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Abstrakt (In Czech)

Velké mnozstvi biologickych procesi je zavislé na strukturni dynamice proteini a
specifickych protein-proteinovych, nebo protein-ligandovych interakcich zavislych na
specifickych podminkach uvnitf, ¢i vné bunék. Analyza struktury proteinti klasickymi
metodami jako je rentgenova krystalografie, NMR, nebo nové kryo-EM poskytuje dalezité
struktury s atomarnim rozliSenim, avSak vétSinou ukazuje pouze staticky obrazek bez detaila
o dynamice, nebo transientnich interakcich, a navic ¢asto v nenativnich podminkach.

Tyto detaily mlze doplnit strukturni hmotnostni spektrometrie, kterd umi poskytnout
informace o proteinové dynamice, interakcich protein s jinymi molekulami a také o
specifickych meziatomovych vzdélenostech v samotnych proteinech, nebo mez
interakénimi partnery, to vSe pii relativné nativnich podminkach.

V této praci byla pouzita vodik/deuteriova vyména spojena s hmotnostni spektrometrii
(HDX-MS), klasicka proteomickd analyza a turbidimetrie ke studiu biotechnologicky
uziteCnych proteini houbového celulolytického systému lytické polysacharidové
monooxygenasy (LPMO) a celobiosadehydrogenasy (CDH) a rovnéZ fotosensitivni domény
LOV2 pochazejici z rostlinného fototropinu vyuzitelné pti fotodynamické terapii.

Pomoci téchto metod byla sledovana celulolyticka reakce katalyzovana redukovanym
enzymem LPMO v heterogennim roztoku mikrokrystalické celulosy a byly ziskany
poznatky o zméndch a dynamice struktury LPMO béhem reakce. Podstata destabilizace
enzymu byla urcena jako oxidativni degradace zpisobend vedlejsi reakci hydroxidovych
radikali generovanych aktivnim centrem enzymu a byla rovnéz strukturné popsdna a
vysvétlena stabilizace enzymu polysacharidovym substratem. Byla rovnéZz potvrzena
spekulované role H,O» jako pravého kosubstratu LPMO.

Analyza LOV2 pomohla vysvétlit diive publikované zvySeni produkce singletového
kysliku ('0,) pti dlouhodobém ozafeni, které je zptisobené uvolnénim FMN kofaktoru
s vysokou efektivitou produkce 'O do roztoku po oxidativni modifikaci cysteinu v blizkosti

kofaktoru v molekule proteinu.

Kli¢ova slova: strukturni hmotnostni spektrometrie, vodik deuteriovd vyména, lytickd
polysacharidovd monooxygenasa (LPMO), cellobiosadehydrogenasa (CDH), oxidativni
modifikace, rozklad cellulosy, turbidimetrie, fotosenzitivni protein, “light oxygen and voltage

sensing domain” (LOV)



Abstract (in English)

A large number of biological processes depends on dynamics of protein structure and
specific protein-protein and protein-ligand interactions occurring under specific native
conditions in or outside of cells. Standard methods for protein structure analysis like x-ray
crystallography, nuclear magnetic resonance or cryo-EM are able to obtain important atomic
or near- atomic resolution protein structures, however these are usually a static snapshot of
protein locked in a specific conformation and mostly in non-native conditions.

Structural mass spectrometry on the other hand, allows to describe protein structure
dynamics, protein-protein and protein-ligand interactions and obtain inter- and intraprotein
distance constraints between amino acid residues, all while working with proteins in their
native conditions and needing only a fraction of sample.

In this work, hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry (HDX-MS) and classical
proteomic approaches were used together with other methods to analyse biotechnologically
important proteins of fungal cellulolytic system Lytic Polysaccharide Monooxygenase
(LPMO) and Cellobiose Dehydrogenase (CDH) as well as plant-derived photosensitizer
protein LOV2 with potential use in biologically targeted photodynamic therapy.

These methods allowed us to follow cellulolytic reaction of reduced LPMO even in
heterogeneous solution of crystalline cellulose, obtaining insights into structural changes
accompanying LPMO catalysis, mainly its notorious instability which we determined to be
caused by oxidative modification of the protein, as well as verifying and structurally
describing previously reported stabilisation of LPMO by suitable substrate. The recently
speculated role of hydrogen peroxide as true LPMO cosubstrate was also confirmed.

Analysis of LOV2 protein then explained previously reported gradually increasing
production of singlet oxygen upon protein irradiation as caused by a release of flavin cofactor

into the solution, with interesting implications for biologically targeted photosensitizers.

Keywords: Structural mass spectrometry, hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry
(HDX-MS), lytic polysaccharide monooxygenase (LPMO), cellobiose dehydrogenase (CDH),
oxidative modification, cellulose degradation, turbidimetry, photosensitizer, light oxygen and

voltage sensing domain (LOV)



