ICBB 1877, S. griseoflavus a S. muensis. Supernatant z kultivace S. lincolnensis AImbY

byl vyuZit k extrakci linkomycinového prekurzoru 5a.
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4.2.1.4 Kultivace bakterii rodu Mycobacterium

Kmen M. smegmatis byl z konzervy vyset na 7H10 agarovou plotnu, kde byl staticky
kultivovan ve 37°C pfes noc. Druhy den bylo 5 — 10 kolonii zao¢kovano do 7H9 média
s 0,2% glycerolem a 0,05% Tween 80, kultura byla kultivovana v tfepacce v 500-ml kulatych
kultivaénich barkach po dobu 72 h. Biomasa byla sklizena centrifugaci pfi 5 000x g, 5 min,

4°C a bezprostfedné vyuzita k izolaci chromozomaini DNA.

4.2.2 Prace s DNA
4.2.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

NanoDrop je spektrofotometr pro méfeni koncentrace nukleovych kyselin ve vzorku
o objemu 1 pl. Na rozdil od bézné uzivanych spektrometru, u pfistroje NanoDrop neni potieba
kyveta, vzorek je nanesen pfimo na detekéni povrch a diky povrchovému napéti dochazi
k vytvofeni sloupce mezi konci optickych viaken, ktery tak tvofi optickou cestu.

Pro praci byl pouzit Nanodrop ND-800 (Thermo Fisher Scientific), jehoz spektralni
rozsah je 220 — 750 nm. Koncentrace DNA byla méfena pfi vinové délce 260 nm. Pro odecet
pozadi byl pouzit stejny roztok, ve kterém byla koncentrace DNA stanovovana, ovSem
bez DNA.

4.2.2.2 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Gelova agarova elektroforéza predstavuje nejCastéji pouzivanou metodu pro separaci
nukleovych kyselin. Metoda je zaloZena na schopnosti pohybu nabitych €astic v elektrickém
poli, pfi¢emzZ rychlost pohybu zavisi na velikosti celkového povrchového naboje, velikosti
atvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku. Nukleové Kkyseliny nesou zaporny naboj
a v neutralnim nebo zasaditém prostfedi se v elektrickém poli pohybuji od zaporného poélu
(katody) ke kladnému (anodé). Agarosa je linearni sacharidovy polymer D-galaktosidasy
a 3,6-anhydro-L-galaktopyranosy. Jednotlivé cukerné fetézce jsou vazany nekovalentnimi
vodikovymi mustky a hydrofobnimi interakcemi a tvofi tak tzv. molekulové sito. Rychlost
pohybu molekul DNA v gelu je nepfimo umérna jejich velikosti, mensi molekuly se pohybuiji
rychleji.

DNA byla elektroforeticky separovana v 1% agarosovém gelu pfipraveném
rozpusténim agarosy v TAE pufr, do kterého byl po zchladnuti pfidan 0,005% ethidium bromid
(interkalaéni ¢inidlo slouzici k vizualizaci DNA), pod napétim 3 — 5V - cm™. DNA v gelu byla
vizualizovana pod UV lampou. Jako standard molekulovych velikosti byl pouZit roztok 1kb Plus
DNA standard molekulovych velikosti DNA.
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4.2.2.3 Transformace cizorodé DNA do E. coli metodou teplotniho Soku

Jako kompetentni se oznacuji bakterialni buriky schopné pfijimat cizorodou DNA
z prostfedi. Bunka mlze dosahnout stavu kompetence pfirozené, v molekularni biologii se
v8ak uplatfiuje kompetence uméle navozena. Vysoce hydrofilni molekula DNA je v prostiedi
bohatém na Ca?*/Mg?* schopna véazat se na povrch kompetentni buriky prostfednictvim
lipopolysacharidového receptoru (inkubace na ledu). Kratky teplotni Sok (42°C) silné
depolarizuje membranu. Pokles membranového potencialu sniZuje vnitfni zaporny naboj
buriky, coz dovoluje pfenos DNA do cytosolu. Nasledny kratky chladovy Sok (inkubace na ledu)
obnovi membranovy potencial na plvodni hladinu.

Bunky byly transformovany nasledovné: Plazmidova DNA (1 — 50 ng) byla pfidana
ke 100-pl alikvotu kompetentnich bunék E. coli. Nasledovala inkubace 30 min na ledu, poté
byl proveden teplotni Sok ponofenim do vodni lazné & umisténim do termobloku,
vytemperovanych na 42°C, po dobu 1 min. Poté byly buriky opét inkubovany na ledu 3 min.
V dalSim kroku byl pfidan 1 ml LB média vytemperovaného na 37°C. Nasledovala inkubace
v lazni ve 37°C po dobu 1 — 2 h a poté staticka kultivace na LB agarovych plotnach pfes noc,

v pfitomnosti vhodnych selek&nich antibiotik.

4.2.2.4 Izolace plazmidové DNA

Metody izolace plazmidové DNA obecné zahrnuji tfi kroky: (1) rist bakterialni kultury,
(2) oddéleni a lyzi bakterialni biomasy a (3) purifikaci plazmidové DNA. Pro purifikaci jsou
vyuzivany komerc¢ni kity, které jsou zpravidla vyrobcem pojmenovany dle pozZadavki
na vstupni kultivaéni objem, s ¢imz z €asti souvisi i vysledny plazmidovy vytéZek. Princip
purifikace je zaloZen na rozdilnosti v denaturaci a nasledné renaturaci chromozomalni
a plazmidové DNA s vyuzitim alkalické lyze, nasledované rychlou ¢asteCnou neutralizaci.
Plazmidy byly izolovany pomoci komer€nich kitd z no€nich tekutych kultur transformovanych

E. coli (kultivovanych pfi 37°C, v pfitomnosti vhodnych selek&nich antibiotik).

Midiprep: Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macharey-Nagel)

Vychozi kultivaéni objem pro midiprep byl 100 ml. Timto postupem Ize standardné ziskat
100 — 350 ug plazmidové DNA. Po oddéleni média od biomasy (4 000x g, 15 min, 4°C) bylo
dale postupovano dle protokolu vyrobce. Buiky byly resuspendovany v 8 ml resuspendacniho
roztoku a lyzovany 8 ml roztoku obsahujicim NaOH a SDS. Za ob&asného michani bylo
po 5 min inkubace v laboratorni teploté pfidano 8 ml neutralizaéniho roztoku obsahujiciho
CH3;COOK, jehoz pfidani zplUsobi renaturaci plazmidové ccc-formy DNA, zatimco vétSina
chromozomalni DNA, stejné jako buné&cné proteiny a RNA, precipituji v komplexu formovaném

s SDS a draslikem. Neutralizacni roztok zaroven také vytvafi vhodné podminky pro naslednou
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vazbu negativné nabité plazmidové DNA na kolonu, ktera je tvofena silikatovymi kulickami
s navazanym kladné nabitym methyl-amino-ethanolem. Lyzat byl nanesen na ekvilibrovanou
kolonu s filtrem (12 ml ekvilibraéniho roztoku), bunécné komponenty zUstavaji zachyceny
na filtru, ktery je pro lepsi vytézek jesté promyt 5 ml ekvilibraéniho roztoku a nasledné
odstranén. Kontaminace (soli, metabolity &i jiné rozpustné makromolekularni bunécéné
komponenty) jsou z kolony odstranény pfidanim 8 ml promyvaciho roztoku. Plazmidova DNA
je z kolony uvolnéna 5 ml elu¢niho roztoku o vysoké iontové sile. Soli jsou z eluatu odstranény
finalni alkoholovou precipitaci, kdy je pfidano 3,5 ml isopropanolu a po inkubaci 2 min
v pokojové teploté je smés nanesena na kolonu s aktivovanym sklem. Zachycena DNA je
v posledni kroku promyta 2 ml vychlazeného 70% ethanolu a prosatim vzduchu pres filtr
pomoci stfikacky vysuSena. DNA je z kolony uvolnéna 250 — 700 pl roztoku o nizké iontové

sile.

Miniprep: Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)

Vychozi kultivaéni objem pro miniprep byl 5 ml. Timto postupem Ize standardné ziskat
50 — 100 pg plazmidové DNA. Po oddéleni média od biomasy (4 000x g, 15 min, 4°C) byl
dodrzen protokol vyrobce. Buhky byly resuspendovany v 250 ul resuspendacniho roztoku
a lyzovany pfidanim 250 pl lyzaéniho roztoku obsahujicim NaOH a SDS, analogicky jako
u midiprepu. Po 5 min inkubaci v laboratorni teploté bylo pfidano 10 ul alkalické proteasy,
smés byla lehce promichana pfevracenim a po dalSich 5 min bylo pfidano 350 ul
neutralizacniho roztoku. Buné&né komponenty byly odstranény centrifugaci (10 000x g,
10 min, pokojova teplota) a Cisty lyzat byl nanesen na kolonu s aktivovanym sklem,
kde dochazi k vazbé DNA. Promyvacimi kroky (pfidani 750 pl promyvaciho roztoku,
centrifugace 10 000x g, 1 min v pokojové teploté a nasledné odstranéni supernatantu, pfidani
250 ul promyvaciho roztoku, centrifugace 10 000x g, 1 min v pokojové teploté a nasledné
odstranéni supernatantu, centrifugace 10 000x g, 2 min v pokojové teploté) byly odstranény

nezadouci kontaminanty, DNA byla z kolony uvolnéna 100 pl roztoku o nizké iontove sile.

4.2.2.5 Izolace chromozomalni DNA

Pro izolaci chromozomalni DNA byla vyuzita komeréni sada Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). 1 ml narostlé kultury byl centrifugovan (16 000x g, 2 min, pokojova
teplota) a DNA byla izolovana ze sedimentu bunék. Ve vSech pfFipadech se jednalo o izolaci
DNA z Gram-pozitivnich bakterii, proto byly buriky nejprve resuspendovany ve 480 ul 50 mM
roztoku EDTA (chelataéni ¢inidlo) a 120 pl lysozymu (1 mg - mI") a nasledné inkubovany 1 h
ve 37°C pro rozruSeni bunééné stény. Centrifugaci (16 000x g, 2 min, pokojova teplota) byl
odstranén supernatant a sediment byl resuspendovan v 600 pl lyzacniho roztoku. Bunky byly

lyzovany po dobu 5 min v 80°C v termobloku. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byly k lyzatu
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pfidany 3 pl RNasy A a smés byla inkubovana 1 h ve 37°C. V dal8im kroku dochazi po pfidani
200 pl srazeciho roztoku, michanim a inkubaci 5 min na ledu ke srazeni protein(l. Precipitat
byl sedimentovan (16 000x g, 3 min, pokojova teplota) a uvolnéna DNA v supernatantu byla
precCisténa alkoholovym srazenim. 600 pl supernatantu bylo pfeneseno do 600 pl
isopropanolu, nasledovala centrifugace (16 000x g, 2 min, pokojova teplota). Supernatant byl
odstranén, sediment byl promyt 600 yl 70% ethanolu. Po centrifugaci (16 000x g, 2 min,
pokojova teplota) byl veSkery supernatant odstranén a DNA byla vysuSena ve vakuu pfi 40°C
(10 = 15 min; SPD1010 SpeedVac System). DNA byla rehydratovana pfidanim 100 pl
rehydrata¢niho roztoku a inkubaci ve 4°C pres noc. Izolovana DNA byly pouzita k amplifikaci
pomoci PCR (kap. 4.2.2.6.1).

4.2.2.6 Polymerasova retézova reakce (PCR)

PCR je zakladni metodou molekularni biologie, ktera in vitro vyuziva aktivity
termostabilnich DNA polymeras k mnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA uréeného
dvojici navrzenych oligonukleotidd (tzv. primer(). Polymeracni reakce pfedstavuje cyklicky
proces, ve kterém se stfidaji 3 kroky: (1) Denaturace, pfi které dochazi k rozvolnéni fetézcl
DNA vlivem vysoké teploty (94 — 98°C) na jednofetézcové uUseky, (2) hybridizace primertd
s komplementarnimi useky DNA (50 — 65°C) a (3) syntéza komplementarniho fetézce
(teplota zavisi na druhu pouzité DNA polymerasy). Na konci cyklu je zafazovan zavérecny

polymeracni krok, ktery zajistuje dosyntetizovani retézcu.

4.2.2.6.1 PCR pro amplifikaci gent uréenych pro klonovani

Konkrétni podminky a slozeni reakénich smési pro amplifikaci genu uréenych
ke klonovani, pouzitych v této praci, jsou zobrazeny v Tab. 4.3. Pfehled pouzitych primeru je

souhrnné uveden v Tab. 4.1 (kap. 4.1.6).

Tab. 4.3. SloZeni reak&nich smési a podminky PCR pro amplifikaci ImbY, sibT, por15, lim12, hrmD, griH
a fgd gend.

PCR REAKCNIi SMES

PRO AMPLIFIKACI: PRO AMPLIFIKACI:
ImbY, sibT, por15, lim12, hrmD, fgd griH
Slozka Objem | Slozka Objem
2,6 M betain 25yl 5x Q5 reakéni pufr 10 ul
r&3:flr5xpand High Fidelity reakeéni 10 l 5x Q5 ,zesilovag” 10 l
dH20 8 ul dH20 23,5 ul
DMSO 2,5l 100 ng - pI-' templatova DNA 1 ul
100 ng - pI' templatova DNA 1 pl Smés dNTP (10 mM kazdy) 1 pl
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Smés dNTP (10 mM kazdy) 1 pl Primer pfimy 2 ul
Primer pfimy 1ul Primer zpétny 2 ul
Primer zpétny 1l

3,5 U - ul'" Expand™ High
Fidelity polymerasovy mix

2 U - pI'* Q5®° High-Fidelity DNA

0,5ul | polymerasa 0,5 ul

PCR PODMINKY

Teplota Cas Pocet cykll
94°C 2 min 1
68°C pauza 1
94°C 45 s
50/55/60°C 45s 30
72°C 1,5 min
72°C 7 min 1

4.2.2.6.2 Koloniova PCR

Koloniova PCR byla vyuzita k rychlému ovéfeni inzerce genu do plazmidu. Princip
metody je stejny jako u bézné pouzivané PCR s rozdilem, Ze templatovou DNA v reakci neni
purifikovana DNA, ale z kultivani plotny sterilné ,,odpichnutd” bakterialni kolonie. Do reakce
je navic pfidavan nonidet P-40, detergent naruSujici bakterialni membranu. Konkrétni

podminky a sloZeni reakénich smési pro koloniovou PCR jsou zobrazeny v Tab. 4.4.

Tab. 4.4. SloZeni reakénich smési a podminky PCR pro ovéfovaci koloniovou PCR.

REAKCNi SMES PRO KOLONIOVOU PCR

Slozka Objem
10x LA reakéni pufr 5yl
dH20 38 ul
DMSO 2,5 ul
Nonidet P-40 1 ul
Smés dNTP (10 mM kazdy) 1 ul
Primer pfimy 1 pl
Primer zpétny 1l

Sterilné odpichnuta bakterialni kolonie

5 U - ulI' LA DNA polymerasovy

mix

0,5 ul
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PODMINKY PRO KOLONIOVOU PCR

Teplota Cas Poéet cyklii
94°C 10 min 1
65°C pauza 1
94°C 45s
55°C 45 s 30
68°C 1,5 min
68°C 5 min 1
4.2.2.6.3 Mistné-specificka mutageneze zprostredkovana PCR

Mistné-specificka mutageneze je metoda, ktera umoziiuje cilenou modifikaci sekvence
DNA (genu) za ucelem pozménéni aminokyselinové sekvence v proteinu, ktery konkrétni gen
kéduje. V mutantnich variantach proteinu lze pak vyhodnocovat vliv této zmény na jeho
enzymovou funkci. Mutace jsou vnaseny pomoci PCR s vyuzitim specifickych primeru, které
obsahuji mutace pro pozadovanou kodonovou zménu.246.247

Seznam pouzitych primeru pro zavedeni mutaci je uveden v Tab. 4.2 (kap. 4.1.6). Troj-
a Ctyf-nasobné mutanty byly pfipravovany nasledné z pfipravenych jednoduchych &i dvojitych
mutant. SloZeni reakéni smési a pouzité PCR podminky jsou uvedeny v Tab. 4.5. Po PCR
byla ze smési pomoci restrikéniho enzymu Dpnl odstranéna methylovana templatova DNA
(inkubace ve 37°C, 2 h), slozZeni této reakéni smési je uvedeno v Tab. 4.6. Nasledné byl Dpnl
inaktivovan inkubaci v termobloku pfi 80°C po dobu 20 min. Restrikéni smés byla poté
bezprostfedné transformovana do kompetentnich E. coli XL, transformanty byly selektovany

na LB agarové plotné s pfidavkem vhodného selek&niho antibiotika.

Tab. 4.5. Slozeni reakéni smési a podminky pro PCR zprostfedkovanou mistné-specifickou mutagenezi
apd6 genu.

PCR REAKCNi SMES
PRO CILENOU MUTAGENEZI

Slozka Objem
5x Q5 reakéni pufr 10 pl
5x Q5 ,zesilovac” 10 pl
dH-.0 23,5 yl
100 ng - uI' plazmidova DNA 1 ul
Smés dNTP (10 mM kazdy) 1 ul
Primer pfimy 2 ul
Primer zpétny 2 ul
2 U - uI'" Q5® High-Fidelity DNA 0,5 l
polymerasa
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PCR PODMINKY
PRO CIiLENOU MUTAGENEZI

Teplota Cas Pocet cyklu
98°C 5 min 1
80°C pauza 1
98°C 20s
60°C 20s 35
72°C 3 min
72°C 10 min 1

Tab. 4.6. Slozeni restrikEni smési pro odstranéni methylované templatové DNA z PCR reakce.

SLOZENi RESTRIKCNi SMESI
PRO ODSTRANENi PCR TEMPLATU

Slozka Objem
PCR reakéni smés 35 ul
10x NEB pufr 4 5yl
dH>0O o ul
20 U - yl' Dpnl 1l

4.2.2.7 Extrakce DNA z elektroforetického gelu

Metoda umozriuje izolovat ze smési DNA fragment specifické velikosti. Zakladem je
elefektroforeticka separace, nasledovana manualnim vyfiznutim pozadovaného fragmentu
z gelu pod UV lampou pomoci Ziletky €i skalpelu. DNA je z nizkotajiciho agarosového gelu
precisténa komerénim kitem Wizard® Plus SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),
ktery umoznuje extrahovat a purifikovat fragmenty (az 40 ug) o velikosti 100 bp — 10 kbp.
Systém je zaloZzeny na vazbé DNA Kk silikatové membrané v pfitomnosti chaotropnich soli.

Bylo postupovano dle protokolu vyrobce. Nejprve byl vyfiznuty gel pfi teploté 50 — 65°C
rozpustén v roztoku guanidin-isothiokyanatu (Membrane Binding Buffer, 1 mg gelu je
rozpustén v 1 pl roztoku) a nanesen na kolonu, kde dochazi k vazbé DNA. Ostatni slozky
smési byly oddéleny centrifugaci (16 000x% g, 1 min, pokojova teplota). Kolona byla promyta
ve dvou krocich, kdy byl vzdy pfidan promyvaci roztok pfimo na kolonu (Membrane Wash
Solution, 700 pl, resp. 500 pl), s naslednou centrifugaci (16 000x g, 1 min, resp. 5 min,
laboratorni teplota). DNA byla z kolony uvolnéna 50 ul roztoku o nizké iontové sile (Nuclease-
Free Water).

4.2.2.8 Stépeni restrikénimi endonukleasami a defosforylace volnych koncti DNA

Restrikéni endonukleasy jsou pfirozené enzymy bakterii, které rozpoznavaji cilovou

sekvenci na molekule DNA, v niz dokazi specificky stépit fosfodiesterové vazby (proté;jsi
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¢i vzdalené nékolik nukleotidi od centra symetrie). Restriktasy pro svoji aktivitu vyzaduji
optimalni podminky, které jsou zajistény jednak pufrem, ve které in vitro reakce probiha, ale
také teplotou, ve které konkrétni restriktasa stépi s nejvyssi aktivitou.

V praci byly pouzity endonukleasy Xhol, Ndel pro $t€peni amplifikovanych gent ImbY,
por15 a endonukleasy Ndel, EcoRI pro Stépeni amplifikovanych genu sibT, lim12 a fgd,
vSechny uréené pro ligaci do vektord pomoci T4 DNA ligasy. Dale byly restrikénimi enzymy
linearizovany vektory pET-28b(+) (Ndel, EcoRI) a pET-42b(+) (Xhol, Ndel). Stépeni (v pfipadé
gent i vektor() probihalo ve 37°C po dobu 2 h, nasledné byly enzymy inaktivovany inkubaci
v termobloku v 65°C po dobu 20 min. V pfipadé Stépeni vektor( byl po $t€peni do smési pfidan
1 ul alkalické fosfatasy (CIP, 10 U - ul'") odstépujici fosfatové skupiny z volnych 3" OH koncu,
¢imz |ze zabranit re-cirkularizaci vektorll. Konce DNA byly defosforylovany pfi 37°C po dobu
1 h. Poté byla CIP inaktivovana inkubaci v termobloku v 75°C po dobu 10 min. St&pena DNA
byla elektroforeticky separovana a pozadované fragmenty byly vyfiznuty a nasledné

preciStény z gelu. SlozZeni reakéni smési a podminky Sté€peni jsou uvedeny v Tab. 4.7.

Tab. 4.7. Slozeni restrikéni smési pro pfipravu DNA na ligaci.

Slozka Objem

0,2 — 1 yg DNA Xl

10x CutSmart pufr 5 ul

dH20 X |J| (do celkového objemu 50 pl)
20 U -yl Xhol /20 U - uI'" EcoRlI 1l

20 U - yI" Ndel 1l

4.2.2.9 Ligace DNA fragmenti metodou SLiCE

SLiICE (z angl. seamless ligation cloning extract) je restrikné mistné-nezavisla
klonovaci metoda, ktera je zaloZena na in vitro rekombinaci mezi kratkymi homolognimi useky
v bakteridlnim buné¢ném extraktu.?4 Tato metoda ma oproti klasické ligaci nékolik vyhod.
vysoka efektivita této metody. Kromé pfipravy samotného bunécného lyzatu (kap. 4.2.1.2.2)
zahrnuje SLiCE tfi dalSi kroky: (1) pfipravu linearizovaného vektoru a DNA inzertd s kratkymi
homolognimi Useky generovanymi PCR pomoci specifickych primert obsahujicich 5°
presahujici sekvence. (2) SLICE in vitro reakci a (3) transformaci do vhodného hostitele.

Pro PCR amplifikaci hrmD a griH byly navrZzeny primery s nasledujicimi
charakteristikami. 5" konec primeru musel obsahovat 15 — 52 bp komplementarnich k jednomu
konci DNA vektoru, 3" konec primeru musel obsahovat 15 — 24 bp, které jsou komplementarni
amplifikovanému DNA fragmentu. Primery byly syntetizovany a precistény (stupen Cistoty:

HPLC) na externim servisnim pracovisti a jejich pfehled je uveden v Tab. 4.2 (kap. 4.1.6).

76



SLiCE reakce byla pfipravena v 500-ul mikrozkumavkach dle rozpisu uvedeném v Tab. 4.8.
Smés byla michana a centrifugovana kratkym pulsem. Reakce probihala po dobu 1 h pfi 37°C.
Nasledné byl 1 pl smési transformovan do kompetentnich E. coli XL'. Transformanty byly
selektovany vysetim na LB agarovou plotnu s pfidavkem vhodného selekéniho antibiotika

(staticka kultivace ve 37°C, pfes noc).

Tab. 4.8. Slozeni reakéni smési pro ligaci gent hrmD a griH do vektoru pET-42b(+) metodou SLIiCE.

Slozka Mnozstvi/Objem
Vektorova DNA 50 — 100 ng
Inzert 1:1-50:1*
10x T4 DNA liga¢ni pufr 1 ul

SIiCE extrakt 1wl

dH20

do objemu 10 pl

* Pomér koncentrace vektor:iinzert byl upravovan, nikdy vSak objem inzertové DNA nepresahl
'/5 celkového reakéniho objemu.

4.2.2.10 Ligace DNA fragmentu pomoci DNA ligasy

Tradi¢ni metoda ligace je zaloZzena na aktivité enzym( z rodiny DNA ligas, které jsou
schopné katalyzovat tvorbu kovalentni vazby mezi useky DNA obsahujici kohézni homologni
presahy. Nej¢astéji vyuzivana je T4 DNA ligasa, ziskana z bunék E. coli infikovanych fagem
T4. Aby byl proces ligace Uspésny, je potfeba zajistit optimalni pomér poctu volnych koncl
vektoru k poCtu koncU inzertu. NejCastéji je volen pomér 3:1 (inzert:vektor). Mnozstvi inzertu,

které je potfeba do reakce dodat, Ize vypocist dle:
mnozstvi inzertu (ng) = mnozstvi vektoru (ng) - velikost inzertu (kbp) / velikost vektoru (kbp)

Slozeni ligaéni smési pouzité v této praci je uvedeno v Tab. 4.9. Ligacni reakce byla
ponechana 1 h pfi laboratorni teploté, poté bylo 5 — 10 pl smési transformovano
do kompetentnich E. coli XL-'. Transformanty byly selektovany vysetim na LB agarovou plotnu

s pfidavkem vhodného selekéniho antibiotika.

Tab. 4.9. Slozeni reakéni smési pro ligaci genli do vektoru: pET-28b(+) — sibT, lim12, fgd a pET-42b(+)
—ImbY, por15.

Slozka Mnozstvi
Vektorova DNA 50 - 100 ng
Inzert X Ml (inzert:vektor = 3:1)
10x T4 DNA liga¢ni pufr 1 ul

10 mM ATP 1 ul

5U - plI" T4 DNA ligasa 1 ul

dH20 do objemu 20 pl
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4.2.2.11 Ovéreni spravnosti vlozenych sekvenci sekvenovanim

Sekvence vSech genl klonovanych do vektor(, vcetné genu cilené mutovanych
prostfednictvim PCR, byly ovéfeny sekvenovanim na externim servisnim pracovisti (Eurofins

Genomics).

4.2.3 Prace s rekombinantnimi proteiny
4.2.3.1 Heterologni produkce proteint

Prvnim krokem heterologni produkce proteint je vneseni expresniho konstruktu
(vektoru s vlozenym genem kodujicim studovany protein) do hostitele. NejvyhodnéjSim
a nejCastéji pouzivanym expresnim systémem jsou bakterie E. coli, jejichz kultivace je
nenarocna, ¢asove i nutriéné, a zaroven poskytuji relativné vysoké vytézky rekombinantnich
proteind. Produkce rekombinantnich proteind mize byt u E. coli fizena nékolik promotory,
Casto je vyuzivan silny promotor T7.

