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Seznam pouzitych zkratek

AcN
Azg0
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bp
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EtOH
FMN
FPLC

G-
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Acetonitril

Absorbance pfi 280 nm

Absorbance pfi 340 nm

Peroxosiran amonny

N,N-Bis(2-hydroxyetyl)glycin

Par( bazi, z angl."Base pair"

Hovézi sérovy albumin, z angl."Bovine serum albumin"

Brilliantni modr G250, z angl." Coomassie Brilliant Blue G-250"
Brilliantni modf R250, z angl." Coomassie Brilliant Blue R-250"

Objem kolony, z angl."Column volume"

Cystein; V praci jsou pouzivany mezindrodné uznavané jednopismenné a
trojpismenné zkratky aminokyselin, které zde nejsou z divodu prehlednosti
uvedeny.

Destilovana voda

Dynamicky rozptyl svétla, z angl." Dynamic light scattering" (také nékdy
nazyvan fotonova korelacni spektroskopie)

Deoxyribonukleotid trifosfaty

Dithiothreitol

Kyselina etylendiamintetraoctova

Etanol

Flavin mononukleotid

Rychla proteinovd chromatografie ¢i také rychld Gcinna (z angl. ,Fast
protein liquid chromatography” ¢i "fast performance")

Gram negativni bakterie

Glycerol trinitrat, z angl."Glycerol trinitrate", také nitroglycerol
2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. ,High performance liquid
chromatography®)

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Luria-Beltani kultivaéni médium

Metoda hmotnostni spektrometrie s matrici asistovanou desorpci vzorku a
analyzou pomoci doby letu, z angl. "Matrix-assisted laser
desorption/ionization-Time of flight Mass spectrometry")

Morfin 6-dehydrogendza, Pseudomonas putida M10

Kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

Strukturni gen pro NGTNr, Rhizobium radiobacter R89

Ultracista voda (s velmi nizkou konduktivitou-Q)

Limit molekulové hmotnosti, z angl."Molecular weight cut of"
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NADH Nikotinamid adenin dinukleotid (redukovany)

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (redukovany)

NGTNr Nova glycerol trinitrat reduktaza, z angl." New Glycerol Trinitrate
Reductase", Rhizobium radiobacter R89

NiNTA Matrice pro afinitni chromatografii obsahujici Niionty navazané na
nitriloctovou kyselinu, z angl." nickel-nitriloacetic acid"

ODggo Opticka densita pti 600 nm

OYE Stary Zluty enzym (pfipadné rodina), z angl."Old yellow enzyme")

PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PCR Polymerdazova retézova reakce, z angl."Polymerase chain reaction"

PDB Protein Data Bank - bioinformacni server

PEG Polyetylenglykol

RE Restrikéni endonukleaza

scD Strukturni gen pro morfin-6-dehydrogendzu s kratkym fetézcem, Rhizobium
radiobacter R89

SCD Obecna zkratka pro dehydrogendzy s kratkym fetézcem

scMDH Morfin-6-dehydrogendza s kratkym fetézcem, Rhizobium radiobacter R89

SDS Dodecylsulfat sodny

TBME Tercbutylmetylether

TEMED N, N, N’, N’- tetrametyletylendiamin

TLC Chromatografie na tenké vrstvé, z angl. "Thin layer chromatography"

Tm Teplota tani (z angl."Melting temperature")

Tris Trishydroxymetylmethan, pouzivana Trizma® base



1a Abstract

The Rhizobiaceae bacteria are known for its varied nitrogen metabolism: especially its
nitrogen fixation, so called diazotrofia, its capability of symbiosis with plants, or on the
contrary plant pathogenesis (genus Agrobacterium). Rhizobium radiobacter R89 (stored in
Czech Collection of Microorganism, in Brno as R89-1) is bacteria strain capable of codeine
and morphine biotransformation to whole spectrum of pharmacologically
significant derivates.

This work is focused on purification and characterization of two selected enzymes that
catalyze oxidation-reduction reactions, the crucial beginning of morphine skelets
biodegradation.

At the first, the biotransformational potential of the strain was evaluated and
biochemical, molecular biological and bioinformatical approaches were employed to purify
the responsible enzymes. Considering unsuccessful purification from Rhizobium
radiobacter R89-1, the proteins structural genes were cloned and heterologously expressed
in bacterial system and afterward characterized. Found protein sequence and enzyme
characterization (basic kinetic measurements, substrate specificity and thermo-stability)
have revealed different origin of the enzymes and clarify reasons why the original

purification procedure was not successful.



1b Abstrakt

Bakterie z rodiny Rhizobiaceae jsou zndmé pritomnosti mnoha enzymU uUcastnicich se
metabolismu dusiku. A to nejen z pohledu fixace dusiku (tzv.diazatrofie) a schopnosti tvofit
s rostlinami mutualistické vztahy, ale i z pohledu rostlinné patogeneze (genus
Agrobacterium). Rhizobium radiobacter R89 (uloZen v Ceské sbirce mikroorganism@ v Brné
jako R89-1) je bakteridlni kmen schopny biotransformace kodeinu a morfinu na celé

spektrum farmakologicky vyznamnych derivat(.

Cilem této prace je purifikace a charakterizace dvou vybranych enzym0 katalyzujicich
oxidacné-redukéni reakce, které jsou klicové pro zacatek biodegradacni drahy morfinovych

skeletd.

Nejprve byl charakterizovan biotransformacni potencial daného kmene a pro purifikaci
enzym( zodpovédnych za zvolené reakce byly pouzity biochemické, molekuldrné biologické
a bioinformacni metody. Vzhledem k neuspésné purifikaci enzym( z pdvodniho materidlu
byly strukturni geny kédujici proteiny klonovany a heterologné exprimovany v bakteridlnim
expresnim systému a nasledné charakterizovany. Nalezena proteinova sekvence a
enzymova charakterizace (zakladni kinetické parametry, substratova specifita a teplotni
stabilita) odhalily odlisSny ptvod enzymu a tak i objasnily nedspéch pavodniho purifika¢niho

postupu z mikroorganismu Rhizobium radiobacter R89.

(In Czech)



2 Studium biotransformacnich reakci

Biotransformaci je obecné myslena zména jedné latky v druhou, kterd probihd v zivém
organismu. VétSinou je biotransformaci minéna preména latek organismu nevlastnich -
cizorodych (xenobiotik). Kone¢nym cilem biotransformacnich reakci mize byt: detoxifikace,
utilizace samotného xenobiotika ¢i naopak jeho potenciace jako prostfedek mezidruhového

konkurencniho boje.

Mikrobidlni biotransformace je v centru lidského zdjmu s ohledem na potencidlni
biotechnologické vyuziti, predevsim, kdyz chemicka konverze danych slouéenin predstavuje

technicky i ekonomicky obtizny krok a vyzaduje s tim spojené vysoké finan¢ni naklady.
2.1 Isochinolinové alkaloidy

Alkaloidy jsou obrovskd skupina vice nez 5000 znamych latek . Jejich farmakologické
ucinky z nich ini jiz témér tfi tisice let nedilnou soucast lidské mediciny. Nazev alkaloidy byl
zaveden némeckym chemikem Carlem F.W. Meissnerem v roce 1819. Déleni alkaloid( je
zalozeno na podobnosti uhlikového skeletu *. Pravé alkaloidy obsahuji dusik jako
heterocyklicky atom, u nepravych se vyskytuje v postrannim Fetézci. Isochinolinové
alkaloidy maiji, jak jiz ndzev vypovida, isochinolinovy kruh ve své strukture, pfipadné je
nékterym z meziproduktl biosyntézy. Struktura kruhu je vétSinou zakladem pro cislovani
jednotlivych atom( ve slozitéjSich strukturach a je zobrazena na obrazku ¢. 1 ad. (a).
Isochinolinové alkaloidy jsou nejvétsi podskupinou alkaloidli a jejich struktury se mohou

znacné lisit, jak je ukazano na obrdzku €. 1 (b, c, d):

NH
HO

(k)

(d) OH

Obrazek €. 1 - Struktura a Cislovani isochinolinovych alkaloid{. (a) isochinolinovy kruh s &islovanim, (b)
morfinan, (c) canadin, (d) lycorin



Stejné jako tyto struktury se lisi i organismy, které tyto sekundarni metabolity
syntetizuji. Zaroven je nutné uvést, Ze biotické a abiotické faktory maji obecné zasadni vliv
na produkci sekundarnich metabolit(i. V nasledujicim textu se jiz budeme zabyvat vyhradné
isochinolinovymi alkaloidy morfinové tady, jejichZ struktury budou popsany spolecné
s biosyntézou v nasledujici kapitole 2.1.1, farmakologické ucinky v kapitole 2.1.2
a mechanismus ucinku v kapitole 2.1.3.

(Pozn.: Vzhledem ke své nejednoznacné struktufe jsou isochinolinové alkaloidy dale déleny na cca 26
raznych skupin, ze kterych je odvozovano nazvoslovi. V literature je mozné setkat se s jinymi nazvy pro
alkaloidy morfinové rady, jako napfiklad morfinany, morfiny ¢&i fenanthrenové alkaloidy. V této praci budou

latky strukturné odvozené od morfinanu nazyvany alkaloidy morfinové rady. Opioidy oproti tomu budou
nazyvany lidské endogenni latky peptidické povahy.)

2.1.1. Chemické vlastnosti alkaloidi morfinové fady

Chemickeé vlastnosti morfinovych alkaloid(l vychdzeji z rigidni pentacyklické kostry, kterd
obsahuje jeden benzenovy kruh, dva cyklohexenové kruhy, piperidinovy kruh a kruh
furanovy. Benzenovy kruh a cyklohexenové kruhy tvoti dohromady strukturu fenanthrenu
a poskytuji tedy omezenou konformacni flexibilitu. Vzhledem ke komplikované strukture
neni &islovani odvozeno od izochinolinu. Cislovani atom(i morfinového skeletu je na

obrazku ¢. 2.

Obrazek &. 2 - Cislovani morfinového skeletu a acidobazické vlastnosti morfinu.

V molekule morfinu je pfitomno 5 stereogennich center, kterd se celkové projevuji
existenci dvou optickych izomer(. Zajimavé je, 7e pouze izomer (-): [a]p? = —130,9° je
biologicky aktivni a obsazen v opiu. Spravna 3D konformace a absolutni konfigurace

aktivniho morfinu je na obrazku ¢. 3, str. 11.
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Obrazek €. 3 - 3D konformace a absolutni konfigurace (-)morfinu.

Na zakladnim uhlikovém skeletu nalezneme tfi typy funkénich skupin, od kterych se
odviji chemické a acidobazické vlastnosti morfinu. Jednd se o hydroxyl na uhliku C6, nékdy
také nazyvany podle pfitomnosti dvojné vazby olefinovy, dale fenolicky hydroxyl na uhliku

C3 a terciarni amin dusiku N17.

Acidobazické vlastnosti jsou dany vlastnosti tercidarniho aminu, jehoZ bazicita je vyrazné
vysSi neZ kyselost fenolického hydroxylu. Vysledné chovani je tak, stejné jako u ostatnich
alkaloid(i, bazické . Toto chovéni je$té umociiuje u blizkych alkaloidd kodeinu a thebainu

metylace zminénych hydroxyla.

Ze struktury tedy vyplyva vyrazné nepolarni charakter a s nim spojena nizkda rozpustnost.
Bezvody morfin je ve vodé prakticky nerozpustny (1 :10000, uvadéno w/v). V béinych
organickych rozpoustédlech je také madlo rozpustny: Ether 1:4350, benzen 1 :5000,
methanol 1:60, dobfe se rozpousti v pyridinu 1:5,3 a piperidinu 1:1,5. Jak lze
z acidobazickych vlastnosti predpokladat, morfin se lehce rozpousti v roztocich hydroxid(
alkalickych kovu za vzniku fenoldatd. Se silnymi kyselinami vytvari také dobfe rozpustné soli -

naptiklad hydrochlorid nebo siran (1 : 15,5).

Oxidaci v alkalickém prostfedi prechazi na pseudomorfin (2,2’-bimorfin). Zahratim

s kyselinou chlorovodikovou na 140 °C pfesmykuje za ztraty vody na apomorfin *.

Vlastnosti ostatnich latek morfinové rady jsou odvislé od povahy substituentd.
Za zminku stoji morfinon (resp. kodeinon), ktery diky svému systému konjugovanych vazeb
mezi C6 keto skupinou a 7,8 nenasycenou dvojnou vazbou podléhd konjugované adici
thiolG. Velmi dobre reaguje s B-merkaptoethanolem, glutathionem a cysteinem za vzniku
kovalentnich a velmi stabilnich aduktl. Tato reakce je dlivodem znacné toxicity pro Zivé

organismy 6.7
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2.1.2 Mechanismus ucinku morfinovych alkaloidt

Hlavnim dlvodem ucinku alkaloidd morfinové fady je podobnost se strukturné
analogickymi endogennimi opioidnimi peptidy (endorfiny, enkefaliny, dynorfiny
a endomorfiny) a s nimi spojena aktivace receptorovych drah. Celd problematika odpovédi
na alkaloidy morfinové fady je nesmirné rozsahla a proto bude v nasledujicim textu

uvedena pouze v zékladni formé tykajici se tzv. opioidnich receptoru.

Opioidni receptory byly objeveny v roce 1973 na synaptickych membrdnach neurond.
Jsou Siroce rozsitené v centrdlni nervové soustavé, patefni miSe a zazivacim traktu a jednd
se 0 tzv. receptory spiazené s G proteiny %. Na celkové odpovédi se podili s daldimi
receptory, napriklad sigma receptory a nociceptinovymi receptory (tzv. opioidnim
podobnymi, z angl. "opioid like"), které jsou odpovédné naptiklad za antitusicky efekt * *°.
Vyskyt, lokalizace, sila aktivace a ucinek drah jednotlivych receptorl je shrnut v tabulce

¢ 1:

Tabulka €. 1 - Interakce alkaloid&i morfinové fady s opioidnimi receptory a jejich ucinek.

Aktivace
alkaloidem

Typ receptoru Lokalizace Ucinek aktivace
Morfin Kodein

Mozek (amygdala, pons

Delta (6) . ) , Analgetické, antidepresivni + +
( subtypy 6 ) Varoli), periferni ucinky, fyzicka zavislost
YPYOu 23l consorické neurony vy '
Mozek (hypothalamus), Analgetické, sedativni ucinky,
Kappa (k) Ny ( ,yp . ,) g . . y ++ +
( subt K ) spinalni micha, periferni  konstrikce zornic, dysphorie (opak
YPYKuzsl  sonsorické neurony euforie). Ovlivnéni ADH hormonu.
. nzs:(éﬁ;:? (tsf;a}\:’lamus), Analgetické, euforizujici,
Mi (p) P . o, vazodilataéni ucinky, zpomaleni +++ +
gelatinosa), periferni . . N .
( subtypy My, 2, 3) peristaltiky stfev, fyzicka zavislost,

sensorické neurony,

. o respiracni deprese.
gastrointestinalni trakt

Mira agonistické interakce s jednotlivymi receptory : + (slaba), ++ (stfedni), +++ (silnd az velmi silnd) 910
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2.1.3 Farmakologicky vyznamné derivaty morfinovych alkaloidu

Nezddouci vlastnosti morfinu byly podnétem pro hledani derivat(i vykazujicich lepsi
farmakologické ucinky. PGvodni snahou bylo pfedevsim omezit vznik fyzické zavislosti - tzv.

morfinismu, kterému nakonec podlehl i sdm objevitel morfinu.
Ze zasahl do molekuly morfinu byly zjistény nasledujici projevy v lidském organismu:

i) Etherifikaci nebo esterifikaci uhliku C-3 se snizuje analgetickd ucinnost. Naopak, tato
modifikace na uhliku C-6 ucinnost zvySuje (referencni Skala analgetické uUcinnosti
morfinu — 1; 6-etylethermorfinu 1,6; 6-acetylmorfin 4).

ii) Redukci dvojné vazby mezi C-7 a C-8 se Ucinnost zvySuje. Také oxidace hydroxylové
skupiny C6 na keto-skupinu ¢i zavedeni hydroxylu do polohy C-14 zvysuje uUcinnost.

iii) Zavedeni metylové skupiny na C-5 ¢i C-6, pfipadné odstranéni hydroxylové skupiny
na C-6 rovnéz vede ke zvySeni ucinnosti.

iv) Demetylace C-6, C-3 ¢i N vede nejen ke snizeni toxicity (zvlasté thebainu), ale také

analgetické Gé¢innosti .

V soucasné dobé je vyuZivano obrovské mnozstvi latek morfinové rady. Kratky prehled
s dlirazem na derivaty morfinu je zanesen v tabulce ¢. 2 na strané 14 a demonstruje tak
vyznamné, atedy zadané reakce (resp. jejich produkty). Pro srovnani jsou na zacatku

tabulky uvedena bézné dostupna analgetika.
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Tabulka €.2 - Farmakologicky vyznamné derivaty alkaloidi morfinové fady.

Ucinna latka Sila Derivatizace Kratky popis farmaceutika
Aspirin 0,0027 - Kyselina acetylsalicylova. Analgetické a antipyretické ucinky.
Paracetamol 0,04 - N-(4-hydroxyphenyl)acetamid; Slabé analgetikum.
Morfin * 1 ) Prvné byl izolovdn 1806 Fridrichem Sertiinerem. PovaZovan za
standard analgetickych ucink( (Byla mu pfifazena hodnota 1).
Dihydromorfin * 1,2 7,8-dihydro Vyuzivan jako analgetikum s rychlejsimi ucinky nez morfin.
Dihydromorfinon * 5 7,8-dihydro; 6-keto Hydromorfon; Silné analgetikum analogické hydrokodonu.
7,8-dihydro; 6-keto; . .
* ’ ’ ’ vz M v s
Oxymorfon 7 14-hydroxy Pouziva se jako pfedoperacéni analgetikum.
Slabé analgetikum, pouzZivan spiSe jako antitusikum. Dale
Kodein * 0,1 3-methoxy antidiarhealni, antihypertensivni, sedativni a  hypnotické
vlastnosti.
Hydrokodon * 1 3-'methoxy; 7,8- Synf)n\{mumwd{hYdrokc')t.iem. Silné analgft.lkum pouzivané ve
dihydro; 6-keto spojeni s dal$imi l[atkami jako paracetamol ¢i ibuprofen.
3-methoxy; 7,8- . . L . . .
Oxycodon * ) dihydro; 6-keto; 14- An,alg.etlkur?w p’o’uvz.lvanev!aro chrf)nlcke I,DO,IFSU' Pouzivan také pro
své diarhetické Gcinky pti selhani ostatni [écby.
hydroxy
Naloxon, Naltrexon, N-alkylované derivaty Derivaty oxyc?ldqnu. Slln?v anta’gt')nlckfa Iatlfy lpro op|.0|dnl|
A receptory. Vyuzivdny pro lé¢bu zdavislosti na latkdch morfinové
Naloxol oxycodonu .
povahy a alkoholismu.
. Ucinky ma analogické strychninu. LDs, se pohybuje kolem 20 mg.
Thebain - o . ;o , .
A 3,6-methoxy derivat ~ Smrt pUsobi silnou depresi dychaciho centra, nasledovanou

(Paramorfin)* " . ) oy
udusenim. Otrava je provazena silnymi kie¢emi.

Sedé jsou zvyraznény vychozi alkaloidy. A znadi antagonistické cinky. Derivatizace udéva zmény ve
struktuie daného derivétu a je vztazena k morfinu. Tabulka byla zpracovéna z pramena: ™,

2.1.4 Biosyntéza alkaloid(i morfinové fady

Rostlina mdku setého (Papaver somniferum L.) je schopna syntetizovat celou tfadu
alkaloidl. Co do diverzity struktur tvofi zdstupci morfinové rady pocetné malou skupinu,
kterd ale tvofi okolo 60-ti % hmotnosti alkaloidd obsaZenych v opiu *°. Viech 42 dosud
identifikovanych alkaloidd tvofi 25 % hmotnosti surového opia (z toho ¢ini morfin 10 %,
kodein 0,5 %, thebain 0,2 % w/w) *°.

Cela biosyntetickd draha je ve zjednodusené podobé prehledné zpracovana v obrazku

rev. 17

¢. 4 na strané 16 véetné pritomnych enzyma . Celkové se na draze podili 17 enzymové

8 Zikladni biosyntéza skeletu (na schématu zvyraznéna $edé)

katalyzovanych kroku
probiha tzv. pre-retikulinovou drahou za spotieby dvou molekul tyrozinu slozitym reakénim
mechanismem aZz na molekulu thebainu, ktery je jiz povaZovédn za pfimého zastupce
alkaloidti morfinové tady [hlavni alkaloid maku listenatého Papaver bracteatum L.]%.
Vzhledem ke svym farmakologickym ucinkdm odliSnym od morfinu je postupné zavadén

mak listenaty na doporuceni WHO (1980) jako nahrada klasického maku setého, aby bylo

‘o vz vees 1
zabrdanéno moznému zneuZziti 9.
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Tvorba dalSich alkaloidd morfinové fady z thebainu probihda majoritni 6-O-demetylaci
(viz reakce 13, obr. . 4, str. 16) a minoritni 3-O-demetylaci (viz reakce 14, obr ¢. 4, str. 16)
za vzniku stabilnich alkaloid(i oripavinu a kodeinu aZ na vysledny morfin pfes nestabilni
meziprodukty kodeinon a neopinon, které jsou v neenzymové rovnovaze (52 : 48 w/w) *°.
Tyto meziprodukty jsou charakteristické i pro zacatek mikrobidlnich drah. Enzym
katalyzujici hydrogenaci keto skupiny na uhliku C6 — Kodeinon: NADPH 6-oxidoreduktaza
(EC 1.1.1.247) je zodpovédny za rychlou tvorbu kodeinu z kodeinonu tak, aby bylo
zamezeno jeho toxickym Gcinkdm, a je tedy pro burky zasadni (viz reakce 16, 19 Cervené).
Mechanismus toxického ucinku kodeinonu je objasnén v kapitole 2.1.1. (Chemické
vlastnosti, str. 10). Kone¢nym alkaloidem syntetické drahy, po probéhnuti obou demetylaci,

je morfin.

Soucasnym cilem studia je vytvofit biosyntetickou drahu, kterd by mohla nahradit
pouzivané technologie. K tomuto cili by mohly pfispét detailni znalosti enzymi

zUcastnénych v biodegradaci.
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Obrazek €. 4 - Biosyntéza isochinolinovych alkaloidii morfinové fady. Schéma je zjednoduseno
neuvadi nékteré intermediaty a obsahuje pouze stabilni reakéni meziprodukty.



2.2 Biotransformacni a biodegradacni drahy alkaloidii morfinové rady
v mikroorganismech

Vzhledem k mnoiZstvi pouZivanych semisyntetickych analgetik odvozenych od alkaloid(
morfinové rady a alkaloidd samotnych jsou i biotransformace téchto latek cilem mnoha

vyzkumd, jak napfiklad pro mikroorganismy ilustruje tabulka €. 3, str. 18.

Z informaci o pritomnych biotransformacnich produktech lze usuzovat u jednotlivych
mikroorganismul na odpovédné reakce — enzymové aktivity, které jsou rovnéz zapracovany
do tabulky €. 3. C14 hydroxylace je popsana jako neenzymaticky krok a proto neni v tabulce

zohlednéna 2.