1.Uvod

1.1. Struktura proteint

Funkce proteint uzce souvisi s jejich strukturou a casto také s jeji dynamikou. Proteiny
mohou reagovat lokéalni zménou struktury na podnéty jako je naptiklad vazba substratu nebo
interakce s jinym proteinem. V nékterych piipadech dokonce dochazi k vyraznym
strukturnim zméndm v ramci celého proteinu' nebo ke zménadm vzijemné orientace
jednotlivych domén vii¢i sob&®. B&hem poslednich &tyficeti let umoznil rozvoj a neustalé
vylepSovani technik jako je rentgenova krystalografie, NMR nebo kryoelektronova
mikroskopie vyfeseni struktury tisicii rozli¢nych proteini s vysokym (atomdrnim nebo témét
atomdrnim) rozliSenim. PfestoZe znalost struktury proteinu je nutny piedpoklad pro
pochopeni jeho funkce, a pravé na zdkladé struktur ziskanych pomoci vyse zminénych
technik byvaji tvofeny hypotézy o funkci proteint, jsou tyto strukturu vice nebo mén¢ pouze
statickym obrazem situace, jelikoZ je obtizné pomoci téchto metod zachytit dynamiku nebo
slabsi interakce proteint s ligandy nebo dal$imi proteiny. Metody feSeni struktury proteinli
s vysokym rozliSeni navic vétSinou vyzaduji, aby byl protein ve vzorku pfitomen ve vysoké
koncentraci a Casto také v roztoku, jehoz iontova sila a slozeni neodpovidaji podminkam
nativniho prostfedi, coz muze vézt k nepiesnostem pii urCovani vztahu mezi strukturou
proteinu a jeho funkeci.

K doplnéni informaci o strukturni dynamice proteinu v podminkach, které se co nejvice
blizi t€m nativnim, jsou pouzZivdny metody s nizSim rozliSenim zaloZené na vyuZziti
hmotnostni spektrometrie, které tak hraji dulezitou roli na poli integrativni strukturni
biologie. Tyto metody umoziiuji rychle analyzovat i velmi mald mnoZstvi vzorku v riznych
typech heterogennich roztokti za podminek blizkych nativnim a mohou poskytnout
informace o pfistupnosti jednotlivych €asti proteinu rozpoustédlu nebo o jejich Ucasti
na tvorb€ vodikovych mustkl. Pomoci téchto metod lze také ziskat limity pro maximalni
vzdalenost jednotlivych ¢asti proteinu nebo pfipadné i riznych proteinii od sebe, které se
dale vyuzivaji ke zptfesnovani strukturnich modelil nebo k lokalizaci protein-proteinovych

interakci’.



1.2. Strukturni hmotnostni spektrometrie

Strukturni hmotnostni spektrometrie umoziiuje zméfit pfesnou hmotu ionizovaného analytu
ve form& poméru hmoty k néboji (m/z). Metody strukturni hmotnostni spektrometrie pak
dale vyuzivaji rizné techniky kovalentniho nebo nekovalentniho znaceni k indukovani
lokalizované zmény hmoty, kterd je analyzovatelnd po rozstépeni proteinu at’ uz pomoci
proteas (“bottom-up” pfistup) nebo fragmentaci v hmotnostnim spektrometru (“top-down”
pfistup). Z polohy takto vytvofenych znac¢ek na analyzovaném proteinu jsou poté
vyvozovany informace o jeho struktufe. Techniky vyuzivajici méfeni hmoty proteinu jako
celku zase umoznuji ziskat informace o podjednotkovém slozeni proteinu, nebo mohou urcit
jeho kolizni prifez. V této praci byla vyuzivana hlavné vodik/deuteriova vymeéna ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, a proto bude v tomto autoreferatu popsana detailnéji.

Vodik/deuteriovd vyména ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) vyuziva
nekovalentniho znaceni, které se zakldda na vyméné vodikli v proteinu za deuteria po
pfemisténi analyzovaného proteinu do roztoku D>O. Pfi nasledné hmotnostné
spektrometrické analyze je detekovano a pocitano specifické zvySeni hmoty vzniklé
v disledku vodik/deuteriové vymény. Rychlost této vymény je ovlivnéna piistupnosti
vyménitelnych vodikli rozpoustédlu, jejich ucasti ve vodikovych mistcich a lokdlni
konformaci a jeji dynamikou®. Z téchto diivodli se mlize ve sloZzenych proteinech rychlost
vymény velmi lisit a to na §kéale od minut aZ po mésice. Z rychlosti vymény v jednotlivych
¢astech proteinu Ize potom vyvodit Sirokou Skéalu informaci od struktury proteinu a jeji
dynamiky®, pies protein-proteinové interakce’®, az po interakce proteind s jejich ligandy”.
Analyzovany vzorek mize v principu byt znacen v jakémkoliv rozpoustédle kompatibilnim
s ESI ionizaci a dokonce i v heterogennich roztocich!'®, coz ddva HDX-MS vyhodu oproti
metodam s vysokym rozliSenim, jako je rentgenova krystalografie nebo NMR, v moZnosti
analyzovat protein za podminek bliZSich nativnim.

Vétsina HDX-MS experimentli se provadi zplsobem kontinudlniho znaceni (Obr. 1,
strana 5)!!, kdy je protein po riizn& dlouhé asové intervaly inkubovan v 80-90% D-O.
Vysledkem je postupny narast deuterace a sledovany jsou zmény v tomto nartistu za riznych
podminek, napiiklad za pfitomnosti nebo neptitomnosti ligandu. Po uplynuti daného €asu
inkubace je vyménna reakce ukonfena snizenim pH na hodnotu 2,5 pii kterém probiha
vodik/deuteriovd vyména jen minimalné a vétSinou také rychlym zmraZenim v tekutém

dusiku. Cilem téchto krokl je zabranit zpétné vyméné deuterii za vodiky béhem nasledné



