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Abstrakt

Linkomycin je antibiotikum vyuzivané v klinické praxi. Jeho producentem je
Streptomyces lincolnensis. Linkomycin se skladd z aminocukerné a aminokyselinové slozky,
které jsou spojeny amidovou vazbou. Aminokyselinovym prekurzorem je propylprolin (PPL),
jehoz biosyntéza probiha drahou vychazejici z tyrosinu. Modifikovana PPL draha byla také
objevena u pyrrolobenzodiazepini (PBD) a hormaomycinu. V biosyntéze PBD je PPL prekuzor
dale modifikovan reakcemi katalyzovanymi specifickymi enzymy nepfitomnymi v biosyntéze
linkomycinu. Geny kédujici tyto enzymy by mohly byt pfeneseny do genového shluku pro
biosyntézu linkomycinu. Timto zptsobem bychom mohli ziskat producenty hybridnich
antibiotik s lepSimi vlastnostmi, a dokonce antimalarickymi u¢inky.

PPL drahy se ucastni Sest enzymu, které jsou kodovany v genovém shluku pro
biosyntézu linkomycinu. Prvni dvé reakce biosyntézy PPL byly jiz prokazany, proto se tato
prace zaméfuje na reakci tieti, kterou by mél podle literatury katalyzovat protein LmbX. Jeho
predpokladana funkce v biosyntéze PPL je hydrolyza C-C vazby. Podle sekven¢ni homologie
vsak protein LmbX patii do rodiny isomeras.

V této praci byl nadprodukovan protein LmbX a byla testovana jeho aktivita
v pritomnosti pfedpokladaného substratu. Produkty byly méfeny na kapalinovém chromatografu
(UHPLC). Nepodatilo se prokazat hydrolytickou funkci. Dale byly analyzovany produkty
piipravenych dele¢nich mutantnich kment gent PPL drahy pomoci UHPLC. Vysledky
v souhrnu indikuji, ze LmbX je pravdépodobné isomerasa, ktera katalyzuje pfesun dvojné vazby
meziproduktu PPL drahy a Ze dosud pfedpokladané schéma biosyntézy PPL bude nutno

revidovat. V této praci je navrzeno nové schéma odpovidajici ziskanym vysledktim.

Klicova slova: LmbX, linkomycin, linkosamidy, pyrrolobenzodiazepiny, hormaomycin,

biosyntéza linkomycinu, propylprolinova draha, proteinova rodina PhzC-PhzF



Abstract

Lincomycin is an antibiotic used in clinical praxis. It is produced by Streptomyces
lincolnensis. Lincomycin is composed of an amino-sugar and an amino-acid moiety linked by
an amide bond. The amino-acid precursor is propylproline (PPL), whose biosynthesis undergoes
the pathway derived from tyrosine. The modified PPL biosynthesis pathway was also
discovered in pyrrolobenzodiazepines (PBD) and hormaomycin. In the biosynthesis of PBD the
PPL precursor is further modified by reactions catalysed by specific enzymes missing in the
biosynthesis of lincomycin. The genes encoding these enzymes could be transferred to the
lincomycin biosynthetic gene cluster. In this way we could get producers of hybrid antibiotics
with better properties and even antimalaric effects.

Six enzymes participate in PPL biosynthesis, which are encoded in the lincomycin
biosynthetic gene cluster. The first two reactions of PPL biosynthesis pathway are proven,
therefore, this work focuses on the third reaction that is supposed to be catalysed by protein
LmbX according to literature. The proposed function of LmbX is a hydrolysis of C-C bond.
However, LmbX belongs to the protein family of isomerases by sequence homology.

The protein LmbX was overproduced in this work and its activity was tested in the
presence of the expected substrate. The products were measured on the liquid chromatography
(UHPLC). The hydrolytic function failed to prove. Furthermore, the products of the prepared
deletion mutants of genes of PPL pathway were analysed using UHPLC. The results indicate
that LmbX is probably an isomerase that catalyzes the transfer of the double bond of the
intermediate of PPL biosynthesis pathway and that the previously supposed scheme should be

revid. In this work the new scheme corresponding with obtained results is proposed.

Key words: LmbX, lincomycin, lincosamides, pyrrolobenzodiazepines, hormaomycin,

lincomycin biosynthesis, propylproline pathway, PhzC-PhzF protein family



Seznam zkratek
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UHPLC

adenyla¢ni doména

adenosin monofosfat

jednotka absorbance, odpovida relativnimu mnozstvi latky
nativni polyakrylamidova elektroforéza — blue native
pary bazi (base pair)

gen pro biosyntézu celesticetinu

koenzym A

dalton (jednotka molekulové hmotnosti)

diaminopimelat

destilovana voda

deoxyribonukleova kyselina

L-3,4-dihydroxyfenylalanin

3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

rekombinasa (flippase recombination enzyme)

mista rozpoznavana rekombinasou (flippase recognition target sites)
tihové zrychleni
2-hydroxy-6-ox0-6-fenylhexa-2,4-dienova kyselina
2-hydroxy-2,4-pentadienova kyselina

horizontalni genovy pfenos

gen pro biosyntézu hormaomycinu

gen pro biosyntézu linkomycinu

gen pro rezistenci k linkomycinu

mitogen-aktivovana proteinkinasa

mediatorova RNA

hmotnostni spektrometrie

methylthiolinkosamid

N-demethylcelesticetinsynthetasa
N-demethyllinkomycinsynthetasa

neribozomalni peptidy

neribozomalni peptidova synthetasa

opticka denzita

otevieny Cteci ramec, zde pouZito pro geny biosyntézy anthramycinu
pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny

peptidyl pfenasejici protein (peptidyl carrier protein)
polymerasova fetézova reakce

polyketidy

polyketidsynthasa

4-propyl-L-prolin
2-hydroxy-6-keto-nona-2,4-dien-1,9-diova kyselina
ribonukleova kyselina

otac¢ky za minutu

ribozomalni RNA

polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného
gen pro biosyntézu sibiromycinu

transferova RNA

gen pro biosyntézu tomaymycinu

kapalinova chromatografie (ultra high performance liquid
chromatography)

Zkratky pro pouzité materialy jsou uvedeny v kapitole 3. Material a metody.
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1 Uvod

Antibiotika jsou biologicky aktivni latky pouzivané k 1é¢bé infekénich nemoci
zpusobenych mikroorganizmy. Jsou jednim z nejvétSich objevll moderni mediciny, avsak jejich
nespravné a nadmérné uzivani vede k rychlému S$ifeni genli kdédujicich rizné mechanizmy
rezistence. Rezistence k antimikrobialnim latkdm je dnes uz celosvétovy problém. Nejvetsim
nebezpecim je pak vznik a rozSifeni multirezistentnich patogennich kment bakterii, které jsou
odolné vii¢i vSem pouzivanym antibiotikim. Hlavnim centrem vzniku téchto nebezpecnych
rezistentnich kmentt jsou klinickd zafizeni, kde dochazi k velké spotiebé antibiotik
a ke snadnému pienosu bakterii mezi oslabenymi pacienty. Tzv. nosokomialni infekce jsou
proto velmi tézko 1écitelné (DEEGE a PATERSON 2011).

Pouzivana antibiotika tak v souc¢asné dobé pomalu prestavaji byt u¢innym lékem. Proto
je velmi dalezité vyvijet a objevovat nové latky, které by byly v 1é¢b¢ infek¢nich onemocnéni
efektivni. Ackoliv je toto ziejmé, farmaceutické firmy maji o vyvoj novych latek maly zajem
z ekonomickych diivodd. Antibiotika jsou totiz uzivana jen po kratkou dobu infekéni nemoci,
a proto se farmaceutické firmy rad¢ji orientuji na vyvoj a vyrobu Iéki proti onemocnénim
chronickym (SPELLBERG et al. 2004).

Pro feseni problému antibiotické rezistence je mozné vyuzit nékolik pristupt, jako je
hledani novych pfirozenych antibiotik, objevovani novych mechanizm inhibice
mikroorganizmi nebo pfiprava derivati charakterizovanych antibiotik, které by vykazovaly
lepsi vlastnosti nez antibiotika ptivodni. Pfiprava takovych derivati muze vést nékolika cestami
— chemickymi upravami, pomoci metod genového inzenyrstvi nebo kombinaci obou metod.
Typickym ptikladem chemickych uprav antibiotik mohou byt B-laktamy, kdy z ptfirozeného
penicilinu a cefalosporinu bylo vytvofeno mnoho jejich derivati vyuZivanych v medicing
(ELANDER 2003). Velkym pfislibem je kombinatorni syntéza antibiotik. Tim se rozumi
zkombinovani genovych shluki, jejich ¢asti nebo genl rtiznych producenti antibiotik za ucelem
vytvoreni antibiotika nového, hybridniho. Nové vytvoieny kmen by pak stabilné¢ produkoval
nové antibiotikum. Kandidaty pro takovéto manipulace jsou zvlasté polyketidy a neribozomalni
peptidy (WALSH 2002).

Predpokladame, Ze vytvotreni hybridniho antibiotika bychom mohli realizovat i v nasi
laboratofi pienosem gent z genového shluku pro biosyntézu pyrrolobenzodiazepini (PBD) do
genového shluku pro biosyntézu linkomycinu. Modifikovali bychom tak propylprolinovou
(PPL) ¢ast linkomycinu, coZ by mohlo pfinést nové a lepsi vlastnosti produkovaného derivatu
linkomycinu, zvlasté pak antimalarické ¢inky. Mutasyntéza linkomycinovych derivati byla jiz
vyzkousena (ULANOVA et al. 2010). Biosyntetické draha PPL se v piirodé vyskytuje i u PBD

a hormaomycinu, je vSak v trochu modifikované podobé. Charakterizované genové shluky
9



biosyntézy téchto latek obsahuji Sest ortolognich geni (HU et al. 2007, LI et al. 2009a).
U tomamymycinu (PBD) a hormaomycinu pouze pét (LI et al. 2009b, HOFER et al. 2011).
V této praci se zabyvam pravé PPL drahou, protoZe dosud neni jasné, jak ptesné tato draha
probiha. Moje prace navazuje na dosavadni pracinasi laboratofe. Doposud byly prokazany
prvni dva kroky biosyntézy PPL. Mym cilem je tedy charakterizovat protein LmbX, ktery by
mél pokracovat v biosyntéze PPL a katalyzovat reakci tfeti. Konkrétné mym ukolem je ptipravit
expresni vektor s genem [mbX, nadprodukovat protein a potvrdit jeho predpokladanou

hydrolytickou funkci.
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2 Prehled literatury

2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky rOznorodé chemické struktury, které inhibuji rust
mikroorganizmd. Pdsobi na rtizna mista v bunce, a tim blokuji jeji zivotni funkce. Jsou to
sekundarni metabolity, které mikroorganizmy produkuji az ve stacionarni fazi rustu, kdy jiz
nemaji dostatek nékterého zdroje Zivin (SPIZEK a TICHY 1995).

Jejich funkce je ve vétsich davkach antimikrobialni, v pfirozeném prostiedi vSak funguji
jako regulatory metabolizmu, virulence, diferenciace a dalSich bunéénych procesi.
Mechanizmus regulace spociva v ovlivnéni transkripce odpovidajicich genti (YIM et al. 2006).

Geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitd vykazuji urCité spoleéné vlastnosti. Na
chromozomech jsou obvykle organizovany do genovych shlukt, které se skladaji z n¢kolika
transkripénich jednotek. Alespon nékteré z nich jsou regulovany regulatory, jejichz geny jsou
umisténé blizko biosyntetickych gend. Produkce sekundarnich metabolitd je kontrolovana
hlavné na transkripéni urovni. V genovém shluku jsou zpravidla kodovany minimalné dva typy
rezistence k danému metabolitu (SPIZEK a TICHY 1995).

Antibiotika se daji klasifikovat podle chemické struktury. Velkymi skupinami jsou
napf. peptidova nebo polyketidova antibiotika. V této diplomové praci se zabyvam zvlaste
linkosamidy, které predstavuji velmi malou skupinu antibiotik, a PBD, coz jsou latky zejména

s protinadorovymi ucinky, které se fadi mezi vétsi skupiny.

2.1.1 Biosyntéza antibiotik

Biosyntéza antibiotik vychazi z jednoduchych prekurzort vyskytujicich se v primarnim
metabolizmu. Tyto prekurzory jsou aktivni samy o sob¢ nebo funguji jako stavebni kameny,
které jsou kondenzovany do velkych molekul. To zajistuji kondenzaéni enzymy rdzné Grovng.
Typicky to jsou komplexy enzymt modularniho charakteru. Tuto skupinu pfedstavuji

polyketidsynthasy a neribozomalni peptidové synthetasy.

2.1.1.1 Modularni enzymy

Polyketidsynthasy (PKS) a neribozomalni peptidové synthetasy (NRPS) vytvari
polyketidy (PK) a neribozomalni peptidy (NRP) hojné se vyskytujici v pfirodé. Typickymi
zastupci antibiotik, kterd patii mezi PK, jsou napf. erythromycin a tetracyklin, typickymi NRP
s antibiotickymi u¢inky jsou penicilin nebo vankomycin.

PKS a NRPS vykazuji spolecné vlastnosti. Jsou to multimodularni enzymy (Obr. 2.1),

které inkorporuji monomerni jednotky do linearniho oligomeru opakujici se kondenzaci.
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Mechanizmus kondenzace pomoci PKS a NRPS je analogicky. Lisi se zejména v inkorporaci
jinych stavebnich jednotek. Pocet a poradi moduli uréuje stavebni jednotky, které jsou
inkorporovany, a potradi, ve kterém jsou kondenzovany (FISCHBACH a WALSH 2006). Kazdy
elonga¢ni modul se sklada alesponn ze tii domén, dvé jsou katalytické a jedna funguje jako
prenase¢. Dal$i domény v modulu mohou modifikovat nové rozsiteny PK nebo NRP. Jiné
Terminaéni modul je zakoncen thioesterasovou doménou (TE), ktera uvoliiuje molekulu z PKS
nebo NRPS. U PKS je produkt uvolnén obvykle makrolaktonizaci, u NRPS to miZze byt
makrocyklizace nebo jednoducha hydrolyza (CANE a WALSH 1999).

Substraty PKS jsou obvykle acetyl-CoA, malonyl-CoA nebo methylmalonyl-CoA. PKS
se rozdé€luji do tii typt, z nichZ pouze typ I je slozen z vice modulti, které neplisobi opakované
a jsou analogické k NRPS. Elonga¢ni modul PKS se skladd vzdy nejméné ze tfi domén.
Acyltransferasova doména (AT) rozpoznava prekurzory, které jsou pak pieneseny na
fosfopantetheinové rameno acyl pfenasejici domény (ACP, neboli thiola¢ni doména T;
Obr. 2.1). Pti tomto pfenosu dochazi k tvorbé thioesterové vazby mezi acylovou skupinou
a fosfopantetheinovym ramenem. Polyketidovy fetézec je pfenesen z ACP domény prvniho
modulu ketosynthasovou doménou (KS) na cysteinovy zbytek v aktivnim misté KS, kde
nasleduje vznik C-C vazby s prekurzorem vazanym na dal§im ACP. Kondenzace je spojena
s dekarboxylaci ptipojovaného prekurzoru. Vysledkem kazdého katalytického cyklu je ptidani
dvou nebo tfi uhlikii. Moduly mohou obsahovat jesté dalsi domény modifikujici vznikajici PK.
Jsou to ketoreduktasové (KR), dehydratasové (DH) nebo enoylreduktasové (ER) domény
(FISCHBACH a WALSH 2006).

NRP jsou sloZeny jak z proteinogennich, tak i neproteinogennich aminokyselin, mezi
kterymi vznika amidova vazba. Stavba NRPS (Obr. 2.1) je analogicka k PKS 1. Tti nezbytné
domény elongacnich modulil jsou kondenzaéni (C), adenylacni (A) a thiolacni (T). Thiola¢ni
doménou (T) NRPS je peptidyl pienasSejici protein (PCP). Stejné jako ACP u PKS nese
fosfopantetheinové rameno. Pies né&j je pfipojen thioesterovou vazbou prodluZzovany peptidyl
(FISCHBACH a WALSH 2006). U NRPS jsou pro rozpoznani prekurzorti antibiotik
za spotieby ATP aktivuji prekurzor a pfedavaji ho sousednimu PCP. Specifita rozpoznavanych
substratl je zavisla na slozeni osmi nesousedicich aminokyselinovych zbytki, které jsou
soucasti aktivniho mista A domény (STACHELHAUS et al. 1999). Peptidovou vazbu mezi
rostoucim peptidem piipojenym na PCP prvni domény a aktivovanym prekurzorem na PCP
druhé domény zprostfedkuje C doména. Nékteré moduly mohou byt rozsifeny i1 o dal§i domény
modifikujici vznikajici peptid. Jsou to napt. epimerasovd doména (E), oxidasova doména,
methyltransferasova doména nebo cyklizaéni doména (Cy), ktera wvytvari péticlenny

heterocyklus (FISCHBACH a WALSH 2006). Casti NRPS jako je A a PCP doména mohou
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fungovat samostatné, bez toho aniz by byly sou¢asti modulu. Tyto volné domény se vyskytuji
napf. u aminokumarinovych antibiotik (GARNEAU et al 2005) nebo linkosamidi
(KOBERSKA 2010). Do NRP patti i dale popisované PBD (HU et al. 2007) a hormaomycin
(HOFER et al. 2011).

Existuji také hybridy NRP-PK jako je napf. bleomycin nebo rapamycin. Syntéza muiize
prejit z kondenzace aminokyselin (tvorby N-C vazby) na kondenzaci (methyl)malonyl-CoA
(tvorbu C-C vazby) a naopak (FISCHBACH a WALSH 2006).

Mal-CoA MeMal-CoA MeMal-CoA Mal-CoA Mal-CoA Mal-CoA

nystatin
L-lle L-Cys L-Leu L-Glu L-lle K‘H:,
K/g /¢ ji( J*NW 1
°0 NH/@

HN

\\1 ~

E R

bacitracin

Obr. 2.1: Schéma biosyntézy nystatinu, predstavitele polyketidt (nahofe). Schéma biosyntézy bacitracinu,
zastupce neribozomalnich peptidl. Prevzato z FISCHBACH a WALSH 2006.

2.1.2 Producenti antibiotik

Nejvyznamnéj$imi producenty antibiotik jsou streptomycety. Jsou to Gram pozitivni
pudni bakterie. Maji slozity zivotni cyklus, kdy ze spor vyrustaji mnohojaderna vlakna, ktera
tvori vegetativni mycelium. Jak kolonie starne, zacinaji se tvorit vzdusna vlakna nad myceliem.

V nich pak dozravaji spory, které po uvolnéni davaji vzniknout novym vlakntiim.
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Streptomycety jsou charakterizovany velkym genomem obvykle o velikosti 6-10 Mbp
a vysokym obsahem GC parti chromozomalni DNA (kolem 70 % z celkového poctu paru bazi).
Na rozdil od vétSiny bakterii vlastni linearni chromozom (LIN ef al. 1993). V roce 2002 byla
publikovana sekvence genomu Streptomyces coelicolor A3(2), ktery je velky 8,7 Mbp. Bylo
vném nalezeno témét 8000 genll a vice nez dvacet genovych shlukii pro biosyntézu
sekundarnich metaboliti. Centralni ¢ast chromozomu obsahuje geny, které jsou pro bakterii
nezbytné. Na centralni Cast navazuji po obou strandch ramena, kterd obsahuji zejména geny
neesencialni, jako jsou napt. geny pro biosyntézu antibiotik (BENTLEY et al. 2002). Ramena
vykazuji zna¢nou variabilitu a jsou nestabilni, coZ je zptisobeno zejména piitomnosti velkého
mnozstvi mobilnich genetickych elementt, které podnécuji chromozomové prestavby (CHEN et
al. 2002). Dnes je osekvenovano vice nez deset dalSich genomu streptomycet.

Pro streptomycety jsou charakteristické ¢asté genové vymény. Ty jsou dané predevsim
homologni rekombinaci uvnitt jednoho druhu. Genovy pienos mezi riiznymi druhy streptomycet
vSak hraje také vyznamnou roli. Evoluci streptomycet zndzorni 1épe sit’, kde jsou geny

prenaseny horizontalné¢ (DOROGHAZI a BUCKLEY 2010).

2.1.3 Horizontalni genovy prenos

Genova informace miize prfechazet z jednoho organizmu do druhého, aniz by byla
dédéna, tzv. horizontalnim genovym pienosem (HGT). Uplatiuje se zejména u prokaryot.
Ziejme plati, ze ¢im ptibuznéj$i organizmy, tim je vét$i pravdépodobnost HGT. Diky HGT
mohou organizmy ziskat nové vlastnosti, které jim pfinesou selekéni vyhodu, a mohou se tak
adaptovat na nové ekologické podminky. V evoluci je tomuto pienosu pripisovan velky
vyznam, nebot’ jen bakterie, které méni svou genovou informaci, mohou odolat selekénimu
tlaku. Geny ziskané HGT mohou byt pro organizmus nové, nebo mohou nahradit homologni
geny, které organizmus uz vlastni (ANDAM et al. 2011).

Jsou znamé tfi zakladni mechanizmy HGT. Konjugaci zprostiedkovava konjugativni
plazmid donorové bakterie, ktery koduje proteiny umoziujici ptimy prenos genetické informace
z jedné bakterie do druhé. Druhym typem HGT je transformace, ke které dochazi, kdyz se
bakterie dostane do stavu kompetence. Pak dokaze pfijmout cizorodou DNA z okoli bunky.
Poslednim typem HGT je pienos genli pomoci virt (bakteriofagy), tzv. transdukce. Geny se
mohou také piendSet mobilnimi genetickymi elementy, jako jsou plazmidy, transposony,
inzer¢éni sekvence, integrony nebo tzv. genomové ostrovy.

U streptomycet jsou rozsitené obii linearni plazmidy, které mohou nést celé genové
shluky pro biosyntézu antibiotik. Zda se, ze tyto plazmidy hraji zasadni roli v evoluci genomu
streptomycet a v horizontalnim pifenosu sekundarniho metabolizmu. Shluk geni z obfiho

plazmidu se mize integrovat do chromozomu a naopak i shluk gend z chromozomu se muze
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pfenést na linearni plazmid. Velikost obfich plazmidi je velmi rozmanitd, primérné se
pohybuje okolo 500 kbp (KINASHI 2011). Jednim znejvice prozkoumanych linearnich
plazmidi je SCP1 u Streptomyces coelicolor A3(2), ktery nese cely genovy shluk pro
biosyntézu methylenomycinu (KIRBY a HOPWOOD 1977).

2.1.4 Evoluce biosyntézy antibiotik

Jak jiz bylo zminéno dfive, geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitd jsou
organizovany do genovych shlukt. Tyto genové oblasti se rychle vyvijeji, coz je dano rychlym
mnozenim producentli a moznosti horizontalniho ptenosu. Shluky jsou pfenaseny mobilnimi
elementy, jako jsou ostrovy patogenicity a plazmidy (FISCHBACH et al. 2008). Ovsem evoluce
biosyntetickych genovych shlukii miize byt dana také pouze vertikalnim pfenosem, coz bylo
dokumentovano u genového shluku pro biosyntézu valinomycinu u osmi druhd streptomycet,
které byly izolovany z rliznych geografickych oblasti (MATTER et al. 2009).

Zmény jednotlivych genli genového shluku mohou byt zplisobeny mutacemi. To je
pozorovano zvlasté u modularnich enzymi (PKS a NRPS). V jednotlivych doménach PKS
dochazi k bodovym mutacim, které maji za nasledek inaktivaci domény. Tim se pak zméni
i struktura produkovaného antibiotika. U NRPS jsou pro rozpoznani prekurzorti antibiotik
A domény vede k modifikaci jeji substratové specifity, a do NRP jsou tak inkorporovany jiné
prekurzory. Vysledkem je pak i zména struktury kone¢ného produktu. Geny pro moduldrni
enzymy mohou byt v pribéhu evoluce pieskupovany, duplikovany nebo ztraceny. Duplikace
genll 1 celych genovych shlukd mize vést k divergenci biosyntetickych drah (FISCHBACH et
al. 2008).

Krom¢ zmén v jednotlivych genech mize dochazet i k pfesunu skupiny genti, které jsou
usporadany do tzv. podshlukd. Ty pak mohou byt nezavisle horizontalné ptenaseny. Mohou se
spojit s dalsimi podshluky a vytvofit genové shluky nové, komplexni. Zaclenéné genové
podshluky mohou kodovat latku, kterd je nové zakomponovana do molekuly plvodniho
antibiotika. Jestli bude mit novy podshluk funkéni vyuziti, zalezi zvlasté na kondenza¢nim
enzymu, ktery musi novy prekurzor rozpoznat a ptipojit ke stavajicimu produktu (FISCHBACH
et al. 2008). Tyto procesy byly pozorovany i u dale diskutovanych latek — linkomycinu,
celesticetinu, PBD a hormaomycinu (kapitola 2.2.5).

V ramci evoluce dochazi také ke konvergenci genovych shlukii, coz znamena, ze
neptibuzné genové shluky tvori podobny fenotypovy projev. Miize se jednat o konvergenci na
cil, kdy napt. antibiotika rizné chemické struktury inhibuji stejnou bunéénou funkci, nebo to

muze byt konvergence, z které plyne vytvoreni stejné molekulové kostry (FISCHBACH 2009).
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Genové shluky pritomné v jednom genomu mohou splynout do tzv. supershlukd, které
se pak uz chovaji jako jedna funk¢ni jednotka a jsou prenaSeny jako celek. V supershlucich
mize dojit 1 k funkénimu propojeni fuzovanych genovych shlukii a mize se tvofit jedna
komplexni latka (FISCHBACH 2009).

Porovnanim genovych shlukd riznych producentti antibiotik miizeme zjistit, které geny

jsou homologni, a dokonce miiZzeme i naznaéit jejich evoluéni vyvoj (KOBERSKA 2010).

2.1.5 Prolinovy motiv ve strukturach sekundarnich metabolitii

Prolin jako jedna ze zakladnich aminokyselin se samoziejmé vyskytuje v peptidovych
antibiotikach syntetizovanych klasicky na ribozomu. Takovym piikladem mohou byt
munumbiciny, relativné nové objevena antibiotika streptomycet s Sirokym spektrem u¢inkd
(CASTILLO et al. 2002). Bezobratli a obratlovci produkuji antibakterialni peptidy bohaté na
prolin, které ptisobi zvIasté proti Gram negativnim bakteriim (OTVOS 2002).

Motiv prolinu se nachazi v Siroké $kale sekundarnich metabolitd (Obr. 2.2). Derivaty
prolinu mohou vznikat jak z prolinu, tak i z jinych aminokyselin, které ve vysledku pfipominaji
prolin svou strukturou. Ptikladem latek, u kterych je prolin stavebni jednotkou, mohou byt
aminokumarinova antibiotika. Chlorobiocin a kumermycin A; obsahuji ve struktufe pyrrolovou
slozku (kumermycin A; dokonce tfi) vznikajici z prolinu (GARNEAU et al. 2005). Takto
vznikajici pyrrol se vyskytuje i u dalSich latek, jako je antifungalni latka pyoluteorin nebo
prodigiosiny, Cervené pigmenty (THOMAS et al. 2002). Zabudovani prolinu do struktury
antibiotika je zavérecna faze biosyntézy streptograminii A (PULSAWAT et al. 2007). Derivat
prolinu, jehoz biosyntéza vychazi z prolinu, nemusi byt soucasti velkych molekul, ale miize se
vyskytovat i v mensich molekulach, jako je celesticetin, zastupce linkosamidti (KOBERSKA
2010) nebo PBD neothramycin (MIYAMOTO et al. 1978).

Prikladem latek obsahujici motiv prolinu, ktery je biosynteticky odvozeny od jiné
aminokyseliny, mohou byt echinokandiny. U nich je struktura pfipominajici prolin vytvaiena
ziejmé cyklizaci leucinu. Kromé tohoto motivu vSak obsahuji i ptirozeny prolin (ADEFARATI
et al. 1991). Rapamycin obsahuje ve struktufe pipekolovou kyselinu, coz je Sesti¢lenny
homolog prolinu vznikajici cyklizaci lysinu (GATTO et al. 2006). U polyoxypeptinu A se
vyskytuji dokonce dvé struktury podobné prolinu. Piperazat, jehoz prekurzorem je glutamat,
a 3-hydroxy-3-methylprolin vznikajici z isoleucinu (UMEZAWA et al. 2001).

Derivat prolinu, jehoz biosyntéza vychazi ztyrosinu, se vyskytuje u linkomycinu

(WITZ et al. 1971), PBD (HURLEY et al. 1975) a hormaomycinu (HOFER et al. 2011).
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Obr. 2.2: Struktury vybranych latek obsahujicich prolinovy motiv. Vlevo nahote je prolin. Cervené (modre)
jsou oznaceny motivy prolinu. Pfevzato a upraveno z ADEFARATI et al. 1991, THOMAS et al. 2002,
GARNEAU et al. 2005, GATTO et al. 2006, PULSAWAT et al. 2007.
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2.2 Evolu¢ni propojeni linkosamidu,
pyrrolobenzodiazepini a hormaomycinu

Linkosamidy, pyrrolobenzodiazepiny a hormaomycin jsou ptirodni latky produkované
ruznymi druhy streptomycet. Maji odlisnou strukturu, a tedy i rozdilné ucinky. Tyto tfi skupiny
latek obsahuji ve své struktufe modifikovany prolinovy motiv, vétSinou derivat propylprolinu.
Soucasti genovych shlukd téchto latek jsou proto geny kodujici biosyntetickou drahu této

neobvyklé aminokyseliny.

2.2.1 Linkosamidy

Jiz v padesatych letech 20. stoleti bylo objeveno prvni linkosamidové antibiotikum.
Bylo pojmenovano celesticetin a bakterie, ktera ho produkuje Streptomyces caelestis (DE
BOER et al. 1960). O par let pozdgji byl objeven linkomycin A (dale linkomycin) produkovany
Streptomyces lincolnensis (BERGY et al. 1963). Do této skupiny latek patii také polosynteticky
derivat linkomycinu, klindamycin, hojné vyuzivany v klinické praxi. Klindamycin ma nejen
vy$$i antibiotickou aktivitu, ale plsobi i na Sir$i spektrum organizmt, a dokonce ma
1 antimalarické u¢inky (BIRKENMEYER a KAGAN 1970).

Linkosamidy inhibuji proteosyntézu u citlivych bakterii. Vazi se na 23S rRNA do
peptidyltransferasové smycky, do A a P mista ribozomu, kde zabranuji nasedani
aminoacyl-tRNA a vzniku peptidové vazby mezi aminokyselinami (DOUTHWAITE 1992).