Ackoli se vétsina praci zabyva pouze pramyslovym vyuzitim (detekce biotransformacnich
produktll), skupina prof. Neila C. Bruce ("Institute of Biotechnology, University of
Cambridge, UK") se zabyva problematikou podrobnéji. Jimi nalezeny organismus P. putida
M10, ktery biotransformuje alkaloidy morfinové fady, je nejvice prozkoumany
mikroorganismus v této problematice a dosud jeden z mdla, u néhoz byly izolovany
a charakterizovany enzymy odpovédné za biotransformaci: morfin 6-dehydrogenaza (EC
1.1.1.218), morfinon reduktaza (EC 1.3.1.42) a heroin esterdza (EC 3.1.1.72) ** %% Dale je
znama dehydrogenazova aktivita na uhliku C6 morfinu katalyzovana enzymem B-
hydroxysteroidni  dehydrogendzou (z angl. "B-hydroxysteroid dehydrogenase")

z mikroorganismu Pseudomonas testosteronii (dle souc¢asné nomenklatury Comamonas).
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Tabulka €. 3 - Dosud znamé mikroorganismy biotransformujici alkaloidy morfinové fady a
jejich derivaty.

Nazev organismu Vychozilatka  Detekovany produkt Reakce * Ref.
Trametes sanguynea Morfin 140H-morfin Oxred. 25
Arthrobacter sp. Morfin 140H-morfin Oxred. 26
Pseudomonas testosteroni Morfin 140H-morfin Oxred. 27
Pseudomonas putida M10 Morﬂ_n, Hydrokodor.m, 140H- Oxred. 22
Kodein morfin
Morfi
Bacillus sp. or |_n, Morfinon, kodeinon Oxred. 28
Kodein
Mycobacterium neonarum MT605 Kodein 140H-kodein Oxred. 21
Rhizobium radiobacter R89* Kodein 140H-kodein Oxred.* 29
Strepvt'omyces gr/ceys NRRL.BSO90 ' 140H-kodein, 30
+ dalsi kmeny S. griceus, griseolus, Kodein . Oxred., dealk.
. . . norkodein 31
punipalus, linconensis;
Spirulina platensis Kodein Morfin Dealk. 32
Cunninghamella echinulata NRRL 1384 Buprenorfin Morfin Dealk. 33
Mucus piriformis Thebain Northebain Dealk. 34
Rhodococcus sp. H1 Heroin Morfin Dealk. 24
Cunninghamella bainiery Kodein Norkodein Dealk. 35
Cunninghamella echinuata,
Helicostylum piriforme, Trametes ) L .
. . . Buprenorfin Oripavin, Morfin Dealk. 36
sanguynea, T. cinnabarina, Curvularia
lunata
Cylindrocarpon didymum Morfin 2,2 -bimorfin Konjug. 37
Nostoc muscorum Kodein 6-acetylkodein, Oxred,, 38

oxycodon, norcodein  konjug., dealk.

- Organismy jsou sefazeny podle biotransformacni aktivity.
* Oxred. — oxidoredukéni, dealk. — dealkylacni, konjug. - konjugacni aktivita (nutna pro preménu vychozi I. na
detekovany produkt)
** Mikroorganismus R. radiobacter R89 a jeho biotransformacni potencial je ¢astec¢né publikovan v referenci
29 . , v vy vz ; s . . . , v
a je vyznamné rozsiren o dalsi latky v této praci, viz kapitola 5 Vysledky na strané 49.

Jak je z tabulky €. 3 patrné, spolecné pro vétSinu mikrobidlnich drah jsou charakteristické
oxidoredukéni reakéni stupné. Z udajd zndmych o Pseudomonas putida M10 je moiné
usuzovat na pfitomnost dehydrogenace C-6 hydroxylu a nasyceni dvojné vazby mezi uhliky

7a8°%.

Biotransformace alkaloidd morfinové fady neni samoziejmé doménou pouze
mikroorganismU a zvlasté jako detoxifikace nachazime tyto reakce u vyssich organisma.
Sekvencni podobnost eukaryotnich enzymi s mikrobidlnimi orthology je vsak natolik nizka,
Ze je nelze vyuzit k bioinformaénim studiim aplikovanym na mikrobidlni genomy. Jako
priklad detoxifikaci lze uvést N-demetylaci a konjugaci s kyselinou glukuronovou u mysi,

40

kralik, morcat, kocek, opic a také u clovéka Hlavni detoxifikacni metabolity,
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které vznikaji u ¢lovéka, jsou 3-O-glukuronidy a 6-O-glukuronidy, dale pak minoritné kodein

(3-O-metyl derivat) a normorfin (N-demetylovany produkt).

Biotransformace alkaloidii morfinové fady — Pseudomonas putida M10

Pseudomonas putida je saprotrofni pldni G- bakterie vytvarejici ty¢inkdm podobné
buriky. Stejné jako ostatni zdstupci fadu Pseudomonales se vyznacuje velmi rozsahlym
metabolismem nejriznéjSich latek umoznujicich bakterii prezit v rozlicnych podminkach,

naptiklad v ptidach zamorenych toluenem, oleji nebo naftalenem **.

Mikroorganismus P. putida M10 byl izolovan v roce 1990 z primyslového odpadu v
tfepané kulture s minerdlnim médiem obohacenym o morfin a byl charakterizovan jako

schopny rdst na morfinu jako jediném zdroji uhliku ** *

. Skupina profesora Neila C. Bruce
kromé jiz vyse zminénych charakterizaci enzymG popsala nékteré kroky a meziprodukty
biotransformace zobrazené na obrdzku ¢. 5, str. 20. Schéma bylo ziskdno slouéenim

publikovanych reakci ***.

Jako hlavni produkty biotransformace morfinu byly identifikovany hydromorfon, ddle
pak dihydromorfin a také méné zastoupené 14B-OH morfinon a 14B-OH morfin (46).
V dalSich studiich byly pak nalezeny s jinymi substraty i dalSi produkty. Pfi inkubaci
oxymorfonu s celymi burikami P. putida M10 vznikal oxymorfol jako vysledny a jediny

produkt.
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Obrazek €. 5 - Biotransformacni potencial mikroorganismu P. putida M10. Piné Sipky znazorfiuji
hlavni reakéni drahu pro morfin s maximalnim zastoupenim produktl (pro kodein analogické). Pferusované
Sipky znadi vedlejsi reakce poskytujici minoritni produkty nebo reakéni produkty ziskané z reakci, jejichz
vychozi latkou nebyl morfin (resp. kodein), ale pfimo dany meziprodukt napf. oxymorfon. Teckované jsou

zobrazeny reakce, jejichZ pribéh je predpokladan, ale nepodafilo se je doloZit.

Biotransformace alkaloidli morfinové fady bakteriemi rodu Rhizobiaceae a jejich

charakteristika

Zastupci rodiny Rhizobiaceae patfi mezi alfaproteobakterie a jsou velkou, pomérné
heterogenni skupinou, jejiz nomenklatura neni dosud ustalena ani na zdkladé molekuldrné

biologickych technik. Bunécna sténa je G- typu s obrovskym mnoZstvim nejriznéjsich
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polysacharid(i, mezi nimiz dominuje exopolysacharid curdlan (B-glukan) a sukcinoglukan *’.

Zastupci jsou aerobni padni bakterie morfologicky podobné ty¢inkam.

Rhizobium radiobacter je reklasifikovany nazev pro Agrobacterium tumefaciens *®. Tento
mikroorganismus je znamy predevsim jako rostlinny patogen, ktery je vyuZivan jako ndstroj
pro transformaci rostlin. Patogeneze je spojena s pritomnosti Ti-plasmidu, ktery umoziuje
horizontalni genovy pfenos nejen do rostlinnych bunék, ale konjugaci i mezidruhové
do jinych rhizobii. Pfresto mnoho kmen R. radiobacter postrada Ti-plasmid a nejsou tedy
rostlinnymi patogeny.

Metabolismus kodeinu a morfinu byl zatim identifikovan pouze u kmenu Rhizobium

2V této publikaci je kladen dlraz

radiobacter R89 a je popsan v predchozi praci
na biotechnologické wvyuziti daného kmenu a nejsou popsany enzymy Ucastnici se
biotransformace. Zasadni popsanou schopnosti daného kmenu je vysokda morfin 6-
dehydrogendzova aktivita a C14-hydroxylacni, vedouci pfi zvoleni vhodnych podminek ke

100% konverzi kodeinu (morfinu) na 140H-kodein (140H-morfin).

2.3 Studované proteiny

Z dostupnych dél tykajicich se biotransformace alkaloidli morfinové rady (tabulka €. 3,
str. 18) je zfejmé, Ze po pocatecnich demetylacich metoxyll sloZitéjsich alkaloid nasleduje
vidy dehydrogendzova reakce na uhliku C6 a nasyceni dvojné vazby mezi uhliky C7 a C8.
Prvni zminény krok a Cl14 hydroxylace jsou zajimavé vzhledem k obtizné dostupné
alternativé chemickou syntézou (nezbytnosti minoritné zastoupeného alkaloidu — thebainu

%8 jako vychozi latky).

Nalezenim enzym( odpovédnych za iniciacni kroky biotransformace morfinovych
alkaloidi v R. radiobacter R89 se otevird cesta jejich dalSimu moznému vyuZziti
farmaceutickym prdmyslem a pochopeni jejich mozné fyziologické role v mikroorganismu.
Z tohoto dlivodu jsou predmétem hlavniho zdjmu morfin-6-dehydrogendza a morfinon

reduktaza, jejichZ popisem se zabyvaji nasledujici kapitoly.
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2.3.1 Morfin 6-dehydrogenaza

Tato enzymova aktivita jiz byla popsdna u rostlin pfi syntéze morfinu v jednom
z poslednich krok( (viz obrdzek €. 4 str. 16, reakce 16 a 19). Jednalo se o enzym: EC
1.1.1.247 kodeinon: NADPH 6-oxidoreduktdza katalyzujici C6 redukci keto skupiny

kodeinonu na pfisluény alkohol, tedy kodein *°.

U mikroorganism( je morfin 6-
dehydrogendzou myslen jiny enzym, a to EC 1.1.1.218 morfin: NAD(P)* 6-oxidoreduktéza,
ktery katalyzuje stejnou reakci, ale v opacném sméru (z kodeinu na kodeinon). Enzymy

s touto aktivitou se nachazeji také u vyssich Zivodicht véetné Elovéka 2% °.

Jak jiz bylo zminéno, na proteinové Urovni jsou zndmé dva mikrobidlni enzymy
zodpovédné za morfin 6-dehydrogenazovou aktivitu. Jedna se o morfin 6-dehydrogendzu
z mikroorganismu P. putida M10 a B-hydroxysteroidni dehydrogenazu z P.testosteronii 27,

V ndsledujicim textu budou postupné popsany vlastnosti obou.

Morfin 6-dehydrogendaza Pseudomonas putida M10

Morfin dehydrogenaza z P. putida - MDH (z. angl. morphine dehydrogenase) je 296
aminokyselin velky protein o celkové hmotnosti 32 124 Da. Odpovidajici gen byl nalezen

na 165 kb velkém plasmidu pMOR.

Enzym byl kineticky charakterizovan s morfinem a kodeinem. Zadny dal$i substrat u ngj
popsan nebyl. Kinetika je dvousubstratova s neuspofddanym (z angl. "random") nebo tzv.
Theorell-Chance mechanismem. Ternarni komplex nevznikd ’. Bylo zji§téno, 7e MDH velmi
rychle ztraci aktivitu béhem vzniku morfinonu (resp. kodeinonu). Jak bylo popsano
v kapitole Chemické vlastnosti (2.1.1, str. 10), reaguje pfimo Michaelovou adici s thio-

> 3% po 80-ti minutdch byl nalezen veskery enzym inaktivovany kovalentnim

skupinou
aduktem morfinonu na Cys-80, ktery je zasadni pro katalyzu. Mistné cilenou mutagenezi byl
nahrazen Cys za Ser, ¢imZ se podafilo vzniku aduktu zabranit za castecného snizeni
aktivity .

Porovnani nukleotidové sekvence MDH (z angl. "alignment") s dalSimi enzymy byl enzym
zarazen do aldo-keto reduktazové rodiny, u které je znama velmi Sirokd substratova
specifita *°. Dosud neni zndma krystalovd struktura tohoto enzymu, ale pfifazeni

k homolognim aldo-keto reduktazam umozZnilo najit a postulovat 8 o a 8 B struktur .

Enzym je tedy charakteristicky P8/a8 barelovym motivem (z angl. " B8/a8 barrel motif") 2.
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V soucasné dobé je k dispozici pouze jedna blizce homologni struktura aldo-keto reduktazy

53, 54

z Mycobacterium stegmatis MC 155 v databdzi Protein Data Bank (PDB) . 3D struktura

zminéného proteinu je ukazana na obrazku €. 6.

Obrazek €. 6 - 3D struktura MDH homologu z Mycobacterium stegmatis MC 155 - stuzkovy
model. Struktura je zobrazena s ligandem NADPH (rdZové). Levy obrdzek ukazuje vyfez z aktivniho mista
enzymu. Pravy obrazek zachycuje strukturu pohledem zvrchu tak, aby vynikla struktura beta skladaného listu
uvnitf enzymu vytvarejici hydrofobni jadro s aktivnim mistem enzymu. Aktivni misto bylo prevzato a
upraveno z Jez a kol., 1997 >

B-hydroxysteroidni dehydrogenaza Pseudomonas testosteroni (Comamonas testosteroni)

Jednd se o druhy enzym s morfin 6-dehydrogenazovou aktivitou, ktery byl popsan
na proteinové urovni, a to jiz v roce 1975 2’ Pprotein obsahuje 254 aminokyselin a ma
celkovou hmotnost 26952 Da. Jedna se o tetramer, jak je u homolognich proteinl obvyklé

(PDB, 1HXH) *°.

Kineticky je protein dobfe charakterizovan. Ze ziskanych hodnot K, je moiné
odhadnout, Ze katalyza dehydrogenace alkaloidi morfinové fady je dana podobnosti
aktivnich mist, a nejedna se tedy o primarni substrat (kodein K, = 1,92 mM; morfin K, = 5,7

mM, testosteron K, =55 uM).

Porovnanim primarni sekvence s databdzi je moiné =zaradit PB-hydroxysteroidni
dehydrogenazu do skupiny tzv. dehydrogendz s kratkym fetézcem (SCD, z angl. "short-chain

6 37 Substratové spektrum téchto dehydrogendz je nesmirné Siroké:

dehydrogenase)
od cukernych alkohol(, latek steroidni povahy az po proteiny prizplisobené signalizacni

funkci 8.
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Struktura charakterizovaného enzymu bohuZel neni znama, ale je k dispozici blizky
homolog 3a,20B-hydroxysteroidni dehydrogenazy jiného kmene Comamonas testosteroni,

jejiz struktura s detailem aktivniho mista je ukazana na obrazku €. 7:

Obrazek €. 7 - 3D struktura 3a,20B-hydroxysteroidni dehydrogenazy Comamonas testosteroni
(1LHXH). Struktura je pfikladem charakteristické struktury dehydrogenaz s kratkym fetézcem. Data jsou ze
serveru PDB *°, zobrazena pomoci Protein Workshop softwaru ze stejné stranky. Struktura aktivniho mista
s NAD' pfevzata z Benach a kol., 2002 >°.

2.3.2 Morfinon reduktaza

Morfinon reduktaza (EC 1.3.1.42) je druhy enzym v biodegradacni draze kodeinu

a morfinu.

Jako specificky enzym byla izolovana pouze z Pseudomonas putida M10. Jednda se
o homodimericky protein s M;=41120 Da, u kterého kazda z obou podjednotek vaze flavin
mononukleotid (FMN) %. Porovnanim odpovidajici nukleotidové sekvence s geny kodujici
dalsi proteiny byla morfinon reduktaza zarazena do Siroké rodiny tzv. starého Zlutého
proteinu (OYE, z angl. "old yellow enzyme family") %0 které katalyzuji saturaci dvojné vazby
nejriznéjsich substrata.

Stary Zluty protein, jak uz témér vyplyva z ndzvu, byl viibec prvni izolovany flavoprotein.
Enzym izolovali Warburg a Christian jiZz v roce 1933 ®1_0d té doby bylo nalezeno mnozstvi

homologl bakterialnich, ale i rostlinnych isoforem, jak ukazuje tabulka ¢. 4 na strané 25.
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Tabulka €. 4 - Diversita proteini OYE rodiny.

Nazev organismu Rok Nazev enzymu (funkce) Ref.
Saccharomyces cerevisiae 1969 Stary Zluty enzym ("Old yellow enzyme") 62
Pseudomonas putida M10 1994 Morfinon reduktaza 23

Lactococcus lactis 1997 Dl‘hydrocl)rotat ('jef.\y‘d rog’e naza ( de r?o:/ © 63

biosyntéza pyrimidinovych nukleotid()
Pseudomonas putida 11-B 1999 XenA, XenB (reduktazy xenobiotik) 64
12-Oxofytodienoat reduktaza (z angl. 12-
Lycopersicon esculentum 2001 | Oxophytodienoate reductase (a,3-nenasycend 65
karbonyl. slouc.-substraty)
Tripanozoma cruzi 2002 TcOYE (k|ICOVY e.nzym v metabolismu 66
xenobiotik, resistence)
Bacillus subtilis 2005 YqgjM fIavoprotgm (vfu’nkce v odpovédi na 67
oxidacni stres)
h k s k VI s v
Thermus scotoductus SA-01 | 2008 | Crroman reduktaza (redukce Cr fnamené | oo
toxické Cr slouceniny)

Tabulka prinasi nahled do obrovské diversity OYE homologl mezi bakteriemi. Funkce enzymu je velmi
zkracené popsana v zavorce za nazvem enzymu. Ref. - reference vedouci k popisu daného proteinu.

V PDB databazi je vice nez 30 zaznam odpovidajicich rdznym strukturnim zastupcim
OYE. Struktura morfinon reduktazy je charakteristickd dvéma podjednotkami a také B8/a8

barelovym motivem * a je ukdzana na obrazku €. 8 s detailem aktivniho mista:

Gin-104

Obrazek €. 8 - Struktura morfinon reduktazy P. putida M10 s detailem aktivniho mista. Struktura
PDB: 1GWIJ zobrazena Protein Workshop softwarem ze stejné stranky. Aktivni misto pfevzato a upraveno dle
Barna T.akol. .
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Zajimavou skutecnosti je, Ze morfinon reduktdza je pouZivana jako jeden z modelovych

proteint ke studiu komplexity katalytického cyklu flavoproteina 7 7% 72,

Dosud popsané enzymové reakce mohou byt v mikroorganismech katalyzovany i jinymi
zastupci danych rodin ¢i dokonce jinymi rodinami enzymd, u kterych doSlo selekénim
evoluénim tlakem ke zméné substratové specifity. Takovym prikladem mUze byt na zdkladé
ziskanych vysledk( serin 3-dehydrogendza z rodiny dehydrogendz s kratkym fetézcem,
kterd poskytuje morfin 6-dehydrogenazovou aktivitu a glycerol trinitrat reduktaza (GTN,

z angl."Glycerol Trinitrate Reductase") katalyzujici redukci morfinonu.

Ze zastupcl rodu Rhizobium (v " oznal. jako Agrobacterium) byl izolovan ¢len OYE
rodiny a to 39 kDa velkd monomerni glycerol trinitrat reduktdza GTN (z angl. "glycerol
trinitrate"), kterd umoznuje danému mikroorganismu utilizovat GTN a dalsi nitroderivaty

3 Enzym bohuZel nebyl biochemicky analyzovan

(vétSinou vybusniny) jako zdroj dusiku
s kodeinonem jako substratem a srovndvaci studie neni k dispozici vzhledem k faktu,

Ze katalyzovana reakce - reduktivni Stépeni trinitroglycerolu — je zna¢né odliSna.
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3 Cil prace

Tato prace se zamérfuje na purifikaci a charakterizaci dvou vybranych enzymu
katalyzujicich oxidac¢né-redukéni reakce C14 hydroxylovanych morfinovych skeletl

z organismu Rhizobium radiobacter R89.

Cil feSeni prace lze tematicky rozélenit na 2 okruhy, které odpovidaji jednotlivym dil¢im
cilim:

Prvni okruh se zabyvd charakterizaci biotransformacnich schopnosti zvoleného

mikroorganismu Rhizobium radiobacter R89 a bioinformatickou analyzou genomu pro

selekci vybranych enzymovych aktivit.

NapIni druhého okruhu byla rekombinantni heterologni exprese proteinli katalyzujicich
studované enzymové aktivity v bunkach Escherichia coli a jejich purifikace a ndasledna

charakterizace.

Jednotlivé ukony a casti prace jsou pro prehlednost graficky zpracovany v nasledujicim

schématu:
Kultivace I. Okruh Databdze
HPLC Piifazeni homolognich
charakterizace Sekvenci
Typizace Biotransformace Bioinformatika Navrh primert
enzymowvych pro vytipované enz.
aktivit
Molekularni
Il. Okruh ] )
biologie
p— PCR
Klonovani s

e Sekvenace
EXPrese
—Purifikace

Charakterizace

Obrazek €. 9 - Schéma prace
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4 Metodicka cast

4.1 Material

4.1.1 Biologické materialy
4.1.1.1 Bakterialni kmeny

Rhizobium radiobacter R89

Escherichia cOli ATCHICEXPIESS ..uvviiiiiiiiieieiieiiiiee s sttt e e e e s e e st e e e s esnaeeee e Agilent, USA
Escherichia coli BL21(DE3) ...cccooevuriiiieeeeiieeee oo eeieciitiveeeeee e e e e e e e e eessssassssaeanes Invitrogen, USA
Escherichia coli SHUFFIE®...........cooiriiiiieeeeeeee e New England Biolabs, USA
Escherichia cOli TOPLO.....ccuuuiiieiieciiiee et eee et e e s are e e e e s sarae e e e e s snaaeeeeeas Invitrogen, USA
ESCherichia COli XL-1 ...cccuuviieieiiiiiee ettt e s Agilent (Stratagene), USA

4.1.1.2 Plasmidy a primery

Plasmid PGEM®-T EQSY ..ceeeevurieriiriiiieeeeiiiiteeeeesitteeeessiteesessnstteessssaseaeeessssseaaeessanssnens Promega, USA
PlIasmid PET 28 ..uueiiiiiiiiiieee ettt ettt et e e s stbre e e s sebnra e e s s snbraeeeseans Novagen, UK
Takara Chaperone Plasmid SEt .......ueeeeviiiei i Takara, Japonsko

Teplota tani (Tm) je generovana pomoci webového ndstroje OligoAnalyzer 3.1:
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx (27.4.2013)

Degenerované primery pro amplifikaci genu OYE (R. radiobacter R89), cca 720 bp:
- pfimy primer (Tm 56°C, na AK sekvenci QLWH(V/T)G):  5"-ICARYTITGGCAYRYNGG-3’

- zpétny primer (Tm 50°C, na AK sekvenci GY(T/I)DYP):  5°-IGGRTARTCIRTRTANCC-3’

Primery pro inverzni PCR na sekvenci amplifikovanou predchozimi primery:
(Tm 57°C) - 5"-CAACAACGGCTTCGTCGATG -3’
(Tm 58°C) - 5"-TCATTGCCAATCCGGACCTG -3’

Primery pro amplifikaci morR genu:

- ptimy primer*: TTTCATATGACTCAGATTCCCTTAGTCTTG (podtrzena ¢ast je restrikéni
misto Ndel, Sedé specifickd ¢ast primeru; Tm 62°C)

- zpétny primer*: TTTGAATTCTCAATTGTCGGACGTTGTTT (podtrZzena ¢ast je restrikéni misto
EcoRl, Sedé specificka ¢ast primeru; Tm 64°C)
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Primery pro zbyvajici oblast genu scD (zbytek operonu).