Proteiny byly produkovany v kmenech E. coli BL21 (DE3) a E. coli BL21
(DE3)/pGroESL, které byly transformovany expresnim vektorem. Transformanty byly
ponechany rlist na LB agarové plotné pfes noc ve 37°C v pfitomnosti vhodnych selekénich
antibiotik a nasledujici rano byly zaoCkovany za pouziti stejnych antibiotik do LB média
na ODsgo 0,1 — 0,2. Kultura byla tfepana pfi 37°C do exponencialni faze rastu (ODego 0,6 —
0,8), kdy byla indukovana exprese vlozeného genu pfidanim IPTG do finalni koncentrace 0,4
mM. Pfed indukci byl odebran alikvot slouzici jako negativni kontrola exprese. Rekombinantni
proteiny byly exprimovany ve 37°C, 1 h; 28°C, 4 h i 17°C, 20 h. Kultura byla sedimentovana
(4 000% g, 15 min, 4°C) a buriky byly ihned dale zpracovany &i zamrazeny v -20°C pro pozdéjsi
pouziti.

Pro produkci proteint uréenych pro krystaliza¢ni studie byly proteiny produkovany
v kmeni E. coli BL21 (DE3)/pGroESL, produkce probihala v obohaceném LB médiu uréeném
pro narust kultury do vysoké OD. Po indukci byly buriky kultivovany v 17°C po dobu 20 h.

4.2.3.2 Ultrazvukova extrakce proteint z bunéénych kultur

Ultrazvukova sonikace pfedstavuje jednoduchou a spolehlivou metodu dezintegrace
bunék, pfi které jsou do roztoku s vhodnymi podminkami (pH, iontova sila) uvolnény
intracelularni buné¢né proteiny.

Pro dezintegraci byly buriky sklizené po expresi resuspendovany v sonikaénim pufru
(20 plUvodniho kultivaéniho objemu) a sonikovany ultrazvukovym homogenizatorem
(Ultrasonic Homogenizer 4710; Cole-Parmer). Buné&na suspenze byla umisténa do ledové

l1azné a 250 ul — 1 ml suspenze byl sonikovan 3x 10 s, mezi jednotlivymi pulsy byl dodrzovan
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odstup nejméné 30 s, 25 ml suspenze (vzorky urCené pro naslednou purifikaci) bylo
sonikovano 3x 30 s a nasledné 1x 60 s, mezi jednotlivymi pulsy byl dodrzovan odstup nejméné
1 min. Sonikované burky byly centrifugovany (16 000x g, 30 min, 4°C). Supernatant, pfipadné
také bunéc&ny lyzat pfed sedimentaci, byly ihned dale zpracovany.

V pfipadé purifikace proteind uréenych pro krystalizaci byl pouzit sonikacni pufr

obsahuijici navic 5% glycerol a 5 mM imidazol.

4.2.3.3 SDS-PAGE

Sodium dodecyl sulfat - polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE) je
elektromigraéni biochemicka metoda vyuzivana k separaci denaturovanych proteinu dle jejich
molekulové hmotnosti. Proteiny jsou denaturovany za pomoci denatura¢niho Ccinidla
(B-merkaptoethanolu), ktery redukuje inter- i intra-molekulové disulfidické mustky a SDS
(dodecylsiranu sodného), detergentu, ktery proteiny denaturuje a zaroven rovnomérné
obaluje, ¢imz jim udéluje negativni naboj. Komplex SDS-protein ma pak jednotkovy naboj
na hmotnostni jednotku a pohybuje se gelem smérem k anodé. Po separaci Ize proteiny
vizualizovat a nespecificky identifikovat obarvenim pomoci barviva, které se nespecificky vaze
na proteiny.

Pomoci SDS byly analyzovany proteiny nadprodukované transformanty E. coli a dale
jednotlivé  purifikacni frakce rekombinantnich proteind. Vzorky byly smichany
s SDS-vzorkovym pufrem (2x koncentrovany; tj. ke smési dezintegrovanych
bunék, supernatantu ziskaného centrifugaci dezintegrovanych bunék a purifikacnim frakcim
bylo vzdy pfidano ekvivalentni mnozstvi pufru). Smés byla denaturovana v termobloku
pfi 80°C pod dobu 20 min. Po zchlazeni na pokojovou teplotu byly vzorky naneseny
na polykarylamidovy gel (sloZeni gelu je uvedeno v Tab. 4.10). Jako standard molekulovych
hmotnosti byl pouzit PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Proteiny byly elektroforeticky separovany v aparatufe Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)
v SDS-elektrodovém pufru, konstantnim napéti 90 V po dobu 15 — 20 min (do prostoupeni
migrujiciho Cela zaostfovacim gelem) s naslednym zvySenim na 200 V. Separace byla
ukon€ena po dosazeni migrujiciho Cela konce separacniho gelu. Polyakrylamidovy gel byl
barven po dobu 15 — 20 min v barvicim roztoku obsahujicim Coomassie Briliant Blue,
nenavazana barva byla odmyta v odbarvovacim roztoku v pokojové teploté, ktery byl nékolikrat

vymeénén.
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Tab. 4.10. SloZeni SDS polyakrylamidového gelu pro separaci proteind.

Slozka Mnozstvi

Zaostrovaci gel 10% separacni gel

Akrylamid 112 pl 1250 pl
Tris-HCI pufr A - 1 000 pl
Tris-HCI pufr B 126 pl -
Deionizovana H.O 875 ul 2 625 pl
4% SDS 32 ul 125 pl
30% APS 2,5 ul 5ul
TEMED 2,5 ul 5l

4.2.3.4 Purifikace proteinii chromatografickymi metodami
4.2.3.4.1 Afinitni chromatografie

Metodou Ize oddélit proteiny na zakladé reverzibilni interakce mezi proteinem
a ligandem vazanym na sorbent. Promyvacimi kroky jsou odstranény necistoty a purifikovany
protein je eluovan modifikaci pH, iontové sily nebo zavedenim kompetitivniho ligandu.
Technika ma relativné vysokou selektivitu a vysoké Cistoty Ize €asto dosahnout v jediném
kroku.

Studované proteiny byly purifikovany metodou zaloZzenou na interakci pfechodného
kovu vazat slouceniny obsahujici atomy dusiku, siry a kysliku. Proteiny jsou specificky
produkovany s histidinovou kotvou (His-kotvou), diky které zlstavaji zachycené na koloné
naplnéné iminooctovou kyselinou s navazanymi Ni%* ionty, slouzicimi jako ligand. Pro praci
byly vyuzity kolony HiTrap™ Chelating HP 1ml, HiTrap™ Chelating HP 5ml (GE Healthcare
Life Sciences), které byly promyty 2 objemu kolony (CV) 1 M roztokem NiSO4. Poté byly
kolony promyty 5 CV vody a ekvilibrovany 5 CV sonikaéniho pufru. Supernatant ziskany
dezintegraci exprimovanych bunék byl nanesen na kolonu, promyt 5 CV promyvaciho pufru
a proteiny byly eluovany 5 CV eluéniho pufru. Promyvaci a elu¢ni pufry obsahovaly riizné
koncentrace imidazolu (50 — 300 mM). Zména iontové sily roztoku zpUsobi uvolfiovani nejprve
nenavazanych proteint (nizké koncentrace imidazolu), jako posledni jsou uvolfiovany
navazané rekombinantni proteiny (koncentrace imidazolu 250 mM zpravidla uvolni vétSinu
navazanych protein(). Eluéni frakce byly dale pomoci Amicon® Ultra-15 centrifugacnich filtra
(4ml/15ml, 30-kDa cut-off; Millipore) zakoncentrovany na objem 100 pyl — 1 000 ul a dale
pomoci stejné kolony pfevedeny do pufru dle pozadavkd na nasledujici experiment
(pro pfevedeni byl vzorek vzdy zakoncentrovan na objem ~ 100 yl — 250 pl, novy pufr byl
dopInén po rysku kolony a nasledovala dals$i centrifugace, postup byl proveden 3x; konkrétni

pufry jsou uvedeny dale v textu u popisu jednotlivych experiment().
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V pfipadé purifikace proteint uréenych pro krystalizaci byly pouzity pufry obsahujici

navic 5% glycerol.

4.2.3.4.2 lontové vyménna chromatografie

VétSina biomolekul je ve vodném prostiedi nabitd (dano pfitomnosti iontovych skupin
v jejich struktufe). Princip separace této metody je zalozen na zachytavani iontd (protein()
na sorbentu, kterym je makromolekularni matrice obsahujici kyselou nebo bazickou funk&ni
skupinu. Sorbované ionty difunduji z okolniho roztoku do ionexu, kde vytésfiuji a vyménuji
ionty vazané na funkéni skupiny ionexu. Zachycené molekuly jsou z kolony uvolnény
gradientovou eluci pufrem o zvySujici se iontové sile.

lontové vyménou chromatografii byly purifikovany pouze proteiny urcené
pro krystalizaci. Proteiny purifikované afinitni chromatografii byly pfevedeny do pufru A pro
iontové vyménnou chromatografii a zakoncentrovany ultracentrifugaci na objem 1 ml pomoci
Amicon® Ultra-15 centrifugacnich filtrG. K purifikacim byl pouzit kapalinovy chromatograf Akta
Purifier (GE Healthcare Life Sciences). Separace proteini probihala na koloné ENrich™ Q
5 x 50 mm (GE Healthcare Life Sciences) s vnitfnim objemem 1 ml, pratok mobilni faze byl
nastaven na 1 ml - min-!, pro nanaseni proteinu byla rychlost nastavena na 0,5 ml - min-'. Byla
pouzita dvoukomponentova mobilni faze, 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 ekvilibrovana 25 CV/20%
B. Poté byl nanesen vzorek proteinu a nasledné byly zachycené proteiny linearni gradientovou
eluci v intervalu 20% - 70% B z kolony postupné uvolfiovany. Frakce byly jimany po 1 ml
pomoci automatického sbéraCe frakci (BioFrac Fraction Collector; Bio-Rad). Dle
chromatogramu (zaznam absorbce pfi 280 nm) byly uréeny frakce obsahuijici proteiny, identita
proteint v jednotlivych frakcich byla stanovena pomoci SDS-PAGE. Frakce obsahujici
purifikované Apd6 proteiny byly zakoncentrovany a pomoci Amicon® Ultra-15 centrifugacénich
filtrd pfevedeny do pufru pro gelovou filtraci (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 2 mM TCEP;

pH 8,0), kone¢ny objem &inil 1 ml.

4.2.3.4.3 Gelova filtrace

Pomoci gelové filtrace Ize molekuly separovat dle jejich velikosti. Separace probiha
na koloné, ktera je naplnéna poréznimi ¢asticemi. Molekuly, které jsou pfili§ velké, nez aby se
dostaly do péru, nejsou na koloné pfili§ zadrzovany, protékaji pres prostory kolem kuli¢ek
a eluuji jako prvni. Mensi ¢astice do pért snadno vstupuji a prochazeji tak skrze jejich vnitrky.
V disledku tak na koloné dochazi k jejich zadrzeni a jsou proto eluovany na konci separace.

Gelovou filtraci byly purifikovany pouze proteiny ur€ené pro krystalizaci, které byly

precistény afinitni a iontové vyménou chromatografii. K purifikacim byl pouzit kapalinovy
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chromatograf Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences). Proteiny byly separovany na koloné
ENrich™ SEC 650 10 x 300 mm (GE Healthcare Life Sciences) s vnitfnim objemem 24 ml,
pratok mobilni faze byl nastaven na 1 ml - min-', pro nanaseni proteinu byla rychlost nastavena
na 0,5 ml - min"'. Kolona byla ekvilibrovana 3 CV pufru pro gelovou filtraci, nasledovalo
naneseni 1 ml vzorku (proteiny ziskané iontové vyménou chromatografii). Proteiny byly
z kolony eluovany izokraticky, celkovy elu¢ni objem ¢inil 2 CV. Frakce byly jimany po 1 ml
pomoci automatického sbéraCe frakci (BioFrac Fraction Collector; Bio-Rad). Dle
chromatogramu (zaznam absorbce pfi 280 nm) byly uréeny frakce obsahuijici proteiny, identita
proteint v jednotlivych frakcich byly stanovena pomoci SDS-PAGE. Frakce obsahujici
purifikované Apd6 proteiny byly dale zakoncentrovany a pfevedeny do pufru pro krystalizaci
(20 mM Tris-HCI; pH 8,0).

4.2.3.5 Stanoveni koncentrace proteinu z malého objemu

Nanodrop ND-800 umozriuje méfit koncentraci proteind, které ve své struktufe obsahuiji
aromatické aminokyseliny L-tryptofan, L-tyrosin nebo disulfidické cystein-cystein muastky, které
zodpovidaji za absorbanci pfi 280 nm. Pouzivany objem méfeného vzorku je 2 ul. Metoda byla

popsana v kap. 4.2.2.1.

4.2.3.6 Hmotnostni spektrometrie proteint

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, ktera umoznuje rozlisit ionty
na zakladé jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z). Analyty jsou nejprve vhodnou ionizaéni
technikou v hmotnostnim spektrometru pfevedeny na ionty. Nej¢astéji se pouZzivaji tzv. mékké
techniky, napF. elektrosprej (ESI), které nezpusobuji fragmentaci analytd. Jednotlivé ionty jsou
nasledné usmérnovany iontovou optikou a vstupuji do analyzatoru, kde jsou separovany
na zakladé rliznych fyzikalnich principl. Po separaci dopadaji ionty na detektor, nejcastéji
elektronovy nasobi€. Detekovanymi ionty jsou obvykle tzv. pseudomolekularni ionty [M+H]*
¢i [M-H]- (M predstavuje hmotnost analytu). V. MS proteind Ize vyuzit dvou pfistupd,
v ,bottom-up® analyze je protein nejprve enzymaticky nastipan a nasledné analyzovan,
v top-down® analyze se pracuje pfimo s intaktnimi proteiny.

Pomoci MS byly analyzovany dva Apd6 proteiny (LmbY, Por15) a protein FGD.

4.2.3.6.1 MS za nativnich podminek

Cerstvé purifikované proteiny byly pfevedeny pomoci Zeba™ Spin odsolovaci 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 borosilikatovou sprejujici jehlu a vnesen do iontového
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zdroje (nanoESI). Analyzy protein(, v€éetné nasledného vyhodnoceni, provedl RNDr. Petr Man,
Ph.D. (Mikrobiologicky ustav, AV CR, v.v.i.). Pro méfeni byl pouZit hmotnostni spektrometr
Synapt G2Si (Waters). KliCové parametry metody byly nasledujici: sprejovaci napéti 1,2 kV;
napéti na vstupnim kuzelu 50 V, zdrojové napéti 20 V, pratok plynu v pasti 4 ml - min-', teplota
zdroje 30°C, kolizni energie v pasti 30 V. Kalibrace stroje byla provedena externé pomoci Csl
a nativni podminky byly ovéfeny analyzou myoglobinu. Data byla analyzovana pomoci

MassLynx 4.1.

4.2.3.6.2 MS za ne-nativnich podminek a ,,bottom-up” analyza

Pro intaktni méfeni proteind za ne-nativnich podminek byly proteiny odsoleny pomoci
kolony Protein MicroTrap™ (1 x 8 mm; Optimize Technologies), nafedény v roztoku vody/0,4%
HCOOH a naneseny na chromatografickou kolonu ZORBAX 300SB-C18 (0,5 x 35 mm,
3,5 um; Agilent Technologies), odsoleny stejnym rozpoustédlem a eluovany vodnym roztokem
70% acetonitrilu/0,4% HCOOH. Poté byly proteiny nafedény dH,O do findlni koncentrace
2 uM. Takto pfipraveny protein byl ionizovan (ESI) a ionty byly analyzovany pomoci
hmotnostniho spektrometru 15T FT-ICR SolariX XR (Bruker Daltonics). K vyhodnoceni byl
vyuzit program Bruker Compass DataAnalysis 4.1. Analyzy protein(i, v€etné nasledného
vyhodnoceni, provedl RNDr. Petr Man, Ph.D. (Mikrobiologicky ustav, AV CR, v.v.i.).

.Bottom-up“ analyza probéhla nasledovné: Kazdy protein byl nafedén 250 mM
glycinovym pufrem (pH 2,3) a 100 pmol bylo naneseno na imobilizovanou pepsinovou
kolonu.2#4 Stépeni bylo regulovano pritokem 0,4% HCOOH (v H20) rychlosti 100 pl - min-'.
Jednotlivé peptidy byly on-line zachycovany na koloné Peptide MicroTrap™ (Optimize
Technologies), kde byly po dobu 2 min odsolovany a nasledné ze zachytové kolony
gradientové eluovany na analytickou kolonu ZORBAX 300SB-C18 (0,5 x 35 mm, 3,5 ym;
Agilent Technologies), kde byly separovany. Jako mobilni faze byly pouzity faze A
(2% acetonitril/0,4% HCOOH v H,0) a faze B (95% acetonitril/0,4% HCOOH v H,0). Gradient
mél nasledujici parametry: 10 — 30% B béhem 20 min nasledované 30 — 90% B béhem 2 min.
Vystup kolony byl pfimo napojen na iontovy zdroj (ESI) pFistroje 15T FT-ICR operujici v data-
zavislém MS/MS médu. Kazdy plny sken byl nasledovan Sesti MS/MS (kolizné indukovanymi)
skeny iontl s nejvysSi intenzitou. Data byla zpracovana v Bruker Compass DataAnalysis 4.1.
Mgf soubory byly vytvofeny a hledany s pomoci softward PEAKS a MASCOT oproti databazim
obsahujicim sekvence studovanych proteint a béznych kontaminant. Analyzy proteinu, v€éetné
nasledného vyhodnoceni, provedl RNDr. Petr Man, Ph.D. (Mikrobiologicky Ustav,
AV CR, v.v.i).
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4.2.4 Priprava substratil pro enzymatické stanoveni aktivity Apd6 proteinu
4.2.4.1 Izolace aminokyselinového prekurzoru 5a z kultivacniho média

Extrakt ziskany extrakci na pevné fazi (SPE; zangl. solid phase extraction)
z kultivaéniho média mutantniho kmene S. lincolnensis AlmbY byl pouzit k pfipravé
predpokladaného substratu Apd6 proteint — latky 5a. K extrakci byly vyuzity kolony Oasis MCX
3cc 60 mg (Waters). Princip extrakce je zalozen na kationtové vyméné mezi polymernim
sorbentem (obsahuje SOs; skupiny, Obr. 4.2) a extrahovanou latkou, vtomto pfipadé
aminokyselinou, jejiz povrchovy naboj miize byt lehce modulovan pomoci pH (v pH nizSim nez
je jeji pl ziskava aminokyselina kladny naboj). Neionizované slozky smési jsou odstranény
promyvacim krokem, adsorbované latky jsou z kolony uvolnény roztokem o vysokém pH.

Kolona byla promyta 3 ml methanolu, ekvilibrovana 3 ml 2% HCOOH a nasledné byly
naneseny 3 ml supernatantu kultivaéniho média S. lincolnensis AimbY (pH upraveno na 2,3
pomoci koncentrované HCOOH). Kolona byla promyta 3 ml 2% HCOOH a adsorbované latky
byly eluovany 1,5 ml smésného roztoku methanol:H>O:NH4OH (50:48,5:1.5 v/v/v). Eluat byl
odpafen pomoci vakuove odparky pfi 30°C do sucha a rozpustén ve 100 pl dH2O. Extrakt byl
analyzovan pomoci ultra vysoce ucinné kapalinové chromatografie (UHPLC; z angl. ultra high
performace liquid chromatography) ve spojeni s MS detekci - UHPLC-MS (kap. 4.2.6.1).
Na zakladé pfesné hmoty byl urCen retenéni &as (tr) piku korespondujiciho latce 5a. Nasledné
byla provedena preparace latky 5a nasledujicim zplsobem: opakované bylo za stejnych
chromatografickych podminek davkovano 10 ul extraktu a do zkumavky byl jiman eluat
vintervalu tr 5a £ 0,1 min. Mobilni faze byla odpafena a preparat byl rozpustén v dH>0.
Pro dosazeni pozadované Cistoty byla latka 5a preparovana dvakrat. Pfipraveny substrat byl

rozdélen na alikvoty, odpafen do sucha a v suchém stavu byl skladovan v -20°C.

Obr. 4.2. Struktura polymerniho sorbentu kolony Oasis MCX 3cc 60 mg (Waters). Zvyraznéna je
SOs skupina. Pfevzato a upraveno z www.waters.com.

4.2.4.2 Chemicka syntéza prekurzoru 5a a 5b

Standard latky 5a byl syntetizovan dle jiz dfive popsaného protokolu.??® Metoda
pro chemickou syntézu latky 5b byla vyvinuta Ing. Radkem Gazakem, Ph.D. (Mikrobiologicky
ustav, AV CR, v.v.i). ve spolupraci se spole¢nosti Santiago a postup je rozdélen do

nasledujicich tfi bloka.
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Metoda A — Stilleho reakce®*°

K roztoku latky 13 (200 mg, 0,574 mM; Obr. 4.3) v suchém deoxygenovaném NMP (4,8 ml)
byl pfidan Pd(dba), (16,5 mg, 0,030 mM), tri(2-furyl)fosfin (13 mg, 0,057 mM) a ZnCl;
(0,5 M v THF). Smés byla inkubovana 10 min pfi pokojové teploté a nasledné byl pfidan vinyl
tributyltin (0,185 ml, 0,631 mM) a reakéni smés byla ponechana v 60°C, 16 h za stalého
michani. Pomoci UHPLC-MS byla potvrzena kompletni konverze vychoziho substratu.
Reakéni smés byla nafedéna nasycenym vodnym roztokem NH4Cl (50 ml) a produkt byl
extrahovan pomoci ethyl acetatu (2x 50 ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodnym
NazS04 (10 g) a produkt byl izolovan pomoci ,face-centred-cubic* (FCC) krystalizace (SiO»,
ethyl acetat v cyklohexanu, 0 — 15 %). Timto byla ziskana surova latka 14 obsahujici
tributyltinové zbytky spole¢né s dalSimi neidentifikovanymi necistotami, které ale byly pfitomné
jiz ve vychozi latce 13. Surova latka 14 byla pouzita pro dal$i krok bez jakychkoliv dalSich

purifikaci. NMR data latky 14 odpovidala dfive publikovanym vysledkim.??5

Metoda B — Suzukiho reakce®°

K roztoku vinyl trifluoroboratu draselného (100 mg, 0,746 mM) ve smési dioxan-H2O (4:1,
0,05 M, zbavena plynu) byla pfidana latka 13 (200 mg, 0,574 mM), Cs,COs (561 mg,
1,722 mM) a Pd(dppf)Cl2 (21 mg, 0,029 mM). Smés byla zahfivana na 60°C po dobu 2 h.
Pomoci UHPLC-MS byla potvrzena kompletni konverze vychoziho substratu na produkt 14.
Reakéni smés byla nafedéna ethyl acetatem (50 ml) a promyta solankou (50 ml). Organicka
faze byla vysuSena pomoci bezvodného Na>SO4 (10 g) a produkt byl izolovan pomoci FCC
krystalizace (SiO2, ethyl acetat v cyklohexanu, 0 — 15 %). NMR data latky 14 odpovidala dfive

publikovanym vysledktm.225

Zavérecéna konverze na latku 5b

Latka 14 (40 mg, 0,135 mM) byla rozpusténa v 2,5 M roztoku HCI v dioxanu (bezvodny)
a michana v pokojové teploté. Po 30 min byla detekovana smés Boc-deprotekovaného
meziproduktu a produktu 5b. Po dalSich 30 min byla Boc-skupina kompletné odstépena,
zatimco tert-butylova skupina byla stale pfitomna. Po 20 h obsahovala reakéni smés témér
vyluéné produkt hmotou odpovidajici latce 5b. Reakéni smés byla adsorbovana na silikatovée
kulicky a purifikovana pomoci UHPLC (HILIC mdd, 5 — 50% H2O:acetonitril). NMR data latky

5b korespondovala dfive publikovanym vysledk(m.22%
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Obr. 4.3. Znazornéni meziproduktui chemlcke syntézy latky 5b.

4.2.5 Priprava kofaktoru Fazo
Kofaktor Fa4z byl pfipravovan skupinou G. Bashiri, Ph.D. (School of Biological

Sciences, University of Auckland), ktera publikovala produkci a purifikaci F 420 v modifikovaném
kmeni M. smegmatis mc? 4517.2%" Stru¢né, exprese fbi genl (fbiA,B,C) vnesenych do
producenta M. smegmatis mc? 4517 na plazmidu, probihala v expresim médiu ve 37°C po

dobu 4 dny. Nadprodukovany kofaktor F4z0 byl z bunék preparovan dle Isabelle et al. 2002.252

4.2.6 Stanoveni biochemickych viastnosti Apd6 proteint

4.2.6.1 Ultra ucinna  kapalinova chromatografie @ sprazena s hmotnostné

spektrometrickou detekci

UHPLC je analyticka separa¢ni metoda vyuzivana k rozdéleni smési latek na zakladé
rizné interakce jejich jednotlivych slozek s mobilni a stacionarni fazi chromatografické kolony.
Jako stacionarni faze jsou pouzivany sorbenty s malou velikosti Castic, coZ zvySuje efektivitu
rozdéleni, ale zaroven je v dusledku vyZzadovano, aby separace probihala za vysokého tlaku.
Kromé klasické adsorp&ni chromatografie, kdy stacionarni fazi je relativné polarni material
a mobilni faze je nepolarni, se v souasné dobé vyuzivaji podstatné Castéji chromatografie
na obracenych (reverznich) fazich (RP), které jsou naopak zalozeny na uziti nepolarni
stacionarni faze a polarni mobilni faze. Podstatou separace jsou hydrofobni interakce,
nepolarni latky eluuji z kolony pozdéji nez latky polarni. Analyty eluované z kolony jsou
monitorovany UV-VIS detektorem, v pfipadé RP separaci se s vyhodou vyuziva téz pfimé
spojeni s MS (tzv. on-line analyza), které umoznuje analyt navic identifikovat dle m/z jeho
iontu.

K UHPLC méfeni byl vyuzit chromatograf Acquity UPLC (Waters) s integrovanym DAD
detektorem (detektor diodového pole 2996) s pfimym zapojenim spektrometru LCT Premier
XE (ESI ionizace, analyzator ToF méfici dobu letu iontl). Latky byly separovany na RP,
na koloné Acquity BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 ym; Waters) za stalé teploty 40°C. Byla
pouzita dvouslozkova mobilni faze, 0,1% vodny roztok HCOOH (A) a methanol (B). Rychlost
pratoku mobilni faze byla nastavena na 0,4 ml - min-'. Na kolonu bylo davkovano 5 ul vzorku

v pfipadé analyzy latek vin vitro reakcich, 10 pl vzorku v pfipadé preparace
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aminokyselinového prekurzoru 5a. Pro analyzu in vitro reakénich smési byl pouzit linearni
gradientovy program: (¢as [min])/%B) - 0/5, 1,5/5, 10/45,9; 1,5-min vyplach kolony (100% B);
1,5-min ekvilibrace kolony (5% B). Pro preparaci latky 5a byl pouzit linearni gradientovy
program: (Cas [min])/%B) - 0/5, 2,5/5, 3,5/99 1,5-min vyplach kolony (5% B). Celkovy Cas
analyzy byl 13 min, respektive 5 min. Podminky hmotnostni detekce analytu jsou uvedeny
v Tab. 4.11. Jako referenc¢ni latka byl vyuzit leucin-enkefalin acetat (2 ng - ul''). Chyba analyzy
MS detektoru byla udrzovana pomoci referencni latky pod 5 ppm. Data byla zpracovana
v MassLyns 4.1. Chromatogramy byly extrahovany pro [M+H]* ionty analytd s velikosti

toleranéniho okna 0,05 Da.

