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Abstrakt

Terpenoidy jsou nejbohatsi skupinou prirodnich latek, které se vyskytuji v podobé
desitek tisic rozmanitych molekul napti¢ riznymi formami Zivota, od mikroorganismi
pres rostliny az po zivocCichy. Terpenoidy nalézame také u hmyzu, druhové nejpocetné;si

Zivocisné skupiny, kde zastavaji tlohu zejména v komunikaci a chemické obrané.

Ve srovnani s bohatymi znalostmi o biosyntéze terpenoidli u rostlin jsou nase védomosti
o biosyntetickém piivodu terpenoidli u hmyzu velmi kusé a pochazeji vesmés z vyzkumu
poslednich nékolika let. Tyto nové poznatky ukazuji, Ze schopnost biosyntézy
terpenoidii se vyvinula opakovaneé a nezavisle u jednotlivych vyvojovych linif hmyzu a Ze
hmyzi terpensynthasy vznikaji prostirednictvim neofunkcionalizace gent, které byly
ptivodné zodpovédné za produkci isoprenylpyrofosfatq, a jejich naslednou funkéni
diverzifikaci. Mezi ostatnimi skupinami hmyzu vyc¢nivaji termiti, kteri vyuzivaji Sirokou
Skalu isoprenoidli pro komunikaci a unikatni chemickou obranu. Nicméné vznik

terpenoidnich latek u termitii je stale neznamy.

Tato prace se zabyva funk¢ni charakterizaci tfi domnélych terpensynthas termita druhu
Nasutitermes takasagoensis. Exprese vybranych proteinti probihala ve dvou
bakterialnich systémech a pro jejich purifikaci byla pouZita metoda afinitni
chromatografie na vazanych kovovych iontech. Detekce vzniklych produkti reakce
proteint s prekurzory probihala na dvoudimenzionalnim plynovém chromatografu

s hmotnostnim detektorem. Terpensyntazovou aktivitu se podarilo zjistit pouze u
jednoho z 3 exprimovanych proteinti, nicméné na zakladeé zjiSténych poznatkl bude

probihat vyzkum dalSich domnélych terpensynthas u nékolika druhti termita.

Klicova slova: termiti, biosyntéza terpent, isoprenoidy, funk¢ni charakterizace,

Nasutitermes takasagoensis



Abstract

Terpenoids are natural compounds, which can be found in the form of tens of thousands
diverse molecules in all forms of life. Terpenoids are mostly represented in plants,
microorganisms, and animals. It should not be a surprise that terpenoids are often found
in insects, the most species-rich class of Metazoa. In insects terpenoids are mostly used
for communication as pheromones and for chemical defence. In comparison to
widespread knowledge of terpene (and terpenoid) biosynthesis in plants we lack

thorough knowledge in insects.

Studies conducted in past few years showed that the ability to synthesize terpenoids has
occurred independently and repeatedly in various lineages of insects. It was also found
that terpene synthase genes evolved via duplication and neofunctionalization of specific
genes, which were responsible for isoprenyldiphospate synthesis. Despite these
discoveries the terpenoid synthesis in insects is mostly unknown and remains to be

elucidated.

This thesis aims to functionally characterize three candidate terpene synthases from the
termite Nasutitermes takasagoensis. Expression of selected proteins was done in two
bacterial systems. For the purification of recombinant proteins immobilized metal ion
affinity chromatography was used. Detection of products from assays with purified
protein samples was done on two-dimensional gas chromatograph coupled with mass
detector. Terpene synthase activity was detected only in one of three purified protein
samples. Nonetheless the practical knowledge accumulated within this thesis will help in

future research of more candidate TPS coding genes in several termite species.

Key words: termites, terpene biosynthesis, isoprenoids, functional characterization,

Nasutitermes takasagoensis
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Seznam zkratek a symbolu

anti-HisHRP

APS

DTT

EDTA

FARM

FPP

GCxGC

GGPP

GPP

IDS

IMAC

LB

MOPS

PMSF

SDS

SARM

TEMED

TEV

TPS

Tris

FPPS

mysS$i monoklonalni protilatka proti polyhistidinovému epitopu

konjugovana s kirenovou peroxidazou

peroxodisiran amonny

dithiotreitol

kyselina ethylendiamminoctova

prvni motiv bohaty na aspartat (z anglického first aspartate rich motif)
farnesylpyrofosfat (z anglického farnesyl pyrophosphate)
dvoudimenzionalni plynova chromatografie

geranylgeranylpyrofosfat (z anglického geranylgeranyl pyrophosphate)
geranylpyrofosfat (z anglického geranyl pyrophosphate)

isoprenyldifosfatsynthasy (z anglického isoprenyl diphosphate
synthase)

afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech (z anglického

immobilised metal affinity chromatography)

lysogeny broth kultiva¢ni médium
3-(N-morfolino)-propansulfonova kyselina
fenylmethylsulfonylfluorid

dodecylsiran sodny (z anglického sodium dodecyl sulfate)

druhy motiv bohaty na aspartat (z anglického second aspartate rich
motif)

N,N,N’,N’-tetramethylethan-1,2-diamin

Tobbaco Etch Virus

terpenové syntasy (z anglického terpene synthases)
tris(hydroxymethyl)aminomethan

farnesylpyrofosfat synthasa



1 Literarni prehled
1.1 Uvod

Terpenoidy jsou velkd a rliznorodd skupina prirodnich latek, spojovana predevsim
s rozmanitosti pachli a vlini. Vétsina znalosti o biosyntéze terpenoidii pochazi ze studii
zabyvajicich se rostlinnymi terpensynthasami, zatimco u hmyzu je syntéza obestrena
tajemstvim. Pravé objasnéni biosyntetického plivodu terpenoidii u termitl je jedna
z oblasti, kterou se zabyva laboratof Chemie spole¢enského hmyzu na Ustavu organické
chemie a biochemie AV CR. Piedklddand bakaldfskd prace je soucasti tohoto
dlouhodobého projektu, pricemZ se konkrétné vénuje termitimu druhu Nasutitermes
takasagoensis. Cilem této prace je pripravit a funkcné charakterizovat tfi rekombinantni
proteiny s moZnou terpensynthasovou aktivitou, jejichZ transkripty byly nalezeny u N.

takasagoensis.

1.2 Terpeny a terpenoidy

Terpeny a jejich derivaty terpenoidy (obecné isoprenoidy) jsou jednou z nejvétsich trid
prirodnich latek. Je znamo vice neZ 80 000 latek, které se Fadi do této skupiny [1]. Cast se
fadi i do esencialnich oleji [2]. V organismech se univerzalné vyskytuji jako primarni
metabolity, jeZ maji zasadni regulacni, metabolickou a strukturalni dlohu [3]. Pfikladem
je cholesterol, jenz je syntetizovan sledem reakci ze skvalenu. Cholesterol hraje roli
v bunécnych membranach, kdy jeho mnozstvi kromé jiného ovliviiuje fluiditu membrany.
Cholesterol je také zakladem pro steroidni hormony. Dalsi dileZitou roli isoprenoidii je
prenylace proteini [4] a mensSich molekul, naptiklad koenzymu Q10, ktery je jednim
z prenasect v dychacim tetézci v mitochondriich [5]. Nejvétsi strukturni rozmanitost
vSak lze pripsat terpenoidiim, které se vyskytuji ve funkci sekundarnich metabolitd,

zodpovédnych za komunikaci a chemickou obranu organismd.

Nejvétsi diverzitou terpenoidd jakoZto sekundarnich metaboliti oplyvaji rostliny a
hmyz [6]. Velmi Casto slouZi rostlinam jako atraktant pro opylovace a jako slozka hmyzich
feromont, dileZitou roli maji také v obrané hmyzu a rostlin proti predatortim, parazitiim
a mikrobidlnim infekcim. V obranném kontextu se Casto vyskytuji jako sloZité smési
monoterpent, seskviterpeni a diterpeni. U rostlin mohou tékavé terpeny a terpenoidy
slouzit k odpuzeni herbivorniho hmyzu tim, Ze funguji jako atraktant pro jejich prirozené
nepratele [7,8]. Kromé toho jsou terpeny dileZitou slozkou pryskyftice jehlicnani, ktera
chrani strom pred hmyzem, napriklad leptanim dychacich cest a znehybnénim lepkavou
slozkou. Soucasti pryskyfrice jsou latky, které se chovaji jako atraktanty pro parazitujici

hmyz, ktery nasledné napada nakladena vajicka nebo larvalni stadia herbivorniho hmyzu



[8]. Vyznamnou diverzitu terpenovych obrannych a feromonovych latek nalézame také u
spolecenského hmyzu, kde se mohou vyskytovat v celé radé komunika¢nich funkci

v rdmci sloZitého spolecenského Zivota kolonie.

Terpenoidy jsou pro své vlastnosti po dlouhou dobu vyuZivany lidmi. U mnoha
terpenoidii byly potvrzeny rtzné farmakologické ucinky. Terpenoidy jsou dlouhodobé
zkoumany kvili moZnému vyuZiti v mediciné, zejména kviili antioxida¢nim,
monoterpent pinenu a linaloolu [9]. Derivaty terpenoidii jsou zkoumany pro lécbu
rakoviny. Jednim z derivatl diterpent je paclitaxel, ktery byl v minulém stoleti zkouman
a je jiz nékolik let vyuZzivan pro lé¢bu onkologickych onemocnéni, zejména rakoviny prsu
a plic [10]. Nékteré terpeny maji schopnost narusit bunécnou sténu a inhibovat syntézu
proteint a DNA [2]. Kvili vlastnosti inhibici syntézy DNA jsou terpenoidy testovany jako
moZzné antivirotikum a in vitro bylo dosazeno pozitivnich vysledkd u nékolika typ virt
(prikladem HIV, dengue, zika, herpes simplex a hepatitis virus) [11]. Jako antimalarikum
se jiZ nékolik desetileti pouZiva terpenoid artemisinin [12]. Uméle pripravené derivaty

artemisininu jsou testovany proti parazitiim jako je Toxoplasma gondii [13].