- pfimy primer | (Tm 40°C): 5"-CATTTTCAAAATTCTCC -3’

- pfimy primer Il (Tm 41°C): 5-TTGACATTTACATGATG -3’
- pfimy primer lll (Tm 41°C): 5-AGAAAAGAGGAATCC -3’
- zpétny primer (Tm 46°C): : 5'-AAAGCCTGACGAGT -3’

Primery pro amplifikaci scD genu:
- pfimy primer* (Tm 64°C): 5"-TTTCATATGACTCAGATTCCCTTAGTCTTG -3’

- zpétny primer* (amplifikace morR+scD; Tm 77°C):5"-
TTTGCGGCCGCTCAATTGTCGGACGTTGTT -3’

- zpétny primer* (amplifikace scD; Tm 86°C): 5-TTTGCGGCCGCTCACGCCGGCGTC -3’

Viyrobce primerd: Metabion, Némecko nebo Generi Biotech, CR (oznageno *)

4.1.1.3 Enzymy

Restrikéni enzymy

Msel, Bfal, ECORI, Sphl, BStBL............cccoouvieeiieiieeeeee e New England BiolLabs, USA

Ao L= I LAY o o I | Fermentas, LotySsko
DNA dependentni DNA polymerazy

Taq polymeraza, 2 U/l .oceoeeeeeieieceeeeeeeee e Thermo Scientific, USA

Phusion polymerdza, 2 U/pl .....cooiieiiiiiieeeeeeeeeeeee e Thermo Scientific, USA
Ligaza

TADNA TIAZa, 5 U/ttt Thermo Scientific, USA
Ostatni

BENZONASE®..... . ettt e e e e e e e e e e s aaae s Sigma Aldrich, USA

GIUKOZAOXIAAZA ...uvevrvrereeieeiee ettt e e veere e e e e e e e e e s e e e e e saaasrbarereeeens Sigma Aldrich, USA

Lysozym: 50 mg/ml, v roztoku Glu-CDTA-Tris, 100 000 U/Mg ........ceeuveenne Serva, Némecko

4.1.1.4 Standardy

Dual Color Precision Plus Protein Standards ........coovevvvivveiiiiiiiiiiiieeeeceeevieee e, Bio-Rad, USA

DU Y I B = [ o =T e LN Bio-Rad, USA

Gene Ruler DNA Ladder MiX ....cooooviiiiiiieieieiieeeeeee e Thermo Scientific, USA

[NV 2 o A=T T o T =T [ L= TR New England BiolLabs, USA
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4.1.2 Chemické materialy
4.1.2.1 Chemikalie

Fluka (Némecko): kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES), polyetylenglykol 8000
(PEG 8000),

Lach-Ner (CR): NaCl, KCI, NaOH, KOH, ethanol, isopropanol, bezvody glycerol,
tetraboritan sodny, acetonitril, tercbutylmetyléter (TBME)

New England BioLabs (USA): sada nukleotid trifosfatd (dNTPs)

Merck (Némecko): B-merkaptoethanol, bromfenolovd modf, CaCl,, glycin

Serva (Némecko): sodium docecylsulfat (SDS), tetracyklin

Sigma Aldrich (USA): Luria-Bertani agar (LB agar), Luria-Bertani médium (LB médium),
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB-R), Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB-G), 1,4-
dithiotrietol (DTT), hovézi sérovy albumin (BSA), ethidium bromid, Na,HPO, .7H,0;
NaH,PO, .10H,0, imidazol, N,N-Bis(2-hydroxyetyl)glycine (Bicine), 2-[4-(2-
hydroxyetyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (Hepes), kanamycin, sorbitol, N, N, N’,
N’- tetrametyletylendiamin (TEMED), Trizma® base, akrylamid, isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosid (IPTG), Peroxosiran amonny (APS), kyselina etylendiamintetraoctova
(EDTA), NiSO4 . 6H,0, kyselina borita, SYPRO™ Orange, nitroglycerol (glycerol trinitrat, GTN)

Biotinum (Némecko): Gel RED Nucleic Acid Stain

Zentiva (CR): fosfore¢nan kodeinu, 140H-kodein, kodeinon, 140H-kodeinon,
hydrokodon, oxykodon, oxykodol, 7,8-dihydrokodein; morfin, 140H-morfin, 140H-
morfinon, hydromorfon, oxymorfon, oxymorfol, 7,8-dihydromorfin, thebain

4.1.2.2 Komercni pufry
6XDNA LOAAING DYE ...ttt e e e e e Thermo Scientific, USA

4.1.3 Ostatni materialy

Centrifugovatelné plastové zkumavky z vy¢kem (50 a 15 ml) ...ROTH, Thermo Scientific, USA

Complete iNhibitOr Prot@as .....uuvveeeeeiieeeii e Roche, Svycarsko
Filtr stfikackovy: Millex®-HV (PVDF 0,45 M) .ccoooivvrrrirrieeeeeeeeeeeeeeeeeeeienns Fisher Scientific,USA
Filtr stfikackovy: Rotilalo® Spritzenfilter (PES 0,22 um) ......ccceeeeeeurnnenn.n. Carl ROTH, Némecko
Filtry: Glass Microfibre Filter........ccoovveeiiiiiieeeeeeree e, Hahnemihle, Némecko
FPLC kolona: Mimetic Orange 3 ® F3GA, Piksi column 1ml ............ Prometic biosciences, UK
HPLC kolona: Luna 5u Phenyl-Hexyl 250x4,60MM .......c.cccoeeeveeiieccnnrennnennen. Phenomenex, USA
HPLC kolona: Phenomenex C18 250X 0,46 MM.....uuuuuurieeeereieieeieeeeeeeveennnnnns Phenomenex, USA
Kolony Econo-Pac Chromatography Columns .........ccccvveeeeeiieeiiiiccecccceieeeeeeeen. Bio Rad, USA
Krystaliza¢ni desticky: Inteli-PLATE®, ARI (96).....cccccevuvrveeeeeunnnenn. Art Robins Instruments, USA
Mikrostfikacka Hamilton SYR SO ......evveveeieeiiie e, Hamilton, USA
Nanaseci kapilara Pyrex 1-5 MiCrO......ucccieieeiieiiciiirireeeeeeeeeeeeeeeeenn Corning Glass Works, USA
N TR N AN A = ] o 1Y SR Invitrogen, USA


http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:40957

Soustavy mikrozkumavek: Flat Cap Strips ....coovieee i, Bio-Rad, USA

Suché dialyza¢ni membrany: SnakeSkin®, MWCO 10 000..................... Thermo Scientific, USA
Spicky k automatickym pipetam - Thermo Scientific FinTips............... Thermo Scientific, USA
TLC desticka: Silica 88l 60 Fsg...uuueeeeeiiuiieieeieiiiieeeeeecireeee e eecre e eieae e e e e Merck, Némecko
Vivaspin MWCO 10 000 .....ccoeieririiiiieiiiiieecieriiiiiiiissssies s s eseseeeesesesesesannannnns Sartorius, Némecko

Komercni soupravy

BCA Protein ASSAY Kit ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieicieccreeeiiessss s s s s e s e e e e e eeeseeeeeeeenesanaes Pierce, USA
BSA Protein Assay Standards .......cceoeviiiiiieiiiiieiee e Pierce, USA
High Pure PCR Template Preparation Kit .......cccccccouvieeiiniiiiieee e, Roche, Svycarsko
JCSQ core |, 1, 11, IV Crystallization Kit .......ceeeeeeeeeiiiiiiiiiieieeeeeeeee e, Qiagen, USA
Luminata Forte Western HRP SUDbSErate ......ccooovvuveeeiiiiiiiiiiie e, Merck, Némecko
Mini PROTEAN Precast - GelS .....oovuuuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et e eeees Bio-Rad, USA
QIAPrep® Spin Mini Prep Kit ...t e e e e e Qiagen, USA
QIAQUICk® Gel EXTraction Kit ......c.ueeveieieiiiiiiee e cerree e e e e eevraee e e Qiagen, USA
Trans-Blot®Turbo TM Tranfer Pack (Midi format) .......cccoveeviiiiiiiieiiiiiieee e Bio-Rad, USA

4.1.4 Pristrojové vybaveni

Analyticka HPLC sestava: Shimadzu UFLC, degasser DGU-20As, liquid chromatograph LC-
20AD, auto sampler SIL-20A HT, Column oven CTO-10AS VP, UV/VIS detector SPD-20A

................................................................................................................... Shimadzu, Japonsko
Analytické VAhy: CPA225D ....ccoeiieeiiiiieeeeeccirereeeeee e Sartorius, Némecko
Centrifuga Allegra X-22R ......cooeiioeeeeeccreeereeeee e Beckman Coulter, USA
Centrifuga Avanti J-301 ........uuviiiiieiieiiee e Beckman Coulter, USA
Centrifuga: Microfuge® 18 Centrifuge .......cccceeeeeeciiieee e, Beckman Coulter, USA
Centrifuga: Microfuge® 22R Centrifuge .......ccccoeeveeeeiecicciireeeeeeeee, Beckman Coulter, USA
Cycler: Gradient cycler, PTC-200 .......ccceeeeeeiiiiieiiiinrreeeeeeeeeeeeeseeseeennennsseeeeees MJ Research, USA
DLS: Zetasizer NanoO SEIIES ZS 90 ....ouuiveieeiieeeee ettt e e e e e e ea Malvern, UK
FIOW BOX: Clean-Ail .ooeueeeeeiiiiieeeee ettt e Schoeler Instruments, Némecko
FPLC sestava: Akta Purifier; Box-900; UPC-900; P-900; Frac 920, Inv 907; PV-
15101 J TR GE Healthcare, USA
Hlubokomrazici mrazdk: Sanyo VIP SEries ......cccvveeveeeeeiieeeeeiieicccirenveeeeenn, Schoeler, Némecko
Horizontalni trepacka: IKA®Vortex Genius 3 ................ IKA Laboratory Equipment, Némecko
Horizontalni tfepacka: Lab Shaker .......cccvvvvieiiiiiiiiicieeeee, Adolf Kuhner AG, Svycarsko
Horizontalni trepacka: LT3 ... e e e Kavalierglass, CR
Horkovzdusna pistole: PNG 600-3 ........cccccciiiiiiiiieeeee e ceccrrrerree e e e e e e e e Bosch, Némecko
lluminator (DNA): HF-ChemiBis 3.2 ....ccveeiieiiiiiieiieeirinreeeeeeeee. Bio-Imaging Systemes, Israel
lluminator: Image Quant LAS 4000 ........ccccovevrmmreerrereeeeeeeeeeeeeseeennrnnreeneens GE Healthcare, USA
lluminator: ImageQuant LAS 4000 ........cceeeeeeeeeiieiieeiiinnrrreeeinrrnreeereeeeeeeeens GE Healthcare, USA
Inkubator (maxi): Max Q 5000, KRD..........ccceeeeeeiuirieeeeeiiieeeeeeecrneeee e Thermo Scientific, USA
INKUDBALOT (MINi): NB-205......c.ccuiiuiiriiriieeieeeieeeeeee et eee et s ere e Biotech, Svédsko



Inkubator (misky): Wlve incubator EN120, KRD.........cccceveeeeevviveeeennns Thermo Scientific, USA

Inkubator: Max Q 4000, Barnstead Lab-Line..........coeovvvvevvvveeniceeeeenennn. Thermo Scientific, USA
Magneticka michacka: IKA®RCT basiC ....cccceeeveuvvvreeeennnns IKA Laboratory Equipment, Némecko
Membranova VYVEVA: N8LO .......ccccuueieeeieiieiee e e eree e eeeeee e Fisher Scientific, USA
Mikrocentrifuga: Eppendorf mini Spin .......ccccceeeieiiiieeieecceee e, Eppendorf, Némecko
0Olejova VYVEVA BAACB3-AL......oueeeeieiiieee ettt e Mez Mohelnice, CR
PH MeEtr: HI2221 ... e e e e HANNA Instruments, USA
PH MELE INOLAD 1ttt ettt sttt eeeaeerene e WTW, CR
Predvazkoveé vahy: Mettler PJ 600 .......cccoovviiiieeiiiiiiieee e ceineee e Mettler, Svycarsko
Yo IV A VAl o o 1= USSR OHAUS, Svycarsko
Souprava automatickych pipet: Finpipette®F2 ........ccccovvvveeiiiiiieeeennns Thermo Scientific, USA
Spektrofotometr: BIOWAVE Il ........oiiiiiiiiiiiee et Biochrom, UK
Termostat: Biological Thermostat BT 120 ........cccccceeeeevvveeennn. Laboratorni ptistroje Praha, CR
Termostatovany blok: 17600 Dri-Bath .......ccceeeiiiiiieiciiiee e, Thermolyne, USA
Thermo cycler: C1000 Touch Thermal Cycler ......ccccvvviiiiiieeeeeeeeee e, Bio-Rad, USA
Thermo CyCler: XPCYCIEE . e e e e e e e e e e e e nnnees Bioer, Cina
Transilumindtor: Herolab UVT-20M .....cccoooviiiiiiiiiiiieeeeeeee e Herolab, Némecko
Trepacka - kultivacni: Orbital INCUDAtOr .....c.evvveeeiiiieiee e Gallenkamp, UK
Ultrazvukova rozbijeci souprava: Sonicator 3000 .........ccoeevvveeeeiiiiiieeeeesineeenens Misonix, USA
V0] = SR =V At R Grant instruments, UK
4.2 Metody

4.2.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody byly pouzivany k charakterizaci a kvantifikaci produktl
biotransformace (Vysokoucinna kapalinova chromatografie, Chromatografie na tenké
vrstvé) nebo k purifikaci proteinli (Gelova permeacni chromatografie, Niklova chelatacni

chromatografie).
4.2.1.1 Priprava vzorkd pro HPLC a TLC

Vzorky pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, HPLC (z angl. "High Performance
Liguid Chromatography") a tenkovrstvou chromatografii, TLC (z angl. "Thin Layer

Chromatography") analyzu byly extrahovany alkalickou éterovou extrakeci.

Vodné faze vzork( byly prevedeny do mikrozkumavek Eppendorf. Do zkumavek bylo
nasledné pipetovano 100 pl NH4OH a déle 300 pl terc-butylmetyléteru (TBME). Zkumavky
byly tfepany 15 minut na horizontalni tfepacce 200 ot./min. Centrifugaci 10 min, 1000 g,

25 °C (Eppendorf Centrifuge 5403) byly oddé&leny obé faze. Eterova faze byla nasledné
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pipetovanim oddélena do Cisté zkumavky Eppendorf. Odpovidajici objem éterové faze byl
pfimo nanasen kapilarou na desticku TLC. Pro HPLC analyzu byla éterova faze odparena
v evakuovaném exsikatoru (olejova vyvéva 3AAC83-4L) a odparek byl rozpustén v 500 pl
chromatografického pufru (viz kapitola 4.2.1.2). Koncentrace ziskaného extraktu byla

stanovena pfi 281 nm (detekce aromatického kruhu v alkaloidech morfinové rady).
4.2.1.2 HPLC s reverzni fazi

Analyzy zmén latek morfinové fady byly provadény porovnanim retencnich casl se
standardy na Analytické HPLC sestavé: Shimadzu UFLC. Porovnani probihalo metodou
standardniho pfidavku daného standardu (s Cistotou vyssi nez 99 %). Ve vSech metodach
byly pouZity tyto konstantni podminky: pritokova rychlost 1 ml/min, teplota kolony 40 °C
a detekce spektrofotometrickym detektorem (SPD-20A) pfi vinové délce 220 a 281 nm.
Vsechny potiebné latky neni moiné efektivné separovat jednou analytickou metodou
a proto byly vyuzivany tfi izokratické metody shrnuté v tabulce €. 5, str. 34. V fadku pouziti

je napsano v jakém pfipadé (analyze) byla metoda vyuZivana.

Orientacnim nastfikem bylo vidy standardizovano mnozstvi separované smési tak, aby
bylo dosazeno odpovidajici odpovédi detektoru, maximalizace separacni schopnosti
a hlavné standardizace umoznujici kvantifikaci vzork(. Odpovidajici nastfik se pohyboval
vrozmezi 0,3 ul az 10 pl vzorku ziskaného dle 4.2.1.1. Vzorek s vychozi latkou
biotransformace extrahovany dle stejného protokolu byl pouZit po provedeni separace
danou metodou jako zdkladni linie z dldvodu odstranéni vlivu kontaminaci pfitomnych
vdané chemikalii (chromatograficky vrchol dané latky byl proloZzen nulovou linii).
Ze stejného davodu byla k zakladni linii pfiddana hodnota ziskanda stejnym postupem
z bunék v pufru bez vychozi latky. Obé zakladni linie byly proméreny trikrat, zprimérovany
a vyslednd zakladni linie byla pomoci HPLC ovladaciho programu LC Solutions (Shimadzu)

odecitdna od analyzovanych vzork.

33



Tabulka €. 5 - PouZivané HPLC metody.

Metoda A) Metoda B) Metoda C)

Dihydromorfin , Morfin,
140H-morfinon, 140H-
dihydrokodein, 140H-
kodein, Kodein,
Dihydrokodein

Kodein, Morfin, 140H-

morfinon, 140H- Kodein a kodeinon
kodeinon, 140H-

dihydrokodeinon

Analyzované latky

Kolona Phenyl-hexyl 0,46 x 25 cm c18 Cc18
Eluce 13% AcN, 86,9% mQ 40% AcN, 59,9% mQ 22% AcN, 77,4% mQ
H,0, 0,1% TFA H,0, 0,1% TFA H,0, 0,2% TFA, 0,4 NH,OH

Analytickd metoda s

Analytickd metoda pro s, v
nejvyssi separachni

stanoveni vzorkd Rychla metoda pro p
. VN , ) schopnosti pro vzorky
Pouziti obsahujicich silné stanoveni morfin 6- U
s ) . ., ... neobsahujicisilné
nepoldrni latky morfinové dehydrogendzové aktivity Yy . .
rady nepoldrni latky morfinové

fady

4.2.1.3 Chromatografie na tenké vrstvé TLC

Chromatografie na tenké vrstvé se specifickou detekci byla pouzita k rychlému
kvalitativnimu vyhodnoceni analyzované smési. U vysledkl, kde v d0sledku Spatné
separace HPLC panovala nejednoznacnost ptifazeni vrcholu k danému standardu slouzilo

TLC se specifickou detekci ke kvalitativnimu stanoveni spornych latek.

TLC desticka (Merck) byla pred pouzitim oplachnuta vyvijenim v methanolu. Po
opétovném vysuseni byly naneseny na zakladni linii kapilarou (Pyrex 1-5 Micro) vzorky.
Nanaseny objem byl 5 pl pro koncentrace kolem 1 mM, 20 ul pro nizsi koncentrace kolem
0,1 mM. Vzorky byly vyvijeny ve sklenéné vyvijeci vané se zabrusovym vikem tak, aby
nedochdzelo k nadmérnému odparu vyvijeciho rozpoustédla. Jakmile éelo wvyvijeciho
roztoku dorazilo cca 1 cm od konce desticky, bylo vyvijeni ukonéeno. Po vysuseni byla TLC
desti¢ka vyvijena pokrytim slabou vrstvou reagens pomoci sklenéného rozprasovace.

Vyvijeni bylo provedeno horkovzdusnou pistoli (PNG 600-3) pfi teploté 120 — 140 °C.

Mobilni faze: 90: 10: 1 (v/v) chloroform : methanol : NH4;0H
Vyvijeci roztok - upravené Marquisovo reagens, nékdy také jako Anisaldehydové barveni ’*:
90:10:1 (v/v) metanol : H,SO4 konc. : anisaldehyd

Vzorky byly analyzovany podle svého retencniho faktoru Ry, vypocéteného dle rovnice (1)

na strané 35, kde | = vzdalenost skvrny od pocatku migrace a |, = vzdalenost ¢ela mobilni
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faze od pocatku. Specifickd barva i poradi analytl zlstavaji zachovany i pfi odchylce R

zplUsobené evaporaci vysoce tékavé slozky mobilni faze (chloroform).

R, == (1)

4.2.1.4 Cytosolarni extrakt z bunék Rhizobium radiobacter R89 a Escherichia coli

Pro cilené sledovani biotransformacnich reakci (Rhizobium radiobacter R89) a purifikace
proteinl (Escherichia coli) bylo nutné nejprve ziskat kvalitni cytosoldrni preparat

s minimem necistot a s co nejvyssi zachovanou enzymovou aktivitou.

Zmrazené bunky [-20 °C] bez kultivaéniho média oddélené centrifugaci [10 min, 1000 g],
kultivované v michaném bioreaktoru dle *° byly zvaieny na predvazkich a rozpuitény
v rozbijecim pufru (50 mM Na,HPO,4, 1 ug lysozym, 0,5 mM FMN; pH upraveno kys.
fosfore¢nou na 8,0; do kazdych 10 ml pufru byla pfiddna 1 tableta Complete inhibitoru
proteas (Roche) tak, aby vysledna koncentrace bunécné suspenze byla 10% w/v. Bunécna
suspenze byla vortexovana (3krat 20s) a nasledné inkubovana v 28 °C po dobu 15 minut

(horizontalni tfrepacka Lab Shaker, 200 cm™).

Do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf bylo odméfeno pfiblizné 300ul balotin (0,2 —
0,4 um). Mikrozkumavka byla vychlazena na ledu a poté byl do kazdé pipetovan 1 ml 10%
bunécéné suspenze. Samotné rozbijeni probihalo mechanicky, tfepanim dvakrat 30 minut
pFi -20 °C (stolni tfepacka IKA Voretex Genius 3, 2000 cm™). Mezi rozbijecimi intervaly byly

mikrozkumavky inkubovany na 30 minut na ledu.

Po ukonceni rozbijeni byly mikrozkumavky centrifugovany (Eppendorf Centrifuge 5403,
1000 g, 4 °C, 10 min). Pipetou byl opatrné odebran supernatant do sterilni 50 ml plastové
centrifugacéni zkumavky s vickem. Cely vysledny objem byl nédsledné opét centrifugovan
(1000 g, 4 °C, 10 min) pro odstranéni hrubych nedcistot. Vysledny supernatant byl pfeveden
do centrifugacnich kyvet, presné vyvazen, a zavérecné centrifugovan (J-30l, 80 000g,
60 min., 2 — 8 °C). Ziskana cytosolarni frakce byla na zavér Stépena 1 ul/ 50 ml
Benzonase®Nuclease (250 U/ul, Sigma, inkubace 10 minut na ledu) s ndslednou
dvojnasobnou filtraci 0,45 um a 0,22 um (Hahnemihle). V pfipadé nutnosti byl ziskany

extrakt uchovavan pfi —-80 °C.