Linkosamidy se skladaji z aminokyselinové a aminocukerné ¢asti, které jsou spojeny
amidovou vazbou (Obr. 2.3). Struktura linkomycinu byla publikovana jiz vroce 1964
(HOEKSEMA et al. 1964). Sklada se z propylhygrové kyseliny (frans-N-methyl-4-n-propyl-L-
prolin) (MAGERLEIN et al. 1967) a aminocukernou ¢ast predstavuje methylthiolinkosamid —
methyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-a-D-galaktooktapyranosid (SCHROEDER et al.
1967). Pii fementaci producenta linkomycinu, S. lincolnensis, dochazi k minoritni produkci
linkomycinu B. Strukturu ma velmi podobnou linkomycinu, li§i se pouze v délce boc¢niho
fetézce na C4’ prolinu, kde je navazan ethyl misto propylu (ARGOUDELIS et al. 1965).
Struktura celesticetinu (Obr. 2.3) se od struktury linkomycinu 1iSi mnohem vice. Nejvice
napadny je salicylat pfipojeny na C1 cukerné Casti, dale je to methoxy skupina na C7 a chybéjici
propyl v aminokyselinové casti (HOEKSEMA 1964). Genové shluky pro biosyntézu obou
linkosamidd jsou popsany a jejich porovnanim muizeme ziskat povédomi o biosyntéze obou
antibiotik (kapitola 2.2.4).

Biosyntéza linkomycinu probiha v nékolika krocich. Nejprve jsou samostatné
syntetizovany stavebni jednotky antibiotika — propylprolin (PPL) a methylthiolinkosamid

(MTL). Ty jsou pisobenim enzymu N-demethyllinkomycinsynthetasy (NDLS) kondenzovany
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dohromady a vznikd N-demethyllinkomycin. Poslednim krokem je methylace dusiku PPL
motivu.

NDLS je oligomerni enzym, ktery se sklada znékolika podjednotek. Zatim jich
predpokladame pét (KOBERSKA 2010). NDLS sdili nékteré rysy s NRPS. Obsahuje
podjednotky analogické k A a PCP doméné. A doména NDLS (aminoacyl-AMP-ligasa) je
jedina funkéné prokazana podjednotka NDLS. Adenylaci aktivuje PPL (KADLCIK v tisku).
Podjednotka analogickd k PCP doméné pak prenasi aktivovany PPL na dalSi podjednotky
NDLS, které uz nejsou analogické k NRPS. PPL je totiz kondenzovan s cukernym prekurzorem
nikoliv s dal$i aminokyselinou, jako je tomu u NRPS. Dale NDLS obsahuje katalytickou
podjednotku, kterd vytvari amidovou vazbu mezi prekurzory, aminotransferasovou podjednotku

a podjednotku neznamé funkce (KOBERSKA 2010).
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Obr. 2.3: Struktura linkomycinu (vlevo) a celesticetinu (vpravo).

Po objeveni linkomycinu se zacaly pfipravovat a testovat jeho rizné derivaty. Jedinym
derivatem linkomycinu, ktery se vyuziva v praxi, je klindamycin. Je to polosynteticky derivat,
ktery vznika chloraci linkomycinu na uhliku C7 v aminocukerné ¢asti (BIRKENMEYER a
KAGAN 1970).

Byly ptipraveny i uc¢inngjsi latky nez je klindamycin, ovS§em z hlediska jejich slozité
chemické ptipravy se tyto latky prumyslové nevyrabi. Bylo zjisténo, Ze pro vznik ucinngjSich
derivatl jsou kriticka tfi mista ve struktufe linkosamidd. Prvnim takovym mistem je C7 cukerné
casti. Jeho chloraci (v S konfiguraci) vznikl jiz zminény klindamycin. Druhym dialezitym
mistem je C4" aminokyselinové ¢asti linkosamidd. V této pozici byl pfirozeny propyl nahrazen
fadou riznych alkyl. Nejvyssi antibakterialni aktivitu vykazuje pentyl a hexyl v trans pozici.
Tyto alkyla¢ni modifikace mohou byt riizné uc¢inné v kombinaci s pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
N1’ methylové skupiny (tfeti kritické misto modifikaci). Zatimco u série derivatii odvozenych

od linkomycinu jsou alkylové derivaty s methylovou skupinou G¢inngj$i nez nemethylované,
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série derivati klindamycinu vykazuje naopak vét§i ucinky bez této methylové skupiny.
Nejucinngjsim derivatem linkomycinu popsanym v literatufe je 1’-demethyl-4’-depropyl-4'-
pentylklindamycin. Pusobi vyrazné na Siroké spektrum Gram pozitivnich i Gram negativnich
bakterii a na nékteré prvoky, jako jsou plazmodia zptsobujici malarii (MAGERLEIN 1971).

V soucasné dobé¢ se studuji moznosti prenosu genti z jinych bakterii do genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu, které by zajistily stabilni a méné naro¢nou produkei uc¢inngjsich
derivatii cestou pfimé biosyntézy. Konkrétné se uvazuje o presunu genti z producentd PBD,
které by mohly modifikovat délku a vétveni boéniho fetézce prolinového motivu. Znalost

biosyntetické drahy PPL je tedy dutlezita také z tohoto divodu.

2.2.2 Pyrrolobenzodiazepiny

Celym nazvem pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepiny (PBD) jsou latky silné¢ se vazici
k dvoutetézcové DNA. Vazi se kovalentné do malého zlabku, takze blokuji replikaci
a transkripci genetické informace. Zpusobuji nepatrnou distorzi DNA, a tudiz vazba PBD je
Spatné detekovatelna komplexy excizni opravy (PETRUSEK et al. 1981).

PBD vykazuji nejen antibiotickou, ale hlavné cytotoxickou aktivitu, ktera by mohla byt
vyuzita pro protinadorovu léfbu. OvSem charakterizované PBD jsou také toxické pro
organizmus, a proto se vyviji nové PBD s lepSimi vlastnostmi. Synteticky pfipraveny PBD
dimer SJG-136 je v prvni fazi klinickych testt (CIPOLLA et al. 2009).

Struktura anthramycinu, prvniho popsaného PBD, byla urfena jiz vroce 1965
(LEIMGRUBER et al. 1965). PBD (Obr.2.4) se skladaji zanthranilatové (A)
a dihydropyrrolové slozky (C), které spolu vytvareji benzodiazepinové jadro (B). Tato kostra je
modifikovana riznymi substituenty. Dihydropyrrolova ¢ast u vétsiny PBD je analogicka k PPL
u linkomycinu a vznika analogickym zpiisobem. OvSem je odli$n¢ inkorporovana do molekuly
PBD. Kondenzaci anthranilatové a dihydropyrrolové slozky PBD katalyzuje NRPS se dvéma
moduly, které jsou kédovany dvéma geny (HU et al. 2007).

Doposud byly publikovany tfi sekvence genovych shluki pro biosyntézu PBD.
Konkrétné jsou to shluky pro biosyntézu anthramycinu (HU et al. 2007), sibiromycinu (LI ef al.
2009a) a tomaymycinu (LI et al. 2009b). Proto se dale zaméfuji pouze na tyto tii PBD. Krome
téchto publikovanych genovych shlukl se v nasi laboratofi osekvenoval genovy shluk pro
biosyntézu  porothramycinu, PBD s nejstrukturovanéj$im bocnim fetézcem na
dihydropyrrolovém jadru (Obr. 2.4). VSechny tyto latky obsahuji geny pro biosyntézu
dihydropyrrolové slozky analogické k PPL a ve svych shlucich nesou tomu odpovidajici
ortologni geny.

Z Obr 2.4 je patrné, Ze nejvice modifikovany bocni fetézec dihydropyrrolové slozky

obsahuji anthramycin, mazethramycin a porothramycin. Geny kodujici proteiny, které katalyzuji
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tyto modifikace, by mohly byt pfeneseny do shluku genll pro biosyntézu linkomycinu, a tak by

se dalo dosahnout tvorby nového hybridniho antibiotika s vylepSenymi vlastnostmi.
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Obr. 2.4: Struktury vybranych pfirozenych pyrrolobenzodiazepint. Anthranilatova jednotka (A),
benzodiazepinoveé jadro (B), dihydropyrrolova jednotka (C). Pfevzato z CIPOLLA et al. 2009.

2.2.3 Hormaomycin

.....

stimuluje produkei antibiotik a inhibuje rist koryneformnich bakterii (ANDRES et al. 1990).
Avsak mechanizmus jeho ptisobeni neni doposud popsan.

Je to strukturné slozita latka (Obr. 2.5) skladajici se z nékolika stavebnich jednotek. Jde
o tzv. depsipeptid (peptid, kde je jedna nebo vice peptidovych vazeb nahrazena esterovymi
vazbami). Ve struktufe hormaomycinu se nachazi propenylprolin (V ve struktufe Obr. 2.5),
unikatni prolinovy derivat vyskytujici se v prirodé (ZLATOPOLSKIY a DE MEIJERE 2004).
Je to derivat prolinu s dvojnou vazbou v bo¢nim fetézci v cis pozici (ZLATOPOLSKIY et al.
2004). Propenylprolin vznika analogickou PPL drahou, spole¢nou s biosyntézou linkomycinu,

ale nasledné je zatazen do peptidového fetézce pomoci NRPS (HOFER et al. 2011).
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Obr. 2.5: Struktura hormaomycinu. Jednotlivé jednotky jsou oznageny fimskymi &isly. | — (S)-isoleucin, Il —
3-methylfenylalanin, Il — (2R)-allo-threonin, IV — 3(trans-2-nitrocyklopropyl)alanin, V — 4(Z)-propenylprolin,
VI — 5-chloro-1-hydroxypyrrol-2-karboxylova kyselina. Pfevzato ze ZLATOPOLSKIY a DE MEIJERE 2004.

2.2.4 Genové shluky pro biosyntézu linkosamidi,

pyrrolobenzodiazepinii a hormaomycinu

Sekvence genového shluku pro biosyntézu linkomycinu je jiz znama. Poprvé byla
publikovana vroce 1995 u prumyslového kmenu Streptomyces lincolnensis 78-11. Bylo
identifikovano 30 hypotetickych geni (PESCHKE et al 1995). Posléze byla sekvence
revidovana analyzou genového shluku typového kmenu S. lincolnensis ATCC 25466. Bylo
urceno 29 hypotetickych gend, ztoho tfi geny rezistenéni a 26 genl biosyntézy a regulace.
Genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu je velky 32 kbp (KOBERSKA et al. 2008).

Nyni mame k dispozici i sekvenci genového shluku pro biosyntézu celesticetinu.
Porovnanim shlukii pro biosyntézu celesticetinu a linkomycinu miizeme navrhnout, jaké geny se
podileji na syntéze odpovidajici slozky. Genovy shluk pro biosyntézu celesticetinu s genovym
shlukem pro biosyntézu linkomycinu (Obr. 2.6) sdileji homologni geny pro aminocukernou ¢ast
(MTL, modte) a geny pro kondenza¢ni enzym (NDLS, ¢ervené). Zajimavy je gen /ImbN, ktery
se uplatiiuje v biosyntéze MTL a zaroven jeho 5'-terminalni ¢ast kéduje PCP, soucast NDLS.
Sekvence kodujici ortologni PCP je ptitomna i v genovém shluku pro biosyntézu celesticetinu,
je vSak soucasti jiného genu, 3’-terminalni ¢asti cchbZ. Genovy shluk pro biosyntézu
celesticetinu obsahuje navic geny pro biosyntézu salicylatu (hnédég), které chybé&ji v genovém
shluku pro biosyntézu linkomycinu. Rozdil je také v biogenezi aminokyselinového prekurzoru.
Do struktury celesticetinu je zabudovan ptimo proteinogenni prolin, nejsou tedy nutné zadné

specialni geny pro vznik této stavebni jednotky. Na rozdil od toho biosyntéza PPL, prekurzoru
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linkomycinu, je kodovana Sesti geny (zluté pruhované), které nejsou pfitomny v genovém

shluku biosyntézy celesticetinu (KOBERSKA 2010).

Shhuk genii pro biosyntézu linkomycinu

rA A BB C D E F G HJFEL MN «+ P O0S5S RQ T YV

Shuk genii pro biosyntézu celesticetinu

= T e ) (il E 0

rl HJ 1 KL MN Z FE D C POSRQg TV 2 3 4 5

|

) Geny pravdépodobné kadujici podjednotky NDLS
®  Sckvence kadujici PCP
BB Geny, které se pravdépodobné ticastni biosyntézy aminocukemé &asti link osamidi
=) Geny s nezndmou funkci
=) Geny specifické pro celesticetin

=D Geny specifické pro linkomycin, Earkovanon viphi maji geny,
které se vyskytyyi 1 u PBD antibiotik
=) Lmbi/cch] koduji zavEreény krok biosyntézy, methylaci NDL/NDC

=) Rezistencni geny

Obr. 2.6: Genové shluky biosyntézy linkomycinu a celesticetinu. Pfevzato z KOBERSKA 2010.

Funkce naprosté vétSiny proteind byly navrzeny na zakladé sekvencnich srovnavacich
analyz se znamymi proteiny a na zaklad¢ vysledkll inaktivaci vétSiny gend linkomycinového
genového shluku. Piimo funkénim testovanim proteini vSak byla prokazana funkce jen
unékolika z nich. Jsou to proteiny LmbB2 a LmbBI1, které katalyzuji prvni dva kroky
biosyntézy PPL (NOVOTNA ez al. 2004, NOVOTNA 2008). Dale je to protein LmbC, ktery je
soucasti NDLS. Jednd se o aminoacyl-AMP-ligasu, fungujici na stejném principu jako
A doména NRPS. LmbC aktivuje adenylaci PPL (KADLCIK v tisku). Dal§im funkéné
prokdzanym enzymem je LmblJ, ktery katalyzuje posledni krok biosyntézy linkomycinu —
methylaci N-demethyllinkomycinu (KADLEC 2000).

Nedavno byly publikovany i genové shluky pro biosyntézu tfi PBD (anthramycin,
sibiromycin, tomaymycin) (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, LI et al. 2009b) a hormaomycinu
(HOFER et al. 2011). Ve vsech se podle ofekavani nasly ortologni geny pro biosyntézu
modifikovaného prolinu (Obr. 2.7). Genové shluky pro biosyntézu anthramycinu a sibiromycinu
obsahuji ortology vSech Sesti genii pro biosyntézu PPL linkomycinu, ale navic obsahuji dalsi

geny, které koduji enzymy pokracujici v biosyntéze jejich dihydropyrrolovych prekurzord (HU
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et al. 2007, LI et al. 2009a). Ve shluku gend pro biosyntézu tomaymycinu chybi ortolog
proteinu  LmbW, ktery zfejmé katalyzuje methylaci bo¢niho fetézce prolinu, a proto
tomaymycin ma jen dvouuhlikaty zbytek na prolinovém motivu (Obr. 2.7) namisto tfiuhlikatého
(LI et al. 2009b). V genovém shluku pro biosyntézu hormaomycinu chybi ortolog LmbX.
Dusledkem absence tohoto genu je pritomnost dvojné vazby v bo¢nim fetézci prolinového

derivatu (HOFER et al. 2011).

HooC
HooC HooC

HN \ HN X -CH
CH,
H,C

3

propylprolin (linkomycin)  propenylprolin (hormaomycin) ethylidenprolin (tomaymycin)
HOOC
HOOC

HN,
HN _—
7N CH 0
3
NH,

propenyldehydroprolin (sibiromycin) dehydroprolinakrylamidova kyselina (anthramycin)

Obr. 2.7: Prolinové derivaty vznikajici rdzné modifikovanou PPL drahou.

2.2.5 Evolu¢ni propojeni

Porovnani genovych shlukti linkosamid, PBD a hormaomycinu (Obr. 2.8) naznacuje
spoleéné momenty molekularni evoluce téchto latek, coz se odrazi v evolu¢nim propojeni
genovych shluki. Pii porovnani biosyntetickych genovych shlukii linkosamidd 1ze pozorovat
prenosy genetickych elementll na tfech urovnich — pienos blokd gend (modularni pienos),
prenos jednotlivych gend 1 posun subgenovych segmentd mezi sousedicimi geny v genovém
shluku. Genové shluky pro biosyntézu linkomycinu a celesticetinu sdileji geny pro
aminocukerny prekurzor a kondenza¢ni enzym. Tyto geny jsou organizovany do kompaktnich
podshluki.

Genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu vznikl zfejmé fazi dvou genovych shluku.
Jednim byl shluk pro biosyntézu plvodniho linkosamidu, ktery inkorporoval do struktury
prolin, jako je tomu v biosyntéze celesticetinu, druhym byl ziejmé shluk pro biosyntézu PBD,
inkorporujici do své struktury PPL. Tento nazor o sméru pienosu gend podporuje to, Ze shluk
genil pro PBD obsahuje kompaktnéjsi usporadani genti pro analog PPL. U charakterizovanych
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genovych shlukii pro biosyntézu PBD tvofi ortology ImbBlI, ImbB2, ImbX a ImbY tadu
piekryvajicich se gent, pouze dvojice /mbA a ImbW ortologl je lokalizovana na jiném misté
shluku. Rozdélenim plivodné konzervované ¢tvetice gentl /mbBl1, ImbB2, ImbX, ImbY na dvé
dvojice 1 oddéleni gend /mbA a ImbW je nepfimym dikazem, Ze geny pro dneSni PPL drahu
byly do genomu producenta linkomycinu pteneseny z n¢jakého ptivodniho genového shluku pro
biosyntézu PBD (KOBERSKA 2010). Hypotézu o prenosu genti z producenta PBD do
linkomycinového genového shluku také naznacuje odlisny stupen diverzity PBD a linkosamidd.
Ptirozené linkosamidy jsou pouze dva a jen jeden z nich (linkomycin) kéduje ve svém shluku
biosyntetickou drahu pro PPL. Zato PBD tvofi §irs$i skupinu biologicky aktivnich latek, kdy
vétSina z nich zifejmé koduje modifikovanou PPL drahu. Z identifikovanych struktur latek
skupiny PBD je zfejmé, Ze u nich v PPL draze doslo k del$imu vyvoji, coZ se odrazi v bohat$im
spektru modifikaci PPL motivu. Je tedy pravdépodobné, Ze geny pro biosyntézu PPL byly
preneseny z producentt PBD, kde je tato draha rozSifend, do producenta linkosamidu
inkorporujiciho do své struktury prolin.

Aby mohly byt nové pfijaté geny pro biosyntézu PPL zafazeny do biosyntézy
linkosamidu i funkéng, bylo zaroven nutné, aby nové vznikajici PPL prekurzor mohl byt
kondenza¢né spojen s aminocukernou ¢asti. To se mohlo teoreticky stat dvéma zplsoby. Prvni
zpisob je ten, Ze s geny pro biosyntézu PPL byl producentem linkosamidu soucasné piijat i gen
pro specifickou A doménu NRPS rozpoznavajici PPL. To by bylo elegantni feSeni, které by
okamzité s fuzi shlukid zajistilo syntézu linkomycinu. Druhym zpisobem je nasledna postupna
zména substratové specifity prolinové A domény kondenza¢niho enzymu z biosyntézy
puvodniho linkosamidu. I kdyZ je tento zpuisob vicestupnovy, a tedy hlife predstavitelny, prave
ten se v evoluci uplatnil. Byly charakterizovany A domény kondenzacnich enzym NDLS
a N-demethylcelesticetinsynthetasy (NDCS), kondenza¢niho enzymu spojujiciho prekurzory
celesticetinu. NDCS si lze predstavit jako pivodni kondenza¢ni enzym. A doména NDCS
rozpoznava pouze prolinovou stavebni jednotku, zatimco s PPL ma nulovou aktivitu ziejmeé
kvuli sterickym narokim tohoto atypického substratu. Aby byla schopnd rozpoznat vétsi
substrat, jakym je PPL, muselo dojit ke zméné substratové specifity. Bylo prokazano, zZe
nékolika bodovymi mutacemi v aktivnim misté doslo ke zvétSeni prostoru v dutiné aktivniho
mista. Konkrétné A doména NDCS tvori aktivni misto, jehoZ soucasti jsou aminokyselinové
zbytky VFYCALVC, zatimco aktivni misto NDLS obsahuje aminokyselinové zbytky
VALVAIGC. Rozdil je v péti aminokyselinovych zbytcich, z nichz ALG A domény NDLS maji
mensi boéni fetézce nez FYV A domény NDCS (KADLCIK v tisku).

Recentni ¢lanek o biosyntéze hormaomycinu a jeho genovém shluku ukazal, Ze
hormaomycin obsahuje také PPL motiv. Oproti genovému shluku pro biosyntézu linkomycinu
obsahuje jen pét ortolognich genti pro modifikovanou PPL drahu. Chybi mu ortolog LmbX

(HOFER et al. 2011). Evolu¢ni propojeni hormaomycinu s PBD a linkosamidy nebylo zatim
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naznaCeno, ale zfejm¢ genovy shluk pro biosyntézu hormaomycinu ptijal také geny od
producenta PBD.

Genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu se od shluku pro biosyntézu celesticetinu 1isi
také piitomnosti genu ImbU (KOBERSKA 2010). Jeho ortolog #rmB je obsazen ve shluku pro
biosyntézu hormaomycinu (HOFER et al. 2011). Dalsi ortology jsou obsaZeny v genovych
shlucich pro aminokumarinova antibiotika — cloE chlorobiocinu, novE novobiocinu a couFE
kumermycinu A (EUSTAQUIO et al. 2003). Proteinu NovE byla prokazana funkce. Funguje
jako pozitivni regulator biosyntézy novobiocinu (DANGEL et al. 2008). Ortologem je také
rubC4, gen z genového shluku pro biosyntézu rubradirinu. Je to slozité antibiotikum obsahujici
také aminokumarinovou slozku (KIM et al. 2008). Je zajimavé, Ze producent rubradirinu je
varieta producenta tomaymycinu. U této variety vSak produkce tomaymycinu nebyla
stanovovana. Syntéza vSech téchto latek vychazi z tyrosinu, ale u aminokumarind prochazi jinou
biosyntetickou drahou. Pivod genu /mbU ve shluku pro biosyntézu linkomycinu je otazkou. Je
mozné, Ze tento gen byl pfenesen spolu s geny pro biosyntézu PPL z néjakého
necharakterizovaného producenta PBD nebo s geny ze shluku pro biosyntézu hormaomycinu.
Jak jiz bylo zminéno, v tomto genovém shluku vSak chybi ortolog /mbX. Kdyby se podatilo
charakterizovat n¢jaky genovy shluk, kde by byly pfitomné vSechny geny pro biosyntézu PPL
igen ImbU, pak by se ziejm¢ jednalo o shluk gend, zkterého pochazeji ortologni geny

genového shluku pro biosyntézu linkomycinu.
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Obr. 2.8: Genové shluky pro biosyntézu linkomycinu (EU124663.1 — Cislo v databazi GenBank),
anthramycinu (EU195114.1), sibiromycinu (FJ768674.1), tomaymycinu (FJ768957.1) a hormaomycinu
(HQ542230.1). Cervené jsou znazornény ortologni geny ucastnici se biosyntézy prolinovych derivata.

2.3 Propylprolinova draha

Draha pro biosyntézu PPL byla identifikovana zatim u tii skupin latek — u linkomycinu,
nékterych PBD a hormaomycinu. Ortologni geny a jejich funkce shrnuje Tab. 2.1. Tato kapitola
se zaméfuje na konkrétni sled reakci vedoucich k PPL v biosyntéze linkomycinu (Obr. 2.9)
a k jeho derivatim u PBD a hormaomycinu. Prvni uceleny navrh biosyntézy PPL byl pfedstaven
v roce 1984 (BRAHME et al. 1984).

Vychozi latkou této drahy je L-tyrosin. Pomoci radioaktivné znaceného tyrosinu bylo
zjisténo, ze dusik a sedm z deviti uhlikii tyrosinu zlstavaji v molekule PPL (WITZ et al.
1971). Poté byl potvrzen stejny prekurzor i u PBD (HURLEY et al. 1975). Tyrosin vznika
klasickou cestou pres Sikimatovou drahu (BRAHME et al. 1984).

Prvni dvé reakce PPL drahy jsou funkéné prokazané. Nejprve je aromatické jadro
tyrosinu hydroxylovano na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA). Tuto reakci katalyzuje protein
LmbB2/ORF13/SibU/Toml/HrmE (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, LI et al. 2009b, HOFER et
al. 2011). Funkce byla prokazana nezavisle hned dvakrat na ortolozich LmbB2 a ORF13. Podle
obou praci obsahuje enzym Fe-protoporfyrin IX (hem b). Enzym LmbB2 byl charakterizovan

jako tyrosinhydroxylasa, ktera pouziva jako donor redoxnich ekvivalentii tetrahydrobiopterin.
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LmbB2 tvoii samovolné peroxid vodiku (NOVOTNA 2008). ORF13 byl identifikovan jako
peroxidasa, ktera vyzaduje pro svou aktivitu peroxid vodiku. V této praci vSak nebyl testovan
mozny vliv kofaktort (CONNOR et al. 2011).

Nasleduje 2,3-extradiolové Stépeni, pii kterém se nejprve rozstépi aromatické jadro
a vznikd 5-alanyl-2-hydroxymukonat-6-semialdehyd (COLABROY et al. 2008). Nasledné
dochazi k cyklizaci do pyrrolového kruhu. Vznikad Zzluta latka, kyselina 4-(3-karboxy-3-oxo-
propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova. Tuto druhou funkéné prokazanou reakci
katalyzuje LmbB1 (NEUSSER et al. 1998, NOVOTNA et al. 2004). Je to L-DOPA-2,3-
dioxygenasa, ktera pro svou aktivitu potfebuje Zeleznaté ionty, které jsou pripojeny na dva
histidinové zbytky enzymu (COLABROY et al. 2008). Ortologni proteiny LmbB1 jsou —
ORF12/SibV/TomH/HrmF (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, LI et al. 2009b, HOFER et al.
2011).

Dalsi kroky biosyntézy PPL jsou jen predpokladané. Funkce ostatnich enzymt PPL
drahy byly navrzeny dle srovnavaci analyzy jejich sekvenci. Funkce proteind v biosyntéze PPL
navrzené¢ v publikacich analyzujicich jednotlivé biosyntetické shluky genti nejsou vzdy
dolozitelné sekvencni analyzou vzhledem k unikatnosti drahy i stupni jejiho poznani, nékdy
jsou i pon¢kud v nesouladu. Tyka se to piedev§im proteint LmbX a LmbA.

Predpoklada se, ze LmbX katalyzuje tieti reakci PPL drahy. V publikované literatuie je
navrzeno, ze tento protein a jeho ortology ORF15/SibS/TomK katalyzuji hydrolyzu C-C vazby
a odstépeni dvouuhlikatého fetézce (LI et al. 2009a). Tato funkce nevyplyva ze sekvencnich
analyz, ale byla tomuto proteinu pfisouzena, protoze byl nejméné charakterizovany a bylo
ziejmé, ze v biosyntéze PPL dochazi ke Stépeni boéniho fetézce prolinu. Z této predstavy
vychazela i tato diplomova prace, ktera je zamétena na potvrzeni funkce proteinu LmbX, ktery
by m¢l dale preménovat vysledny produkt reakci katalyzovanych proteiny LmbB2 a LmbBI.
V prubéhu prace vsak byl publikovan ¢lanek o biosyntéze hormaomycinu, jehoz genovy shluk
ortolog LmbX neobsahuje. Zajimavé je, Ze produkovany PPL derivat (Obr. 2.7) nema takovou
strukturu, jakou by mél mit, kdyby LmbX #idil hydrolyzu C-C vazby (HOFER et al. 2011).
Teoreticky by se mél produkovat derivat PPL, ktery ma v bo¢nim fetézci o jeden uhlik méné
(jeden uhlik je kompenzovan naslednou methylaci). Nicméné prekurzor hormaomycinu je
propenyprolin — struktura s dvojnou vazbou na boénim téfuhlikatém fetézci (HOFER et al.
2011). Mize se zdat, ze LmbX tedy katalyzuje redukci dvojné vazby. Funkce reduktasy vsak
viibec nevyplyva z proteinové sekvence LmbX. LmbX je podobny isomerasam. Proteinu LmbX
a jemu podobnym proteintim se vénuje kapitola 2.3.1.

Dle literatury by po hydrolytickém $tépeni bo¢niho fetézce mela nasledovat methylace
katalyzovana methyltransferasou LmbW/ORF5/SibZ/HrmC. Tato methylace je spojena
s tautomerizaci, kdy dochazi k ptesunu dvojnych vazeb (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, LI et

al. 2009b, HOFER et al. 2011). Donorem methylové skupiny je S-adenosylmethionin
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(ARGOUDELIS ef al. 1969). Methytransferasa vSak zjevné nepfeménuje veskery sviyj substrat,
nebot’ pfi fermentaci S. lincolnensis dochdzi k minoritni produkci linkomycinu B, coz je
linkosamid, ktery se lisi od linkomycinu praveé pfitomnosti této methylové skupiny na bo¢nim
fetézei prolinu (BRAHME et al. 1984). V genovém shluku pro biosyntézu tomaymycinu ortolog
této methytransferasy chybi, coZ ma za nasledek pouze dvouuhlikaty bo¢ni fetézec ve struktute
tomaymycinu (Obr. 2.7). Protoze i u prekurzoru tomaymycinu dochazi k pfesunu dvojnych
vazeb, koduje ve svém shluku na rozdil od ostatnich latek tautomerasu TomN. Nedavno byla
charakterizovana, ale nemohla byt dokdzana jeji funkce, protoze neni dostupny jeji
predpokladany substrat. Zda se ale, ze funguje jinak. Je mozné, ze katalyzuje pfesun dvojnych
vazeb u okamzitého produktu extradiolového $tépeni katalyzované ortologem LmbB1 a az
nasledné dochazi k hydrolyze fetézce (BURKS et al. 2011).