V poslednich letech probiha intenzivni hledani alternativnich biosyntetickych paliv pro
spalovaci motory. Pozornosti neunikly ani terpeny a pro své vlastnosti byly testovany
mimo jiné terpeny farnesen a bisabolen. Pro produkci byly vyuZivany geneticky upravené
kmeny bakterii Escherichia coli, Rhodobacter capsulatus a kvasinek Saccharomyces

cerevisiae [14,15].

Spole¢nym rysem isoprenoidii je zadkladni skelet, ktery je tvoren ze zakladni jednotky
isopren, coZje uhlovodik o délce péti atom uhlik(i obsahujici 2 dvojné vazby se sumarnim
vzorcem CsHs [16]. Zakladni déleni isoprenoidli je zaloZeno na poctu isoprenovych

jednotek, ze kterych se sklada skelet molekuly.

Hemiterpeny jsou latky s fetézcem obsahujicim pouze jednu jednotku. Monoterpeny
obsahuji jednotky dvé, seskviterpeny tri, diterpeny ctyri a stejnym mechanismem je
urceno nazvoslovi delSich latek aZ po polyterpeny (viz Obrazek 1, strana 6). Podle typu

retézce se daji terpenoidy rozdélit na necyklické, monocyklické, bicyklické a polycyklické.

Terpeny v pravém smyslu slova jsou pouze uhlovodikové retézce, zatimco terpenoidy
oznacuji derivaty terpenii obohacené o funkéni skupinu, nejcastéji obsahujici atom
kysliku. Podle typu funké¢ni skupiny se daji radit do prisluSnych skupin jako alkoholy,
ketony, estery, epoxidy a dalSi [17-19].

Monoterpeny se daji obecné charakterizovat jako tékavé latky, které se daji lehce

zachytit ¢ichem. Prekurzorem pro syntézu je geranylpyrofosfat (GPP). Monoterpeny se



vyskytuji jak vlinearni, nebo cyklické formé. Typickym prikladem cyklické formy jsou
pineny, které se vyskytuji v pryskyftici a prispivaji k ochrané proti $kiidctim. Svoji roli hraji
i v chemické obrané hmyzu. DalSim zastupcem monoterpent je menthol, ktery je znamy
svoji silnou viini. DalSimi ¢etnymi monoterpeny jsou limonen, kafr a geraniol. Diky svym
vlastnostem jsou Siroce vyuzivany v potravinaistvi a jinych odvétvich a produktech jako

jsou parfémy.

Seskviterpeny biosynteticky vychazeji z prekurzoru farnesylpyrofosfatu. Strukturné se
seskviterpeny vyskytuji jak v linearni, tak cyklické nebo bicyklické podobé. Mezi linearni
seskviterpeny patfti farnesol a farnesen, které jsou u rostlin jednou ze slozek viiné. Mezi

cyklické seskviterpeny patfi napriklad humulen a karyofylen.

Hemiterpeny (Cs) Monoterpeny (C10)
|
)\/ HO/\-/)\ |
|
isopren prenol
limonen menthol myrcen a-pinen
Seskviterpeny (C1s) Diterpeny (Czo)
S :
= \HO o )\A/'\/\)\/\)\/\OH
## |
= fytol
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Obrdzek 1: Prehled déleni terpenti a terpenoidii dle délky retézce; oznacleni (C) u jednotlivych kategorii znaci pocet
uhlikii ve vzorci.

Diterpeny jsou mimo jiné zakladem pro gibereliny, coz je skupina rostlinnych hormonij,
ktera zodpovida za mnohé vyvojové procesy, napriklad kliceni a kveteni [20]. Prekurzor

pro syntézu diterpent je geranylgeranylpyrofosfat.



Mezi triterpeny patfi skvalen, ktery je zdsadni pro syntézu cholesterolu a znéj
odvozenych steroidnich hormont jako jsou pohlavni hormony a hormony kiry nadledvin.

Mezi triterpeny patii téZ saponiny, které se vyskytuji u rostlin.

Dal8i vyznamou skupinou jsou tetraterpeny, mezi které se radi karotenoidy. Ty slouzi u
mnohych organismi jako barvivo, napt. Zluto¢erveny [3-karoten. Oznacuje se téz jako

provitamin A a je pro Zivocichy dilezity pro syntézu vitaminu A [21].

1.3 Biosyntéza terpenu a terpenoidu
1.3.1 Drahy MEP a MVA

Zakladnimi kameny pro syntézu terpent a terpenoidl jsou pétiuhlikaté prekurzory
isopentenylpyrofosfat (IPP) a jeho isomer dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) [12,22,23].
VSechny organismy jsou schopny jejich syntézy, nicméné piresny zptlisob se lisi napric
organismy. Znameé jsou dvé drahy - mevalonatova (MEV) a methylerytritolova (MEP),
ktera je nékdy oznacovana jako nemevalonatova a v novéjsich publikacich jako DXP
(1-deoxy-D-xylulésa-5-fosfat). Vyskyt obou drah vjednom organismu se nevylucuje,
napriklad rostliny syntetizuji terpenové prekurzy obéma zptlisoby [23]. Jednotlivé typy
probihaji v rozdilnych kompartmentech, MEP cesta probiha v plastidech, zatimco MVA
cesta probiha v cytosolu. Kromé rostlin probihda syntéza MEP cestou u bakterii. U
Zivoc¢ichli a Archea probiha syntéza zejména skrze drahu MVA. Mevalonatova cesta ma
vice variant, Archea vyuZivaji oproti eukaryotnim organismim jiné enzymy a

meziprodukty v nékolika krocich [24,25].

1.3.2 Prenyltransferasy

Prenyltransferasy, nebo také isoprenyldifosfatsynthasy (IDS) katalyzuji kondenzaci
produkti MVA a MEP drahy za vzniku delSich prekurzorii pro syntézu terpeni (viz
Obrazek 2, strana 8). Trans-IDS enzymy obsahuji v aktivnim misté dvé oblasti bohaté na
aspartat s motivem DDXXD oznacCované jako FARM a SARM [4,26]. Tyto oblasti umoznuji
navazani dvoumocnych kovovych iontli, které se ucastni Kkatalyzy. Spojeni
dimethylallylpyrofosfatu a isopentenylpyrofosfatu probiha v orientaci hlava-ocas. Délka
vzniklého skeletu s pyrofosfatovou skupinou se lisi podle specifity enzymu, ktera je
ovlivnéna vedlejsimi retézci u aktivniho mista, a miize ¢itat od 10 atomi uhliku aZ po
nékolik miliond [27-29]. Prikladem jsou geranylpyrofosfatsynthasy (oznacujici se jako
GPPS), které katalyzuji reakci IPP a DMAPP za vzniku geranylpyrofosfatu (GPP),
prekurzoru pro syntézu monoterpent. Farnesylpyrofosfatsynthasy (FPPS) katalyzuji
syntézu farnesylpyrofosfatu z jedné molekuly dimethylallylpyrofosfatu a dvou molekul
isopentenylpyrofosfatu [26]. Na stejném principu funguji i
geranylgeranylpyrofosfatsynthasy (GGPPS), které katalyzuji vznik
geranylgeranylpyrofosfatu.
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Obrdzek 2: Syntéza prekurzorii GPP, FPP a GGPP. Prejato z [30].

1.3.3 Terpensynthasy

Z prekurzort, jejichZ tvorbu katalyzuji prenyltransferasy, pak vznikaji samotné terpeny
nebo terpenoidy oxida¢nimi, redukénimi nebo cyklizacnimi reakcemi, které katalyzuji
terpensynthasy. Dal$i slozité tupravy probihaji za ucasti cytochroml P450,

glykosyltransferas nebo halogenas [31,32].

1.3.3.1 Terpensynthasy u rostlin

Vzhledem Kk zastoupeni a vyuziti terpenoidli jsou nejvice studovany terpensynthasy
rostlin. V literature se casto také oznacuji jako terpenové cyklazy, nicméné jde o nepresné
oznaceni, nebot TPS katalyzuji i reakci linearnich produktli. TPS se déli na dvé tridy na
zakladé struktury a mechanismu katalyzy [33]. Enzymy tiidy I obsahuji oblasti bohaté na
aspartat s motivem DDXXD [34]. Podobné jako u IDS hraje motiv DDXXD podstatnou roli,
jelikoZ umoZznuje koordina¢ni vazbu dvoumocnych hotecnatych nebo manganatych ionti

na postranni retézce motivu. Dvojmocné ionty interaguji se substraty a zprostredkovavaji



odsStépeni pyrofosfatove skupiny za vzniku allylického kationtu. Do tridy I patti TPS, které

syntetizuji terpenicky skelet o délce Cs - Cao.

Enzymy tiidy II katalyzuji syntézu delSich terpenti poc¢inaje diterpeny. Strukturné se od
tridy I liSi mnoZstvim podjednotek, bézné jsou i 3 podjednotky («, B, y). Pro zahajeni
reakce vyuzivaji postranni retézce kyseliny aspartové v motivu DXDD, ¢imZ dochazi na
substratu k tvorbé tercidlniho karbokationtu [1].

Monoterpensynthasy pro reakci potrebuji geranylpyrofosfat (GPP) a cykliza¢ni reakce
probihaji pres meziprodukt vznikly vazbou mezi C1 a C6 za vzniku o-terpinyl
karbokationtu. Nasledujicimi reakcemi pres tento meziprodukt vznika rozmanita Skala
monocyklickych nebo bicyklickych monoterpenti (viz Obrazek 3) [1,30]. Mechanismus
reakce je analogicky u seskviterpensynthas a diterpensynthas, tedy s prisluSnym

reak¢énim meziproduktem v podobé karbokationtu.