Tab. 4.11. Podminky MS detekce latek separovanych pomoci UHPLC.

Podminka MS detekce Nastavena hodnota
Interval méfenych hodnot: W* méd 80 -1 000 m/z
Doba skenu 0,1s

Pauza mezi skeny 0,01 s

Pratok referencni latky (leucin-enkefalin) 5yl - min-!
Pauza mezi skeny pro referencni latku 0,1s

Napéti vioZzené na kapilaru 2800V
Napéti vioZené na vstup do analyzatoru 40V

Teplota dusiku 350°C

Prutok dusiku (desolvatacni plyn) 8001 - h'
Prutok dusiku pfi vstupu do analyzatoru 501 - h't
Teplota bloku iontového zdroje 120°C

4.2.6.2 In vitro testovani enzymatické aktivity Apd6 proteint

Enzymaticka aktivita Apd6 proteinl byla testovana v 30-pl reakcich. Reakéni smési
obsahuijici vSechny reagencie, mimo Apd6, byly pre-inkubovany ve 25°C po dobu 10 min.
Po nasledném pfidani konkrétniho Apd6 proteinu reakce probihala 1 h ve 25°C. Aktivita Apd6
proteint (kone¢na koncentrace v reakci 1 mM) byla testovana v pfitomnosti 5-deazaflavinu
F 20 (finalni koncentrace 10 uM), substratu 5a nebo 7a, F4zo-regeneracniho systému (0,1 mM
FGD, 2,5 mM glukosa-6-fosfat) v 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,0. Reakce byly
ukoncéeny pfidanim HCOOH (finalni koncentrace 2%), precipitat byl oddélen centrifugaci
(13 000% g, 3 min, pokojova teplota) a supernatant ihned analyzovan pomoci UHPLC-MS.
Kontrolni reakce mély stejné uspofadani stim, ze Apd6 proteiny byly bud pfed reakci

inaktivovany inkubaci v termobloku v 80°C po dobu 20 min, pfipadé byla vynechana jedna
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z komponent reakce (jeji objem byl v tomto pfipadé nahrazen ekvivalentnim pfidavkem dH,O).

Reakce byly analyzovany jako triplikaty v nahodném poradi.

4.2.6.3 Kofaktor-vazebna studie: spektrofluorometrické stanoveni zhaseni

fluorescence tryptofanut

Pfitomnost aromatickych aminokyselin ve struktufe proteinu je pfi€inou vlastni vnitfni
fluorescence proteinu, kterou lze selektivné méfit excitaci pfi vhodné vinové délce.?*?
Vzhledem k faktu, Ze L-fenylalanin, ktery sice Ize excitovat, ale jeho kvantovy vytéZek je velmi
nizky, a L-tyrosin, jehoz kvantovy vytézek je sice dostatecny, ale Casto je zhasen pfirozeng,
tyto dvé aminokyseliny k vnitini fluorescenci vyznamné nepfispivaji. Nejvétsi pfispévek je dan
tryptofanovymi zbytky.?%* L-tryptofan predstavuje velkou hydrofobni aminokyselinu, ¢asto
CasteCné ¢&i plné zanofenou uvnitf proteinu, nebo vazajici ligandy hydrofobnimi —1r
interakcemi, ktera mlze byt selektivné excitovana. Strukturni zmény v proteinu vyvolané
napriklad ligandovymi interakcemi €i konformacnimi zménami mohou zvySovat hydrofobicitu
kolem tryptofanu a tim ménit intenzitu vnitfni fluorescence. Vysledkem je pokles fluorescence
a posun k nizS§im vinovym délkam. Tento jev je popisovany jako ,zhaseni fluorescence
tryptofand” a Ize ho vyuzit k méfeni rovnovazné konstanty Kp.

V této praci byla metoda pouzita pro determinaci afinity vazby proteinu LmbY k riznym
kofaktordm (FMN, FAD, Fa420). Postupovano bylo dle jiz dfive popsaného protokolu,®! ktery byl
modifikovan. 100-pl in vitro reakce obsahovaly 2 yM LmbY a 0 — 200 uM kofaktor (FMN, FAD,
Fs20). Reakce probihaly v50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,0 a byly provedeny
v triplikatech. Po pfidani kofaktoru k LmbY byla smés inkubovana 20 min ve tmé, nasledné
byly vzorky bezprostfedné analyzovany pomoci spektrofluorofotometru (Synergy H1 Hybrid
Reader; BioTek). Vzorky byly excitovany pfi 280 nm, mé&fena emisni vinova délka byla 340 nm.
Z naméfenych dat byla vynesena hyperbolicka funkce pomoci Kaleidagraph 4.5.2 a byly

dopocitany rovnovazné konstanty Kp pro jednotlivé kofaktory.

4.2.6.4 Studie redukcniho mechanismu: NMR spektroskopické stanoveni inkorporace

atomu deuteria

Nuklearni magneticka rezonance je fyzikalné-chemicka metoda zaloZena na interakci
jader atomd majicich magneticky moment (spin) s vnéjSim magnetickym polem.
Radiofrekvencni zareni pusobi pfechody mezi jednotlivymi spinovymi stavy jader atomu,
pficemz tyto pfechody jsou doprovazeny absorbci i vyzafenim energie v radiofrekvenénim
pasmu. Vztah mezi rezonan¢ni frekvenci (frekvence energie emitované excitovanymi jadry) a
vnéjSim magnetickym polem je zavisly na konkrétnim typu rezonovaného jadra, ¢imz je mozné

nezavisle rozliSit jadra riznych atomda.
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Pro NMR experimenty byl objem in vitro reakce LmbY navySen na 160 pl a vSechny
reagencie (v€etné proteinu LmbY) byly pfevedeny do deuterované vody (99,98% D;O).
V reakci byly pouzity reagencie v nasledujicich koncentracich: LmbY (1 mM), 6b (0,1 mg),
Fs20-regeneraéni systém (0,1 mM FGD, 2,5 mM glukosa-6-fosfat), 10 uM Fi2. Reakce
probihala v 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,0. Smés byla pre-inkubovana po dobu 10 min
ve 25°C a poté presunuta do 3-mm NMR kyvety a ihned analyzovana. Po analyze byl pfimo
do kyvety pfidan protein LmbY. Kyveta byla inkubovana ve 25 °C po dobu 1 h a vzorek byl
poté znovu analyzovan. K NMR analyze byl vyuzit spektrometr 600 MHz Bruker AVANCE IlI
(Rheinstetten), s nastavenymi parametry: 600,23 MHz pro 'H, 150,93 MHz pro *C, D0,
298,2 K. Realizovany byly nasledujici experimenty: '"H NMR, gCOSY, 'H-'3C gHSQC, 'H-"3C
gHMBC, D-TOCSY. 'H NMR spektrum a '"H-"3C gHSQC, "H-"3C gHMBC byly externé pfifazeny
pomoci signalu 3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteropropionové kyseliny (TSP). Data byla
analyzovana pomoci TopSpin 3.5. Data z NMR analyzy ziskal a vyhodnotil RNDr. Marek
Kuzma, Ph.D.(Mikrobiologicky ustav, AV CR, v.v.i.).

4.2.7 Priprava krystali Apd6 proteint

4.2.7.1 Stanoveni krystalizacnich podminek Apd6 proteinu

Princip krystalizace je zaloZen na pfevedeni systému do stavu snizené rozpustnosti,
az dosazeni limitniho stupné presyceni postupnou modifikaci vlastnosti systému (pH, teplota,
slozeni roztoku). Proces krystalizace zahrnuje tfi faze. (1) Nukleaci, kdy dochazi
ke vzajemnému kontaktu vhodné orientovanych molekul, resp. iontll, a po pfekroceni limitu
nasycenosti za¢ina tvorba submikroskopickych jader. (2) Rust krystall je dynamicky proces.
Stejné jako nukleace, i proces rlstu je zavisly na pfesyceni matecného roztoku. Pfesyceni je
proménnd, ktera oba uvedené procesy fidi a urCuje tak jejich vznik, rozsah a kinetiku.
(3) K ukon¢eni rastu dochazi, pokud se dvojfazovy roztok pfiblizi hranici rozpustnosti proteinu,
¢ehoz je dosazeno mnozstvim molekul vylou€enych do krystalické struktury. Navozena
rovnovaha zastavi dal$i kumulaci (shrnuto v McPherson a Gavira 2014).2%

Krystaly Apd6 proteinu byly pfipravovany metodou ,sedici kapky“, ktera je zalozena
na difuzi par rozpoustédla. Kapi¢ka s roztokem proteinu a srazeciho Cinidla je umisténa
do vzduchotésné komurky rezervoaru. Rozdil mezi tlakem vodnich par v rezervoaru a v kapce
je hnaci silou vyrovnavaciho procesu. Zasadni podminkou je, aby slozky roztoku mély nizsi
tlak vody, nez je v kapce, ¢ehoz je docileno umisténim nefedéného krystalizaéniho Cinidla
do rezervoaru. Z kapky se odpafuje voda a srazi se na povrchu rezervoaru, dokud se tlak
vodnich par nevyrovna.?®

Purifikované Apd6 proteiny (koncentrace 10 — 18 mg - ml') byly roboticky naneseny

na 96-jamkovou krystalizaéni desticku pomoci Gryphon Dropsetter (Art Robbins). Testovana
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byla krystalizace v komer&nich sadach krystaliza¢nich €inidel: JCSG+ Suite (Qiagen), XP
Screen (Jena Bioscience), PACT premier™ (Molecular Dimensions), SG1™ Screen (Molecular
Dimensions) a BCS Screen (Molecular Dimensions) ve tfech rliznych fedénich protein:Cinidlo
— 2:1, 1:1, 1:2, pfi velikosti kapky 300 nl. Nanesena krystalizaCni destiCka byla umisténa
do krystalizaéniho hotelu RI1000 (Formulatrix), krystalizace probihala pfi 20°C, pfiCemz

pribéh byl on-line sledovan a priibézné vyhodnocovan.

4.2.7.2 Rentgenova strukturni analyza

Rentgenova krystalografie pfedstavuje analytickou metodu zaloZzenou na interakci
hmoty, v proteinové krystalografii krystalickych ¢&astic, srentgenovym zafenim, ktera
umoznuje urcit absolutni strukturu molekul, tedy uspofadani atomd v krystalové mfizce.
Princip metody je zalozen na schopnosti krystalll chovat se jako trojrozmérné difrakéni mfizky,
které rozptyluji dopadajici monochromatické rentgenové zafeni pouze urCitymi sméry.

Pfi rozptylu dopada vina primarniho rentgenového zafreni na atomy v krystalu, dochazi
k rozkmitavani elektronu, které se stavaji zdrojem sekundarniho zafeni Sificiho se vSemi
sméry. Interference téchto parcialnich vinéni zpasobuje v ur€itych smérech zruseni, ¢i naopak
zesileni rentgenového zareni. Tento jev se nazyva difrakce a nastava za podminek, které Ize
vyjadfit Braggovou rovnici. Ta popisuje difrakci jako odraz rentgenového zafeni na strukturnich
rovinach krystalu: rovnobézny svazek paprskd rentgenového zareni o vinové délce A dopada
na osnovu mfizkovych rovin pod thlem 6 vzdalenych od sebe o hodnotu d. Difraktovana zareni
se odrazi od osnovy rovin pod stejnym uhlem. K difrakci dojde, pokud se odrazeny paprsek
od jedné roviny zpozdi vic&i paprsku odrazenému od vedlejSi roviny o cely nasobek jeho vinové

délky A. Toto je spInéno pravé tehdy, pokud plati Braggova rovnice:

2d-sin@=n-A

d....mezirovinna vzdalenost

0....difrakéni dhel

n.....celé &islo vyjadtujici zpoZdéni jednoho paprsku vic¢i druhému
A.....vInova délka rentgenového zareni

V uréovani struktury proteint se obvykle vyuziva monochromatické zareni, takze A je
konstanta, stejné jako mezirovinné vzdalenosti d. Pfi samotném méfeni dochazi ke zménam
orientace krystalu, dochazi tedy k difrakci na jednotlivych souborech strukturnich rovin
pod pfislusnym uhlem 6. Zname-li tento uhel, Ize z Braggovy rovnice vypocitat mezirovinnou
vzdalenost pfislusné osnovy rovin. Rozptyl paprsku je zaznamenavan na detektoru v podobé
difrakénich skvrn.

V této praci byly méfeny krystaly proteini LmbY a Por15 a to za ucelem primarniho
ovéfeni, zda se jedna o proteinové krystaly. Krystaly v dostatecné velikosti (> 100 ym) byly

pomoci smycky o primeéru 100 um (MiTeGen) vyjmuty z krystalizaniho roztoku nasledujicim
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zpusobem: krystalizaéni jamka s cilovym krystalem byla pfevrstvena kryoprotekénim olejem,
krystal byl vyjmut pomoci smycky. Olej nahrazuje roztok krystalizacniho €inidla v okoli krystalu
a zabranuje tak tvorbé krystalkl ledu, které znehodnocuiji difrakéni data a mohou ponicit krystal
proteinu. Nasledovalo okamzité umisténi krystalu do vychozi pozice pro difrakéni analyzu
za souCasného chlazeni krystalu v proudu par tekutého dusiku proudicich z kryostatu
(t=100 K). Difrakce byla méfena na difraktometru D8 Venture (Bruker) s rentgenovym
zdrojem s anodou ze slitiny kapalného galia (Metaldet D2; Excillum), detektorem Photon Il
(Bruker) a ¢tytkruhovym goniometrem. Méreni provadél RNDr. Jifi Pavlicek, Ph.D.

(Biotechnologicky ustav, AV CR, v.v.i.).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava rekombinantnich proteint

5.1.1 Expresni konstrukty pro heterologni produkci proteini Apd6 a FGD

Gen ImbY byl amplifikovan z kosmidu pLK6.2°” Geny por15, sibT, lim12, hrmD, griH
a fgd byly amplifikovany z chromozomalni DNA S. albus subsp. albus, S. sibiricum,
S. sp. ICBB 1877, S. griseoflavus, S. muensis a M. smegmatis. Pfi optimalizaci PCR podminek
byl testovan vliv teploty na hybridizaci primert s komplementarnimi Useky. Testovan byl
gradient teplot v rozmezi 50°C, 55°C a 60°C. Nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily
ve vytéznosti PCR reakce (Obr. 5.1). PCR produkty byly vioZeny do pfislusnych vektoru
za pouziti metody SLICE (hrmD, griH) nebo ligacni reakci fizenou T4 DNA ligasou (ImbY, sibT,

lim12, por15, fgd). Spravnost sekvence inzertu byla ovéfena DNA sekvenovanim.

o
M 3

1500 bp—p»

1000 bp —p»

ImbY
800 bp—p> <

0V 0o O
me33 ma8 3
:j VELGE Velikost amplifikovaného
- genu useku (gen vé. primeru)
St
- fgd 1014 bp 1034 bp
ImbY 888 bp 900 bp
griH 900 bp 981 bp
hrmD 897 bp 973 bp
por15 894 bp 906 bp
sibT 879 bp 894 bp
lim12 966 bp 984 bp

Obr. 5.1. Optimalizace podminek PCR amplifikace gent fgd, ImbY, griH, hrmD, por15, sibT
alim12: testovani vlivu teploty na hybridizaci primerli s komplementarnimi Useky DNA.
Elektroforeticka separace v 1% agarosovém gelu, M=standard molekulové velikosti DNA.
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5.1.2 Rekombinantni Apd6 proteiny

5.1.2.1 Heterologni produkce Apd6 proteint

Pro stanoveni optimalnich podminek nadprodukce Apd6 proteinli byla testovana
exprese ImbY v kmenech E. coli BL21 (DE3) a E. coli BL21 (DE3)/pGroESL. Dle SDS analyzy

je LmbY nejlépe produkovan a skladan v 17°C v pfitomnosti chaperonin(l, nicméné vétsina

rekombinantniho LmbY byla produkovana ve formé nerozpustnych télisek (Obr. 5.2). Bylo tedy
zcela evidentni, Ze skladani proteinu LmbY neprobiha optimalné. Proto byly vSechny ostatni
pfipravované Apd6 proteiny nadprodukovany v 17°C s post-indukéni dobou kultivace 20 h
(Obr. 5.3). V téchto podminkach je rust bunék oproti optimalni kultivaéni teploté E. coli (37°C)

zpomalen, proteiny jsou tedy jednak pomaleji produkovany, ale pfedevsim je timto zajisténo

vice €asu pro jejich spravné slozeni.
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Obr. 5.2. Vliv pfitomnosti chaperonint a post-indukéni kultiva¢ni teploty na expresi ImbY: LmbY
produkovany v (A) E. coli BL21 (DE3) a (B) E.coli BL21 (DE3)/pGroESL. SDS-PAGE - teoreticka Mw
LmbY: 33,710 kDa; LmbY je znazornén ernou Sipkou. M=standard molekulové velikosti proteind.

Teoreticka My,

[kDa]
Por15 33,914
Lim12 37,150
SibT 34,080
HrmD 33,700
GriH 34,410

Obr. 5.3. Exprese por15, lim12, sibT, hrmD a griH. Exprese v E. coli BL21 (DE3)/pGroESL,

post-indukéni podminky kultivace:

17°C, 20 h. SDS-PAGE - rozpustné bunécné proteiny;

nadprodukované Apd6 proteiny jsou znazornény ¢ernou Sipkou. M=standard molekulové velikosti

proteina.
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5.1.2.2 Metaloafinitni purifikace Apd6 proteint

Podminky purifikace byly optimalizovany pro LmbY (Obr. 5.4). Stanovené optimalni
podminky byly nasledné aplikovany i na ostatni Apd6 proteiny. Po naneseni supernatantu
na kolonu byly nezachycené proteiny odstranény pufrem obsahujicim 75mM imidazol. P¥i této
koncentraci imidazolu byla u vétSiny purifikovanych proteind odstranéna majoritni Cast
chaperoninu, pfi€emz protein byl na koloné stale zadrzovan. Zachycené proteiny byly z kolony
uvolnény pufrem obsahujicim 250mM imidazol (Obr. 5.5). Z 1 | kultivace bylo primérné mozné
ziskat 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.

50 mM
75 mM
100 mM
250 mM

Teoreticka My,
55 kDa g [kD a]

35 kDa 4 LmbY 33,710

Obr. 5.4. Optimalizace purifikace nadprodukovaného LmbY: po naneseni supernatantu byla kolona
postupné promyta pufrem se zvySujici se koncentraci imidazolu (50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM).
Koncentrace imidazolu 75 mM v promyvacim pufru se jevi jako optimalni, nebot je odstranéna vétSina
chaperonind a zarover je LmbY stale na koloné zadrzovan. SDS-PAGE - LmbY je znazornén Cernou
Sipkou. M=standard molekulové velikosti proteind.

M LmbY M  SibT M Port5 M Lim12 M HmD M GriH

Teoreticka My

[kDa]

55 kDa sl LmbY 33,710
— -y _— « - ’ . < SibT 34,080
- < ; Por15 33,914

Lim12 37,150

HrmD 33,700

GriH 34,410

Obr. 5.5. Purifikované Apd6 rekombinantni proteiny. SDS-PAGE - nadprodukované proteiny jsou
znazornény ¢ernou Sipkou; aplikované mnozstvi proteind — 10 pg. M=standard molekulové velikosti
proteind.

Pfiprava rekombinantnich Apd6 proteinl predstavuje naroény proces. Hlavnim
problémem je jiz zminéna produkce, kdy je vétSinova Cast rekombinantnich protein(
produkovana jako nerozpustna (Obr. 5.2). Purifikaci je proto nutné provadét z vétdiho
vstupniho kultivaéniho objemu (b&zné 1 ). Také stabilita purifikovanych proteinu pfedstavuje

problém, nebot znal&na precipitace je pozorovana pfi skladovani ve +4°C i -20°C.
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U purifikovaného GriH zUstava po purifikaci navazano vét$i mnozstvi chaperonind, které
i pfes dalSi optimalizaci podminek purifikace nebylo mozné odstranit (Obr. 5.5). Chaperoniny

se ziejmé ke GriH vazi pevnéji, nez k ostatnim purifikovanym Apd6 proteinim. Vibec

podminky, které by zvysSily Cistotu purifikovaného HrmD.

5.1.3 Rekombinantni protein FGD

5.1.3.1 Heterologni produkce FGD

Pro stanoveni optimalnich podminek nadprodukce FGD byla testovana exprese fgd
v kmenech E. coliBL21 (DE3) a E. coliBL21 (DE3)/pGroESL. Dle SDS analyzy je FGD nejlépe

produkovan a skladan v 17°C v pfitomnosti chaperonint (Obr. 5.6).
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bez indukce exprese indukce exprese
Obr. 5.6. Vliv pritomnosti chaperoninti a post-indukéni kultivacni teploty na expresi fgd: Fgd
produkovany v (A) E. coli BL21 (DE3) a (B) E. coli BL21 (DE3)/pGroESL. SDS-PAGE - teoreticka Mw
FGD: 39,438 kDa; FGD je znazornén ¢ernou Sipkou. M=standard molekulové velikosti proteind.

5.1.3.2 Metaloafinitni purifikace FGD

Pro purifikaci byly jako optimalni stanoveny nasledujici podminky: po naneseni
supernatantu na kolonu byly nezachycené proteiny odstranény pufrem obsahujicim
75mM imidazol (Obr. 5.7). Pfi této koncentraci imidazolu byly odstranény vSechny
chaperoniny. Zachyceny FGD byl z kolony uvolnén pufrem obsahujicim 250mM imidazol

(Obr. 5.8). Ze 100 ml kultivace bylo primérné mozné ziskat 3,5 mg purifikovaného FGD.
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50 mM
75mM
100 mM
250 mM

Teoreticka My,
[kDa]

« FGD 39,438

55 kDa

35kDa

Obr. 5.7. Optimalizace purifikace nadprodukovaného FGD: po naneseni supernatantu byla kolona
promyta pufrem se zvysujici se koncentraci imidazolu (50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM). Koncentrace
imidazolu 75 mM v promyvacim pufru se jevi jako optimalni, nebot jsou odstranény vsechny
chaperoniny a FGD je stale na koloné zadrzovan. SDS-PAGE — FGD je znazornén ¢ernou Sipkou.
M=standard molekulové velikosti proteinu.

M FGD

Teoreticka My,
55 kDa [kD a]

< FGD 39,438

35kDa

Obr. 5.8. Purifikovany FGD. SDS-PAGE - FGD je znazornén &ernou Sipkou; aplikované mnozstvi
proteinu — 34 ug. M=standard molekulové velikosti protein(.

5.2 Charakterizace purifikovanych Apd6 proteinti a FGD

Z divodu predpokladané oxidoreduktasové aktivity a zaroven 5-deazaflavinové
zavislosti Apd6 proteint bylo pro spravné stanoveni jejich enzymové aktivity nezbytné:
(1) vylougit  vazbu  jakéhokoliv  jiného  kofaktoru (pf. flavinG,  nikotinamidd)
k purifikovanym proteinim, a to véetné FGD, ktery je soucasti in vitro reakce (k vazbé
kofaktor(l na proteiny by teoreticky mohlo dochazet béhem exprese v producentovi E. coli).
(2) Vyloucit modifikace v aminokyselinové sekvenci protein(i, které za urcitych okolnosti
mohou plnit roli redoxniho kofaktoru.?%” (3) Experimentalné ovérit predpokladanou, ovSsem
nepotvrzenou 5-deazaflavinovou zavislost.

K takto rozsahlé charakterizaci rekombinantnich proteind muselo byt pfistoupeno poté,
co prvni in vitro testy ukazovaly nestandardni vysledky u negativnich kontrol (kap. 5.4.5 a kap.
6.1.2).
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5.2.1 MS analyza LmbY, Por15 a FGD za nativnich podminek

Purifikované proteiny LmbY, Por15 a FGD byly za nativhich MS podminek méfeni
vyhodnoceny jako homodimerni. Na zakladé srovnani teoretickych a experimentalné
zjisténych hmotnosti proteind vyplyva, Ze proteiny ve svém nativnim stavu nevazou,

kovalentné ¢i nekovalentné&, zadny kofaktor (Obr. 5.9).

A 1..6+ Teoreticka My, Experimentalné
pro dimer [Da] stanovena M,, [Da]
L] 67418,3 67422,0%0,2
|-
L . I
| ) U 1 1 ) | I U )
2000 3000 4000 5000 6000 m/z
o+
B 11 Teoreticka M,, Experimentalné

prodimer[Da] stanovenaM,, [Da]

67828,8 67834,8+0,3

. I Ixr 7T T>J>X> T
2000 3000 4000 5000 6000 m/z
c 18+
'y Teoreticka M,, Experimentalné

prodimer[Da] stanovenaM,, [Da]

78615,4 78620,1+0,4

.+ ¥t - _°r 1 _r°r T _r°r
2000 3000 4000 5000 6000 m/z

Obr. 5.9. Nativni MS analyza: (A) LmbY, (B) Por15 a (C) FGD. Proteiny se ve své nativni konformaci
vyskytuji jako homodimery, zaroven dle dat nevazou Zadné kovalentné C&i nekovalentné vazané
kofaktory. Individualni nabojové stavy jsou Ciselné znazornény nad Sedou dvojteckou.

5.2.2 MS analyza LmbY, Por15 a FGD za ne-nativnich podminek

Experimentalni data ziskana intaktnim méfenim proteind LmbY, Por15 a FGD
za ne-nativnich podminek ukazala, Ze proteiny LmbY a Por15 (Obr. 5.10A a 5.10B) neobsahuiji
zadné kovalentni modifikace a zaroven, Zze aminokyselinova sekvence vsech tfi proteinu
(LmbY, Por15, FGD) je bez jakychkoliv mutaci. V pfipadé FGD (Obr. 5.10C) byly
v aminokyselinové sekvenci detekovany dvé modifikace - N-termindlni acetylace

a glukonoylace.
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A A

1204.0 12042 12044 12046 12048 12050 12052 12054 12056 12058 miz 12114 12116 12118 12120 12122 12124 12126 12128 12130 miz
My eor  33687,825 Mw teor  33893,155
My ey  33687,936 My e  33893,247
chyba 3,3 ppm chyba 2,7 ppm
naboj 28+ naboj 28+

12040 12042 12044 12046 12048 12050 12052 12054 12056 12058 miz 12114 12116 12118 12120 12122 12124 12126 12128 12130 miz

1092.0 10922 10924 10026 10928 1093.0 10932 10934 10936 miz

My teor  39282,925
Mw:e,q, 39283,019
chyba 2,4 ppm
naboj 36+

10920 10922 10924 10926 10928 1093.0 10932 10034 10936 miz

+acetyl +glukonoyl

1092 1093 1094 1095 1096 1097 1098 miz

Obr. 5. 10. Intaktni méfeni proteini: (A) LmbY, (B) Por15 a (C) FGD s vyuzitim ESI-FT-ICR MS.
Zobrazeny jsou vybrané nabojové stavy, Cerna spektra prfedstavuji experimentalni data, Seda spektra
zobrazuji modelovany izotopicky vzor. Proteiny shodné neobsahuji Zadné kovalentni modifikace ani
mutace v jejich aminokyselinovych sekvencich. V pfipadé FGD (panel C) byla detekovana N-terminalni
acetylace a glukonoylace. V jednotlivych panelech jsou zobrazeny teoretické a experimentalni
monoizotopické hmotnosti, chyba méfeni a nabojovy stav proteinu.