Dale musi dojit k redukci dvojnych vazeb. Ty redukuje ziejmé F420 dependentni
reduktasa LmbY/ORF14/SibT/TomJ/HrmD (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, LI et al. 2009b,
HOFER et al. 2011). Na konci 80. let byl objeven kosynteticky faktor linkomycinu, ktery je
nutny pro biosyntézu PPL. Pokud ho bakterie neprodukuje, pak se linkomycin nesyntetizuje
(COATS et al. 1989). Jeho struktura byla urCena jako 7,8-didemethyl-8-hydroxy-5-
deazariboflavin a odpovida fragmentu koenzymu F420 (KUO et al. 1989). Byl urcen
iintermediat PPL drahy, ktery vznikd bez pfitomnosti tohoto koenzymu. Jednad se
o 4-propyliden-3,4-dihydropyrrol-2-karboxylovou kyselinu (KUO et al. 1992). Obecné aby byl
koenzym F420 kompletni, musi byt k fragmentu F420 pfipojen fosfolaktat (GRAUPNER et al.
2002) a dale jsou ke koenzymu pfipojeny glutamatové zbytky, po jejichz navazani se stava
enzym aktivnim (LI et al. 2003). V literatuie o biosyntéze PPL derivatd je uvedeno, Ze ptipojeni
glutamatovych zbytkid katalyzuje y-glutamyltransferasa LmbA/ORF6/SibY/TomL/HrmG, ktera
je kddovana v§emi charakterizovanymi biosyntetickymi shluky (PESCHKE et al. 1995, LI et al.
2009a, LI et al. 2009b, HOFER et al. 2011). Tento ptedpoklad je ale zfejmé& chybny. Obecné
pripojeni glutamatovych zbytkd k F420 katalyzuje glutamatligasa (LI et al. 2003), ktera nema
zadnou podobnost s ortology LmbA. Ve skuteCnosti y-glutamyltransferasa katalyzuje $tépeni
y-glutamylu (C-N vazby) z riznych latek obsahujicich y-glutamyl, napt. z glutathionu, a jeho
uvolnéni nebo pienos na dalsi aminokyseliny nebo peptidy. Jsou to Ntn-hydrolasy (N-terminalni
nukleofil). Utastni se transportu a metabolizmu aminokyselin. N-konec y-glutamyltransferas
funguje jako signalni peptid a zajist'uje export do periplazmatického prostoru (OKADA et al.
2006). Ovsem LmbA tento N-terminalni signalni peptid postradd, coz napovidd funkci
vnitrobunééné (PESCHKE et al. 1995). Zda se, Ze prenos y-glutamatu do PPL drahy nezapada,
ale zfejm¢ ma v biosyntéze PPL dilezitou roli (soucast diskuze).

Po redukci jedné dvojné vazby se biosyntézy zminovanych latek rozchazeji. Biosyntéza
prekurzoru tomaymycinu a hormaomycinu touto ¢astecnou redukei bo¢niho fetézce prolinového

derivatu konéi (LI et al. 2009b, HOFER et al. 2011). U linkomycinu dochazi ziejmé jesté
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k jedné redukci katalyzované LmbY a vznikd PPL. Biosyntéza prekurzori anthramycinu
a sibiromycinu pokracuje oxidaci, vytvaii se dvojna vazba a vznika propenyldehydroprolin, coz
je prekurzor sibiromycinu. Tuto oxidaci katalyzuje ORF7/SibW, FAD dependentni
oxidoreduktasa (HU ef al. 2007, LI et al. 2009a).

Syntéza dehydroprolinakrylamidové slozky anthramycinu (Obr. 2.9) pokracuje
tautomerizaci nesaturovaného iminu na dienamin, ktery prochdzi hydroxylaci na koncové
methylové skupiné. Tuto reakci katalyzuje ziejmé cytochrom P450 hydroxylasa ORF4. Dale
dochazi k oxidaci na aldehyd a nasledné na karboxylovou kyselinu. Enzymy pro tuto reakci
(ORF3, ORF2) jsou podobné alkoholdehydrogenase a aldehyddehydrogenase. Poslednim
krokem je amidace amidotransferasou ORF1 (HU et al. 2007). Shluk genl pro biosyntézu
anthramycinu tedy obsahuje oproti linkomycinu pét dalsich gend, které by mohly byt vyuzity
k ptipraveé hybridnich latek.

pFistupové ¢islo predpokladana funkce | homology (% podobnosti
gen
v databazi GenBank proteinu s geny linkomycinu)
orf6 (75 %), tomL (60 %),
ImbA ABX00597.1 v-glutamyltransferasa sibY (58 %), hrmG. (65 %)
L-DOPA-2,3- orf12 (49 %), tomH (59 %),
ImbB1 ABX00598.1 dioxygenasa sibV (57 %), hrmF (56 %)
L-tyrosin-3- orfl3 (41 %), toml (42 %),
i SERCOTGEELT hydroxylasa sibU (45 %), hrmE (48 %)
orf5 (78 %), sibZ (62 %),
ImbW ABX00619.1 methyltransferasa hrmC (56 %)
s orfl5 (35 %), tomK (48 %),
ImbX ABX00621.1 neznama funkce sibS (45 %)
F420 dependentni orfl4 (52 %), sibT (56 %),
Imby ABX00622.1 reduktasa tomJ (55 %), hrmD (48 %)

Tab. 2.1: Prehled gen, které kéduji enzymy katalyzujici reakce PPL drahy linkomycinu, a jejich ortologt
v genovych shlucich anthramycinu, sibiromycinu, tomaymycinu a hormaomycinu. Prokazané funkce
enzymu jsou znazornény tuéné. Analyza proteinovych sekvenci pomoci aplikace pBLAST.
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Obr. 2.9: Schéma propylprolinové drahy. 1 — tyrosin; 2 — DOPA; 3 — 5-alanyl-2-hydroxymukonat-6-
semialdehyd; 4 — enol forma latky 5; 5 — 4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova
kyselina; 6 — 4-vinyl-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina; 7 — 4-propyliden-3,4-dihydropyrrol-2-
karboxylova kyselina; 8 — 4-propyliden-tetrahydropyrrol-2-karboxylova kyselina; 9 — propylprolin. Cervené
jsou znazornény latky, které byly identifikovany jako intermediaty biosyntézy PPL, a enzymy, jejichz funkce
byla prokazana. Na poslednim Ffadku je schéma dokoncCeni biosyntézy dehydroprolinakrylamidu,
prolinového derivatu anthramycinu. Schéma vytvofeno dle HU et al. 2007, COLABROQOY et al. 2008, LI et
al. 2009a.

prekurzor

rekurzor sibiromycinu
anthramycinu HN p y

2.3.1 LmbX

2.3.1.1 Obecné informace

LmbX je protein ucastnici se biosyntézy PPL — prekurzoru a stavebni jednotky
linkomycinu. Tato funkce byla prokazana inaktivaci genu /mbX, ktera vedla k zastaveni
produkce linkomycinu. Po pfidani PPL nebo jeho derivati do média byla produkce linkomycinu
nebo jeho derivati obnovena (ULANOVA et al. 2010). Gen ImbX je ve spoleéném operonu
s ImbY a jeho transkripce se zahajuje z promotoru umisténého pied /mbY. Oba geny se piepisuji
z minus vlakna a prekryvaji se ve ¢tyfech nukleotidech. Gen Imb.X je velky 891 bp, které jsou
piekladany do 296 aminokyselinovych zbytkd. Vypoctend molekulova hmotnost proteinu
LmbX je 30727 Da.

V dobé¢, kdy byla zadana diplomova prace, se piedpokladalo, ze LmbX katalyzuje

hydrolyzu C-C vazby bo¢niho fetézce produktu reakce fizené LmbB1 (Obr. 2.10) (LI et al
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2009a). Tato hypotéza byla v souladu s dosavadnimi poznatky. Ov§em v prub&hu prace byly
zjistény nové skute¢nosti. Byl popsan genovy shluk pro biosyntézu hormaomycinu, kterému
chybi ortolog LmbX (HOFER et al. 2011) a byla revidovana funkce PhzF (AHUIJA et al. 2008),
coz je protein podobny LmbX (kapitola 2.3.1.3.1). Tyto nové poznatky naznacuji, Zze funkce
LmbX muze byt jind. OvSem hydrolytickou funkci proteinu LmbX zatim vyloucit nelze.
Hydrolyticka funkce v§ak nevyplyva ani ze srovnavaci analyzy proteini (pBLAST), kdy nebyl
nalezen zadny podobny protein s odpovidajici funkci. LmbX patti do proteinové rodiny PhzC-
PhzF, rodiny proteinti podobnych proteinlim biosyntézy fenazinu (phenazine biosynthesis-like

protein; pfam02567).

COOH COOH

HN HN
_/  LmbX \—

HOOC / /

Obr. 2.10: Navrzena reakce katalyzovana LmbX. Schéma vytvoreno dle LI et al. 2009a.

2.3.1.2 Proteiny s hydrolytickou funkci

Proteiny BphD a MhpC byly oznaceny v literatute jako funkéné podobné LmbX (LI et
al. 2009a, BURKS ef al. 2011). Nicméné zadnou strukturni podobnost s nim nesdileji. BphD
1 MhpC jsou hydrolasy C-C vazby a jsou si navzajem velmi podobné. BphD $tépi 2-hydroxy-6-
oxo-6-fenylhexa-2,4-dienovou kyselinu (HOPDA) na kyselinu benzoovou a 2-hydroxy-2,4-
pentadienovou (HPD; Obr. 2.11). Tato reakce je zahrnuta v degradaci aromatickych uhlovodiku,
bifenyli. BphD je ve formé tetrameru (HORSMAN et al. 2007). MhpC katalyzuje Stépeni 2-
hydroxy-6-keto-nona-2,4-dien-1,9-diové kyseliny (RFP) na HPD a sukcinat (Obr. 2.11)
(HENDERSON a BUGG 1997). Z analyzy proteinovych sekvenci téchto hydrolas a LmbX
(pBLAST) vyplyva, Ze se tyto proteiny viibec nepodobaji LmbX.
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Obr. 2.11: Enol-keto tautomerizace a hydrolyza katalyzovana BphD (nahofe) a MhpC (dole). Pfevzato
a upraveno z HORSMAN et al. 2007, HENDERSON a BUGG 1997.

2.3.1.3 Proteiny podobné LmbX

LmbX patii do proteinové rodiny PhzC-PhzF, kam patii proteiny podobné proteiniim,
které se UCastni biosyntézy fenazinu. Tato rodina je odvozena od PhzF Pseudomonas
fluorescens. (Poznamka: Cast nazvu PhzC je ziejmé odvozena od PhzC Pseudomonas
aureofaciens, coz je ortologni protein PhzF (MAVRODI et al. 1998).) Témto proteinim se
vénuje kapitola 2.3.1.3.2. Clenové PhzC-PhzF rodiny jsou vzdalené piibuzni s DapF —

epimerasou diaminopimelatu (DAP).

2.3.1.3.1 PhzF

PhzF Pseudomonas fluorescens je enzym, od kterého je odvozena proteinova rodina, do
které patfi i LmbX. PhzF se ucastni biosyntézy fenazind, coZ jsou biologicky aktivni latky
s §irokym spektrem uéinkd. Utastni se oxidaéné redukénich reakci, podileji se na tvorbé
biofilmu, reguluji genovou expresi, pisobi jako faktory virulence, atd. Jedna se o heterocyklické
dusikaté slouceniny, které jsou rizné modifikované. Producenty fenazinl jsou Gram pozitivni
i Gram negativni bakterie. Nejvice je biosyntéza fenazinli zkoumana u pseudomonad, ale
fenaziny se vyskytuji i u streptomycet (PIERSON a PIERSON 2010). Funkce a trojrozmérna
struktura PhzF Pseudomonas fluorescens je jiz znama. PhzF je dimer, ktery obsahuje
katalytické misto na kazdém monomeru mezi N-koncovou a C-koncovou doménou. Pfi vazbé
substratu se k sobé monomery ptiblizi. Nejprve se myslelo, ze PhzF katalyzuje vznik tricyklické

latky, fenazinové kostry (Obr. 2.12A), ktery nasleduje po izomeraci (BLANKENFELDT et al.
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2004). Nasledn¢ se vsak ukazalo, Ze tidi pouze izomeraci (Obr. 2.12B), zatimco kondenzaci
katalyzuji enzymy PhzA/B (AHUJA et al. 2008). Substratem PhzF je trans-2,3-dihydro-3-
hydroxyanthranilova kyselina. Na katalyticky zbytek glutamatu E45 je navazan vodik z C3
substratu, dojde k pfesunu dvojnych vazeb a odebrany vodik je vracen na C1. S tim je spojena
oxidace alkoholu na keton. Dals$i vyznamné aminokyselinové zbytky tcastnici se hlavné vazby
substratu a vytvarejici aktivni misto jsou zbytky histidinu H74 a aspartaitu D208
(BLANKENFELDT et al. 2004).

Zastupcem streptomycet produkujicich fenaziny je Streptomyces cinnamonensis, ktera
produkuje isoprenylované fenaziny nazyvané endofenaziny. Obsahuje tedy i ortolog PhzF
(SEEGER et al. 2011). LmbX je logicky vice podobny EpzF ze Streptomyces cinnamonensis
nez PhzF z Pseudomonas fluorescens, protoze producenti linkomycinu a endofenazini jsou
taxonomicky vice pribuzni, respektive jsou jednoho rodu. LmbX obsahuje protéjsky vsech

kli¢ovych aminokyselinovych zbytkt PhzF Pseudomonas fluorescens — E45, H74 1 D208.

B COOH [ cooH COOH |
! «NH:  PhzF L5 wMH: s MH:
OH e
5 £3 = OH
1 e (5 OH
( H H
0._.0 (o} o]
E45 B E45 E45
A
N o~ H, COOH H COOH

CC— O
(0] H

Obr. 2.12: Fenazinova kostra (A), reakce katalyzovana PhzF (B) Pfevzato a upraveno z BLANKENFELDT
et al. 2004 a AHUJA et al. 2008.

2.3.1.3.2 Proteinova rodina PhzC-PhzF

Proteiny rodiny PhzC-PhzF tvofi velkou skupinu, ktera ma pies tisic ¢lenti (dle databaze
GenBank). Patfi sem proteiny vyskytujici se jak u prokaryot, tak eukaryot. Jsou to predev§im
hypotetické proteiny, ov§em nékteré byly i charakterizovany a byla u nich urena kvartérni
struktura. OvSem u zadného nebyla prokdzana funkce. Na Obr. 2.13 je znazornéno porovnani
aminokyselinovych sekvenci nékterych proteini patficich do PhzC-PhzF rodiny, PhzF a EpzF.
Je patrné, ze vSechny tyto proteiny obsahuji dvé oblasti s vy$§i mirou homologie. Je to oblast

pokryvajici zhruba prvnich sto aminokyselinovych zbytkd a oblast nachazejici se zhruba
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Obr. 2.13: Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteinQ, které jsou

které se vyskytuji u vSech
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jako kyselina (je ve formé thiolu) a vraci vodik k intermediatu z opa¢né strany (KOO a
BLANCHARD 1999). Kvartérni struktura DapF Haemophilus influenzae byla zjisténa nejprve
u enzymu v neaktivni formé. DapF je ve formé monomeru, ktery se sklada ze dvou domén a na
rozhrani domén se nachazi oba cysteinové zbytky (CIRILLI et al. 1998). Pozdéji byla
publikovana kvartérni struktura DapF v aktivni form¢ (PILLAI et al. 2007). Trojrozmérna
struktura byla urcena také u epimerasy DAP Mycobacterium tuberculosis (USHA et al. 2009).
Charakterizované proteiny PhzC-PhzF rodiny sdileji s DapF vzdy jeden katalyticky
cysteinovy zbytek (IS7J sdili oba; ¢ervené kole¢ko na Obr. 2.13). Neni prokazano, jestli jsou
tyto cysteinové zbytky u PhzC-PhzF rodiny nezbytné pro aktivitu, ale bylo navrzeno, Ze
u proteind, které maji analogni C72 mize E45 bud’ reprotonovat substrat nebo aktivovat bazi
a konzervovany glutamat C domény muze zastoupit roli kyseliny. U skupiny proteind, které
maji odpovidajici aminokyselinovy zbytek k C217 bylo navrzeno, Ze substrat muize byt
deprotonovan konzervovanym E45 a reprotonovan cysteinovym zbytkem. Samotny PhzF nema

zadny homologni katalyticky cysteinovy zbytek (BLANKENFELDT et al. 2004).

Q44
E46
DapF YddE 187J

Obr. 2.14: Kvartérni struktura PhzF v oteviené formé, bez pfitomnosti substratu (A). Kvartérni struktura
PhzF v uzaviené formé se substratem (B). Aktivni misto PhzF s navazanym substratem (DHHA; C).
Aktivni mista podobnych protein( (D). Pfevzato z BLANKENFELDT et al. 2004.
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Obr. 2.15: Mechanizmus reakce katalyzované diaminopimelat epimerasou u Haemophilus influenzae.
Pfevzato z PILLAI et al. 2007.

Do proteinové rodiny PhzC-PhzF patti YddE Escherichia coli, 1S7] Enterococcus
feacalis, YHI9 Saccharomyces cerevisiae, aesl Schizosaccharomyces pombe, hypoteticky
protein AJ390519 Candida albicans a MAWDBP Homo sapiens. Kvartérni struktura proteinu
YddE byla uréena dvéma nezavislymi védeckymi skupinami. YddE je dimer, kde kazdy
monomer je slozeny ze dvou domén a katalytické misto je stejn€ jako u PhzF a DapF mezi
doménami (BLANKENFELDT et al. 2004, GRASSICK et al. 2004). YddE obsahuje C72
enzymu DapF Haemophilus influenzae. Tento cysteinovy zbytek byl uréen u YddE jako
flexibilni a pfi krystalizaci proteinu vazal kovalentné glycerol. Takze je mozné, Ze se tento
cysteinovy zbytek katalytické reakce ucastni (GRASSICK et al. 2004). Stejnou architekturu
proteinu ma i 1S7J (BLANKENFELDT et al. 2004) a YHI9 (LIGER et al. 2005). YHI9 a jeho
ortology aesl a hypoteticky protein AJ390519 jsou proteiny kvasinek. Protein aesl (aes —
antisense enhancing sequences) snizuje uroven exprese gent zesilenim ptisobeni antisense RNA
(RNA, ktera je komplementarni k mRNA a brani translaci) (RAPONI a ARNDT 2002). OvSem
u YHI9 nebyly nalezeny RNA vazebné vlastnosti, takze zfemé tyto proteiny funguji jinak
(LIGER et al. 2005). MAWDBRP je lidsky protein s neznamou funkci. Poprvé byl identifikovan
jako vazebny partner domnélého aktivatoru mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK) s WD
repeticemi. Exprese byla pozorovana v mnoha tkanich, takze ma pravdépodobné zakladni
bunéénou funkci (IRIYAMA et al. 2001). Mozna se ucastni MAPK signalni drahy. MAWDBP
se zirejmé sklada z tfi az péti monomerd. (HERDE a BLANKENFELDT 2006).

Vsechny vySe popsané proteiny jsou zahrnuty do Tab. 2.2, ktera popisuje jejich
podobnost s LmbX. Z porovnani proteinovych sekvenci vyplyva, ze funkce LmbX bude ziejme
podobna zatim neznamé funkci kvasinkovych proteini. Tyto proteiny sdileji konzervované
aminokyselinové zbytky zhruba po celé délce jejich sekvence (Obr. 2.16). Nicméné jediny
podobny protein s prokazanou funkci je isomerasa PhzF, proto je mozné, ze LmbX bude

katalyzovat izomeraci n¢jakého intermediatu PPL drahy.
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Obr. 2.13: Porovnani aminokyselinovych sekvenci LmbX a kvasinkovych proteind PhzC-PhzF rodiny.

Stupné Sedi oznaduji miru konzervace. Cerné podbarveny jsou aminokyseliny, které se vyskytuji u véech

porovnavanych proteint. Od tmavé Sedé postupuje mensi konzervovanost aminokyselin.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia coli JM109 (Promega)

Tento kmen byl pouzit k transformaci plazmidovou DNA pro namnoZeni plazmida
a pro modrobilou selekci po TA klonovani. Genotyp: recA 1, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(rK
, mK"), reld1, supE44, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclgZAM15].

Escherichia coli BL21(DE3) (Stratagene)
Kmen BL21(DE3) byl pouzit k heterologni produkci proteini. Koéduje T7 RNA
polymerasu, ktera nasedd na T7 promotor, ktery je na vneseném plazmidu (pET vektor

s vloZzenym genem). Genotyp: F-, dem, ompT, hsdS(rg” mg"), gal M(DE3).

Escherichia coli BL21 (DE3)/pGroESL
Tento kmen E. coli BL21(DE3) nese plazmid pGroESL koédujici chaperoniny GroES
a GroEL.

Escherichia coli BW25113/pl1J790 (ziskdno z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)
Kmen E. coli byl pouzit k vyfazeni genu Streptomyces lincolnensis dle protokolu

REDIRECT (GUST et al. 2003). Genotyp: (A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-4), laclp-

4000(1acl?), X', rpoS369(Am), rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514. Kmen nese plazmid plJ790.

Escherichia coli ET12567/pUZ8002 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)
Nemethylujici kmen E. coli byl pouzit k vyfazeni genu S. lincolnensis dle protokolu

REDIRECT. Genotyp: (dam-13:: Tn9, dcm-6, hsdM, Cmr). Kmen nese plazmid pUZ8002.

Escherichia coli DH50/BT340 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

Kmen E. coli byl pouzit k vyfazeni genu S. lincolnensis dle protokolu REDIRECT.
Genotyp: F-, 080dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+),
phoA, supE44, ), thi-1, gyrA96, relAl. Kmen nese plazmid BT340.

39



Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355)
Typovy kmen produkujici linkomycin.

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355) jAlmbA
Kmen S. lincolnensis, ve kterém je gen ImbA nahrazen sekvenci jizvy (NOVOTNA
a SMUTNA nepublikovana data). Pfipravené dle protokolu REDIRECT.

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355) jAlmbW
Kmen S. lincolnensis, ve kterém je gen ImbW nahrazen sekvenci jizvy (NOVOTNA
a SMUTNA nepublikovana data). Pfipravené dle protokolu REDIRECT.

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355) jAImbX
Kmen S. lincolnensis, ve kterém je gen ImbX nahrazen sekvenci jizvy (SMUTNA
2007). Ptipravené dle protokolu REDIRECT.

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355) AlmbY
Kmen S. lincolnensis, ve kterém je gen /mbY nahrazen sekvenci inaktivacéni kazety

(NOVOTNA a SMUTNA nepublikovana data). P¥ipravené dle protokolu REDIRECT.

Kocuria rhizophila CCM 552
Indikatorovy kmen citlivy k antibiotikim, pouzivany pro testovani produkce

antimikrobialnich latek.

3.1.2 Vektory

pGEM-T Easy (3,0 kbp, Promega)

pGEM-T Easy vektor se vyuziva k TA klonovani. Je to linearizovany vektor, ktery ma
na svych 3’-koncich terminalni deoxythymidin. Na 3’-koncich PCR produktu je naopak
deoxyadenosin, coz zajistuje vneseni PCR produktu do vektoru. Vektor nese rezistenci

k ampicilinu.

pET28b (+) (5,4 kbp, Novagen)

Vektor pET28 je expresni vektor, ktery slouzi k produkci proteini z vlozeného genu.
Obsahuje sekvenci pro silny T7 promotor a terminator. Vektor také obsahuje sekvenci pro
tzv. histidinovou kotvu, ktera je pfipojena na N-konec nebo C-konec proteinu. Kotva slouzi

nasledné k purifikaci proteinu. Vektor koduje rezistenci ke kanamycinu.
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pGroESL (6,5 kbp, Du Pont)
Vektor byl pouzivan v buinkdch BL21(DE3) pro koexpresi cilového proteinu
s chaperoniny. Koduje chaperoniny GroES (10 kDa) a GroEL (60 kDa). Ty umoznuji lepsi

skladani proteint. Plazmid nese chloramfenikolovou rezistenci.

plJ773 (4,3 kbp, ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

Vektor byl pouzit k vytazeni genu S. lincolnensis dle protokolu REDIRECT. Konstrukt
je odvozen od vektoru pBluescriptKS(+) a nese inaktiva¢ni kazetu (1,4 kbp). Ta obsahuje gen
rezistence k apramycinu a oriT plazmidu RP4. Kazeta je ohrani¢ena FRT misty, které jsou

rozpoznavany FLP rekombinasou.

pIJ790 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

Vektor byl pouzit k vyfazeni genu S. lincolnensis dle protokolu REDIRECT. Ma
teplotné senzitivni pocatek replikace. Replikuje se pii 30 °C a jeho ztrata je navozena pii 37 °C.
Nese rezistenci k chloramfenikolu. Konstrukt dale nese geny gam, bet, exo, jejichz proteinové
produkty napomahaji homologni rekombinaci mezi okolim genu, ktery ma byt inaktivovan,
a homologni sekvenci kazety — linedrni DNA. Geny gam, bet, exo jsou pod kontrolou promotoru

indukovatelného L-arabinosou.

pUZ8002 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)
pUZ8002 je odvozen od plazmidu RP4 s mutaci v oriT. Nemiize se sam pienaset, ale
napomaha konjuga¢nimu pienosu kosmidu z E. coli do streptomycety. Koduje rezistenci

ke kanamycinu.

BT340 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

Plazmid je teplotné senzitivni. Replikuje se pti 30 °C a ztraci se pti 42 °C. BT340 nese
gen pro FLP rekombinasu, ktera rozpoznava FRT mista inaktivacni kazety a vystépi inaktivaéni
kazetu z kosmidu. Vysledkem vyStépeni kazety je pritomnost 81 bp, tzv. jizvy. Exprese FLP

rekombinasy probiha pii 42 °C. Plazmid je rezistentni ke karbenicilinu a chloramfenikolu.

pLKG®6 (46 kbp)
pLK6 je kosmid SuperCos I (8 kbp) nesouci cely genovy shluk pro biosyntézu
linkomycinu (38 kbp) ze S. lincolnensis ATCC 25466. Nese kanamycinovou rezistenci a oriT.

pLKG6 byl piipraven v nasi laboratoii (KOBERSKA et al. 2008).
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3.1.3 Kultivaéni média

LB médium:

trypton

kvasni¢ny extrakt

NaCl

destilovana voda (dH,O)
pH

SOC médium:
trypton
kvasni¢ny extrakt
NaCl 1 M

KCI1 M

dH,O

pH

po sterilizaci
MgCL 2 M
glukosa 2 M

MS agar:
agar

manitol
sojova mouka

vodovodni voda

ISP2 médium + CaCOj;:

kvasni¢ny extrakt
sladovy extrakt
glukosa

CaCO;

dH,O

pH

10g
Sg
10g
do 1000 ml
7.5

20g
55¢g
10 ml
2,5 ml
970 ml
7,0

10 ml
10 ml

20g
20g
20g
do 1000 ml

4g
10g
4g
2g
do 1000 ml
7,2

LB agar:
LB médium

agar

SOB médium:
trypton
kvasni¢ny extrakt
NaCl

KCI

dH,O

po sterilizaci

MgSO,-7H,0 1 M

DNA agar:
Difco Nutrient Agar
dH,O

ISP2 agar + CaCOs:
ISP2 médium + CaCOs

agar
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1000 ml
15¢g

20g

Sg

0,6 g

02¢g

do 1000 ml

20 ml

23 g
do 1000 ml

1000 ml
15¢g



AVM médium:

YEME médium:

(NH4),SO, 2g kvasni¢ny extrakt 3g
kvasni¢ny extrakt 2g pepton S5¢g
NacCl 2g sladovy extrakt 3g
K,HPO, 50 mg glukosa 10g
CaCOs S5¢g dH,O do 1000 ml
FeSO,47H,O 50 mg pH 7,2
MnSO4H,0O 31 mg po sterilizaci
MgS0O,4-7H,0 100 mg MgCL 2,5M 2 ml
dH,O 880 ml
pH 7,4
po sterilizaci
25% glukosa 120 ml
2x YT médium: B1 agar:
trypton 16 g hovézi extrakt 10g
kvasni¢ny extrakt 10g pepton 10g
NacCl S5¢g NacCl S5¢g
dH,O do 1000 ml agar 20g
dH,O do 1000 ml
pH 7,2

3.1.4 Specialni kultiva¢ni média

AIX agar — agar pro modrobilou selekci:

LB agar 1000 ml

ampicilin (100 pg/ml) 1 ml zasobniho roztoku ampicilinu — 100 mg/ml, rozpusténo v dH,O
IPTG (0,4 mM) 0,4 ml zasobniho roztoku IPTG — 1M, rozpusténo v dH,O

X-gal (30 pg/ml) 1,5 ml zasobniho roztoku X-gal — 20 mg/ml, rozpusténo v DMSO

Média pro pripravu kompetentnich bunék pro transformaci E. coli teplotnim Sokem

A médium — LB médium; 10 mM MgSQOy,; 0,2% glukosa
B médium — LB médium, 36% glycerol, 12% polyethylenglykol (M, 8000), 12 mM MgSO,

43



3.1.5 Enzymy

DNA polymerasa Expand High Fidelity"™"® (Roche)

LA DNA polymerasa (Top-Bio)

Taq purple DNA polymerasa (Top-Bio)

T4 DNA ligasa (New England BioLabs)

Alkalicka fosfatasa CIP (New England BioLabs)

Restrikéni endonukleasy EcoR1, Hindlll (Fermentas)

Restrikéni endonukleasy ostatni (New England BioLabs)

Ribonukleasa A z komer¢ni soupravy izolace chromozomalni DNA (Promega)

Lysozym (Sigma)

3.1.6 Pufry a roztoky

TAE pufr (agarosova elektroforéza) — 40 mM Tris-acetat; | mM EDTA; pH 8,0

10x DNA vzorkovy pufr (agarosova elektroforéza) — 100 mM EDTA; 1% SDS, 20% glycerol;
0,25% bromfenolova modf; pH 8,0

TE" pufr (soudast roztoku standardu pro agarosovou elektroforézu) — 10 mM Tris-HCI;
0,1 mM EDTA; pH 8,0

Roztok Ponceau S (zjisténi pritomnosti proteini) — 0,2% Ponceau S; 3% trichloroctova
kyselina

Roztok pro pripravu dialyza¢ni membrany — 50 mM EDTA, 2 mM CaCQO;

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE (SDS-polyakrylamidova elektroforéza) — 25 mM Tris;
192 mM glycin; 0,1% SDS

Vzorkovy pufr 2% pro SDS-PAGE — 125 mM Tris-HCI; 2% SDS; 5% merkaptoethanol; 20%
glycerol; 0,002% bromfenolova modt; pH 6,8

Katodovy pufr pro BN-PAGE (nativni polyakrylamidova elektroforéza — blue native) —
50 mM tricin; 15 mM Bis-Tris-HCI; 0,0002% Coomassie blue G-250; pH upraveno na hodnotu
pH 7,0 u roztoku temperovaného na 4 °C

Anodovy pufr pro BN-PAGE - 50 mM Bis-Tris-HCl; pH upraveno na hodnotu pH 7,0
u roztoku temperovaného na 4 °C

Gel pufr 3x pro BN-PAGE — 150 mM Bis-Tris-HCI; 1,5 M g-aminokapronova kyselina;
pH upraveno na hodnotu pH 7,0 u roztoku temperovaného na 4 °C

Vzorkovy pufr 3x pro BN-PAGE — 150 mM Bis-Tris-HCI, 45% glycerol, pH upraveno na
hodnotu pH 7,0 u roztoku temperovaného na 4 °C