? geranyldifosfat @ OH

-)-{4S)-limonen 3-karen
/-\
terpinolen 4-thujanol
| : I \ /-\
a- erplneo (+)-sabinen
1 8 cineol 107 @™ 9 \ @
a-terpinyl kation /\
a-thujen
OPP
(+)-bornyldifosfat

y-terpinen

-)-kamfen :
(-)-0-] p|nen é @ a-terpinen

(-)-B- plnen
-)-endo-fenchol ~ B-felandren

Obrdzek 3: Monoterpenové produkty vychdzejici z a-terpinylkationtu. Obrazek prejat z [30].



1.3.3.2 Terpensynthasy u hmyzu

Syntéza terpenti u hmyzu neni v porovnani se syntézou u rostlin prilis objasnéna. Syntéza
de novo byla ovérena u nékolika druhi hmyzu [26,35]. U hmyzu a obecné u Zivocichl
nebyly nalezeny homology rostlinnych terpensynthas. V poslednich letech bylo u
nékterych druhii hmyzu nalezeno nékolik enzymii s TPS aktivitou, z faddu brouk Ips pini
[36] a Phyllotreta striolata [37], z fadu polokiidlych Murgantia histrionica [38], Nezara
viridula [39], Halyomorpha halys [40] a Empoasca (Matsumurasca) onukii [41], z fadu
motyll Heliconius melpomene [42] a ztadu dvoukridlych Lutzomyia longipalpis [43].
Zadny zidentifikovanych enzymi s TPS aktivitou u hmyzu neni evolu¢né ptibuzny
rostlinnym TPS enzymiim, ale zato jsou pribuzné sIDS enzymy u prislusnych druhi.
Béhem evoluce tedy doslo u nékterych vyvojovych linii hmyzu k duplikacim gent IDS,
v nékterych pripadech extenzivnim. U duplikovanych gentli nastala neofunkcionalizace a
tim byla umoznéna syntéza terpenoidnich latek, vcéetné stejnych latek, k jejichZ syntéze
dochazi u rostlin. Tyto poznatky poukazuji na konvergentni evoluci terpensynthas u

rostlin a zivoc¢icha.

Pro syntézu terpeni u hmyzu jsou potieba stejné prekurzory jako u rostlinnych. U
hmyzich TPS se nachazi FARM a SARM motivy, které jsou zachované z ancestralnich IDS
enzymu a mechanismus reakce probihd pravdépodobné analogicky jako u TPS enzymi
tridy I [40].

1.4 Termiti

Termiti jsou spoleCenskym hmyzem, ktery se radi mezi Svaby. Jejich prirozenym
prostredim jsou tropické a subtropické savany, pralesy a pousté, pricemz kolem 70 %
vSech druhl zZije vtropickych oblastech [44]. Diky schopnosti Zivit se dievem a
rozkladajici se organickou hmotou obsahujici celulézu maji pro ekosystémy zasadni

vyznam jako rozkladaci [45].

Hlavnim znakem je Zivot ve spolecenstvu, které se déli na nékolik kast [46]. Rozsah
velikosti kolonii je od nékolika stovek jedinct az po nékolik miliént. Hlavnimi kastami
jsou délnici, vojaci a kral s kralovnou. Délnici a vojaci jsou sterilni, veSkeré rozmnoZovani
zajistuje kralovna s kralem [47]. Kasty jsou na sobé zavislé a nedokaZou existovat samy o
sobé. Usporadani kast se miiZze u jednotlivych druh ménit, v zastoupeni mtizou chybét
vojaci nebo délnici [46,48]. Nékteré druhy mliZou mit i vice typli vojaka a délnikda [47].
Hlavni oporou kolonie jsou délnici, jiZ jsou zodpovédni za stavbu a udrzovani celého
hnizda. Kromé toho také shani potravu, staraji se o vajicka, kralovnu s kralem, vojaky a
nedospéla stadia. Ochranu hnizda zajistuji vojaci, jejichZ hlavnimi znaky jsou zvétSena

sklerotizovana hlava a zvétSena kusadla, ktera umoznuji nékolik typl utoku. U evolucné

10



mladSich skupin vojaci disponuji exokrinnimi Zlazami, které umoZnuji branit se i

chemickou cestou, ¢asto na ukor funkce kusadel.

VSechny druhy termitd se Zivi lignocelulézou, ktera tvoii zakladni sloZku bunécnych
stén drevitych rostlin [49]. Schopnost rozkladat dievo nebo plidni hmotu zavisi zejména
na strevnich mikrobech, které jsou stermity v mutualistickém vztahu. Mezi takové
mikroby spadaji bakterie, Archea, nebo bicikati prvoci. Zajimavosti jsou zastupci termitl
spadajici do podceledi Macrotermitinae, jiz vyuzivaji jako zdroj Zivin houby rodu

Termitomyces, které si péstuji v hnizdé [50].

Hnizda jsou rtiznoroda a jejich tvar, velikost a sloZeni se 1isi podle mistnich podminek.
Hnizda termit slouzi predevSim k obrané pied predatory, kromé obratlovcl jsou
hlavnim nepfitelem termitii mravenci. Kralovna s krdlem jsou chranéni v dedikované
kralovské komnaté uprostfed hnizda. Hnizda mohou byt vybavena obrannymi misty,
které lze zablokovat. U nékterych druhli jsou vojaci vybaveni zvétSenou hlavu
a specifickym tvarem, diky kterému utésni vchod a zabrani tak priniku nepftitele do
hnizda. U nékterych druhti jde o sloZité stavby, které umoznuji regulovat vnitini klima. To
je podstatné napriklad u rodu Macrotermes, jehoZz délnici stavi v oblasti subsaharské
Afriky vysokd hnizda v podobé kominu, ktery slouzi kvyméné plynd, a samotné

chodbicky s mistnostmi jsou v podzemi.

1.4.1 Role terpenoidll v chemické obrané a komunikaci termit

Komunikace v termitim spolecenstvi probiha vice zptisoby. Zasadni roli hraje chemicka
komunikace. Pfi nalezeni potravy dochazi kvylucovani stopovaciho a agregac¢niho
feromonu. U Rhinotermitiade a Termitidae je hlavni slozkou (Z,Z,E)-3,6,8-dodekatrien-1-
ol [51], ktery zaroven u mnoha druhii zastava funkci pohlavniho feromonu [52]. Pohlavni
feromony hraji roli pro hledani partnera, okridlené budouci kralovny jim prilakavaji
budouci krale k pareni [53]. Kralovské feromony slouZi k udrZeni organizace spolecenstvi.
U druhu Embiratermes neotenicus zastava tuto roli seskviterpenoid (3R,6E)-nerolidol,
jehoZ pritomnost blokuje vyvoj novych kraloven ze samicich nymf [54]. Poplasné

feromony termitli jsou popsany nize.

Termiti vyuZivaji chemickou a fyzickou obranu, nékteré druhy pouzivaji oba typy. Hlavni
roli v chemické obrané hraji labialni, labralni a predevsim frontalni Zlaza. Frontalni Zlaza
je neparovy organ, ktery se vyvinul u moderni termiti skupiny Neoisoptera, tj. predevsim
¢eledi Serritermitidae, Rhinotermitidae a Termitidae. Zldza se nachazi vhlavé a je u
vétSiny druhtl vyraznéji znatelna pouze u vojaki, u kterych ma jako hlavni vyuZiti syntézu
latek pro obranu [55]. Vyusténi je vétSinou modifikovana fontanela v podobé péru.

Vyusténi miize mit i jiné podoby, napriklad u rodu Nasutitermes se fontanela preménila
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do tvaru protahlého utvaru pripominajici roh, jenZ ma usti zZlazy na konci a nazyva se

nasus.

Pravé evoluce frontdlni Zlazy u Neoisoptera je spojena se vznikem biosyntézy
terpenoidii jakoZto obrannych sekundarnich metabolitd termitii. Ve frontalni Zlaze je u
riznych druhti syntetizovana $kala riznych latek liSici se zplisobem syntézy, fyzikalnimi
vlastnostmi a molekuldrni strukturou. Mezi hlavni produkované latky vsak patii pravé
terpenoidy [56-58], nékdy doplnéné i o jiné tridy latek, jako napt. toxické nitroalkeny
[59,60]. Obranné terpenické sekrety obvykle sestavaji z velkého mnozZstvi tékavych
monoterpent, seskviterpenli a cyklickych diterpenti. Na vzduchu smés oxiduje a
zasazenému nepriteli zplisobi problémy s pohybem. Smés ma i drazdivé ucinky, které

donuti nepfritele se Skrabat a Cistit, ¢imz je efektivné vyrazen z boje [56].

Kromeé vyuziti pri kontaktni obrané postupné terpenické sekundarni metabolity prevzaly
také komunikaéni dlohu. Casto slouZi jako poplasné feromony, napt. (E,E)-a-farnesen u
druhu Prorhinotermes canalifrons nebo o-pinen u druhu Nasutitermes princeps [60].
V neposledni radé se terpenoidy uplatnuji i ve funkci kralovského feromonu, jako vyse
zminény seskviterpen (3R,6E)-nerolidol. Dosud bylo u termitd identifikovano vice neZ
100 riznych mono-, seskvi- a diterpent, z nichZ nékteré jsou unikatni a nebyly nalezeny
u zadného jiného organismu [58]. Biosyntéza terpenickych latek termiti nebyla dosud

objasnéna, pouze byl prokazan jejich vznik mevalonatovou cestou [35].

1.4.2 Nasutitermes takasagoensis
Vojaci rodu Nasutitermes jsou vybaveni Cisté chemickou obranou. VypousSténa smés
obsahuje velké mnoZstvi terpenickych latek. V hexanovych extraktech vojaki byly

nalezeny monoterpeny, seskviterpeny a diterpeny (viz Obrazek 4, strana 13).