analyzy'!. Pfi analyze deuterovanych vzorki se vét§inou pouziva tzv. ,,bottom-up* pfistup,
pro ktery je charakteristické vyuziti proteas pro rozstépeni analyzovaného vzorku na peptidy
a jejich nasledna analyza pomoci HPLC-ESI-MS. Mira deuterace je posléze urena po kazdy
jednotlivy peptid a prostorové rozliSeni proto velmi zavisi na kvalité proteolyzy. Jelikoz
Stépeni musi probihat za nizkého pH, byva k nému typicky vyuzivan pepsin, jehoz vyhodou
je také nizka specificita, kterd umoznuje vznik piekryvajicich se peptidi slouzicich
k vypoétu miry deuterace v piekryvajicich se oblastech, coz vede ke zvyseni rozligeni'?
Kromé pepsinu byla k vyuziti pro $tépeni za HDX podminek vyvinuta i fada dalSich

proteasl3’14.
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Obrazek 1: Schéma typického “bottom -up” HDX experimentu. Vzorek je inkubovan v D>O
a jsou odebirany alikvoty vzdy po uplynuti dané doby inkubace. Deuterace je zastavena
snizenim pH a teploty. Nasleduje proteolytické Stépeni, které casto probiha ,, online“ na koloné
zapojené do LC systému, a LC-MS analyza. Mira deuterace je pro kazdy peptid vypoctena
z priimérné zmeény jeho hmoty.

1.3. Celulolyticky systém hub — LPMO a CDH

Celulolyticky systém hub je ptikladem komplexniho enzymového systému, kde dynamika
proteini hraje zdsadni roli. Mezi enzymy tohoto systému patii lyticka polysacharidova
monooxygenasa (LPMO) a celobiosadehydrogenasa (CDH) (Obr. 2).

LPMO je celulolyticky enzym patiici mezi oxidoreduktasy obsahujici m&d’ v aktivnim

misté. Je produkovéan hlavné u bakterii'> a hub!®, ale lze ho nalézt i u n&kolika dal3ich
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni celulolytického systému hub se zaméienim na CDH a
LPMO. Amorfni celulosa (a) je snadno pristupna pro endo- a exocelulasy a proto je jimi rychle
Stépena na mono a disacharidy. Krystalicka celulosa (b) je stericky velmi Spatné pristupna a aby
mohla byt stépena, potrebuje LPMO enzymy s plochymi katalytickymi misty, které dokadzi tato
mista oxidativnim Stépenim zpFistupnit (c).

organism@!”!¥, Aktivni misto tohoto enzymu se nachazi na ploché &asti jeho povrchu a ve
chvili, kdy je méd’ pfitomnd v tomto misté redukovéna, at’ uz redoxnim partnerem CDH,
nebo nékterym z nizkomolekularnich reduktantt, z Cu*? na Cu*!, je LPMO schopno vazby
na svijj polysacharidovy substrat!®*’. Redukovany iont mé&di pak dale vaze bud’ kyslik*!? a

nebo peroxid voiku?*?*

za tvorby reaktivnich forem kysliku. Vzniklé radikaly nasledné
oxidativné $tépi B-(1—4) glykosidickou vazbu a to v zavislosti na typu LPMO bud’to v C1
nebo C4 misté?>?%, Prestoze LPMO enzymy jiz v biotechnologickém priimyslu vyuzivany
jsou, je jejich nejvyraznéjsim omezenim jejich nizka stabilita v pribehy katalyzy a byva tedy
ponékud obtizné reakci optimalizovat. Pfi¢iny této nizké stability byly zatim zkoumany
pouze okrajové v nckolika studiich zabyvajicich se teplotni stabilitou a strukturnimi

2027 nicméné predpoklada se, Ze by mohla byt zplisobena

zménami v prib¢hu katalyzy
oxidativnim poskozenim vzniklym v disledku boéni reakce®’. Predmétem diskuse je také
druh kosubstratu, jelikoZ byla v posledni dob¢ publikovéna fada studii s tvrzenim, Ze pravym
kosubstratem LPMO je H202 a Oz je ve skutecnosti jen meziprodukt, coz by z LPMO délalo
peroxigenasu misto monooxygenasy'**»24282° Tato tvrzeni jsou oviem v rozporu s tim, co
se diive tvrdilo, tedy ze O je pfimo vyuzivdin LPMO enzymy jako kosubstrat k oxidaci
polysacharidového substratu®?>*°. Z t&chto divodi je studium strukturni dynamiky LPMO

béhem katalyzy i zjisténi druhu kosubstratu diilezité pro objasnéni funkci tohoto enzymu.



CDH (EC 1.1.99.18) je do této chvile jediny znamy extracelularni flavocytochrom?!.
Sklada se ze dvou funkcénich domén spojenych flexibilni oblasti, a to z N-koncové
cytochromové domény (CYT) obsahujici hem b a z C-koncové dehydrogenasové domény
(DH), ktera obsahuje kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD)>32. Oxidace celobiosy nebo
jinych malych sacharidii jako je laktosa nebo glukosa®® probiha na DH doméné za soucasné
redukce FAD kofaktoru na FADH, Z FADH: jsou pak elektrony ptenaSeny na CYT
doménu, a to ve dvou krocich po jednom elektronu pfimym mezidoménovym elektronovym
pfenosem (IDET). Z CYT domény jsou elektrony nakonec pieneseny na jejich findlni
akceptor, kterym je vétSinou iont medi v aktivnim misté¢ LPMO, jehoz redukce spusti
pro funkci CDH a zéroven je také krokem, ktery urcuje rychlost pfedavani elektronti z CDH
na jiné molekuly®*. Bylo zjisténo, Ze v priibéhu tohoto pienosu dochazi ke zménam
konformace CDH a to tak, ze vzajemna pozice domén se stfida mezi ,,zavienou“ a
,,otevienou* s tim, Ze flexibilni oblast slouzi jako odd&lovac*?. Existuje hypotéza, Ze rozsah
vzajemné interakce domén je do velké miry fizen rozlozenim elektrostatickych nabojl na
interak¢énim rozhrani, které pti dosazeni daného pH optima snizi elektrostaticky odpor mezi
doménami*>’. Velmi dilezitou vlastnosti CDH je také to, Ze elektrony mohou kromé
LPMO byt pfeneseny i na jiné molekuly s vhodnym redoxnim potencidlem nebo dokonce na
povrch elektrody??, &ehoZ se vyuziva pii vyrobé biosenzoril zaloZzenych na pokryti povrchu
elektrody imobilizovanym CDH. Porozuméni strukturnim zménam probihajicim na CDH
pii IDET a znalost parametrti, které mohou ovlivnit pienos elektroni je proto podstatna pro