Barvici roztok pro SDS-PAGE a BN-PAGE — 50% methanol; 0,1% Coomassie Brilliant Blue

R-250; 10% kyselina octova
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Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE a BN-PAGE — 10% methanol, 10% kyselina octova
Roztoky pro izolaci plazmidové DNA alkalickou lyzi
Roztok 1 — 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0
Roztok 2 — 0,2 M NaOH, 1% SDS (roztok ptipravovan vzdy Cerstvy)
Roztok 3 —3 M CH3COOK, pH 5,0
Zasobni roztoky antibiotik
Zasobni roztoky jsou 1000x koncentrované. Tedy napt. do 100 ml média se ptidava

100 pl zasobniho roztoku.

ampicilin 100 mg/ml (rozpusténo v dH,0)
apramycin 50 mg/ml (rozpusténo v dH,0)
chloramfenikol 34 mg/ml, 25 mg/ml (rozpu$téno v ethanolu; 34 mg/ml

pouzivano pro selekci E. coli BL21(DE3)/pGroESL; 25 mg/ml
pouzivano pro selekci E. coli dle protokolu REDIRECT)
karbenicilin 100 mg/ml (rozpusténo v dH,0)
kanamycin 30 mg/ml, 50 mg/ml (rozpusténo v dH,O; 30 mg/ml pouZzivano
pro selekci bunék E. coli nesoucich vektor pET28; 50 mg/ml
pouzivano pro selekci E. coli dle protokolu REDIRECT)
nalidixova kyselina 25 mg/ml (rozpusténo v 0,3 M NaOH)

3.1.7 Komer¢ni soupravy, standardy a nastroje

TA klonovani — pGEM®-T and pGEM®T-Easy Vector Systems (Promega)

Izolace chromozomalni DNA — Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)

Izolace DNA fragmentu z gelu a z PCR reakce — Wizard® Plus SV Gel and PCR DNA
Clean-Up System (Promega)

Minipreparace plazmidové DNA — Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega)

Preparace plazmidové DNA — Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi
(Macherey-Nagel)

Stanoveni koncetrace proteinii — Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad)

Standardy molekulovych velikosti pro elektroforézy

agarosova elektroforéza — 1 kb PLUS DNA ladder (Invitrogen) — standard obsahuje
20 fragmentti od 100 bp do 12000 bp (100, 200, 300, 400, 500, 650, 850, 1000, 1650, 2000,
3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10000, 11000 a 12000). Pro pouziti je 100 pul tohoto
standardu smichano se 100 ul 10x DNA vzorkového pufru a 800 pl TE™ pufru.
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SDS-PAGE — PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) —
standard obsahuje 9 proteinti s molekulovou hmotnosti 10-250 kDa (10, 15, 25, 35, 55, 70, 100,
130, 250)

BN-PAGE - Kalibraé¢ni kit pro uréeni molekulovych hmotnosti vysokomolekularnich
proteinii (Pharmacia) — standard obsahuje 5 proteini s molekulovou hmotnosti 67-669 kDa
(BSA — 67000 Da, laktat dehydrogenasa — 140000 Da, katalasa — 232000 Da, ferritin —
440000 Da, thyroglobulin — 669000 Da)

Aparatura pro SDS-PAGE a BN-PAGE — Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)

Zavizeni na pripravu gradientového gelu — Hoefer SG50 (Hoefer)

Dialyzac¢ni membrana — VISKING® dialysis tubing 20/32 (Serva)

Nitrocelulosova membrana Protran® BASS (velikost por — 0,45 um; Whatman) — pouzita pro
vazbu a detekci proteinti

Kolonka pro purifikaci proteinu pomoci metaloafinitni chromatografie — HiTrap Chelating
(objem 1 ml; Pharmacia Biotech)

Kolonky pro separaci nizkomolekularnich latek extrakci na pevné fazi — kolonky HLB 3cc,
60 mg (Waters); Oasis MCX 3cc, 60 mg (Waters)

Chromatograficka kolona pro separaci a analyzu nizkomolekularnich latek na reverzni

fazi — Acquity BEH Cig (50 mm X 2,1 mm, 1,7 um; Waters)

3.1.8 Chemikalie

chemikalie vyrobce zkratka
1,3-diazacyklopenta-2,4-diene Sigma imidazol
2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2",2 " "-nitrilotriethanol Fluka Bis-Tris
4-(3-karboxy-3-oxo-propeny])-2,3-dihydro-lH- pfipravenp v nasi YT
pyrrol-2-karboxylova kyselina (substrat LmbX) laboratofi
5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galaktopyranosid Sigma-Aldrich X-gal
acetonitril Biosolve

adenosin trifosfat Fermentas ATP
agar Oxoid

agarosa Invitrogen

akrylamid Sigma

ampicilin Duchefa Biochemie

apramycin Fluka

arabinosa Sigma

betain Lachema

bromfenolova modf Bio-Rad

Comassie brilliant blue G-250 Serva

Comassie brilliant blue R-250 Serva
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chemikalie vyrobce zkratka
deoxynukleosid trifosfatova smés Fermentas dNTP
Difco Nutrient Agar Difco DNA
dimethylsulfoxid Serva DMSO
dodecylsulfat sodny Sigma SDS
ethydium bromid Sigma

ethyldiamintetraoctova kyselina disodna stl dihydrat | Sigma EDTA
glukosa Lach-Ner

glycerol Lachema

hovézi extrakt Difco

hovézi sérum albumin I];Ii?fllg rcligland Biolabs BSA
hydrogenfosfore¢nan draselny Lachema K,HPO,
hydroxid amonny Sigma-Aldrich NH,OH
hydroxid sodny Lach-Ner NaOH
chloramfenikol Serva

chlorid draselny Chemapol KClI

chlorid hote¢naty hexahydrat Crytur MgCl,:6H,0
chlorid manganaty tetrahydrat Lach-Ner MnCl,-4H,0
chlorid méd’naty dihydrat Chemapol CuCl,-2H,0
chlorid sodny Lach-Ner NaCl
chlorid vapenaty dihydrat Merck CaCl,-2H,0
chlorid zine¢naty Aldrich ZnCl,
isopropanol Lachema

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid Sigma-Aldrich IPTG
kanamycin Amresco

karbenicilin Sigma

kvasni¢ny extrakt Oxoid

kyselina mravenci Merck HCOOH
kyselina octova Lachema CH;COOH
leucin-enkefalin acetat Sigma-Aldrich

manitol Fluka

merkaptoethanol Serva

methanol Lachema

N,N,N’,N -tetramethylendiamin Serva TEMED
N,N -methylenbisakrylamid ICN Biomedicals bisakrylamid
N-tris(hydroxymethyl)methylguanin Serva tricin
nalidixova kyselina Sigma

nonidet P-40 oktylfenoxypolyethoxyethanol Amresco nonidet
octan draselny Lach-Ner CH;COOK
pepton Imuna

peroxodisiran amonny Sigma APS
polyethylenglykol (M, = 8000) Sigma

Ponceau S Sigma

siran amonny Sigma-Aldrich (NH4),SO4
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chemikalie vyrobce zkratka
siran hotecnaty heptahydrat Merck MgS0,-7H,0
siran manganaty monohydrat Merck MnSO,-H,O
siran nikelnaty hexahydrat Merck ZnS046H,0
siran Zelezity nonahydrat Lachema Fey(S04);-9H,0
siran zeleznaty heptahydrat Lach-Ner FeSO47H,0O
sladovy extrakt Oxoid
sojova mouka Tree of life - .

z maloobchodni sité
trichloroctova kyselina Lach-Ner
tris(hydroxymethyl)aminomethan Aldrich Tris
trypton Difco
uhli¢itan vapenaty Penta CaCOs;
g-aminokapronova kyselina Serva

3.1.9 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy byly dodany firmou Eurogentec nebo Sigma. Primery Xf, Xr a Yrred
byly navrzeny pro tuto praci, primery chAf, chAr, chWf, chWr, chXf, chXr, chYf, chYr, Xfred,
Xrred, Yfred byly vyuzity v predchozich pracich (SMUTNA 2007, NOVOTNA a SMUTNA

nepublikovana data). Seznam pouzitych oligonukleotidt a jejich pouziti je uveden v Tab. 3.1.
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ptiprava
expresniho
konstruktu s ImbX

Xt - CATATGATCGTGGTCCCGTTC
Xr - AACCTCGAGCTACACGGAAGCGACCG

chAf - ACCTTCCCGACAACACA

ovéreni jAImbA
chAr - GGTCCAGGAAACGGTACA
chWf—- CGCAACTACGGTGAACGA
oveteni jJAImbW
chWr — TCAGGGCACATGGAGTCT
chXf—- CCGGCATCAACGACT
ovétreni jAImbX

chXr — CCAGATGGAACGAATTCA

ovéieni AlmbY

chYf- GGGCGCCTAACTCTG
chYr - ACCACCGTCAACTGACTG

Xfred - CGCGCCCATCCTGCACAGCGCACCGGAGGAAGCATGA
TCATTCCGGGGATCCGTCGACC

delece ImbX
Xrred - GAGAAAAGAGCCGCTGACGCAAGGGGCCCTCGGCGA
CTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
Yfred - GGGCGCGACGAACCATGAGAGGAGAGCGGGCGAACCA
TGATTCCGGGGATCCGTCGACC

delece ImbY

Yrred - GAACACGTTCGGCGCGCCCATCGTGACCCAGGTGTCCG
CTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Tab. 3.1: Seznam oligonukleotidd a jejich vyuZiti.

3.1.10 Software a internetové aplikace

EndNote 9 — program pro tvorbu citaci

Geneious Pro 5.5.6. — program pro praci se sekvencemi

Chemsketch 12.01 — program pro tvofeni chemickych vzorct

Chromas 2.33 — program pro analyzu vystupu ze sekvenatoru

ISIS Draw 2.3 — program pro tvoreni chemickych vzorct

MassLynx 4.0 (Waters, USA) — program pro analyzu vystupu z UHPLC

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) — Basic Local Alignment Search Tools (ALTSCHUL et

al. 1997) —nastroj pro porovnani sekvenci

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) — databaze sekvenci

Protein Data Bank (http://www.rcsb.org) — databaze trojrozmérnych struktur proteint

Reaxys (http://reaxys.com/) — databaze chemickych latek a reakei
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3.1.11 Specialni pristroje a zarizeni

Analytické vahy ER-182A (Ohaus, Svycarsko)

Box s laminarnim proudénim (Clean Air, Nizozemi)

Box s laminarnim proudénim umoziujici sterilni praci, sterilizace UV svétlem.

Centrifugy — 5415R (Eppendorf, Némecko) — chlazena centrifuga, thlovy rotor, 24 x 1,5 ml,
maximalni rychlost 13200 RPM (16110xg)

— Biofuge pico (Heraeus, Némecko) — nechlazena centrifuga, uhlovy rotor,
24 x 1,5 ml, maximalni rychlost 13000 RPM (16060xg)

— Jouan BR4i (Thermo Scientific, USA) — chlazenad centrifuga, vyménné rotory,
pouzivan tihlovy rotor, 6 x 50 ml, maximalni rychlost 13000 RPM a vykyvny rotor, 5 x 15 ml
v 1 ze 4 inzertli, maximalni rychlost 4300 RPM

— MR23i (Thermo Scientific, USA) — chlazend centrifuga, vyménné rotory,
pouzivan uhlovy rotor, 6 x 50 ml, maximalni rychlost 13000 RPM (17572xg)

Elektroporator — FPP elektroporitor (vyroben v dilnach MBU, Ceska republika)
Elektroporator generujici elektricky pulz s exponencidlnim poklesem (napéti v Case
rychle vzroste na poZzadovanou hodnotu a pak klesne exponencialn¢). Bunky vystavené pulzu

vysokého napéti tvofi v membrang pory, a tak mize dojit k pfenosu DNA.

Inkubaéni tiepatka Unitron (Infors, Svycarsko)

Rotaéni inkubacéni tiepacka, 20-400 RPM, teplota od 5 °C do 60 °C.
Magnetické michadlo (Variomag, USA)

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

NanoDrop 1000 méfi koncentraci DNA ve velmi malych objemech — 1 pl. Mé&fi se pfi
260 nm, kdy nukleové kyseliny absorbuji svétlo. NanoDrop urci také stupen znecisténi DNA —
pomérem absorbanci 260/280 znecCiSténi proteiny, pomérem 260/230 zneciSténi fenolaty,

thiokyanaty a dal§imi organickymi latkami.
PCR-cyklery — T1 Thermocycler 96, TGradient Thermocycler 96 (Biometra, Némecko)
PCR-cyklery jsou pfistroje, v kterych probiha PCR. Umoziuji rychlé zmény teplot. Je

mozné nastavit predehfati vicka cyklerti na teplotu vys$S$i neZ je denaturaCni teplota, aby
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nedochazelo k odparovani. TGradient Thermocycler umozinuje gradientové nastaveni teplot,

napf. teploty nasedani primeru.

Peristalticka pumpa P-1 (Pharmacia Biotech, Svédsko)

Pumpa umoziujici rovhomeérné ¢erpani roztokd.

pH metr MP225 (Mettler Toledo, USA)

Sonikator Ultrasonic Homogenizer 4710 (Cole-Parmer, USA)

Ultrazvukovy homogenizator, ktery ultrazvukem rozbiji bunky.

SPD1010 SpeedVac System (Thermo Savant, USA)
Pfistroj odpatujici vodu a organicka rozpoustédla z mikrozkumavek aplikaci vakua

a zvysené teploty (42 °C).

Spektrofotometr Hexios y (Unicam, Velka Britanie)
Spektrofotometr umoznujici méfeni absorbance vzorkli nebo optické denzity kultury

prichodem svételného paprsku spektrofotometrickymi kyvetami obsahujicimi vzorek.

Spektrofotometr pro zjisténi absorbance v 96 jamkovych destickach Multiskan EX

(Thermo electron corporation, USA)

Termoblok (Grant, Velka Britanie)

UHPLC s UV/MS detekci — Acquity UPLC spojeny s UV detektorem diodového pole 2996
a hmotnostné-spektrometrickym detektorem LCT Premier XE (Waters, USA)

Kapalinovy  chromatograf umoznuje dé¢lit latky podle jejich interakce
s chromatografickou kolonou. Cas, kdy latka opusti kolonu, je pro ni charakteristicky a nazyva
se retencni Cas. Tento chromatograf je spojeny s hmotnostnim detektorem, ktery je schopen
prevést analyty na ionty a méfit jejich m/z. Ptistroj dale umoznuje fragmentaci iontli, coz muze

byt vyuzito pii ovétovani nebo urcovani struktury daného analytu.

Vodni lazein CC1 (Huber, Némecko)

Vortex MS2 Minishaker IKA (IKA-Works, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bakterii

3.2.1.1 Kaultivace E. coli
Kultivace probihala v tekutych médiich (LB, SOC, SOB) nebo pevnych pudach (LB)
s prislusnymi antibiotiky pii 30 °C nebo 37 °C. Tekuta média byla tfepana pti 200 RPM (otacky

za minutu).

3.2.1.2 Kaultivace Streptomyces lincolnensis na pevnych pudach

Kultivace streptomycet na pevnych ptidach probihala pti 28-30 °C. Na MS a ISP2 agaru
s CaCOs 4-6 dni, na DNA agaru 3-4 dny.

3.2.1.3 Kaultivace S. lincolnensis — pro izolaci chromozomalni DNA

Z MS agaru byly zaockovany vysporulované kolonie S. lincolnensis do 25 ml ISP2
média s CaCO; v prolamovanych Erlenmayerovych batnikdch o objemu 250 ml. Pii 28 °C
a 200 RPM kultura rostla dva dny.

3.2.1.4 Kaultivace 8. lincolnensis — pro analyzu produkti pomoci UHPLC

Z MS agaru byly zao¢kovany vysporulované kolonie S. lincolnensis do 50 ml YEME
média v kulatych baiikach o objemu 500 ml. Kultura rostla 1 den pti 28 °C, 200 RPM. Poté byly
2 ml narostlé kultury pieneseny do 40 ml AVM média také v kulatych baiikach o objemu
500 ml. Kultivace streptomycet v AVM médiu pokracovala dalSich 5 dni. Pak byla kultura
centrifugovana (4000xg, 10 min, 4 °C). Supernatant byl dale analyzovan.

3.2.1.5 Priprava spor S. lincolnensis

Spory S. lincolnensis byly pouzivany pro inaktivaci gend dle protokolu REDIRECT.
Spory ptipravovala Kamila Plhackova, PhD. Z MS nebo ISP2 agaru s CaCOs; byly setieny spory
z vysporulovanych kolonii a resuspendovany ve sterilni dH,O pomoci vortexu. Pak byla
suspenze piefiltrovana pres sterilni vatovy filtr, protekla frakce byla centrifugovana (4000xg,
15 min, 4 °C) a sediment byl resuspendovan v 20% glycerolu. Spory byly uchovavany pfti
-70 °C nebo -20 °C.
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3.2.2 Metody prace s DNA

3.2.2.1 Transformace bakterii cizorodou DNA

Transformace bunék slouzi k vnaSeni cizorodé DNA do bunék.

— Transformace E.coli tepelnym Sokem

Nejprve byly pfipraveny kompetentni bunky. 2 ml LB média bylo zaockovano kolonii
E. coli a kultivovano pies noc (37 °C, 200 RPM). 1 ml noé¢ni kultury byl zaockovan do 100 ml
média A (ODgye~0.04) a bylo kultivovano (37 °C, 200 RPM) do dosazeni ODgq 0,4-0,6 (stted
exponencialni faze rastu). Kultura byla zchlazena 10 min v ledové lazni. Poté byly bunky
oddéleny centrifugaci (4000xg, 10 min, 4 °C) a resuspendovany v 1 ml média A.
K resuspendovanym buikdam bylo pfidano 5 ml pfedchlazeného uchovavaciho média B
a opatrn¢ promichano. Suspenze bunék byla rozdélena na alikvoty 100 ul a uchovavana pti
-70 °C. Kompetetni bunky byly pfipravovany laborantkou.

Ke 100 pl kompetentnich bunék bylo pfidino minimalné 100 ng DNA (1-10 pl
plazmidu nebo liga¢ni smési). Suspenze byla ponechana 20 min v ledu (po ligaci 40 min). Po
tuto dobu se plazmidova DNA vaze k povrchu bunék. Poté byly bunky vystaveny teplotnimu
Soku — teploté 42 °C po dobu 60 s. Pak byly bunky inkubovany 1-1,5 min v ledu. Nasledn¢ byl
pridan 1 ml piedehtatého LB média (37 °C) a bunky byly kultivovany ve 37 °C 1 h. Po tento as
se bakterie neselektivné mnozi a dochazi k expresi genll igenl rezistence, které jsou na
vkladaném plazmidu a zajistuji selekci. Poté byly bunky vysety na misku s LB agarem

a prislusnym antibiotikem. Pfes noc byly inkubovany ve 37 °C.

— Transformace E.coli elektroporaci

Tato transformace byla vyuzivana k inaktivaci gend dle protokolu REDIRECT.

Pro kazdou elektroporaci byly pfipraveny cCerstvé kompetentni bunky a nebyly
pouzivany buniky zamrazené. Pro pfipravu kompetentnich bunék byla zainokulovana E. coli do
1 ml LB média obsahujici dané antibiotikum. Bunky byly kultivovany pii 37 °C nebo 30 °C
pies noc pii 200 RPM. 100 pl noéni kultury bylo pfeneseno do 10 ml SOB média s prislusnym
antibiotikem. Kultura rostla do ODgoy 0,4 (zhruba 3 h; pocatek az stfed exponencialni faze
rustu). Pak byly bunky oddéleny centrifugaci (4000xg, 5 min, 4 °C) a resuspendovany v 10 ml
10% vychlazeného glycerolu. Roztok byl centrifugovan stejnym zplsobem. Buiky byly
promyty jesté 5 ml 10% glycerolu. Po stejné centrifugaci byly bunky resuspendovany ve 100 ul
zbytku supernatantu a s polovinou mnozstvi bylo pracovano dale.

K 50 ul Cerstvé ptipravené suspenze kompetentnich bunék bylo pfidano minimalné
100 ng DNA (1-2 pl). Smés byla ponechana 15 min na ledu. Nasledn¢ byly bunky vystaveny

pulzu elektrického napéti ve vychlazenych elektroporacnich kyvetach v FPP elektroporatoru —
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300 V, 32 uF po dobu 4 s. Pak byly buiiky resuspendovany v 0,5 ml LB média a ponechany
10 min na ledu. Poté byly kultivovany ve 37 °C nebo 30 °C po dobu 2 h. Po ukonceni kultivace

byla kultura vyseta na agarové misky s pfislusnymi antibiotiky.

3.2.2.2 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

Polymerasova fetézova reakce je zalozena na amplifikaci DNA, ktera je ohrani¢ena
specifickymi oligonukleotidy — primery. Usek templatové DNA mezi témito primery je
amplifikovan podle poctu cykli PCR. PCR probiha v PCR-cyklerech, kde se méni tii teploty —
teplota denaturace DNA (94 °C), teplota nasedani primert (kolem 55 °C) a teplota prodluzovani
DNA (zavisi na typu polymerasy — kolem 70 °C). Objem PCR reakce byl vzdy 50 pl.

— Amplifikace genu /mbX pro jeho naslednou expresi (Tab. 3.2)

Byl pouzivan Expand High Fidelity"™"® PCR systém. Souéasti je velmi vykonna
termostabilni Taq polymerasa a protein s opravnou aktivitou. Byly zkouSeny tfi rtizné teploty
nasedani primert (50 °C, 55 °C, 60 °C). Templatem byl kosmid pLK6 nesouci cely shluk gend

biosyntézy linkomycinu, véetné genu /mbX.

Reakéni smés
Expand High Fidelity pufr 10 ul
>x s 7,5 mM MgCl, podminky PCR
dNTP (10 mM) 1 ul 5 STV :
95 °C (pocateéni denaturace) 5 min
pLK6 (100 ng/ul) 1 ul =R TR
: — 68 °C (ptidani polymerasy) pauza
primer piimy (10 pmol/ul) 1 ul 94 °C 40's
primer zpétny (10 pmol/pl) | 1l | 7555655750 60 °C 305 | 35 cykla
DMSO 2,5 ul S -
; 72 °C 1,5 min
betain — 2,6 M 25 ul 5 T ;
. — 72 °C (dokonceni syntézy .
Expand High Fidelity 0.5 ul Fetézci) 7 min
polymerasa (5 U/ul) ~
dH,0 8 ul

Tab. 3.2: SloZeni reakéni smési a podminky PCR pro amplifikaci ImbX.
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— Ovéfeni pripravenych dele¢nich mutantnich kmenu S. lincolnensis (Tab. 3.3)

Templatem pro tuto PCR byla izolovand chromozomalni DNA. Byla pouZivana

polymerasa Taq purple.
reakéni smés

Taq pufr 10x bez MgCl, 5l
MgCl, (25 mM) 3ul podminky PCR
dNTP (10 mM) 1 pl 95 °C 5 min
chromozomalni DNA (20 ng/ul) S5l 68 °C pauza
primer piimy (10 pmol/pl) 1 pl 94 °C 45s
primer zp&tny (10 pmol/pl) 1 ul 55°C 45s 30 cykla
DMSO 2,5 ul 72 °C 1,5 min
betain (2,6 M) 25 ul 72 °C 5 min
Taq purple polymerasa (1 U/ul) 1 ul
deO 5,5 ul

Tab. 3.3: SlozZeni reakéni smési a podminky PCR pro ovéfeni pfipravenych dele¢nich mutantnich kmenu

S. lincolnensis.

— Koloniova PCR (Tab. 3.4)

Koloniova PCR byla pouzivana pro ovéfeni genetickych zmén ve streptomycetach. Do
smési byl pfidan nonidet — detergent, ktery rozrusi buné¢nou sténu bakterii. Do PCR reakéni

smési byla sterilné ,,odpichnuta® kolonie. Byla pouZzita LA polymerasa. Prvni denaturace trvala

10 min pro lepsi rozruSeni bunécné stény.

Tab. 3.4: SloZeni reakéni smési a podminky PCR pro koloniovou PCR.

- Ovérovaci PCR

Bylo pouzivano stejné slozeni reak¢éni smési a stejné podminky PCR jako v Tab. 3.4,

reakéni smés
LA pufr 10x Sul podminky PCR
dNTP (10 mM) 1 ul 94 °C 10 min
primer piimy (10 pmol/pl) 5ul 65 °C pauza
primer zpétny (10 pmol/ul) Sul 94 °C 45 s
DMSO 2,5 ul 55°C 45 s 30 cyklt
nonidet 0,5 ul 68 °C 1,5 min
LA polymerasa (5 U/ul) 1 ul 68 °C 5 min
deO 30 |J,1

s vyjimkou pFitomnosti nonidetu a teploty prvni denaturace, ktera trvala pouze 5 min.
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— Amplifikace inaktivacni kazety dle protokolu REDIRECT (Tab. 3.5)

reakéni smés
Expand High Fidelity pufr 5x ;
10 pl odminky PCR
s 7,5 mM MgCl, h e
dNTP (10 mM) 1 ul 68 °C i
primer piimy (10 pmol/pl) 1 pl 94 °C 45 s
primer zpétny (10 pmol/pl) 1 pl 50 °C 45 10 cykli
DMSO 2.5 ul 72°C_ | 1,5 min
DNA - inaktiva¢ni kazeta ° ’
X 0,5 ul 94 °C 45's
vyStépena z plJ773 (40 ng/ul) 35 °C 45 15 cykla
Expand High Fidelity 5 .
0,5 ul 72 °C 1,5 min
polymerasa (5 U/pl) 7350 S mm
dH,0 33,5 pl

Tab. 3.5: SloZeni reakéni smési a podminky PCR pro amplifikaci kazety dle protokolu REDIRECT.

3.2.2.3 TA Kklonovani

TA klonovani je zalozeno na tom, ze nékteré DNA polymerasy (Taq) pti PCR na konec
PCR produktu ptidavaji navic jeden deoxyadenosin. Vektor pGEM-T Easy je linearizovany a na
svych 3’-koncich ma pfipojeny jeden deoxythimidin. Tak muZe k sobé parovat vektor s PCR
produktem. Molekuly DNA spoji ligasa. K rozlieni pozitivnich a negativnich kloni slouzi
modrobila selekce. Je zalozena na tom, ze pGEM-T Easy vektor nese gen lacZ pro
B-galaktosidasu, uprostied kterého je misto pro vloZzeni PCR produktu. Pokud se PCR produkt
vlozi, pferusi se tim gen lacZ a nevznika [-galaktosidasa. Ta nemlze sviij substrat (X-gal), ktery
je pridan do LB agaru (AIX agar), pfeménit na modry produkt, a proto kolonie zlstavaji bilé.
Pokud by nedoslo k vlozeni PCR produktu, lacZ se bude ptepisovat a kolonie budou modré.

TA klonovani bylo vyuzito pro vneseni genu /mbX po PCR do vektoru pGEM-T Easy.
Byla pouzita komer¢ni souprava pGEM®-T and pGEM®T-Easy Vector Systems. SloZzeni
liga¢ni smési je uvedeno v Tab 3.6. Ligace probihala 1 h pti pokojové teploté. Poté byly ligacni
smési (4 pl) transformovany buniky E. coli IM109 a nasledné byly vysety na AIX agar
obsahujici ampicilin, IPTG a X-gal. Pozitivni klony vyrostly jako bilé kolonie, zatimco

negativni klony byly modré.

Ligacni smés pro ligaci do pGEM-T
Rapid liga¢ni pufr 2x 5l
pGEM-T Easy (50 ng/ pl) 1 pl
PCR produkt X ul
T4 DNA ligasa (5 U/ul) 1 ul
dH,0 do 10 pl

Tab. 3.6: SloZeni ligaéni smési pro TA klonovani.
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3.2.2.4 Ligace DNA

Spojeni dvou molekul DNA bylo vyuzito pti vkladani genu do expresniho vektoru.
Doporuceny molarni pomér inzertu k vektoru je 3/1. Slozeni reakéni smési je uvedeno
v Tab. 3.7. Jako kontrola slouzila stejna ligaéni smes bez inzertu. Ligace probihala pfi pokojové

teploté 1,5 h.

ligacni smés pro ligaci do expresniho vektoru
T4 DNA ligacni pufr 10x 2 ul
vektor (100 ng) X ul
inzert X ul
ATP (10 mM) 1 ul
T4 DNA ligasa (5 U/pl) 1 pl
dH,0 do 20 pl

Tab. 3.7: Slozeni ligacni smési.

3.2.2.5 DNA elektroforéza v agarosovém gelu

DNA elektroforéza je elektromigra¢ni metoda slouzici k separaci molekul DNA podle
jejich velikosti (poctu paru bazi). DNA diky zaporné nabitym fosfatovym skupindm putuje
v elektrickém poli k anodé.

Elektroforeticka analyza DNA byla provadéna v 1% agarosovém gelu v TAE pufru. Pro
zviditelnéni byl do gelu pfidan ethydium bromid v kone¢né koncentraci 0,005 %. Ke vzorkiim
byl pfed nanesenim pfidavan 10x koncentrovany vzorkovy pufr a jako standard byl pouzivan

ptipraveny roztok 1kb PLUS DNA ladder. Napéti bylo 3-5 V/em.

3.2.2.6 Izolace fragmentu DNA z agarosového gelu

Izolace DNA z agarosového gelu byla pouzivana pro pifeisténi DNA z PCR reakce
a pro ziskani urcitého fragmentu po Stépeni restrikénimi endonukleasami. K této izolaci DNA
byla pouzivana komer¢ni souprava Wizard® Plus SV Gel and PCR DNA Clean-Up System.
Nejprve byly vzorky elektroforeticky rozdéleny v 1% gelu a pod UV svétlem byl vytiznut gel
s pozadovanou DNA. Izolace DNA pak spo¢iva vtom, Ze se vzorek nalije na sklenénou
membranu v kolonce, kde se za vysoké iontové sily zachyti DNA a necistoty jsou odmyty.

Kolonka se promyva a nakonec je DNA eluovana roztokem o nizké iontové sile — dH,O.

3.2.2.7 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleas
Stépeni DNA katalyzuji restrikéni endonukleasy. Ty rozpoznavaji specifické sekvence

na DNA. Reakce probihaly za optimalnich podminek uréenych vyrobcem 1-3 h.
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3.2.2.8 Defosforylace molekul DNA

Tato metoda byla vyuzivana k defosforylaci koncut $té€penych (linearizovanych) vektord,
aby se konce znovu nespojovaly. K defosforylaci byla pouzita alkalicka fosfatasa CIP. Reakce
byla provadéna hned po S$té€peni vektoru ptidanim fosfatasy (5 U na 3 pg vektoru) do restrikéni

smési. Defosforylace probihala 1,5 h pii 37 °C.