5.2.3 ,,Bottom-up” validace MS stanoveni LmbY, Por15 a FGD

.Bottom-up“ validaci byly na zavér ovéfeny vysledky nativniho a intaktniho méfeni
proteind LmbY, Por15 a FGD. Proteiny byly on-line $t€peny na imobilizované pepsinové
koloné, vznikajici peptidy byly analyzovany pomoci LC-MS/MS a identifikovany hledanim
oproti MASCOT databazi. Ve vSech méfenich bylo dosazeno plného sekvenéniho pokryti
a vysledky méfeni byly v souladu s naméfenymi hodnotami ziskanymi v obou pfedchozich

mérenich (popsanych v kap. 5.2.1 a 5.2.2). Kromé jiz identifikované N-terminalni acetylace
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a glukonoylace proteinu FGD bylo dale zjisténo, Ze u proteinu FGD chybi N-terminalni
methionin (Obr. 5.11).

A

MRHGVVILPEHHWARARELWRYAEELGFDHAWTYDHVKWRWLSDRPWFGAVPTLAAAATATSRIGLGTLYANIRLHDPVY
1 - 10 15 20 25 30 35 46 45 56 55 60 65 70 75 90

FAKEVMTLDPDDISGEGRFLCGYGSGGPDRDILRAGELTKGOWADRYGEFVELMDTLLROQEPVAFDGTYYSCHETVLHPACVR
85 90 95 106 165 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

RPRTPLCVAAAGPRGMRLAARHADTWYTMGAPNVFODDAPYADSVPLVKDQVAAFERACHDVGRDPATVRRLLVAGPSIEGSEG
80 190 195 206 265 2 5 275 235

16!

176 175 1
= —

185 in 215 226 230 240

VLDSAGAFOQDAAGLFEDAGITDFVVYHWPRPDFPYRGSPAYVLDDIAPILHSAPEEALEHHHHHHHH
245 250 235 260 265 276 275 286 285 208 205

II1

MKNG]VLLFEHKWKAAAERHRAAE%LGVBNAHTVDHLHUIRHLADRR"VGSIPTLTGAI\TV'IRT[GLGVL\IATP"FRNP'IV
1 5 16 15 20 2 30 35 26 45 56 55 60 65 78 75 80

GDVDETSDWYTASGVTIFHPRA
148 145 150 155 160

LAKDLYSVDDVAEGRLICGLGAGAPGHDVYSILGGATLRPRERADRFDAFVELLDAVLUVYQ
a5 26 a5 180 165 116 115 126 125 L0 R 140

EDGPRLPFAVAATGPRGMALAARFGQFWITSGPPADFRMRPLREYMPYVLREQLRGVDAACEREGRDPATLRRLFVYADASY
165 179 175 150 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240

Hislag

GGITGSVGAYEDAAGELEEAGFTDLVVYHWPRPEPPYQGDEOQVVVDFAEKQLVYGERCILEHHHHHHHH
245 250 255 260 265 279 275 280 285 290 295 267

HisTag

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMYAELKLGYKASAEQFAPRELVELAYLAESAGMDSATVSDHFQPWRHEGGHAPFSLAWMNT
1 5 16 15 20 25 o 35 20 45 50 S5 60

AVGERTKNLYLGTSVLTPTFRYNPAVIAQAFATMGCLYPGRIFLGYVGTGEALNEIATGYAGEWPEFKERFARLRESVRLHM

RELWLGDRVDFDGEYYRTKGASIYDVPEGGIPVYIAAGGPVVAKYAGRAGDGFICTSGKGEELYAEKLIPAVKEGAAAAD
145 150 155 166 165 176 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220

RDADAIDRMIEIKISYDTDPELALENTRFWAPLSLTAEQKHSIDDPIEMEKAADALPIEQVAKRMWIVASDPDEAVEKYVGQ
225 230 235 219 245 250 255 260 265 270 275 280 265 29 295 300

YVKWGLNHLYFHAPGHDOQRRFLELFKRDLEPRLRKLA
305 310 315 320 325 330 335 337

4

Obr. 5.11. Sekvenéni pokryti rekombinantniho (A) LmbY, (B) Por1i5 a (C) FGD. Usecky
pod aminokyselinovou sekvenci pfedstavuji individualni peptidy. His-kotva je znazornéna Sedé.
Ve vSech pfipadech bylo sekvenéni pokryti uplné. V pfipadé FGD chybi N-terminalni methionin
a N-konec je Eastené acetylovan a glukonoylovan.
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5.2.4 Determinace kofaktor-vazebnych schopnosti proteinu LmbY

K uréeni kofaktorové preference Apd6 proteint bylo spektrofluorometricky stanoveno
zhaseni fluorescence tryptofana purifikovaného LmbY, jako reprezentativniho zastupce,
v pfitomnosti flavinovych kofaktori FMN a FAD a 5-deazaflavinového kofaktoru Fazo.
Z naméfenych dat byla vynesena hyperbolicka funkce pomoci Kaleidagraph 4.5.2.

Koncentrace kofaktoru byla vynesena proti hodnoté, ktera urCuje frakci proteinu vazanou

ke kofaktoru (%, kde F je fluorescence Trpimoy V pfitomnosti urlitého kofaktoru, f je

fluorescence Trpimwy V nepritomnosti kofaktoru). Pro jednotlivé kofaktory byly zjistény
nasledujici rovnhovazné konstanty Kp: 3,00 £ 0,70 uM pro Faz, 93,8 + 18,2 uM pro FMN
a 65,4 £ 6,0 uM pro FAD. Prestoze je pfedpokladano, zZe nativnim kofaktorem LmbY je s vétsi
pravdépodobnosti redukovany FaxH2, nez jeho oxidovana forma Fazo, vysledky indikuiji,

ze LmbY preferenéné vaze Fayo ve srovnani s testovanymi flaviny (Obr. 5.12).

Kofaktor Kp [uM]

FAD 93,8 + 18,2
FMN 65,4 + 6,00
Fa2o 3,00 +0,70

1-F/f

Kofaktor [uM]

Obr. 5.12. Spektrofluorometrické stanoveni zhaseni fluorescence tryptofanu jako vazebna studie
k monitorovani LmbY konformaénich zmén — v pfitomnosti Fa2o (zelené), FAD (modie) a FMN
(Cerné). Excitacni vinova délka: A=285 nm, emisni vinové délka: A=340 nm.

5.3 Purifikace prekurzoru 5a z kultivaéniho média S. lincolnensis AImbY

Pomoci SPE byl pfipraven extrakt z kultivatniho média S. lincolnensis AlmbY.
Na zakladé pfesné hmoty byl uréen tr piku korespondujiciho latce 5a, tr = 0,8 min
(Obr. 5.13A). Nasledné byla provedena preparace latky 5a (Obr. 5.13B). Naméfené mj/z
purifikované latky 5a odpovidalo teoretické hodnoté s chybou 4,5 ppm (Obr. 5.14). Naméreny

pomér distribuce izotopickych pik korespondoval s teoretickymi hodnotami (Obr. 5.15).
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Obr. 5.13. Srovnani Cistoty latky 5a pred a po purifikaci. (A) Plvodni extrakt z kultivaéniho média
S. lincolnensis AlmbY a (B) purifikovana latka 5a. BPI (base peak intensity) chromatogramy zobrazujici
intenzitu piku s nejvy$8im signalem v daném tr.

A _B 154.0861 chyba 4,5 ppm
] 100

=08 min

E | (=)
s
E 155.0320 157 1022
5 | .
] ] 153,0538 155_‘0721 ‘
| O 153 154 185 186 157 mi
2.00 4.00 *Ian)

Extrakcni okno: m/z = 0,05

Obr. 5.14. Purifikovana latka 5a. (A) Chromatogram extrahovany pro [M+H]" ion korespondujici latce
5a (m/z 154,0868). (B) Odpovidajici hmotnostni spektrum a chyba méreni.

B
100— 154.0868 100— 154.0868
o] o
i 155.0900 ] 155.0868
0 \I\Il\\\I‘II\\l\\II‘II\\|I\\I‘m/Z 0__ m/z
100 150 200 250 100 150 200 250

Obr. 5.15. Porovnani (A) experimentalni a (B) teoretické izotopické distribuce latky 5a. Hmotnostni
spektra.

5.4 In vitro testovani enzymové aktivity Apd6 v pritomnosti Fa2o

Kofaktor F420 neni komeréné dostupny. V literatufe byla popsana pfiprava geneticky
modifikovaného kmene M. smegmatis, u kterého byla zaznamenana az 10x vySSi produkce
Fa20 ve srovnani s divokym kmenem, a pfedstavuje tak vhodny nastroj pro jeho produkci
a naslednou izolaci. Nejen, ze tento kmen neni volné dostupny, ale také izolace kofaktoru

zahrnuje vybaveni a metody, které v laboratofi, kde tato prace vznikala, nejsou dostupné.
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Z tohoto dlivodu byla navazana zahraniéni spoluprace se skupinou, ktera produkci a pfipravu
Fa20 publikovala.?®' Takto byl ziskan jiz purifikovany Faz, jehoz absorpéni spektrum je
zobrazeno na Obr. 5.16. Redukovana forma kofaktoru byla ziskana in situ pomoci

Fs20-regeneraéniho systému, ktery je zalozen na oxidaci glukosa-6-fosfatu pomoci FGD
pfi sou€asné redukci F4zo (Obr. 5.17).
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5.16. Absorpéni spektrum purifikovaného kofaktoru Faz. Oxidovany Fa20 dosahuje
absorp&niho maxima pfi 420 nm.

FGD

glukosa-6-fosfat 6-fosfoglukonolaktonat

Obr. 5.17. FaoH2-regeneracni systém: Faio a reakce katalyzovana FGD. Glukosa-6-fosfat je
oxidovana na 6-fosfoglukonolaktonat za sou€asné redukce kofaktoru Fa20 na Fa20H2, ktery je nasledné
odebiran raznymi Fa20H2-zavislymi reduktasami (pfevzato a upraveno®").
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5.4.1 Enzymova aktivita LmbY

Enzymova aktivita LmbY byla testovana in vitro v reakci s latkou 5a a v pfitomnosti F 420
a FaxH2-regeneracniho systému. V reakci bylo pozorovano Uplné vyCerpani substratu 5a,
zaroven byl nové v tr = 1,7 min detekovan pik, jehoZz pfesna hmota koresponduje s iontem
predpokladaného piné nasyceného produktu reakce, latkou 6a (Obr. 5.18). Naopak, v reakeni
smési nebyl detekovan iont odpovidajici 7a, latce s jednou dvojnou vazbou. V kontrolnich
reakcich, obsahujicich denaturovany LmbY, nebyla pozorovana zadna enzymaticka preména
substratu 5a. Identita latek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnanim MS spekter a tr standardu
téchto latek.

/A

5a 7a 6a

~

@
g tz=1,7 min + LmbyY
A
\‘\‘ \‘\\\\ \\\\\‘\I\\\\\\‘\\\\ \\‘\\\\[\\\I\\\\‘\\\\‘
2.00 4.00 2.00 4.00 2.00 4.00 t[min]
- Lmby
t;=0,8 min
\\‘\\\\‘\\\\\\I\‘\\\\ \\\I\‘\\\\\\\\‘\\\\ \\\\\\\\\\\\\‘\\\\‘
K 2.00 4.00 2.00 4.00 2.00 4.00 j
tz=1,3 min k standardy
B O L e e i T I S Lo e e |
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extrakéni okno: m/z + 0,05 [M+H]*  154,0868 5a 156,1025 7a 158,1181 6a
158.1181 chyba 0,0 ppm
B — y PP
2|
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¢ 159.1207
o 160.0107 161.3987
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Obr. 5.18. UHPLC-MS analyza in vitro reakce katalyzované LmbY. (A) LmbY v pfitomnosti Fa20H2
in vitro katalyzuje redukci substratu 5a na pIné nasyceny produkt 6a. LC-MS-ion-extrahované
chromatogramy pro ([M+H]") substrat 5a (Sedé) a produkt 6a (modie). Mono-nenasyceny meziprodukt
7a (Cervené) v reakéni smési detekovan nebyl. (B) HRMS spektrum reakéniho produktu 6a a chyba
méreni.

5.4.2 Enzymova aktivita SibT, Por15, Lim12

Enzymova aktivita Apd6 homologl z biosyntézy PBD byla testovana v analogické
reakci jako LmbY. V reakci obsahuijici SibT/Por15/Lim12, latku 5a, Fa20 a Fa2oH2-regeneracni
systém bylo stejné jako u LmbY pozorovano uplné vycCerpani substratu 5a, a to i v pfipadé
Lim12 z biosyntézy limazepinu, pro ktery je jako nativni substrat prfedpokladana latka 5b

(davodem je chybéjici Apd3 methyltransferasa v limazepinové draze; kap. 2.5.1). V reakéni
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smési byl nové detekovan pik, jehoz pfesna hmota koresponduje s latkou 7a (Obr. 5.19).
V porovnani s produktem LmbY, tedy latkou 6a, je produktem reakce katalyzované Apd6
homology z biosyntézy PBD latka obsahujici ve své struktufe jednu dvojnou vazbu.
V kontrolnich reakcich, obsahujicich denaturované Apd6 proteiny, nebyla pozorovana zadna

katalyticka aktivita. Identita latek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnanim MS spekter a tr
standardu téchto latek.

5a 7a 6a
Ag N
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£9
T LI ‘ L LI | L T T ‘ T 1T L [ T 1 17 L T 1 17 ‘ L ™ ‘ T ‘
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T “\ L B L | T | T T T T LN L B T T T [T T ] =TT T
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6 }L + Porls\
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Obr. 5.19. UHPLC-MS analyza in vitro reakci katalyzovanych (A) SibT, (B) Por15 a (C) Lim12.
SibT/Por15/Lim12 v pfitomnosti Fa20H2 in vitro katalyzuji redukci substratu 5a na produkt 7a, latku
obsahujici ve své struktufe jednu dvojnou vazbu. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]")
koresponduijici substratu 5a (Sedé) a produktu 7a (Cervené). PIné nasyceny 6a (modfe) v reakéni smési
detekovan nebyl. (D) HRMS spektrum reakéniho produktu 7a a chyba méfeni.
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5.4.3 Enzymova aktivita HrmD

Pfedpokladanym pfirozenym substratem HrmD je latka 4a (ddvodem je chybéjici
isomerasa Apd5 v hormaomycinové draze; kap 2.5.1), ktera ale neni dostupna. Nicméné,
kromé stanoveni enzymové aktivity HrmD bylo také cilem determinovat jeho reakéni specifitu,
ktera by ovSem v reakci s 4a stejné nemohla byt uréena, nebot pozice dvojnych vazeb ve 4a
umozni redukci pouze jedné z nich. Enzymova aktivita HrmD byla proto testovana analogicky
jako v pfipadé homologl LmbY a Apd6 z biosyntézy PBD, tedy v reakci s 5a za pfitomnosti
Fa20 a FaoH2-regeneracniho systému. V reakci bylo pozorovano uplné vycCerpani substratu,
nové byl detekovan pik, jehoz pfesna hmota koresponduje s latkou 7a (Obr. 5.20), tedy reakéni
specifita HrmD se shoduje se specifitou testovanych PBD homologu. V kontrolnich reakcich
obsahujicich denaturovany HrmD nebyla pozorovana Zadna katalyticka aktivita. Identita latek

5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnanim MS spekter a tr standard( téchto latek.

5a 7a 6a

+ HrmD\
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tz=1,3 min

IntenD

- HrmD

E),S min
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extrakéni okno: m/z + 0,05 [M+H]* 154,0868 5a 156,1025 7a 158,1181 6a

Obr. 5.20. UHPLC-MS analyza in vitro reakce katalyzované HrmD. HrmD v pfitomnosti Fa2oH2 in
vitro katalyzuje redukci substratu 5a na produkt 7a, latku obsahujici ve své struktufe jednu dvojnou
vazbu. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]") korespondujici substratu 5a (Sedé) a produktu
7a (Cervené). PIné nasyceny 6a (modrfe) v reakéni smési detekovan nebyl.

5.4.4 Enzymova aktivita GriH

Podobné jako v pfipadé HrmD, predikovanou funkci GriH je jednonasobna redukce
iminové dvojné vazby pfedpokladaného substratu, vedouci k finalnimu prekurzoru 11, ktery je
nasledné inkorporovan do struktury griselimycinu (kap. 2.5.2). Pfirozeny substrat GriH neni
dostupny, avSak zamérem experimentu nebylo testovat GriH v reakci s jeho pfirozenym
substratem. Vzhledem ktomu, ze GriH predstavuje sekvencné nejbliz§i homolog LmbY
(sekvenéni identita je 76%, tedy nesouméfitelné vy3Si nez mezi jakymkoliv jinym parem
porovnavanych sekvenci Apd6 protein(), cilem bylo stanovit jeho reakéni specifitu, ktera by
ale v reakci s jeho pfirozenym substratem (obsahujicim pouze jednu dvojnou vazbu) nemohla

byt urena. Proto byl i GriH testovan v reakci se stejnym substratem jako LmbY, tedy 5a, opét
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v pritomnosti F420 a FaxoH2-regeneracniho systému. V in vitro reakci bylo pozorovano upliné
vyCerpani substratu, prekvapivé byla nové detekovana smés dvou pikd, jejichz pfesné hmoty
koresponduiji s latkami 6a (majoritni produkt) a 7a (minoritni produkt; Obr. 5.21). V kontrolnich
reakcich obsahujicich denaturovany GriH nebyla pozorovana zadna enzymaticka pfeména
substratu 5a. Identita latek 5a, 6a a 7a byla potvrzena srovnanim MS spekter a tr standardu

téchto latek.

5a 7a 6a
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Obr. 5.21. UHPLC-MS analyza in vitro reakce katalyzované GriH. GriH v pfitomnosti Fa20H2 in vitro
katalyzuje redukci substratu 5a na dva produkty, majoritni produkt 6a a minoritni produkt 7a.
LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]") korespondujici substratu 5a (Sedé) a produktim 7a
(Cervené) a 6a (modre).

5.4.5 Kontrolni in vitro reakce — vylouéeni F420 a FGD

PFi stanovovani enzymové aktivity Apd6 byly u proteind LmbY, Por15, HrmD, SibT a
Lim12 dale provedeny kontrolni reakce potvrzujici zavislost enzymové aktivity na kofaktoru
F420. Analyzovana byla série reakci, ve kterych byl vylou¢en kofaktor F420 a dale série reakci,
ve kterych byl vylou€en protein FGD. Ve srovnani s pozitivni kontrolou obsahujici Faz0, byly
shodné vSechny testované proteiny v pfipadé vylou€eni kofaktoru zreakce neschopné
konverze substratu 5a (Obr. 5.22). Nicméné, pfi vylou¢eni FGD z reakce bylo pozorovano,
Ze proteiny jsou stale schopné katalyzovat redukéni reakci, ovdem u vétSiny testovanych
proteinl s vyrazné nizsi efektivitou v porovnani s reakcemi, které FGD obsahovaly (Obr. 5.23).
Tento vysledek mlze byt vysvétlen pfitomnosti substratu FGD, glukosy-6-fosfat, v reakci,
ktera je zfejmé schopna s nizkou efektivitou redukovat Fixo bez katalytické aktivity FGD.
Vysvétleni je pouze hypotetické, je ale podporovano faktem, ze v kontrolnich in vitro reakcich,

ze kterych byla glukosa-6-fosfat vylou€ena, nebyla nikdy zadna konverze 5a pozorovana.
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Obr. 5.22. UHPLC-MS analyza in vitro reakce v pritomnosti/nepfritomnosti F420 a 5a katalyzovana
(A) LmbY, (B) Por15, (C) HrmD, (D) SibT a (E) Lim12. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy
([IM+H]") odpovidajici substratu 5a (Sedé€) a produktim 6a (modre), 7a (Cervené). Enzymy nejsou
bez F420H2 schopné katalyzovat redukci 5a.
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Obr. 5.23. UHPLC-MS analyza in vitro reakce v pritomnosti/nepfitomnosti FGD a 5a katalyzovana
(A) LmbY, (B) Por15, (C) HrmD, (D) SibT a (E) Lim12. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy
([M+H]*) odpovidajici substratu 5a (Sedé) a produktiim 6a (modfe), 7a (Cervené). Redukce 5a sice
bez FGD probiha, ovSem u vétSiny proteinl s vyrazné nizsi ucinnosti.
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5.5 Redukéni mechanismus Apd6 proteint

5.5.1 Postulace hypotézy rozdilného mechanismu hydridového transferu

Aby byla dvojnasobna redukce vibec mozna, je esencialni, aby jako prvni byla
redukovana pravé exocyklicka dvojna vazba latky 5, nebot endocyklicka dvojna vazba je
na rozdil od exocyklické redukovatelna i v pfipadé, Ze jiz neni v konjugaci. K ziskani
podplrného dikazu této Gvahy byl LmbY testovan v reakci s latkou 7a jako substratem. Bylo
zjisténo, Ze LmbY opravdu neni schopny tento prekurzor redukovat (Obr. 5.24). Na zakladé
tohoto zjiSténi byla navrzena hypotéza o rozdilném mechanismu jedno- a dvojnasobné
redukce. Hypotéza o redukénim mechanismu Apd6 proteinu katalyzujicich
jednonasobnou redukci: Aby zlstala v APD prekurzorech dvojna vazba zachovana, musi
hydridovy atak latky 5 nastat v pozici C-5, ¢imz dojde k redukci endocyklické dvojné vazby
(Obr. 5.25A). Exocyklicka dvojna vazba nové vzniklé latky 7 se timto stava nepfistupna
jakékoliv dalsi redukci, nebot jiz neni v konjugaci. Hypotéza o redukénim mechanismu
Apd6 proteint katalyzujicich dvojnasobnou redukci: \ pfipadé formace pIné saturovaného
APD musi probéhnout dva nasledné hydridové transfery, pfiéemz byly stanoveny dvé
alternativni hypotézy (I a II;, Obr. 5.25B). Pozice prvniho hydridového ataku je v obou
hypotézach shodna, tedy ze pfi formaci plné saturovaného APD nastava prvni hydridovy atak
v pozici C-7. Dale, hypotéza I pfedpoklada, ze imin vznikly prvni redukci je pfimo atakovan
druhym hydridem, tentokrat v pozici C-5. Dle hypotézy Il po prvnim hydridovém transferu
dochazi k formaci enaminu, ktery mize spontanné izomerovat do formy vice stabilniho iminu,

druhy hydridovy atak poté nastane v pozici C-4.
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Obr. 5.24. UHPLC-MS analyza in vitro reakce LmbY s latkou 7a jako substratem. LC-MS-ion-
extrahované chromatogramy ([M+H]") odpovidajici substratu 7a (Cervené) a predpokladanému
produktu 6a (modfe), ktery ovSem v reakci detekovan nebyl.
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Obr. 5.25. Predpokladany odliSny mechanismus hydridového transferu v redukci katalyzované
Apd6 proteiny — z biosyntézy (A) PBD, hormaomycinu a griselimycinu: aby zUstala jedna dvojna vazba
zachovana, musi hydridovy atak nastat v pozici C-5 a (B) linkomycinu a griselimycinu - prvni hydridovy
atak je pfedpokladan v pozici C-7, pro druhy hydridovy atak byly stanoveny dvé alternativni hypotézy —
I a Il. Proton pochazejici z prostredi (rizove), hydridy pfenasené z kofaktoru Fi2o (modfe). Hypotézu
podporuje skuteénost, Ze LmbY neni schopny katalyzovat redukci 7a na 6a.
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5.5.2 Primy prakaz mechanismu hydridového transferu katalyzovaného LmbY

K prokazani hypotézy o neobvyklém dvojnasobném redukénim mechanismu byl
navrzen a proveden experiment zaloZzeny na in vitro reakci katalyzované LmbY, pficemz
redukce substratu probihala v deuterovaném prostfedi (D2QO), donorem protont v redukéni
reakci byl tedy namisto vodikového atomu tézsi atom deuteria. Inkorporace deuterii byla
monitorovana pomoci NMR, jejich pfedpokladané pozice odpovidaji rizové oznacenym
H-atomUm v Obr. 5.25B.

Izolaci substratu 5a z producenta S. lincolnensis AlmbY, pouzivaného pro zakladni
stanoveni aktivit Apd6 proteind, nebylo pfes opakovanou snahu mozné provést v méfitku
potiebném pro NMR analyzu. Také opétovné pokusy o chemickou syntézu dostateéného
mnozstvi latky 5a nebyly uspésné. Podafilo se viak v dostateCném mnozstvi a Cistoté pfipravit
latku 5b, ktera predstavuje biologicky relevantni substrat proteinu LmbY, nebot’ pfirozené
se tato latka v biosyntéze linkomycinu vyskytuje — 5b je prekurzorem vedlejSiho produktu
biosyntézy linkomycinu (linkomycinu B; kap. 2.2.1 a 2.5.1). NMR spektrum latky 5b

je zobrazeno na Obr. 5.26.
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Santiago.
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V in vitro reakci slozené z LmbY, 5b, Fx a Fixo-regeneraéniho sytému doslo k upiné
pfeméné latky 5b na latku hmotou odpovidajici pIné saturovanému 6b, ktery ve své strukture
obsahuje jeden inkorporovany atom deuteria (dale oznacovany jako 6b-D4; Obr. 5.27). Latka
hmotnosti korespondujici 6b se dvéma inkorporovanymi atomy deuteria detekovana nebyla.
Duavodem je, ze N-1 (Obr. 5.25) pfedstavuje vyménitelnou pozici a tudiz pfi pouzitych
podminkach UHPLC-MS analyzy, pfi které jsou pouzivany mobilni faze obsahujici H2O,
dochazi ke zpétné vyméné D-atomu za atom H. Struktura substratu 5b a produktu 6b-D4 byla
charakterizovana homonuklearni ('H-'H; COSY) a heteronuklearni ("H - '3C (*N); HMBC)
korelaci (Obr. 5.28). Dale byly pro latku 6b-D4 naméfeny 'H a '*C NMR data (Obr. 5.29).
Ze ziskanych dat bylo nepfimo detekovano, ze atom D byl inkorporovan do pozice C-5.
Experimentalné tedy byla prokazana platnost hypotézy I, ktera je znazornéna v Obr. 5.25B

(H atom v krouzku v Obr. 5.25B predstavuje pozici inkorporovaného D atomu).