moznost dal§ich uprav CDH enzymt k jejich vyuZiti v biotechnologickém primyslu.

1.4. Fotosenzitivni protein LOV?2
V dals$i c¢asti této prace byla studovana fotosenzitivni doména LOV2 fototropinu
pochézejiciho z ovsa setého (Avena sativa). Fotosenzitivni latky jsou slouceniny, které po
absorpci svétla urcité vinove délky jsou schopné z kysliku tvofit jeho specifické reaktivni
formy (ROS). Vyuzivaji se pro antimikrobidlni fotodynamickou inaktivaci (aPDI)*,
fotodynamickou terapii (PDT)*, 1é¢bu rakoviny nebo pfi studiu buné&éné signalizace
zprostfedkovavané ROS*. Exogenni fotosenzitivni barviva nejsou pii vyuziti v PDT piili§
efektivni kvuli jejich toxicité, neschopnosti zacilit je na konkrétni typ bunck a omezené

farmakokinetice. Z toho diivodu byly vyvinuty fotosenzitivni latky vlozené do genetického



kodu s tim, ze z téch, které se v soucasnosti vyuzivaji, vétSinu tvoii flavoproteinu obsahujici
FMN nebo FAD odvozené od “light, oxygen and voltage sensing” (LOV) fotosenzitivni
domény rostlinného a mikrobialniho fototropinu*!. Fotoreceptory LOV se objevuji u archei,
bakterii, hub a rostlin a jsou zodpovédné za fyziologické reakce odpovidajici na pfitomnost
svétla nebo ROS jako je fototropismus, pohyb chloroplastl, cirkadianni rytmy nebo
vieobecna reakce na stres*?. V reakci na ozafeni svétlem produkuje LOV2 vysoce reaktivni
singletovy kyslik 'O», ktery pak oxidativné modifikuje dostupné makromolekuly, coz ve
vét§im mnozstvi mize vézt az ke smrti butiky*. V priibéhu fotocyklu je signél prendsen diky
strukturni reorganizaci LOV domény, kterd nasleduje po vzniku kovalentni vazby mezi
cysteinem v aktivnim misté proteinu a C4 atomem isoalloxasinového kruhu flavinu
(patficimu FAD nebo FMN) jenz je katalyzovan ozafenim modrym svétlem. Nicméné byly
také objeveny LOV varianty postradajici cystein schopné tvorby vétsiho mnozstvi radikali
po ozafeni. Pro zvysSeni vytézku ROS jsou vytvéaieny proteiny jako je miniSOG (z
anglického mini Singlet Oxygen Generator) pro jejichz navrzeni je dileZité znat piesnou
strukturu proteinu v¢etné detailni znalosti zpisobu vzniku ROS u v ptirod€ se vyskytujicich
fotosenzitivnich proteini**. Tato prace je piispévkem ke studii, v niz byla zkoumdina
struktura a funkce jedné takové fotosenzitivni domény pochazejici z rostliny Avena sativa -
AsLOV2% za Ucelem vysvétleni postupné se zvysujici tvorby singletového kysliku po

ozéfeni, kterd u ni byla pozorovéna.



2.Cile diserta¢ni prace
Cilem této prace bylo popsat strukturni aspekty aktivity enzymu celulolytického systému
hub CDH a LPMO a fotosenzitivniho proteinu LOV?2 za vyuziti metod strukturni hmotnostni

spektrometrie.

Konkrétni cile byly:
e Charakterizovat interakci celobiosadehydrgenasy s lytickou polysacharidovou
monooxygenasou
e Charakterizovat strukturni stabilitu LPMO a strukturni zmény doprovazejici
inaktivaci LPMO v prib¢hu katalyzy
e Objasnit skutecny kosubstrat LPMO
e Popsat strukturni zmény proteinu AsLOV2 objevujici se pii ozafeni svétlem a tvorbé

reaktivnich forem kysliku

-10-



3. Vysledky a diskuse

3.1. Vyzkum enzymii celulolytického enzymového systému hub
Houbové celulolytické enzymy LPMO a CDH jsou v souc¢asné dobé pfedmétem vyzkumu
hlavné kvuli moznosti jejich vyuziti k sacharifikaci biomasy obsahujici lignocelulosu
(LPMO) a k vyrobé biosenzorit (CDH). Aktivita téchto enzymii nicmén¢ stale jesté neni
uplné prozkouména, a to zejména kvili slozitosti celého systému obsahujicimu ROS a
nerozpustné substraty. Piikladem dvou faktorti, které stale nejsou dokonale vysvétleny, jsou
zpusob interakce CDH s LPMO a notoricka nestabilita LPMO bé&hem katalyzy?*2327,

HDX-MS a dalsi metody byly vyuZity k rozsifeni soucasnych poznatki o interakci CDH
s LPMO, k popsani strukturnich zmén obou téchto proteinti objevujicich se béhem katalyzy
na nativnim substratu, k vysvétleni nizké stability LPMO a v neposledni fad¢ k potvrzeni
druhu jeho kosubstratu.