Na zakladé experimentli s prekurzory mevalonatové drahy znacenymi 14C bylo
prokazano, Ze diterpenické latky jsou schopni sami syntetizovat de novo a nejsou tedy
zavisli na vnéjsim zdroji [35]. Zaroven byla navrZena syntéza polycyklickych diterpenti ze
spolecného monocyklického prekurzoru neocembrenu [35,61], ktery vznika cyklizaci

geranylgeranylpyrofosfatu.
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Obrdzek 4: Analyza hexanovych extraktii vojdku N. takasagoensis. A - Chromatogram z hmotnostniho spektrometru
s vyznacenim struktur hlavnich terpenickych produktii a neocembrenu ze kterého vznikaji dle navrhnuté biosyntetické
drdhy polycyklické diterpenické ldtky (% ). B - Hmotnostni spektrum monoterpenu a-pinen. C - Hmotnostni spektrum
polycyklického diterpenu (znaceno v panelu A znakem #). Extrakce z tél probihala v hexanu po dobu 10 minut. Na 1 télo
bylo pouZito 20 ul hexanu.

V minulych letech bylo objasnéni biosyntézy obrannych latek u druhu N. takasagoensis
tématem nékolika praci japonskych vyzkumniki. Z hlav vojaka byly vypitvany vzorky
frontdlnich Z7laz a zizolované RNA byla pripravena cDNA knihovna. Vni bylo
identifikovano 7 genti homolognich s GGPPS (NtGGPPS1-7) [62]. Kromé toho byly také
nalezeny geny podilejici se na mevalonatové cesté, ktera je klicova k syntéze prekurzori
IPP a DMAPP [63]. Vzhledem ke zjisténé zvysené expresi téchto genli v hlavach vojaki
v porovnani s ostatnimi kastami autori predpokladaji jejich zapojeni do biosyntézy
terpent nebo jejich prekurzort [48,62]. Pocet gentli kddujicich domnélé enzymy tcastnici
se mevalonatové drahy a syntézy prekurzoru diterpenti byl porovnan napri¢ 3 dalSimi

druhy termitd (Z nevadensis, M. natalensis and C. secundus) a 1 druhem Svaba (B.
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germanica) [48]. Porovnanim byla zjisténa extenzivni duplikace GGPPS geni N.
takasagoensis oproti zbylym druhlim [48,62]. VSechny identifikované sekvence maji
zachované sekvenc¢ni motivy FARM a SARM, u kterych se domnivame, Ze jsou podstatné
pro TPS aktivitu. O samotnou funkéni charakterizaci téchto enzymi se dosud nikdo

nepokusil. ZjiSténi funkce vybranych sekvenci (NtGGPPS-2B, NtGGPPS-4 a NtGGPPS-6) je
téma této prace.
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2 Cile prace
Svou bakalarskou praci jsem vypracovaval jako soucast Sirsiho projektu tymu Dr. Hanuse

zaméfeného na odhaleni biosyntetického plivodu nékterych termitich terpenickych

sekundarnich metabolitli. Konkrétni cile prace byly nasledujici:

e Exprese tii rekombinantnich proteinti v bakterialnim systému E. coli a jejich
purifikace (NtGGPPS2-B, NtGGPPS4, NtGGPPS6)

e Stanoveni TPS aktivity purifikovanych proteinii

e Ziskani dostatecného mnoZstvi rekombinantniho proteinu NtGGPPS6 pro

krystaliza¢ni experimenty
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3 Material

3.1 Pouzité chemikalie

Bioline, Némecko

IPTG

ForMedium, Velka Britanie

D(+)-laktésa monohydrat
kvasni¢ny extrakt

pepton

Lach-ner s.r.o., Neratovice

chlorid sodny

glycerol 99,9%

kyselina octova 99%

methanol
tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween-20

Penta, Chrudim

dihydrogenfosforecnan draselny
D-glukosa

glycin

siran amonny

ROTH, Némecko

lysozym
PMSF

SDS

susené mléko
TEMED

SERVA, Némecko

40% akrylamid

Sigma-Aldrich, Némecko

Antifoam A concentrate

APS

Coomassie Brilliant Blue R-250
deoxyribonukleasa I z hovézi slinivky
GPP

GGPP

chloramfenikol

imidazol

2-merkaptoethanol

myS$i monoklonalni protilatka proti
polyhistidinovému epitopu konjugovana s
kienovou peroxidazou

kanamycin

Thermo Scientific, USA

PageRuler™ plus Prestained Protein Ladder
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PierceTM ECL Western Blotting Substrate kit

Ustav organické chemie a
biochemie AV CR, Praha (piipravil
Mgr. Michal Dolezal, PhD.)

TEV proteasa

3.2 Pouzité pfistroje a pomucky

analytické vahy At261 DeltaRange, Mettler Toledo, USA
autoklav SANOclav, Adolf Wolf, Némecko
blokovy termostat sbh130d, Stuart, Velka Britanie
centrifugy Avanti JXN-30, Beckman Coulter, USA

MiniSpin, Eppendorf, Némecko
U-320R, Boeco, Némecko

centrifugacni filtr

Amicon Ultra-15 10 kDa MWCO, Sigma-Aldrich,
USA

chromatograficky systém

AKTA start, Cytiva, USA
AKTA pure, Cytiva, USA

elektroforeticka sada

SE250 Mighty small II mini vertical 0,75 mm,
Hoefer Inc, USA

filtry ze skelnych vlaken

MN GF-6 retention 0,6 um, Macherey-Nagel,

Némecko

kultivacni 1dhve

Tunair 2,5 1 baffled shake flask, IBI Scientific,
USA

otacivé valecky

SRT6D roller mixer, Stuart, Velka Britanie

plynovy chromatograf

s hmotnostnim spektrometrem

GCxGC-TOF-MS Pegasus 4D, Leco, USA
TRACE 1310 ISQ, Thermo Scientific, USA

homogenizator

Avestin Emulsiflex C3, Australie
sklenény homogenizator s teflonovym pistem,
Kartell, Italie

kolony

HisTrap HP 5 ml, Cytiva, USA
HisTrap FF 5 ml, Cytiva, USA
HiPrep 26/10 Desalting, Cytiva, USA

pipety

Nichipet, Nichiryo, Japonsko
Proline, Biohit, Finsko

Pipetman, Gilson, Francie

trepané inkubatory

Innova S44i shaker, Eppendorf, Némecko
NB-205, N-biotek, Jizni Korea
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spektrofotometr

Biospectrometer, Eppendorf, Némecko

NanoDrop One, Thermo Scientific, USA

ultrazvukovy homogenizator

UP200St, Hielscher Ultrasonics, Némecko

vlakno pro mikroextrakci na tuhou

fazi

SPME Fiber Assembly 100 um PDMS, Fused
Silica 23Ga (Red), Sigma-Aldrich, USA

zdroj pro elektroforézu

EV265, Consort, Belgie

zobrazovaci systém

Azure c600, Azure Biosystems, USA

3.3 Roztoky, pufry a média

LB

10 g/1 pepton

5 g/l kvasni¢ny extrakt
10 g/1 chlorid sodny
pH7

autoindukéni médium

15 g/1 kvasnicny extrakt
10 g/1 pepton

10 g/1 glycerol

2 g/1 D-laktosa

0,5 g/1 D-glukosa

100 mM KH2PO4

50 mM NaCl

25 mM (NH4)2S04

3 mM MgS04

pH 7,5

10x fosfatovy pufr (PBS)

80 g/I NaCl

2 g/l KCl

26,8 g/l Na2HPO4 - 7H20
2,4 g/1 KH2POa4

pH 7,4

antibiotika

e kanamycin 30 mg/ml (zasobni roztok ve vodé)
e chloramfenikol 30 mg/ml (zasobni roztok v ethanolu)
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5x vzorkovy pufr (PLB) 25 ml

e 0,38 g tris(hydroxymethyl)aminomethan
e 2,5ml B-merkaptoethanol

e 1gSDS

e 5 mlglycerol

¢ 3 mgbromfenolova modr

e pH6,8

barvici roztok (11)

e 2,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250

¢ 450 ml methanol

e 100 ml octova kyselina

e objem doplnén destilovanou vodou na 1000 ml

odbarvovaci roztok (11)

¢ 450 ml methanol
e 100 ml octova kyselina
e objem doplnén destilovanou vodouna 11

10x Tris-glycinovy pufr pro SDS-PAGE (11)

e 10gSDS

e 30,3gTris

e 144,11 gglycin

e objem doplnén destilovanou vodou do 11

rozdélovaci gel

e 4,8 ml destilovana voda

e 2,5ml 40% akrylamid

e 2,5ml1,5M Tris (pH 8,8)
e 100 pul10% SDS

e S5 ulTEMED

e 100 ul10% APS

zaostiovaci gel

e 3 ml destilovana voda

e 0,4ml40% AA

e 0,5ml1,5M Tris (pH 6,8)
e 40 ul 10% SDS

e 4 ul TEMED

e 40ul10% APS

pirenosovy pufr (1,51)

e 150 ml 10x Tris-glycinovy pufr pro SDS-PAGE
¢ 300 ml methanol
e objem doplnén do 1,5 1 destilovanou vodou
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5% roztok suseného mléka

e 50ml1xPBS
e 2,5 gsusSeného mléka
e 25 ul Tween-20

1% roztok suSseného mléka

e 50ml1xPBS
e 25 ul Tween-20

e 0,5 gsuSeného mléka

lyzacni pufr

e 100 g/l glycerol

e 300 mM NaCl

e 50 mM KH2PO4

2 mM MgS04

10 mM imidazol

0,5 mg/ml lysozym

5 mg/1 deoxyribonukleasa I
e 5uM CaClz

e pH6,7

odmyvaci pufr

e 100 g/l glycerol

e 300 mM NaCl

e 50 mM KH2PO4

e 2mM MgS04

e 10 mM imidazol

e 10 mM B-merkaptoethanol
e pH6,7

elu¢ni pufr

e 100 g/l glycerol

e 300 mM NaCl

e 50 mM KH2PO4

e 2mM MgS04

e 500 mM imidazol

e 10 mM B-merkaptoethanol
e pH6,7



MOPS pufr

10 mM MOPS

5 mM MgClz / MnCl2
1 mM DTT

10% (v/v) glycerol
pH 7,0

3.4 Kmeny Escherichia coli:

Pouzity byly bakterie E. coli kmene Lemo21(DE3), které umoznuji titraci miry exprese
rekombinantniho proteinu, a LOBSTR-BL21(DE3)-RIL které jsou uzptisobeny pro expresi

proteini s méné castymi kodony. Oba tyto kmeny jsou rezistentni vii¢i chloramfenikolu.