5b 7b-D, 6b-D,
G g t:=0,6 min + LmbY\
8
£
T T T 1T ‘ | il T 1 T ‘ T 17T T T T T T 1T ‘ T T 171 T T 17T ‘ T T T 7T ‘ T T ‘ T T T 7T ‘ T T 17 T T 1171 T T 171
4.00 2.00 4.00 2.00 4.00 t[min]
t;=0,5 min - LmbY
T ‘ T T 1T ‘ T 1T T T T ‘ T T 1T T T T T ‘ T T 11 T 1T 177 ‘ T T T LI | T 1T 17T ‘ L L L ‘
K 2.00 4.00 2.00 4.00 2.00 4.00 /
6b
£=0,7 min standard
\1[\\1!‘\!\‘1!\1[!\1!‘
Extrakéni okno: m/z % 0,05 [M+H]*  140,0712 5b  143,0946 7b-D, 144,025/145,1103 6b/6b-D,
140.0718 chyba 4,2 ppm 144.1024 chyba 0,6 ppm 145.1076 chyba 7,6 ppm
100 100 100
R R ®
1441030 | 146.1117
141.0764 1asz77a | 1450996
140.014 1 ‘ /144.1036 - ( |
0 P e - ——miz O miz 0 ettt S
135 140 145 135 140 145 150 155 135 140 145 150 155

Obr. 5.27. UHPLC-MS analyza in vitro reakce LmbY s latkou 5b jako substratem v D20. (A) LC-MS-
ion-extrahované chromatogramy ([M+H]*) odpovidajici substratu 5b (Sedé) a predpokladanému
produktu 6b s inkorporovanym atomem deuteria — 6b-D1 (modfe). Minimalni posun reten¢niho ¢asu 6b
ve srovnani s 6B-D1 je konzistentni v opakovanych méfenich a je pravdépodobné zplisoben inkorporaci
D versus H. (B) HRMS spektra substratu 5b, standardu 6b a Apd6 reakéniho produktu 6b-D1 a chyby
méreni.
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A B Atom# B 5, m J [Hz]

— b 2 64,1 d 4143 dd 8492

3 37,5 t 2,563 dd 84130

=% EMEG 1663  dd 92130
4 426 s .

5 532 3,509 d 115

2,995 d 15
2.COOH 1777 s -

1 27,5 t 14865  dq  7.4;14,0

14295  dq  7.4:140

2 14,4 q 0,9275 t 7.4

Obr. 5.28. Charakterizace struktury substratu 5b a produktu 6b-D1. (A) COSY a HMBC korelace.
(B) 'H a 3C NMR data reakéniho produktu — latky 6b-D1. " HSQC/HMBC odecéet, S chemicky posun
a vazebné konstanty byly stanoveny na zakladé sub-spektralnich simulaci.
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Obr. 5.29. 'TH NMR spektra reakéni smési LmbY. (A) NMR spektrum pied pfidanim

a (B) po iniciaci reakce pfidanim LmbY.

114

LmbY



5.6 Analyza molekularni podstaty rozdilné reakéni specifity Apd6

5.6.1 Sekvencéni analyza Apd6 proteinu

LLHT, kam se Apd6 proteiny dle své sekvencni podobnosti fadi, obecné patfi
mezi malo strukturné charakterizovanou rodinu proteind. K dnesnimu dni zUstavaji nejlépe
popsanymi zastupci LLHT rodiny tfi archaealni proteiny (jejich podrobnéjsi popis je uveden
v kap. 2.1.4.2), které  ovSem, zejména kvali  fylogenetické  vzdalenosti,
s aktinobakterialnimi Apd6 proteiny sdileji pomérné nizkou aminokyselinovou sekvencni
pfibuznost. Nicméné, i pfes to Ize v aminokyselinovych sekvencich Apd6 protein(i nalézt
konzervované zbytky, které jsou pro LLHT charakteristické.5”.7577.20 Konkrétné, porovnanim
aminokyselinové sekvence Apd6 proteinl se sekvenci jednoho vybraného zastupce, proteinu
Adf (Fa420-zavisla alkohol dehydrogenasa z Methonoculleus thermophilus; Obr. 5.30), jehoz
struktura byla publikovana,’”” Ize u Apd6 proteinli predikovat aminokyselinové zbytky, které
pravdépodobné hraji roli pfedevsim ve vazbé kofaktoru.

Fs20 se do struktury popsanych 5-deazaflavin-zavislych enzymd vaze v motyli
konformaci, kdy dochazi k charakteristickému ohnuti isoalloxazinového kruhu molekuly Fai2o
(kap. 2.1.4.2). Klicové zbytky fixujici kofaktor F420 ve vazebném misté proteinu ve spravné
pozici vzhledem k substratu, tedy jinymi slovy v takové pozici, aby byl umoznén pfenos hydridu
smérem kofaktor—substrat, jsou v sekvenci Adf v Obr. 5.30 zvyraznény ¢ervenym rameckem.
mechanismu LLHT proteind, je pravdépodobné bazicky H39 (Cislovano dle sekvence Adf).
Tento zbytek je pfitomen u vSech Apd6 homologu, kromé& Tomd (Apd6 z biosyntézy
tomaymycinu), kde je pfitomen polarni Q39. V aminokyselinové sekvenci Apd6 proteind jsou
pfitomné i dal$i konzervované zbytky, jako je napfiklad D38, ktery ma u Adf dulezitou roli
ve stabilizaci vyduté, do které se Fazo pfi vazbé zanotfuje. Spekuluje se, ze pravé D38 je hnaci
silou pro formovani energeticky nevyhodné ne-prolyl cis peptidové vazby, ktera umoznuje
vytvofit zminénou vydut a jeji pfitomnost ve strukture je pro LLHT typicka.>”.’” D38 je u Adf
v pozici silné fixovan solnym muastkem k pozitivné nabitému R79, dalSimu konzervovanému
zbytku LLHT proteinu. Stejny zbytek se v pozici 79 nachazi i u Apd6 protein(l, vyjma LmbY,
kde se ale nachazi chemicky podobny, kladné nabity H79. Jinym vyznamnym zbytkem je G179
interagujici s fosfatovou skupinou F 420 a jeho absolutni konzervovanost v této pozici vyhrariuje
F420-zavislé ¢leny od FMN-zavislych enzymd LLHT rodiny.”” G179 je pfitomen v sekvenci

vSech Apd6 homologu.
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av pfipadé LmbY a GriH navic i reakéni specifitu. Nicméné, k dvaham a naslednému
vysloveni hypotézy o katalytickém mechanismu Apd6 proteind byl jako model vybran Adf,
u kterého byla popsana struktura jak s navazanym substratem, tak kofaktorem F420,”” pfestoze
je aminokyselinova sekvencni podobnost Adf k LmbY (Obr. 5.30B), a tedy i k ostatnim Apd6
proteinm, nizka.

Z porovnani aminokyselinovych sekvenci Adf a Apd6é homologu je patrné, Ze jejich
sekvence jsou relativné konzervované v oblastech, které byly v pfipadé Adf urCeny jako
vyznamné pro interakci se substratem a Fa, pfi€emz jako vibec nejzajimavéjsi se jevi
konzervovany usek D38 — W43, ktery u Adf odpovida pfedevsim za fixaci substratu v aktivnim
misté. D38 interaguje s kofaktorem Fa, H39 a W43 vytvareji se substratem Adf vodikové
vazby. Prostorova orientace zbytk( v pozicich 40 — 42 je tudiz relativné limitovana, ¢imz se
zaroven definuje oblast pro vazbu substratu. Aceton, substrat Adf, poskytuje
aminokyselinovym zbytk(m aktivniho mista relativni volnost v orientaci jejich postrannich
fetézcl. K esencialni interakci dvou kli¢ovych zbytka, H39 a W43, s karbonylovou skupinou
acetonu je nezbytny zlom proteinového fetézce, ktery je umoznén pfitomnosti P42.

Pro navrh dalSich experimentl jsme vySli z pfedpokladu, Ze analogické interakce se
substratem jako v Adf se uplatni i u Apd6 proteinu. K ziskani bliz§i pfedstavy prostorovych
rozdild mezi aktivnim mistem proteint se schopnosti redukovat pouze endocyklickou dvojnou
vazbu (Por15, Lim12, SibT, HrmD, GriH) a aktivnim mistem proteinli se schopnosti redukovat
navic také exocyklickou dvojnou vazbu (LmbY, GriH), bylo vytvofeno srovnavaci schéma
domnélych aktivnich mist Apd6é homologl (Obr. 5.31A) a Adf (5.31B). Schéma vychazi
z krystalové struktury aktivniho mista Adf (Obr. 5.31C),”” pfi¢emz aminokyselinové zbytky
v sekvenci Adf byly zaménény za odpovidajici zbytky ve stejné pozici konkrétniho Apd6
homologu, pro ktery bylo schéma vytvofeno. Zajimavé rozdily byly determinovany v jiz
zminéné vysoce konzervované oblasti (D38 — W43). Ve srovnani s Adf, vSechny Apd6
homology namisto prolinu v pozici 42 obsahuiji jinou nepolarni aminokyselinu, a to prostorové
homology (v porovnani s Adf) vazi ve svém aktivnim misté o poznani objemnéjsi substrat.
Dale, W43 pfitomny v Adf je u vSech Apd6 homologli zaménén za R43. Lze pfedpokladat,
ze vedle H39 je R43, obdobné jako W43 u Adf, dal§im klic¢ovym zbytkem, ktery interaguje
se substratem. Konkrétné bylo predikovano, Zze H39 interaguje s iminovym dusikem
substratu 5, guanidinova skupina R43 pak fixuje substrat interakci s jeho karboxylovou

skupinou.
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Obr. 5.31. Aktivni misto proteinu Adf ko-krystalizovaného se substratem (aceton; PDB ID 1RHC)
a srovnavaci schémata Apd6 proteinu. (A) Schéma aktivnich mist Apd6 z PBD, GriH, HrmD a LmbY.
(B) Adf aktivni misto. (C) Adf: I - detailni ilustrace H-vazebnych interakci acetonu (ACN) s H39 a W43.
Il - Detailni ilustrace H-vazebnych interakci F420H2 s D38 a ACN352 s H39.
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Pokud se v uvazované oblasti (zbytky v pozicich 38 — 43; Obr. 5.32) dale podrobné
zaméfime na rozdily vyhradné v sekvencich Apd6 homologu, nejzasadnéjsi odchylky
nalezneme v pozici 41. Konkrétné se jedna o pfitomnost K41 v sekvenci LmbY (Apd6
z biosyntézy linkomycinu) namisto M41 (Apd6 z biosyntézy PBD), W41 (Apd6 z biosyntézy
hormaomycinu) a Q41 (Apd6 z biosyntézy griselimycinu). Zatimco postranni fetézce M a W
jsou nenabité (nepolarni), wNH> skupina K je polarni a ionizovatelna. Na zakladé toho jsme
predikovali, ze pravé lysinovy zbytek v pozici 41 LmbY muize urCovat orientaci substratu vaci
kofaktoru tak, ze umozni redukci obou dvojnych vazeb. Polarni Q41 v GriH (Apd6 z biosyntézy
griselimycinu) je diskutabilni, nebot in vitro redukéni profil GriH ukazal na schopnost tohoto
homologu redukovat jak jednu, tak obé dvojné vazby. Ze schématu by se dalo pfedpokladat,
ze jeho reakéni specifita by méla spiSe odpovidat Apd6 homologim z biosyntézy PBD (tedy
jednonasobna redukce) nez LmbY (dvojnasobna redukce). Nicméné, vySe uvedena Uvaha
vyzdvihujici dllezitost aminokyseliny v pozici 41 timto neni vylou¢ena, tento zbytek miize hrat
krucialni roli v determinaci reak¢ni specifity Apd6 proteinl. Zaroven vsak, ucast dalSich, dosud

neuvazovanych aminokyselinovych zbytkd, neni timto vyloucena.

30 38 39 40 41 42 43 50
Adf —FGDSVWVDDHFHPWYHDNAQS-—
LmbY -—~—GFDHAWTYDHVKWRWKSDRPW-—
GriH -—~—GFDHAWTYDHLOQWRWLSDRPQ—
Tomd -—GFDHAWTYDQLMWRWLRDEPW-—
Lim2 -—GFDHAWTYDHLMWRWLRETETW-—
SibT -—GFAHAWTYDHLMWRWFAERPW-—
Por15 -—GYDHAWTYDHLMWRWLADRRW-—
Orf14 —GYHHAWTYDHLMWRWEFADRRW-—
HrmD —FGDSAWMYDHLWWRSLSAGEW-—

Obr. 5.32. Sekvenéni porovnani Adf a Apd6 proteini: detail pravdépodobného substrat-
vazebného mista v oblasti D38 — W43. Je pfedpokladano, Zze aminokyselinové zbytky v této oblasti
formuji aktivni misto Apd6 proteint (Cisla nad sekvenci Adf koresponduiji s ¢islovanim aminokyselin).
Cervené zvyraznény jsou lisici se aminokyselinové zbytky u Apd6 proteind.

5.6.3 Cilena mutageneze predpokladaného aktivhiho mista

K ziskani podplrnych diikazl vySe stanovené hypotézy o aminokyselinovych zbytcich
rozhodujicich o tom, zda nastane jedno- &i dvojnasobna redukce, bylo pfistoupeno k mutacni
analyze. Testovani mutantnich Apd6 proteint probihalo in vitro za analogickych podminek,
jaké byly pouZity pro testovani aktivity nemutovanych Apd6. Identita latek 5a, 6a a 7a

v UHPLC-MS analyzach byla potvrzena srovnanim MS spekter a tr standardu téchto latek.

Pokus o vyrazeni oxidoreduktasové aktivity LmbY

Nejprve bylo testovano, zda zaména nékterého ze zbytkd D38 — W43, u nichz je

predikovana uc€ast ve vazbé Fix Ci substratu, za malou aminokyselinu A (v pozici 41 také
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S a V) zrusi katalytickou aktivitu LmbY. Pfedpokladalo se, Ze k vyfazeni funkce dojde alespori
u mutantni formy LmbY K41A. UHPLC-MS analyza in vitro reakénich smési vSak ukazala,
ze v8echny testované mutantni formy LmbY, konkrétné mutace D38A, H39A, K41A, K41S,
K41V, W42A i R43A maji stejnou reakéni specifitu jako nemutovany LmbY (Obr. 5.33). Jinymi
slovy, vSechny uvedené mutanty stale katalyzovaly dvojnasobnou redukci substratu, pfeménu
latky 5a na latku 6a, a to s obdobnou ucinnosti jako nemutovany LmbY. Je tedy zfejmé,
ze zaména zadného z testovanych aminokyselinovych zbytkll neméni katalytickou aktivitu

LmbY a i reakéni specifita zastava zachovana.
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Obr. 5.33. UHPLC-MS analyza in vitro reakce mutovanych 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]") odpovidajici substratu 5a (Sedé€) a produktu 6a (modre).
Jednoduchou zaménou aminokyselin v pozicich D38 — W43 nedoS$lo k inaktivaci ani zméné reakéni
specifity u Zzadné z mutantnich variant LmbY. VSechny mutanty stale katalyzovaly dvojnasobnou redukci
s obdobnou ucinnosti jako nemutovany LmbY.

Pokus o zménu reakcni specifity Apd6 homologti

Dale bylo hloubéji cileno na nejvice inkriminované misto, pozici 41, které by dle
hypotézy mélo mit na reakéni specifitu Apd6 proteind nejvyznamnéjsi vliv. Pfipraveny byly
nasledujici mutantni varianty: LmbY K41Q (nahrada K41 za Q41 pfitomny v GriH), LmbY
K41M (nahrada K41 za M41 pfitomny v Apd6 z biosyntézy PBD), Por15 M41K (nahrada M41
za K41 pfitomny v LmbY), GriH Q41K (nahrada Q41 za K41 pfitomny v LmbY). Cilem téchto
mutaci bylo zaménit reakéni specifitu LmbY (dvojnasobna redukce) za specifitu PBD
homologu Por15 (jednonasobna redukce) a naopak, tedy specifitu Por15 za LmbY, a dale
specifitu GriH (jedno/dvojnasobna redukce) za specifitu LmbY. UHPLC-MS analyzou

reakénich smési bylo zjisténo, ze reakéni specifita mutantnich variant nebyla zménéna ani
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v jednom pfipadé, reakCni profily testovanych mutant odpovidaji nemutovanym variantam

Apd6 homologu (Obr. 5.34).
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Obr. 5.34. UHPLC-MS analyza in vitro reakci mutovanych Apdé proteinl. (A) LmbY K41Q,
(B) LmbY K41M, (C) Por15 M41K, (D) GriH Q41K. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]")
odpovidajici substratu 5a (Sedé) a produktiim 6a (modfe) a 7a (Cervené). Jednonasobnou zaménou
aminokyseliny v pozici 41 nedoSlo k inaktivaci i zméné reakéni specifity u zadné z testovanych Apd6
mutantnich variant. VSechny mutanty LmbY stéle katalyzovaly dvojnasobnou redukci 5a, analogicky
mutanta Por15 a mutanta GriH stale katalyzovaly jednonasobnou, resp. jedno/dvojnasobnou redukci
stejného substratu.
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Pozice 15 a 17: dalsi kandidatni aminokyselinové zbytky ovliviiujici reakéni specifitu

Z vySe uvedenych experimentalnich vysledkd vyplyva, Ze jednoduché mutace
v konzervované oblasti D38 — W43 nemaiji na aktivitu Apd6 proteind zadny vliv. To ovSem
nevyvraci jejich predikovany vyznam v katalyze reakce. Jak jiz bylo dfive vysloveno, nyni se
potvrzuje, ze zde bude hrat roli zfejmé jesté dalsi zbytek, &i zbytky. Pozornost se tedy zpatky
obraci ke zkonstruovanému schématu domnélych aktivnich mist Apd6 protein. Na zakladé
analyzy jejich SirSiho okoli bylo nové uvazovano, Ze na natoCeni substratu v aktivnim misté
mohou mit také vliv interakce se zbytky v pozicich 15 a 17 (detail je zobrazen v Obr. 5.35).
Pfipraveny a testovany proto také byly nasledujici mutantni varianty: LmbY H15K (nahrada
H15 za K15 pfitomny v Por15), LmbY A17K (nahrada A17 za K17 pfitomny v Por15), Por15
K15H (nahrada K15 za H15 pfitomny v LmbY), Por15 K17A (nahrada K17 za A17 pfitomny
vLmbY). UHPLC-MS analyzou reakCnich smési nebyly zjistény zadné zmény aktivit

ve srovnani s nemutovanymi Apd6 proteiny (Obr. 5.36).

10 15 17 25
Adf —S LEQYRPMDALEQAI| R—
LmbY -—-| LPEHHWARARELWRY-—
GriH -—|1 LPEHSWARAQDLWRN-—
TomJ -—| LPERRWSRAREQWYV L —
Lim2 —1 LPEERWRDAARRWSL-—
SibT -—|l LPEHHWPRARNRWML —
Port5 —L LPEHKWKAAAERWRA-—
Oorf14 -—LLPEHDWKTAAERWRA-—
HrmD —| LPERRWRHSGELWRR-—

Obr. 5.35. Sekvencni porovnani Adf a Apd6 protein(: zaméfeno na aminokyseliny v pozicich 15
a 17. Na zakladé analyzy SirSiho okoli pfedpokladaného substrat-vazebného mista bylo nové
predikovano, Ze i tyto zbytky mohou interagovat se substratem a tim ovliviiovat substratovou i reakéni
specifitu Apd6 proteinu (Cisla nad sekvenci Adf koresponduiji s €islovanim aminokyselin).
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Obr. 5.36. UHPLC-MS analyza in vitro reakci mutovanych LmbY a Por15. (A) LmbY H15K, (B) LmbY
A17K, (C) Por15 K15H, (D) Por15 K17A. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]*) odpovidajici
substratu 5a (Sedé) a produktiim 6a (modfe) a 7a (Cervené). Jednoduchou zaménou aminokyselin
v pozicich 15 a 17 nedoSlo k inaktivaci &i jiné katalytické zméné u Zadné z mutantnich variant LmbY
ani Por15. VSechny mutanty LmbY stale katalyzovaly dvojnasobnou redukci 5a, vSechny mutanty Por15
stéle katalyzovaly pouze jednonasobnou redukci stejného substratu.

Testovani nékolikanasobnych mutantnich variant

Posledni ¢ast mutaéni analyzy byla zaméfena na pfipravu nékolikanasobnych mutant.
Opét, zamérem experimentu byla zména reakéni specifity Apd6 proteind. Testovany byly
dvojité mutanty: LmbY V0L40,41KM — témito mutacemi je dosazeno toho, Ze konzervovana
sekvence D38 — R43 v plné délce odpovida sekvenci PBD homologim (DHLMWR namisto
DHVKWR), Por15 KM40,41VL — témito mutacemi je dosazeno toho, Ze konzervovana
sekvence D38 — R43 v pIné délce odpovida sekvenci LmbY (DHVKWR namisto DHLMWR),
LmbY HA15,17KK — pozice 15 a 17 jsou zaménény za aminokyseliny pfitomné v Por15.
Zavérem byly pfipraveny a testovany nékolikanasobné mutanty LmbY: AVK17,40,41KLM a
HAVK15,17,40,41KKLM. UHPLC-MS analyzou reakénich smési opét nebyly zjistény zadné

zmeény v katalytické aktivité ve srovnani s nemutovanymi Apd6 proteiny (Obr. 5.37).
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Obr. 5.37. UHPLC-MS analyza in vitro reakce mutovaného LmbY a Por15. (A) LmbY VL40,41KM,
(B) Por15 KM40,41VL, (C) LmbY HA1517KK, (D) LmbY AVK17,40,41KLM, (E) LmbY
HAVK15,17,40,41KKLM. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy ([M+H]*) odpovidajici substratu 5a
(Sedé) a produktiim 6a (modre) a 7a (Cervené). Ani nékolikanasobnou zaménou aminokyselin v pozicich
15, 17, 40 a 41 kupodivu nedoslo k inaktivaci enzymu &i jakékoliv katalytické zméné.

7a 158,1181
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5.7 Priprava a analyza krystalti LmbY a Por15 pro strukturni studii

Vzhledem ktomu, Ze se mutacni analyzou nepodafil prokazat vliv vytipovanych
aminokyselinovych zbytk(l na rozdilnou reakéni specifitu Apd6 reduktas, rozhodli jsme se
poskytne Uplnou informaci o usporfadani aktivnich mist Apd6 protein. Vybrany byly dva
kandidatni proteiny, LmbY, ktery pfedstavuje zastupce se schopnosti dvojnasobné redukce,

Por15 je zastupcem protein( katalyzujicich jednonasobnou redukci.

5.7.1 Priprava rekombinantnich proteinti LmbY, Por15 pro krystalizaci

Rekombinantni LmbY a Por15 byly pfipravovany dle jiz optimalizovaného protokolu
s tim rozdilem, ze kultivace transformované E. coli BL21 (DE3)/pGroESL probihala
v obohaceném LB médiu, ve kterém kultura dosahuje vyssi OD (ve srovnani se zakladnim LB
médiem). Proteiny uvolnéné dezintegraci bunék z ptvodniho kultivaéniho objemu 2 — 6 | byly
purifikovany ve tfech krocich. Prvni krokem byla afinitni chromatografie na kolonce HiTrap™,
kterou se podafilo Apd6 proteiny izolovat v dostateCném mnozstvi, ovdem znacnou &ast frakce
tvofily ~chaperoniny. Nasledovala iontové vyménna chromatografie — LmbY byl
z chromatografické kolony eluovan pfi 35% B, Por15 pfi 42% B (Obr. 5.38). Timto krokem se
podafilo odstranit podstatnou €ast nezadoucich protein(, avSak Apd6 proteiny stale nebyly
dostatecné Cisté pro krystalizaci. Poslednim krokem proto byla gelova filtrace — LmbY byl
z kolony eluovan ve frakci odpovidajici 0,57 CV, Por15 ve frakci odpovidajici 0,54 CV
(Obr. 5.39). Gelovou filtraci se podafilo oddélit zbyvajici chaperoniny a ziskat tak isté LmbY
i Por15 vhodné pro krystaliza¢ni studii (Obr. 5.40). Z 1 | kultivace bylo prGimérné ziskano

1,5 mg purifikovaného LmbY a 2,9 mg purifikovaného Por15.
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Obr. 5.38. Chromatograficky zaznam iontové vyménné chromatografie pfi 280 nm. (A) LmbY je
z kolony eluovan pfi 35% B a (B) Por15 pfi 42% B.
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Obr. 5.39. Chromatograficky zaznam gelové filtrace pfi 280 nm. (A) LmbY je z kolony eluovan
ve frakci odpovidajici 0,57 CV a (B) Por15 ve frakci odpovidajici 0,54 CV.
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Obr. 5.40. Purifikované LmbY a Por15 uréené pro krystalizaci. (A) Purifikovany LmbY a
(B) purifikovany Por15 po afinitni chromatografii (1), iontové vyménné chromatografii (1) a gelové filtraci
(). U obou proteint bylo dosazeno pozadované &istoty az po gelové filtraci. SDS-PAGE — purifikované
proteiny jsou znazornény ¢ernou Sipkou. M=standard molekulové velikosti proteina.
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5.7.2 Stanoveni optimalnich krystalizacnich podminek proteinu LmbY

Krystalizace proteinu LmbY byla pozorovana ve vSech testovanych sadach
krystaliza€nich &inidel. Prvni rist krystal bylo mozné zpravidla pozorovat jiz po 12 — 36 h
od nasazeni (Obr. 5.41). Pozorovana byla riznoroda morfologie krystal, v zavislosti na
konkrétnich krystalizacnich podminkach (Obr. 5.42). Shodné, u vSech testovanych
krystalizacnich cinidel se jako nejefektivnéjSi jevi fedéni protein:¢inidlo v poméru 2:1.
V jamkach stimto fedénim byly pozorovany krystaly poZadovaného tvaru i velikosti
pro rentgenovou difrakci (krystaly s ostrymi hranami o velikosti az 200 ym). U fedéni 1:1 byl
pozorovan narust vyrazné mensich krystall, fedéni 1:2 se ukazuje jako nejméné vhodné,
nebot protein ve srovnani s ostatnimi dvéma fedénimi znacné precipitoval jiZ po 12 h
od nasazeni (Obr. 5.43).

Prehled podminek, pfi kterych vznikaji krystaly LmbY vhodné pro rentgenovou difrakéni

analyzu, jsou souhrnné uvedeny v Tab. 5.1.

Polarizované svétlo ViditeIné svétlo

uv
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Polarizované svétlo Viditelné svétlo

uv

Obr. 5.41. Rust krystald LmbY v case. (A) JCSG+ Suite: 20% w/v PEG 8000, 0,2 M NaCl,
0,1 M CeH5011P, pH 4,2; protein:¢inidlo — 2:1. (B) PACT premier™: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M
Na2S04, 0,1 M C11H2sN20s, pH 6,5; protein:Cinidlo — 2:1. Koncentrace nanaseného LmbY: 11 mg - ml-
1. Rlst krystal(i ve 20°C.
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Obr. 5.42. Raznoroda morfologie krystalt LmbY. (A) BCS Screen: 25% w/v PEG 3350, 0,2 M NaCl,
0,1 M Bis-Tris, pH 5,5; protein:Cinidlo — 2:1. (B) XP Screen: 1 mM TEW, 1 M C2H3NaOz, 0,1 M imidazol,
pH 6,5; protein:¢inidlo — 2:1. (C) SG1™ Screen: 0,2 M Li3CsHs507, 20% w/v PEG 3350; protein:¢inidlo
— 1:1. (D) PACT premier™: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M Na2S04, 0,1 M C11H26N20s¢, 7,5 pH;
protein:¢inidlo — 2:1. Koncentrace nanaseného LmbY: 11 mg - mI'. Rust krystalti 132 h ve 20°C. Zaznam
ve viditelném svétle.
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protein:éinidlo  2:1

Obr. 5.43. Vliv poméru krystalizaéniho ¢inidla a proteinu na rast krystal LmbY. PACT premier™:
20% w/v PEG 3350, 0,2 M Nal; protein:€inidlo — 2:1, 1:1, 1:2: jako nejefektivnéjSi se jevi fedéni
protein:¢inidlo v poméru 2:1. Koncentrace nanaseného LmbY: 11 mg - ml"". Rist krystalt 132 h ve 20°C.
Zaznam ve viditelném svétle.