3.2.2.9 Minipreparace plazmidové DNA alkalickou lyzi

Tato izolace DNA je zalozena na pouziti roztokll pfipravenych v laboratofi
(BIRNBOIM a DOLY 1979). Ziskana DNA neni tak Cista jako pfi izolaci pomoci komercni
soupravy. Tato metoda byla vyuZita pro ovéreni klont restrikéni analyzou.

Jednou kolonii bylo zao¢kovano 4 ml LB média s antibiotikem. Kultura rostla pies noc.
Réno byla kultura zcentrifugovana pii 4000xg, 15 min, 4 °C. Bunky byly resuspendovany
ve 100 pul roztoku 1. Bylo pfidano 200 ul roztoku II (obsahuje NaOH a SDS), ktery lyzuje
buniky. Po 5 min byla suspenze neutralizovana 150 ul roztoku III. Tim byly také vysrazeny
proteiny a chromozomalni DNA. Pak byl roztok centrifugovan pii pokojové teploté, 16000xg,
15 min. DNA byla ziskana alkoholovym srazenim. K supernatantu bylo pfidano 2,5 objemu
ethanolu a bylo ponechano srazet 5 min na ledu. Centrifugaci (16000xg, 15 min, 4 °C) byla
oddélena vysrazena DNA. Byla promyta 0,5 ml 70% ethanolu a za stejnych podminek byla
suspenze centrifugovana. Sediment byl vysusen ve vakuu pii 42 °C. DNA byla resuspendovana

ve 20 pl sterilni dH,O s ptidavkem ribonukleasy A (v celkové koncentraci 20 pg/ml).

3.2.2.10 Minipreparace plazmidové DNA vazbou na aktivované sklo

K izolaci plazmidové DNA z malého objemu kultury (4 ml) byla pouzivana komercni
souprava — Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. Princip metody je obdobny
jako v predchozi kapitole, DNA vSak neni srazena alkoholem, ale pfeiSténa vazbou na
aktivované sklo kolonky.

Po noc¢ni kultivaci 4 ml LB média s prislusnym antibiotikem zainokulovanym jednou
kolonii byla kultura centrifugovana (4000xg, 15 min, 4 °C). Dale probihala izolace DNA dle
protokolu. Bunky byly resuspendovany a lyzovany. Po 3-5 min byl pfidan roztok alkalické
proteasy. Suspenze byla neutralizovana a centrifugovana. Supernatant byl nanesen na kolonku
s aktivovanym sklem, které za vysoké iontové sily vaze DNA. Pak byla kolonka promyvana

a nakonec DNA eluovana dH,O.

58



3.2.2.11 Preparace plazmidové a kosmidové DNA vazbou na aktivované sklo

Izolace plazmidové a kosmidové DNA ze 100 ml kultivace byla provadéna dle
protokolu komer¢ni soupravy Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi.
Princip je stejny jako v predeslych dvou kapitolach. Nejprve je DNA pieisténa vazbou na
aktivované sklo a pak jesté alkoholovym srazenim.

Pro tuto izolaci byly kultivovany bunky E. coli ve 100 ml LB média pii 37 °C pfes noc.
Druhy den byly bunky centrifugovany (4000xg, 15 min, 4 °C). Bunky byly resuspedovany,
lyzovany (4-5 min) a neutralizovany dle protokolu. Pak byl lyzat nanesen na promytou kolonku
(s aktivovanym sklem) s vloZzenym filtrem. Filtr byl promyt a odstranén. Pak byla promyta
kolonka a eluovana DNA. K DNA (5 ml) bylo ptfidano 3,5 ml isopropanolu a dikladné
promichano. Tim se srazila DNA. Néasledovala centrifugace (16000xg, 30 min, 4 °C) a promyti
vysrazené DNA 70% ethanolem. Roztok DNA byl centrifugovan pii pokojové teploté 16000xg,
5 min. Supernatant byl odstranén a DNA byla dosuSena ve vakuu pii 42 °C. DNA byla

resuspendovana v dH,O.

3.2.2.12 Izolace chromozomalni DNA . lincolnensis

Kultura, ktera rostla dva dny v ISP2 médiu s CaCOs, byla centrifugovana pii 5000xg,
15 min, 4 °C. Z bunék bylo odebrano steriln¢ zhruba 100 ul a s nimi bylo dale pracovano. Na
jednu hodinu byly buiiky uloZzeny do mrazaku z divodu lepsi izolace chromozomalni DNA. Pak
bylo postupovano podle protokolu Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Bunky byly
resuspendovany v 480 pl 50 mM EDTA. Pro rozruseni bunééné stény bylo pfidano 120 pl
lysozymu (10 mg/ml). Bunécna suspenze byla kultivovana 50 min pti 37 °C. Pak byla
centrifugovana (16000xg, 5 min, pokojova teplota) a k sedimentu bylo ptidano 600 pl lyza¢niho
roztoku. Lyze probihala 5 min pti 80 °C, pak byly pfidany 3 pl ribonukleasy A a suspenze byla
inkubovana pii 37 °C dal$i hodinu. K lyzatu bylo pfidano 200 pl roztoku sraziciho proteiny
a ponechano srazet 5 min na ledu. Lyzat byl centrifugovan (16000xg, 5 min, pokojova teplota)
a supernatant byl pfenesen do 600 ul isopropanolu. Nasledovala stejna centrifugace a po ni byl
sediment promyt 600 pl 70% ethanolu. Opét nasledovala stejna centrifugace. Byl odstranén
supernatant a DNA byla vysusena ve vakuu pii 42 °C. DNA byla resuspendovana ve 100 ul
rehydrata¢niho roztoku.

3.2.2.13 DNA sekvenovani
Sekvenace byla provadéna na servisnim pracovisti MBU. Vystup ze sekvenatoru byl

analyzovan v programu Chromas.
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3.2.3 Metody prace s proteiny

3.2.3.1 Heterologni produkce proteini

Z Cerstvé narostlych  kolonii bun¢k E. coli BL21(DE3) nebo E. coli
BL21(DE3)/pGroESL s vlozenym expresnim vektorem obsahujicim gen pro expresi bylo
zaoCkovano LB médium (100 ml) na optickou denzitu (ODgg) 0,05-0,1. Poté kultura rostla pti
37 °C, 200 RPM do ODgg 0,6-0,8 (pozdni exponencialni faze riustu). Po dosazeni této OD byla
indukovana exprese heterologniho genu pfidanim IPTG (40 pl 1M IPTG na 100 ml kultury).
Poté byla premisténa kultura do riznych postindukénich teplot. Po kultivaci byly bunky
oddéleny centrifugaci (4000xg, 15 min, 4 °C). Bunky byly bud’ rovnou resuspendovany

a sonikovany nebo byly zmrazeny a uchovavany pii -20 °C.

3.2.3.2 Sonikace po heterologni expresi /ImbX

Bunky E. coli BL21(DE3) a BL2I1(DE3)/pGroESL ziskané centrifugaci kultury
produkujici rekombinantni protein LmbX byly resuspendovany v sonika¢nim pufru — 1/20
objemu kultivace. K buiikdm ziskanym ze 100 ml kultury bylo ptidano 5 ml sonikaéniho pufru.
Suspenze byla rozdélena po 1 ml a sonikovana 3x 10 s. Bunky a bezbunécné extrakty byly
chlazeny v ledové lazni. Po sonikaci byly bezbunééné extrakty centrifugovany (16000xg,
15 min, 4 °C). Vzorky rozpustné i nerozpustné frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE,

nebo byla pro dalsi praci pouzita pouze rozpustna frakce, z které byl purifikovan LmbX.

3.2.3.3 Metaloafinitni chromatografie HiTrap

Tato metoda slouzi k purifikaci proteinti. Jde o afinitni chromatografii, kde na kolonce
(HiTrap Chelating) je sorbent, na kterém je pfipojena iminooctova kyselina a ta vaze nikelnaté
ionty. Ty pak reverzibilné reaguji s histidinovou kotvou proteinu. Zachycené molekuly jsou
vymyvany roztoky se vzrlstajici koncentraci imidazolu. Nakonec je eluovan protein
s histidinovou kotvou. VSechny roztoky byly vychlazené, aby se zabranilo denaturaci proteinu.

Nejprve byla ptipravena kolonka o objemu 1 ml. Pro vymyti 20% ethanolu, v kterém je
uchovavana, byla kolonka promyta 5 ml dH,O. Pak byla nabita 0,5 ml 1M NiSO,. Opét byla
promyta 5 ml dH,O a pak 5 ml sonika¢niho pufru. Na kolonku byl pomalu nanasen vzorek —
supernatant ziskany centrifugaci sonikovanych bunék. Poté byla kolonka promyvana
sonikacnimi pufry se zvysujici se koncentraci imidazolu (po 5 ml kazdé koncentrace) a jimany
frakce po 1 ml. Po eluci proteinu byla kolonka promyta 5 ml sonikacniho pufru. Proteiny
v jimanych frakcich byly detekovany na nitrocelulosové membrané barvenim Ponceau S a

analyzovany na SDS-PAGE.
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3.2.3.4 Dialyza

Dialyza je separacni metoda, ktera slouzi pro oddéleni nizkomolekularnich
a vysokomolekularnich latek pomoci polopropustné membrany. Dialyza byla pouzivana po
purifikaci proteinu s cilem odstranit imidazol, ktery je obsazen v roztoku proteinu po jeho
purifikaci. Imidazol na rozdil od velkych molekul proteinti membranou prochazi.

Nejprve byla ptipravena dialyza¢ni membrana. Z kotouce byl odsttizen odpovidajici kus
dialyza¢ni membrany a 10 min povaien v roztoku pro ptfipravu dialyza¢ni membrany. Nasledné
byl povatren 10 min v dH,O. Takto pfipravena (zmekla) vychladla membrana byla promyta 3 ml
sonikac¢niho pufru a na jedné strané uzaviena klipsem. Byl vnesen vzorek (v sonika¢nim pufru
s imidazolem) a membrana byla uzaviena klipsem i na druhé strané. Pak byla membrana s cca
1 ml roztoku proteinu vlozZena do kadiny s 2 1 dialyza¢niho pufru (objemovy pomér 1 : 2000),
ktery mél stejné slozeni jako pufr sonikacni. Dialyza probihala na magnetické michacce pti 4 °C

pies noc.

3.2.3.5 Detekce proteinu roztokem Ponceau S

Ponceau S je Cervena barva, ktera se specificky vaze na proteiny. Na nitrocelulosovou
membranu bylo naneseno 5 pl vzorku (napf. analyzované frakce z kolonky) a ponechano
zaschnout. Poté byla membrana ponofena na 5 min do roztoku Ponceau S a nasledné byla
oplachnuta pod tekouci vodou. Pokud byly ve vzorku proteiny, na membrané se vytvotila

¢ervena skvrna v misté naneseni vzorku.

3.2.3.6 SDS-PAGE

SDS-PAGE je elektromigra¢ni separa¢ni metoda slouzici k déleni proteini podle jejich
molekulové hmotnosti. SDS totiz denaturuje proteiny a dava jim zaporny naboj, ktery je piimo
umérny velikosti proteinu. Zaporné nabité proteiny pak putuji ke kladné nabité elektrodé —
anodé.

Ke vzorkim bezbunéénych extraktll (supernatant po sonikaci) a frakcim proteinu
ziskanych pfi purifikaci proteinu bylo pfidano stejné mnozstvi 2x vzorkového pufru
obsahujiciho merkaptoethanol, ktery rusi disulfidické vazby. Vzorky nerozpustné frakce po
sonikaci byly resuspendovany v 250 ul stejného pufru. Nasledné byly vzorky se vzorkovym
pufrem vystaveny teploté 80 °C po dobu 15 min.

Byl pouzivan 10% separacni gel a aparatura Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Elektroforéza probihala v elektrodovém pufru pro SDS-PAGE pii konstantnim napéti 200 V.

SloZeni geld je uvedeno v Tab. 3.8.
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10% separacni gel | zaostiovaci gel

akrylamid (40% akrylamid, 1,7%

b];szhylam(i d) kry 1,25 ml 112 ul
pufr Tris-HCI - pH 8,9 (1,875 M) 1 ml -

pufr Tris-HCI - pH 6,9 (1 M) - 126 pl
deionizovana H,O 2,625 ml 875 ul
SDS (4%) 125 wl 32 ul
APS (30%) 5l 2,5 ul
TEMED 5ul 2,5ul

Tab. 3.8: SloZeni separa¢niho a zaostfovaciho gelu SDS-PAGE.

3.2.3.7 BN-PAGE

BN-PAGE je elektromigrac¢ni separa¢ni metoda slouzici k déleni proteini podle jejich
molekulové hmotnosti, vliv tvaru je ale pti této elektroforéze mnohem vétsi nez pii SDS-PAGE.
BN-PAGE je zaloZena na migraci proteini v elektrickém poli, které jsou obaleny barvou
Coomassie brilliant blue G-250, kterd udé€luje proteinim cCastené zaporny naboj, ale
nedenaturuje je. Proto umoznuje tato metoda separaci proteinti v jejich nativni konformaci. Pro
tuto analyzu je potieba chladit v§echny roztoky, a i samotna elektroforéza probiha pti 4 °C. To
je z toho diivodu, aby se proteiny nezdenaturovaly.

V této praci byla provadéna elektroforéza s gradientem 8%-18%. Slozeni gell je
uvedeno v Tab. 3.9. K ziskani gradientového gelu bylo pouzivano zatizeni Hoefer SG50 — dv¢é

spojené nadoby, zjedné je vypust’ (Obr. 3.1). Do komory

8 % 18 % u vypusti se naléva hustsi gel, do druhé komirky ¥idsi. Do
komirky s hustSim gelem se dava michadlo. To zarucuje
promichavani ptitékajiciho fidSiho gelu s hust§im gelem.
Hadi¢kou z vypusti je gel nalévan mezi skla.

Vzorky byly pfipraveny smichanim se vzorkovym

——>

pufrem v poméru 2:1. Standard (Kalibra¢ni kit pro urceni
Obr. 3.1: Schéma zafizenina  molekulovych hmotnosti vysokomolekularnich proteini) byl
pfipravu gradientovych gel. )
rozpustén ve 100 pul sonika¢niho pufru a také smichan se
vzorkovym pufrem. Aparatura byla pouzivana stejna jako pfi SDS-PAGE. Mezi skla byl
nalévan katodovy pufr, ktery je obarveny barvou Coomassie brilliant blue G-250 a do
elektroforetické vany byl nalévan bezbarvy anodovy pufr. V pribéhu elektroforézy barva
prostupuje gelem, az nakonec za¢ne vytékat spodni stranou gelu. V této fazi byla elektroforéza

ukonéena. Napéti bylo pouzito 100 V po dobu pil hodiny az hodiny, nez vzorky postoupily do

separa¢niho gelu, a pak bylo zvySeno na 300 V.
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8% separacni gel 18% separacni gel | zaostfovaci gel
akrylamid (48,0%
akrylamid, 1,5% 483 ul 916 wl 83 ul
bisakrylamid)
gel pufr 3x 1 ml 833 ul 333 ul
glycerol - 0,5¢g -
APS (30%) 5,5ul 2,8 ul 2,8 ul
TEMED 1,6 ul 0,8 ul 0,8 ul
dH,O 1,5 ml 347 wl 580 ul

Tab. 3.9: SloZeni separacnich gelti 8 % a 18 % a sloZeni zaostfovaciho gelu BN-PAGE.

3.2.3.8 Barveni proteinii po SDS-PAGE a BN-PAGE

Gely byly pfeneseny na 10-20 min do nadoby s barvicim roztokem pro SDS-PAGE
a BN-PAGE. Pak byly gely odbarvovany nejprve dvakrat horkym odbarvovacim roztokem pro
SDS-PAGE a BN-PAGE po dobu 15 min a poté byly pfelity odbarvovacim roztokem pokojové

teploty a ponechany odbarvovat pies noc.

3.2.3.9 Stanoveni koncentrace proteini metodou podle Bradfordové

Kolorimetrické stanoveni koncentrace proteini bylo provedeno soupravou Quick
Start™ Bradford Protein Assay Kit dle navodu. 5 ul standardi (riizné koncentrace BSA) a 5 pl
nafedénych vzorkll bylo smichano s250 pl cinidla Bradfordové v 96 jamkové desticce
a kolorimetrické zmény byly méfeny pii 560 nm na pfistroji Multiskan EX. Kalibra¢ni kiivka
byla sestavena z naméiené absorbance standardd BSA a zni byla vypoctena koncentrace

vzorku.

3.2.4 Testovani funkce LmbX

3.2.4.1 Testovani funkce LmbX in vitro

Predpokladanym substratem pro LmbX byl zluty produkt reakce fizené proteinem
LmbB1 — kyselina 4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova (YT).
Tato latka byla ziskana z pfedchozich experimentt (NOVOTNA ez al. 2004) a je uchovavana
pii -70 °C v pevném stavu. Byl pfipraven 500 mM zasobni roztok.

Funkce LmbX byla testovana v pfitomnosti YT. Nejprve nebyla do reakéni smési
pridavana aditiva. Dale byly zkouseny ptidavky soli. Jako kontroly slouzily stejné reakéni smési
bez enzymu. Reakce probihaly ve 100 pl v pufru 20 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl,
20% glycerol, pH 8,0. Koncentrace proteinu LmbX byla 1 mg/ml, koncentrace YT a soli byla
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10 mM. Reakéni smési byly ponechany 1,5 h pii 30 °C. Reakéni smési byly analyzovany ten
samy den pomoci UHPLC.

3.2.4.2 Testovani funkce LmbX in vivo

Funkce LmbX byla testovana in vivo v heterolognim producentovi E. coli
BL21(DE3)/pGroESL produkujici rekombinantni LmbX.

Buiiky byly kultivovany v 13 ml LB média. Po dosazeni ODgg 0,6-0,7 bylo odebrano
6 ml kultury. U odebrané kultury byla indukovana exprese /mbX ptidanim IPTG a YT byl
pridan do celkové koncentrace 5 mM. Exprese probihala pfes noc pii 17 °C, 200 RPM. Po
kultivaci byly kultury centrifugovany (4000xg, 15 min, 4 °C). Médium bylo oddéleno a bunky
byly resuspendovany v 500 pl sonikacniho pufru 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 20%
glycerol, pH 8,0. Bunky byly sonikovany 3% 10 s a nasledné centrifugovany (16000xg, 15 min,
4 °C). Supernatant ziskany sonikaci a centrifugaci kultury byl analyzovan pomoci UHPLC.

3.2.4.3 Extrakce a méieni YT a podobnych latek

Vsechny extrakce a méfeni pomoci UHPLC provadél Zden¢k Kamenik, PhD.

Existuje protokol stanoveni produktu enzymu LmbB1 (YT, ptredpokladany substrat pro
LmbX). Tento protokol byl pouzit i pro extrakci a méfeni moznych produktti LmbX.

Pro ziskani produktd z kultivace v LB médiu byla pouzita extrakce na pevné fazi (SPE
= solid phase extraction). Supernatant kultiva¢niho média byl okyselen koncentrovanou
kyselinou mravenci tak, aby jeho pH bylo v rozmezi 2,3-2,7. Takto upraveny vzorek (2 ml) byl
nanesen na predem kondicionovanou (3 ml methanolu) a ekvilibrovanou (3 ml vody) SPE
kolonku Oasis MCX 3cc, 60 mg. Kolonka byla dale promyta (3 ml 2% kyseliny mravenci)
a analyt zachyceny na sorbentu byl eluovan 1,5 ml methanolu. Eluat byl odpafen do sucha
arozpuStén ve 2 ml 50% methanolu. Rozpousténi bylo usnadnéno promichanim (vortex),
sonikaci (5 min) a opét promichanim. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan UHPLC.

Reakéni smés nebo SPE extrakt z LB média byl po centrifugaci (13 000xg, 5 min)
analyzovan pomoci UHPLC na pfistroji Acquity UPLC spojeném s UV detektorem diodového
pole 2996 a hmotnostné-spektrometrickym detektorem LCT Premier XE s analyzatorem doby
letu. Data byla zpracovana pomoci softwaru MassLynx 4.0. 5 ul vzorku bylo davkovano na
kolonu Acquity BEH Cig (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) udrZovanou pfi teploté 30 °C. Jako
mobilni faze byly pouzity 0,1% HCOOH (A) a methanol (B) s pritokovou rychlosti
0,4 ml min" a slinearni gradientovou eluci (min/% B): 0/5; 1,5/5; 4,5/25 s naslednym
vyplachem kolony (100% B, 1,5 min) a ekvilibraci (5% B, 2,0 min). Pro UV detekci bylo

pouzito rozmezi vinovych délek 200-600 nm. Podminky hmotnostné-spektrometrické detekce:
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napéti na kapilafe, +2400 V; napéti na vstupu do analyzatoru, 240 V; teplota bloku iontového
zdroje, 120 °C; teplota desolvata¢niho plynu — dusiku, 350 °C; pritok desolvata¢niho plynu,
800 L h™'; pritok dusiku pfi vstupu do analyzatoru 50 L h™'. Hmotnostni spektrum v pozitivnim
W moédu bylo méfeno v rozsahu hodnot 100-1000 m/z. Doba skenu byla 0,1 s, doba mezi skeny
¢inila 0,01 s (pfi zméné polarity, 0,3 s, pro referentni latku, 0,1 s). Jako referentni latka pro

udrzeni pfesné hmoty v pribéhu méfeni byl pouzit leucin-enkefalin (2 ng pl™', 5 plmin ™).

3.2.4.4 Extrakce a méieni linkomycinovych derivati

Optimalni podminky pro extrakci a méfeni linkomycinu pomoci UHPLC byly
publikovany (OLSOVSKA er al. 2007). Na$e méfeni probihala podle modifikovaného
protokolu.

Supernatant z kultivace v AVM médiu byl extrahovan na pevné fazi pomoci kolonky
HLB 3cc (60 mg). Kolonka byla pfed nanesenim vzorku kondiciovana 3 ml methanolu
a ekvilibrovana 3 ml vody. Bylo na ni naneseno 3 ml supernatantu a byla promyta 3 ml vody.
Kolonka byla vysusena 1-2 min ve vakuu. Linkomycin a jeho derivaty byly eluovany 1,5 ml
methanolu. Eluat byl vysuSen na rotac¢ni vakuové odparce a nasledn¢ byl rozpustén ve 150 pl
50% methanolu, ¢imz se ziskal 20x koncentrovanéj$i vzorek nez byl pivodni supernatant. Pak
se vzorek zamichal (vortex), 5 min sonikoval v l1azni a jeSté jednou zamichal. Pro detekci na
hmotnostnim spektrometru byly takto pfipravené vzorky nafedény 100x 50% methanolem.
Vzorky byly centrifugovany (13000xg, 5 min) a pieneseny do UHPLC vialky.

5 ul vzorki bylo naneseno na chromatografickou kolonu Acquity BEH Cig
(50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) udrzovanou pii teploté 40 °C. Jako mobilni faze byly pouzity 1 mM
mravenCan amonny, pH 9 (A; pfipraven titraci roztoku kyseliny mravenc¢i hydroxidem
amonnym na piislusné pH) a acetonitril (B) s pratokovou rychlosti 0,4 ml min™ a s linearni
gradientovou eluci (min/% B): 0/5; 1,5/5; 15/70; 16/100 s naslednym vyplachem kolony (100%
B, 1 min) a ekvilibraci (5% B, 3 min). UV detekce byla provedena pii vinové délce 194 nm.
Podminky hmotnostné-spektrometrické detekce byly nasledujici: napéti na kapilafe, +2800 V;
napéti na vstupu do analyzatoru, 240 V; teplota bloku iontového zdroje, 120 °C; teplota
desolvataéniho plynu — dusiku, 350 °C; pritok desolvata¢niho plynu, 800 L h™'; pratok dusiku
pti vstupu do analyzatoru 50 L h™'. Hmotnostni spektrum v pozitivnim W médu bylo méeno
v rozsahu hodnot 100-1000 m/z. Doba skenu byla 0,1 s, doba mezi skeny ¢inila 0,01 s (pfi
zmeén¢ polarity, 0,3 s, pro referentni latku, 0,1 s). Jako referentni latka pro udrZzeni ptresné

hodnoty m/z v pribéhu méfeni byl pouZit leucin-enkefalin (2 ng pl™', 5 plmin™).
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3.2.4.5 Testovani biologické aktivity linkomycinovych derivati

Testovani biologické aktivity provadél Zdenék Kamenik, PhD.

Biologicka aktivita byla testovana pomoci diskového difizniho testu. Na disk
z filtraéniho papiru (Whatman) bylo naneseno 20 pl SPE extraktu kultivacniho média. Po
odpareni rozpoustédla byly disky umistény na kultiva¢ni misky s agarovou pidou B1, na které
byla nejprve rovnomérné rozprosttena suspenze citlivé bakterie Kocuria rhizophila CCM 552.
Takto ptipravené misky byly kultivovany 24 h pti 37 °C. Ptipadné zény inhibice rustu citlivého

kmene vytvorené kolem napusténého disku indikovaly ptitomnost biologicky aktivni latky.

3.2.5 Metoda inaktivace genti u streptomycet

K inaktivaci gend z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu S. lincolnensis byl
vyuzivan protokol REDIRECT PCR targeting system in Streptomyces coelicolor A3(2) (GUST
et al. 2003). Podrobny protokol je dostupny na http:/streptomyces.org.uk/redirect/
protocol_V1_4.pdf. Celkové schéma protokolu inaktivace genu je znazornéno na Obr. 3.2.

Principem inaktivace gend je vlozeni inaktivaéni kazety misto genu homologni
rekombinaci. Kazeta obsahuje gen kodujici rezistenci k apramycinu, takze se daji klony
s vnesenou kazetou dobie selektovat. Kazetu ohranicuji FRT mista, které rozpoznava FLP
rekombinasa, ta vyStépi kazetu a necha tzv. jizvu. Délka sekvence jizvy je 81 bp a tedy neporusi
¢teni genetické informace.

Priprava kazety (kroky 1-3 z Obr. 3.2). V prvni fazi byla pfipravena kazeta. Sekvence
kazety byla vysStépena z vektoru plJ773 restrikénimi enzymy FEcoRI a Hindlll. DNA
odpovidajici kazeté byla preCisténa extrakci z gelu (3.2.2.6). Takto pfipravena kazeta slouzila
jako templat pro PCR (Tab. 3.5). PCR primery byly navrzeny dle protokolu REDIRECT
(Obr. 3.3). Oba primery obsahuji 39 nukleotidii ohranicujicich okoli cilového genu a sekvenci
kazety (20 nukleotidii pfimy primer, 19 nukleotidd zpétny primer). PCR produkt byl pfeistén
extrakei z gelu.

Nahrazeni genu kosmidu inaktivacni kazetou (4, 5). Do E. coli BW25113/plJ790 byl
transformovan elektroporaci (3.2.2.1) kosmid pLK6 (nese cely genovy shluk pro biosyntézu
linkomycinu). Bunky byly selektovany na LB agaru s chloramfenikolem, kanamycinem
a karbenicilinem. Do takto pfipravenych bunck byla elektroporaci vnesena inaktivacni kazeta
prodlouzena o sekvenci homologni s okolim genu, ktery chceme inaktivovat. Plazmid plJ790 je
A RED rekombinaéni plazmid, ktery umoziuje vysokoucinnou rekombinaci mezi linedrnim
DNA fragmentem a cirkularnim kosmidem. Pridanim L-arabinosy se aktivuji red geny.
ZvySenim teploty z30 °C na 37 °C se plazmid ztrati. Selekci antibiotiky (karbenicilin,

kanamycin a apramycin) byly ziskany bunky BW25113 obsahujici kosmid s inaktiva¢ni kazetou
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vloZenou misto genu. Pro potvrzeni vlozeni kazety byla izolovana kosmidova DNA (3.2.2.11),
ktera slouzila jako templat pro ovérovaci PCR i restrikéni analyzu. Primery pro ovéfovaci PCR
jsou vzdaleny zhruba 100-300 bp od inaktivovaného genu.

Mezidruhova  konjugace (6). Izolovany kosmid byl elektroporaci vnesen do
nemethylujici £. coli ET12567/pUZ8002. Tento kmen byl kultivovan v SOC médiu (bohatsi
médium), protoze roste pomalu. Kosmid byl ptenesen z E. coli do S. lincolnensis mezidruhovou
konjugaci. Spory S. lincolnensis, aktivované zahtatim v 500 pl 2x YT média 10 min pii 50 °C,
byly smichany s Cerstvé elektroporovanymi bunikami E. coli ET12567/pUZ8002 nesouci kosmid
a smés byla vyseta na MS agar s 10 mM MgCl,. Po 16 h byl agar pfelit 1 ml roztoku kyseliny
nalidixové a apramycinu (oba 25 ul ze zasobnich roztokt). Kyselina nalidixova selektivné zabiji
E. coli a apramycin selektuje bunky s inaktivacni kazetou. Transkonjugaty byly precarkovany
na dva DNA agary — jeden s nalidixovou kyselinou a apramycinem a druhy s nalidixovou
kyselinou, apramycinem a kanamycinem. Streptomycety byly selektovany tak dlouho, dokud
nebyly senzitivni ke kanamycinu a rezistentni k apramycinu. Rezistence ke kanamycinu se
ztraci, protoze po homologni rekombinaci genu dvéma crossing-overy se zbytek kosmidu
odstrani. Inaktivovany gen na chromozomu byl ovéfen koloniovou PCR z ovétovacich primert.

Priprava jizvy (7). Dalsi fazi inaktivace genu je piiprava jizvy, ktera nerusi piepis gend
ptitomnych za kazetou. Kosmid s vloZenou inaktivacni kazetou byl vnesen elektroporaci do
E. coli DH50/BT340. BT340 je teplotn¢ senzitivni plazmid, ktery se replikuje pii 30 °C. Koduje
FLP rekombinasu, ktera rozpoznava FRT mista kazety a vyStépi tedy kazetu z kosmidu. FLP
rekombinasa je exprimovana pii 42 °C. Pfi této teploté dochazi i ke ztrat¢ plazmidu.
Elektroporované bunky rostly 2 dny pii 30 °C na LB agaru s apramycinem a chloramfenikolem.
Jednotlivé kolonie byly precarkovany na LB agar bez antibiotik a ponechany rist pies noc pii
42 °C. Vyrostlé kolonie byly precarkovany na dvé misky s LB agarem. Jedna obsahovala
apramycin a druha kanamycin. Pozitivni jsou kolonie, které vyrostly pouze na kanamycinu. To
znamend, ze ztratily inaktivani kazetu. Pozitivni kolonie byly ovéfeny koloniovou PCR
a izolovany kosmid restrikéni analyzou.