Bakterie byly transformované plasmidy pRSFDuet, které nesly rezistenci vuci
kanamycinu a kodujici sekvence zkoumanych proteini rodiny GGPPS pochazejici
z termita N. takasagoensis. Na 5 konec prislusné sekvence byla pridana sekvence kédujici
histidinovou kotvu. Exprimované rekombinantni proteiny tedy nesly histidinovou kotvu
na N konci. Sekvence kodujici fuzni protein NtGGPPS6 obsahuje navic mezi histidinovou
kotvou a vlastni kédujici sekvenci NtGGPPS6 kratkou sekvenci kodujici Stépici misto TEV

proteasy.

Tabulka 1: Expresni systémy rekombinantnich proteinii

nazev proteinu pouzity kmen E. coli pouzity plasmid
NtGGPPS2-B LOBSTR-BL21(DE3)-RIL pRSFDuet_NtGGPPS2B
NtGGPPS4 Lemo21(DE3) pRSFDuet_NtGGPPS4
NtGGPPS6 LOBSTR-BL21(DE3)-RIL pRSFDuet_NtGGPPS6

4 Metody

4.1 Exprese rekombinantnich proteinu v E. coli

Startovaci kultura E. coli byla pripravena z glycerolovych zasob uchovavanych v - 80 °C
inokulaci do LB média sterilizovaného horkou vodni parou po dobu 20 minut pti 120 °C
v autoklavu. Spi¢kou pipety bylo nabrano mensi mnoZstvi zmrzlych bunék do 7 ml média
s kanamycinem a chloramfenikolem (30 mg/ml). Takto vytvorena startovaci kultura byla
ponechdna riist pies noc do druhého dne v trepaném inkubatoru (NB-205 shaker) pfi

37 °C a 250 ot./min. Druhy den byla zmérena opticka denzita pii 600 nm.

Pro dalsi kultivaci bylo pripraveno 2,5 1 sterilniho autoindukéniho média. Médium bylo
v laminarnim boxu suplementovano kanamycinem (konec¢nad koncentrace 30 mg/l) a

chloramfenikolem (konecna koncentrace 30 mg/l). V pripadé kultivace kmenu E. coli
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Lemo21(DE3) bylo dale pridano 0,1 mmol/l L-rhamnosy. Do média byla ptidana
startovaci kultura pro dosazeni ODesoo = 0,01. Médium bylo rovnomérné rozdéleno do 6
sterilizovanych kultiva¢nich lahvi a pro sniZeni pénivosti byly do kazdé lahve ptidany 1-

2 kapky ¢inidla Antifoam A concentrate.

Kultura v autoindukénim médiu byla ponechana na trepacim aparatu (Innova S44i
shaker) 4-6 hodin pti 37 °C a 220 ot./min, nasledné byly podminky upraveny na 17 °C a
180 ot./min a kultivace probihala dalSich 15-16 hodin.

4.2 Lyze

Biomasa byla separovana od kultivacniho média centrifugaci (3000xg; 20 minut; 4 °C,
Avanti JXN-30). Pelet byl zvaZen a nasledné preveden do kadinky s lyza¢nim pufrem.
Objem lyzacniho pufru odpovidal desetindsobku hmotnosti peletu. Smés byla
homogenizovana ve sklenéném homogenizatoru s teflonovym pistem. Lyzat byl michan 1
hodinu v laboratorni teploté na otacivych valeccich a po pridani B-merkaptoethanolu
(vysledna koncentrace 10 mM) dalsi 1 hodinu v chladové mistnosti v teploté 6-8 °C.
Naslednd homogenizace probihala dvéma zplisoby - sonikaci, nebo pomoci pristroje

Emulsiflex.

V pripadé sonikace byl lyzat postupné sonikovan po davkach 70 ml v kaddince chlazené
ledovou lazni. Sonikace podilu byla provadéna v 8 cyklech, které trvaly 40 sekund a mezi

jednotlivymi cykly byla pauza 10 sekund. Amplituda byla nastavena na maximum.

Alternativné byl lyzat homogenizovan opakovanym prichodem skrze homogenizator

Emulsiflex. Vnitini tlak pristroje byl nastaven na 2,4 bar.

Po dokonceni homogenizace byl lyzat 3x centrifugovan (30 000x g; 4 °C; 10 min) s tim, Ze
se pracovalo jen se supernatantem. Za ucelem analyzy pomoci SDS-PAGE byl po prvni

centrifugaci pelet resuspendovan destilovanou vodou do ptivodniho objemu.

4.3 Vertikalni elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém
gelu (SDS-PAGE)

Pro pripravu geld byly pouzita nalévaci aparatura. Do prostoru mezi elektroforetickymi
skly byl pomoci automatické pipety prenesen roztok pro separacni gel. Roztok byl
prevrstven destilovanou vodou nebo isopropanolem a ponechan polymerovat po dobu 20
minut. Poté byla vrchni vrstva vysuSena a na separacni gel byl nanesen roztok pro
zaostiovaci gel. Navrch byl pridan hieben pro jamky. Pripravené gely byly umistény do
elektroforetické aparatury, ktera byla naplnéna 200 ml 1x koncentrovaného Tris-

glycinového pufru.
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Vzorky pro elektroforézu byly pripraveny odebranim 20 pl vzorku a pridanim 5 pl
5x koncentrovaného redukujiciho vzorkového pufru (rPLB). Vzorky byly povareny ve
vodni lazni po dobu 5 minut. Pfipadny precipitat byl odstranén centrifugaci (5 min, 13400

ot./min, MiniSpin Eppendorf).

Do jamek bylo nanaseno 8-10 pl vzorku. Aparatura byla zapojena do zdroje napéti po
dobu 40-60 minut s nastavenym napétim 175 V. Gel byl nasledné barveny 1-2 hodiny
v barvicim roztoku. Poté byl promyvan v odbarvovacim roztoku. V ptipadé pouZiti gelu

pro prenos a ndslednou imunochemickou detekci gel barven nebyl.

4.4 Imunochemicka detekce proteinu po pfenosu ha membranu
(Western blot)

Polyakrylamidovy gel se separovanymi proteiny byl prilozen na PVDF nebo
nitrocelul6zovou membranu v pfenosovém pufru. Ta byla dana do kazety pro Western
blot (sloZeni: mékceni, filtracni papir, membrana, gel, filtracni papir, mékceni). Kazeta
byla vloZena do hlavni nddoby s chladicim balenim a zalita transferovym pufrem, ktery
byl predem vychlazen na 4 °C. Pfenosova vana byla nasledné ptipojena ke zdroji a po dobu

1 h probihal pfenos proteinii na membranu pod napétim 100 V.

Po prenosu proteini na membranu v elektrickém poli byla membrana blokovana 5%
roztokem suSeného mléka. Poté byla membrana inkubovana s protilatkou anti-HisHRP
(20000x redéni v roztoku 1% suSeného mléka). Nasledné byla membrana promyta 3x
1% roztokem suSeného mléka po dobu 10 min. Jako substrat peroxidazy pro spusténi
chemické reakce byl pouzit kit Pierce ECL Western Blotting Substrate. Pro detekci

chemiluminiscencniho signalu byl pouzit pristroj Azure c600.

4.5 Afinitni chromatografie

Pro metodu afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech byly pouZivany

chromatografické systémy AKTA Start a AKTA pure.

Po detekci rekombinantniho proteinu v supernatantu byl lyzat pred samotnou purifikaci
centrifugovan (30 000xg, 4 °C, 10 min) a nasledné zfiltrovan v aparatufe s odsavanim
pres vyménny kruhovy filtr s 6 um pory. Kolona byla ekvilibrovana promyvacim pufrem.

Nasledné byl na kolonu nanasen lyzat.

Pro purifikaci proteinti NtGGPPS2-B a NtGGPPS4 byl pouzit systém AKTA Start. Cela
metoda byla provedena pfiilaboratorni teploté, nddoby s lyzatem a pufry byly béhem
metody chlazeny ledem. Po naneseni lyzatu byla kolona promyvana 200 ml promyvaciho
pufru. Uvolnéni proteinu z kolony bylo provedeno zvySovanim podilu elu¢niho pufru

v mobilni fazi. Frakce byly jimany po 1 ml p¥i priitoku 1 ml za minutu. Elu¢ni frakce, které
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podle hodnot absorbance (280 nm) obsahovaly uvolnéné proteiny, byly zamraZeny

vloZenim do suchého ledu a skladovany pfri -80 °C.

Pro purifikaci proteinu Nt6 byl pouzit systém AKTA Pure. Metoda byla provadéna pfi
stalé teploté 6 °C v chladové mistnosti. Po naneseni lyzatu byla kolona promyvana 100 ml
promyvaciho pufru. Uvolnéni proteinu z kolony bylo provedeno zvysujicim se gradientem
elu¢niho pufru. Frakce byly jimany po 2 ml pii priitoku 1 ml za minutu. Elu¢ni frakce, které
podle hodnot absorbance (280 nm) obsahovaly uvolnéné proteiny, byly zamraZeny

vloZenim do suchého ledu a skladovany pfti -80 °C.