Tab. 5.1. Souhrnny prehled optimalnich krystalizanich podminek LmbY.

Sl Srazedlo Pufr Pomér v kapce
02MNa,SO, 20%wiv PEG3350 01 M CiiHzN.Op 2:1
pH 6.5
02MNal  20%wiv PEG 3350 ; 2:1
02MNa,SO, 20%wiv PEG3350 01 M CiiHzN:Os 21

pH 7,5

5.7.3 Stanoveni optimalnich krystalizaénich podminek proteinu Por15

Krystalizace proteinu Por15 byla pozorovana ve vSech testovanych sadach
krystaliza¢nich c¢inidel, ovSem v porovnani s LmbY s vyrazné nizSi uc€innosti. Prvni rdst
krystall bylo sice mozné pozorovat ihned po nasazeni (Obr. 5.44), pozorovana byla taktéz
raznoroda morfologie krystal(l (Obr. 5.45), av§ak Por15 ve vét§iné testovanych krystaliza¢nich
podminkach krystaloval ve formé srostlic (Obr. 5.45A-B,D), které nepfedstavuiji pfilis§ vhodnou
formu pro rentgenovou difrakci. Stejné jako u LmbY, i u Por15 se ve vSech testovanych
krystalizaCnich Cinidlech jako nejefektivnéjsi jevi fedé&ni protein:Cinidlo v poméru 2:1.
Vjamkach stimto fedénim byly pozorovany krystaly dosahujici vhodné velikosti
pro rentgenovou difrakci (az 210 um). Redéni 1:1i 1:2 se ukazalo jako net&inné, nebot protein
znacné precipitoval jiz po 12 h od nasazeni (Obr. 5.46).

Pfehled konkrétnich podminek, pfi kterych vznikaji krystaly Por15 vhodné

pro rentgenovou difrakéni analyzu, jsou souhrnné uvedeny v Tab. 5.2.
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Polarizované svétlo ViditeIné svétlo

uv

Polarizované svétlo Viditelné svétlo

uv

Obr. 5.44. Rast krystalt Por15 v éase. (A) XP Screen: 25% v/v EG, 1 mM TEW; protein:¢inidlo — 2:1.
(B) SG1™ Screen: 20% w/v PEG 3350, 0,2 M NaSCN; protein:¢inidlo — 2:1. Koncentrace nanaseného
Por15: 18 mg - ml'. Rlst krystall 36 h ve 20°C.
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Obr. 5.45. Ruznoroda morfologie krystali Por15. (A) SG1™ Screen: 20% w/v PEG 3350,
0,2 M NaSCN; protein:€inidlo — 2:1. (B) BCS Screen: 3 M NaCl, 0,1 M Bis-Tris, pH 5,5; protein:€inidlo —
1:1. (C) XP Screen: 25% v/iv EG, 1 mM TEW; protein:Cinidlo — 2:1. (D) BCS Screen: 1,6 M MgSO4,
0,1 M MES, pH 6,5; protein:¢inidlo — 2:1. Koncentrace nanaseného Por15: 18 mg - ml-'. Rust krystal(
36 h ve 20°C. Zaznam ve viditelném svétle.

protein:éinidlo  2:1

Obr. 5.46. Vliv poméru krystalizacniho ¢inidla a proteinu na rist krystald Por15. BCS Screen:
1,6 M MgSOg4, 0,1 M MES, pH 6,5; protein: Cinidlo — 2:1, 1:1, 1:2: jako nejefektivn&jsi se jevi Fedéni
protein:¢inidlo v poméru 2:1. Koncentrace nanaseného Por15: 18 mg - ml!. Rust krystalti 36 h ve 20°C.
Zaznam ve viditelném svétle.

Tab. 5.2. Souhrnny pfehled optimalnich krystaliza¢nich podminek Por15.

Sall/jiné aditivium Srazedlo Pufr Pomeér v kapce
0,2 M NaSCN 20% w/v PEG 3350 - 2:1
1 mM TEW* 20% viv EG - 2:1

* Anderson-Evans polyoxotungstat: [TeWg0.4]%
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5.7.3.1 Ovéreni proteinovych krystalti pomoci rentgenové difrakéni analyzy

Rentgenovou difrakci byly ziskany difrakéni snimky s rozliSenim 7,4 A pro LmbY,
respektive 5,1 A pro Por15 (Obr. 5.47). Bylo ovéfeno, Ze se jedna o krystaly proteind, jelikoZ
reflexe jsou rozmistény blizko lapaCe primarniho svazku. V pfipadé Por15 nepravidelnost
difrakéniho obrazce naznacuje pfitomnost vice monokrystalli, coz odpovida pozorované
krystalové morfologii. V dal$i ¢asti prace bude zapotfebi podminky krystalizace a kryprotekce
optimalizovat tak, aby bylo dosazeno rozliSeni dostateéné pro ur€eni struktury a zaroven byly
odstinény vsechny artefakty méfeni, jako napfiklad vodni kruhy vznikajici difrakci
na krystalech ledu (Obr. 5.47B).

A B

vodni kruhy

Obr. 5. 47. Difrakéni snimek krystal(i (A) LmbY a (B) Por15 zchlazené na teplotu 100 K. Tmavé
skvrny — pozitivni interference, svétla mista — negativni interference (Sum pozadi). Vodni kruhy
predstavuji praskovou difrakci na krystalech ledu.

5.8 Bioinformaticka analyza Apd6 proteinu

Dvojnasobna FaxH2-zavisla redukce katalyzovana LmbY pfedstavuje unikatni
enzymovou aktivitu, proto byl tento protein podroben bioinformatické analyze s cilem zjistit:
(1) zda neni ve vefejnych databazich publikovan homolog, u kterého by se dala pfedpokladat
stejna reakéni specifita a dale (2) odhalit evoluni aspekty vzniku této neobvyklé aktivity.

Obr. 5.48 ukazuje sekvencné-podobnostni sit (SSN, z angl. sequence similarity

network) 5 000 proteind z UniProt?5® databaze, které jsou LmbY sekvenéné nejpodobnéjsi
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sv v

E-hodnota: 2e4), Obr. 5.50 pak ukazuje fylogenetickou analyzu Apd6 proteind, jejichz
sekvence pochazeji z GenBank?>® databaze. Vystupy obou analyz jsou analogické a vzajemné
si odpovidaji. Vystup fylogenetické analyzy zobrazuje pouze detailni pohled zaméfeny
na Apd6 proteiny, ackoliv vzhledem kvySSimu poétu zaznamui v databazi GenBank
nez v databazi UniProt, vznikla zpracovanim vétSiho poctu sekvenci. Na druhou stranu, SSN
analyza zajimavé ukazuje vlastni skupinu Apd6 proteini zakotvenou v podstatné
Sirsim kontextu pravdépodobnych archaealnich a bakterialnich LLHT (zobrazuje vSech 5 000
vstupnich sekvenci; celkovy pohled). Vysledky obou analyz jsou popsany v nasledujicich dvou

kapitolach.

5.8.1 Sekvenéné-podobnostni sit LmbY-homolognich proteinu

Data pro konstrukci SSN byla generovana pomoci on-line nastroje EFI-EST,260
ze ziskanych dat byla sit nasledné vytvofena pomoci Cytoscape 3.5.0. Datovy soubor,
ze kterého analyza vychazi, je k dispozici on-line na DO/ 10.6084/m9.figshare.11417559. Sit
zobrazuje 95% reprezentativni uzly, coz znamena, Ze proteiny sdilejici vice jak 95% sekvencni

identitu jsou zobrazeny jako jeden uzel (Obr. 5.48).
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Obr. 5.48. Sekvenéné-podobnostni sit’ pravdépodobnych oxidoreduktas z LLHT rodiny proteint
zobrazujici 5000 LmbY-nejpodobnéjSich proteinti jako uzly. (A) Barevné uzly (kruh A a B)
predstavuji Apd6 proteiny zapojené do biosyntézy APD prekurzorl vznikajicich z L-tyrosinu nebo
L-leucinu. Sestava sousednich apd genu je znazornéna tvarem uzlu, typ produkovaného metabolitu je
znazornén barvou. Znazornéni kruht A — C je uvedeno pro moznost odkazu na podskupiny protein(
v nasledujicim textu. (B) Struktury znamych/predikovanych Apd6 substratl a produktl (stanoveno
na zakladé analyzy BGS). Tvary geometrickych symboll oznacuji sestavy apd genu, a tim i typ APD
prekurzoru, a koresponduiji s tvary v oddilu A.

u

Apd6 homology jsou majoritné distribuovany mezi Actinobacteria

Podrobnou analyzou SSN bylo zjisténo, ze vétSina Siroce definované skupiny Apd6
homologu (tj. 5000 proteintl) pochazi z Actinobacteria, a to celych 71 % (Obr. 5.49).
Mezi bakteriemi jsou dale hojné zastoupené napfiklad taxonomicky nejbliz§i kmen
Chloroflexi (8 %) ¢i Proteobacteria (5 %).
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Obr. 5.49. Zastoupeni Actinobacteria v SSN 5 000-LmbY nejpodobnéjsich proteintl. Vievo — 71 %
uzlG (Zluté) predstavuji aktinobakterialni proteiny. Vpravo — kromé proteind z Actinobacteria jsou dale
napriklad hojné zastoupeny proteiny z Chloroflexi (8 %) a Proteobacteria (5 %).

SSN jako nastroj pro vyhledavani novych APD-inkorporujicich latek

V recentni studii'® byly pomoci BLASTP?6! analyzovany proteiny kédované v okoli genl
kédujicich charakterizované Apd6 proteiny a jejich homology, na zakladé ¢ehoZz byly odhaleny
desitky predtim necharakterizovanych BGS, které nesou ,apd podshluk® (definovan jako set
nejméné apd1 a apd2 genu). Nékteré z nich kéduji biosyntézu znamych PBD ¢&i jejich novych
analogl (odpovidaji modrym uzldm v Obr. 5.48A). Na druhou stranu, nebyl objeven zadny
BGS kédujici biosyntézu linkomycinu, hormaomycinu, griselimycinu nebo jejich analogt.
Dosud charakterizované APD biosyntetické drahy vychazejici z L-tyrosinu vyuZivaji bud celou
sadu Apd1 — Apd6 proteinu (linkomycin a PBD s 3-C boc¢nim alkylovym fetézcem), pfipadné
sadu péti Apd proteinu: sada bez Apd3 (PBD s 2-C bo¢nim alkylovym fetézcem) &i sadu
bez Apd5 (hormaomycin; kap. 2.5.1). OvSem, nékolik nové charakterizovanych BGS jsou
novinkou v souvislosti se slozenim apd genu. Napfiklad, byla identifikovana sada bez apd3, 5
Ci sada bez apd3,4,5. Lze tedy predpokladat, Ze Apd6 reduktasy zobrazené uzly na Obr. 5.48A
v kruhu A a B budou schopny redukovat i dalSi substraty. Na Obr. 5.48B je zobrazen pfehled
potvrzenych a predikovanych substrat a produktt Apd6 proteina.

Apd6 zapojené do biosyntézy latek inkorporujicich MPL jsou na Obr. 5.48A znazornény
jako fialové uzly. Kromé charakterizovaného Apd6 z griselimycinu (GriH) a znamych Apd6

homologl z biosyntézy malacidin (MIcP) a intervencinu (lvb3), byl v ramci této prace z SSN
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nové identifikovan dalsi Apd6 homolog ucastnici se biosyntézy dosud neznamé
MPL-inkorporujici latky. Tento Apd6 homolog pravdépodobné shodné katalyzuje redukci
endocyklické dvojné vazby 4-methyl-A'-pyrrolin-2-karboxylové kyseliny (odvozeno na zakladé
slozeni BGS této latky — analyzu BGS provedla Mgr. Magdaléna Lenartova) a jeho reakéni
specifita je tudiz analogicka k Apd6 z PBD a hormaomycinu (a ¢aste¢né griselimycinu).

V neposledni fadé, vysledky této analyzy poskytuji namét pro navazné studie
kryptickych BGS (Obr. 5.48A; Apd6 homology, které jsou kédovany v kryptickych BGS, jsou
znazornény oranzovymi uzly), které mohou potencialné rozsSifit svét APD, &i jinych latek

obsahujicich ve své strukture L-prolinovy motiv.

Evoluéni aspekty Apd6 proteint

Napadné rozdéleni Apd6 homologu z biosyntézy APD latek do dvou oddélenych skupin
— A a B (Obr. 5.48A), které jsou zaroven napojeny na skupinu C, nas nuti pfemyslet
o evolu¢nich udalostech uvnitf LLHT.

Separace uzll asociovanych s APD biosyntézou do dvou oddélenych skupin ukazuje
na jejich nezavislou evoluci a to pravdépodobné, pravé diky shodnému napojeni na skupinu
C, ze spole¢ného predka. Na nezavisly evoluéni vyvoj ukazuje i fakt, Ze zatimco obé skupiny
(A i B) jsou asociovany s MPL metabolity (fialové uzly), jen jeden z téchto shluku je dale
asociovan pouze s PBD a linkomycinem (skupina A), zatimco druhy s hormaomycinem
(skupina B).

Lze uvazovat, ze spoleCnymi pfedky mohou byt proteiny znazornéné uzly ve zminéné
skupiné C. Analyzou genového kontextu bylo zjisténo, ze nékteré uzly v této skupiné jsou
asociovany s LLHT proteiny kédovanymi mimo BGS. Napfiklad, zluté uzly ve skupiné C
na Obr. 5.48A zobrazuji LLHT koédované v genomu producenta linkomycinu S. lincolnensis,
producenta limazepinu S. sp. ICBB 1877 a producenta hormaomycinu S. griseoflavus.
Na zakladé specifického ohledani okoli gent kddujicich tyto proteiny Ize s uréitou mirou jistoty
predpokladat, Ze jsou tyto proteiny asociovany spiSe s centralnim, nez specializovanym

metabolismem.

5.8.2 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza Apd6 proteinl ukazuje vysledek analogicky vystupu SSN, pouze
v detailu. Jako kofen fylogenetického stromu (Obr. 5.50) byl zvolen protein z genomu
S. lincolnensis (ANS66434.1), ktery byl jiz zminén vySe a u kterého pfedpokladame zapojeni
v centralnim metabolismu.

Stejné jako v SSN, i zde mizeme pozorovat napadny rozpad na dvé skupiny protein,

analogicky jako v SSN oznacenych barevné (Cerveny rameéek — v SSN skupina A; modry
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rameCek — v SSN skupina B). Na rozdil od SSN Ize ve fylogenetickém stromu detailné
pozorovat klastrovani dle podobnosti struktur vyslednych metabolitl, jejichz biosyntézy se
Apd6 0castni (typ produkovaného metabolitu je uveden cislem uvnitf znacky).
Asi nejmarkantné;jsi klastrovani je pozorovatelné u homologu z biosyntézy PBD — Ize rozlisit
PBD limazepinového, sibiromycinového, tomaymycinového, anthramycinového
i porothramycinového typu. Analogicky jako v SSN, z vétveni je patrné, ze obé skupiny (A a
B) vznikly nezavisle, ale z téze skupiny proteinovych pfedchddcl. Vzhledem k tomu, ze GriH
je dosud nejbliz§im identifikovanym homologem LmbY a pfesto ma jen ¢asteCnou funkéni
shodu (schopny jak jedno- tak dvojnasobné redukce), zda se, Zze neobvykla schopnost
katalyzovat vyluéné dvojnasobnou redukci déla z LmbY protein unikatni nejen mezi proteiny

charakterizovanymi v této praci, ale také mezi vS8emi LLHT z GenBank databaze.

- LEGENDA K OBRAZKU ZOBRAZENEHO NA NASLEDUJICI STRANE -

Obr. 5.50. Zakorfenény fylogeneticky strom Apd6é proteinii. Jednotlivé proteiny jsou
ve fylogenetickém stromu znazornény pfistupovym GenBank kédem (accession number) a
produkujicim kmenem. Déle je znézornén i typ produkované latky (odvozeno z Obr. 5.48). Cervené
Sipky oznaduji Apd6 charakterizované v této praci. ,Boostrapové” hodnoty (hodnota oznacuje procento,
v kolika pfipadech z celkové poctu opakovani by dané vétveni bylo znazornéno stejnym zpUsobem)
jsou uvedeny nad uzly vétvi, pocet replikatld byl nastaven na 500.
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6 DISKUZE

Hypotéza a nékolik nepfimych dukazi o funkci LmbY v alkylprolinové draze
linkomycinu existovaly jiz pomérné dlouhou dobu.206.207.218.262 Nicméné, i pres tyto stabilni
zaklady, na kterych bylo mozné dale stavét, pfimy biochemicky prikaz enzymové aktivity
a zafazeni LmbY do navrhovaného stupné biosyntézy nebyly nikdy dolozZeny.

S narlistem poctu sekvenacnich projektd, a tim se vzrustajicim poctem sekvenci
ve verejnych genovych databazich, byly rizné variace alkylprolinové/methylprolinové drahy
postupné predikovany i v biosyntéze nékolika dalSich SM. Funkce Apd6 homolognich proteint
je vsouCasné dobé prfedpokladana minimalné v biosyntéze péti PBD, jmenovité
anthramycinu,'?® porothramycinu,'?” limazepinu,'?® tomaymycinu'3' a sibiromycinu,'3° dale pak
v biosyntéze hormaomycinu,?°? griselimycinu?®?® a také nové objevenych malacidini?3®
a linkosamidu intervencinu.®” Ve vSech pfipadech se jedna o aktinobakterialni metabolity
s vyznamnou biologickou aktivitou, a tim padem o latky potencialné zajimavé nejen
pro farmaceuticky vyzkum.

Nativni substraty Apd6é homologl maji spole¢ny zaklad — prolinovy kruh, ktery je dale
razné modifikovan (Obr. 6.1A). V zasadé se substraty Apdé homolog liSi v saturaci a poloze
dvojnych vazeb a/nebo délce boc¢niho alkylového fetézce. Nepfima indicie o rozdilné reakéni
specifitt Apdé homologu byla prezentovana relativné nedavno.?%¢ Aby z 5a/5b vznikl plné
nasyceny 6a/6b, musi linkomycinovy Apd6 katalyzovat dvé nasledné redukce, coz je velmi
neobvyklé. Naopak, pro homologni Apd6 z biosyntézy PBD je zcela evidentni, Ze k tomu, aby
vznikl mononenasyceny 7a/7b, redukovana musi byt jen jedna z dvojnych vazeb stejného
substratu. V ramci této prace se podaifilo in vitro objasnit reakéni specifitu Sesti Apdé homologu

v reakci s identickym substratem, latkou 5a (Obr. 6.1B).
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Obr. 6.1. Souhrnny piehled chemickych struktur (A) predpokladanych nativnich substrati Apdé
homologli a jejich reakénich produkti a (B) schématické znazornéni in vitro reakci
katalyzovanych Apd6 homology — reakce byly provedeny za uelem stanoveni reakéni specifity Apd6
(HrmD, Por15, SibT, Lim12, LmbY, GriH), proto byla jako substrat pouZita vyhradné latka 5a, ktera je
pfirozenym substratem jen pro Por15, SibT a LmbY.

Dostupnost F 42 je limitujicim faktorem pro studium 5-deazaflavin-zavislych enzymu

Existuji zfejmé dva hlavni dlivody, pro€ funkce Apd6 proteinl nebyla Uspésné vyieSena
jiz davno. Prvni z nich jsou komplikace pfi pfipravé rekombinantnich proteini (diskutovano
v nasleduijici kapitole), druhym je nedostupnost kofaktoru Fazo pro in vitro testovani proteind.

VétSina laboratofi se pokousi o produkci a purifikaci F2o z riiznych, vétSinou pomalu
rostoucich  Fapo-syntetizujicich mikroorganisma, véetné Archaea (Methanobacterium,
Methanococcus, Methanosacrina) a Actinobacteria (Actinomadura, Actinoplanes,
Streptomyces, Nocardia, Mycobacteria), s riznymi vytézky (Tab. 6.1).2%2 P¥i analyze
F420-produkujicich mikroorganism( se jako nejlep$i producent ukazal M. smegmatis —
mikrobialni druh, ktery v porovnani s methanogeny snadno a rychle roste, je nepatogenni a
naklady na kultivaci jsou relativné nizké.?%? Od tohoto poznatku se odrazeji nékteré dalsi
Uspésné prace zaméfujici se na in vivo produkci F420. Napfiklad, v roce 2010 byla publikovana
prace o produkci Fa2 v geneticky modifikované M. smegmatis. Bylo ukazano, Ze ko-expresi

tfi Faz0-biosyntetickych genl z M. tuberculosis v produkénim organismu M. smegmatis a
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optimalizaci kultivaénich podminek je mozné ziskat az 10x vice Fax v porovnani s typovym
kmenem.2>!

Uplnou novinkou je pak produkce Fax V E. coli. Revizi F4x-biosyntetické drahy
u Bacteria bylo vr. 2019 nové prokazano, ze substratem zucCastnéného enzymu FbiD,
formujiciho jeden z esencialnich prekurzor(i pro biosyntézu Fazo, je fosfoenolpyruvat (PEP)
a ne do té doby predpokladany 2-fosfo-L-laktat (2-PL; Obr. 6.2).64 Toto zjiSténi pfineslo zasadni
zlom, nebot’ na rozdil od 2-PL je PEP v E. coli hojné zastoupenym intermediatem glykolyzy
a glukoneogeneze a tedy je volné pfistupny dalSim transformacim. Z biosyntetického hlediska
tedy v genové vybavé E. coli teoreticky chybi k produkci Faxo uZ jen Ctyfi Fazo-biosyntetické
geny — biA, iB, iC, fbiD. Ve stejné studii bylo ukazano, ze skute¢né expresi téchto gend,
které jsou do E. coli vneseny na plazmidu, je mozné z E. coli ziskat srovnatelné mnozstvi F 420,
jako z Fago-pfirozené produkujicich kmenu.

Pro uplnost, v literatufe existuji i prace zaméfujici se na chemickou syntézu
5-deazaflavin(i,?%4 recentni studie dokonce ukazuje i moznost pfipravy a vyuziti nepfirozeného
5-deazaflavinu, Fo-5'-fosfatu, chemo-enzymatickou cestou.?®®> Postupem Ize z kultivacniho
média ziskat az slibnych 50 uM - I,

ZlepSeni metod preparativni produkce Fix vedouci k vétSim vytézkim s menSimi
ekonomickymi naklady je vice nez Zzadouci, nebot Fas20/Fa20H2-zavislé enzymy predstavuji
cenny, avSak dosud nepfili$ vyuzivany nastroj biotechnologického priimyslu (kap. 6.6.2).266.267
Uz ted je ale zfejmé, Ze soucasny stav poznani otevira dvefe pro mnohem rozsahlejsi studium

F 420/F 420H2-zavislych enzym, nez tomu bylo doposud.

Tab. 6.1. Pfiklady publikovanych F420-produkénich systému.
Vytézek Fa20

Zdroj [UM - g bunééné Ruastové podminky

biomasy]
Methanobacterium 1702 Rust ve fermentoru za anaerobnich
thermoautotrophicum?>? ’ podminek, komplexni médium
Streptomyces coelicolor?? 0,04 2 Rust ve fermentoru, komplexni médium
Rhodococcus rhodochrous?? 0,112 Rust ve fermentoru, komplexni médium
Mycobacterium smegmatis®>? 0,302 Rust ve fermentoru, komplexni médium
Mycobacterium smegmatis®>' — 300 Rast ve 37°C ve trepacce, komplexni
nadprodukce F 420 biosyntetickych genu ’ médium
Escherichia col®* — nadprodukce 030°¢ Rust ve 30°C ve tfrepacce, minimalni
F 420 biosyntetickych gent ’ meédium

2 koncentrace odhadnuta z absorbance pfi 400 nm, uZity extinkéni koeficient: 25,7 mM-" - cm™

b koncentrace v publikaci pfimo neuvedena, pouze zminéno, ze produkce je 10x vy33i nez u divokého
kmene M. smegmatis

¢koncentrace odhadnuta z absorbance pfi 420 nm, uZity extinkéni koeficient: 41,4 mM-" - cm™
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Obr. 6.2. Detail reakce katalyzované proteinem FbiD v biosyntéze kofaktoru Fazo (stejnou reakci
v Archaea katalyzuje homolog CofC). (A) Dle revidované verze je substratem reakce v bufice bézné
dostupny fosfoenolpyruvat a jeho specializovana syntéza tedy neni tfeba. (B) Pdavodni verze jako
substrat pfedpokladala 2-fosfo-L-laktat. Nové poznatky oteviraji dvefe k produkci F420 v E. coli (pFevzato
a upraveno®).

6.1 Zhodnoceni nadprodukce, purifikace a charakterizace Apd6 proteinu

6.1.1 Obtiznost nadprodukce Apd6 ziejmé odrazi nepritomnost F42 v E. coli

Druhy davod, pro€ funkce Apd6 proteinli nebyla uspésné vyreSena jiz dfive, ma zcela
jisté souvislost s produkci a purifikaci rozpustnych rekombinantnich proteint. Obecné bylo
pozorovano, Ze pfi nadprodukci Apd6 dochazi k jejich znané precipitaci ve formé
nerozpustnych télisek, coz svéd¢i o problémech se skladanim do nativni konformace.
Skladani proteinu mlze ovliviiovat fada faktor(.

Pokud se zamé&fime na proteiny na aminokyselinové urovni, problémy se skladanim
muze zpUsobovat His-kotva, se kterou byly Apd6 produkovany. Vzhledem k velikosti His-kotvy
(~2,5 kDa) se predpoklada, ze by neméla vyznamné interferovat s funkci &i strukturnim
usporadanim vétsiny proteinu.2¢® Nicméné, v literatuie Ize dohledat poznatky, Ze tomu nemusi
vzdy tak byt. Napfiklad ve studii Mohanty a Wiener (2003) byl demonstrovan vliv nejen pozice,
ale i délky His-kotvy na expresi a purifikaci membranového proteinu AgpZ z E. coli, tvoficiho
vodni kanal.?%® Zajimavé je, ze pravé délka kotvy méla na proteiny v této studii vyznamnéjsi

vliv, nez jeji pozice. His-kotva také muze interferovat s funkci proteinu, jak bylo napfiklad
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ukazano u chlorkatechol-1,2-dioxygenas z Pseudomonas putida.?’® Funkce proteinu,
ze kterého byla N-His-kotva proteolyticky odstépena, vykazoval 5% vySS8i aktivitu, nez stejny
protein, ze kterého kotva od$tépena nebyla. V této praci bylo napfiklad pozorovano, ze LmbY
s N-His-kotvou (obsahujici 6x histidin), ktery se v pfedchozich studiich pokouSela pfipravit
Mgr. Petra Jiraskova, byl zcela nerozpustny (nepublikovana data). Konstrukt vytvofeny v ramci
této prace byl navrzen tak, aby byla His-kotva pfipojena na C-konci produkovaného proteinu
(8% histidin). Ve vysledku se touto malou zménou podafilo ziskat frakci rozpustného LmbY.
Evidentné spiSe nez délka kotvy hraje v rozpustnosti LmbY vétsi roli jeji pozice. Nelze vSak
unifikovat tvrzeni, ze C-kotva u Apd6 proteind poskytuje rozpustné proteiny a zaroven
s N-kotvou se produkuji pouze nerozpustné proteiny, nebot se podafilo nékteré
Apd6 homology produkovat rozpustné pravé s N-kotvou (SibT, Lim12).