Dalsim krokem je piiprava protoplastt S. lincolnensis, do kterych se pak vnasi

kosmidova DNA s jizvou misto genu. Tato posledni ¢ast inaktivace nebyla jiz provedena.
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Obr. 3.2: Schéma protokolu pro inaktivaci genu chromozomu streptomycet dle protokolu REDIRECT.
Pfevzato a upraveno z protokolu REDIRECT.
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39 nt z kddujiciho vidkna kondici 39 nt z nekodujiciho viakna
start kodonem (ATG) konéici stop kodonem

m s 021 =TT, » s el pendl TI:%F'; BBIMR
NMMNN TAC T e N ACT ... NNNR|

S i * 20 a 19 nt sekvence kazely
59 nt pfimy primer « 20 nt: § ATT CCG GGG ATC CGT CGACC ¥
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FLP rekombinasa (BT340)

59 nt pfimy primer

MMNN ... ATG TGA MMNNN
TNNNN .. TAC LACT ... NNNN |

58 ni zpétny primer

81 bp jizvi

Obr. 3.3: Schéma navrhu primerl pro deleci gent chromozomu streptomycet dle protokolu REDIRECT.
Kazeta obsahuje ApraR — gen pro rezistenci k apramycinu, oriT — po¢atek replikace a FRT — mista, ktera
rozpoznava FLP rekombinasa. Gen kédujici tuto rekombinasu je umistén na plazmidu BT340. Pfevzato

a upraveno z protokolu REDIRECT.
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4 Vysledky

4.1 Priprava Konstruktu pro heterologni expresi ImbX

Pro amplifikaci genu /mbX byly navrZzeny primery, které obsahovaly Ndel restrikéni
misto a start kodon genu /mbX (primer Xf) a Xhol restrikéni misto a stop kodon (primer Xr).
Byla provedena PCR pii tfech riznych teplotach nasedani primert (50 °C, 55 °C, 60 °C).
Teplota neméla zadny vliv na vytézek. Precistény PCR produkt byl pomoci TA klonovani
ligovan do vektoru pGEM-T Easy. Liga¢ni smési byly transformovany bunky E. coli JM109.
Z bunék pozitivnich (bilych) kolonii byla izolovana plazmidova DNA. Vlozeni genu bylo
oveteno endonukleasami Ndel a Xhol a sekvenovanim byla ovéfena identita s genem /mb.X.

Jako expresni vektor byl vybran pET28. Gen /mbX ohraniCeny restrikénimi misty se
vlozil pomoci Ndel a Xhol do oblasti mezi dvé sekvence pro histidinovou kotvu. Kotva je
pfipojena pouze na N-konec proteinu LmbX, protoze gen /mbX konci stop kodonem, coz
neumoznuje translaci druhé kotvy na C-konci proteinu.

Vektor pET28 a konstrukt ImbX v pGEM-T Easy byl $tépen Ndel a Xhol. K restrikéni
smési vektoru byla pfidana alkalickd fosfatasa. Restrikéni smési byly elektroforeticky
rozdé€leny, fragment DNA pozadované velikosti byl vyfiznut a piedistén. Fragment nesouci
sekvenci ImbX byl ligovan s linearizovanym pET28 a liga¢ni smési byly transformovany bunky
E. coli JIM109. Z vyrostlych kolonii byla izolovana plazmidovda DNA a vloZeni genu bylo
ovéteno §tépenim Ndel a Xhol (Obr. 4.1). Takto byl ziskan vektor pET28 s vlozenym genem
ImbX.
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ﬂ
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5000 bp = = ' <+— 5293 bp
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I i
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4

Obr. 4.1: Kontrola pfipraveného konstruktu pro heterologni expresi ImbX.

1 — standard velikosti DNA, 2 — zpétné vystépeni ImbX z pET28, 3 — ImbX (ziskany Stépenim konstruktu
pGEM-T Easy s ImbX enzymy Ndel a Xhol, 895 bp), 4 — linearizovany pET28 (ziskany Stépenim Ndel
a Xhol, 5293 bp).
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4.2 Protein LmbX

4.2.1 Optimalizace podminek pro heterologni produkci LmbX

Pro zjisténi optimalnich podminek nadprodukce rekombinantniho proteinu LmbX byly
pouzity dva typy bunék E. coli BL21(DE3) a BL21(DE3)/pGroESL. Ty byly kultivovany do
pozdni exponencialni faze. Bylo odebrano 10 ml kultury (z celkového mnozstvi 100 ml) pro
naslednou negativni kontrolu (ptfed indukci se neprodukuje protein LmbX). U zbytku kultury
byla indukovana exprese /mbX ptidanim IPTG. Pro stanoveni optimalni postindukéni teploty
byly testovany tfi teploty. Bylo odebrano 3x 10 ml kultury a pfeneseno do tiepacek
vytemperovanych na 37 °C, 27 °C a 17 °C. Kultura bun¢k neindukované exprese byla také
paraleln¢ kultivovana ve 37 °C. V 17 °C probihala kultivace 22 h, v27 °C 4,5have37°C 1 h.
Bunky byly oddéleny centrifugaci a resuspendovany v 500 ul sonika¢niho pufru 20 mM
Tris-HCI1, 100 mM NacCl, pH 8,0. Buné¢né suspenze byly sonikovany a vznikly bezbunéény
extrakt byl centrifugovan. Ze supernatantu a sedimentu byly pfipraveny vzorky SDS-PAGE.
Vzorky sedimentu a supernatantu indukované i neindukované exprese /mbX z rGznych teplot

byly naneseny na SDS PAGE (Obr. 4.2).
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Obr. 4.2: Optimalizace podminek heterologni produkce rekombinantniho LmbX (SDS-PAGE).

A: Vzorky kultivace za rdznych podminek v E. coli BL21(DE3)/pGroESL.

B: Vzorky kultivace za rdznych podminek v E. coli BL21(DES3).

Vzorky neindukované exprese — negativni kontrola; sup — vzorky supernatantu; sed — vzorky sedimentu.

Z Obr. 4.2 je patrné, ze optimalni produkce proteinu LmbX v rozpustné formé je pii
postindukéni teploté 17 °C v bunkach E. coli BL21(DE3)/pGroESL, tedy pii koexpresi
s chaperony. Rozpustna forma proteinu je dilezitd pro jeho naslednou purifikaci, proto pro dalsi
kultivace byly voleny vzdy bunky BL21(DE3)/pGroESL a podminky exprese 17 °C po dobu
20-22 h. Pfi 27 °C a 37 °C se LmbX produkuje, ale je z velké Casti v nerozpustné forme
v sedimentu. Vypoctend molekulova hmotnost LmbX je 30727, ale na SDS-PAGE zdanliva

pohyblivost proteinu LmbX odpovida velikosti 33 kDa.
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4.2.2 Purifikace LmbX

Nadprodukovany LmbX byl purifikovan metaloafinitni chromatografii na kolonce.
Kolonka byla promyvana sonika¢nimi pufry (20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0) se
vzrustajici koncentraci imidazolu — 15 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 100 mM a 250 mM.
Optimalni pro purifikaci LmbX bylo promyti sonika¢nim pufrem se 70 mM imidazolem a eluce
zachyceného proteinu sonika¢nim pufrem s 250 mM imidazolem. Vzorky frakci ziskané
promytim a eluci byly naneseny na nitrocelulosovou membranu a barveny roztokem Ponceau S
(Obr. 4.3A). Vzorky frakci byly analyzovany i SDS-PAGE (Obr. 4.3B). Piecistény protein byl
nasledné dialyzovan proti sonika¢nimu pufru bez imidazolu. Tim se vyfedil imidazol, ktery je
ptitomny v pufru proteinu po jeho purifikaci. Po dialyze byl stanoven vytézek LmbX. Ze 100 ml
kultivace byly ziskany zhruba 3 mg proteinu LmbX.

1 2 3
B 4 v
o
) & / LmbX
A 35 kDa -~ w

1. 2. 3 4. ’/,,,—’5”./frakce 25 kDa » -
70 mMim. —»
250 mMim. &

Obr. 4.3: Purifikace rekombinantiho proteinu LmbX (v pufru 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0).

A: Nitrocelulosova membrana se vzorky z purifikace proteinu obarvena roztokem Ponceau S. Nahore — pét
frakci promyti sonikacnim pufrem se 70 mM imidazolem, dole — pét frakci vymyti sonikacnim pufrem
s 250 mM imidazolem.

B: Purifikace LmbX (SDS-PAGE). 1 — standard molekulové hmotnosti, 2 — vzorek 2. frakce promyti
sonikacnim pufrem se 70 mM imidazolem, 3 — vzorek 2. frakce vymyti sonikaénim pufrem s 250 mM
imidazolem.

4.2.3 Zjisténi kvartérni struktury a stability LmbX

Pro zjisténi kvartérni struktury a stability proteinu LmbX byla pouzita BN-PAGE. Bylo
pozorovano, ze protein je v pivodnim pufru (20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0)
nestabilni a tvofi agregaty. Byly proto provedeny dalsi purifikace v riiznych pufrech lisicich se
koncentraci NaCl a ptitomnosti 20% glycerolu (vzdy byl pfitomen 20 mM Tris-HCI, pH 8,0).

Glycerol obecné stabilizuje proteiny a inhibuje vznik agregati. LmbX v sonika¢nich pufrech
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se 100 mM nebo 500 mM NaCl byl purifikovan promytim sonika¢nim pufrem se 70 mM
imidazolem a vymyvan sonikacnim pufrem s 250 mM imidazolem. LmbX v sonika¢nich
pufrech bez NaCl byl purifikovan promytim sonika¢nim pufrem s 15 mM imidazolem a LmbX
byl eluovan sonika¢nim pufrem se 70 mM imidazolem. Piehled pufri a jejich vlivu na tvorbu
agregati LmbX je uveden v Tab. 4.1. Stabilita byla kontrolovana pomoci BN-PAGE hned po
purifikaci proteinu, po dialyze, po tydnu, po 14 dnech.

Bylo zjisténo, Ze mnozstvi NaCl, ptitomnost glycerolu a teplota skladovani ma velky
vliv na stabilitu LmbX (Obr. 4.4). V pufrech 20 mM Tris-HCI, 100 nebo 500 mM NaCl, 20%
glycerol, pH 8,0 byl protein nejvice stabilni (Obr. 4.5). Dale bylo pracovano v pufru 20 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 20% glycerol, pH 8,0. Rozdilna stabilita byla pozorovana také
pii rizné teploté skladovani proteinu. Obecné LmbX skladovany pii -20 °C agregoval méné nez
skladovany pii 4 °C. V pufrech s NaCl a glycerolem vsak byla ¢asteCna agregace pozorovana az

zhruba po mésici.

pufr tvorba agregatii
20 mM Tris-HCI, pH 8,0 po purifikaci

20 mM Tris-HCI, 20% glycerol, pH 8,0 po tydnu

20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0 po purifikaci

po 4 mésicich zhruba polovina LmbX

e [
2(1].1 n;l\(/]l Tris-HCl, 100 mM NaCl, 20% glycerol, 24 °C v agregatech, LmbX z -20 °C
PH S agregaty netvori
20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0 po purifikaci
20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20% glycerol, | P° mesici zhruba Etvrtina LmbX 24 °C
pH 8,0 v agregatech, LmbX z -20 °C agregaty
9

netvori

Tab. 4.1: Stabilita LmbX v rliznych pufrech.
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20 mM Tris- 20 mM Tris-HCI, 20%
HCI, pH 8,0 glycerol, pH 8,0
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molekulové
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K ]
Obr. 4.4: Stabilita LmbX v rliznych pufrech a pfi rdznych teplotach skladovani — vzorky LmbX 1 tyden po

purifikaci (BN-PAGE).
Aplikované mnozstvi proteinu — 18 pg.

standard standard
molekulové molekulové
A hmotnosti 4 °C -20 °C B hmotnosti 4 °C -20 °C
- "E g
H [re—1

- |

BSA-67kDa > g —
BSA - 67 kDa > | 4 - -

Obr. 4.5: Stabilita LmbX v ¢ase, v pufru 20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 20% glycerol, pH 8,0 (BN-PAGE).
A: LmbX 1 tyden po purifikaci.
B: LmbX 4 mésice po purifikaci.
Aplikované mnozstvi proteinu — 6 ug.

LmbX je na gelech BN-PAGE detekovan kolem 67 kDa. To odpovida zhruba
dvojnasobku jeho vypoctené molekulové hmotnosti, takze LmbX je ve své kvartérni struktute

zifejme ve forme¢ homodimeru.
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4.3 Testovani funkce LmbX

Dle literatury se biosyntézy PPL ucastni Sest enzymi. Prvni dvé reakce katalyzované
LmbB2 a LmbB1 byly funkéné prokazané. Bylo navrZeno, Ze tfeti reakci by mél katalyzovat
LmbX (LI et al. 2009a). Funkénim testovanim LmbB1 byl ziskdn domnély substrat LmbX,
zluta latka (4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina)
(NOVOTNA et al. 2004), dale oznacovana jako YT. LmbX by mél hydrolyzovat C-C vazbu
boc¢niho fetézce YT (Obr. 2.10).

4.3.1 Testovani funkce LmbX in vitro

Funkce LmbX byla testovana in vitro vreakéni smési s YT. Jako kontrola slouzila
stejna reakéni smés bez LmbX. Produkty byly analyzovany pomoci UHPLC s UV/MS detekci.
Méfeni provadél Zdenék Kamenik, PhD. Vysledkem bylo, ze hydrolyza YT neprobéhla
a vreakéni smési (jak s LmbX, tak i bez LmbX) byla pozorovana jen jedna latka, jejiz retenéni

¢as odpovidal YT (Obr. 4.6).
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Obr. 4.6: Pokus o pfeménu latky YT proteinem LmbX in vitro, extrahovany chromatogram pfi 405 nm.

A: Vzorek reakéni smeési s LmbX.

B: Vzorek reakéni smési bez LmbX (kontrola).

V Case 3,4 min — eluéni Cas latky YT. (Poznamka: AU je jednotka absorbance odpovidajici relativnimu
mnozstvi latek vztazené k referentni latce.)

76



4.3.2 Hledani optimalnich podminek aktivity LmbX

Protoze v reakéni smési s LmbX a YT nevznikal Zadny produkt, byly testovany rtizné
podminky pro aktivitu LmbX. Jiny pufr a pH nebylo testovano, nebot aktivita enzymu
katalyzujicich prvni dva kroky biosyntézy PPL byla méfena za podobnych podminek
(NOVOTNA er al. 2004, NOVOTNA 2008). Také teplota mé&néna nebyla. Teplota 30 °C je
optimalni pro rust streptomycet, a tedy i pfi této teploté by mély byt enzymy streptomycet
aktivni. Byly zkouseny rtizné ptidavky kovovych iontl, potencialnich kofaktori enzymu. Dale
byla aktivita testovana i in vivo v heterolognim producentovi E. coli s cilem zjistit, zda buné¢né
prostfedi neobsahuje néjakou latku (kofaktor, pomocny protein), ktera napomaha aktivité
LmbX. Potieba n¢jakého kofaktoru nebo dalSich iontli vSak nevyplyva ze sekvencni analyzy
proteinu LmbX, ze sekvence nebyla identifikovana ptitomnost vazebného mista pro kofaktor.

Podobny protein PhzF zadné takové latky nepotiebuje (AHUJA et al. 2008).

4.3.2.1 Testovani funkce LmbX in vitro (vliv ionti)

Bylo testovano, zda ptidani iontl do reakéni smési s LmbX a YT ovlivni aktivitu
LmbX. Byly zkouseny MgCl,, CaCl,, ZnCl,, MnCl,, Fe3(SO4), a CuCl,. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 4.2. Vysledek pokusu s Mg**, Ca*, Zn*" byl stejny jako u pokusu, pii kterém nebyly do
reakéni smési pridany soli (kapitola 4.3.1). Na chromatogramu byla detekovana pouze jedna
latka odpovidajici YT.

Zajimavy vysledek byl pozorovan na chromatogramu v reakéni smési s Mn>* (Obr. 4.7),
kdy byl v reten¢nim ¢ase 2,9 min eluovan minoritni produkt. Hmotnostni spektrum YT zméfené
v pozitivnim moédu obsahuje iont s hodnotou m/z 212,06, coz odpovida aduktu YT (M)
s vodikem, tedy [M+H]". Naproti tomu minoritni produkt pozorovany v retenénim ¢ase 2,9 min
poskytuje v pozitivnim mdédu hmotnostni spektrum s majoritnim iontem o hodnoté m/z 166,05.
Tato data naznacuji, ze by se mohlo jednat o dekarboxylovany YT (N), pfi¢emZ pozorovany
iont by predstavoval adukt [N-2H+H]". Tuto domnénku by bylo tfeba oveéfit daliimi
experimenty s vyuzitim jinych technik hmotnostni spektrometrie, pfipadné nuklearni
magnetické rezonance. Vznik uvedeného degradacniho produktu byl vsSak pozorovan jak
v reakci s enzymem, tak bez néj. Zda se tedy, ze manganaté ionty zpisobuji dekarboxylaci
substratu, enzym LmbX se této reakce ovSem netcastni.

V reakéni smési s Cu”" a Fe’* vznikaly degradacni produkty YT s nizkym retenénim
casem 0,48 min a 0,35 min, které bylo obtizné blize identifikovat pomoci hmotnostni
spektrometrie. OvSem i v tomto piipadé vznikaly degradacni produkty i bez enzymu. Dale

nebyly charakterizovany.
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koncentrace YT

koncentrace degradacniho produktu

vzorek v reakéni smési, mmol/l | substratu v retené¢nim ¢ase 2,9 min, mmol/l
0 kontrola 10.8 -
0 10.6 -
Ca®" kontrola 9.5 —
Ca™ 10.9 -
Mg”* kontrola 10.9 -
Mg** 11.2 —
Zn** kontrola 10.3 -
Zn™" 10,0 —
Mn** kontrola 8.3 0.4
Mn”* 7.8 0.4
Cu’" kontrola - -
Cu2+ _ _

Fe'* kontrola

Fe3+

Tab. 4.2: Koncentrace YT a dekarboxylovaného produktu v reakéni smési bez pfidanych soli (oznaceno 0)
a se solemi. Kontrola odpovida reakéni smési bez LmbX. Koncentrace byla ur¢ena z kalibraéni kfivky YT
(UV detekce, 405 nm). Pomicka znaci hodnoty pod limitem detekce.
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Obr. 4.7: Vliv mangantych iontl na stabilitu latky YT, pfedpokladaného substratu. 1 — YT, 2 — produkt
(dekarboxylovany YT).

A: Navrzené reakéni schéma pozorované reakce.

B: Analyza reak&ni smési — chromatogram (méfeno pfi 405 nm). Nahofe — vzorek reakéni smési s LmbX,
dole — vzorek reakéni smési bez LmbX (kontrola). V ¢ase 2,9 min — minoritni pik produktu (zvétSeno
vpravo).

C: Analyza reakéni smési — hmotnostni spektrum odpovidajici YT (1) a dekarboxylovanému YT (2).
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4.3.2.2 Testovani funkce LmbX in vivo

Protoze nebyla prokazana funkce in vitro, byl proveden pokus piidani YT piimo
k bunkam E. coli BL21(DE3)/pGroESL, které exprimovaly gen /mbX. YT byl ptidan po indukci
exprese v celkové koncentraci 5 mM. Exprese probihala za optimalnich podminek pii 17 °C
22 h. Jako kontrola byly kultivovany bunky E. coli BL21(DE3)/pGroESL bez plazmidu pET28
s vloZzenym genem /mbX a se stejnou koncentraci YT. Supernatanty z kultivace a po sonikaci

bun¢k byly smichany, extrahovany na pevné fazi a analyzovany UHPLC (Obr. 4.8).

A
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Obr. 4.8: Vliv buné&ného prostiedi na YT. Extrahovany chromatogram pfi 405 nm.
A: Vzorek kultivace bez enzymu LmbX (kontrola).

B: Vzorek kultivace s enzymem LmbX.

V Case 3,4 min — YT, v ¢ase 2,8 min — dekarboxylovany YT.

Vysledek testovani funkce LmbX ptimo v buitkach byl podobny jako pti pokusu in vitro
s manganatymi ionty. V reten¢nim ¢ase 2,8 min vznikal novy produkt, ziejmé dekarboxylovany
YT. Nesymetricky tvar piku YT v retenénim ¢ase 3,4 min navic naznaCuje vznik dal$iho
degradac¢niho produktu koeluujiciho s YT. Podstatné ovSem je, Ze pfitomnost LmbX neméla na
vznik zadné ztéchto latek vliv, coz je vidét z porovnani chromatogramti vzorkd s LmbX
a kontrolnich vzorkl bez LmbX, které jsou velmi podobné.

Vysledkem testovani funkce LmbX bylo zjisténi, ze LmbX ziejmé nekatalyzuje reakci,
ktera byla predpokladana. Zato bylo zjisténo, Zze YT je v bunééném prostiedi £. coli nestabilni

a podléha degradaci.
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4.4 Ovéreni mutantnich kmenu S. lincolnensis
s deletovanymi geny pro PPL drahu

Neprokazanim funkce LmbX bylo zpochybnéno navrzené schéma biosyntézy PPL.
Proto byla dalsi prace zamétena na PPL drahu jako celek. V nasi laboratofi jsou k dispozici
mutantni kmeny S. lincolnensis, které maji deletované jednotlivé geny PPL drahy. Prvni dva
kroky v biosyntéze PPL jsou jiz prokazané, proto byla prace zaméfena na zbylé Ctyfi geny, které
kéduji proteiny Gcastnici se biosyntézy PPL. Jsou k dispozici mutantni kmeny S. lincolnensis
oznacené jako jAImbA, jAImbW, jAlmb.X, u kterych je odpovidajici gen nahrazen sekvenci jizvy,
a kmen AlmbY, u kterého je gen nahrazen jen inaktivaéni kazetou. Tyto mutantni kmeny byly
ptipraveny v ptedchozich letech dle protokolu inaktivace chromozomalnich geni REDIRECT
(SMUTNA 2007, NOVOTNA a SMUTNA nepublikovana data). Mutantni kmeny byly ovéfeny
a nasledné u nich byla stanovena produkce linkomycinovych derivatu.

Mutantni kmen AlmbY se bude ziejmé svym fenotypovym projevem chovat jako dvojity
mutantni kmen Almb(XY) ze dvou divodi. Gen /mbX ma své vazebné misto pro ribozom
v koncové sekvenci ImbY. Tyto dva geny se piekryvaji ve ¢tyfech nukleotidech, s velkou
pravdépodobnosti je mezi nimi proto tzv. translacni vazba (translation coupling). Tim, Ze je cely
gen /mbY nahrazen kazetou, je odstranéno i vazebné misto pro ribozom genu /mbX. Druhym
diivodem je ukonceni transkripce za inaktivaéni kazetou.

Prvnim krokem bylo ovéfovani pfitomnosti sekvence jizvy nebo inaktivaéni kazety
u mutantnich kment S. lincolnensis jAlmbA, jAlmbW, AlmbY. Kmen jAlmbX ovéfovan nebyl,
protoze byl ovéfen do publikace (ULANOVA et al. 2010) a je uchovavan pii -70 °C. Ostatni
mutantni kmeny jsou uchovavany preockovanim a nebyly pouzivany, proto radéji ovéeny byly.
Mutantni kmeny jAImbA, AlmbY, jAlmbW byly kultivovany na MS agaru tak, aby byly ziskany
izolované kolonie. Jedna kolonie byla pfenesena na tfi rizné misky s DNA agary — bez
antibiotik, s kanamycinem a s apramycinem. Pokud by kolonie obsahovaly kosmid pLK®6, byly
by rezistentni na kanamycin, pokud by obsahovaly kazetu, pak by byly rezistentni na
apramycin. Vysledek pfislusné mutantni kmeny potvrdil. Kmeny jA/mbA a jAImbW vyrostly jen
na DNA agaru bez antibiotik, AlmbY vyrostl i na agaru s apramycinem. Pro dal§i ovéfeni byla
izolovana chromozomalni DNA z mutantnich kment, kterd slouzila jako templat pro
PCR s ovéfovacimi primery chAf, chAr, chWf, chWr, chYf, chYr (Obr. 4.9). Teoreticka
velikost PCR produktu jAImbA je 324 bp, AlmbY je 1600 bp a jAlmbW je 509 bp. Tyto hodnoty

byly potvrzeny pomoci agarosové elektroforézy.
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Obr. 4.9: Kontrola mutantnich kmenu S. lincolnensis s inaktivovanymi geny pro PPL drahu.

A: l1zolace chromozomailni DNA.

B: Ovéfovaci PCR. Kmen jAImbA — oCekavana velikost 324 bp; AimbY — oCekavana velikost 1600 bp;
jAImbW — o€ekavana velikost 509 bp.

4.5 Produkce linkomycinovych derivati mutantnimi

kmeny PPL drahy

Pro stanoveni linkomycinovych derivati produkovanych mutantnimi kmeny
S. lincolnensis byla provedena kultivace v AVM médiu a supernatant byl analyzovan UHPLC
s UV/MS detekci. Podle hmotnostnich spekter produkti byly navrzeny struktury
produkovanych linkomycinovych derivatl (Tab. 4.3).

U divokého kmene byla podle ocfekdvani pozorovana majoritni produkce
linkomycinu A. U mutantniho kmenu AlmbY se neprodukoval zadny linkosamid. Mutantni
kmen jAImbW produkoval linkomycin B, tedy strukturu, kterd ma na bocnim fetézci prolinu
pripojen ethyl. Zajimavy vysledek byl zjistén u mutantnich kment jA/ImbX a jAImbA. U jAImbX
se produkoval analog linkomycinu A, ktery na rozdil od linkomycinu A postrada dva vodiky.
Z toho vyplyva, ze tento analog obsahuje dvojnou vazbu. Po zméfeni hmotnostniho spektra
s vyuzitim disociace vyvolané kolizi (CID) zpusobujici fragmentaci iontli bylo potvrzeno, ze
dvojna vazba se nachazi v PPL c¢asti derivatu linkomycinu A. OvSem neni ziejmé, kde dvojna
vazba ptesn¢ lezi. V Tab. 4.3 jsou zobrazeny dvé struktury, které odpovidaji zméfenym dattim,
ovsem teoreticky existuje nckolik dalSich mozZnosti. Tento analog linkomycinu A je dale
oznacovan ,,dehydrolinkomycin A*“. Kmen jA/mbA produkoval analog linkomycinu A, jehoz
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struktura ma v PPL ¢asti (potvrzeno fragmentaci pomoci CID) navic jeden atom kysliku
a naopak ma opét v PPL ¢asti o dva atomy vodiku méné. Neda se ale fici, jestli je produkt
jAImbA keton nebo alkohol s dvojnou vazbou na jiném misté molekuly a kde pfesné lezi tato
skupina. V Tab. 4.3 jsou zobrazeny dvé z nékolika moznych struktur, které odpovidaji
naméienym datim. Tento analog linkomycinu A je dale oznacovan ,,oxolinkomycin A“. Protoze
byl produkovany linkomycinovy derivat kmenu jA/mbA zcela necekany, byla provedena
kultivace tohoto kmenu znovu. Vysledek byl vSak stejny — produkoval se oxolinkomycin A. Pro
zjisténi struktury dehydrolinkomycinu A a oxolinkomycinu A a prostorového uspotradani na
chiralnich uhlicich bude nutné tyto produkty izolovat v dostate¢ném mnozstvi a analyzovat je

nuklearni magnetickou rezonanci.
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/CH3 HO CH,
divoky kmen (linkomycin A) N
H C N iy NH O \\\\S\
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HO OH
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/CH3 HO CH,
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Tab. 4.3: Linkomycin A a jeho derivaty produkované divokym kmenem S. lincolnensis a mutantnimi
kmeny S. lincolnensis s inaktivovanymi geny pro PPL drahu jako majoritni produkty. Vyobrazené struktury
jsou pouze ilustraéni, nebot mozZnych struktur o stejné hodnoté m/z mize existovat daleko vice — skute¢na

struktura dosud neni znama.
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Pfitomnost a zastoupeni linkomycinu A, linkomycinu B, dehydrolinkomycinu A
a oxolinkomycinu A byla provéiena u vSech kultivovanych kmend. Tab 4.4 shrnuje vysledky.
Zajimavy vysledek byl ziskan u mutantniho kmenu jAlmbX, kde byly pozorovany dvé¢ latky
s odliSnym retenénim Casem, ale stejnou hodnotou m/z (Obr. 4.10). Bude se zifejm¢ jednat
o stereoizomery nebo v piipadé latky s dvojnou vazbou to mohou byt izomery liSici se polohou
dvojné vazby. Minoritni produkt druhého izomeru byl pozorovan i v ptipadé linkomycinu A
produkovaného divokym kmenem (Obr. 4.11). U ostatnich kmen byly pozorované latky

tvoreny vzdy jen jednim izomerem.

linkomycin linkomycin dehydrolinkomycin | oxolinkomycin

A B A A
divoky kmen 8730 104 17 12
jAlmbW - 11200 — —
AlmbY = = = =
jAlmbA (K1) 55 264 — 2500
jAlmbA (K2) 174 1910 = 4940
jAlmbX 601, 295 437, 237 4860, 1620 102, 64

Tab. 4.4: Mnozstvi linkomycinu A a jeho derivatd produkovanych divokym kmenem S. lincolnensis
a mutantnimi kmeny S. lincolnensis s inaktivovanymi geny pro PPL drahu. Hodnoty vyjadfuji pocet iontl
odpovidajicich dané latce v maximu chromatografického piku. Zvyraznény jsou hodnoty pro
typické/maijoritni latky produkované danym kmenem S. lincolnensis. U jAImbX je uvedeno mnozstvi dvou
detekovanych izomer(. K1 a K2 u jAlImbA zna&i dvé nezavislé kultivace. Pomi¢ka znaéi hodnoty pod
limitem detekce.
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Obr. 4.10: Analyza linkomycinovych derivatd produkovanych mutantnim kmenem S. lincolnensis jAImbX.
Extrahovano pfi m/z odpovidajici linkomycinu A, linkomycinu B, dehydrolinkomycinu A a oxolinkomycinu A.
(Poznamka: hodnota m/z linkomycinu A je blizkd m/z dehydrolinkomycinu A, proto se na prvnim
chromatogramu ukazaly i oba izomery dehydrolinkomycinu A; tyto piky jsou Skrtnuty.)

1.60 ‘ Z.bO ‘ 3.60 ‘ A.bO ‘ 5.60 ‘ 6.00 7.60 ‘ S.bO ‘ 9.60 ‘ 10‘.00
¢as (min)

Obr. 4.11: Linkomycin A produkovany divokym kmenem S. lincolnensis. Extrahovany chromatogram pfi
m/z odpovidajici linkomycinu A. Vpravo je zvétSeny detail.