Po pocatecni optimalizaci pufru vyuZzivaného k zastaveni deuteracni reakce a
proteolytického Stépeni k ziskani co nejlepSiho sekvencniho pokryti byla provedena série
HDX-MS experimentd s cilem najit interakéni rozhrani proteinti Neurospora crassa CDH
(NcCDH-ITIA) a Neurospora crassa LPMO9C (NcLPMO9C) béhem pienosu elektronti
z CDH na LPMO. Bylo pozorovano né&kolik riznych efekti, ale Zddny z nich neukazoval na
pfitomnost piesné definovaného interakéniho rozhrani. Nicméné slabé znamky interakce
byly nalezeny v podobé rozvolnéni struktury v okoli aktivniho mista LPMO v ptipad¢, Ze
CDH a LPMO byly spolu smichany bez pfitomnosti substratu nebo redukcnich €inidel.
Bohuzel ani po zopakovani experimenttli s pfidanym substratem nebyl nalezen zZadny jasny
ditkaz pfitomnosti interakéniho rozhrani ani na jednom z testovanych proteinl. Pfestoze
zadna protein-proteinova interakce detekovdna nebyla, byl pozorovan vliv redukce
celobiosou na strukturu samotného CDH jakoZto sniZeni miry deuterace na predpokladaném
interakénim rozhrani obou jeho domén a v okoli FAD kofaktoru. To poukazuje na fakt, ze
pienos elektronti probihal a redukce FAD ovliviiovala strukturu v jeho okoli (Obr. 3). Cést
z téchto vysledkl byla vyuzita ve studii zabyvajici se pfenosem elektroni v CDH, ktera je
diskutovéna nize, a dale uz byly oba enzymy zkoumany oddélené. Interakce CDH-LPMO
byla dale zkoumana nasimi spolupracovniky za vyuziti vypocetnich technik v kombinaci
s mutacnimi a enzymovymi metodami a jejich vysledky byly neddvno publikovany

v ¢asopise ACS Catalysis™*®.
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Obrazek 3: Vliv celobiosy na redukci CDH zkoumany pomoci HDX-MS. Protekci
proti deuteraci lze pozorovat na interakcnim rozhrani cytochromové i
dehydrogenasové domény. Cerné jsou vyznaceny nepokryté oblasti proteinu.

Byla také rozsifena studie publikovana Kadkem et al.*” provedenim podrobné HDX-MS
analyzy glykosylované a neglykosylovan¢ formy wild-type a mutované varianty CDH
zhouby Crassicarpon hotsonii. Ziskané vysledky potvrdily hypotézu, ze inhibice
mezidoménového elektronového prenosu ve vysSim pH je zpiisobena elektrostatickém
odpuzovanim domén od sebe, coz potvrzuje, ze existuje moznost vytvorit CDH proteiny s
cilené posunutym pH optimem. Tato data jsou momentilné zpracovavana a vysledky

analyzy funk¢ni enzymové kinetiky a budou tvofit zéklad pro dalsi publikaci.

3.1.1. Vyzkum strukturni dynamiky LPMO v pribéhu katalyzy
(Publikace I)

Ptestoze studie zabyvajici se interakci CDH-LPMO za redukujicich podminek nepoukézala
na zadny vyrazny efekt zptisobeny protein-proteinovou interakci, byl pozorovan rozsahly
nariist deuterace na proteinu LPMO. Tento efekt mohl byt zplsoben diive navrzenou
moznosti degradace LPMO vlivem reaktivnich forem kysliku*’, coz bylo pfedmétem naseho
dalsiho vyzkumu.

HDX-MS analyza redukovaného LPMO odhalila dva rizné efekty. Prvni znich se

projevil jako pokles deuterace peptidii pochdzejicich z okoli iontu médi v aktivnim misté
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v kratkych casech deuterace a byl pravdépodobné zptlisoben jiz diive pozorovanymi
strukturnimi zménami zptisobenymi redukci iontu médi?’. Druhym pozorovanym efektem
pak byl velmi vyrazny narist deuterace objevujici se nejprve v okoli aktivniho mista a
postupné se rozsifujici do celého proteinu s delSimi Casy inkubace. Soucasné s tim se
snizovala intenzita signalu postizenych peptidii. Tento efekt je pravdépodobné néasledkem
rozvolnovani struktury a degradace zpiisobené oxidativnim poskozenim vlivem ROS
vznikajicich v aktivnim misté, coz bylo nasledné potvrzeno nalezenim fady oxidativnich
modifikaci véetné produktti oxidativniho $tépeni na peptidech z okoli aktivniho mista

pomoci LC-MS/MS analyzy (Obr. 4).
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Obrazek 4. Monitorovani priubéhu oxidativnich modifikaci na LPMO hmotnostni spektrometrii.
Extrahované iontové chromatogramy N-termindlniho peptidu LPMO (1-12) obsahujiciho koncovy
His 1, ktery se ucastni vazby médi v aktivnim centru. LPMO bylo inkubovano (A) samostatné po
dobu 30 minut, nebo s SmM kyselinou askorbovou po dobu (B) 10 minut, (C) 20 minut, nebo (D)
30 minut. Protein byl ndsledné Stépen protedzou Asp-N a analyzovin pomoci LC-MS/MS.
Chromatogramy ukazuji signaly nemodifikované (zeleny), oxidované (+O; Cerveny) a oxidativné
Stepené (-His, +C, +0O, cerny) formy peptidu. Umisténi peptidu a koncového Histidinu je
zvyraznéno na modelové strukture (E). Zelené je zvyraznen iont médi.