35



Sedimentovany pelet — membranova frakce byl mechanicky resuspendovan v pufru
50 mM Na,PO,4, pH 8,0. Pro nanaseni na SDS PAGE byla pfiddana mocovina na konecnou

koncentraci 8 M.
Cytosolarni extrakt z Escherichia coli

U bunék Escherichia coli riznych kmen( s exprimovanym proteinem (ziskany dle kapitoly
4.2.3.2 Exprese studovanych protein(l) byla cytosolarni frakce ziskdvdna z 10% bunécné
suspenze v pufru (50mM Na,HPO4, 0,5mM FMN; pH upraveno kys. fosfore¢nou na 8,0)
pomoci ultrazvuku-sonikaci (Sonicator 3000; amplituda 2,5; priimérny vykon 14 W na 5 ml
vzorek; teplota 0 °C). Pouzit byl program stridajici 20s sonikace a 40s pauzy v souhrnné
dobé sonikace 5 minut (15 minut celkem). Nasledné byla rozbitd smés oSetfena pridavkem
1ul/5ml  Benzonase®Nuclease (250 U/ul, Sigma, inkubace 10 minut na ledu)
a centrifugovana (J-301, 30 000 g, 30 min., 2 — 8 °C). Vzorek jiz nebyl filtrovdan a nebyl
uchovavan (uchovavany byly vidy pouze celé buriky ¢i precisténé frakce). Sedimentovany
pelet po centrifugaci byl v nékterych pripadech frakci obsahujici inkluzni téliska. Tato frakce
byla smichdna s 5 ml 50 mM Na,P0O,4, 8M mocovina, pH 8,0 a pro dalsi aplikace mechanicky

resuspendovana (SDS PAGE).
4.2.1.5 Niklova chelatacni chromatografie (NiNTA)

Tento typ afinitni purifikace byl pouZit pro protein heterologné exprimovany v E.coli
pomoci pET expresniho systému opatfeny N termindlni hexahistidinovou sekvenci, tzv. His

kotvou (z angl. "His Tag", celd sekvence GSSHHHHHHSSGLVPRGSH).
Pouzivané pufry:
Pufr A: 50 mM Na,HPO,4; 100 mM NaCl; pH 8,0
Promyvaci pufr: 50 mM Na,HPO,4; 100 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0
Eluéni pufr: 50 mM Na,HPO,4; 100 mM NacCl; 150 mM Imidazol; pH 8,0

Jako matrice byla vyuzita: "Ni-NTA Agarose" (Invitrogen) o celkovém objemu 5 ml.
Chromatografie byla provddéna ru¢nim nandsenim roztok( pipetou a vzorku na kolonku
v (Econo-Pac Chromatography Columns, Bio-Rad). Kolonka byla nejprve ekvilibrovana
pufrem A odpovidajici 10 objemm kolony. Poté byla kolonkou tfikrat promyta cytosolarni

frakce ziskana z produkcnich bunék. Nasledné byla kolonka promyta 3 objemy kolony
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pufrem A k odmyti nevazané frakce. Proteiny slabé interagujici s matrici byly odstranény
eluci promyvacim pufrem, 5 — 6 objemy kolony tak, aby jiz nedochazelo k eluci proteind.
Kontrola eluce proteind byla provadéna orientacné v 96-jamkové desticce metodou dle
Bradfordové (20 pl vzorku bylo smichano s 100 pl &inidla) . Zbytek proteint byl uvolnén

eluénim pufrem v objemu 5 CV (objem kolony, angl."Column volume").
4.2.1.6 Gelova permeacni chromatografie

Druhym chromatografickym krokem pouzivanym po niklové chelatacni chromatografii,
aby byla zajisténa dostatecnd Ccistota ziskaného proteinu, byla gelovd permeacni

chromatografie.

Nejprve byly pfipraveny pouzivané roztoky filtraci a odvzdusnénim (Membrdnova
vyvéva: N810; 0,45 um Glass Microfibre Filter 0,45um; Hahnemiihle). Pouzivan byl zakladni
pufr: 50 mM Na,;HPO,4, 150 mM NaCl; pH upraveno kys. fosfore¢nou na 8,0.

Vlastni chromatografie byla provadéna na chlazené (7 °C) soustavé AKTA Purifier (GE
Healthcare, USA) FPLC (z angl. "Fast protein liquid chromatography"). Pfed pouZitim byla
celd soustava promyta do konstantni odpovédi spektrofotometrického a konduktivitniho
detektoru (cca 30 — 60 minut). Dle objemu a velikosti proteinu ve vzorku byla vybrana
kolona (Superdex 75 5/150; Superdex 75 16/60). Prvni zminéna kolona slouzila k analyze
Cistoty pouzivaného materialu, druha zminéna k purifikaci. Nanaseny objem na analytickou
kolonku: 20 pl a na purifikacni: 5 ml. V ptipadé vétSiho objemu vzorku byl nejprve

zakoncentrovan: Vivaspin MWCO 10 000 (Sartorius, 8000 g, 15 min.) a nasledné nanasen.
Po ukonéeni chromatografie byla kolona prevedena do 30% etanolu a tak uchovavana.

4.2.1.7 Afinitni chromatografie NGTNr interagujicich proteint

Pomoci afinitni kotvy pro niklovou chelataéni chromatografii je moziné navazat protein
na kolonu tak pevné, Ze je moiné studovat jeho interakce s dalSimi proteiny. Tato
chromatografie byla pouzita u proteinu NGTNr pro nalezeni ptipadného reakéniho

partnera.

Chromatografie probéhla dle protokolu Boechmera a Lehmana ’®. Na maly objem nosice
- NiNTA agarosy (0,5 ml) bylo naneseno takové mnozstvi NGTNr proteinu, Ze byl jiz
pfitomen v prlchozi frakci (cca 20 mg; vazba 50 mM Na,HPO4;, 50 mM NaCl, 20 mM

imidazol). S takto pfipravenou matrici byl inkubovan cytosolarni extrakt R89 po dobu 30
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minut (4°C) a nasledné byla nevdzana frakce odmyta 5 ml vazebného pufru. Vazané
proteiny byly z kolony eluovany v pufru: 50 mM Na,HPO, s ptridavkem 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 1000 mM NaCl. V poslednim kroku byla zminénym pufrem s 1 M NaCl a

150 mM imidazolem eluovana veskera zbyla frakce véetné NGTNr.

4.2.2 Elektroforetické metody

Elektroforetické metody byly vyuzivany pro rychlou separaci proteind nebo fragment(

DNA a jejich snadnou vizualizaci.
4.2.2.1 Agarosova elektroforéza

Horizontalni agarosova elektroforéza byla vyuzita k separaci DNA fragmentd po
restrikénim Stépeni, ¢i k zobrazeni vysledk( PCR reakci. PouZivany byly dvé rozdilné
metody.

Prvni, uréena pro velké fragmenty nad 2,5 kBp, byla zaloZzena na TAE pufru (40 mM Tris-
acetat, 2 mM EDTA, pH 8,0). Separace probihala v 0,7% agarose, pfi 80 V cca 30 — 45 minut.

Fragmenty s velikosti pod 2,5 kBp byly déleny metodou dle Jonathana R. Brodyho a kol.
77,78

. Separace probihala v 1,5% agarose v SB pufru (10mM boritan sodny, pH 8,0), pfi 200 —
250V cca 5 - 10 minut.

Nejprve bylo odméreno 50 ml pouzitého pufru a pozadované mnozstvi agarosy. Ziskana
suspenze byla zahfata v mikrovinné troubé k varu (900 W, 2 — 3 min). Nasledné byla
ponechdna chladnout pfi pokojové teploté na teplotu cca 50 °C, kdy bylo pfidano 5 pul
ethidium bromidu (nebo Gel RED, Biotinum). Smés byla poté nalita do sestavené soupravy
na nalévani geld a po zatuhnuti byl odstranén hiebinek a gel byl prenesen do

elektroforetické vany (systém Bio-Rad DNA Horizontal Electrophoresis System).

Jednotlivé vzorky byly smichany s 1/6 objemu 6xDNA Gel Loading Buffer (Thermo)
a pfimo nandseny do vzorkovych komlrek vytvorenych vyndanim hrebinku. Jako standard

velikosti byl pouzivan Gene Ruler DNA Ladder Mix v objemu 5 pl.
4.2.2.2 SDS-PAGE elektroforéza

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného

(SDS) byla pouzivana pro separaci a vizualizaci proteinovych smési.
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Elektroforéza byla provadéna ve standardnim Tris-glycinovém usporadani dle
Laemmliho "°. Pouzivany byly 10% a 12,5% polyakrylamidové gely. Elektroforéza byla
provddéna na soupravé Mini-PROTEAN" Tetra Cell (Bio-Rad) pfi 80 — 150 V, 60 — 120 min.
Po dorazZeni Cela separace ke konci gelu byla elektroforéza ukoncena a gely byly obarveny

dle standardniho protokolu pomoci Comassie Brilliant Blue R-250 .

SDS-PAGE vzorky byly smichany s redukujicim ¢i neredukujicim nandsecim pufrem a po
inkubaci (10 min, 95 °C, 17600 Dri-Bath) nandseny na gel pomoci mikrostrikacky Hamilton.
Jako standardy molekulové velikosti proteint byly vyuZivany komeréné dostupné smeési:
NEB Protein Ladder (NEB), Dual Color Precision Plus Protein Standards a Dual Xtra
Standards (Bio-Rad)

Neredukujici vzorkovy pufr: 30% (w/v) glycerol, 2% SDS, 62.5 mM Tris (pH 6.8), 5 mM
EDTA, 0.01% bromfenolova modr (w/v);

Redukuijici vzorkovy pufr: 30% (w/v) glycerol, 2% SDS, 62.5 mM Tris (pH 6.8), 10 mM DTT
(nebo 20mM B-merkaptoetanol), 5 mM EDTA, 0.01% bromfenolova modf (w/v)

Acetonova precipitace proteini

Proteinové vzorky, jejichz koncentrace byla pfilis nizka, byly precipitovany pridavkem
¢tyfndsobného objemu acetonu a inkubovany 20 minut pfi -20 °C. Centrifugaci
(Microfuge® 18, 18000 g, 10 min) byl oddélen supernatant, ktery byl poté odsat pomoci
pipety. Nasledné byly vzorky vysuseny v evakuovaném exsikatoru (olejova vyvéva 3AAC83-
4L). Opétovnym resuspendovanim precipitdtu v pozadovaném pufru byl pfipraven vzorek.

Nejcastéji 10krat koncentrovany.
Barveni stfibrem

Pti nizké koncentraci proteini bylo vyuzivdno barveni stfibrem. VSechny pouzivané
roztoky byly pfipravovany z ultracisté vody (mQ H,0). S gelem bylo manipulovano a
nakldddno pouze ve sklenéném nadobi. Nejprve bylo z gelu odstranéno zbytkové SDS
trojnasobnym promytim ve fixacnim roztoku (30 % EtOH; 10 % kyselina octova; 30 minut).
Gel byl dale promyvan 20% ethanolem (10 min) a mQ H,0 (10 minut). Nasledné byla
provedena senzitivizace protein( oplachnutim roztokem thiosiranu sodného (0,2 g/lI; 2 x 20
s). Takto upraveny gel byl na 30 minut ponoren do roztoku dusi¢nanu stfibrného (2 g/l). Po

uplynuti této doby byl gel rychle oplachnut (5 — 10 s; mQ H,0) a vyvijen roztokem (0,7 ml
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formaldehydu 37%; 30 g K,COs; 10 mg Na,S,03 na jeden litr roztoku) az do poZadovaného

zabarveni. Barveni bylo ukonceno pfendanim gelu do fixacniho roztoku.
4.2.2.3 Western blot

Pro identifikaci proteinového pruhu NGTNr na SDS-PAGE gelu (monomer/dimer) byla
pouzita metoda prenosu proteinl z gelu na nitrocelulosovou membranu "Western blot" s

imunodetekci proti histidinové kotvé.

Standartni Tris-Glycinovy 12% SDS PAGE gel byl po ukonéeni elektroforézy oplachnut
destilovanou H,O (2%x10s) a spoleéné s predem pfipravenou soupravou membrany a
filtracniho papiru prenesen podle protokolu "Trans-Blot Turbo Transfer System" do
transferové komory zafizeni Trans-Blot Turbo a prenasen na membranu 7 minut.
Po ukonceni pfenosu proteinl byla membrdna vyjmuta, opldchnuta destilovanou H,0
(2x10s) a blokovana po dobu 1 h pfti laboratorni teploté (roztok na blokaci — 10mM
Na,HPO4, 2 mM KH,PO4, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, 0,1% Tween 20, 5% odtuénéné mléko).
Po inkubaci byla membrana 5 krat oplachnuta fosfatovym pufrem a hodinu inkubovana
vroztoku na blokaci s protilatkou pfi laboratorni teploté. Po vazbé protilatky byla
membrana opét oplachnuta fosfatovym pufrem, vysuSena pomoci filtracniho papiru a
vyvolana pfidanim 1 ml chemiluminiscenéniho substratu (Lumia Forte Western HRP
Substrate). Zaznam chemiluminiscence byl potizen pomoci iluminatoru ImageQuant LAS

4000.

4.2.3 Molekularné biologické metody

Pro nalezeni genli odpovédnych za studované aktivity v R. radiobacter R89 a pfipravu

vektorl expresnich systému byly vyuzivany metody molekularni biologie.
4.2.3.1 PCR metody

Standardni PCR reakce

PCR — polymerazova retézova reakce (z angl."polymerase chain reaction").

Standardni PCR reakéni smés byla za sterilnich podminek inkubovéana v ten¢enych 0,5 ml
mikrozkumavkach 10 minut na ledu a pak prenesena do PCR aparatury (cycleru). Slozeni

pouzivanych smési je zobrazeno v tabulce €. 6, str. 41. Teplota nasedani primerd byla
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uréovana pro kazdy par zvlast pomoci webového nastroje "Tm Calculator" na strankach

firmy New England Biolabs (https://www.neb.com).

Tabulka €. 6 - Standardni PCR protokoly

Slozka Protokol Taq 15ul  Pribéh Protokol Phusion 50 ul Pribéh

H,0 (pro PCR) 8,93 ul 1) 95°C; 3 min 13,5 ul 1)98°C; 30 s
10xThermo pufr 1,5 ul 2)95°C; 10s 5xPhusion pufr; 10 ul  2)98°C; 10 s
2mM dNTPs 1,5l 3)x°C; 30s 5pl 3) x°C; 30s
Primer FW 1,5l 4) 72°C; 90 s 2,5 ul 4)72°C;30s
Primer BW 1,5 ul 5) 72°C; 10 min 2,5 ul 5) 72°C; 10 min
Polymeraza 0,08 pl 6) 4°C; 0,5 pul 6) 4°C;

Aditiva - Krok 2-4: 35x 10 pl 40% glycerol Krok 2-4: 35x
Templat 1 pl 1l

Protokol Taq 15ul - optimalizace a Colony PCR. Protokol Phusion - maximalizace mnoZstvi PCR produktu.
PCR s degenerovanymi primery

Polymerdzova retézova reakce s degenerovanymi primery byla provadéna jako tzv.
"Spinavd PCR". Jednotlivé smési nebyly pfipravovany na ledu. Vychozim templatem byl
varny lyzat (10 min var 5% bunééné suspenze v destilované vodé [dH,0]). Teplota nasedani
primerd byla vidy volena nejnizsi moina (dle protokolu vyrobce). Pro PCR
s degenerovanymi primery byla vyuZita vidy metoda vyuZivajici Tag polymerazu z dlivodu
ziskani 3'A presahll. PouZivana koncentrace primer( byla zvySena na 4 uM. Pomoci
agarosové elektroforézy byly hledany odpovidajici fragmenty. Ziskané fragmenty byly
precistény pomoci soupravy "Gel Extraction Kit" (Qiagen) a nasledné ligovany do vektoru

PGEM®-T Easy (Promega). Vybrané kolonie byly pfedany servisnimu pracovisti k provedeni

sekvenace vlozeného fragmentu.
Colony PCR

Pro verifikaci spravné ligace byla provadéna tzv. PCR colony. Vychozim templatem pro
tuto polymerazovou retézovou reakci byly celé kolonie. Tyto kolonie byly sterilni Spickou
odebrany z misky pfimo do mikrozkumavky s namichanou PCR smési. Vyuzivan byl protokol

Taqg 15 pul, uvedeny v tabulce €. 6.
Inverzni PCR

Inverzni PCR byla provadéna s pouzitim standardniho Phusion 50 pl protokolu (teplota
nasedani primerd 70°C). Templdt pro tuto PCR byl ptipraven restrikénim Stépenim (viz
4.2.3.2) chromosomalni DNA Rhizobium radiobacter R89 (ziskan pomoci High pure PCR
Template Preparation Kit, Roche; dle protokolu vyrobce) pomoci restrikénich endonukledz
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Msel, Bfal, EcoRl, Sphl, BstBI. Ligace byla provedena odlisné od standardniho protokolu
s nizkou koncentraci Stépené DNA (1 ng/ul) a vysokou koncentraci ligdzy (0,1 Weisovy
jednotky / 1ul) pomoci PCR cycleru. Bylo pouZito celkem 6 teplotnich cyklG: 50 minut 16 °C,
3 min 20 °C, 5 min 24 °C, 1 min 37 °C. Po konci liga¢niho protokolu byla ligdza teplotné
inaktivovana (10 minut pfi 65 °C) a DNA byla purifikovana pouzitim kolonky ze soupravy Gel

Extraction Kit (Qiagen) dle protokolu vyrobce.

v s v

4.2.3.2 Restrikéni Stépeni a ligace

v s v

Restrikéni Stépeni

Vsechna restrikéni Stépeni byla provadéna v celkovém objemu 50 pl v mikrozkumavce
Eppendorf (1 ¢i 1,5 ml). SloZeni $tépici smési bylo: plasmid/PCR produkt 42,5 pl; adekvatni
pufr k restrikéni endonukledze (RE) 5ul; BSA 0,5 ul (pouze pfi pouziti RE od NEB); 1 pl RE
(vétSinou 2RE najednou tj. 1+1 pl). Délka restrikéniho Stépeni byla vétSinou 2 hodiny pfi
37 °C ¢&i pres noc pfi pokojové teploté. Pro ovéreni absence tzv. hvézdickové aktivity

(z angl.: "star activity") byla vyuzivdna tabulka na webu Thermo Scientific:

(http://www.thermoscientificbio.com/restriction-and-modifying-enzymes/restriction-enzymes/reaction-
conditions-for-fastdigest-enzymes-chart/).

Ligace

Ligace fragment( byla provadéna vidy paralelné s negativni kontrolou (smés bez ligazy).
Smés obsahovala vidy 16,5 ul sterilni dH,0, T4 DNA pufr 3 ul, Stépeny vektor 2 pl, stépeny
inzert (PCR produkt) 8 pul, T4 DNA ligase 0,5 pl. Délka ligace byla nastavovdna
dle pozadované efektivity. Nejkratsi ligace probihala 2 h pfi pokojové teploté, standardné

bylo ligovano pfi pokojové teploté pres noc.
4.2.3.3 Priprava a transformace kompetentnich bunék
Priprava

Pouzivany byly tyto publikované metody: pro pfipravu kompetentnich bunék 81

a transformaci %% &

. Pfiprava kompetentnich bunék byla provedena v 50 ml media (LB +
10mM MgS04; 0,2% glukosa), které bylo inokulovdno 1 ml noc¢ni kultury bunék v LB.
Buniky byly péstovany do ODgy = 0,6 pfi 30 °C. Narostlé buriky byly zchlazeny na ledu po
10 minut a centrifugovany (Allegra X-22R, 8000g, 10 min, 4°C). Centrifugované burky byly

rozpustény v 0,5 ml plvodniho média a bylo k nim pfiddno 2,5 ml media LB
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s 36%glycerolem, 12% PEG 8000, 12mM MgS0O,. Pfipravena bunécnd suspenze byla

rozdélena do mikrozkumavek a zamrazena pti —80 °C.
Transformace

Po vyjmuti bunék z mrazdku —80 °C k nim bylo pipetovano 10 pl ligaéni smési (na 100
ul bunék) nebo 1 — 2 pl izolované plasmidové DNA a byly umistény po dobu 30 minut
na led. Po této dobé byly mikrozkumavky umistény na 60 s do vyhtivaného bloku (42 °C,
17600 Dri-Bath, 17600 Dri-Bath). Po uplynuti 60 s byly mikrozkumavky s burikami 5 minut
inkubovany na ledu a nasledné k nim bylo pipetovano 1 ml LB media. Obsah
mikrozkumavek byl promichdn obracenim a ddle inkubovan 60 minut pfi 37 °C. Po této
dobé byly bunky centrifugovany (Microfuge, 18 000 g, 3 min), medium bylo opatrné
odebrdno a ve zbylych cca 200 pl byl resuspendovan pelet. Ziskand suspenze byla vyseta

na misky (LB agar s pfislusnym antibiotikem).
4.2.3.4 Dalsi standardni metody rekombinantni DNA

Izolace plasmidu byla provedena presné podle protokolu vyrobce k soupravé QlAprep®

Spin Mini Prep Kit (Quiagen). Burniky Escherichia coli TOP10 (nebo XL-1) byly kultivovany
8 hodin pfti 37 °C nebo pres noc (12 — 16 h, 30 °C). Plasmidova DNA byla eluovana 50 pl
sterilni dH,0.

Izolace z gelu byla provedena pomoci soupravy QIAquick® Gel Extraction Kit dle

protokolu vyrobce (Quiagen).

Sekvenovani vybranych kolonii ¢i plasmidi bylo provedeno komeréné v Centru
sekvenovéni, MBU AV CR. Procedura se uskute¢fiovala na pFistroji BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied biosystems) a byla vyhodnocena pomoci ABI PRISM 3130x1.

4.2.4 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody byly vyuzivdny ke stanoveni koncentrace protein(

ve vzorku a u purifikovanych proteind ke stanoveni enzymové aktivity.

4.2.4.1 Stanoveni proteinQ

Stanoveni protein( bylo provadéno kvili standardizaci mnoZstvi proteint v cytosoldrnim

extraktu a nasledné kvantifikaci biotransformace.
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Ke stanoveni byl pouZit BCA Protein Assay Kit (Pierce) dle protokolu vyrobce s fedénim
vzorkU tak, aby poskytly hodnoty v koncentracnim rozmezi kalibraéni krivky. Jako standard
koncentrace proteind byl pouZit hovézi sérovy albumin (BSA z angl."bovine serum
albumin") v jiz predpfipravenych koncentracich — BSA Protein Assay Standards (Pierce).

Kalibracni zavislost, kterd byla pouzita, méla hodnotu c=0,1573 A% +0.5921A.

Orientacni stanoveni proteind bylo provddéno pomoci protokolu dle Bradfordové — viz

kapitola 4.2.1.5, str. 36.

U purifikovanych protein byla koncentrace stanovovana pomoci méreni A,g pfi
soucasném redéni tak, aby se A,z pohybovalo v rozmezi 0,2 az 1,0. K vypoctu koncentrace
byl nadsledné pouzit vypocteny exstinkéni koeficient: databdze ExPASy, nastroj: "Proteomics

— ProtParam" (http://web.expasy.org/protparam/).
4.2.4.2 Stanoveni kinetickych parametri

Stanoveni kinetickych parametrli bylo provedeno spektrofotometricky mérenim
absorbance pfi 340 nm (As4 odpovidajici NADH ¢i NADPH) v case na spektrofotometru

(UV 2401, Shimadzu) chlazeném vodou z termostatované vodni lazné (ThermoBath).