Na produkci proteini ma pravdépodobné mnohem vétsi vliv soucet faktort prostredi,
tedy vnitfniho prostfedi hostitele a vnéjsi kultivaéni podminky, nez samotna His-kotva.
F 420/F 420H2-zavislé enzymy, které dosud byly studovany na urovni rekombinantnich proteina,
byly vétSinou produkovany v hostiteli, ktery syntézu Fax koduje, pfiemz autofi praci
se o pfipadnych problémech s nadprodukci nezminuji.’”?" V této praci byly ovSem
k heterolognim produkcim pouzity dva kmeny E. coli, které ve svém genomu geny pro syntézu
Fs20 nenesou. Pravé nepfitomnost Fso b&hem exprese a predevSim skladani proteind
do nativni konformace muze vysvétlovat nepfiznivy produkéni pomér frakci Apd6 proteinu
(rozpustnych vs. nerozpustnych). Proteinova biogeneze je totiz Uzce spjata s masinérii
kontrolou kvality proteinu, ktera zahrnuje molekularni chaperony a cytosolické a vakuolarni
degradacéni systémy.?’? Ty rozpoznavaji a oznacduji pro degradaci nejen mutantni proteiny, ale
i Spatné slozené proteiny bez vazaného kofaktoru.?”3

Testovana byla produkce LmbY v kmeni E. coli BL21 (DE3) a dale ve stejném kmeni
E. coli nesouci navic plazmid kédujici chaperoninovy systém GroEL-GroES (pGroESL).
Chaperonin GroEL interaguje nejméné s 250 odliSnymi cytosolickymi proteiny, kdy vétSina
z nich ve své terciarni struktufe obsahuje motiv typu TIM-barel.?”* TIM-barelovy motiv je
pro LLHT rodinu protein(, tedy pravdépodobné i pro Apd6é homology, charakteristicky.”577:90
Bylo zjisténo, zZe ko-exprese groEL-groES s ImbY je pro produkci rozpustného LmbY
esencialni. V kmeni E. coli bez tohoto plazmidu nebyl pfi zachovani stejného protokolu
exprese v rozpustné frakci detekovan zadny LmbY. Pozitivni vliv chaperonini na produkci
rozpustnych proteinu je vSeobecné znamy. Konkrétnim pfikladem, kdy chaperoniny vyznamné
zlepSovaly rozpustnost, je napfiklad nadprodukce regulaéniho proteinu E. coli dilezitého
pro homeostazu Zeleza.?”® DullezZitost ulohy chaperonint pro nativni konformaci Apd6 proteint
ukazuji i vysledky SDS analyz purifikovanych proteinu. | pfes optimalizaci podminek afinitni

chromatografické purifikace (rdzné koncentrace imidazolu v promyvacim pufru) nebylo mozné
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v jednokrokové purifikaci ziskat homogenni vzorek obsahujici pouze purifikovany Apd6 protein
bez pfimési chaperonind.

Dale byl testovan vliv post-indukéni kultivani teploty na expresi ImbY. Testovana byla
standardni rlstova teplota E. coli — 37°C, teplota optimalni pro rUst zastupcd rodu
Streptomyces — 28°C a dale teplota 17°C, standardné pouzivana teplota pro expresi
rekombinantnich proteind. Nejlepsi produkce bylo dosazeno v 17°C, coz opét koresponduje
a tedy rdst kultury, coz ve vysledku dava proteinim delSi ¢as pro usporadani se do spravné

konformace.

6.1.2 Vylouceni vazby kofaktoru v purifikovanych proteinech, €i jinych proteinovych

modifikaci, pred in vitro testy

Podrobna MS analyza vyloucila interakce s kofaktory, ionty kovu &i jakékoliv modifikace
v sekvenci proteina, které by mohly plnit funkci kofaktoru.?5” V sekvenci FGD byl determinovan
chybéjici N-koncovy methionin a dale Caste¢na acetylace a glukonoylace N-konce. V obou
pfipadech se jedna o bézné post-translaéni modifikace. Glukonoylace mlze nastat, pokud se
v bunce, kde je rekombinantni protein exprimovan, hromadi intermediat pentosa-fosfatové
drahy - 6-fosfoglukonolaktonat (tedy produkt vznikajici pfimo aktivitou FGD).276
Pfi nadprodukci FGD, ktery teoreticky muze v oxidaéné-redukéni reakci do urcité miry vyuzivat
i strukturné podobné flavinové kofaktory, muze v E. coli tedy dochazet k hromadéni
6-fosfoglukonolaktonatu. Nicméné, i kdyz tato modifikace muze nepfiznivé ovlivnit kvalitu
produkovanych proteinu,?’72’® v souladu s vysledky in vitro test( je zifejmé, Ze uvedené
modifikace nemély celkové na funkci FGD zZadny pozorovatelny vliv.

Naopak, co bylo pozorovano, na enzymovou aktivitu FGD ma vliv pH reakce. To ovdem
bylo demonstrovano jiz v ramci dfivéjSich studii.>® Co bylo nové pozorovano v této praci je,
z2e FGD v pH 7,5 a vy$8im, coz je mimo optimum pH 7,0,%27® mize jednonasobné redukovat
substrat Apd6 proteinu, latku 5a. Toto zjisténi bylo velmi pfekvapuijici a ve skute¢nosti bylo
hlavnim ddvodem, pro¢ bylo nutné provést tak rozsahlou charakterizaci Apd6 proteint a
vyloucit vSechny moznosti, jak by k redukci 5a bez Apd6 mohlo dochazet. Po zjisténi, ze FGD
redukuje jednonasobné 5a, byla v reakcich jako reduktasa Fa také testovana Fazo-zavisla
NADP reduktasa (Fno) z Methanothermobacter marburgensis (Fno pochazela z komerénich
zdroja). Z téchto reakci se ale nepodafilo ziskat jednoznaéné vysledky uréujici aktivitu Apd6
proteind, nebot enzym Fno ziejmé nebyl v reakci dostatecné aktivni.

Je mozné, ze FGD je schopny vazat a ve vysledku i redukovat 5a, ktery je ve srovnani
s glukosou-6-fosfat mensim substratem. Analogickym pfikladem mohou byt napfiklad
reduktasy z FDOR rodiny proteind, jejichz aktivni misto je relativné prostorné a dovoluji

pfijmout chemicky riznorodé substraty.?8° Najit reakéni podminky takové, aby FGD plnil pouze
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funkci reduktasy Faz0, ale zaroven, Apd6 proteiny zUstaly aktivni, bylo pro stanoveni aktivity
Apd6 esencialni. Tyto podminky se podafilo nalézt, bylo zjisténo, Zze v pH 6,5 — 7,0 jsou Apd6

enzymaticky aktivni, pfi¢emz protein FGD uZz neni v tomto pH latku 5a schopny redukovat.

6.2 Katalyticky mechanismus hydridovych reduktas v pfirodé vs. Apd6

proteiny

Apd6 proteiny katalyzuji redukci dvojné C=N vazby iminu 5, ktera je v konjugaci
s exocyklickou dvojnou vazbou (Apd6 katalyzujici jednonasobnou redukci) ¢i C=C vazbu
bo¢niho alkylové fetézce latky 5, ktera je v konjugaci s endocyklickou vazbou (vznika latka 12)
nasledovanou redukci C=N iminové vazby latky 12, ktera jiZ neni v konjugaci (Apd6 proteiny
katalyzujici dvojnasobnou redukci). Redukce endocyklickych C=N i exocyklickych C=C
dvojnych vazeb jsou obecné znamy a popsany v biosyntézach mnoha latek. Nasledujici
kapitoly se zaméruji na popis reakci katalyzovanych hydridovymi reduktasami z pfirody, jejichz
substraty nesou podobné strukturni znaky, jako nese latka 5 a 12. Respektive, reduktasy se
substraty obsahujici endocyklické iminové dvojné vazby, konjugované dvojné vazby ¢€i dvojné
vazby v bo¢nim alkylovém fetézci. Na zavér jsou znamé mechanismy nékterych téchto

reduktas porovnany s mechanismem Apd6 reduktas navrzenym v ramci této prace.

6.2.1 Asymetricka redukce imint

Iminova vazba je v pfirodnich latkach hojné zastoupena, prestoze redukce C=N vazby
lehce hydrolyzuje. Iminové reduktasy zprostfedkovavajici asymetrickou redukci cyklickych
prochiralnich iminG (IRED) jsou zapojené do biosyntetickych drah zakladniho
i specializovaného metabolismu - od biosyntézy derivat(l folatu, siderofory az po antibiotika
(Obr. 6.3). Iminové meziprodukty téchto drah jsou strukturné velmi riznorodé a tedy i IRED,

které katalyzuiji jejich redukci, jsou ¢asto sekvenéné i funkéné rozdilné.
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Obr. 6.3. Reakce katalyzované IRED zapojenymi do riznych biosyntetickych drah — redukované
iminové vazby jsou ve strukturach zvyraznény Cervené. (A) DHFR z biosyntézy folatu, (B) DpkA
z biosyntézy pipekolatu, (C) PchG a Irp3 z biosyntézy sideroford (PchF - modul NRPS, ke kterému je
substrat kovalentné vazan), (D) DRR z biosyntézy retikulinu, (E) Mer a (F) Mtd — oba shodné
z methanogeneze (pfevzato a upraveno’®-281-286),

6.2.1.1 NADPH-zavislé iminové reduktasy

Dihydrofolat reduktasa (DHFR). DHFR predstavuje jednu z nejvice studovanych
biosyntetickych IRED. DHFR v E. coli a jeji funkéni homology v eukaryotickém systému
katalyzuji v biosyntéze folatu NADPH-zavislou enantioselektivni konverzi 7,8-dihydrofolatu
na amin 5,6,7,8-tetrahydrofolat (THF; Obr. 6.3A).2" Produkt této reakce je vyzadovan
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pro de novo syntézu purind, thymidylové kyseliny a jinych aminokyselin. Kromé konverze
7,8-dihydrofolatu na THF je také DHFR schopna redukovat folat az na THF. Nicméné, tato
reakce primarné probiha u obratlovcl, kde je specifita DHFR pro folat mnohem vySsi.
Konverze folatu na THF u E. coli (zejména druhy redukéni krok) probiha s vyrazné nizsi
efektivitou.?®” Mechanismus, jakym je folat redukovan az na THF, nebyl dosud bliZze objasnén.

Piperedin/pyrrolin-karboxylat reduktasa. V Pseudomonas je D-lysin katabolizovan
sérii transformacénich krokG zahrnujicich Sesti-uhlikovy cyklicky intermediat v ramci
pipekolatové drahy. V této draze NADPH-zavisla oxidoreduktasa DpkA redukuje cyklické iminy
A'-piperidin-2-karboxylovou kyselinu, resp. A'-pyrrolin-2-karboxylovou kyselinu
na odpovidajici aminokyseliny L-pipekolat a L-prolin (Obr. 6.3B).282

Thiazolinylové reduktasy. PchG z Pseudomonas aeruginosa a jeho homolog Irp3
z Yersinia enterocolitica katalyzuji v pfitomnosti NADPH redukci thiazolinového kruhu
intermediatli v biosyntéze siderofort pyochelinu a yersiniabaktinu (Obr. 6.3C).283.284

Dihydroretikulin reduktasa (DRR). V biosyntéze morfinu byla NADPH-zavisla
redukce iminu pozorovana pfi konverzi (S)-retikulinu na (R)-retikulin, pfiéemz meziproduktem

reakce je 1,2-dehydroretikulin, ktery je redukovan dehydroretikulin reduktasou (Obr. 6.3D).25

6.2.1.2 F4Hz-zavislé iminové reduktasy

Tetrahydromethanopterin (HsMPT) dehydrogensa (Mtd) a reduktasa (Mer).
H4MPT slouzi v methanogennich drahach jako nosi¢ jednouhlikovych jednotek, pfi¢emz tyto
jednotky mohou byt k HsMPT konjugovany v rliznych oxidacnich stavech, v¢etné formylu,
methylu, atd.?®8 Mtd v zakladnim metabolismu Archaea katalyzuje v pfitomnosti FaxoH>
reverzibilni hydridovy transfer mezi methenyl-HsMPT a methylen-HsMPT (Obr. 6.3E).2%
Methylen-H4sMPT je v draze dale reverzibilné v pfitomnosti F420H2 redukovan pomoci Mer na
methyl-HsMPT (Obr. 6.3F).”

F420H2-zavisla oxidoreduktasa TpnL, katalyzujici redukci v biosyntéze thiostreptonu

Aa, byla jiz pospana v ramci kap 2.1.4.1.

6.2.2 Reduktasy izolovanych/konjugovanych C=C vazeb

V pfirodé Ize nalézt Siroké spektrum hydridovych reduktas katalyzujicich redukci
izolovanych ¢&i konjugovanych C=C vazeb. Biokatalytické C=C redukce maji ohromny vyznam
v biosyntéze esencialni slozek eukaryotickych bunék jako napfiklad sterolu, ergosterolu,
¢i v redukci 2-substituovanych alkoholll pomoci enzym( pochazejicich z rlznych druhu
Candida (shrnuto v Huang et al. 2014).22°
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Obr. 6.4. Reakce katalyzované C=C reduktasami zapojenymi do riiznych biosyntetickych drah —
redukované C=C vazby jsou ve strukturach zvyraznény Cervené. (A) DHCR7 z biosyntézy cholesterolu,
(B) EGR4 z biosyntézy ergosterolu, (C) 4VCR z biosyntézy chlorofylu a (D) BVR z biosyntézy bilirubinu
(pFevzato a upraveno?’1289),

bilirubin-IXa

HO

6.2.2.1 NADPH-zavislé reduktasy

Sterolové reduktasy. Cholesterol je esencialni lipid vSech savcich bunék a je hlavni
lipidovou komponentou bunéfnych membran. Ergosterol, prekurzor vitaminu D2, je
ekonomicky dulezity k produkci l€Civ na bazi sterolu (pf. progesteron). V biosyntéze obou latek
se uplatiuji C=C reduktasy. 7-Dehydrocholesterol reduktasa (DHCRY7) redukuje za pfitomnosti
NADPH dvojnou vazbu 7-dehydrocholestorolu na vysledny cholesterol (Obr. 6.4A).2°° Sterol
C-24(28)reduktasa (EGR4) vystupuje v biosyntéze ergosterolu, kde v pfitomnosti NADPH
redukuje ergosta-5,7,22,24-tetraene-33-ol na ergosterol (Obr. 6.4B).2°

Reduktasy v biosyntéze chlorofylu. Divinyl chlorofylid a 8-vinyl reduktasa (4VCR)
konvertuje v pfitomnosti NADPH divinyl chlorofylid a na chlorofylid a (Obr. 6.4C).2%2

6.2.2.2 F40Hs-zavislé reduktasy

Biliverdin reduktasa (BVR). Biliverdin je pfirozené se vyskytujici linearni tetrapyrol,

produkovany oxidativni degradaci hemu. U savcu je biliverdin redukovan na bilirubin BVR
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vyuzivajici NADH & NADPH.?®3 U Mycobacteria byla identifikovana reduktasa katalyzujici

analogickou reakci, jako donor elektron( je v§ak vyuzivan FaxH2 (Obr. 6.4D).2"

6.2.3 Strukturni zaklad a katalyticky mechanismus vybranych NADPH- a Fa2oH>-

zavislych reduktas
6.2.3.1 Strukturni zaklad a katalyticky mechanismus NADPH-zavislych IRED

Prvni strukturné charakterizovanou IRED je protein Q1EQEQO ze Streptomyces
kanamyceticus (PDB ID 3Z4B), ktery katalyzuje redukci syntetického iminového substratu
2-methylpyrrolinu (Obr. 6.5A).2% Jedna se o dimerni protein s konzervovanym IRED motivem
charakteristickym pro NADPH-z4avislé IRED. N-terminalni oblasti kazdého monomeru obsahuji
Rossmanovu doménu pro vazbu NADP(H) a jsou zaroven ve spojeni s C-terminalni helikalni
smycCkou. Aktivni misto je formovano mezi podjednotkami, pfiéemz NADP(H) je vazano
na rozhrani dimeru. Sekundarni i kvartérni struktury jsou velmi flexibilni a po vazbé ligandu
dochazi k dynamickym zménam ve struktufe. Mechanismus IRED Q1EQEO zahrnuje
protonaci iminového substratu zbytky v aktivnim misté (D). Protonovany substrat (iminiovy ion)
je nasledné atakovan hydridem z NADPH (Obr. 6.5A).

Je zajimavé, ze pro jiné NADPH-zavislé IRED jsou pfedpokladany odlisné mechanismy
redukce, napfiklad liSici se pofadim protonace a pfenosu hydridu. Konkrétné, pfedpokladany
mechanismus thiazolinylovych iminovych reduktas (Irp3, PchG) zahrnuje nejprve hydridovy
transfer, ktery je az poté nasledovan protonaci substratu (protonaénimi zbytky u Isp3 jsou H
a Y).28 V mechanismu DHFR nejsou aminokyselinové zbytky pro protonaci vyuZzity, nebot
v reakci katalyzované DHFR je 7,8-dihydrofolat protonovan molekulou vody, ktera je
vodikovymi mistky vazana ke konzervovanému D (D27 v M. tuberculosis) a k O-4 substratu
(Obr. 6.5B). K protonaci substratu v pozici N-5 dochazi ve vazebné kapse enzymu, kde je
substrat vhodnou orientaci vystaven rozpoustédlu. Teprve poté dochazi k hydridovému ataku

a redukci.281.295
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Obr. 6.5. Dva rizné mechanismy reakci katalyzované IRED. (A) Mechanismus redukce katalyzované
proteinem Q1EQEQ. Katalyticky aktivni D zbytek (Asp187) v aktivnim misté& nejprve protonuje iminovy
substrat, ktery je nasledné& atakovan hydridem z NADPH. (B) Mechanismus redukce katalyzované
DHFR z M. tuberculosis (Mt-DHFR). Nejprve prob&hne rychla protonace iminového substratu molekulou
H20, pak nastava hydridovy transfer z NADPH (pfevzato a upraveno?®!:2%4),

6.2.3.2 Strukturni zaklad a mechanismus pfFenosu hydridu pomoci Fs20Hz-zavislé Mtd

Mtd z Methanopyrus kandleri je hexamerni protein (obsahujici dvé trimerni

podjednotky), jehoz mechanismus redukce je velmi podobny DHFR. Produkty obou enzymu
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(THF a H4MPT) jsou si strukturné sice velmi podobné, enzymy pfesto nesdileji Zadnou
sekvenéni podobnost. To ukazuje na nezavisly vyvoj funkce, zfejmé& jde o konvergentni
evoluéni proces.??

Pfenos hydridu (Obr. 6.6) se v reakci katalyzované Mtd uskutec¢riuje ve specificky
tvarovaném aktivnim misté, do kterého se nejdfive vaze substrat (methylen-HsMPT), az poté
vstupuje FaoH2. Je zajimavé, ze vazba substratu a kofaktoru neindukuje zadné konformacni
zmény proteinu (na rozdil od IRED). Hlavni ulohou polypeptidového fetézce je formace
aktivniho mista tak, aby byla zajisténa optimalni geometricka pozice pro pfenos hydridu. Na
této formaci se podili mnoho zbytkd. Dulezity je pfedevsim konzervovany D122, ktery vaze
substrat skrze molekulu rozpoustédla (jde o analogické interakce, jako se uplatiuji u DHFR).
Mechanismem pfenosu hydridu je vytvofeni ternarniho komplexu (hydridovy donor a akceptor
jsou v kontaktu prostfednictvim van der Waalsovych interakci). Methylen-H:MPT a
deazaisoalloxazinovy kruh jsou orientovany tak, ze R-strana H4sMPT je natoCena k S-strané
Fa20H2, pfenos hydridu je stereospecificky — hydrid (z FaxoH2) v pozici proS je reverzibilné
prenesen do proR pozice methenyl-H4AMPT*. Polypeptidovy fetézec mlze aktivné zvySovat

katalytickou efektivitu stlaovanim atomu, mezi kterymi hydridovy pfenos probiha.

Obr. 6.6. Mechanismus pfenosu hydridu v redukci katalyzované Mtd. Iminovy substrat je nejprve
protonovan molekulou vody interagujici s D zbytkem (mechanismus je analogicky protonaci pfi redukci
katalyzované DHFR a neni proto ve schématu zobrazen), nasleduje hydridovy atak z F420H2 (pfevzato
a upraveno?%).
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6.2.3.3 Strukturni zaklad a mechanismus prenosu hydridu pomoci Fs20H2-zdvislé BVR

Biliverdin reduktasa Rv2074 z M. tuberculosis je tetramerni protein uspofadany jako
dvé homodimerni podjednotky, pficemz aktivni misto se podobné jako u IRED nachazi
na jejich rozhranni.?’’

Po vazbé Fi nedochazi k vétS§im konformaénim zménam, kromé zbytkud, které
s kofaktorem pFimo interaguiji. Ribityl-fosfolaktylova €ast F 420 je zanofena hloubéji do proteinu,
zatimco glutamatovy fetézec je relativné mobilni. Substrat je naskladan
nad deazaisoalloxazinem kofaktoru, pficemz kruhy pfiléhajici k C-10 redukované dvojné
vazbé jsou v porovnani s krajnimi dvéma kruhy pevné ukotvené. Substrat v aktivnim misté
interaguje zejména s R zbytky. | zde katalyticky mechanismus zahrnuje dva kroky. Iniciacni
protonaci pyrrolového dusiku pfiléhajiciho k C-10, donorem je hydroxoniovy ion, ktery

interaguje s konzervovanymi R zbytky. Nasleduje pfenos hydridu z kofaktoru (Obr. 6.7).

__________________________________________________________________________________________________
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Arg109/112/\/\ﬁ SN

Rv2074

Arg109/112/\/\H N

o . B . . .

Obr. 6.7. Mechanismus redukce katalyzované biliverdin reduktasou Rv2074. Iminovy substrat je
nejprve protonovan, pficemz donorem je molekula H20, nasleduje hydridovy atak z F420H2 (pfevzato
a upraveno?’").
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6.2.4 Mechanismus Apd6 reduktas v porovnani se znamymi redukénimi mechanismy

Z popsanych mechanismul reduktas z pfirody, katalyzujicich redukci dvojnych vazeb
prostfednictvim pfenosu hydridu, Ize nepfimo &aste¢né validovat navrzeny mechanismus
redukce katalyzované Apd6 proteiny.

Redukce endocyklické iminové dvojné vazby. Bez ohledu na poradi protonace
a hydridového ataku, redukce iminové vazby substrati u popsanych IRED (Q1EQEO, DHFR,
Mtd) probiha analogicky. Vzdy dochazi k protonaci dusiku C=N iminové vazby, pfi¢emz
hydridem je atakovan pfislusny C atom. Stejny mechanismus byl navrzen pro Apd6 proteiny
katalyzujici jednonasobnou redukci (latka 5 — latka 7) i pro Apd6 proteiny katalyzujici
dvojnasobnou redukci (u téchto Apd6 se jedna o druhy krok redukce, latka 12 — latka 6).
To, Ze je iminova dvojna vazba v pripadé latky 5 v konjugaci, zfejmé mechanismus redukce
neovlivni. Podobné&, iminovou vazbu v konjugaci ma napfiklad také substrat DHFR
(7,8-didehydrofolat), presto je mechanismus stejny jako u Q1EQEO, jehoz substrat ma
izolovanou iminovou dvojnou vazbu (Obr. 6.5).

Pro navrzeny mechanismus redukce exocyklické C=C vazby latky 5, ktera je navic
v konjugaci s endocyklickou C=N vazbou, neni v literatufe jednoduché najit podplrné dikazy.
Podobna vazba je sice pfitomna v substratu biliverdin reduktasy Rv2074 (Obr. 6.7). OvSem,
i kdyz je exocyklicka C=C vazba vzhledem k endocyklické C=N vazbé v konjugaci, na rozdil
od latky 5 je C=N v substratu Rv2074 v obracené pozici, tedy dusikovy atom iminové vazby je
situovan blize k C=C vazbé. Co je shodné, u Apd6 i Rv2074 se pfedpoklada, ze redukce C=C

vazby nastava v disledku hydridového ataku uhlikového atomu, ktery je vzdalené&jsi od cyklu.

6.2.4.1 Hypotetické moznosti usporadani substrdatu a kofaktoru v aktivnim misté Apd6

proteint

MS analyzou LmbY a Por15 za nativnich podminek bylo uréeno, ze proteiny jsou ve své
kvartérni struktufe homodimerni. Jiné dosud strukturné popsané LLHT proteiny maji téz
homodimerni uspofadani (FGD, Adf, Mer z Methanothermobacter marburgensis a
Methanopyrus kandleri),>-75770  ov§em za jinych krystalizaénich podminek byl Mer
z M. kandleri uréen také jako homotetramer slozeny ze dvou dimer(.*® Homotetramerni
usporadani ma i Mer z Methanosarcina barkeri.”> Oligomer ma funkci nejen stabilizujici, ale
strukturni analyzy ukazuji dal$i pfimou funkci a to ve fixaci konformaci sekundarnich struktur,
které jsou zapojené do vazby Fa.”” Aktivni misto se u FGD, Adf i Mer nachazi v kazdé
monomerni jednotce. Poradi, v jakém jsou kofaktor a substrat vazany do substrat-
vazebnych mist, neni zcela objasnéno, nebot pfi krystaliza¢nich studiich autofi Casto narazeli
na problém determinovat krystal jak s navazanym kofaktorem, tak substratem.”5:0

Esencialnim predpokladem hydridové transferu z FsxoH2 je vhodné geometrické umisténi
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substratu vzhledem ke kofaktoru. Samotny pfenos je spojen s vytvofenim Michaelisova
komplexu, ktery pFfedchazi formaci tranzi¢niho stavu, ktery je pro hydridovy pienos
charakteristicky. Vzdalenost donor-akceptor by méla odpovidat vzdalenosti ~ 2,7 A.297
Experimentalné zjisténa vzdalenost C-C kofaktoru a substratu u Adf byla 1,5 A, u Mer 0,5 A.
Struktura FGD soucCasné s navazanym Fax a nativnim substratem nebyla ziskana,
homolognim modelovanim byla ale tato vzdalenost vypoé&tena jako 2,1 A.%7

Je mozné, ze v pfipadé Apd6 proteinll bude substrat-vazebné misto zanofeno hloubgji
do proteinu, pficemz FaxoH2 bude naskladan nad nim, obdobné, jako je tomu u BVR.?"
Opacnou orientaci je, z hlediska dvojnasobné redukce, obtiznéjsi si predstavit. Respektive,
aby byly dva redukéni kroky v pfipadé reakce katalyzované LmbY mozné, jsou zapotfebi dvé
molekuly ,nabitého“ kofaktoru Fa2oH2. Pokud by byl kofaktor v aktivnim misté vice pfistupny
okolnimu prostfedi (ve srovnani se substratem), po prvni redukénim kroku by se ,vybity* Fazo
jednodus$e z proteinu uvolnil, pfiéemz se uvolni vazebné misto pro nové pfichozi nabity F420H2.
Zaroven by mohlo prvni redukci 5a, pfi které dochazi k saturaci bo¢niho alkylového fetézce a
tudiz formaci 12, dojit k pfeorganizovani interakci substratu s polypeptidovym Fetézcem.
Vysledna pozice by odpovidala pozadavkim na druhy hydridovy transfer. Jinou variantou
muZze byt takové usporadani, kdy substrat i F 420 jsou stejné pfistupné okolnimu prostfedi s tim,
Ze po prvnim redukénim kroku analogicky nedochazi k uvolnéni substratu, ale opét se pouze
vymeéni vybity — nabity kofaktor. MozZnost, Ze se substrat po prvni redukci z proteinu zcela
uvolni a nasledné se navaze meziprodukt 12 sjednou dvojnou vazbu je, z hlediska
energetické bilance, malo pravdépodobna. Jedna se pouze o hypotézy, pro které prozatim

neexistuji zadné podpurné dukazy.