Nedavno bylo popsano, Ze polysacharidovy substrat zvysuje stabilitu LPMO?°. Aby byl
tento jev ovéfen, byla provedena sada dalSich HDX-MS experimentti s mikrokrystalickou
celulosou (Obr.5, strana 13). Aby bylo mozné do reakéni smési nerozpustnou celulosu
pridat, bylo nutné mezi mraZeni a zastaveni reakce ptidat rychlou centrifugacni filtraci na
jeji odstranéni pted LC-MS analyzou pii zachovani co mozna nejniz$i miry zpétné vymeény
vodikt. To vyZadovalo opatrnou selekci a testovani riiznych centrifugacnich filtrti, nebot’ se

naptiklad ukézalo, Ze filtry zaloZené na nylonu kontaminuji vzorky za podminek zastavené
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Obrazek 5: HDX-MS experiment s LPMO v prFitomnosti kyseliny askorbové a
krystalické celulosy. Casové body jsou 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 a 45 minut a
odpovidaji barvam od fialové po cervenou serazenym podle poradi ve viditelném
spektru. Osa X znaci vSechny analyzované peptidy v jejich sekvencnim poradi. Osa Y
znazornuje miru deuterace daného peptidu.

reakce a zplisobuji vyrazné problémy pii hmotnostné spektrometrické analyze*®.
Vysledky tohoto HDX-MS experimentu ukazaly, ze zvySeni deuterace na LPMO pfi jeho
redukci v pfitomnosti celulosy se projevuje na stejnych peptidech jako bez celulosy, avSak

pritomnost substratu zpomalila nastup zvyseni deuterace globaln¢ o nékolik ¢asovych bodu.
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Zda se tedy, ze pritomnost vhodného mnozstvi celulosy chrani protein pred oxidativnim
poskozenim, nejspi§ absorbovanim urcitého mnozstvi kyslikovych radikalt vznikajicich v
aktivnim centru LPMO. Podobné vysledky byly publikovany jinou skupinou v pribéhu
psani naseho manuskriptu'®.

Pro ovéteni toho, jak se na deuteraci proteinu projevi odstranéni médi za aktivniho centra
enzymu, byla analyzovana apoforma LPMO, kdy byl iont médi odstranén chemicky. Bylo
zjisSténo, ze odstranéni médi zplisobuji charakteristické zmény na struktuie aktivniho centra
a snizuje celkovou tepelnou stabilitu proteinu. Nedavna publikace vSak ukazala, ze iont médi
zstdva na LPMO navazan desitky minut i za zvysené teploty?°, coz znamend, Ze nami
popsana destabilizace LPMO soustiedéna do aktivniho mista enzymu nebude primarné

zpusobena uvolnénim médi, pfestoze meéd’ je pro konformaci aktivniho mista dulezita.

3.1.2. Sledovani H,O:-dependentni celulolytické aktivity LPMO
(Publikace IT)

Dalsi experimenty byly zaméteny na potvrzeni, ¢i vyvraceni teorie, ze H2O; je ve skutecnosti
pravy kosubstrat LPMO?*?3, Pro tuto préci byl pro kontinualni mé&feni modifikovan jiz diive
pouzity turbidimetricky protokol, umoziujici sledovat celulolytickou aktivitu LPMO jako
zménu optické density roztoku po urcité dobé inkubace®.

Vzhledem k tomu, ze kyselina askorbova, Siroce pouzivana jako reduktant LPMO, je
schopna v roztoku produkovat H>Oz, byl proveden turbidimetricky experiment s riznym
mnozstvim kyseliny askorbové, pficemZ i nejmens$i koncentrace byla jiz saturujici pro
redukci LPMO. Rovnéz byly provedeny experimenty s glukosaoxidasou (GOX) pro
sledovani aktivity LPMO pfi pribézné cilené produkci H>O». Byla pozorovana zvySujici se
aktivita, imérnd mnoZzstvi kyseliny askorbové nebo glukosaoxidasy. Piedev§im bylo také
zjiSté€no, Ze tato celulolytickd aktivita je inhibovana katalasou, jak pii pfitomnosti kyseliny
askorbové, tak glukosaoxidasy (Obr. 6, strana 15) a dokonce je katalasou inhibovéna 1
reakce, kdy je k redukci LPMO pouzit jeji pfirozeny redoxni partner CDH v pfitomnosti
celobiosy a neni jinak cilené produkovan Zadny H>O». To mtZe slouzit jako diikaz toho, Ze
H>0» v tomto dé&ji skute¢né i hraje roli, a to i pfi nativnich podminkéch. ZvySend produkce
oxidovanych oligosacharidi pfi dodani H»O, do reakce byla rovnéz ovéfena pomoci

MALDI-MS a byla elektrochemicky potvrzena spotieba H>O, béhem reakce.
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Obrazek 6: Turbidimetrické méieni celulolytické aktivity LPMO s riiznymi koncentracemi
kyseliny askorbové a GOX. A) V piitomnosti kyseliny askorbové. Cas pridavku kyseliny
askorbové je indikovan cernou Sipkou. Prvotni nariist absorbance je dan vazbou LPMO na
substrat. Postupné snizeni absorbance od bodu pridavku kyseliny askorbové ukazuje
celulolytickou aktivitu (snizZeni turbidity roztoku). Prerusované cary znaci identické reakce
s pridavkem 2000U/ml katalasy. B) V piitomnosti GOX. Cas pridavku GOX je indikovin
Cernou Sipkou. Redukce byla v tomto pripadé zajisténa pritomnosti malého mnozstvi CDH
doplnéneho celobiosou.