Stanoveni kinetickych konstant bylo provedeno mérenim reakéni rychlosti pfi rozdilnych
koncentracich NADH (0,3 — 0,015 mM) a kodeinonu (0,3 — 1 mM) pti 20°C. pH zavislost byla
charakterizovana s pomoci setu fosfato/citratového pufru (50 mM Na,HPO,4 150 mM Nadl,
pH upraveno citrdtem) o téchto hodnotach pH 10,3; 9,5; 9,0; 8,5; 8,1; 7,6; 7,0; 6,5; 5,8; 4,8.
Zavislost aktivity na teploté byla stanovena zménou teploty chlazené vody na danou
hodnotu. Enzym byl pfi této teploté inkubovadn cca 1-3 minuty a nasledné byla zmérena
odpovidajici aktivita. Pro teploty 20 — 23 °C byla zmérena aktivita také po 30 minutové

inkubaci pfi dané teploté.

Vypocet kinetickych parametrd NGTNr se drzel metody pouzZité pro morfinon reduktazu
P. putida M10. Pro vypocet byly hodnoty pocitany pfi saturaci druhym substratem (1,5 mM

kodein & 0,3 mM NADH), pomoci Lineweaverovo-Burkova vynosu .

4.2.4.3 DLS stanoveni termostability

Fotonova korelacni spektroskopie (DLS, z angl."Dynamic Light Scattering") byla pouzita

pro méreni stability ziskanych protein(.
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Méreni bylo provedeno na pfistroji Zetasizer Nano Range ZS 90 (Malvern). Data byla
ziskavana po dobu 24 h pfi 5 °C; 24 h pfi 25 °C. Teplota koagulace NGTNr proteinu byla
mérena v rozsahu 5 — 40 °C s krokem o 1 °C a 10 min inkubaci pfi dané teploté. Méreni bylo
provadéno za asistence Tatsiany Charnavets, Ph.D. (Laboratof Biomolekularniho

rozpoznavani, BTU, lab. 57).
4.2.4.4 Termofluorimetrie

Termofluorimetrie byla vyuZita pro optimalizaci pufrd, pH, iontové sily a podminek pro
uchovavani ziskanych prepardtd NGTNr s dirazem na mozné vyuziti ziskanych poznatk( pfi

krystalizaci proteinu.

K méFeni byla vyuZita metodika publikovana Erickssonovou a kol. ®. K méFeni byl vyuit
PCR cycler pro méfeni v redlném case (CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System,
Bio-Rad). Pred vlastnim méfenim byla nejprve vytvorena koncentracni Skdla (kalibrace)
proteinu ve standardnim pufru k nalezeni optimalniho pribéhu kfivek pfi dané koncentraci
barvy (SYPRO™ Orange) tak, aby byly vysledky porovnatelné. Nasledné jiz byly do prouzkd s
uzaviratelnymi jamkami (z angl."strips", Flat Cap strips, Bio-Rad) pipetovany vidy dvé
rozdilné koncentrace proteinu (6,25 pl NGTNr o koncentraci 1,2 ug/ml a 17,75 pl daného
pufru ¢i 3,13 pl proteinu a 20,87 pl pufru). Tyto dvé koncentrace proteinu byly shledany
jako optimadlni. Do pfipraveného roztoku byl pipetovan 1 ul zasobniho roztoku SYPRO®

Orange (Sigma) ziskaného 25x fedénim plGvodni koncentrace.

Samotné méreni probihalo od teploty 4°C do 80°C po 0,5°C krocich. V dané teploté byl
vzorek inkubovan 30 s a nasledné byla zméfena jeho fluorescence v rezimu FRET.
Vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno na programu Bio-Rad CFX Manager 3.0

a nasledné v programu Microsoft Excel.

Pro nékteré vzorky byla pouZita metoda ThermoFAD ®. Jako fluorescenéni sonda byl
vyuzit enzymem nekovalentné vazany FMN. Pfiprava vzorku byla totoznd, 1 ul roztoku

fluoroforu byl nahrazen pufrem.

4.2.5 Kultivacni metody

Pouziti a optimalizace kultivacnich metod byly nutné k charakterizaci a zajisténi stejné
fyziologické kvality preparatl z R. radiobacter R89. Nasledné pak k dosaZeni co nejlepsich
vysledkl s pouZitymi expresnimi systémy E.coli.
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4.2.5.1 Kultivace mikroorganismu

Kultivovany byly mikroorganismy R. radiobacter R89 a rlizné kmeny Escherichia coli.
Vzhledem k rozdilné fyziologii téchto organism( se kultivaéni podminky zvldsté pro
zminéné Rhizobium lisily.

Jako optimalni pro kultivaci Rhizobium radiobacter R89 bylo zvoleno Luria-Bertani (LB)

medium obohacené o stopové prvky a glukosu %. Medium obsahovalo: 1 % trypton, 0,5 %
kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl, 200 mg/I MgSQg, 50 mg/l CaCl,, 10 mg/| FeSO,, glukosa 0,5%;
pH upraveno na 7,0 *°. Buriky rostli ve 100 ml média (v 500ml Erlenmayerové barice,
tfepani 200 ot./min, 28°C) a ODgyo dosdhla po 48 h rlstu hodnoty 8 (zméfeno pfi

desetindsobném zifedéni bunécné suspenze).

Ptfi experimentech s konverzi a hledanim produktl biotransformace bylo zminéné
médium jesté obohaceno o 0,2 g/l kodeinu. Kultivace R. radiobacter R89 byly provadény ve
30 °C do pozdni staciondrni faze (48 h). Ziskana bunécénd kultura byla centrifugovana (5000

g, 15 min, 4 °C) a ziskané bunky nasledné zamrazeny pfi -20°C.

VSechny pouZivané kmeny Escherichia coli byly kultivovany obdobné na samotném LB

mediu (Sigma), které bylo obohaceno o kanamycin (60ug/I). Kultivacni teplota se odvijela
od pouzitého expresniho protokolu (viz nize). Tfepané kultivace probihaly kultivaéni lahve

(DURAN Schott) s uzavérem, v nichz médium tvofilo 1/5 objemu.
4.2.5.2 Exprese studovanych protein

Pro ziskani rozpustné a aktivni formy studovanych proteint byl proveden rozsahly test
expresnich protokol(. Jejich prehled shrnuje tabulka ¢. 7 na strané 47: Exprese probihala v
tfepanych barnkovych kulturach (200 ot./min) o objemu 50, 200 nebo 1000 ml LB media

(objem media byl vidy 1/5 objemu kultivaéni Erlenmayerovy bariky).
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Tabulka €. 7 - Testované protokoly pro heterologni expresi

Hostitelsky kmen . . Koncentrace . . Kultivaéni doba
Rast ki Teplot ki

(Protein NGTN) e induktoru Eeetpelnaiie po indukci

Escherichia coli BL21(DE3)  30°C; ODggp=0,4- 0,1 mM IPTG; 1 mM o Ao, 400 30°C - 4h; 20°Ca
0,6 IPTG 30°C; 20°C; 16°C 16°C20h

Escherichia coli 30°C; ODggo=0,8- 0,1 mM IPTG; 1 mM 10°C 24 h

ArcticExpress 1,0 IPTG

L . ® o, 04
Escherichia coli SHuffle 30°C; OODgoo 0,4 1 mM IPTG 16°C 24 h

(Protein scMDH)

Escherichia coli BL21(DE3)  30°C; ODggo= 0,4- 30°C-4h; 16°C

0.6 1 mM IPTG 30°C; 16°C 20 h
Esch'er/ch/a coli 30°C; ODggo= 0,8- 1 mM IPTG 10°C 54 h
ArcticExpress 1,0

Pro snizeni pozadavk( na nizkou teplotu exprese proteinu NGTN byl testovan vliv
chaperoni pomoci soupravy TAKARA Chaperone Plasmid Set. VyuZity byly vSechny
dostupné plasmidy (pG-KJE8; pGro7; pKIE7; pG-Tf2; pTfle) v kombinaci s burkami
Escherichia coli BL21(DE3) pfi 28 °C a 26 °C.

4.2.6 Biotransformace alkaloidt

Studium biokonverze alkaloidli morfinové fady celymi bunkami nebo cytosolarnim
extraktem R. radiobacter R89 slouzilo k charakterizaci pfislusSnych reakénich krokd

a definovani s nimi souvisejicich enzyma.

Konverze byla provadéna s 10% bunécnou suspenzi (vlhkd hmotnost), ziskanou z
rozmrazené biomasy resuspendovdné ve fyziologickém roztoku. Reakéni objem byl volen
50 ml (250 ml Erlenmayerova barika) ¢i 2ml v jedné jamce 12-ti jamkové sterilni desticky.

Mérenim ODgqgg bylo zjisténo, Ze koncentrace bunék v 10% suspenzi dale nevzrista.

Biotransformace probihala standardné 24 h a poté byla smés extrahovana zplsobem
popsanym v kap. 4.2.1.1. Pfi stanovovani konverzi v cytosolarnim extraktu byl vyuzZivan
systém regenerace redukované formy kofaktoru NADH a NADPH, které se spontanné
autooxiduje. Systém byl zaloZzen na aktivité enzymu Glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4, Sigma)

v koncentraci cca 10 U/ml a 5 mM glukosy v reakéni smési (cytosolarni frakci).

4.2.7 Krystalizace proteinu NGTNr.

Pro presné determinovani struktury a porovnani aktivniho mista s jiz znamymi

strukturami OYE enzymdu, které by potvrdilo rozdilnost struktury a vysvétlilo by odlisné
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substratové spektrum od dosud znamych GTN reduktdz, bylo pfistoupeno ke krystaliza¢nim

pokusim.

NGTNr. protein byl purifikovdn standardnim protokolem NiNTA chromatografii
a nasledné gelovou chromatografii. Takto ziskany precistény protein byl koncentrovan
pomoci centrifugacni kolonky (VivaSpin MWCO 10 000, 15 minut, 8000 g) aZ na koncentraci
16,6 mg/ml. Takto koncentrovany protein byl s pomoci automatického pipetovaciho robota
(Art Robins Instruments) prenesen do jednotlivych pozic na 3x96 jamkové krystalizacni
desticce (Inteli-PLATE® 96) a to v mnozstvi vidy 0,2; 0,4; 0,6 pl proteinového roztoku + 0,6;
0,4; 0,2 ul krystalizacniho roztoku od jedné krystalizacni podminky z soupravy JCSQ core |,
I, I, IV (Qiagen). Pripravena desti¢ka byla sterilné prekryta izolacni félii a byla ponechana
v klidu v krystalizaéni mistnosti (15 °C). S dennim odstupem byly jednotlivé podminky

sledovany a zaznamenavany zmény.
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5 Vysledky

5.1 Biotransformacni schopnosti Rhizobium radiobacter R89

V predkladané praci byly studovany biotransformacni schopnosti R. radiobacter R89 a
ziskané vysledky byly vyuZity k nalezeni, expresi a charakterizaci potencidlné zajimavych

enzym.

Prvnim krokem bylo pfesné zmapovani vzniku reakcnich produktl pomoci HPLC a TLC
(kap. 4.2.1.1). Z tohoto dlvodu byly optimalizovany tfi analytické metody na HPLC. Metoda
A pro nepolarni ¢ast latek, metoda B na rychlé stanoveni a metoda C na stanoveni
polarnéjSich latek morfinové fady. Danymi metodami byly stanoveny retencni casy
standardd a také jejich zakladni linie ukazujici na pfitomné necistoty. Tato zakladni linie
byla odecitdna od hodnot ziskanych mérenim vzorkl, spole¢né s zakladni linii ziskanou
extrakci 10% bunécné suspenze bez vychozi latky, jak bylo popsano v kapitole 4.2.1.2. HPLC

chromatogramy standardu a jejich prislusné retencni ¢asy jsou ukdzany na obrazku €. 10.

] Metoda A) A morfin (4,5 min)

] B 140H-morfinon (5,0 min)
C kodein (11,8 min)

D 140H-dihydrokodeinon (13,7 min)
E 140H-kodeinon (16,5 min)
F kodein (6,8 min)

G 140H-kodeinon (9,3 min)
H

|

J

K

L

A 281

A C

| | [
WA
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G
e
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kodeinon (12,2 min)
dihydromorfin (2,7 min)
morfin (3,5 min)
140H-morfinon (4,7 min)
140H-dihydrokodein (5,2 min)

M 140H-kodein (5,5 min)
N dihydrokodein (6,0 min)
O kodein (8,8 min)

Zas [min]

0.0 Zas [min]

150" Zas fmin]
Metoda €}

A 281

Obrazek €. 10 - Pouzivané HPLC metody a retence standardu

Analogicky HPLC byly stanoveny retencni faktory migrace standard( na TLC destice a
barva po specifické detekci na alkaloidy morfinové rady (kap. 4.2.1.3). Ziskané vysledky jsou
shrnuty do tabulky ¢. 8, str 50. spolecné s ukazkou vyvolané desticky standardl z které byly

R¢ odeditany.
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Tabulka €. 8 - Reten¢ni faktory alkaloidt morfinové fady pouZivané TLC metody

Latka Retencni faktor  Barva specifické detekce o
Morfin (A) 0,08 Temné fialova

Kodein (B) 0,23 Temné fialova

Kodeinon (C) 0,34 Cihlové Cervena

140H-morfinon (D) 0,40 Tmaveé Cervena J
140H-kodein (E) 0,43 Tmaveé Cervena 2

Thebain (F) 0,46 Oranzova H a
140H-dihydromorfin (G) 0,50 7luta G 3 £ F
140H-dihydrokodein (H) 0,54 Temné fialova c

140H-kodeinon (l) 0,60 Tmavé Cervena B
140H-dihydrokodeinon (J) 0,65 Zluta A

Vyvolana TLC desti¢ka standard, ukazka specifické detekce. Pismena odpovidaji oznacdeni latek.

Zakladnim biotransformacénim pokusem bylo zmapovani zavislosti vyskytu produktl na
Case. Z dlvodu zajisténi stejného fyziologického stavu bunék byl vyuzZit jiz optimalizovany
postup kultivace bunék ?° s p¥idavkem 0,2 g kodeinu na litr media (kap. 4.2.3.1). Z 50 ml
10% bunécné suspenze byl odebiran 1 ml kaZzdou hodinu a pomoci HPLC (metody A) byl
stanoven vyskyt biotransformacnich produktd. Od 20. hodiny byl obsah pfislusnych latek
stanovovan HPLC metodou A, C a za vyuziti TLC se specifickym barvenim. Cely pokus byl
provadén trikrat. Vysledek je shrnut do grafu na obrazku ¢. 11 na strané 51, v kterém je
patrnd pocatecni lag faze nez zacne dochdazet k biotransformaci. Nasleduje prudky ubytek
kodeinu (maximalni rychlost konverze kodeinu je pfiblizné 1,2 + 0,2 % vychozi koncentrace
0,2 g/l za deset minut (tj. cca 0,0002 g.min'l.l'l), narust koncentrace 140H-kodeinu az na
70% a 140H-kodeinonu na 30%. Ackoli nebyl detekovan kodeinon jako meziprodukt, Ize

predpokladat morfin 6-dehydrogenazovou reakci nutnou pro vznik kodeinonu.

Po této prudké zméné nasleduje pokles koncentrace 140H-kodeinu a nar(st
koncentrace 140H-kodeinonu na zastoupeni cca 55:45. Od cca 25. hodiny byl pomoci TLC
a HPLC metody c nalezen narlst dalSich reakcnich produktd — viz vyrez na obrazku ¢. 11,
str. 51. Mezi témito produkty byl nalezen oxykodon, jehoZ pfitomnost ukazuje na

reduktazovy krok a 140H-morfin/140H-morfinon ukazujici na 3-O-demetylacni krok.
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Obrazek €. 11 - Zastoupeni produktti konverze R. radiobacter R89 v Case. Hlavni graf je vytvofen
analyzou reakénich produktd pomoci HPLC metody A. Analyza dalSich latek ve vyfezu pomoci HPLC metody C
a TLC. Chybové Usecky jsou na grafu zobrazeny pouze z ilustrativnich dlivodl. Vyjimecné presahuje rozptyl
hodnot 10 % v oblasti nejvyssi zmény hodnot.

Dalsi pokus mél ukazat, zda se zastoupeni produktd biotransformace nezméni zménou
pocate¢niho mnoizstvi kodeinu na 0,4 a 1,0 g nebo predchozi kultivaci bunék R. radiobacter
R89 ve vyssich koncentracich kodeinu (0,4 a 1,0 g) pfed samotnym biotransformacnim
pokusem. Cilem bylo zvySeni zastoupeni minoritnich meziproduktli (oxycodonu
a demetylacnich produkt() cozZ se bohuzel nezdafilo. Jedinou zménou bylo zkraceni lag faze
trvajici na obrazku ¢. 11 cca 6 hodin (0,2 g) na3 -4 h (0,4 a 1,0 g/l). Zastoupeni minoritnich
meziproduktl se pohybovalo po 20. h kolem konstantnich 1,5 %. V dalSich exprerimentech

byla vyuzivana pouze koncentrace 0,2 g kodeinu na litr.

Po sérii téchto biotransformacnich pokusl bylo Zadouci prokazat pfitomnost morfinon
reduktazového kroku (analogického P. putida M10). Za timto uUcelem byly provadény
pokusy v 12 jamkovych destickach (2 ml) s 10 % bunécnou suspenzi nebo s cytosolarnim
extraktem, 0,2 g substratu a pfrislusSnymi kofaktory (viz 4.2.3.3). Vychozi latky, produkty
a celkové zasoupeni jsou shrnuty v tabulce ¢. 9 na strané 52. Pokusy probihaly pfi 25 °C.

Demetylacni krok nebyl vzhledem k zaméreni prace prokazovan.
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Tabulka €. 9 - Dikaz pfitomnosti reduktazového kroku.

Bunky 10% susp. (24h)

Substrat Produkt Konverze % Reakce *
Kodeinon 140H-kodein 98 Deh.
Hydrokodon Dihydrokodein, kodein 70:30 Deh. i red.
140H-kodeinon 140H-kodein 100 Deh.
Oxycodon Oxycodol, 140H-kodein 5:95 Deh. i red
Thebain - - -
Cytosolarni extrakt

Kodeinon, NADH Hydrokodon, Kodein 2:5 Deh.ired
140H-kodeinon, NADH Oxycodon, 140H-kodein 20:5 Deh. ired

* deh. - dehydrogenace (na uhliku 6), red. - redukce (dvojné vazby mezi uhliky 7 a 8)

Hydroxylaéni krok na uhliku 14 byl popsan v literatufe jako autooxidaéni krok 2.
Z tohoto dlivodu nebyla tato aktivita studovana. Rychlost vzniku 140H produktd ukazuje

obrazek ¢. 11 na strané 51.

Na obrdazku €. 12, str. 53 jsou shrnuty prokazané biotransformacni aktivity R. radiobacter
R89 s dlirazem na enzymy a reakce jiz dobfe popsané v literature (Zluté) a reakce, jejichz

Uplny popis chybi a na jejichz charakterizaci se zaméruje tato prace (bile).

Ukdzané schéma je velice blizké obrazku ¢. 5 na strané 20, zdsadni je rozdil v aktivité
jednotlivych reakénich krok(. Zatimco u P. putida je kodeinon z 60% transformovdn na
hydrokodon, u R. radiobacter R89 tato reakce probihd velmi neochotné a byla naopak
nalezena aktivita opacnd, ktera u P. putida M10 prokazana nebyla. Obdobna reakce s
140H-kodeinonem neni u P. putida prozkoumana a u R. radiobacter R89 byla prokazana s

vétsi aktivitou nez predchozi reakce.
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Obréazek €. 12 - Prokazané biotransformaéni aktivity Rhizobium radiobacter R89. Zlutd &ast
schématu je dobfe charakterizovana v praci prof. Neila C. Bruce a kol. ****. Bila &ast obsahuije aktivity zjisténé
u Rhizobium radiobacter R89 v této praci.

5.2 Purifikace proteint a hledani kédujicich geni enzymu

Pivodni ideou bylo provést izolaci enzyml odpovidajicich za studované aktivity
v nativnim stavu z plavodniho mikroorganismu R. radiobacter R89 s pouzitim kombinace
ionexové (Q Sepharosa) a afinitni (Mimetic Orange 3) chromatografie podle obdobného

22, 23

protokolu publikovaného v literature . BohuZel izolace enzymU nebyla ani v jednom

pripadé Uspésna a proto byl zvolen postup heterologni exprese rekombinantnich proteind.

Nejprve bylo v databdzi NCBI vyhleddano 50 homolognich sekvenci k hledanym
proteinlim (homology protein( P. putida). Z dostupnych sekvenci byly vytvoreny souhrnné
dendrogramy, hleddny byly homologni sekvence tak, aby bylo moZné navrhnout
degenerované primery. Toto hledani bohuzZel vylouéilo moZnost nalezeni optimalnich
degenerovanych primerd a tedy vyloucilo moZnost pouZiti zvoleného experimentalniho
postupu pro morfin dehydrogendzu. Jeji sekvence neni dostate¢né unikatni a zvlasté 2,5-

diketoglukonat reduktdza je velmi podobna. Druhy protein, tedy morfin reduktaza (OYE
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rodina) se naopak ukazala jako velmi vhodnd. Na N konci byla nalezena konzervovana
sekvence: QLWHVG; na C konci pak sekvence: GYTDYP. Na tyto sekvence byly navrieny
degenerované primery (amplifikace 260AK, 720bp): Na sekvenci QLWH(V/T)G: 5'-
ICARYTITGGCAYRYNGG-3’ (pfimy primer, fwd z angl."forward") a na sekvenci GY(T/1)DYP:
5’-IGGRTARTCIRTRTANCC-3" (zpétny primer, rev z angl."reverse"). Polymerazova retézova
reakce s degenerovanymi primery (kap. 4.2.3.1) poskytla produkt o velikosti 720 bp —
obrazek €. 13, ktery byl ligovan do vektoru pGEM-T easy a nékolik kolonii bylo predano

sekvenacnimu stredisku ke zpracovani.

700bp 1000 bp
VoV

IIir
g 9

Obrazek ¢. 13 - Agarosova 0,7 % elektroforéza PCR produktli po odstranéni produktu
predpokladané velikosti 720 bp. 1 standard velikosti; 2 vysledek PCR s degenerovanymi primery; A PCR
produkt pfedpokladané velikosti;

Sekvence specifického produktu byla identifikovdna jako ¢ast genu kdodujiciho enzym
glycerol trinitrat reduktazu (GTN). Pfifazeni (z angl. "alignment") je soucasti prace jako
priloha ¢. 1, str. 83. DalSim krokem bylo vyuziti inverzni PCR pro ziskani celého genu.
Nejprve bylo pomoci bioinformatické analyzy frekvence restrikénich mist v blizce
pribuzném Agrobacterium sp. H13-3 (2 148 289 bp), jehoz chromozom je plné sekvenovan,
navrzeno vhodné restrikéni Stépeni tak, aby byl ziskan dostateény pocet restrikénich mist a

zaroven velikost fragment( nepresahla 3 kbp. Jejich prehled ukazuje tabulka ¢. 10.