4.6 Odsoleni vzorku NtGGPPS6 pomoci gelové permeacni

chromatografie

Frakce z afinitni chromatografie, u kterych byl pomoci metod SDS-PAGE a Western blot
detekovan protein NtGGPPS6, byly spojeny a pomoci centrifuga¢niho filtru (Amicon Ultra-
15 10 kDa MWCO) zakoncentrovany na objem 10 ml na stolni centrifuze (BOECO U-320R)

s nastavenim 6000x g, 4 °C.

Samotna chromatografie byla provedena na chromatografickém systému AKTA Pure.
Jako kolona byla pouzita HiPrep 26/10 Desalting, ktera obsahuje porézni sepharosu, diky
které je mozné separovat proteiny od imidazolu a soli. Kolona byla ekvilibrovana 2x
kolonovym objemem promyvaciho pufru pouZitého pri afinitni chromatografii. Frakce

byly sbirany po 5 ml do zkumavek.

4.7 Stdpeni proteinu NtGGPPS6 TEV proteasou

Frakce z gelové filtrace, které obsahovaly proteiny detekované pomoci hodnot
absorbance pri 280 nm, byly sjednoceny. Kvzorku bylo pridano 1 ml roztoku TEV
proteasy (koncentrace 1 mg/ml) a smés byla ponechana inkubovat 16 hodin v chladové

mistnosti pti 8 °C.

4.8 Reverzni afinitni chromatografie vzorku NtGGPPS6

Metoda byla pouZita pro separaci proteinu NtGGPPS6 s odstépenou histidinovou kotvou
od TEV proteasy. Metoda probihala na chromatografickém systému AKTA Pure. Jako
kolona byla pouZita kolona HisTrap 5 ml FF, ktera byla ekvilibrovana promyvacim pufrem
z metody afinitni chromatografie (kapitola 4.7). Eluce probihala zvySujicim se gradientem

elu¢niho pufru ku promyvacimu pufru. Behem eluce byl pritok nastaven na 1 ml/min.

4.9 Méreni aktivity na GC-MS

Pro méreni byl pouzit MOPS pufr s pridavkem manganatych nebo hotecnatych iontti

(5 mM). Do sklenéné vialky o objemu 2 ml byly pipetovany objemy dle nasledujici tabulky.
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Tabulka 2: SloZeni mérenych reakci. Pro méreni se vzorky proteinu NtGGPPS2-B a NtGGPPS4 byl priddn GPP a pro méreni
se vzorkem NtGGPPS6 byl pouZzit GGPP

protein vzorek proteinu (pl) | MOPS pufr (ul) prekurzor (50mg/ml)
NtGGPPS2-B 3 95 GPP

NtGGPPS4 3 95 GPP

NtGGPPS6 3 95 GGPP

Negativni 0 95 GPP / GGPP

kontrola

Do vialky bylo skrze septum vsunuto SPME vlakno a reakéni smés byla nasledné po dobu
1 hodiny inkubovana ve vyhievném bloku pti teploté 30 °C. Po ukonceni inkubace bylo

vlakno vsunuto do inletu plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem.

Pro detekci produktii bylo vyuzito vicero metod plynové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii.

4.9.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Byl vyuzit chromatograf TRACE 1310 ve spojeni s hmotnostnim detektorem ISQ LT typu
kvadrupol s elektronovou ionizaci. Byla pouzita kolona TG-5MS (30 m x 0,25 mm,
tloustka filmu 0,25 um). Vzorek byl ddvkovan manualné, injektor byl nastaven na teplotu
250 °C. Hmotnostni rozsah detektoru byl nastaven na rozpéti m/z 29-650. Jako nosny
plyn bylo pouZito helium s konstantnim priitokem 1,5 ml/min. Teplotni program: 50 °C

bylo drZzeno 1 minutu, teplotni rampa 8 °C/min do 320 °C, teplota byla drZena 5 minut.

4.9.2 Dvoudimenzionalni plynova chromatografie s TOF detekci

Metoda probihala na dvoudimenzionalni plynovém chromatografu s hmotnostni detekci
GCxGC-TOF-MS; Pegasus 4D BT). Jako primarni kolona byla pouZita Rxi-5MS (délka 30 m,
vnitini primér 250 um). Jako sekundarni kolona byla pouzita Rxi-15MS (2 m, vnitini
primér 100um). Vzorek byl davkovan manudlné, teplota nastriku byla nastavena na
250°C. Teplotni program: 50°C bylo drZeno 1 minutu, teplotni rampa 8°C/min do 320°C,
teplota byla drZena 5 minut.
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5 Vysledky
5.1 NtGGPPS2-B

5.1.1 Exprese proteinu NtGGPPS2-B

Exprese proteinu probihala v kmenu LOBSTR E. coli, ¢imZ bylo ziskdno 35 g bakterialni

biomasy. Bunky byly homogenizovany sonikaci (kapitola 4.2). Pro detekci proteint

v rozpustné a nerozpustné frakci lyzatu byly pouZzity metody SDS-PAGE a Western blot.

Na zakladé detekce proteinu NtGGPS2-B ve vzorku supernatantu (Obrazek 5 a 6,

draha 2) byl protein v lyzatu purifikovan dle metody 4.5.
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Obrdzek 5: 10% polyakrylamidovy gel obarveny Coomassie Blue s analyzovanymi vzorky lyzdtu s proteinem NtGGPPS2-
B (molekulovd hmotnost proteinu = 38 kDa). Objem ddvkovanych vzorkii 8 ul. Popisky drah: 1 - proteinovy standard
PageRulerTM Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek lyzdtu; 3 - vzorek resuspendovaného peletu, 4 - vzorek
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Obrdzek 6: Imunodetekce proteinu NtGGPPS2-B v lyzdtu. Popisky drah: 1 - proteinovy standard PageRulerTM
Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek lyzdtu; 3 - vzorek resuspendovaného peletu; 4 - vzorek supernatantu
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5.1.2 Purifikace proteinu NtGGPPS2-B

Afinitni chromatografie probihala za laboratorni teploty na systému AKTA Start za pouziti
purifikacni kolony HisTrap HP 5 ml (Obrazek 7). Pro eluci proteinu byla zvySovana
koncentrace elu¢niho pufru v mobilni fazi (kapitola 4.5). Eluce proteini probéhla
v nékolika picich. Analyza frakci s proteiny (Obrazek 8 a 9) probéhla pomoci metod SDS-
PAGE a Western blot (kapitola 4.3 a 4.4).
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Obrazek 7: Chromatogram priibéhu purifikace proteinu NtGGPPS2-B metodou afinitni chromatografie (kapitola 4.5). Na

ose x je vyneseny elucni objem (ml) a oznacent frakci, na osey je hodnota absorbance pri 280 nm (mAU). Modrd krivka -

nameérend hodnota absorbance v zdvislosti na case, fialovd krivka vyznacuje gradient elu¢niho pufru (0-100 %). Systém a
podminky: AKTA start, kolona HisTrap HP 5 ml, mobilni faze - odmyvaci a elu¢ni pufr, priitok 1 ml za minutu.
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Obrdzek 8: Obarveny 10% polyakrylamidovy gel se vzorky z afinitni chromatografie proteinu NtGGPPS2-B. Objem
davkovaného vzorku 10 ul. Popisky drah: 1 - Proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek
davkovany na kolonu; 3 - vzorek proteinti nezachycenych na koloné; 4 - proteiny uvolnéné béhem omyvdni kolony; 5 -

frakce 27; 6 - frakce 37; 7 - frakce 46; 8 - frakce 56; 9 - frakce 66.
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Obrdzek 9: Detekce proteinu NtGGPPS2-B nesouciho histidinovou kotvu metodou Western blot. Objem ddvkovaného
vzorku 10 pl. Popisky drah: 1 - Proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek ddvkovany na
kolonu; 3 - vzorek nezachycenych proteinti; 4 —-proteiny uvolnéné béhem omyvdni kolony; 5 - frakce 27; 6 - frakce 37;

7 - frakce 46; 8 - frakce 56; 9 - frakce 66

Draha 2 obsahuje vzorek proteinli z lyzatu pred afinitni chromatografii. V porovnani
s drahou 3, ktera obsahuje vzorek proteinii, které nebyly na koloné zachyceny, je vidét
ubytek signalu na obarveném gelu kolem molekulové hmotnosti 38 kDa. Na snimku
zachycujicim chemicky signal je zretelny silny signal v draze 2, naopak v draze 3 je signal
velice slaby. Draha 4 obsahuje vzorek proteini uvolnénych béhem omyvani kolony.
Pfitomny jsou pouze bakterialni proteiny, pomoci metody Western blot nebyl detekovan
Zadny signal. V draze 5 je silny signal velkého mnoZstvi proteinti na obarveném gelu.
Pomoci chemické detekce byl zachycen slabsi signal proteinu NtGGPPS2-B. V této draze
je na obarveném gelu vidét zna¢né zneciSténi kontaminujicimi bakteridlnimi proteiny.
Draha 6 neobsahuje na obarveném gelu signal odpovidajici hmotnosti purifikovaného
proteinu. Pomoci chemické detekce byl detekovan slaby signal. Draha 7 obsahuje na
obarveném gelu slaby prouzek odpovidajici molekulové hmostnosti proteinu NtGGPPS2-
B, jehoZ pritomnost potvrzuje i chemicka detekce, ale draha je zaroven zneciSténa
kontaminujicimi proteiny. V 8. draze, ktera odpovida elu¢ni frakci 56, je viditelny silny
signal, ktery odpovida molekulové hmotnosti proteinu NtGGPPS2-B (38 kDa), coz je
potvrzeno i chemickou detekci. Frakce 56 (draha 8) byla kviili vysoké koncentraci a

Cistoté pouzita jako vzorek proteinu pro nasledujici experimenty.