Piekvapujicim zjisténim bylo, Ze delecni mutantni kmen AlmbY, ktery neprodukuje
zadny linkosamid, produkuje biologicky aktivni latku, kterd inhibuje rust citlivych bakterii
Kocuria rhizophila. Zdenék Kamenik, PhD na zakladé dat hmotnostni spektrometrie
a porovnani s databazi Reaxys zjistil, Ze se jedna o homology pamamycinu. Nasledné byly
homology pamamycinu detekovany u vSech deleCnich mutantnich kmend. Mnozstvi
jednotlivych homologli pamamycinu u mutantnich kmend shrnuje Tab. 4.5. Kmen jAlmbW

produkuje tyto latky jen ve stopovém mnoZstvi.
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. pamamycin 621 | pamamycin 635 | pamamycin 649
m/z 622.4683 m/7 636.4839 m/7 650.4996

divoky kmen = = = =

jAlmbW 55 44 41 15

AlmbY 21000 28200 37100 29100
jAlmbA (K1) 1190 3440 4800 4940
jAlmbA (K2) 4040 4020 7650 6000
jAlmbX 13300 19100 27000 18100

Tab. 4.5: MnozZstvi rliznych homologli pamamycinu produkovanych divokym kmenem S. lincolnensis
a mutantnimi kmeny S. lincolnensis s inaktivovanymi geny pro PPL drahu. Hodnoty vyjadfuji pocet iont
odpovidajicich dané latce v maximu chromatografického piku. Pamamyciny 621, 635 a 649 existuji ve vice
izomerech, které se nedaji rozliSit hodnotou m/z. Pamamycin 621 existuje ve &tyfech izomerech A, B, C,
D; pamamycin 635 v Sesti izomerech A az F a pamamycin 649 existuje ve dvou izomerech A, B. K1 a K2
u jAImbA znaci dvé nezavislé kultivace. PomlI¢ka znaci hodnoty pod limitem detekce.

4.6 Inaktivace genii chromozomalni DNA

S. lincolnensis

4.6.1 Inaktivace ImbY

Protoze je v nasi sbirce zatim jen kmen AlmbY, ktery se ziejmé fenotypové chova jako
Almb(XY), byla zahajena piiprava mutantniho kmenu A/mbY, ve kterém bude gen ImbY
nahrazen kazetou jen zhruba ze dvou tfetin. Protoze ImbX a ImbY se ptepisuji ze spole¢ného
promotoru, ktery je umistén pted /mbY, bude nasledné nutné kazetu nahradit sekvenci jizvy,
protoze kazeta ukoncuje transkripci a gen /mbX by se neptepisoval. Dle protokolu REDIRECT
byl navrzen zpétny primer pro inaktivaci /mbY (Yrred), ktery zacina 585 bp od start kodonu
ImbY. Ptimy primer Yfred byl pouzivan z predchozi inaktivace a zacina dle protokolu start
kodonem (NOVOTNA a SMUTNA nepublikovana data). Kazetou vytvorenou pomoci téchto
primerd se nahradi 546 bp genu /mbY z celkového pocétu 888 bp.

Pomoci Yfred a Yrred primeril byla provedena PCR a inaktivacni kazeta byla
prodlouzena o homologni useky genu a okoli genu /mbY. Tyto homologni tUseky slouzily
k homologni rekombinaci PCR produktu do kosmidu pLK6. Kosmid byl izolovan a vlozeni
kazety do kosmidu bylo ovéteno pomoci PCR z chYf, chYr primerd a restrikéni analyzou. Obé
metody potvrdily vlozeni kazety. Ovéieny kosmid s deletovanym /mbY byl pfenesen konjugaci
do §. lincolnensis. Buiiky byly selektovany na rezistenci k apramycinu (kédovano kazetou) a na
ztratu rezistence ke kanamycinu (kdédovano kosmidem). Ziskany mutantni kmen AlmbY

s vloZenou kazetou nahrazujici dvé tfetiny genu /mbY byl ovéten koloniovou PCR s chYf, chYr
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primery (Obr. 4.12). Teoreticka velikost PCR produktu AlmbY je 1760 bp. Tato velikost byla
potvrzena.

Dale byla zizolovaného kosmidu s vlozenou kazetou vystépena kazeta FLP
rekombinasou a misto kazety zustala sekvence jizvy. Vystépeni probihalo nasledovné: Kosmid
byl vnesen do bunék E. coli DH5a s plazmidem BT340, ktery koduje FLP rekombinasu. Pfi
42 °C dochazi k jeji expresi a vystépuje kazetu mezi FRT misty. Po noc¢ni kultivaci ve 42 °C
byly bunky selektovany na rezistenci ke kanamycinu (kédovana kosmidem) a ztratu rezistence
k apramycinu (kédovano kazetou). Vystépeni kazety bylo také ovéfeno pomoci PCR z chYf,
chYr primertd a restrikéni analyzou kosmidu pomoci BamHI (Obr. 4.13). Délka PCR produktu
(651 bp) irestrikéni analyza odpovidaly teoretickym hodnotam. Je tedy pfipraven mutantni
kmen AlmbY s inaktiva¢ni kazetou misto dvou tfetin genu /mbY a piipraveny kosmid pLK6
s jizvou misto kazety. V dalSim kroku, ktery zbyva dokoncit, bude nasledovat pfiprava

protoplasti AlmbY, do kterych bude vnesen kosmid s jizvou.

<+ 1760 bp

Obr. 4.12: Kontrola nahrady genu ImbY inaktivacni kazetou pomoci koloniové PCR.

1 — standard velikosti DNA; 2-4 — pozitivni klony; 5 — negativni klon; 6 — pozitivni kontrola (PCR z kosmidu
pLK6 s vlozenou kazetou misto genu ImbY, 1760 bp); 7 — negativni kontrola (PCR z nemutovaného
kosmidu pLK®6, 1113 bp).

88



A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

— s T e

I
H

e
1650 bp —» = ‘ <1760 bp
1000 bp - = . <4 1113 bp
650 bp —> m. < 651 bp
-,
B 1 2 3 4 56 7
ve——
i f—
- ——
s S -
2000 bp —p S o i -
= e
1000 bp = == = 5 T

Obr. 4.13: Kontrola nahrady inaktivacni kazety misto genu ImbY sekvenci jizvy.

A: PCR. 1 — standard velikosti DNA; 2-8 — pozitivni klony; 9 — negativni kontrola (PCR z kosmidu pLK6
s vloZzenou kazetou misto genu ImbY, 1760 bp), 10 — negativni kontrola (PCR z nemutovaného kosmidu
pLK6, 1113 bp).

B: Stépeni kosmidu pLK6 enzymem BamHI. 1 — standard velikosti DNA; 2-5 — pozitivni klony; 6 —
negativni kontrola (3tépeni kosmidu pLK6 s vloZenou kazetou misto genu ImbY); 7 — negativni kontrola
(8tépeni nemutovaného kosmidu pLK®6).

4.6.2 Inaktivace ImbX v mutantnim kmenu jAlmbW

Nasledné byl pfipravovan dvojity mutantni kmen Almb(WX), jehoz produkéni profil by
mohl objasnit funkci LmbX. Respektive mohla by byt vyvracena hypotéza, ze LmbX
hydrolyzuje C-C vazbu. Gen ImbX staci nahradit pouze kazetou, protoze za genem /mbX neni
primo dalsi gen, ktery by mohl byt kazetou ovlivnén.

Bylo postupovano stejné jako pfi inaktivaci /mbY. Primery Xfred, Xrred byly navrzeny
z piedchozi inaktivace ImbX (SMUTNA 2007). Kosmid pLK6 s vloZzenou kazetou misto genu
ImbX byl ptenesen z E. coli do mutantniho kmenu S. /lincolnensis s genem ImbW nahrazenym
jizvou (NOVOTNA a SMUTNA nepublikovana data). Nahrazeni genu ImbX kazetou bylo
ovéeteno koloniovou PCR z chXf, chXr primerti (Obr. 4.14). Délka PCR produktu (1572 bp)
odpovidala kontrole.
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Obr. 4.14: Kontrola nahrady genu ImbX inaktiva¢ni kazetou pomoci koloniové PCR.

1 — standard velikosti DNA; 2, 5, 6, 7 — pozitivni klony; 3, 4 — negativni klony; 8 — pozitivni kontrola (PCR
z kosmidu pLK6 s vlozenou kazetou misto genu ImbX, 1572 bp); 9 — negativni kontrola (PCR
z nemutovaného kosmidu pLK6, 1088 bp).

Takto pfipraveny mutantni kmen byl kultivovan jako ostatni mutantni kmeny pro
analyzu  supernatantu  pomoci UHPLC. Bylo ocekavano, ze bude vznikat
tzv. dehydrolinkomycin B — tedy latka majici dvouuhlikaty boc¢ni fetézec na C4" na rozdil od
dehydrolinkomycinu A, ktery ma tfiuhlikaty bocni fetézec (Obr. 4.15). Kmen Almb(WX) by mél
totiz produkovat dvojnou vazbu ve struktuie (jako jA/mbX) a m¢l by byt mensi o methyl
v boénim fetézci prolinu, protoze /ImbW koduje methyltransferasu.

Produkované latky jsou shrnuty v Tab. 4.6. Nebyl pozorovan vznik ptedpokladaného
produktu, ale produkce dehydrolinkomycinu A. VSechny latky byly ve dvou izomerech a byla
zjisténa produkce pamamycini. Tyto vysledky se plné shoduji s vysledky produkovanych latek
mutantiho kmenu jA/mbX , proto byla pritomnost jizvy misto genu /mbW ovéfena pomoci PCR
z chWf, chWr primert u izolované chromozomalni DNA z pfipraveného mutantniho kmenu
(Obr. 4.16). Z vysledkd vyplyva, Ze jizva v misté genu /mbW byla nahrazena zpatky genem
ImbW z kosmidu pLK6. Tento jev se da vysveétlit mechanizmem, kterym se geny dle protokolu
REDIRECT nahrazuji. Muze totiz dochazet k del§im nahradam genovych usekil, nez je pouze
nahrada cilového genu. Obecné tento jev nevadi, protoze se vyméni homologni sekvence, které
jsou pfitomny na chromozomu a kosmidu. Ov§em v tomto piipadé rozdil sekvence chromozomu
a kosmidu nebyl jen v genu /mbX, ale také v genu /mbW. Navic geny [/mbX a ImbW jsou
v genovém shluku pro biosyntézu linkomycinu blizko u sebe, a proto mohlo snadno dojit
k nahrazeni DNA chromozomu za DNA kosmidu dvéma crossing-overy az za Usekem gend

ImbW-ImbX.
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Obr. 4.15: Jedna z moznych struktur dehydrolinkomycinu B.

linkomycin A | linkomycin B | dehydrolinkomycin A | oxolinkomycin A

Almb(WX) 194, 72 68, 41 4300, 336 =

Tab. 4.6: Mnozstvi dvou izomerU linkomycinu A a jeho derivatd produkovanych pfipravenym mutantnim
kmenem jAImb(WX). Hodnoty vyjadfuji pocCet iontl odpovidajicich dané latce v maximu
chromatografického piku. Pomli¢ka znadi hodnotu pod limitem detekce.

1650 bp —» ' <« 1379 bp
1000 bp >
500 bp >« .. < 509 bp

Obr. 4.16: Kontrola pfitomnosti sekvence jizvy misto genu ImbW pomoci PCR.

1 — standard velikosti DNA, 2 — pozitivni kotrola (PCR z chromozomalni DNA jAImbW, 509 bp), 3 —
negativni kontrola (PCR z chromozomalni DNA divokého kmenu S. lincolnensis, 1379 bp), 4 — PCR
z chromozomalni DNA pfipraveného Aimb(WX).
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat protein LmbX, ktery se ucastni
biosyntézy PPL, stavebni jednotky linkomycinu. Funkce LmbX piedpokladana v phvodni
pracovni hypotéze sice prokdzana nebyla, ovSem byly ziskdny vysledky, které celkové
naznacuji, ze PPL draha probiha jinak, neZ se az dosud predpokladalo. V dob¢ zadani
diplomové prace byla v literatufe pfijimana hypotéza, ze LmbX katalyzuje hydrolyzu bo¢niho
fetézce produktu reakce katalyzované enzymem LmbB1 (YT) (LI et al. 2009a). Postupem casu
vsak pfibyvaly poznatky, které tuto domnénku nepotvrzovaly. Zcela zasadni byl v tomto sméru
poznatek, Ze genovy shluk pro biosyntézu hormaomycinu neobsahuje ortolog genu [mbX
(HOFER et al. 2011). Vysledna struktura prolinového derivatu hormaomycinu, liici se od PPL
pouze dvojnou vazbou v boc¢nim fetézci, totiz neodpovida struktufe, ktera by méla vznikat,
kdyby LmbX katalyzoval hydrolyzu C-C vazby. Prvotnim indikatorem, Ze LmbX mulZe mit
fenazinu (AHUJA et al. 2008). PGvodni predstava funkce PhzF byla izomerace a nasledna
kondenzace dvou jednotek (BLANKENFELDT er al. 2004). V tomto piipadé nebylo
neopodstatnéné domnivat se, ze kdyz podobny protein mize katalyzovat kondenzaci, tak LmbX
mize katalyzovat d€j opacny — hydrolyzu. OvSsem revize funkce PhzF pouze na isomerasu
(AHUIJA et al. 2008) nasvédCuje, ze LmbX muze vykazovat spiSe jinou nez hydrolytickou
aktivitu. Hydrolytickou funkci vSak ani dnes uplné vyloudit nelze, nebot” funkce ostatnich
proteinii této Siroké proteinové rodiny nejsou znamy. Nelze proto vyloucit i jiné nez
isomerasové aktivity vramci této proteinové rodiny. OvSem hydrolytickou funkci LmbX
nepodporuji ani nove ziskané vysledky v ramci této diplomové prace. Hydrolyticka funkce zde
nebyla prokdzana, a navic v§e nasvédcuje funkci isomerasy, ktera je i v souladu se srovnavaci
analyzou proteinové sekvence. Tato prace tedy piinasi novy nahled nejen na samotnou funkci
proteinu LmbX, ale ina celou biosyntetickou drahu PPL. Soucasti prace je proto i pokus
o vytvoieni nového schématu, které by pIné korespondovalo s dosazenymi vysledky. Na
interpretaci vysledkl chromatografickych analyz pro tvorbu tohoto schématu se podileli Zden¢k

Kamenik, PhD a Ing. Radek Gazak, PhD.

LmbX

Pomoci nativni elektroforézy bylo zjisténo, ze LmbX je zfejmé ve formé homodimeru.
To se shoduje s charakterizovanymi kvartérnimi strukturami podobnych proteint. Proteiny
PhzF, YddE a YHI9 jsou také homodimery (BLANKENFELDT et al. 2004, GRASSICK ef al.
2004, LIGER et al. 2005). Tim, ze je LmbX podobny témto proteinim nejen sekvenéné, ale
i svou kvartérni strukturou, mizeme opravnéngji predpokladat, ze bude 1 podobné fungovat.

Z t&chto tii proteind je prokazana funkce pouze u PhzF.
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Byly nalezeny optimalni podminky, za kterych se protein LmbX spravné skladal a byl
po dlouhou dobu stabilni. Tyto podminky optimalni stability byly nasledné aplikovany i do
reakénich podminek pro zjisténi aktivity LmbX.

Funkci LmbX nebylo mozné prokazat reakcemi s YT (4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-
2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina), produktem reakce fizené proteinem LmbBl,
protoze nevznikal zadny produkt. Byly pfitom testovany rizné podminky pro zajisténi aktivity
LmbX. Aktivita byla testovana v pritomnosti riznych soli a zejména Sirokého spektra ionti
kovi, potencidlnich kofaktord enzymu. Dokonce byl proveden experiment in vivo v E. coli, coz
melo zvysit Sanci v piipadé, Ze pro aktivitu LmbX jsou potfeba dal$i neidentifikované faktory,
jako napf. proteiny, které by pomohly LmbX ve sbaleni, nebo né¢jaké kofaktory. Dal$im
voditkem byly i udaje z literatury: Kofaktory a ani dal$i ionty nebyly identifikovany jako
nezbytné pro aktivitu PhzF (AHUJA et al. 2008).

Vysledkem série pokusti prokazat aktivitu enzymu bylo pouze zjisténi, ze YT, substrat
tretiho kroku biosyntézy PPL, je za nékterych podminek nestabilni jak v bunééném prostiedi,
tak in vitro. V pfitomnosti manganatych iontd ziejmé dochazi k jeho dekarboxylaci. Manganaté
ionty jsou soucasti enzymu, které katalyzuji dekarboxylaci, avSak i samotné vykazuji urcitou
katalytickou aktivitu (RUND a PLANE 1964). Spontanni dekarboxylativni oxidace za
fyziologickych podminek byla popsana u podobné latky, jako je YT. Touto latkou byla
3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (DOPAC; hlavni metabolit dopaminu) v umélé
cerebrospinalni tekuting. V pfitomnosti manganatych, méd'nych a méd’natych iontt je DOPAC
dekarboxylovan a rychle hydratovan a vznikla latka je nasledné oxidovana (MEFFORD et al.
1996). Ovsem DOPAC nema karbonylovou skupinu jako YT, pozorovana dekarboxylace tedy
probihda jinym mechanizmem. Podle naSich vysledkid by dekarboxylace YT neméla hrat
v biosyntéze PPL roli, coZ i naznacuje pomér dekarboxylovaného produktu vi¢i nezménénému
substratu, ktery byl velmi maly. Optimalizace podminek pro aktivitu LmbX vSak nezahrnovala
testovani dalSich pufrii, ani pH a teploty. Zakladni testovaci podminky vychazely z optimalni
teploty rustu S./incolnensis, z optimalizace stability proteinu a optimalnich podminek enzymi
katalyzujici prvni dva kroky biosyntézy PPL (NOVOTNA et al. 2004, NOVOTNA 2008). Dalsi
pokusy se zménou téchto podminek nebyly provedeny, protoze v piislusné dobé publikaci
0 hormaomycinu pfibyl zasadni argument, ze LmbX ma ziejmé jinou funkci a $tépéni YT
nekatalyzuje. Proto byla dal$i prace zaméfena na pripravené mutanty PPL drahy a charakterizaci
jimi produkovanych latek.

Z naslednych pokusi s inaktivanty PPL drahy vyplyva, Ze dele¢ni mutantni kmen
jAImbX produkuje dehydrolinkomycin A. To je vsouladu s literaturou, kde se uvadi, ze
hormaomycinovy genovy shluk neobsahuje gen /mbX a produkuje se stejny prolinovy derivat,
ktery jsme detekovali pti inaktivaci ImbX (HOFER et al. 2011). Pfesna poloha dvojné vazby

u dehydrolinkomycinu A neni ur¢ena, ale bylo by logické, ze bude ve stejné poloze jako
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u hormaomycinu. Pfesna poloha dvojné vazby dehydrolinkomycinu A bude uréena nuklearni
magnetickou rezonanci.

Dehydrolinkomycin A a ostatni méfené latky (linkomycin A, linkomycin B,
oxolinkomycin A) produkované kmenem jA/mbX vznikaji ve dvou formach, pravdépodobné
jako dva prostorové izomery, pfipadné u oxolinkomycinu A a dehydrolinkomycinu A to mohou
byt izomery li§ici se polohou dvojné vazby. Ziejmé se bude jednat o prostorové izomery,
protoze dva izomery byly pozorovany jak u latek s pfitomnosti dvojné vazby, tak bez ni. Tyto
prostorové izomery se pravdépodobné lisi riznou konfiguraci na C4’, kde je alkyl piipojen
k prolinu.

LmbX zfejmé funguje jako isomerasa, ktera piesouva dvojnou vazbu u meziproduktu
PPL drahy a ucastni se poslednich krokli biosyntézy PPL. LmbX pravdépodobné katalyzuje
reakci po redukci LmbY (F420 dependentni reduktasa). Izomeraci zptsobi piesun dvojné vazby
z bo¢niho fetézce do heterocyklu a pak dochazi ke spontannimu ptesunu dvojné vazby na dusik.
Dvojna vazba na dusiku slouzi nasledn¢ jako substrat pro opakovanou redukci enzymem LmbY
a vznika PPL (Obr. 5.1; GAZAK osobni sd&leni). Podle nové navrzeného schématu budou dva
izomery dehydrolinkomycinu A dva cis-trans izomery na dvojné vazbé.

Mechanizmus izomerace by mohl byt podobny jako u PhzF, ktery katalyzuje pfesun
vodiku, coZ zpusobi ptesun dvojnych vazeb a oxidaci alkoholu na keton (BLANKENFELDT et
al. 2004). LmbX obsahuje vSechny klicové aminokyselinové zbytky PhzF, ovSem oxidace
alkoholu na keton zjevné u LmbX neprobiha.

Pokud LmbX chybi, pak se majoritn¢ produkuje dehydrolinkomycin A, struktura
s dvojnou vazbou. Z toho vyplyva, Ze meziprodukt PPL drahy, ktery je inkorporovan do
molekuly dehydrolinkomycinu A, neni substratem LmbY, nebo je rozpoznavan jen velmi
Spatn€. Produkce malého mnozstvi linkomycinu A, linkomycinu B a oxolinkomycinu A
kmenem jAImbX opravdu naznacuje, ze nutnost LmbX neni absolutni a Zze LmbY zfejmé dokaze
redukovat meziprodukt PPL drahy také bez izomerace dvojné vazby. Je ov§em také mozné, ze
LmbY prekurzor dehydrolinkomycinu A nerozpoznava viibec a izomeraci ¢astecn¢ supluje jiny
enzym S. lincolnensis.

Pozorovana velmi mala produkce druhého izomeru u divokého kmenu S. lincolnensis

muize byt vysvétlena piitomnosti spontanni reakce po katalyze LmbX (GAZAK osobni sdéleni).
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Obr. 5.1: Navrzené schéma dokonc&eni biosyntézy PPL. LmbY redukuje meziprodukt PPL drahy. Nasledné
LmbX katalyzuje pfesun dvojné vazby z bo¢niho fetézce do heterocyklu a pak dochazi ke spontannimu
presunu dvojné vazby na dusik. Tato dvojna vazba je poté redukovana enzymem LmbY a vznika PPL.

Hydrolytickou funkci LmbX nepodporuje ani skuteCnost, ze dle uvedenych
mechanizmi $tépeni C-C vazby hydrolasami BphD a MhpC (HENDERSON a BUGG 1997,
HORSMAN et al. 2007), by mél byt substrat (YT) hypotetické hydrolasy LmbX roz$tépen ne
na bo¢nim fetézci, ale v heterocyklu (GAZAK osobni sdéleni). Pravé tyto hydrolasy vsak byly
oznaceny v literatute jako funkéné podobné LmbX (LI et al. 2009a, BURKS et al. 2011).

Predpokladanou hydrolytickou funkci LmbX by mél také vyvratit dvojity mutantni
kmen Almb(WX). OvSem pfi vlozeni inaktivacni kazety misto genu /mbX do genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu S. /incolnensis, ktera mé¢la jiz gen ImbW nahrazen sekvenci jizvy,
byl gen ImbW opét vlozen misto sekvence jizvy, a tak byl ziskan mutantni kmen S. lincolnensis
pouze s inaktivovanym genem [mbX nahrazenym kazetou. V mezikroku byl ziskan kosmid
pLK®6, ktery obsahoval misto /mbX kazetu. Tento kosmid bude pouzit v dalsi praci pro ptipravu
dvojitého mutantniho kmenu. Do kosmidu bude misto genu /mbW vlozena jina kazeta, ktera
koduje rezistenci k hygromycinu. Pak se budou selektovat pozitivni klony Almb(WX) na
rezistenci k apramycinu (kdédovano kazetou misto /mbX) a hygromycinu (kodovano kazetou
misto ImbW).

Ostatni produkty inaktivanti propylprolinové drahy

Testovany mutantni kmen AlmbY se pravdépodobné fenotypové chova jako kmen
s navic vyfazenym genem /mbX. Tento mutantni kmen neprodukoval zadny linkomycinovy
derivat. Ztejmé se produkoval intermediat PPL drahy, ktery nebyl kondenzacni enzym schopen
rozpoznat a spojit ho s cukernou Casti. Pokusy o izolaci a analyzu tohoto intermediatu byly

neuspéSné. Enzym LmbY by mél byt ze sekvenéni podobnosti F420 dependentni reduktasa. To
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souhlasi stim, Ze mutatni kmen neprodukujici fragment F420, tzv. kosynteticky faktor
linkomycinu, nemtze syntetizovat PPL (KUO et al. 1992). F420 je koenzym, ktery prenasi
vodiky. V dalsi praci se budu zabyvat dokoncenim dele¢niho mutantniho kmenu AlmbY, ve
kterém gen bude nahrazen jizvou, a bude se tedy produkovat LmbX. Vysledek by mél byt stejny

jako u necharakterizovaného mutantniho kmenu neprodukujiciho fragment F420 (Obr. 5.2).

HOOC
N
N SN
Obr. 5.2: 4-propyliden-3,4-dihydropyrrol-2-karboxylova kyselina — produkt mutantniho kmenu

S. lincolnensis. Prevzato z KUO et al. 1992.

Produkt mutantniho kmenu jA/mbW je v souladu s predpokladanou funkci LmbW. Je to
methytransferasa, ktera prenasi methyl na bo¢ni fetézec prolinu. Pokud je gen vyfazen, pak se
produkuje latka pouze s dvouuhlikatym bo¢nim fetézcem (linkomycin B).

Zato produkt deleéniho mutantniho kmenu jA/mbA byl pomérné necekany. Produkuje
totiz oxolinkomycin A, ale také linkomycin B a linkomycin A ve stopovém mnozstvi. Dosud se
myslelo, Ze LmbA je zodpovédny za prenos glutamatovych zbytkd za tcelem aktivace F420,
ktery funguje jako koenzym reduktasy LmbY (PESCHKE et al. 1995). OvSem ani z proteinové
sekvence LmbA tato funkce nevychazi. Jednd se o y-glutamyltransferasu. Tento enzym
katalyzuje Stépeni y-glutamylu (C-N vazby) z ruznych latek obsahujicich y-glutamyl,
napf. z glutathionu, a jeho uvolnéni nebo prenos na dalsi aminokyseliny nebo peptidy (OKADA
et al. 2006). Pienos glutamatu na intermediat PPL drahy nebyl dosud predpokladan, ale je
mozné, ze¢ knému dochazi. Funkce pfenosu glutamatu by odpovidala struktufe
oxolinkomycinu A produkovaného jAlmbA (diskutovano dale).

Zajimavé bylo zjisténi, Ze se u vSech dele¢nich mutantnich kmenti produkuje jesté jina,
pro tento druh mikroorganizmu nova, biologicky aktivni latka. Jde o c¢tyfi homology
pamamycinu s riznou molekulovou hmotnosti (607, 621A-D, 635A-F, 649A-B). Produkce
linkomycinu A (z velké ¢asti i linkomycinu B) zfejmé inhibuje syntézu pamamycinu.
Pamamycin je antibiotikum pusobici proti Gram pozitivnim bakteriim, mykobakteriim
a Neurospora crassa. Ovliviuje také vznik vzdusného mycelia u svého producenta,
Streptomyces alboniger. Tento vliv na S. alboniger m¢l i linkomycin A (MCCANN a POGELL
1979). Produkce pamamycinu u S. lincolnensis, producenta linkomycinu A, je zde popsana
poprvé. Je tedy mozné, ze vznik vzduSného mycelia u divokého kmenu S. lincolnensis
podporuje linkomycin A, zato u dele¢nich mutantnich kment (s vyjimkou jAImbW) tuto funkci

prebirda pamamycin. Pamamycin 607 podporuje vznik vzdusného mycelia u mnoha druht
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streptomycet a ovliviiuje produkci sekundarnich metabolitt (HASHIMOTO ef al. 2003).
Bohuzel v této praci nebyla testovana S. lincolnensis. Pamamycin je produkovan v nékolika
homolognich formach. Jsou to makrodiolidy liSici se alkylovymi skupinami (methyly, ethyly)
na raznych mistech struktury (Obr. 5.3). Tyto homology se lisi i v aktivité. Se vzristajici
molekulovou hmotnosti se schopnost stimulace vzdusného mycelia snizuje. Mechanizmus
stimulace spociva zfejmé ve zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontti. Pamamycin je
vSak neptenasi, 1 kdyz funguje také jako ionofor, ktery ale naopak ptrenasi anionty (KONDO et
al. 1988, NATSUME 1999). Mechanizmus inhibice produkce pamamycinu plisobenim
linkomycinu A (linkomycinu B) bude ziejmé spocivat v regulaci transkripce, coZ je obecny
mechanizmus regulacni funkce antibiotik (YIM et al. 2006). Bylo popsano, Ze linkomycin A
reguluje produkci riznych latek. Napiiklad inhibuje syntézu prozanétlivych cytokini IL-6
a TNFa (NAMEDA et al. 2007).

HsC. ,CHs

Ry Ry Ry Ry BRs

Pamamycin -607 CHy CHy CH3 CHz H

-593 CHy H CHj CH; H
-621A CHy CHz CH3 CHj CHgy
6218 CoHg H CH3 CHj CH3
621C CHy CHg CgHg CHg H
621D CpHs CHz CHg CHg H
“635A CHy CH3 CpHg CHg CHy
-6358 CH4 CHy CHz CoHg CH4
-635C CoHg CH3 CHg CHj CHg
635D CoHs CHy CHj CoHg H
-635E CHy CHy CgHg CoHg H
-635F CoHg CHy CyHg CHy H
-649A C2HS CHS C2H5 CoHs H
-6498 CoHs CH3 CoHg CHg CHj

Obr. 5.3: Struktury pamamycin(. Pfevzato z NATSUME 1990.

Propylprolinova draha

To, ze LmbX ziejmé nekatalyzuje tieti reakci PPL drahy, vede k myslence, ze PPL
draha bude probihat jinak, nez jsme se dosud domnivali. Pivodni piedstava PPL drahy nebyla
jen naSe hypotéza, ale vSeobecné v literatufe prijimané reakéni schéma biosyntézy nejen
linkomycinu, ale také PBD a hormaomycinu. Pochyby o PPL draze byly naznaceny
u hormaomycinu: Jeho biosynteticky shluk neobsahuje gen /mbX, presto vznika latka, v jejiz

biosyntéze by podle dosavadniho schématu muselo dochazet k hydrolyze C-C vazby.
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Bylo identifikovano Sest genti z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu, které se
ucastni biosyntézy PPL. Ztoho funkce dvou enzymi (LmbB2, LmbBl) byla funkéné
prokazana. Zbyvaji tedy ¢tyfi geny kodujici enzymy, které by mély byt zodpovédné za zbytek
drahy vedouci k PPL (ImbX, ImbW, ImbA, ImbY).

Dle literatury a ziskanych vysledkd vytvotil Ing. Radek Gazak, PhD mozny navrh PPL
drahy (Obr. 5.4).