Tabulka €. 10 - Cetnost §tépeni a priimérna velikost fragment( v genomu Agrobacterium sp.
H13-3

Restrikéni Rozeznavana Pocet stépicich pramérna velikost
endonukledza sekvence mist Stépnych
(5—3) fragmentd bp
Msel T/TAA 2904 740
Bfal C/TAG 1460 1470
EcoRl G/AATTC 845 2540
Sphl GCATG/C 797 2700
BstBI TT/CGAA 791 2720
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Vsechny zminéné restrikéni endonukleazy byly pouzity pro pfipravu templatu na inverzni

PCR (kap. 4.2.3.1 ). K samotné reakci byly vyuzZity tyto primery:

(Tm 57°C) — 5"-CAACAACGGCTTCGTCGATG -3’
(Tm 58°C) — 5"-TCATTGCCAATCCGGACCTG -3’
Jediny Uspésny templat byla chromozomalni DNA stépena pomoci restrikéni endonukleazy

Msel. Vysledek inverzni PCR je zobrazen na obrazku ¢. 14:

Jy 1000 bp
2
g
%
1000 bp 1500 bp
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8 :
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Obrazek €. 14 - Vysledek inverzni PCR. Hvézdi¢kou je oznaden specificky PCR produkt.

PCR produkt byl vtomto pfipadé ptimo izolovadn z agarosového gelu a pfedan servisnimu
pracovisti na DNA sekvenaci. Vysledek sekvenace poskytl 12 kbp DNA sekvence, ktera byla
doplnéna o vnitini sekvenci ziskanou PCR s degenerovanymi primery (mezi primery pro
inverzni PCR). Byla ziskdna sekvence pro cely gen anotovany (NCBI, Blast) jako GTN
reduktaza. Aminokyselinovd sekvence je ukazana na obrazku ¢. 15 spolecné s His kotvou

(podtrzena):

GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMTKTTLFQPTSLGAITLANRIVMAPLTRNRAGAGEFVPGELTAGYYAQRASAGL
IISEATQISQQOGOGYQDTPGIYTQAQIDGWKKVTAAVHKKGGRIVLOLWHVGRISHVNLOPNGGAPVAPSAIRA
EVKTEFVNNGEFVDVSEPRALELEELAGIVDDFRKAAANSIEAGFDGVEVHGANGYLLEQFAKDGANMRTDTYGGS
VENRARLMLEVTAAVAQEIGPERTGIRISPVSPANGISCSDPQTQYDYIVDKLDALGIAYIHVVEGATGGPRDV
APFDYGSLRRRESRTYIANNGEFDLELATSHLADGRADLIAFGRPFIANPDLVERLOQSGAPLAEVNAAKIFGGSA
AGYTDYPRESETTSDN

Obrazek €. 15 - Aminokyselinova sekvence NGTNr, "Nové glycerol trinitrat reduktézy" z R. radiobacter
R89 + N koncova his kotva (pET28b) - podtrZena
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Inverzni PCR byl kromé zbyvajici sekvence GTN ziskdn také fragment dehydrogenazy
s kratkym fetézcem (SCD, z angl."short chain dehydrogenase") ze stejného operonu.
Bioinformacni analyza operonu blizce pribuznych mikroorganismli s osekvenovanym
genomem pfispéla k domnénce, Ze tato dehydrogendza muze byt odpovédna za morfin 6-
dehydrogenazovou aktivitu. Analyza je ptiloZzena jako pfiloha €. 2, str. 84. Pro amplifikaci
fragmentu scD byly tedy navrieny 3 degenerované primery na konzervovanou
promotorovou sekvenci daného operonu spolu s primery navrienymi na fragment
ziskaného C-konce a byla provedena PCR. Ziskany fragment byl opét sekvenovan a byla
ziskana kompletni sekvence genu scD. Aminokyselinova sekvence je zobrazena na obrazku

€. 16 s His kotvou (podtrzena):

GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMTQIPLVLITGASTGIGATYAERFARRGHDLVLVARDVVRMEALASRLRDETG
VAIDILPADLTKSEDLAKVETRLRDDARIGILVNNAGTAIGGSEVDQSVDDMTKLVGLNATALVRLSSATIAPRL
AKAGEGSIVNIGSVVGLAPEFGMTVYGATKAFVLFLSQGLAHELGSKGVYIQAVLPATTRTEIWDHVGADVSAM
SNVMEVGDLVDAALVGEDRREPVTIPPLHDGGOWDALDGARKAMLGNLVNAVPAERYRTPA

Obrazek €. 16 - Aminokyselinova sekvence scMDH, Dehydrogenazy s kratkym fetézcem z R. radiobacter
R89 + N koncova his kotva (pET28b) - podtrzena

Celkova analyza ziskané sekvence genl v operonu je pfilozena jako pfiloha €. 3, str. 85.
Pomoci databaze ExPASy a jejiho webového nastroje: "Proteomics - ProtParam"
(http://web.expasy.org/protparam/) byly ziskany zakladni Gdaje o proteinovych produktech
ziskanych gend. Proteinové produkty byly nazvany NGTNr (z angl."New Glycerol Trinitrate

Reductase") a scMDH (z angl."Short Chain Morphine-6-dehydrogenase").

NGTNr

365 aminokyselin; molekulovda hmotnost 38 931,6 Da; pl (teoretické) = 5,60; extink¢ni
koeficient £=30370 M™cm™ (Abs. (pi ¢ 1mg/mi) = 0,780)

scMDH

262 aminokyselin; molekulova hmotnost 27 598,6 Da; pl (teoretické) = 5,27; extinkcni
koeficient e216960 M *cm™ (Abs. p¥i c 1mg/ml) = 0,615)

5.3. Proteiny NGTNr a scMDH
5.3.1 Klonovani a exprese strukturnich genti
Pro zjisténi, zdali mOze byt studovana aktivita prifazena k proteinovym produktlm
ziskanych gen(, byl vyuZit expresni systém pET 28b a proteiny byly v tomto systému po
optimalizaci heterologné exprimovany v dostatecném mnozstvi k charakterizaci.
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Jako prvni gen byl klonovan NGTNr. Byly navrZeny specifické primery pro amplifikaci
genu z chromosomalni DNA Rhizobium radiobacter R89. Na 5’konce danych sekvenci bylo

enzymy:

fwd primer (Ndel) TTTCATATGACCAAGACCACACTCTTCC
rew primer (EcoRI)TTTGAATTCTCAATTGTCGGACGTTGTTT

Vysledny PCR produkt a plasmid pET28b byl Stépen restrikénimi endonukledzami (2 h,
30°C). Vysledek byl vizualizovan agarosovou elektroforézou a DNA pruhy odpovidajici
Stépnym produktiim byly izolovany. Smés byla ligovdna pfes noc pfi laboratorni teploté.
Transformace bunék E. coli TOP10 byla provedena 10 pl ligacni smési. Selekce probéhla
vysetim na LB agar s kanamycinem (60ug/l). Pfijeti spravného plasmidu bylo ovéreno
metodou Colony PCR a nasledné visualizaci pomoci horizontalni agarosové elektroforézy.
Vysledek je zobrazen na obrdazku €. 17. Vybrané kolonie byly verifikovany sekvenaci, ktera
ovérila kompletnost genu a vyloucila mutace. Pro dalsi pouzZiti byl zvolen a verifikovan
vzorek 6 (na obrazku €. 17). Z kolonie byl izolovan plasmid (MiniPrep, Qiagen), kterym byly

transformovany buriky expresniho systému Escherichia coli BL21(DE3).

" )
Vzorek B
l PCR produkt za poutziti specifickych
Vzorek G u I . primerd proti Morfinon reduktaze:
| Gen je dlouhy cca 1,1 kBp, cervené
Vzorek 6 ' l l . . oznacené fragmenty jsou spravné.
M
Vzorek Y l .| ' PCR produkt za pouZiti primert proti
sekvenci vektoru pET 28b ( FW pET up 2;
Vzorek X l . BW T7 terminator). Gen morfinon
» reduktazy je dlouhy cca 1,1 kbp, 400 bp je
Vzorek W ' . fragment amplifikovany z plasmidu -
hledany PCR produkt je 1,5 kbp dlouhy.
Vzorek V l ' Cervéné vyznadené fragmenty jsou
spravné. Pritomnost fragmentu o
Vzorek U m velikosti 400 bp prozrazuje kontaminaci
vzorku.
™M |
]
g MErg e 8Es

Obrazek €. 17 - Colony PCR, ovéreni pritomnosti spravného plasmidu. M oznaduje standard velikosti -
popsany &islem (bp). Cervené ordmované pruhy jsou spravné velikosti - viz text u obrazku.
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Pro zjisténi vlastnosti exprese NGTNr byl zvolen kultiva¢ni objem 20 ml a ¢tyfi rozdilné
podminky exprese. Buriky byly péstovany do ODg=0,6 pfi 30°C a nasledné indukovany v
16°C a30°C, 1ImM IPTG a 0,1mM IPTG. V case byl odebiran vzorek (1 ml) kultivacniho
média, centrifugovan (14 000g, 3 min.) a inkubovan v denaturacnim pufru pfi 95 °C (50 mM
Tris/HCI, 8M mocovina, 5mM EDTA, 2% SDS, pH 8,0). VSechny ziskané vzorky byly naneseny
na SDS-PAGE a vysledny 12% gel barveny CBB-R250 je zobrazen na obrdazku ¢. 18.

—_— _— — 30°C
— — _— _— — 16°C
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Obrazek ¢. 18 - Exprese NGTNr v rtizdnych podminkach. 80, 50 a 37 jsou ozna&eny velikosti daného
standardu molekulovych hmotnosti (kDa) - M; 12% akrylamidovy gel; K - neindukovana kontrola; e indukce 1
mM IPTG; bez kolecka indukce 0,1 mM IPTG;

Nejlepsi podminky exprese poskytujici nejvice proteinu jsou pfi 30°C, 4h nebo 16°C, 24h
s indukci 1mM IPTG. ProtoZe bylo nutné gzjistit kvalitu exprimovaného proteinu, byl
proveden ndsledujici pokus, ktery frakcionoval materidl na rozpustnou a nerozpustnou
frakci (inkluzni téliska) s pouZzitim nejlepSich podminek z prfedchoziho pokusu (4h 30°C
a 24h 16°C). VSechny vzorky byly vizualizovany elektroforézou v 12% akrylamidovém gelu.

Vysledek je ukdzan na obrazku €. 19 na strané 59.

58



25 ' ' ‘

h - -
e - 8 PR -

M 16°C—— 30°C —— 30°C —— 16°C— M

Obrazek €. 19 - rozpustnost exprimované NGTNr pfi odliSnych podminkach. A) Nerozpustnd frakce,
B) rozpustna frakce; M standard molekulovych velikosti - oznaceny Cislem v kDa; ® indukce 1mM IPTG, bez
tecky indukce 0,1 mM IPTG

PFi 20h expresi v 16°C prevazuje rozpustnd frakce (B) proteinu nad nerozpustnou (A),
ktera tvori kolem 10 % z celkového mnozstvi NGTNr, naproti tomu pfi expresi 4h 30°C
vyrazné prevazuje (95 %) nerozpustna frakce. Z tohoto dlivodu byla ddle optimalizovana
exprese NGTNr proteinu s vyuzitim dalSich typ( bunék (viz 4.2.3.2) a ovéfenim konverze
kodeinonu (2mM, 24 h, pomoci HPLC, pfi standardnim mnozZstvi proteinu). Vysledky jsou
shrnuty v tabulce €. 11. Jak je z tabulky patrné, nejlepsi vysledky byly dosazeny s bunkami
Escherichia coli ArcticExpress s expresi pti 10°C po 24 h. Tento expresni protokol byl déle

vyuzivan pro purifikaci vlastniho proteinu NGTNr.

Tabulka €. 11 - Pfehled pouzitych expresnich systémi NGTNr

g p . Rozpustna/nerozpust- Konverze kodeinonu 2mM (24h)
Pouzity expresni systém

na frakce * ok
E.coli BL21(DE3); 30°C; 1mM IPTG < 5%/ 95% 1-5%
E.coli BL21(DE3); 16°C; 1mM IPTG 80-90%/ 10-20% 70%
E.coli ArcticExpress; 10°C; 1mM IPTG 100%/0% 100%
E.coli BL21(DE3) pGro7; 26°C; 1mM IPTG 40%/60% 50%
E.coli BL21(DE3) pTf16; 26°C; 1ImM IPTG 40%/60% 50%
E.coli BL21(DE3) pG-Tf2; 26°C; 1ImM IPTG 40%/60% 60%
ﬁ;?éh BL21(DE3) pG-KJE8; pKIE7; 26°C; 1mM 20%/80% 20%

* Pomér mezi frakcemi je urcovan na zakladé iluminacni analyzy gelu s danymi frakcemi. ** Konverze
kodeinonu probéhla v 12 jamkovych destickach s rozpustnou frakci (2ml) ze stejné hmotnosti bunék (50mM
Na,HPO, pufr pH 8,0; 2mM kodeinon 5mM NADH; regenerace kofaktoru).
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Prvnim krokem purifikaéniho protokolu NGTNr byla niklova chelata¢ni chromatografie
nasledovand gelovou chromatografii. Na obrazku ¢. 20 je ukazan pribéh zminéné
chelatac¢ni chromatografie na 12% SDS-PAGE barvené CBB-R 250 (10 ml cytosolarniho

extraktu E.coli ArcticExpress, 2g vlhké hmotnosti bunék).

o o 7 —ePeWee” T "OBew
: | .

MCBE CE FT W M 10 0 M 150 mM Imidazol

Obrazek €. 20 - NiNTA chromatografie NGTNr. PouZity objem kolonky Ni-NTA — 1 ml, eluce 10, 50, 150
mM imidazol v 50 mM Na,HPO, 100 mM NaCl 1 mM DTT, pH 8,0; laboratorni teplota. Cytosolarni frakce z 50
ml kultivace E.coli ArcticExpress. M - standard molekulovych velikosti (kDa), CBE - celobunécny lyzat, CE -
cytosolarni extrakt, FT - frakce prosla kolonou, W - odmyti nevazané frakce;

Pro zjisténi nedistot byly frakce naneseny na 12% SDS-PAGE gel a nasledné barveny
stfibrem (obrazek ¢. 21). Frakce eluované pfi 50 mM Imidazolu maji vysoky obsah
kontaminujicich proteint a proto bylo dale pracovano pouze s frakci eluovanou pfi 150 mM
imidazolu. Tato frakce také obsahuje necistoty. VétSinou jsou to proteiny o velmi vysoké
nebo nizké molekulové hmotnosti. Z tohoto divodu byla zvolena gelovd chromatografie
s kolonou Superdex 75 5/150 pro analyzu purifikace a nasledné Superdex 75 16/60 pro
samotnou purifikaci. Chromatogram pfi pouZiti kolony Superdex 75 16/60, demonstrujici

Cistotu preparatu, je ukdzdn na obrazku €. 22, str. 61:

M 10 mM 50mM M 150 mM Imidazol

Obrazek €. 21 - Vybrané frakce z NiNTA chromatografie NGTNr barvené stfibrem. M - standard
molekulovych velikosti (kDa); 10, 50, 150 mM Imidazol - oznacuje eluované frakce
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Obrazek €. 22 - Chromatogram NGTNr purifikace, Superdex 75 16/60. Kolona Superdex 75 16/60;
Modra kivka - A,go; Hnéda kfivka - konduktivita; Frakce oznaceny Cervenymi Cisly; Osa x - celkovy elucni
objem.

Vysledné chromatografické frakce 3,4,5 z analytické kolony Superdex 75 5/150 byly
naneseny na 12% SDS PAGE gel za neredukujicich podminek a jsou ukdzdny na obrdazku
¢. 23. Jak je patrné, ve frakci Cislo tfi je pfitomny pomérné vyrazny proteinovy pruh
o velikosti cca 80 kDa, ktery byl podezrely, Ze se jedna o dimer proteinu NGTNr. Z tohoto
dlvodu byl proveden Western blot s protilatkou proti histidinové kotvé pfritomné na
exprimovaném proteinu. Vysledek je ukdzdn na obrazku ¢ 23, vpravo a potvrzuje

pfitomnost a vznik dimeru.

B
75
50
A
37
-
M frakce 3 4 5 red. nd. M

Obrazek €. 23 - Pfitomnost dimeru, dlikaz. M - standard molekulovych velikosti (kDa), jednotlivé pruhy
oznaceny Cislem v kDa; A - monomer proteinu NGTNr.; B - pfedpokladany dimer; red. - nanesena redukovana
frakce 5mM DTT; nd. - neredukovana frakce
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V literature je uvedena GTN reduktdza jako monomerni protein  a proto je
predpokldaddna monomerni povaha také NGTN reduktazy, ackoli obsahuje jeden cystein
v aminokyselinové sekvenci. Naproti tomu obdobny enzym morfinon reduktaza (P. putida
M10) je dimerni povahy. Z tohoto dlvodu byl vyuZit expresni systém E.coli SHuffle®
umoznujici tvorbu SS-mUstk( a tedy potenciadlnich dimernich NGTNr. Jeho pouzitim doslo
k produkci velkého mnoistvi dimerni formy proteinu NGTNr. Purifika¢ni protokol byl
z Casovych divodd omezen na NiNTA chromatografii, i kdyZ ziskané mnoZstvi monomer vs.
dimer bylo cca 60 : 40. Vysledek je ukdzan na obrazku €. 24. Ziskana Cistota dostacovala
pro stanoveni kinetickych vlastnosti dimeru vzhledem k zndmym vlastnostem
purifikovaného monomeru a bylo dokazano, Ze dimerni forma je aktivni z cca 1/10 a jedna
se tedy s velkou pravdépodobnosti o nefunkéni protein. Pro dalSi experimenty byl pouzit

expresni protokol, ktery umoziioval ziskani nativni a funkéni monomerni formy.

-
S0
* 37 —
- B . 3

M CE1 CE2 M  NiNTA eluce 150 mM Imidazol

Obrazek €. 24 - Produkce dimerni formy NGTNr expresnim systémem E.coli SHuffle®. Monomer
39kDa oznaden B, Dimer 78 kDa oznacen A. Cisla oznaduji standard o dané molekulové velikosti v kDa (pruh
M). 12% SDS-PAGE. P¥ilis mnoho vzorku naneseného na gel zplsobuje migraci odliSnou od predpokladané
hodnoty. CE1 - cytosolarni extrakt bunék E.coli ArcticExpress; CE2 - cytosolarni extrakt bunék E.coli Shuffle;

Pro ovéreni aminokyselinové sekvence purifikovaného rekombinantniho proteinu
NGTNr byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS (z angl. "Matrix-
assisted laser desorption/ionization-Time of flight Mass spectrometry") po trypsinovém

$tépeni v gelu SDS-PAGE vybraného proteinového prouzku [M.Sulc, MBU, 2.5.2013].
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Ziskana data odpovidaji sekvenci ukdazané na obrazku ¢. 15, str. 55 a jsou pfiloZena jako

pfiloha €. 5 na strané 87.

5.3.2 Charakterizace proteinu NGTNr
Vzhledem k zdméru pokusit se krystalizovat ziskané proteiny byla nejprve provedena
(@ ThermoFAD)

technikou Thermofluor

stability NGTNr proteinu

charakterizace
optimalizace pufru, pH a kryopreservacnich aditiv.

Na obrazku €. 25 jsou ukdzany hodnoty pro standardizaci méreni a to pocatecni teplota

tani (teplotni denaturace, oznacena Sipkou) 27,5°C v zdkladnim pufru 50mM Na,HPQy;

150mM NaCl, pH 8,0 (hodnota pocatku nardstu fluorescenéniho signalu) a teplota

denaturace 39°C (hodnota maximalniho narustu signalu). Nejvhodnéjsi koncentrace NGTNr

pro tuto techniku byla stanovena na 0,3 mg/ml.
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Obrazek ¢. 25 - Thermofluorimetrické vlastnosti proteinu NGTNr ve standardnim pufru. (50 mM
Na,HPO,; 150mM NaCl; pH 8,0); ad A) - ziskané kfivky relativni fluorescence; ad B) prvni derivace kfivek —

d(RFU)/dT ukazujici teplotu denaturace pfi 39 °C; ad C) kalibraéni zavislost pro standardisaci proteinové
koncentrace pri méreni
Celkové vysledky jsou shrnuty do grafu a priloZzeny jako ptiloha k této praci €. 4, str 86.
Z vysledk( vyplyva, Ze dosud pouzivany pufr 50mM Na,HPO,4; 150mM NacCl, pH 8,0 je pro
NGTNr optimalni. Pufr fosfat/citrat vykazuje prakticky totoZné charakteristiky a je také

vhodny pro pozdéjsi krystalizace. Vzhledem k Sirokému rozsahu pufracni kapacity je také
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pouzitelny pro stanoveni pH optima. Protein je stabilni pfi vy$Sich pH 8 —9. Jako idedlni

kryopreservant se ukazal 20% glycerol.

Pro potvrzeni kvality proteinového preparatu (monodispersity), stability a teploty
agregace byla pouzZita metoda fotonové korela¢ni spektroskopie (DLS, kap. 4.2.4.3).
Vysledky jsou ukazany na obrazku €. 26. Protein se ukdazal jako relativné stabilni pri 25°C
a 5°C (v fadu dni), intenzita vrcholu odpovidajici plvodnimu proteinu poklesla minimdlné
i pres znacnou odpovéd vétsich castic zplsobujicich silnou dispersi. Pfi 25 °C byla
detekovdna nizka hladina agregace nedosahuijici 1 %. Pfi inkubaci v 5 °C byl detekovan vznik
Stépnych produktl taktéZz pod 1 % celkového mnoiZstvi proteinu. Teplota agregace byla

stanovena na 29°C, co? je ve shodé s hodnotou ziskanou metodou ThermoFluor.
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Obrazek €. 26 - DLS analyza stability proteinového preparatu a teploty agregace. V ¢erném
ramecku je zvyraznén plvodni rozmér proteinu NGTNr. Graf A) Vrcholy v pravo od plvodniho naznaduji
agregované cCastice; B) Vrcholy vlevo od plvodniho proteinu naznacuji vznik stépnych produkt(; C) Stanoveni
agregacni teploty mérenim velikosti ¢astic. Index polydispersity (IpD).

Krystalizace proteinu NGTNr. vyuZzivajci JCSG core I-IV soupravy krystalizacnich podminek
(celkem 384 rlGznych podm., celkem 1152) poskytla 5 rlznych podminek, v kterych se
tvorily proteinové krystaly. BohuzZel ani jedna ze zminénych podminek neposkytla krystaly
schopné difrakce. Z tohoto dlvodu byla vybrana nejlepsi podminka pro dalsi optimalizaci
podminek, ¢asovy zdznam krystalizacniho procesu v podmince JSCG IV A10 je uveden

na obrazku €. 27, str. 65.
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JCSG IV A10 Start +1den + 2 dni +5dni +9dni

Obrazek €. 27 - Zaznam krystalizacniho procesu v podmince JCSG IV A10.