3.1.3. Studie elektronovych prenosii v CDH (Publikace III)

Tato studie, aktudln¢ v recenznim fizeni v casopise ASC Catalysis, je zaméfend na studium
elektronovych pienost v CDH pochézejicim zhouby Neurospora crassa a to jak
mezidoménového pienosu (IDET), mezi CYT a DH doménou vramci CDH, tak
meziproteinového ptenosu elektronti (IPET) z CYT domény CDH na findlni akceptor.
Béhem této prace byly pfipraveny chimérické proteiny slozené z kombinaci CYT a DH
domén a flexibilnich ¢asti, pochazejicich z dvou typit CDH, NcCDHIIA a NcCDHIIB. Jejich
vlastnosti byly poté analyzovany elektrochemicky a pomoci molekularniho dokovani.

Kinetickd méfeni ukazala, Ze riizné proteiny vykazuji rozdily v rychlosti redukce FAD
kofaktoru celobiosou v zavislosti na identit¢ DH domény, razné CYT domény vSak nemély
na tuto redukci vliv. Chimérické proteiny vykazovaly posunuté pH optimum a sniZenou
rychlost IDET. Modelovani domén ukdzalo, Ze klicovym faktorem pro efektivni IDET je
relativni vzdalenost domén a nizk4 kompatibilita interak¢énich rozhrani a delsi flexibilni ¢ast
mezi doménami zpisobuje preferenci proteinu k oteviené konformaci, ve které jsou domény
dal od sebe.

Data zptedchozich HDX-MS experimentll sledujici interakci nechimerického
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NcCDHIIA s NcLPMO9C byla vyuzita v této studii (Obr.7). Z dat vyplyva, ze interakce
CDH a LPMO ovliviiuje pouze peptidy aktivniho centra LPMO. Nebyla tedy potvrzena

pfedchozi hypotéza o interakce na opacné strané LPMO a tunelovani elektronli skrz

strukturu®’.
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Obrazek 7: Sledovani interakce NcCDHIIA a NcLPMO9YC pomoci HDX-MS. Interakce
byla sledovana v oxidovaném stavu, kwviili rapidni degradaci LPMO po redukci. VIiv na
strukturu byl pozorovan na LPMO v blizkosti aktivniho centra s iontem médi, coz poukazuje
na primy kontakt domén CDH a LPMO. Zadny jiny efekt nebyl na proteinu pozorovdn.

Bylo taktéz provedeno méfeni IPET mezi wild-type nebo chimérickymi CDH a
NcLPMO9C, které ukazalo, ze chimérické proteiny preferujici otevienou konformaci a

majici tak nizsi IDET, maji ale naopak vyssi IPET.

3.1.4. Shrnuti studie LPMO a CDH

Po shrnuti vSech vysledkt ziskanych Publikacich I, II a III mizeme konstatovat, ze H202
je skute¢né kosubstrat LPMO, ktery je potifebny pro celulolytickou aktivitu tohoto enzymu
a Oz, ktery byl dfive povazovan za kosubstradt LPMO, se stdle vice ukazuje jen jako
intermediat. Pravdépodobny mechanismus LPMO zahrnujici H202, poprvé navrZzeny na

192951 © odpovida

konci roku 2018 a podrobnéji pak popsan az na pocatku tohoto roku
naméfenym datim v Publikaci II a zaroven predikuje degradaci enzymu tak jak byla
pozorovana v Publikaci I. Spolu s pozorovanou stabilizaci proteinu polysacharidovym
substratem muzeme konstatovat, Zze pro efektivni vyuziti LPMO pifi primyslové
sacharifikaci celulosy je klicové udrzet enzym saturovany substrdtem pro eliminaci
nezadouci bocni reakce zptlisobujici degradaci proteinu, a dopliiovat reakci vhodnym

mnozstvim H>O; pro jeji urychleni.
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Vysledky Publikace III poté ukazuji, ze hlavni faktor ovliviiujici jak IDET, tak IPET
v CDH je relativni vzdalenost domén, jejich flexibilita a komplementarita interakénich
rozhrani. Posledni zatim nevydané vysledky ze studie mutovaného CDH poté ukazuji
moznost jak cilené¢ upravit CDH pro zachovani schopnosti pfenaset elektrony i za
fyziologického pH a taktéz ukazuji, ze hyperglykosylace zpiisobena neidealnim produkénim
organismem Pichia pastoris, mize pienos elektronli mezi doménami ovliviiovat. Tyto
vysledky jsou diilezité pro vyvoj modifikovanych variant CDH s pozadovanymi vlastnostmi

pro produkeci biosensord, ¢i pro priimyslovou sacharifikaci celulolosy.

3.2. Vyzkum oxidativnich procesii v AsLOV2
LOV2 doména z phototropin 1 rostliny Avena sativa (AsLOV2) je fotosenzitivni protein
obsahujici FMN a produkujici reaktivni singletovy kyslik ('0.) po ozafeni viditelnym
svétlem. Pro sekvencné podobny fotosensitivni protein miniSOG (80% sekvenc¢ni identita)
bylo byl zjistén postupné se zvysujici kvantovy vytézek produkce 'O» béhem ozafovani a
kumulujici se oxidativni modifikace v okoli FMN. Zvysujici se kvantovy vytézek nebyl
zatim nijak vysvétlen a byl pfedmétem tohoto vyzkumu, ktery byl proveden ve spolupraci

s docentem Erikem Sedlakem z Centra Interdisciplinarnich Biologickych Véd v Kosicich.