5.1.3 Meéreni aktivity
Vzorek proteinu byl inkubovan s prekurzorem geranylpyrofosfatem dle metody popsané

v kapitole 4.9. Méreni vzniklych produktii probéhlo na plynovém chromatografu
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s hmotnostnim detektorem (GCxGC-TOF-MS Pegasus 4D) dle metody popsané v kapitole
4.9.2.

Pfi porovnani s mérenim negativni kontroly nebyl detekovan Zadny signal vzniklych

produktd, které by protein NtGGPPS2-B vyprodukoval z prekurzoru GPP.

5.2 NtGGPPS4

5.2.1 Exprese proteinu NtGGPPS4
Kultivace bakterii E. coli (Lemo21(DE3)) s plasmidem pRSFDuet_NtGGPPS4 probihala
v 1,5 I autoindukéniho média a centrifugaci bylo ziskano 52 g biomasy. Lyze probihala

sonikaci v prostiedi lysozymu dle metody popsané v kapitole 4.2.

5.2.2 Purifikace proteinu NtGGPPS4

Protein NtGGPPS4 v lyzatu byl purifikovan metodou afinitni chromatografie (viz kapitola
4.5) na systému AKTA start (Obrazek 10). Ziskané frakce byly analyzovany pomoci
metody SDS-PAGE a Western blot (Obrazek 11 a 12).
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Obrdzek 10: Chromatogram priibéhu purifikace proteinu NtGGPPS4. Na ose x je vyneseny eluc¢ni objem (ml) a oznaceni
frakci, na ose y je hodnota absorbance pri 280 nm (mAU). Modrd krivka - namérend hodnota absorbance v zdvislosti na
Case, fialovd krivka vyznacuje gradient elu¢niho pufru (0-100 %). Systém a podminky: AKTA start, kolona HisTrap HP
5 ml, mobilni faze - odmyvaci a elucni pufr, priitok 1 ml za minutu.
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Obrdzek 11: 10% polyakrylamidovy obarveny gel s vzorky z afinitni chromatografie proteinu NtGGPPS4 (molekulovd
hmotnost proteinu 38,1 kDa). Popisky drah: 1 - proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - frakce 3;
3 - frakce 6; 4 - frakce 7; 5 - frakce 23; 6 - frakce 27; 7 - frakce 32; 8 - frakce 37; 9 - frakce 38

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Obrazek 12: Snimek chemiluminescencniho signdlu na PVDF membrdné béhem detekce proteinu NtGGPPS4 metodou
Western blot. Popisky drah: 1 - proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - frakce 3; 3 - frakce 6; 4 -
frakce 7; 5 - frakce 23; 6 - frakce 27; 7 - frakce 32; 8 - frakce 37; 9 - frakce 38

V draze ¢islo 2 neni zietelny Zadny signdl. Drahy 3 az 7 obsahujici velké mnoZstvi
bakteridlnich proteinii a pomoci chemické detekce v nich nebyl nalezen signal. V draze
¢islo 8 a 9 je na obarveném gelu vidét zietelny prouzek odpovidaji hmotnosti proteinu
NtGGPPS4, coZ je potvrzeno detekci chemického signalu pomoci metody Western blot.
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Vzorek frakce obsahuje mensi mnoZstvi kontaminujicich proteind. Jako vzorek proteinu

pro dalsi experimenty byla pouZita frakce 37.

5.2.3 Méfeni aktivity
Vzorek proteinu byl inkubovan s prekurzorem geranylpyrofosfatem dle metody popsané
v kapitole 4.9. Méreni vzniklych produkti probéhlo na plynovém chromatografu

s hmotnostnim detektorem (GCxGC-TOF-MS Pegasus 4D) metodou popsanou v kapitole
4.9.2.

Pii prvnim méreni bylo detekovano nékolik pikt (Obrazek 13,14), jejichZ hmotnostni
spektra odpovidala monoterpenickym latkam - limonen, myrcen, linalool a geraniol
(Obrazek 15). Hmotnostni spektra byla porovnavana s knihovnou Narodniho institutu
standardti a technologie (NIST) [65]. Pfi opakovaném méreni nebyly terpenické produkty

detekovany a nepodatrilo se tak prokazat terpensynthasovou aktivitu proteinu NtGGPPS4.

2 (s)

¢ni Cas

reten

retenc¢ni ¢as 1 (s)

Obrdzek 13: Chromatogram z plynové chromatografie. Osa x - retencni cas 1, osa y - retencni ¢as 2. Systém: GCxGC-TOF-
MS Pegasus 4D BT. Primdrni kolona - Rxi-5MS. Sekunddrni kolona - Rxi-15MS (kapitola 4.9.2)
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Obrazek 14: Srovndni GCxGC mérenti, I: NtGGPPS4 se substrdtem geranylpyrofosfdatem, II: Negativni kontrola. Osa x -
retencni ¢as 1, osa y - retencni cas 2, osa z - odezva signdlu. Systém: GCxGC-TOF-MS Pegasus 4D BT. Primdrni kolona -
Rxi-5MS. Sekunddrni kolona - Rxi-15MS (kapitola 4.9.2)
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Obrdzek 15: Namérend hmotnostni spektra, podle nichZ byl vyhodnocen terpenovy produkt A: limonen, B: myrcen, C:
linalool, D: geraniol. Systém: GCxGC-TOF-MS Pegasus 4D BT. Primdrni kolona - Rxi-5MS. Sekunddrni kolona - Rxi-15MS
(kapitola 4.9.2)

5.3 NtGGPPS6

5.3.1 Exprese proteinu NtGGPPS6

Kultivace bunéc¢né kultury splasmidem pRSFDuet NtGGPPS6 obsahujici sekvenci
kodujici protein NtGGPPS6 byla provedena dle metody v kapitole 4.1. Z 2,5 1 média bylo
centrifugaci ziskano 82 g bunécné biomasy. Cilem experimentu bylo ziskat velké mnoZstvi
proteinu pro krystalizaci, nikoliv jako v predchozich pripadech funk¢ni charakterizace
proteinu. Pro expresi byly pouzita zasoba bunék v glycerolu, ktera byla jiZ v minulosti pro
expresi proteinu NtGGPPS6 otestovana. Ztoho divodu nebyla provedena kontrola
pritomnosti proteinu v supernatantu a peletu lyzatu. Lyze bunék byla provedena pomoci

homogenizatoru Emulsiflex (kapitola 4.2).
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5.3.2 Purifikace proteinu NtGGPPS6

Protein NtGGPPS6 vlyzatu byl purifikovin metodou afinitni chromatografie (viz
kapitola 4.5) za pouziti systému AKTA Pure (Obrazek 16). Ziskané elu¢ni frakce s proteiny
byly analyzovany metodou SDS-PAGE a Western blot (kapitola 4.3 a 4.4) (Obrazek 17 a
18).
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Obrazek 16: Chromatogram priibéhu afinitni chromatografie pri purifikaci proteinu NtGGPPS6. Osa x - elu¢ni objem
(ml) s oznacenymi frakcemi, levd osa y — absorbance pri 280nm (mAU), pravd osa y - gradient (%) elucniho pufru. Modrd
krivka - namérend absorbance v zdvislosti na elu¢nim objemu, zelend krivka - gradient elucniho pufru. Systém a
podminky: AKTA Pure, kolona HisTrap HP 5 ml, mobilni fdaze - odmyvaci a eluéni pufr, priitok 1 ml za minutu.
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Obrazek 17: Analyza proteinu NtGGPPS6 nesouciho histidinovou kotvu (molekulovd hmotnost proteinu 38,0 kDa)
metodou SDS-PAGE. Objem ddvkovaného vzorku 10 ul. Popisky drah: 1 - Proteinovy standard PageRuler™ Prestained
Protein Ladder; 2 - vzorek ddvkovany na kolonu; 3 - vzorek nezachycenych proteinti; 4 - proteiny uvolnéné béhem
omyvdni kolony; 5 - frakce 1A9; 6 - frakce 1B6; 7 - frakce 1E12; 8 - frakce 1G2; 9 - frakce 1H4
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Obrdzek 18: Imunodetekce proteinu NtGGPPS6 metodou Western blot. Objem ddvkovaného vzorku 10 ul. Popisky drah: 1
- Proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek ddvkovany na kolonu; 3 - vzorek
nezachycenych proteinti; 4 - proteiny uvolnéné béhem omyvdni kolony; 5 - frakce 1A9; 6 - frakce 1B6; 7 - frakce 1E12;
8 - frakce 1G2; 9 - frakce 1H4

Frakce, ve kterych byl detekovan protein NtGGPPS6, byly spojeny a separovany od soli
pomoci metody gelové permeacni chromatografie (kapitola 4.6) (Obrazek 19). Diky
separaci mohlo byt u frakci obsahujici rekombinantni protein pristoupeno ke $tépeni a

nasledné reverzni chromatografii, kde by vyssi koncentrace imidazolu znemoziiovala

provést metodu.

250

150

absorbance pii 280 nm (mAU)

eluéni objem (ml)

Obrdzek 19: Chromatogram z gelové permeacni chromatografie. Osa x - elucni objem (ml) s oznacenymi frakcemi, osa y
- namérend hodnota absorbance (mAU). Systém a podminky: AKTA Pure, kolona HiPrep 26,/10 Desalting, mobilni fdze -
odmyvaci pufr, priitok 1 ml za minutu.
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Po separaci proteinu od soli byla do vzorku proteinu pridana TEV proteasa a smés byla
inkubovana (kapitola 4.7). Nasledujici den byl vzorek purifikovan reverzni afinitni

chromatografii (kapitola 4.8) (Obrazek 20).
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Obrdzek 20: Chromatogram z reverzni afinitni chromatografie proteinu NtGGPPS6. Osa x - elucni objem (ml)
s oznacenymi frakcemi, levd osa y — absorbance pri 280nm (mAU), pravd osa y - gradient (%) elucniho pufru. Modrd
krivka - namérend absorbance v zdvislosti na elu¢nim objemu, zelend kiivka - gradient elu¢niho pufru. Systém a
podminky: AKTA Pure, kolona HisTrap HP 5 ml, mobilni fdze - odmyvaci a eluc¢ni pufr, priitok 1 ml za minutu.