Kineticky byl protein NGTNr charakterizovan s kodeinonem jako vychozim substratem,
aby bylo co nejlépe moZné porovnat jeho vlastnosti s morfinon reduktazou z Pseudomonas
putida M10. Z prlibéhu dvojité reciprokého vynosu variaci koncentrace NADH a kodeinonu
Ize predpokladat Ping-Pong mechanismus dvousubstratové reakce. Na obrazku ¢. 28, str. 66
jsou pomoci stejného vynosu ukazany piimky, z kterych jsou vypocteny referenéni hodnoty
pro Ky a Vimax dané reakce. Ziskany byly tyto hodnoty pro kodeinon: K., = 0,7710,24 mM;
Vmax = 22,99 21,6 Umg?; Kar = 14,91#1,2 s Ke/Km = 16,36 s*.mM™; Knnaow) =
0,096+0,008. Jak je mozné z obrazku €. 29, str. 66, ¢ast B) vidét, enzym reaguje prudkymi
zménami aktivity na zménu teploty, nicméné tyto zmény nejsou stabilni a aktivita se
postupné pfi prodlouzené inkubaci pfi dané teploté méni. Tuto skutecnost popisuje tzv.
ArrhenilGv vynos, ktery byva standardné pouzivan pro vypocet aktivacni energie reakce.
PInd usecka jdouci zleva doprava ukazuje na vzrUstajici hodnotu aktivity, naopak Usecka
jdouci zprava doleva charakterizuje denaturaci. Pferusovana kfivka je standardni hodnota,
od které se odviji predikce pribéhu - teckované (software GraFit 7, nelinearni regrese).
Tyto predikce ukazuji na predpokladané stabilni hodnoty aktivity enzymu v dané teploté
a hodnoty ziskané po 30 minutové inkubaci pfi dané teploté (vyznaceny kosoctverci) se
témto hodnotam pfriblizuji. Z tohoto dlvodu byla teplota maximalni aktivity, pfi které je
enzym stabilni, stanovena na 20°C. V této teploté bylo ndsledné stanoveno pH optimum.
Na obrdazku ¢. 29 (A), str. 66 je nejen zavislost na pH, ale i koresponduijici stabilita proteinu

v daném pH stanovend termofluorimetrii.

Dale byla charakterizovana substratova specifita ziskaného preparatu. Z vysledkl vyplyva,
Ze nejvyssi specifickou aktivitu vykazuje enzym pro GTN (41,62 U/mg), dale nasleduje
140H-kodeinon (24,45 U/mg), 140H-morfinon (10,33 U/mg) a nejnizsi aktivitu vykazuje
s morfinonem (6,61 U/mg). Je tedy ziejmé, Ze enzymové charakteristiky bude treba

stanovit i pro ostatni substraty (pfedevsim GTN a 140H-kodeinon).
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Obrazek €. 28 - Lineweaver-Burkiv vynos, uréeni Km a Vmax analogicky dle (23) A) pro NADH; B)

pro Kodeinon
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Obrazek ¢. 29 - Kinetické vlastnosti proteinu NGTNr. A) Zavislost aktivity na pH + sloupcové stabilita
proteinu v daném pH (Thermofluorimetrie); B) Arrhenilv vynos zavislosti InA na teploté (hodnoty pro minutu
(¢tverce) nebo 30 min. inkubovany vzorek pfi dané teploté — kosoctverce);

Protein — proteinovou afinitni chromatografii NGTNr byly ziskany eluéni frakce,

které byly po acetonové precipitaci naneseny na SDS-PAGE gel. Ziskany gel je ukdzan

na obrazku ¢.30 na strané 67. Frakce D byla opétovné nanesena na SDS-PAGE gel a

nejvyraznéjsi proteinovy prouzek byl charakterizovan pomoci hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF-MS [M. Sulc, MBU, 2. 5. 2013] po trypsinovém $tépeni v gelu.
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Obrazek ¢. 30 - Interagujici proteiny NGTNr. Frakce odpovidaji eluci A-200mM, B-300mM, C-400 mM, D-
500mM, E-600mM NaCl v pufru 50mM Na,HPO, 20mM Imidazol; Sipkou je naznaéen pruh odpovidajici
charakterizovanému groEL v dané frakci (MALDI-TOF-MS); tuéné zvyraznéné fragmenty m/z byly
charakterizovany peptidovou fragmentaci (MS/MS) a protein uréen na zakladé signifikantni identifikace; M -
standard molekulovych velikosti MW (kDa);

5.3.3 Exprese a charakterizace proteinu scMDH

Jako druhy byl klonovan gen scD, jimz kédovany protein, jak bylo posléze zjiSténo, byl
odpovédny za morfin-dehydrogenazovou aktivitu na uhliku C6. Pro PCR reakci byly pouzity
tyto primery:
- pfimy primer* (Tm 64°C): 5'-TTTCATATGACTCAGATTCCCTTAGTCTTG -3’
- zpétny primer* (Tm 86°C): 5-TTTGCGGCCGCTCACGCCGGCGTC -3’

Vysledny PCR produkt byl vizualizovan agarosovou elektroforézou, purifikovan (QlAquick,
Qiagen), stépen restrikénimi endonukledzami a nasledné ligovan pfes noc pfi laboratorni
teploté. Ligaéni smési byly transformovany bunky E.coli TOP10 a vysety na LB agar
s kanamycinem (60 mg/l). Ligace byla ovéfena Colony PCR a naslednou sekvenaci.
Z pozitivniho klonu byla provedena mini-preparace plasmidu (QlAprep, Qiagen), ktery byl
nasledné pouZit pro transformaci expresnich bunék Escherichia coli BL21(DE3) a E. coli

ArcticExpress.

Pro optimalizaci exprese proteinu scMDH byly vyzkouseny nésledujici podminky: 30 °C,
1 mM IPTG, 4 h; 20°C, 1 mM IPTG, 6h; 16°C, 1 mM IPTG, 20h; 10°C, 1 mM IPTG, 24 h.
Indukce probihala pfi ODgy = 0,4 — 0,6 u BL21 a u ArcticExpress pfi 0,8 — 1,0. Ve vSech
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popsanych pripadech byl nalezen protein scMDH v rozpustné formé. Proto byl zvolen

expresni protokol pfi 30 °C vyuzivajici Escherichia coli BL21(DE3).

Purifikacni protokol scMDH, stejné jako u NGTNr, byl zaloZzen na niklové chelatac¢ni
chromatografii nasledované gelovou chromatografii. Rozbijeni bunék a pfiprava cytosolarni
frakce probéhly analogicky NGTNr. Na obrazku ¢. 31 je ukdzan elektroforeticky gel
s jednotlivymi frakcemi z niklové chelatacni chromatografie. Pfi gelové chromatografii -
obrazek €. 32, str. 69 scMDH migruje na kolonce Superdex 75 5/150 s reten¢nim objemem
odpovidajicim zhruba 45 kDa a je tedy pravdépodobné dimerni, coZ odpovida velké vétsiné
dosud publikovanych dehydrogenaz s kratkym fetézcem 2. Protein scMDH pfi uchovavani v
-80°C velmi rychle ztraci aktivitu (za tyden cca 50 %) nebo pfimo precipituje ato i pfi
pridavku stabilizujicich aditiv. Proto bude detailni charakterizace enzymu pfedmétem dalsi
prace. Predbéziné testy s purifikovanym prepardtem potvrdily morfin 6-dehydrogenazovou

aktivitu proteinu scMDH.
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Obrazek €. 31 - Niklova chelatacni chromatografie scMDH. PouZity objem kolonky Ni-NTA — 2 ml, eluce
10, 30, 50, 100, 150 a 500 mM imidazol v 50 mM Na,HPO, 150 mM NaCl 1 mM DTT, pH 8,0; laboratorni
teplota. Cytosoldrni frakce z 50 ml kultivace E.coli BL21 (DE3). M - standard molekulovych velikosti (kDa), CE -
cytosolarni extrakt, UE - moCovinovy extrakt, W - odmyti nevdzané frakce
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Obrazek €. 32 - Gelova chromatografie scMDH na Superdex 75 5/150 Modra kFivka - A,g, ; Hnéd4
kfivka - konduktivita; RiZova - nastfik; Osa x celkovy elu¢ni objem
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6 Diskuze

V literatufe je popsdano pomérné velké mnoistvi mikroorganisml schopnych
biotransformovat morfinové skelety. Skupina zabyvajici se mikroorganismem Pseudomonas
putida M10 tuto problematiku sledovala podrobnéji a odhalila prvni dva enzymové kroky
u biodegradacni drahy alkaloidd morfinové fady (viz obr. 5, str. 20). Cilem této diplomové
prace bylo detailné studovat stejnou problematiku s mikroorganismem Rhizobium
radiobacter R89 biotransformujici kodein s dlrazem na reakce probihajici s Cl14

hydroxylovanymi derivaty kodeinu a morfinu.

Pomoci biotransformacnich experimentd byly nalezeny dvé enzymové aktivity: morfin-6-
dehydrogendzova a morfinon reduktazova (viz obr. 11, str. 51). Oproti P. putida M10 byla
nalezena také slaba 3-demetylacni aktivita, jejiz ucast v degradacnim schématu je
neznamé. Celkovd schopnost biotransformace se nicméné u obou organismu zdsadné lisi v
efektivité obou enzymovych krok(l. Morfinon reduktaza z P. putida M10 je dostatecné
aktivni k tomu, aby se v biotransformacni smési hromadil prevdzné hydromorfon (cca 60
%). Analogicky protein NGTNr z R. radiobacter R89 vykazuje velice nizkou aktivitu a
zastoupeni produktl s nasycenou vazbou 7-8 je minimalni (< 1 %, 30 °C). Vysledky
enzymové charakterizace proteinu NGTNr tento fakt objasfiuji. Za danych podminek
dochazi k denaturaci proteinu a jeho aktivita in vivo je tedy zanedbatelna. S klesajici
teplotou je pravdépodobné, Ze dojde ke znacnym zméndm v rozloZeni produktd
biotransformace. Preference substratu 140H-kodeinonu zaroven poukazuje spiSe na narist
koncentrace oxykodonu pfi biotransformaci. Na rozdil od publikovanych dat u P. putida
M10 ** s velkou pravdépodobnosti nepokracuje biodegradaéni draha pres hydrokodon,

ale pres oxykodon ¢i po 3-O-demetylacnim kroku oxymorfonem.

Pivodnim cilem této prace bylo pomoci proteinové chromatografie ziskat aktivni frakce
a izolovat proteiny v dostatecnych mnoiZstvich z plvodniho mikroorganismu. Za timto
ucelem byl vyuzit ¢astecné upraveny purifikaéni postup a publikované vlastnosti morfin 6-
dehydrogenazy a morfinon reduktdazy u kmene P. putida M10. Pokusili jsme se tedy o
izolaci pomoci afinitni chromatografie za pouZiti Mimetic Orange® 3 (A6XL) a Mimetic Red’

2 (A6XL) ** ¥ nebo v pripadé morfinon reduktazy pouzitim afinitni kolony Mimetic Yellow 2
23
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PFi pouziti chromatografie s Mimetic Orange® 3 (A6XL) nebyl zaznamendn velky nar(st
specifické aktivity v nékteré z chromatografickych frakci. Narlst byl zplsoben spiSe
nespecifickou vazbou na kolonu a dany protein se eluoval pfi velmi nizkych koncentracich
NaCl (pod 100 mM). Toto zjisténi naznacilo odlisné chovani proteinl a proto byla zvolena
metoda heterologni exprese. Az tento pfistup spolu s enzymovou charakterizaci objasnil
pfi¢inu neuspéchu zvoleného purifikacniho postupu, protoZe se jedna o jiné proteiny

schopné utilizovat stejny substrat.

Prvnim proteinem zapojenym do biotransformace, jehoZz kddujici sekvence byla
odhalena pomoci PCR metod, se stal 39kDa velky flavoprotein pattici do OYE rodiny. Tento
enzym je psychrofilniho charakteru s teplotou agregace 27,5°C a teplotnim optimem 20°C.
Tento fakt bohuzel vede k nutnosti pouzivat expresni protokol v burikdch Escherichia coli
ArcticExpress pfi nizkych teplotach (10 °C). Proteinovou chromatografii nasledovanou SDS-
PAGE a MS byl nalezen silny interakcni partner studovaného NGTNr - protein chaperonin
zrodiny GroEL, ktery je pravdépodobné nezbytny pro tvorbu spradvného prostorového
usporadani studovaného proteinu. Absence dostate¢ného mnoiZstvi tohoto proteinu ¢i
nevhodnost homologu pfitomného v E.coli je moinym ddvodem, proc i pti teplotach

vyrazné pod teplotou agregace byla nalezena urcita ¢ast proteinu v inkluznich téliscich.

Zajimavou vlastnosti proteinu je, Ze diky cysteinu obsazenému v primarni
aminokyselinové sekvenci je schopen tvofit béhem heterologni exprese dimerni formu.
Tato dimerni forma vsak vykazuje priblizné 10 krat nizsi aktivitu, nez forma monomerni,
a redukci silnym d¢inidlem jako je naptiklad DTT, dojde k obnoveni plvodni aktivity.
V genomové sekvenci Rhizobium sp. PDO1-076 i v dalSich zastupcich rodiny se nalézaji
anotované proteiny s disulfid izomerdzovou aktivitou bez zjevného sekrecniho signdlu.
Nelze tedy jednodusSe vyloucit, Ze vznik dimerni formy je artefakt, ke kterému v burice

nedochazi.

Naproti tomu morfinon reduktdza je popsdna jako dimerni protein. Z Rhizobium
radiobacter je popsan monomerni homolog OYE glycerol trinitrat reduktaza. Za ucelem
charakterizace pribuznosti ziskaného zastupce OYE a dalSich ¢len( byla vytvorena pfifazeni
a nasledné dendrogram, ktery je zobrazen na obrazku €. 33, str. 72. Jak je z umisténi NGTNr
patrné, ma spolecného predchidce s GTN reduktdzou ze stejného organismu. Evoluéni

vzdalenost obou proteind od ostatnich zastupcu je velkd a pfi porovndni s ostatnimi je
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zfejmé, Ze se jedna o nového ¢lena OYE rodiny. Charakterizace pribuznosti GTN a NGTN je

pfidana jako ptiloha €. 6, str 88.

Pentaerythritol tetranitrat reduktaza

N-ethylmaleimid reduktaza

&7 Morfinon reduktaza

Glycerol trinitrat reduktiza
%9 NGTNr

12-oxofytodienoat reduktaza
OYE

P
0.1

Obrazek €. 33 - Dendrogram OYE rodiny nékterych charakterizovanych élenli, s dlirazem na
zapojeni NGTNr proteinu. Pentaerythritol tetranitrat reduktaza Eterobacter cloacae PB2 *; N-etylmaleimid
r. Escherichia coli K12 ¥; Morfinon r. Pseudomonas putida M10 3, Glycerol trinitrat reduktaza (GTN)
Rhizobium radiobacter 73, NGTNr Rhizobium radiobacter R89; 12-oxofytodienoat reduktaza 64; Old Yellow
Enzyme Saccharomyces carlbergensis %

K pfifazeni proteinu prispéla charakterizace substratové specifity a srovnavani s udaji
dostupnymi z literatury. Ziskané kinetické udaje jsou shrnuty v tabulce €. 12. V tabulce €. 13

jsou udaje ziskané pro morfinon reduktazu z Pseudomonas putida M10.

Tabulka €. 12 - Kinetické konstanty pro reakce katalyzované NGTNr.

Substrat - kat. NGTNr. K, (MM) V.., (U/mg)  Kai(s™?)  Kae/Km(s™.mM™) V0 (U/mg)

Kodeinon 0,77+40,24 22,99+1,6 14,91+1,2 19,36 15,37
NADH 0,096+0,008 - - - -
Nitroglycerin - - - - 41,62
140H-kodeinon - - - - 24,45
Morfinon ** - - - - 6,61
140H-morfinon - - - - 10,33

** Morfinon byl ziskdn jako biotransformaéni produkt. Je nestadly a neni b&Zné dostupny jako standard.
Ziskana hodnota mizZe byt tedy zatiZzena zna¢nou chybou stanoveni v disledku rozkladu a nedistot.

Tabulka ¢. 13 - Kinetické konstanty pro reakce katalyzované morfinon r. P. putida M10

Substrat - katal. MorR Ky, (MM)  Viax (U/mg) Keat (5!)  Keat/Km (s .mM™) V, (U/mg)

Kodeinon 0,26+0,02 35+1 24+1 9319 -

NADH 0,050+0,003 - - - -

cyklohex-2-en-1-on 5,5+1 0,98+0,09 0,67+0,06 0,12+0,03 -
Nitroglycerin - - - - -0,310,1
1-nitrocyklohexen - - - - 0,510,1
2-nitrobenzaldehyd - - - - 0,510,1

Vzniklo slou¢enim dostupnych dat z French a kol., 1994 > a Williams a kol., 2004 o Specifickd aktivita je
mérena pfi 30°C.
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Jak je z tabulky €. 13 na strané 72 zfejmé, morfinon reduktdza nevyuziva jako substrat
GTN, na rozdil od proteinu ziskaného z Rhizobium radiobacter R89-1. Z tohoto divodu byl
protein pojmenovan NGTNr (z angl. "New Glycerol Trinitrate reductase). Zaroven byla
schopnosti vyuzivat GTN jako substrdt potvrzena predpoklddana evolucni pribuznost
proteinu. Je mozné pouze spekulovat zda za zménu substratové specifity daného enzymu je
odpovédny selekéni tlak zplsobeny vysokym obsahem alkaloidd morfinové fady v Zivotni

nice mikroorganismu.

Z kinetického hlediska je morfinon reduktdza z P. putida schopna efektivnéji
biotransformovat alkaloidy morfinové fady v optimalnich podminkach (30°C, pH 7). Data,
ktera by umozZnila oba proteiny porovnat pfi stejné teploté a ukazat rozdil v jejich optimech
bohuzZel nejsou k dispozici. Zajimavou skutec¢nosti ukazujici podobnost obou proteint je
také fakt, ze morfinon reduktaza a glycerol trinitrat reduktdza (i NGTNr) vyuzivaji jako
kofaktor NADH, zatimco ostatni ¢lenové OYE rodiny preferuji NADPH a s NADH maji radoveé
nizsi aktivitu.

Studium biotransformace GTN co do poctu prozkoumanych proteinli je mnohem
obsahlejsi nezli studium analogickych proteinli aktivnich na alkaloidech morfinové rady.
Nasledujici tabulka €. 14 ukazuje zjisténou specifickou aktivitu za danych podminek pro
nékteré charakterizované enzymy. Do tabulky je v této préaci také zatazena heterologné
exprimovana a charakterizovana NGTNr. Je zfejmé, Ze u Zadného z dosud sledovanych
proteinl nebylo popsano tak nizké teplotni optimum. Ackoli NGTNr ma nizké teplotni
optimum, presto je nalezend aktivita srovnatelna s popsanymi proteiny. Niz$i hodnotu lze
vysvétlit Van't Hoffovym pravidlem. ProtoZe hodnota teplotniho optima NGTNTr je poloZena
priblizné o 10 stupnd Celsia nize neZz u dosud popsanych proteind, reakcni rychlost

odpovida poloviné.

Tabulka €. 14 - Aktivita vybranych proteinti OYE s GTN.

Mikroorganismus Protein Aktivita s GTN [U.mg‘l] °C Ref.
Pseudomonas putida 11-B Nitroester reduktaza 124 +6 25 92
P. fluorescens |-C Nitroester reduktaza 110+ 11 25 92
Agrobacterium radiobacter GTN, gen NerA 3,1+0,1 30 93
Agrobacterium radiobacter GTN 15,02* Rt 73
Enterobacter cloacae PB2 PETN reduktdza 12,1+0,5 Rt 88
Enterobacter cloacae PETN reduktaza 35,5+3,1 30 91
Escherichia coli NEM reduktaza 37,9+5,3 30 91
Rhizobium radiobacter R89 NGTNr 17,82 +1,3 18

* Pouze v tomto pfipadé byla aktivita mérena sledovanim GTN. Ziskané hodnoty jsou za vyuZiti NADH. Ve
sloupci teplota je Rt oznadena nezndma/nepublikovana hodnota a je tedy predpokladana teplota laboratorni.
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Druhy ziskany protein byl scMDH (morfin dehydrogenaza s kratkym rfetézcem). Oproti
NGTNTr je jeho teplotni optimum, teplota agregace a denaturace podstatné vyssi, v rozmezi
30 a 40°C a tedy srovnatelnda s dosud charakterizovanymi proteiny s morfin
dehydrogendzovou aktivitou. Z porovnani sekvenci vyplynulo, Ze scMDH neni ptibuzna
s MDH z Pseudomonas putida M10 (aldo-keto reduktdzova rodina), ale s enzymem pB-
hydroxysteroidni dehydrogendzou z Comamonas testosteroni (Pseudomonas testosteroni).

Pfifazeni je pfiloZeno jako pfiloha €. 7, str. 88.

Ziskany protein scMDH pravdépodobné vytvari dimerni formu na rozdil od tetrameru
dehydrogenazy s kratkym fetézcem z C. testosteroni. Dendrogram sekvencéni homologie
s pfibuznymi proteiny je zobrazen v pfiloze €. 6 na strané 87. Mezi fylogeneticky pfibuznymi
proteiny byl nalezen nejblizSi anotovany protein serin 3-dehydrogenaza, u kterého dosud
morfin dehydrogenazova aktivita nebyla popsana. Bohuzel z ¢asovych divodU a nestability
nami purifikovaného proteinu nebyla u scMDH stanovena substratova specifita, ktera by
pomohla naznacit fyziologickou funkci daného proteinu. Vzhledem k faktu, Ze NGTNr
a scMDH jsou obsaZzeny v jednom operonu a tedy se stejnou regulaci, nabizi se moznost

funkce v jedné biochemické draze v pripadé morfinu respektive kodeinu.

Vyznam ziskaného operonu a popsanych reakci je dosud neobjasnény stejné jako
obecna role biotransformace alkaloiddi morfinové rady. Pfi hledani nejblizSich homologl
Rhizobium radiobacter R89 podle pfibuznosti genld v objeveném operonu byla nalezeno
striktni usporadani: Transkrip¢ni regulator TetR + operon obsahujici OYE a SCD (nékdy
inverzné) spolu s dalSim SCD mimo operon (u 80% pfipadd). Toto usporadani bylo nalezeno
i u nepfibuznych organismi jako Rahnella aquatis CIP 78.65, Enterobacter sp. 638,
Pseudomonas fluorescens SBW25, Dickeya zeae Ech1591, Shewanella baltica 0S223,
Stenotrophomonas maltophilia R551-3 a u mnoha dalSich. Charakteristické usporadani je
schématicky zobrazeno na obrazku ¢. 34 na strané 75. Lze tedy usuzovat, Ze fyziologicky

(metabolicky) maji vSechny tyto geny souvislost a tvofi genovy shluk (z angl. "cluster").
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| Ziskany operon

(scMDH) (NGTNr)

TetR scD

scD OYE

Obrazek €. 34 - Charakteristické usporadani genl obsahujici nalezeny operon. Kratky konzervativni
usek vyznacen zluté.