6.3 Aktivni misto LLHT proteinG vs. predikované aktivni misto Apd6

reduktas (na aminokyselinové urovni)

6.3.1 Vybér LLHT proteinu pro vytvoreni schémat aktivnich mist Apd6 proteinti

V ramci této prace bylo navrzeno schéma aktivnich mist Apd6 protein(, které
vychazelo ze znamé krystalové struktury proteinu z LLHT rodiny, kam se Apd6 fadi,
F420H2-zavislé alkohol dehydrogenasy Adf z M. thermophilicus. Podobnosti Adf, Mer a FGD
proteind (jediné dosud strukturné charakterizované LLHT) k Apd6 proteinim jsou srovnatelné.
Adf byl pro srovnavaci analyzu vybran jako nejvhodnéjsi ze dvou duvodu. Jednak vzhledem
k jeho substratu (acetonu), ktery je na rozdil od polycyklického substratu Mer, &i substratu
FGD, ktery ve své struktufe obsahuje vétvené boc¢ni fetézce, strukturné nevyrazny a velikosti

se spiSe pfiblizuje latce 5. DalSim podstatnym divodem bylo, Ze krystalova struktura Adf byla
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determinovana v pfitomnosti jak nativniho substratu, tak kofaktoru. Toto se napfiklad

u struktury FGD nepodaifilo.”-7®

6.3.2 Konzervované interakce v aktivnich mistech proteinti z LLHT rodiny

Ve strukturach znamych LLHT se nachazi nékolik sdilenych charakteristickych znaku,
které jsou vysledkem pfFitomnosti konzervovanych aminokyselinovych zbytk( v jejich
sekvencich. Jejich pfehled byl jiz uveden v kap. 2.1.4.2.

Aby byla vzajemna pozice kofaktoru vzhledem k substratu udrzitelna, jsou oba prvky
v aktivnim misté stabilizovany mnoha interakcemi s polypeptidovym fetézcem. Vyznamnym
interakénim mistem na molekule Fa4o je fosfatova skupina, ktera vzdy u 5-deazaflavin-
zavislych LLHT interaguje s glycinem (Obr. 6.8, Gly159/Gly176/Gly144).”” U Adf je Fa2o déle
drzen v své charakteristické motyli konformaci konzervovanymi zbytky H39, E108, V193, 1227.
Kromé H39 a E108, vétSina formovanych vodikovych vazeb mifi na atomy centralni kostry
F20, coz znali, ze Fayo je fixovan velmi pevné. H39 a E108 se dale ucastni interakce se
substratem. | kdyz ze strukturnich studii Adf nelze jednoznacéné urcit jejich funkci, pfedpoklada
se, ze tyto dva zbytky hraji v katalytickém mechanismu dulezitou roli. Podobné interakce byly
determinovany i ve strukturach Mer a FGD.5.757%%0 U FGD, ktery byl krystalizovan s jeho
inhibitorem, molekulou citratu, se také predpoklada dulezitost tfi lysinovych (K198, K252,
K259) a jednoho argininového zbytku (R283). Konkrétné, nativni substrat FGD (glukosa-6-
fosfat) je stlaCovan mezi K252 a deazaisoalloxazin F420. Zbylé aminokyseliny formuji pozitivné
nabitou kapsu, se kterou F 2o skrze negativné nabitou fosfatovou skupinou interaguje, ¢imz je

cely komplex efektivné stabilizovan.’
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Obr. 6.8. Konzervované aminokyselinové zbytky LLHT proteini interagujici s Fa2o
prostiednictvim vodikovych vazeb. Vodikové vazby (pferuSovana €ara); aminokyselinové zbytky:
Mer (Cervené), Adf (modfe), Fgd (zelené; prevzato a upraveno®”-">77).
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6.3.3 Predikce Apd6 aktivniho mista a jeho cilena mutageneze

Porovnanim sekvenci Apd6 proteint se sekvenci Adf byla identifikovana oblast (D38 —
WA43), ktera zacina konzervovanou dvojici zbytk DH, které byly u Mer, Adf i FGD shodné
predikovany jako katalyticky aktivni (Asp35/38/39, His36/39/40; Obr. 6.8).57:75%0 Aminokyseliny
v této oblasti byly cilené mutovany za ucelem zmény katalytické ucinnosti &i efektivity
konverze. Nicméné, Zadné detekovatelné zmény nebyly zaznamenany a to ani u varianty
LmbY H39A, kde byla oCekavana uplna ztrata aktivity. Mutace odpovidajiciho H zbytku
ve FGD (FGD H40A) sice také nevedla ke ztraté enzymatické funkce, katalyticka aktivita
mutantniho FGD v$ak byla 1000 nizsi.%® V této souvislosti je potfeba vzit v Gvahu, s jakym
mnozstvim substratu bylo v in vitro reakcich mutantnich Apd6 pracovano. Vzhledem k tomu,
ze latka 5a byla pro in vitro testovani ziskavana relativné naroénym procesem, nebylo
technicky mozné pfipravit ji ve véts§im mnozZstvi. Pro reakce tedy byla pouzivana takova
mnozstvi, za kterych bylo umozZnéno pouze sledovat enzymatickou konverzi, stanoveni
kinetickych parametrt vSak jiz mozné nebylo. Pokud by byly mutanty LmbY ovlivnény stejné
jako u FGD, bohuzel ani rozdil v aktivité¢ v fadu 102 by prakticky nemusel byt za danych
podminek zachycen. Na druhou stranu, v reakcich byl ve vSech pfipadech substrat vzdy piné
konvertovan a to bez ohledu na reakéni dobu (5 s — 30 min, nepublikovana data). Nicméné,
z mutacnich studii FGD vyplyva, Zze konzervovany H sice hraje jednu z dalezitych roli ve vazbé
F420, ale zdaleka ne jedinou.%® Jinymi slovy, je zcela evidentni, Ze k Uplnému zastaveni aktivity
FGD, a tedy pravdépodobné i aktivity Apd6 proteinu, je zapotfebi vyfadit vice zbytka.

Kromé zrudeni katalytické aktivity, mutaéni experimenty také dale cilily na zménu
reakéni specifity Apd6 proteinl. Specifickymi mutacemi aminokyselinovych zbytkl
bezprostfedné nasledujicich po konzervovanych H a D byla oekavana transformace reakéni
specifity jednonasobné redukujicich Apd6 na dvojnasobnou redukci a naopak. V tomto
kontextu jsou velmi zajimavé poznatky ze studia homolognich DHFR - DHFR z E. coli je
schopna pfijmout a redukovat folat (nativni substrat homolognich DHFR z obratlovct), ovSem
s mnohem nizSi uc¢innosti, nez jeho nativni substrat 7,8-dihydrofolat (kap. 6.2.1). Jinymi slovy,
v pripadé homolognich DHFR rozdilna substratova specifita (neboli tvar aktivniho mista) zcela
urcité rozhoduje o tom, zda redukce probéhne jednou (DHFR z bakterii) ¢i dvakrat (DHFR
z obratlovcu). Pfedpoklada, ze za neschopnosti bakterialni DHFR efektivné redukovat folat
zfejmé stoji nemoznost protonace N-8 folatu, ktery neni v aktivnim misté ve vhodné protonacni
pozici.?%® Analogické vysvétleni se nabizi i u Apd6 protein(i: Teoreticky, aktivni misto Apd6
proteinl katalyzujicich jednonasobnou redukci maze mit takovy tvar, kde pfFilis velka
vzdalenost protonovaného atomu substratu (dosud neustanoveny atom, ktery by mél byt
protonovan béhem redukce exocyklické C=C vazby) od aminokyselinového zbytku vazajiciho
hydroxoniovy ion zprostfedkovavajici protonaci, znemozfiuje protonaci. A tedy i nasledny

transfer hydridu a redukci exocyklické C=C vazby. Ve vysledku je tak redukovana pfistupné;jsi
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endocyklickd C=N vazba (kde je vhodnym natoenim umozZnéna protonace a zaroven
i hydridovy transfer). V Uvahu také pfipada mozZnost, kdy poloha substratu ve vazebném misté
sice protonaci umozni, ale redukce C=C vazby neni mozna kvulli nevhodné geometrické pozici
kofaktoru vzhledem k substratu, coz je pro efektivni hydridovy transfer esencialni. Z toho
vyplyva, ze za odliSnou reakéni specifitu Apd6 protein mohou zodpovidat jak aminokyseliny
interagujici se substratem, tak ty interagujici s kofaktorem, pfipadné se substratem
i kofaktorem zaroven. Je také zajimavé, ze substratova specifita neni v DHFR homolognich
proteinech podminéna jednim ¢i nékolika malo aminokyselinovymi zbytky, ale zodpovidaji
za ni pomérné rozsahlé oblasti proteinu.?®” Neni tedy zcela vylou¢eno, ze zbytky hrajici roli
v odliS$né reakéni specifité Apd6 proteind, které byly v ramci této prace predikovany, skute¢né
maji pro reakéni specifitu vyznam. Determinace krystalové struktury je jedinym spolehlivym
nastrojem, ktery by mél pomoci vyfesit neznamou v této rovnici a stanovit molekularni podstatu

prokazané odliSné reakéni specifity Apd6 proteind.

6.4 Odlisna reakéni specifita homolognich proteint

6.4.1 Biologicky vyznam odliSné reakéni specifity Apd6 proteint

Odlisna reakéni specifita Apd6 proteint pfispiva k diverzit¢ APD prekurzor(,
a ve vysledku tedy k riznorodosti tvari APD ¢asti bioaktivnich latek. Exocyklicka dvojna
vazba, ktera zUstava zachovana v APD prekurzorech PBD, je esencialnim pfedpokladem
pro naslednou formaci konjugovaného systému dvojnych vazeb v APD vétSiny PBD s 3-C
bo¢nim Fetézcem.?®® Dvojné vazby jsou duvodem planarni, lehce nato¢ené konformace
molekuly, ktera je nezbytna k efektivni vazbé PBD do malého Zlabku DNA (Obr. 6.9A).123
Naopak, plné saturovany boc¢ni fetézec, ktery je diky LmbY formovan v biosyntéze APD

prekurzoru linkomycinu, je zfejmé& dulezity k uc€inné interferenci antibiotika s t-RNA

v A-vazebném misté ribozomu (Obr. 6.9B).1"°

Obr. 6.9. Krystalové struktury anthramycinu a linkomycinu vazené do odliSnych biologickych
cila. (A) PBD anthramycin kovalentné vazany v malém zlabku DNA, (B) linkomycin vazany v PTC 50S
ribozomalni podjednotky S. aureus s bo€nim Fetézcem APD jednotky smérfujicim k A-mistu ribozomu
(pfevzato a upraveno''4146),
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6.4.2 Jiné homologni enzymy s rozdilnou reakéni specifitou

V pfirodé Ize nalézt pomérné dost pfikladl homolognich enzymd, u kterych byl popsan
podobny fenomén, tedy ackoliv jsou si proteiny sekven¢né blizké, pfesto maiji odliSnou reakeni
specifitu.

Na prvni pfiklad Ize narazit pfimo v biosyntéze linkosamidl. Jiz zmifiované homology
LmbF (linkomycin) a CcbF (celesticetin), jejichz sekvenlni identita je téméf 40 %, maiji
pomérné piekvapivou odlisnou reak&ni specifitu. Zatimco LmbF katalyzuje pyridoxal-5"-fosfat-
zavislou B-eliminaci formujici sulfohydrylovou skupinu na sdileném strukturnim motivu
intermediatu linkosamidové drahy, CcbF katalyzuje oxidativni deaminaci spojenou
s dekarboxylaci, ktera vede k vzniku aldehydu.''2'2 Krystalové struktury, které by meély odhalit
podstatu rozdilnosti, jsou v sou€asné dobé v pfipravé (nepublikovana data).

DalSim pfikladem jsou bakterialni 5°-methyladenosin nukleosidasy z E. coli (ECMTAN)
a Vibrio cholerae (VcMTAN), které maiji kliCové role v nékolika biologickych procesech, véetné
quorum sensing systému indukujiciho produkci patogennich faktord, a které maji sekvencéni
identitu 60 %. | pfes to, Ze sekvenéné jsou homology v aktivnich mistech témérf identické, maiji
odliSnou vazebnou afinitu v rdznych tranzi¢nich stavech (afinita se [i§i az 1000x).
Ze sekvencéniho srovnani nevyplyva zadné vysvétleni tohoto rozdilu.2®® Studii byl odhalen
atomicky detail katalytickych kroku a blize definovana byla také aktivni mista obou homologu.
Odlisna afinita je vtomto pfipadé vysledkem rozdilné flexibility a geometrie jednotlivych
katalyticky aktivnich zbytk(.3%°

Pfikladem v eukaryotickém sytému jsou napfiklad dvé homologni cytochrom P450
monooxygenasy se sekvencni identitou 65 %, katalyzujici hydroxylaci stejného substratu
v odlisnych pozicich. Konkrétné jde o hydroxylaci kyseliny germacrenové A, prekurzoru
seskviterpenovych laktond, v pozici 6a vs. 8.3 Homolognim modelovanim byl ze Sesti
predikovanych substrat-vazebnych oblasti sice vytipovan jeden aminokyselinovy zbytek, ktery
by mohl byt zodpovédny za odliSnou orientaci substratu ve vazebném misté, ¢imz je
ve vysledku ovlivnéna pozice hydroxylace, avsak jde pouze o predikci a neni vylouCeno,
Zze rozdil v sekvenci pouze ve skuteCnosti ovlivni interakci v jinych substrat-vazebnych
oblastech a za natoCeni tak ve vysledku bude zodpovidat uplné jina aminokyselina.

Jinym prikladem jsou homology zapojené do biosyntézy strigolaktonud, tfidy
fytohormont, v ryzi seté (Oryzava sativa Japonica). Jedna se o dva proteiny zrodiny
cytochrom P450, CYP711, se sekvenéni identitou 82 %, které maji jak odliSné substraty,
tak katalytickou aktivitu. Zatimco homolog Os900 katalyzuje oxidac¢ni reakci, druhy homolog,
Os1400, v pozdéjsi fazi biosyntézy katalyzuje hydroxylaci.?®? Zajimavé jsou také homologni
methyltransferasy ATX1 a ATX2 z Arabidopsis, které methyluji histony. Bylo ukazano,
Ze zatimco ATX1 katalyzuje tri-methylaci histonu H3, ATX2 katalyzuje pouze di-methylaci
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stejného histonu.?%® Co presné stoji za odliSnou aktivitou Os900/0s1400, resp. ATX1/ATX2

neni dosud objasnéno.

6.5 Evoluce funkce Apd6 protein( z centralnich metabolickych LLHT

Z SSN analyzy (kap. 5.8.1) bylo vyvozeno, ze se Apd6 proteiny z APD biosyntetickych
drah (skupiny A a B; Obr. 5.48) zfejmé vyvinuly z centralnich metabolickych LLHT (skupina C),
pritomnych ve velké €asti aktinobakterii, avSak jejich funkce i konkrétni katalyzovana reakce
zUstavaji dosud neidentifikovany. Genové duplikace jsou hlavnim mechanismem, ktery
poskytuje Cerstvy geneticky material pro vznik novy gent s novymi funkcemi (shrnuto v Long
et al. 2003).3%4 Je tedy pravdépodobné, Ze predikované centralné metabolické LLHT daly
vzniknout Apd6 ucastnicim se specializovanych biosyntetickych drah.

Podobna evoluéni udalost byla zaznamenana napfiklad v evoluci enzymu Gcastnicich
se centralni Sikimatové drahy v rostlinach.305 Sikimatova draha je zékladem pro biosyntézu
aromatickych aminokyseliny, ovSem koncovy Sikimat i meziprodukty drahy jsou hojné
vyuzivany k biosyntéze riznych SM (napfiklad PBD ¢&i fenazin(1'28).3% Zajimava je napfiklad
kyselina chinova, prekurzor SM kyseliny chlorogenové, ktera vznika jako vedlejSi produkt
Sikimatové drahy, konkrétné redukci 3-dehydrochinové kyseliny pomoci chinat dehydrogenasy
(QDH). QDH sdili  sekvenéni identitu s bifunkénim  enzymem  dehydrochinat
dehydratasou/Sikimat dehydrogenasou (DQD/SDH), enzymem z primarni Sikimatové drahy
konvertujici stejny substrat na dehydroSikimat. Oba enzymy tedy katalyzuji podobny typ
reakce.3” QDH a SDH patfi do stejné rodiny, ktera se rozdéluje na dvé fylogenetické vétve.
Bylo determinovano, Ze ke zméné funkce QDH stacila pouze jedna zména v aktivnim misté
enzymu, konkrétné vymeéna kodonu pro Y za kodon pro G.3%

Pokud se blize podivame na sekvence LLHT proteind lezicich v SSN analyze
ve skupiné C (kap. 5.8.1; Obr. 5.48), Ize zachytit generalizovany motiv v aminokyselinovych
zbytcich, které u Apd6 proteinll pfedpokladame jako zbytky formujici substrat-vazebné misto
(D38 — W43). Timto motivem je sekvence DHxxWR, pficemz zastoupeni dvou prostfednich
variabilnich zbytk( (oznaenych xx) je souhrnné vyjadieno grafem v Obr. 6.10. Tento
konsensus neplni pouze 1,8 % sekvenci. Vétsina proteint obsahuje motiv DHLSWR (75 %),
pouze 3,6 % sekvenci ma na 4. pozici jinou aminokyselinu nez L. Je mozné, Ze podobné jako
v Sikimatové draze, i zde mohla zména jedné Ci dvou aminokyselin zménit aktivitu proteinu
kodovaného duplikovanym apd6 genem. Lze oCekavat, Ze centralni metabolické LLHT a Apd6
proteiny budou mit podobnou aktivitu (reduktasy) a redukovat budou i podobny substrat,
pficemz u LLHT by to mohla byt latka jednodudsi nez APD, napfiklad latka podobna L-prolinu

obsahujicimu endocyklickou dvojnou vazbu.
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Obr. 6.10. Rozpad zastoupeni variabilnich aminokyselin (xx) v generalizovaném motivu DHxxWR
v aminokyselinovych sekvencich LLHT proteinGi — jedna se LLHT znazornéné uzly ve skupiné C
v Obr. 5.48, u kterych se pfedpoklada zapojeni v centralnich metabolickych drahach aktinobakterii.

6.6 Obecné prinosy prace

6.6.1 Apd6 v kontextu F4zo/Fs20H2-zavislych oxidoreduktas a LLHT proteint

F 420/F 420H2-zavislé oxidoreduktasy byly plivodné objeveny u Archaea, kde hraji klicové
role v centralnich katabolickych drahach. Napfiklad, methanogenni Archaea vyuzivaji F 420 jako
redoxni kofaktor v CO;-redukujicich a methyltrofnich drahach.®” Mezi Bacteria byl vyskyt F 2o
potvrzen vrodech Actinobacteria, Proteobacteria a Chloroflexi.?>3¢ Z bakterialnich
F 420/F 420H2-zavislych enzym( byly do dneSniho dne charakterizovany enzymy pouze
z centralniho metabolismu rodu Mycobacteria a dale pak dva enzymy zapojené v biosyntéze
SM produkovanych rodem Streptomyces.*?8! Nicméné, oba enzymy patfi do rodiny FDOR.
Apd6 funkéné charakterizované v ramci této prace jsou tak prvnimi charakterizovanymi
proteiny rodu Streptomyces z LLHT rodiny a také prvnimi charakterizovanymi proteiny LLHT

rodiny hrajici roli v biosyntéze bioaktivnich metabolitu.

6.6.2 Fa4oH2-zavislé reduktasy v biotechnologickém primyslu

Nékteré pfirodni latky se mohou biologicky aktivnimi stat az po specifické redukci C=C
vazeb, jako je tomu naptiklad v morfinové biosyntéze,3® ¢i v jiz zminéné biosyntéze
bilirubinu.3% To, Ze redukce C=C vazeb hraje vyznamnou roli v aktivaci/inaktivaci latek, bylo
jiz vyuzito napriklad pfi pripravé delamanidu (OPC-67683),3'° pretomanidu (PA-824)3"" a
TBA-3543'2 (Obr. 6.11), novych antituberkuldznich latek, které jsou aktivovany hydridovym
transferem z F420H2. Tyto latky inhibuji rist M. tuberculosis jiz ve velmi nizkych koncentracich,

pfiCemz diky novému mechanismu ucinku na mykobakterialni buriku nevykazuji in vitro
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zkFizenou rezistenci k souc¢asné uzivanym latkam v [é¢bé tuberkuldzy.310311.313 Mechanismus
aktivace téchto latek byl primarné testovan na pretomanidu. 5-Deazaflavin-zavisla
nitroreduktasa (Rv3547) zprostfedkovava redukci nitroimidazolu, coZz vede Kk tvorbé
nestabilniho intermediatu, ktery se nasledné rozklada na tfi zakladni metabolity. Béhem
rozkladu je nitro skupina eliminovana. Vysledkem je tvorba reaktivnich dusikovych latek, jako
jsou naptiklad NO & HNO-. Tyto latky pasobi negativné nejen na produkci mykolové kyseliny,
esencialni slozky mykobakterialnich membran, ale také na dychaci fetézec.3'3

Mnoho FaH2-zavislych reduktas ma Sirokou substratovou specifitu a mohou
redukovat rlizné xenobiotické latky. Napfiklad mykobakterialni reduktasy degraduiji
kumarinové derivaty,853'* LLHT z Rhodococcus jsou zase schopné iniciovat mineralizaci
pikratu a pfibuznych nitro-aromatickych latek, které jsou vysoce toxické a do prostfedi se
dostavaji zejména primyslovou vyrobou.3'® Fyziologicka vyhoda Siroké substratové specifity
téchto enzyml nebyla sice plné objasnéna, ale poskytuje dobry zaklad pro jejich vyuziti
v bioremediacich. 5-Deazaflavin zavislé enzymy maji také slibny potencial vyuziti
pfi dekontaminaci znecisténych pud ¢i vod.2%6

Biotransformace rychle nahrazuji konvenéni chemické procesy ve vyrobé& novych
latek.31® F4p0-zavislé procesy se jiz napfiklad uplatriuji v primyslové vyrobé tetracyklinovych
antibiotik.3'” F40H»-zavislé Apd6 reduktasy by v budoucnu napfiklad mohly najit potencialni
uplatnéni ve stereospecifické redukci imind rdznych heterocyklickych latek, vcetné téch

synteticky pfipravenych.
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Obr. 6.11. Chemické struktury antituberkuléznich latek pretomanidu (PA-284), delamanidu
(OPC-67683) a TBA-354. Tyto latky jsou pfi vstupu do mykobakterialni burnky aktivovany
F 420H2-zavislym enzymem.
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7 SOUHRN

e Heterologni nadprodukci a in vitro testovanim Sesti Apd6 homolognich proteind se
podafilo prokazat jejich zafazeni do navrhovaného stupné biosyntézy APD prekurzora.
Bylo ukazano, Ze zatimco Apd6 z biosyntézy PBD a hormaomycinu jsou schopné
v pritomnosti F42oH2 redukovat pouze endocyklickou iminovou vazbu pfedpokladaného
substratu, 4-substituované A'-pyrrolin-2-karboxylové kyseliny (5a), LmbY z biosyntézy
linkomycinu a caste¢né GriH z biosyntézy griselimycinu redukuji také vice inertni

exocyklickou dvojnou vazbu stejného substratu.

e Charakterizované Apd6 predstavuji viibec prvni popsané FsxoH2-zavislé proteiny rodu
Streptomyces z LLHT rodiny a vlbec prvni charakterizované LLHT proteiny ucastnici se

biosyntézy bioaktivnich metabolitd.

e Byl navrzen rozdilny mechanismus hydridového transferu v redukcich katalyzovanych
Apd6 proteiny. Tandemova redukce dvou dvojnych vazeb enzymem zprostfedkovavajicim

dva hydridové transfery z F4xoH2 dosud nebyla v literatufe popsana.

e Byly vytvofeny schémata predikovanych aktivnich mist Apd6 homologl, na zakladé
kterych byla stanovena hypotéza vysvétlujici jejich rozdilnou reakéni specifitu.
Pfedpoklada se, Ze klicové aminokyselinové zbytky v aktivnim misté rozhoduji o natoCeni
substratu vzhledem ke kofaktoru, ¢imz urcuji, zda redukce probé&hne jednou ¢&i dvakrat.
Platnost hypotézy byla ovéfovana cilenou mutagenezi navrzenych kli€ovych aminokyselin
v predikovaném aktivnim misté. Pfipraveno a in vitro testovano bylo 20 mutantnich variant
Apd6 proteint. Pfekvapiveé, jedno-, dvoj-, troj- a dokonce i étyfnasobné mutanty byly stale
schopné katalyzovat redukci bez jakékoliv zmény v katalytické aktivité. Pfedpoklada se,
Ze v katalyze reakce budou hrat roli jesté dalSi, dosud neustanovené aminokyselinove
zbytky. K objasnéni molekularni podstaty odliSné reakéni specifity bylo dale pfistoupeno
ke krystalografické studii. Pfipraveny byly krystaly dvou reprezentativnich Apd6 zastupcu,
LmbY a PBD Por15.

e Apd6 proteiny byly podrobeny bioinformatické analyze. Zkonstruovana byla sekvenc¢né-
podobnosti sit' a fylogeneticky strom. Vysledky se vzajemné doplnuji a naznacuji, ze Apd6
se pravdépodobné vyvinuly jako dvé nezavislé evoluéni vétve ze spoleéného pfedka,
kterym je zifejmé& LLHT protein z centralniho metabolismu aktinobakterii. Analyza dale

ukazala na BGS dosud neznamych metabolitd, jejichz biosyntézy se Apd6 ucastni.
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