Eluce proteinu probéhla ve dvou picich. Separace od TEV proteasy a odStépenych
histidinovych kotev probéhla diky rozdilné afinité k nikelnatym ionti v koloné. Frakce

byly analyzovany metodou SDS-PAGE (kapitola 4.3).
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Obrdzek 21: 10% polyakrylamidovy obarveny gel s vzorky z reverzni afinitni chromatografie proteinu NtGGPPS6.

Popisky drah: 1 - proteinovy standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2 - vzorek ddvkovany na kolonu; 3 -

nezachyceny vzorek na koloné; 4 - uvolnény vzorek béhem oplachu; 5 - frakce 1B1; 6 - frakce 1C1; 7- frakce 1G1; 5 -
vzorek sjednocenych frakci 1A7 - 1C12

Frakce 1A7 - 1C12 byly spojeny a pomoci spektrofotometru (NanoDrop One, Thermo
Scientific) byla orientac¢ni koncentrace proteinu NtGGPPS6 stanovena na 1,48 mg/ml.
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Méreni probihalo pri 280 nm s predpokladem, Ze vzhledem knizkému mnozZstvi
kontaminujicich proteinti odpovida absorbance primarné purifikovanému proteinu. Pro
méreni byl pouzit molarni extin¢ni koeficient (¢ = 44600), jehoZ teoreticka hodnota byla
vypoctena pomoci webového nastroje Expasy - ProtParam (dostupné z

https://web.expasy.org/protparam).

5.3.3 Méfeni aktivity

Vzorek proteinu NtGGPPS6 byl inkubovan s geranylgeranylpyrofosfatem dle metody
popsané v kapitole 4.9. Méteni vzniklych produktli vinkubované smési probihalo na
plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem TRACE 1310 ISQ, metoda je
popsana v kapitole 4.9.1. Méreni zahrnovalo negativni kontrolou, ve které nebyl

detekovan signal daného diterpenu.
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Obrdzek 22: Chromatogram z méreni proteinu NtGGPPS6 s prekurzorem geranylgeranylpyrofosfdtem. Systém: Plynovy
chromatograf TRACE 1310 ve spojeni s hmotnostnim detektorem ISQ LT. Kolona - TG-5MS (viz kapitola 4.9.1).

Vretencnim case 21,4 min byl detekovan pik (Obrazek 22), ktery byl na zakladé
hmotnostniho spektra (Obrazek 23, strana 38) po srovnani s knihovnou Narodniho
institutu standardt a technologie (NIST) identifikovan jako diterpen neocembren [65].

Opakovana méreni prokazala stejny vysledek.
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Obrdzek 23: Namérend hmotnostni spektra piku v retencnim ¢ase 21,37 - 21,41 min. Systém: Plynovy chromatograf
TRACE 1310 ve spojeni s hmotnostnim detektorem 1SQ LT. Byla pouZita kolona TG-5MS (viz kapitola 4.9.1).
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6 Diskuse

V ramci této bakalarské prace byla provedena exprese a purifikace tfi rekombinantnich
proteint, které patii do skupiny domnélych terpensynthas, plivodem z N. takasagoensis
[48,62]. Cil exprese NtGGPPS6 byl splnén, kdy byla ovérena TPS aktivita a bylo ziskano
dostatetné mnoZstvi proteinu pro budouci experimenty s krystalizaci proteinu.
Detekovany produkt enzymu neocembren je dle navrhnuté biosyntetické drahy [61,66]
zakladni skelet pro vznik polycyklickych diterpent, které jsou detekovany u vojaki
N. takasagoensis (viz Obrazek 4, strana 13). Enzym s TPS aktivitou NtGGPPS6 tedy ziejmé
hraje klicovou roli pti syntéze strukturné slozitéjSich diterpenickych latek. U NtGGPPS4 a
NtGGPPS2-B nebyla prokazana TPS aktivita, coz miize byt zplisobeno celou $kalou

faktoru.

Pfi prvotnim méreni aktivity proteinu NtGGPPS4 s geranylpyrofosfatem byly
detekovany vzniklé monoterpeny. Vysledky nicméné nebyly reproducibilni. Jednim
zvysvétleni je denaturace proteinu ve vzorku opakovanym rozmraZenim z - 80°C.
Inkubace proteinu probihala v uzaviené sklenéné vialce, ¢imZ se da vyloucit vnéjsi
kontaminace. Absorbent (SPME vlakno) byl pied pouZitim procistén, a tedy da se vyloucit
kontaminace z absorbentu. U rekombinantniho proteinu NtGGPPS2-B nebyla detekovana

zadna aktivita.

Experimenty ovérujici TPS aktivitu probihaly v prostredi MOPS pufru s hore¢natymi
ionty, v souladu s tim, Ze vétSina znamych enzymi vyuziva pravé horecnaté ionty. Existuji
i prace, kde funk¢ni charakterizace rostlinnych monoterpensynthas probihala v pufru
s Mn2+ [67]. U IDS enzymu brouka Phaedon cochleariae byl testovan efekt pritomnosti
hotecfnatych, manganatych, nebo kobaltnatych iontdi na pomér vznikajicich produktii GPP
a FPP [68]. Neda se proto vyloucit, Ze proteiny NtGGPPS2-B a NtGGPPS4 vyZaduji pro TPS

aktivitu jiné dvoumocné ionty nez Mg2*

Pouzité sekvence pro tvorbu rekombinantnich proteinti vychazeji z vyzkumu, ktery se
zabyval transkripty do mRNA v lokalizované v hlavé termitiho vojaka [62]. Je moZné, Ze u
sekvenci kodujici proteiny NtGGPPS2-B a NtGGPPS4 dochazi pouze k transkripci a

nedochazi k nasledné translaci mRNA a tyto geny nemaji Zadnou funkci.

Dal$i z moZnych pri¢in je problém béhem exprese proteinu. Sekvence vloZené do
plasmidi (NtGGPPS4, NtGGPPS2-B) byly plivodné optimalizované pro expresi
v S. cerevisiae. Nasledkem toho mohlo dojit kniz§i mire exprese rekombinantniho
proteinu nebo expresi pouze N-termindlnich fragmentli NtGGPPS4 v E. coli (kmen
Lemo21(DE3)) kvili nevhodné kodonové optimalizaci. Nizkd mira exprese mohla

zpusobit komplikace i béhem purifikace.
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Purifikace proteind exprimovanych s histidinovou kotvou probihala pomoci afinitni
chromatografie s vaizanymi kovovymi ionty. Z analyzy frakci s exprimovanym proteinem
NtGGPPS4 (kapitola 5.2.2) je zretelné, Ze se na koloné zachytily i bakterialni proteiny,
které byly uvolnény spole¢né s exprimovanym proteinem. To je zplisobeno niZs$i mirou
exprese rekombinantniho proteinu, coZ muiZe umoZnit vazbu vyssiho mnoZstvi
bakterialnich proteinti na kolonu. U vzorku NtGGPPS4 mohla tedy mit na méreni aktivity

negativni vliv niZs${ koncentrace proteinu spojena s kontaminaci bakterialnimi proteiny

S ohledem na tyto zkuSenosti pii expresi NtGGPPS4 probihaly nasledné exprese
NtGGPPS2-B a NtGGPPS6 v bakteriich E. coli kmenu LOBSTR-BL21(DE3)-RIL. Tento kmen
byl vytvoren zejména kvili snaze snizit kontaminaci bakteridlnimi proteiny, které
negativné ovliviiuji purifika¢ni metody zaloZené na zakladé interakce nikelnatych iontti a
histidinové kotvy [69]. Z analyzy purifikovanych frakci (kapitola 5.1.2 a 5.3.2) je ziejmé,
Ze frakce jsou Cistsi, nicméné navzdory lépe purifovanym frakcim nebyla u NtGGPPS2-B

detekovana ZAdna TPS aktivita.

Po vylouceni vyse zminénych faktord je dale na misté zvazit vhodnost zvoleného
expresniho systému. Bakterie E. coli nejsou schopny vSech posttranslacnich modifikaci,
které probihaji vZivoc¢iSnych bunkach, protein zaroven nemusi byt spravné sbalen.

Exprimovany protein by v takové situaci nemusel byt funkénim enzymem.

Dal$i moZnym zdrojem problému je kvartérni struktura proteinu. O studovanych
proteinech se dosud nic nevi a jejich krystalova struktura neni vytfesena. Kvili tomu neni
zcela jasné, zdali jsou proteiny monomerni, ¢i oligomerni, pripadné homomerni c¢i
heteromerni. Paklize se vylouc¢i ostatni mozné vlivy, pak by za odivodnénim nizké ci
nulové TPS aktivity stal chybéjici zbytek proteinového komplexu. Vzhledem k extensivni
duplikaci GGPPS genti u N. takasagoensis se nabizi, Ze by se kvartérni struktura se skladala

z dvojice riznych paralogli NtGGPPS.
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7 Zaver

V bakteridlnich systémech byla provedena exprese tii rekombinantnich proteint.
Purifikaci byly pripraveny vzorky proteinu NtGGPPS2-B, NtGGPPS4 a NtGGPPS6.
Terpensynthasova aktivita byla zjiSténa pouze u proteinu NtGGPPS6, u proteinu
NtGGPPS4 byla zjiSténa mozna aktivita béhem prvotniho méreni, nicméné opakovanym
mérenim se aktivitu prokazat nepodarilo. BEhem méreni proteinu NtGGPPS2-B nebyly
detekovany Zadné terpenické produkty. Byl ziskan proteinovy vzorek NtGGPPS6, ktery

bude pouZit pro krystaliza¢ni experimenty.
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