Pfifazenim genl scD mimo operon a TetR transkripéniho reguldtoru nebyly ziskany
vysledky, které by mohly napovédét o plvodu ¢i ucelu tohoto usporadani. Zajimavé udaje
ovsem pfineslo az ptirazeni kratkého Useku mezi geny TetR a scD (na obr. €. 34 vyznaceno
kratkou useckou), které je vysoce konzervativni a v genomech Rhizobii unikatni. Vyskytuje
se pouze jednou, vétSinou v asociaci s pfenasecovymi proteiny — MFS transporter (R. tropici
CIAT 899), monokarboxylatovy transporter (R. etli CIAT 652) a dalsi. Vyjimkou je pravé
vyskyt nami popisovaného operonu zobrazeného na obrazku ¢. 34. Dale je prekvapivé
sekvence soucdsti genu transkripéniho reguldtoru TetR (s 242 aminokyselinami misto
klasickych 182) v identické formaci u Ti plasmidu pTiBo542 Agrobacterium tumefaciens
(GenBank: DQO58764.1). Ti plasmid je odpovédny za rostlinnou patogenezi. Jedind dosud
znama funkce TetR regulatoru u aromatickych sloucenin (alkaloidy morfinové rady) je
represe genu pro degradaci — cymenu a kumatu u P. putida F1 % Strukturné velmi blizka
latka je acetosyringon (a-keton) dobie znamy svou Ulohou v patogenicité Agrobacteria %,
ale také obecném rozpoznavani rostliny pfi nodulaci, kde by TetR mohl hrat uréitou roli.
Popisované unikatni uspofadani s transkripénim reguldtorem TetR ma pravdépodobné
fyziologickou funkci v rozpoznani aromatickych sekundarnich metabolitli a mlze vést
k zacatku jejich utilizace. Podporujicim argumentem je fakt, Ze transkripéni regulator TetR
je asociovdn i s jinymi ¢leny OYE v podobném usporadani napfiklad u Polaromonas
napthalnivorans CJ2, kde bylo nalezeno uspofadani TetR+OYE+aldehyd dehydrogenaza
a u Ralsonia pickettlii 12) TetR+OYE+Zn vazajici alkohol dehydrogenaza. Nalezeny genovy
shluk bude podroben dalSimu studiu exprese jednotlivych gent i vyskytu a evoluce mezi

jednotlivymi mikroorganismy s cilem odhaleni mozného horizontalniho genového pfenosu.

Pozadavek rozpozndvani aromatického kruhu alkaloidd morfinové fady pravdépodobné
mohl vést k naslednému pozménéni substratové specifity. Jedna se vSak pouze o spekulaci

na zakladé vyskytu unikdtniho genového uskupeni. Jisté je, Ze plvodni fyziologicka funkce
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usporadani neni utilizace alkaloidd morfinové fady, protoZe se vyskytuje i u organismd,
které s nimi nikdy nemohly pfijit pfirozené do styku, jako je vodni mikroorganismus

Rahnella aquatis.

Pfedpoklddany selekéni tlak miZze mit tedy zdsadni vliv na evoluci schopnosti
biotransformovat/utilizovat alkaloidy morfinové fady. Jeho skuteény mechanismus je
ovsem dosud nezodpovézen.

V poslednich nékolika letech byla objevena ucast OYE proteinl v reakci na oxidacni stres

96, 97

a také modulaci programované bunécné smrti . Je mozné, Ze protein NGTNr by mohl

jako zastupce OYE rodiny v Rhizobium radiobacter R89 mit podobnou funkci.

Pti pohledu na reakéni schéma obr. €. 12, str. 53 je zfejma zasadni role kodeinonu (resp.
morfinonu) jako reaktivniho toxického meziproduktu, jehoZz existence je co nejvyraznéji
omezovana. V tomto ohledu C14 hydroxylace stabilizuje molekulu, brani adici molekuly na
SH-skupiny pres svoji dvojnou vazbu mezi uhliky 7 a 8. Tim pravdépodobné vyrazné snizuje
toxicitu. Naproti tomu je popsano, ze pfi 14-hydroxylacni reakci vznikd vysoce reaktivni
peroxid jako meziprodukt 2!, ktery mQze byt p¥icinou oxidagniho stresu. Ke kone&nému
vylouceni toxicity zplsobené adicnimi reakcemi dojde po nasyceni vazby mezi uhliky 7 a 8
za Ucasti morfinon reduktazy (kodeinon) ¢i enzymu NGTNr (140H-kodeinon). Pocatecni
reakce schématu (obr. ¢. 12, str. 53) lze tedy chdpat jako jakési rychlé vytvoreni
netoxického produktu, ktery pak mulze byt dale postupné utilizovdn. Je tedy moiné
navrhnout hypotézu, Ze v pfipadé biotransformace morfinu se jedna o urcitou adaptaci na

stres vyvolany toxicitou morfinonu vicéi mikroorganismim.

Popsana toxicita je bohuzel komplikujicim faktorem pro biotechnologické vyuziti. Pouze
nékteré kmeny mikroorganismu jsou schopné prezit a prosperovat v prostredi s vysokou
koncentraci alkaloidi morfinové rady. Z biotechnologického pohledu bude muset byt
mikroorganismus, v kterém bude heterologné exprimovan NGTNr nebo scMDH schopen
tolerovat vysoké koncentrace toxického morfinu zajistujici dostatecnou efektivitu
bioprocesu. Nezbytnost NADH (NGTNr) & NADP® (scMDH) neumoZfiuje provadéni
biotransformace s imobilizovanym enzymem v primyslovém méfitku, a proto je mozné

pouze vyuziti celobunécnych transformaci.
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7 Zavér

Byly klonovany a exprimovdny strukturni geny kddujici prvni dva enzymové kroky
degradacni/biotransformacni drahy alkaloidi morfinové fady mikroorganismu Rhizobium

radiobacter R89 v Escherichia coli.

® Byl charakterizovan biotransformacni potencial kmene Rhizobium radiobacter R89

pfi 30 °C, v€etné minoritné zastoupenych produktd.

® Metodami molekularni biologie byl identifikovdn a charakterizovdn degradacni

operon odpovédny za morfin dehydrogenazovou a morfinon reduktazovou aktivitu.

® Ziskané geny byly klonovdny do expresniho vektoru pET28b. Tyto geny byly
exprimovany v riznych hostitelskych kmenech Escherichia coli. Byla optimalizovana
exprese a nasledné purifikace enzyml, za ucelem vysokych vytézkd jejich

rozpustnych forem.

® QOba proteiny byly ¢astecné biochemicky charakterizovany. Byly nalezeny zakladni
kinetické parametry, teplotni a pH optima, agregacni teplota a celkova stabilita
u NGTN reduktdzy. U tohoto proteinu také bylo rozsifeno dosud zndmé substratové

spektrum o dalsi latky s dirazem na 140H derivaty alkaloidd morfinové rady.

® U proteinu NGTN reduktazy byly nalezeny zakladni krystaliza¢ni podminky vhodné

pro optimalizaci produkce difraktujicich krystalu.
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9 Prilohy

Priloha ¢. 1 - Pfifazeni ziskaného genu a identifikace jako glycerol trinitrat reduktaza

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

GIN_reductase

FCR-amplified seguence

Pfifazeni je

zpracovano

RISHTSLOPFHGGOPVAPSATTAKSKTYITHNDDGT GAFAETSEFRALTIDD
RISHVHNLOQPHGGAPVAPSATRAEVETFVHN-————- GFVDVSEFRALELEE

BEEE  RKE I HE RARARAR K RE.: R LE LT REEAAR

IGLILEDYRSGARAALEAGFDGVETHARNGY LIEQFLESSTHQRTDDY G
LAGIVDDFREAAANSTEAGFDGVEVHGANGY LLEQFAKDGANMRTDTY 5=

ek eE & T EEEREERERE R REERERER RER K ek HEE HEE

STENRARFLLEVVDAVAEETGAGRTGIRLSFVIFANDIFEADPQPLYNYWV
SVENRARLMLEVIAAVAQETGPERTGIRISEVSFANGISCSDEQIQYDYT

BriREEEK L cHEE | RARIRRR | KRARARRRRIRRR K S REA | Ao A

VEQLGKRNLAFIHVVEGATGGPFRDFEQGDEPFDYASFEALYRNAGGEGLW
VDELDALGIAY ITHVVEGATGGPROVA-——-PFDYGSLERRFSRT————- ¥

Eoaow R i E I EEEEE A A A A EEEE EEEE Haoa H .

IANHGYDROSATEAVE SGEVDAVAFGFAFTANFDLVRERLENDAPLHNAPHG
IANHNGFDLELATSHLADGRADLIAFGRFFIANFDLVERLOSGAPLAEVHA

BEEEE K 2 Rz W R iEER: RERRRRRRR AL RAR *

FTFYGGGAE
RFTFGGESLNL

H-R R

pomoci  webového nastroje  ClustalW  2.0.12

(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::clustalw-multialign)
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Pfiloha €. 2 - Porovnani lokalizace GTN reduktaz

Porovnanim lokalizace GTN reduktaz s lokalizaci ziskané morR sekvence bylo zjisténo, Ze
operon obsahujici gen morR a gen scD je obsazen pouze v nejblizSich homolozich
Rhizobium radiobacter R89. Ostatni GTN reduktdzy jsou lokalizované jinde. Jak bylo pozdéji
zjiSténo, operon je soucdsti vétsiho celku genl - shluku, ktery se v mutované podobé
nachazi u mnoha mikroorganismu.

NC_015183.1

(2111723 ) [2116142)p

ROHLIII_07649 RGROHL 33_0 7650 m—
ROROML I3_07651 ROROMII3_07654
ROGROML3T_07660

Chromosome linear - NC_015508.1

(1702574 p (1707361 p
IROHI33_13096 ROROK133_13099
AGROH1 33_13097 RGROMI33_13100

AGRONL 30_ 1 0005 ——
| |

Hledany gen GTN reduktazy je zobrazen Cervenou Sipkou. Ostatni geny jsou Sedé. Hledany operon je na
chromosomu Rhizobium sp. H13-3 (blizky homolog R. radiobacter R89) a na plasmidu NC_015183.1 je jiny gen
pro GTN Agrobacteria sp (ilustruje jinou lokalizaci). Lokalizace GTN v operonu spolecné s short-chain
dehydrogendzou je vyznacteno cervenou c&arou s vykfiéniky. Data jsou ziskdna z NCBI Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov; megablast, zakladni nastaveni - threshold 10, word size 28), 16.2.2013.
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Priloha €.3 - celkova analyza ziskané nukleotidové sekvence operonu

GCCGTCATATITAAACACAATCATGATGATCGTCATGAATATAGGGTCAACCGTAGAA
AAGAGCAATCCAAAATGACTCAGATTCCCTTAGTCTTGATCACCGGCGCCTCCACAGG
GATTGGCGCGACCTATGCCGAACGGTTCGCACGCCGCGGACATGATCTCGTGCTCGTC
GCCCGAGACGTTGTGCGCATGGAGGCGCTTGCAAGCCGTCTGCGCGACGAAACCGGCG
TCGCAATCGACATCCTTCCTGCCGATCTCACCAAGTCTGAGGACTTGGCCAAGGTCGA
GACCAGGCTGCGCGACGACGCCCGGATCGGCATACTTGTCAACAATGCCGGAACGGCG
ATAGGTGGAAGCTTCGTCGACCAGAGCGTCGATGACATGACCAAGCTCGTTGGGCITA
ACGCAACCGCACTCGTCAGGCTTTCCAGCGCGATTGCTCCCCGTCTTGCCAAGGCAGG
GGAAGGCTCGATCGTGAATATCGGTTCGGTCGTCGGCCTCGCCCCCGAATTCGGCATG
ACCGTTTATGGCGCGACCAAGGCCTTTGTCCTGTTTCTGTCCCAGGGACTTGCCCATG
AGCTCGGATCCAAGGGTGTCTACATCCAGGCCGTTCTTCCCGCGACGACCCGCACCGA
GATCTGGGATCACGTCGGCGCCGACGTGAGCGCAATGAGCAATGTCATGGAAGTGGGC
GATCTGGTTGATGCCGCTCTCGTCGGCTTCGACCGTCGCGAACCGGTGACCATCCCTC
CGCTGCACGACGGCGGCCAGTGGGACGCGCTTGATGGCGCGCGCAAAGCCATGCTCGG
CAATCTCGTCAATGCAGTTCCCGCTGAACGCTATCGGACGCCGGCGTGAGCTTTCCGA
CGTCGATGAATCCACACCGATCCAGAGAAACATCACAGTGATATCATGACCAAGACCA
CACTCTTCCAACCCACCAGCTTAGGCGCAATCACGCTTGCAAACCGCATCGTCATGGC
GCCGCTCACCCGCAATCGCGCCGGCGCTGGCTTCGTGCCCGGCGAGCTGACCGCCGGG
TATTACGCCCAGCGGGCTTCGGCCGGACTGATCATCTCCGAAGCCACTCAAATTTCGC
AGCAGGGACAAGGCTACCAGGACACGCCCGGTATCTATACCCAGGCGCAGATCGATGG
CTGGAAAAAGGTCACCGCCGCCGTGCACAAGAAGGGCGGGCGGATCGTCCTGCAGCTC
TGGCATGTCGGGCGGATCAGCCATGTCAACCTTCAGCCCAATGGTGGCGCACCAGTCG
CGCCATCTGCAATCCGGGCGGAAGTCAAAACATTCGTCAACAACGGCTTCGTCGATGT
TTCGGAGCCTCGCGCGCTTGAGCTGGAAGAACTCGCTGGAATCGTCGATGATTTCCGC
AAGGCCGCCGCCAATTCCATCGAGGCGGGTTTTGATGGGGTCGAAGTTCACGGGGCCA
ACGGTTATTTGCTCGAGCAGTTCGCCAAGGACGGTGCCAATATGCGTACAGATACCTA
TGGCGGCTCCGTGGAAAACCGCGCGCGCCTGATGCTTGAGGTGACCGCTGCGGTGGCG
CAGGAGATCGGACCCGAACGCACCGGGATCCGGATTTCGCCGGTCTCGCCCGCCAACG
GTATTTCCTGCAGTGATCCCCAGACGCAGTACGATTACATTGTCGATAAACTCGATGC
TCTCGGTATCGCCTACATTCATGTCGTCGAAGGTGCTACCGGCGGACCCCGCGACGTC
GCACCCTTTGATTATGGTTCGCTGCGCCGCCGCTTCAGCAGAACCTACATCGCCAACA
ATGGCTTTGATCTCGAGCTTGCGACGTCGCATCTGGCCGATGGCAGGGCGGATCTCAT
CGCTTTCGGGCGTCCGT TCATTGCCAATCCGGACCTGGTGGAACGGCTACAGAGCGGT
GCGCCATTGGCGGAAGTGAACGCGGCTAAAATCTTCGGTGGCAGCGCTGCGGGTTATA
CCGACTATCCCCGCTTTTCCGAAACAACGTCCGACAATTGAGCCATCACTGGCGCCGT
ACCTCGGTGCGGGCCCTATCATGCAGATCACCATTAA

Legenda: Gen short-chain dehydrogendzy (scD)
Gen NGTN reduktazy (morR)
fragment genu reduktazy amplifikovany degenerovanymi primery

PCR primery
Msel restrikéni mista
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W W1 50 mM NaHPO,; 150 mM NaCl
W W2 50 mM Borax/ Kys. borita
oy v
W W3 50 mM Tris/ HCI Priloha¢. 4 -
W W4 50 mM Trig/ Malest Vysledky
W =5 50mM Bicin Thermofluorimetrie
W W6 SomM Trich + ThermoFAD
B W7 50 mM Hepes
W Wg 50mM Mes
| 9  50mM Mos
10 50 mM NaHPO,/ Citrat
11 50 mM NaHPC,; 150 mM KCI
Pufry - Start bod denaturace Pufry - Bod tdni (dRFU/dt=max)
Viechny pouiivané pufry
maji pH = 8 pokud neni
29 napsano jinak
2,5
T 27 W1l 20 mM NaHFO,
i = W2 20mM Hepes
= 25 =15
E = W3 50 mM Na,HPO,/ Citet
"E == E 0,5 " m4 50 mM N2 HPO,; 150 mM NaCl
= .
a0 E — W5 200mM NaHFO,
- ] — .
3 1 :-0,5 1 7 3 a4 5 & 7 8 9: W6  200mMH
T [
;':" 17 '-E 7 50 mM NaHPQ,; 1M NaCl
[
&n 13 8 50 mM Tris/HO; 50 mM CaCl,
1 o 50 mM Trig/ HCO; 50 mM MgCl,
pH 5 7 8 9 -2.5 - - iy
ry - Vliv iontové
=}
37
3
7 T35
5 -
833 - Wl 200mM Hepes
os E
= W2 20mMH
54 B spes
3 = M3 50 mM NaHPO.; 150 mM NaCl
=
2 220 - 4 50 mM NaHPO,; 1M NaCl
b=
1 £ — 5 50 mM Tris/ HO; 50 mM CaCly
w —
[v] 277 — 6 50 mM Tris/HO; 50 mM MgCl,
20% glycerin B-cyklodextrin 250 mM sorbitol a5 —
Kryopreservatni aditiva

Pufry - Viiv iontowve sily ThermoFAD
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Pfiloha ¢. 5 - Hmotnostni spektrometrie NGTNr a scMDH

sclDH CCA NGTNr CCA \ysledna sekvence

m/z seq m/z seq scMDH
745343 95100 660252  17-22 ESS S E LV EREER T T ELVLT]
77,3 60-66 663,234 208-213 CASTSICATIAERFARRGHDLVLVARDVVEMEALASY

LETETEVA IDTLFANLTRIEDLARVETRLADDARTG]
814,427 138145 725358 105111 snweera 1ecssvDgsVOOMTRLVELNATALVRLSS
TOAE | iS5 S00MI  ALeT emmmeseeieeec

1126626 127-137 | 1198.446 214-224 aousaMsyvMEVGDLVDAAL VEFORRECYT IEELHD]
1135,602  46-56 1220639 116-125 FHFDALDSAREAMIGHIVNAVEAERYRTER

1388.699 194-206 123951 293303 NGTNr

1454,681 263-276 1395606 293304 pecEereEssETTeRESmcwrrisgeTaieaT

:?EE,:&EVEEE-ETE 1474593 363-376 m;"*mwﬂfnmﬂﬂ

116 1580664 150-163 HEF=cRIVIGLWHVERISHVNLQENGGAEVARSAIRS
1939948  67-84 1689749 164178 EslimlﬂimilllGEEEEEE!ILELP.LEEL!LEIEEI:EIII:E.E.H

VEVHEANGYLLEQFARDEANMRTDTYCE:
2243979 241-261 1768,756 7 1-16 VERRARLMLEVTAAVAGEIGFERTGIRISFVIEANG]

acan ¥DOY¥ IVDELDALEIAY THVVECATSEERDN
2400124 240-261  1804,89 23-39 npm;gggmrsnrrummrmuarsm

2644234 1742 1817,859 164179 Li2FcREF IANPDLVERLQSCAFLAEVNARRIFEES]
2724 A17 149176 1827.822  G(Q-f7 PEYEDEERESEIISEN
3518644 207-239 1998986 126-145
I674,837 207-240 2008966 273-292

2114,047 330-348

2277987 309-329

2685367 2347

2878207 180-207

3823,834 349-376

3951.914  68-104

4744 265  248-292

Ziskané peptidové fragmenty jsou v tabulce charakterizovany m/z a pfifazeny pozici v sekvenci CCA. Celé
ziskané sekvence odpovidajici predpokladu jsou umistény vpravo. Tucné zvyraznéné peptidové fragmenty
byly ovéreny fragmentaci.
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Priloha 6 - Dendrogram nejblizSich homologli NGTNr

Pfesnéjsi charakterizace pfibuznosti proteinu NGTNr s nejblizSimi anotovanymi cleny
OYE enzymové rodiny. Z databdze (NCBI) byly stazeny nejblizsi homology a dva geny pro jiz
kineticky charakterizované GTN reduktdzy. Jako referenc¢ni gen byla vyuzita morfinon
reduktaza (P. putida M10). Jak je ze ziskanych zavislosti patrné, protein NGTNr neni blizce
podobny s Zadnou dosud intenzivnéji studovanou GTN reduktazou a jejich evoluéni

pfibuznost od referencniho proteinu morfinon reduktazy je témér identicka.

NmorR
NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase Rhizobium sp. PDO1-076 88 %
oxidoreductase Agrobacterium sp. ATCC 31749 86 %
GTN reductase Agrobacterium tumefaciens 5A 84 %

oxidoreductase Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286 88 %
_Coxidoreductase Agrobacterium albertimagni AOL15 83 %

GTN NerA 57 %
' GTN R.radiobacter Y13942.1 56 %

morphinone reductase P. putida 51 %

0.05
Procenta za nazvem (Cervené) uddvaji maximalni identitu daného proteinu vzhledem k NGTNr. PouZité
reference: Rhizobium sp. PDO1-076, NCBI referenc¢ni sekvence ZP_13489179.1 98; Agrobacterium sp. ATCC
31749, NP_396379.1 *°; Agrobacterium tumefacienc 5A, ZP_12984259.1 '°; A. tumefacienc CCNWGS0286,
ZP_12909179.1 %% A. albertimagni AOL15, ZP_11174874.1 %, Rhizobium sp. PRF 81, ENN87886.1 '%; R.
radiobacter Y13942.1, CAA74280.1 73; morphinone reductase P. putida M10 2 Data jsou ziskana z NCBI Blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov; megablast, zakladni nastaveni - threshold 10, word size 28).

vvs

Priloha ¢. 7 - Dendrogram nejblizsSich homologti scMDH

Pfifazenim sekvenci byly nalezeny nejbliz§i homology scMDH a jako referencni protein
byla zvolena B-hydroxysteroidni dehydrogendza se znamou aktivitou na morfinu (C
testosteroni), ktera byla rovnézZ zafazena mezi sekvence. Z evolucni pfibuznosti je patrné, ze
scMDH je ptibuzny enzym serin 3-dehydrogenazy.

sc MDH
short-chain dehydrogenase/reductase SDR Rhizobium sp. PDO1-076 94 %
short-chain dehydrogenase Agrobacterium albertimagni AOL15 91 %
short-chain dehydrogenase Agrobacterium sp. ATCC 31749 85 %
short-chain dehydrogenase Agrobacterium tumefaciens CCNWGS0286 86 %

—— Short-chain dehydrogenase/reductase SDR Agrobacterium tumefaciens 5A 82 %

serine 3-dehydrogenase 71 %

Comamonas testosteroni beta-hydroxysteroid dehydrogenase 57 %

01
Procenta za nazvem (Cervené) uddavaji maximdlni identitu daného proteinu vzhledem k scMDH. Pouzité
reference: Rhizobium sp. PDO1-076, ZP_13489180.1 **; A. albertmagni AOL 15, zP_11174875.1 °;
Agrobacterium sp. ATCC 31749, ZP_08530855.1 *°; A. tumefacienc CCNWGS0286, ZP_12909177.1 *; A.
tumefacienc 5A, ZP_12984260.1 97; serin 3-dehydrogenaza, Sinorhizobium fredii USDA 257, YP_006397355.1
104 105

, B-hydroxysteroidni dehydrogenaza Comamonas testosteroni ATCC 11996, ZP_13098384.1 ~; Data jsou
ziskdna z NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov; megablast, zakladni nastaveni - threshold 10, word size

28).
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Svoluji k zapUjéeni této prace pro studijni Ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovatel(.

Jméno a pfijmeni

Q<

slo OP Datum vypujéeni Poznamka
s adresou
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