3.2.1. Studie narastu kvantového vytézku AsLOV2 (Publikace 1V)
Pro analyzu produkce singletového kysliku 'O, proteinem AsLOV2 byl pouzity wild-type a

mutovany AsLOV2 scysteinem C450 zodpovédnym za signalizacni funkci proteinu
nahrazenym za alanin, coZ by mélo mit za nasledek vyssi produkei kyslikovych radikali.

Meéieni fosforescence 'O, ukazalo postupné se zvysujici vytézek produkce 'O, po ozafeni
jaku wild-type 4sLOV2, tak u 4sLOV2 C450A. Komplementarni méfeni fluorescence FMN
poté odhalilo, Ze uvolnéni FMN do roztoku, vyraznéjsi u wild-type proteinu, je zodpovédné
za zvys$enou produkci 'O, vzhledem k vy$§imu kvantovému vytézku volného FMN.

Pro pochopeni uvolnéni FMN z proteinu a objasnéni zmén na proteinu doprovazejicich
tento jev, byla vyuzita ,,bottom-up“ a ,,top-down* hmotnostni spektrometrie. Na obou
formach AsLOV2 byla odhalena Sirokéa Skala oxidativnich modifikaci s tim, Zze vyrazngjsi
mira modifikace, soustiedéna do okoli FMN, byla detekovana pro C450A variantu proteinu.
To je zdanlivé v rozporu s nalezenou vys$§i mirou produkce 'Oz u wild-type formy, nicméné

za vy$$i produkci je zodpovédny FMN vyraznéji uvoliiovany do roztoku u wild-type formy,
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zatimco FMN ve vé&t§i mife navazané na C450A variantu produkuje 'O, lokalné a vétsi mira
lokalni oxidativni modifikace je tak pochopitelna.

Dulezité¢ bylo zjisténi, ze Cystein 450 ve wild-type 4sLOV2 je vyrazné oxidativné
modifikovany. Simulace modifikace tohoto cysteinu z formy -SH na formu -SO;" poukézala
na vznikajici sterickou kolizi (Obr.8), ktery je nejspiS zodpovédna za vypuzeni FMN

z proteinu, coz vysvétluje vyssi miru uvolnéni FMN do roztoku prave u wild-type proteinu.

Obrazek 8: A) Prekryv modeliit PDB ID: 2w0u (FMN se zelené zndzornénymi uhliky) a PDB

ID: 2vOw (FMN navazané na Cys450 s Sedé znazornenymi uhliky). B) substituce -SH za -SO;

na C450 s oznacenou atomovou kolizi ve vygenerované strukture.

Ziskané detaily produkce 'O, proteinem 4sLOV2 a uvoliiovani FMN do roztoku mohou
byt pouzity pfi ptipravé efektivnéjSich geneticky kédovanych fotosenzitivnich proteini pro
fotodynamickou terapii zaloZenych na LOV2 doméné, které by mohly mit diky své
proteinové Casti schopnost biologicky cilit pozadované tkan€ a v daném misté uvolnit po

ozéafeni FMN pro vytvoreni vysoké lokalni produkce kyslikovych radikalt.
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4. Shrnuti

Cilem této disertacni prace bylo ptispét k rozsifeni sou¢asného poznani o medicinalné a
biotechnologicky vyznamnych enzymech s vyuzitim metod strukturni hmotnostni
spektrometrie. Nize uvedené vysledky, které byly =ziskany pii studiu houbovych
celulolytickych enzymt lytické polysacharidové monooxygenasy a celobiosadehydrogenasy

a fotosenzitivniho proteinu 4AsLOV2, jsou soucasti celkem tii publikaci a dvou manuskriptt:

e Na proteinu NcLPMO9C byly pomoci HDX-MS pozorovany strukturni zmény
v prubehu katalyzy, a to konkrétné redukce iontu médi v aktivnim misté a nasledna
degradace proteinu.

e Pomoci klasické proteomiky a pozorovani intenzity signalii jednotlivych peptidi
v HDX-MS byla nalezena primarni pfi¢ina ztraty aktivity a degradace NcLPMO9C
v prub¢hu katalyzy, a to oxidativni modifikace véetné §té€peni peptidovych vazeb

e Byl pozorovan ochranny vliv substritu na NcLPMO9C pomoci HDX-MS
v heterogenni smési NcLPMOIC s krystalickou celulosou.

e Pomoci turbidimetrické a chronoamperometrické analyzy roztokd obsahujicich
NcLPMO9C, celulosu upravenou kyselinou fosfore¢nou a rlizné generatory peroxidu
vodiku, byl peroxid vodiku identifikovan jako kosubstrat NcLPMOO9C, jelikoz
vSechny reakce byly inhibovany katalasou a aktivita enzymu byla imérna mnozstvi
ptidaného peroxidu.

e Bylo zjisténo, ze rychlost IDET a IPET u CDH silné zavisi na vzajemném pohybu
CYT a DH domén a jejich strukturni komplementarité. Chimérické CDH proteiny
s mén¢ kompatibilnimi doménami a delsi flexibilni oblasti preferuji otevienou
konformaci a vykazuji rychlejsi IPET a pomalejsi IDET.

e Oxidativni modifikace C450 na proteinu AsLOV2 byla identifikovana jako pfic¢ina
uvolnéni FMN do roztoku pfi del§im ozafovani proteinu, coz pak dale zpiisobuje

zvySeni produkce singletového kysliku.
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