Biosyntéza PPL po prokazanych reakcich katalyzovanych LmbB2 a LmbB1 bude
pravdépodobné pokracovat methylaci bo¢niho fetézce methyltransferasou LmbW. Produkt
reakce katalyzované LmbB1 je totiz nejvhodnéjsi intermediat PPL drahy pro methylaci, protoze
je diky ptitomnosti karbonylové skupiny schopen akceptovat elektrofilni ¢astici (methyliovy
karbokation) v a-poloze (GAZAK osobni sdéleni). Pfedpoklad, e k methylaci dochazi v tomto
misté biosyntézy, je v souladu s hypotézou funkce TomN v biosyntéze tomaymycinu. TomN
neni ortolog methyltransferasy LmbW, ale bylo navrzeno, Ze katalyzuje tautomerizaci, ktera je
analogicka tautomerizaci spojené s methylaci fizenou ortology LmbW. Tedy TomN by mél
fungovat na stejném misté biosyntézy jako LmbW. V literatute bylo uvedeno, ze je mozné, ze
tautomeruje produkt extradiolového $tépeni katalyzovaného ortologem LmbB1 (BURKS et al.
2011), coz by potvrzovalo, Ze methylace a tedy i tautomerizace nastavaji u produktt reakci
fizenych ortology LmbB1.

Po methylaci dochazi ziejmé ke spontannim reakcim, které maji za nasledek piesun
dvojné vazby. Pak by mohlo dojit k hydrataci nebo hydroxylaci bo¢niho fetézce
a dehydrogenaci na karbonylovou skupinu. Tyto reakce neprobihaji spontanné, ale jsou
katalyzované enzymy. OvSem zadny z téchto enzymu nebyl v genovém shluku pro biosyntézu
linkomycinu zatim identifikovan. Je mozné, Ze dehydrogenaci katalyzuje FAD dependentni
oxidoreduktasa. To je enzym, ktery se ucastni primarniho metabolizmu, ale u sibiromycinu
a anthramycinu je kédovan i v jejich genovém shluku. Avsak enzym, ktery by mohl katalyzovat
predchozi krok, tedy hydrataci nasobné vazby, neni znam. Enzymy katalyzujici tuto reakci jsou
nicméné velmi rozsifené v primarnim metabolizmu (biosyntéza mastnych kyselin, ale také
citratovy cyklus). Vznik karbonylové skupiny v poloze  vici dvouuhlikatému zbytku fetézce
tvofenému karboxylovou a karbonylovou skupinou, aktivuje tento meziprodukt
k tzv. retro-Claisenovu §tépeni a dochazi ke spontdnnimu (¢i enzymové asistovanému)
odstépeni oxalatu. Nasledné katalyzuje y-glutamyltransferasa LmbA navazani y-glutamylu na
karbonylovou skupinu za vzniku iminu. Ten je redukovan na amin a amin je odStépen. Redukce
a deaminace by mély byt také katalyzované enzymy. Redukce by mohla teoreticky byt
umoznéna stejnou reduktasou, ktera oxidovala hydroxylovou skupinu na karbonylovou skupinu.
Enzym pro deaminaci vSak znam neni. Pak by dochazelo k redukci dvojnych vazeb reduktasou

LmbY s pomoci isomerasy LmbX (Obr. 5.1) a vznikl by PPL (GAZAK osobni sdé&len).
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Vsechny reakce jsou jen predpokladané a musi se potvrdit experimentalné.
Nejdtlezitéjsi je zjistit polohu karbonylové skupiny oxolinkomycinu A produkovaného jA/mbA,
protoze to by mélo potvrdit, Ze biosyntéza PPL probiha dle nami navrzeného schématu. Pokud
vSak karbonylova skupina bude na jiném misté molekuly, popt. se bude jednat o kombinaci
hydroxylové skupiny s dvojnou vazbou, bude ihned ziejmé, ze biosyntéza PPL bude probihat
odlisné. Z naseho navrhu PPL drahy vyplyva, Ze potfebujeme minimalné tfi dalsi enzymy
(hydroxylasu/hydratasu, oxidoreduktasu a deaminasu), které jsou teoreticky nutné k dokon¢eni
biosyntézy PPL. Tyto enzymy vSak nejsou kodovany v genovém shluku pro biosyntézu
linkomycinu. Teoreticky se miZe jednat o enzymy primarniho metabolizmu nebo enzymy
genového shluku pro biosyntézu linkomycinu, které maji Spatné urcenou funkci. Nicméné
ziejmé je, ze genové shluky linkomycinu, PBD a hormaomycinu sdileji pouze Sest homolognich

gentl. Potfeba minimalné tii dal§ich enzymd je citlivé misto nové hypotézy.

COOH COOH
COOH COOH
H,N H,N
N . HN o
LmbB2 \ +H ___/ spontanné
B — B — —_— —_—
-H A H -H*
HO HOOC 00C
OH OH o
COOH COOH
HN +,0 HN -(COOH) N\ LmbA
HOOC ? Hooc o retro-Claisenovo 0
/ Stépeni a izome-

race dvojné vazby
COOH COOH COOH COOH

LmbA \ +H2
COOH COOH' LmbX
LmbY
COOH COOH

Obr. 5.4: Schéma PPL drahy vytvorené dle ziskanych vysledkd. Otaznikem jsou oznaceny reakce, které
by mély byt katalyzované enzymy, které pravdépodobné nejsou soucasti genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu.

Plany do budoucna

Tato diplomova prace neprokédzala funkci LmbX, a tim zpochybnila dosud pfijimané
schéma PPL drahy. V navazujicim doktorském studiu se budu snazit objasnit sporné body
biosyntézy PPL. Nezbytnym ptfedpokladem k tomutu tkolu bude izolace produktii tvorenych
delec¢nimi mutantnimi kmeny jA/mbA a jAImbX, oxolinkomycinu A a dehydrolinkomycinu A,

aurCeni jejich struktury pomoci nuklearni magnetické rezonance, popt. dalSich strukturné-
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analytickych metod. Dale se bude dokoncovat delecni mutantni kmen AlmbY a Almb(WX)
a nadprodukovat protein LmbW. Nadprodukce a charakterizace enzymu LmbW je dilezita pro
prokazani, ze LmbW pokracuje v biosyntéze PPL po reakcich katalyzovanych LmbB2
a LmbB1.

Vyvrcholenim charakterizace PPL drahy bude ptiprava produkéniho kmenu hybridniho
antibiotika linkomycinového derivatu s vyuzitim genll z genového shluku pro biosyntézu PBD,

které by modifikovaly bo¢ni fetézec PPL.
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6 Souhrn

e Byl nadprodukovan protein LmbX z biosyntézy linkomycinu a byly zjiStény optimalni

podminky jeho heterologni produkce, purifikace a stability. Nejstabilngjs$i je LmbX
v pufru 20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 20% glycerol, pH 8,0.

e Pomoci BN-PAGE bylo prokazano, ze protein LmbX zfejmé tvori homodimer. Tento
poznatek je v souladu s literaturou, kde je uvedeno, Ze podobné proteiny maji také

homodimerni kvartérni strukturu.

e Hydrolyticka funkce LmbX, ktera byla doposud pro tento protein navrhovana, nebyla
potvrzena. Aktivita LmbX v pfitomnosti domnélého substratu nebyla prokazana in vitro

ani in vivo.

e Byly urceny linkomycinové derivaty produkované pfipravenymi mutantnimu kmeny
S. lincolnensis s inaktivovanymi jednotlivymi geny pro PPL drahu. VSechny ctyfi
identifikované produkty kmenu jA/mbX vznikaji ve dvou izomerech, ziejmé
prostorovych: dehydrolinkomycin A a minoritni oxolinkomycin A, linkomycin A

a linkomycin B.

e Hlavnim produktem kmenu jA/mbX je dehydrolinkomycin A, ktery obsahuje dvojnou
vazbu v PPL motivu antibiotika. Tato struktura odpovida mj. prolinovému derivatu ze
struktury hormaomycinu, jehoZ biosynteticky genovy shluk ortolog genu /mb.X skuteéné

postrada.

e Byla navrzena funkce LmbX. Zfejm¢ funguje jako isomerasa, ktera piesouva dvojnou
vazbu intermediatu PPL drahy, ktery vznikne po redukci fizené LmbY. Pfesun vazby

umozni LmbY opakovanou redukci a vznikne kone¢ny produkt drahy, PPL.

e Na zaklad¢ produkce linkomycinovych derivati mutantnich kmend S. /incolnensis bylo

navrzeno nové schéma odpovidajici ziskanym vysledkim.
o Produkce linkomycinu A (linkomycinu B) pravdépodobné reprimuje biosyntézu

homologli pamamycini. V mutantnich kmenech jA/mbA, jAImbX a AlmbY byla

u S. lincolnensis nové identifikovana tvorba téchto latek, a to ve velkém mnoZstvi.

101



7 Seznam literatury

Adefarati, A. A., Giacobbe, R. A., Hensens, O. D. and Tkacz, J. S. (1991): Biosynthesis of L-
671,329, an echinocandin-type antibiotic produced by Zalerion arboricola: Origins of some of
the unusual amino acids and the dimethylmyristic acid side chain. Journal of the American
Chemical Society 113(9): 3542-3545.

Ahuja, E. G., Janning, P., Mentel, M., Graebsch, A., Breinbauer, R., Hiller, W., Costisella, B.,
Thomashow, L. S., Mavrodi, D. V. and Blankenfeldt, W. (2008): PhzA/B catalyzes the
formation of the tricycle in phenazine biosynthesis. Journal of the American Chemical Society
130(50): 17053-17061.

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J. H., Zhang, Z., Miller, W. and Lipman,
D. J. (1997): Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acids Research 25(17): 3389-3402.

Andam, C. P., Fournier, G. P. and Gogarten, J. P. (2011): Multilevel populations and the
evolution of antibiotic resistance through horizontal gene transfer. FEMS Microbiology
Reviews 35(5): 756-767.

Andres, N., Wolf, H. and Zahner, H. (1990). Citovano podle Hofer, 1., Criisemann, M., Radzom,
M., Geers, B., Flachshaar, D., Cai, X., Zeeck, A., Piel, J. (2011): Hormaomycin, a new peptide
lactone antibiotic effective in inducing cytodifferentiation and antibiotic biosynthesis in some
Streptomyces species. Zeitschrift fiir Naturforschung C - A Journal of Biosciences 45(7-8): 850-
855.

Argoudelis, A. D., Eble, T. E., Fox, J. A. and Mason, D. J. (1969): Studies on biosynthesis of
lincomycin. I'V. The origin of methyl groups. Biochemistry 8(8): 3408-3411.

Argoudelis, A. D., Fox, J. A. and Eble, T. E. (1965): U-21,669: a new lincomycin-related
antibiotic. Biochemistry 4(4): 698-703.

Bentley, S. D., Chater, K. F., Cerdeno-Tarraga, A. M., Challis, G. L., Thomson, N. R., James,
K. D., Harris, D. E., Quail, M. A., Kieser, H., Harper, D., Bateman, A., Brown, S., Chandra, G.,
Chen, C. W., Collins, M., Cronin, A., Fraser, A., Goble, A., Hidalgo, J., Hornsby, T., Howarth,
S., Huang, C. H., Kieser, T., Larke, L., Murphy, L., Oliver, K., O'Neil, S., Rabbinowitsch, E.,
Rajandream, M. A., Rutherford, K., Rutter, S., Seeger, K., Saunders, D., Sharp, S., Squares, R.,
Squares, S., Taylor, K., Warren, T., Wietzorrek, A., Woodward, J., Barrell, B. G., Parkhill, J.
and Hopwood, D. A. (2002): Complete genome sequence of the model actinomycete
Streptomyces coelicolor A3(2). Nature 417(6885): 141-147.

Bergy, M. E., Herr, R. R. and Mason, D. J. (1963): Antibiotic lincolnensis and method of
production. US patent 3086912.

Birkenmeyer, R. and Kagan, F. (1970): Lincomycin. XI. Synthesis and structure of clindamycin.
A potent antibacterial agent. Journal of Medicinal Chemistry 13(4): 616-619.

Birnboim, H. C. and Doly, J. (1979): Rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research 7(6): 1513-1523.

102



Blankenfeldt, W., Kuzin, A. P., Skarina, T., Korniyenko, Y., Tong, L., Bayer, P., Janning, P.,
Thomashow, L. S. and Mavrod, D. V. (2004): Structure and function of the phenazine
biosynthetic protein PhzF from Pseudomonas fluorescens. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 101(47): 16431-16436.

Brahme, N. M., Gonzalez, J. E., Rolls, J. P., Hessler, E. J., Mizsak, S. and Hurley, L. H. (1984):
Biosynthesis of the lincomycins. 1. Studies using stable isotopes on the biosynthesis of the
propyl- and ethyl-L-hygric acid moieties of lincomycins A and B. Journal of the American
Chemical Society 106(25): 7873-7878.

Burks, E. A., Yan, W. P., Johnson, W. H., Li, W. Z., Schroeder, G. K., Min, C., Gerratana, B.,
Zhang, Y. and Whitman, C. P. (2011): Kinetic, crystallographic, and mechanistic
characterization of TomN: elucidation of a function for a 4-oxalocrotonate tautomerase
homologue in the tomaymycin biosynthetic pathway. Biochemistry 50(35): 7600-7611.

Cane, D. E. and Walsh, C. T. (1999): The parallel and convergent universes of polyketide
synthases and nonribosomal peptide synthetases. Chemistry & Biology 6(12): R319-R325.

Castillo, U. F., Strobel, G. A., Ford, E. J., Hess, W. M., Porter, H., Jensen, J. B., Albert, H.,
Robison, R., Condron, M. A. M., Teplow, D. B., Stevens, D. and Yaver, D. (2002):
Munumbicins, wide-spectrum antibiotics produced by Streptomyces NRRL 30562, endophytic
on Kennedia nigriscans. Microbiology 148: 2675-2685.

Cipolla, L., Araujo, A. C., Airoldi, C. and Bini, D. (2009): Pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepine as
a scaffold for the design and synthesis of anti-tumour drugs. Anti-Cancer Agents in Medicinal
Chemistry 9(1): 1-31.

Cirilli, M., Zheng, R. J., Scapin, G. and Blanchard, J. S. (1998): Structural symmetry: the three-
dimensional structure of Haemophilus influenzae diaminopimelate epimerase. Biochemistry
37(47): 16452-16458.

Coats, J. H., Li, G. P., Kuo, M. S. T. and Yurek, D. A. (1989): Discovery, production, and
biological assay of an unusual flavenoid cofactor involved in lincomycin biosynthesis. Journal
of Antibiotics 42(3): 472-474.

Colabroy, K. L., Hackett, W. T., Markham, A. J., Rosenberg, J., Cohen, D. E. and Jacobson, A.
(2008): Biochemical characterization of L-DOPA 2,3-dioxygenase, a single-domain type I
extradiol dioxygenase from lincomycin biosynthesis. Archives of Biochemistry and Biophysics
479(2): 131-138.

Connor, K. L., Colabroy, K. L. and Gerratana, B. (2011): A heme peroxidase with a functional
role as an L-tyrosine hydroxylase in the biosynthesis of anthramycin. Biochemistry 50(41):
8926-8936.

De Boer, C., Dietz, A. and Hoeksema, H. (1960): Celesticetin, its salts and method of
preparation. US patent 2928844.

Deege, M. P. D. and Paterson, D. L. (2011): Reducing the development of antibiotic resistance
in critical care units. Current Pharmaceutical Biotechnology 12(12): 2062-2069.

Doroghazi, J. R. and Buckley, D. H. (2010): Widespread homologous recombination within and
between Streptomyces species. ISME Journal 4(9): 1136-1143.

103



Douthwaite, S. (1992): Interaction of the antibiotics clindamycin and lincomycin with
Escherichia coli 23S ribosomal RNA. Nucleic Acids Research 20(18): 4717-4720.

Eustaquio, A. S., Luft, T., Wang, Z. X., Gust, B., Chater, K. F., Li, S. M. and Heide, L. (2003):
Novobiocin biosynthesis: inactivation of the putative regulatory gene novE and heterologous
expression of genes involved in aminocoumarin ring formation. Archives of Microbiology
180(1): 25-32.

Fischbach, M. A. (2009): Antibiotics from microbes: converging to kill. Current Opinion in
Microbiology 12(5): 520-527.

Fischbach, M. A. and Walsh, C. T. (2006): Assembly-line enzymology for polyketide and
nonribosomal peptide antibiotics: logic, machinery, and mechanisms. Chemical Reviews
106(8): 3468-3496.

Fischbach, M. A., Walsh, C. T. and Clardy, J. (2008): The evolution of gene collectives: how
natural selection drives chemical innovation. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 105(12): 4601-4608.

Garneau, S., Dorrestein, P. C., Kelleher, N. L. and Walsh, C. T. (2005): Characterization of the
formation of the pyrrole moiety during clorobiocin and coumermycin A; biosynthesis.
Biochemistry 44(8): 2770-2780.

Gatto, G. J., Boyne, M. T., Kelleher, N. L. and Walsh, C. T. (2006): Biosynthesis of pipecolic
acid by RapL, a lysine cyclodeaminase encoded in the rapamycin gene cluster. Journal of the
American Chemical Society 128(11): 3838-3847.

Grassick, A., Sulzenbacher, G., Roig-Zamboni, V., Campanacci, V., Cambillau, C. and Bourne,
Y. (2004): Crystal structure of E. coli YddE protein reveals a striking homology with
diaminopimelate epimerase. Proteins: Structure Function and Bioinformatics 55(3): 764-767.

Graupner, M., Xu, H. M. and White, R. H. (2002): Characterization of the 2-phospho-L-lactate
transferase enzyme involved in coenzyme Fiyy biosynthesis in Methanococcus jannaschii.
Biochemistry 41(11): 3754-3761.

Gust, B., Challis, G. L., Fowler, K., Kieser, T. and Chater, K. F. (2003): PCR-targeted
Streptomyces gene replacement identifies a protein domain needed for biosynthesis of the
sesquiterpene soil odor geosmin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 100(4): 1541-1546.

Hashimoto, M., Kondo, T., Kozone, 1., Kawaide, H., Abe, H. and Natsume, M. (2003):
Relationship between response to and production of the aerial mycelium-inducing substances
pamamycin-607 and A-factor. Bioscience Biotechnology and Biochemistry 67(4): 803-808.

Henderson, 1. M. J. and Bugg, T. D. H. (1997): Pre-steady-state kinetic analysis of 2-hydroxy-6-
keto-nona-2,4-diene-1,9-dioic  acid  5,6-hydrolase: kinetic evidence for enol/keto
tautomerization. Biochemistry 36(40): 12252-12258.

Herde, P. and Blankenfeldt, W. (2006): The purification, crystallization and preliminary
structural characterization of human MAWDBP, a member of the phenazine biosynthesis-like
protein family. Acta Crystallographica Section F: Structural Biology and Crystallization
Communications 62: 546-549.

104



Hoeksema, H. (1964): Celesticetin. IV. The structure of celesticetin. Journal of the American
Chemical Society 86(19): 4224-4225.

Hofer, 1., Crisemann, M., Radzom, M., Geers, B., Flachshaar, D., Cai, X., Zeeck, A. and Piel, J.
(2011): Insights into the biosynthesis of hormaomycin, an exceptionally complex bacterial
signaling metabolite. Chemistry & Biology 18(3): 381-391.

Horsman, G. P., Bhowmik, S., Seah, S. Y. K., Kumar, P., Bolin, J. T. and Eltis, L. D. (2007):
The tautomeric half-reaction of BphD, a C-C bond hydrolase - kinetic and structural evidence
supporting a key role for histidine 265 of the catalytic triad. Journal of Biological Chemistry
282(27): 19894-19904.

Hu, Y., Phelan, V., Ntai, 1., Farnet, C. M., Zazopoulos, E. and Bachmann, B. O. (2007):
Benzodiazepine biosynthesis in Streptomyces refuineus. Chemistry & Biology 14(6): 691-701.

Hurley, L. H., Zmijewski, M. and Chang, C. J. (1975): Biosynthesis of anthramycin.
Determination of the labeling pattern by the use of radioactive and stable isotope techniques.
Journal of the American Chemical Society 97(15): 4372-4378.

Chen, C. W., Huang, C. H., Lee, H. H., Tsai, H. H. and Kirby, R. (2002): Once the circle has
been broken: dynamics and evolution of Streptomyces chromosomes. Trends in Genetics
18(10): 522-529.

Iriyama, C., Matsuda, S., Katsumata, R. and Hamaguchi, M. (2001): Cloning and sequencing of
a novel human gene which encodes a putative hydroxylase. Journal of Human Genetics 46(5):
289-292.

Kadl¢ik, S. (v tisku): Enzymové aktivity vyuzitelné pro ptipravu hybridnich antibiotik na bazi
linkosamidd. Fakulta potravinaiské a biochemické technologie. Praha, Vysoka $kola chemicko-
technologicka v Praze. Dizerta¢ni prace.

Kadlec, J. (2000): Zavérecny krok biosyntézy linkomycinu. Pfirodovédecka fakulta, Katedra
genetiky a mikrobiologie. Praha, Univerzita Karlova v Praze. Diplomova prace.

Kim, C. G., Lamichhane, J., Song, K. 1., Nguyen, V. D., Kim, D. H., Jeong, T. S., Kang, S. H.,
Kim, K. W., Maharjan, J., Hong, Y. S., Kang, J. S., Yoo, J. C., Lee, J. J., Oh, T. J., Liou, K. and
Sohng, J. K. (2008): Biosynthesis of rubradirin as an ansamycin antibiotic from Streptomyces
achromogenes var. rubradiris NRRL3061. Archives of Microbiology 189(5): 463-473.

Kinashi, H. (2011): Giant linear plasmids in Streptomyces: a treasure trove of antibiotic
biosynthetic clusters. Journal of Antibiotics 64(1): 19-25.

Kirby, R. and Hopwood, D. A. (1977): Genetic determination of methylenomycin synthesis by
SCP1 plasmid of Streptomyces Coelicolor A3(2). Journal of General Microbiology 98: 239-252.

Kobérska, M. (2010): Komparativni analyza shlukti gend pro biosyntézu linkomycinu a
celesticetinu. Prirodovédecka fakulta, Katedra genetiky a mikrobiologie. Praha, Univerzita
Karlova v Praze. Dizerta¢ni prace.

Kobérska, M., Kopecky, J., Olsovska, J., Jelinkova, M., Ulanova, D., Man, P., Flieger, M. and
Janata, J. (2008): Sequence analysis and heterologous expression of the lincomycin biosynthetic
cluster of the type strain Streptomyces lincolnensis ATCC 25466. Folia Microbiologica 53(5):
395-401.

105



Kondo, S., Yasui, K., Natsume, M., Katayama, M. and Marumo, S. (1988): Isolation, physico-
chemical properties and biological activity of pamamycin-607, an aerial mycelium-inducing
substance from Streptomyces alboniger. Journal of Antibiotics 41(9): 1196-1204.

Koo, C. W. and Blanchard, J. S. (1999): Chemical mechanism of Haemophilus influenzae
diaminopimelate epimerase. Biochemistry 38(14): 4416-4422.

Kuo, M. S., Yurek, D. A., Coats, J. H., Chung, S. T. and Li, G. P. (1992): Isolation and
identification of 3-propylidene-A'-pyrroline-5-carboxylic acid, a biosynthetic precursor of
lincomycin. Journal of Antibiotics 45(11): 1773-1777.

Kuo, M. S. T., Yurek, D. A., Coats, J. H. and Li, G. P. (1989): Isolation and identification of
7,8-didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin, an unusual cosynthetic factor in streptomycetes,
from Streptomyces lincolnensis. Journal of Antibiotics 42(3): 475-478.

Leimgruber, W., Batcho, A. D. and Schenker, F. (1965): The structure of anthramycin. Journal
of the American Chemical Society 87(24): 5793-5795.

Li, H., Graupner, M., Xu, H. M. and White, R. H. (2003): CofE catalyzes the addition of two
glutamates to F40-0 in F4 coenzyme biosynthesis in Methanococcus jannaschii. Biochemistry
42(32): 9771-9778.

Li, W., Chou, S. C., Khullar, A. and Gerratana, B. (2009b): Cloning and characterization of the
biosynthetic gene cluster for tomaymycin, an SJG-136 monomeric analog. Applied and
Environmental Microbiology 75(9): 2958-2963.

Li, W., Khullar, A., Chou, S., Sacramo, A. and Gerratana, B. (2009a): Biosynthesis of
sibiromycin, a potent antitumor antibiotic. Applied and Environmental Microbiology 75(9):
2869-2878.

Liger, D., Quevillon-Cheruel, S., Sorel, 1., Bremang, M., Blondeau, K., Aboulfath, 1., Janin, J.,
van Tilbeurgh, H. and Leulliot, N. (2005): Crystal structure of YHI9, the yeast member of the
phenazine biosynthesis PhzF enzyme superfamily. Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics 60(4): 778-786.

Lin, Y. S., Kieser, H. M., Hopwood, D. A. and Chen, C. W. (1993): The chromosomal DNA of
Streptomyces lividans 66 is linear. Molecular Microbiology 10(5): 923-933.

Magerlein, B. J. (1971): Modification of lincomycin. Advances of applied microbiology 14:
185-229.

Magerlein, B. J., Birkenmeyer, R. D., Herr, R. R. and Kagan, F. (1967): Lincomycin. V. Amino
acid fragment. Journal of the American Chemical Society 89(10): 2459-2464.

Matter, A. M., Hoot, S. B., Anderson, P. D., Neves, S. S. and Cheng, Y. Q. (2009):
Valinomycin biosynthetic gene cluster in Streptomyces: conservation, ecology and evolution.
Plos One 4(9): €7194.

Mavrodi, D. V., Ksenzenko, V. N., Bonsall, R. F., Cook, R. J., Boronin, A. M. and Thomashow,

L. S. (1998): A seven-gene locus for synthesis is of phenazine-1-carboxylic acid by
Pseudomonas fluorescens 2-79. Journal of Bacteriology 180(9): 2541-2548.

106



McCann, P. A. and Pogell, B. M. (1979): Pamamycin: a new antibiotic and stimulator of aerial
mycelia formation. Journal of Antibiotics 32(7): 673-678.

Mefford, I. N., Kincl, L., Dykstra, K. H., Simpson, J. T., Markey, S. P., Dietz, S. and
Wightman, R. M. (1996): Facile oxidative decarboxylation of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid
catalyzed by copper and manganese ions. Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects
1290(3): 224-230.

Miyamoto, M., Sawa, T., Kondo, S., Takeuchi, T. and Umezawa, H. (1978): Biosynthesis of
neothramycin. Journal of Fermentation Technology 56(4): 329-333.

Nameda, S., Miura, N. N., Adachi, Y. and Ohno, N. (2007): Lincomycin protects mice from
septic shock in B-glucan-indomethacin model. Biological & Pharmaceutical Bulletin 30(12):
2312-2316.

Natsume, M. (1999): Differentiation of aerial mycelia - pamamycins and calcium ion in
Streptomyces alboniger. Actinomycetologica 13(1): 11-19.

Neusser, D., Schmidt, H., Spizek, J., Novotna, J., Peschke, U., Kaschabeck, S., Tichy, P. and
Piepersberg, W. (1998): The genes /mbB1 and ImbB2 of Streptomyces lincolnensis encode
enzymes involved in the conversion of L-tyrosine to propylproline during the biosynthesis of the
antibiotic lincomycin A. Archives of Microbiology 169(4): 322-332.

Novotna, J. (2008): Studium biosyntetické drahy antibiotika linkomycinu. Pfirodovédecka
fakulta, Katedra genetiky a mikrobiologie. Praha, Univerzita Karlova v Praze. Dizerta¢ni prace.

Novotna, J., Honzatko, A., Bednaft, P., Kopecky, J., Janata, J. and Spizek, J. (2004): L-3,4-
dihydroxyphenyl alanine-extradiol cleavage is followed by intramolecular cyclization in
lincomycin biosynthesis. European Journal of Biochemistry 271(18): 3678-3683.

Okada, T., Suzuki, H., Wada, K., Kumagai, H. and Fukuyama, K. (2006): Crystal structures of
y-glutamyltranspeptidase from Escherichia coli, a key enzyme in glutathione metabolism, and

its reaction intermediate. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 103(17): 6471-6476.

Olsovska, J., Jelinkova, M., Man, P., Kobérska, M., Janata, J. and Flieger, M. (2007): High-
throughput quantification of lincomycin traces in fermentation broth of genetically modified
Streptomyces spp. Comparison of ultra-performance liquid chromatography and high-
performance liquid chromatography with UV detection. Journal of Chromatography A 1139(2):
214-220.

Otvos, L. (2002): The short proline-rich antibacterial peptide family. Cellular and Molecular
Life Sciences 59(7): 1138-1150.

Peschke, U., Schmidt, H., Zhang, H. Z. and Piepersberg, W. (1995): Molecular characterization
of the lincomycin-production gene cluster of Streptomyces lincolnensis 78-11. Molecular
Microbiology 16(6): 1137-1156.

Petrusek, R. L., Anderson, G. L., Garner, T. F., Fannin, Q. L., Kaplan, D. J., Zimmer, S. G. and
Hurley, L. H. (1981): Pyrrolo[1,4]benzodiazepine antibiotics. Proposed structures and
characteristics of the in vitro deoxyribonucleic acid adducts of anthramycin, tomaymycin,
sibiromycin, and neothramycin A and B. Biochemistry 20(5): 1111-1119.

107



Pierson, L. S. and Pierson, E. A. (2010): Metabolism and function of phenazines in bacteria:
impacts on the behavior of bacteria in the environment and biotechnological processes. Applied
Microbiology and Biotechnology 86(6): 1659-1670.

Pillai, B., Cherney, M., Diaper, C. M., Sutherland, A., Blanchard, J. S., Vederas, J. C. and
James, M. N. G. (2007): Dynamics of catalysis revealed from the crystal structures of mutants
of diaminopimelate epimerase. Biochemical and Biophysical Research Communications 363(3):
547-553.

Pulsawat, N., Kitani, S. and Nihira, T. (2007): Characterization of biosynthetic gene cluster for
the production of virginiamycin M, a streptogramin type A antibiotic, in Streptomyces virginiae.
Gene 393(1-2): 31-42.

Raponi, M. and Arndt, G. M. (2002): Dominant genetic screen for cofactors that enhance
antisense RNA-mediated gene silencing in fission yeast. Nucleic Acids Research 30(11): 2546-
2554,

Rund, J. V. and Plane, R. A. (1964): Catalysis of the decarboxylation of dimethyloxaloacetate
by manganese(Il), nickel(II), and their complexes. Journal of the American Chemical Society
86(3): 367-371.

Seeger, K., Flinspach, K., Haug-Schifferdecker, E., Kulik, A., Gust, B., Fiedler, H. P. and
Heide, L. (2011): The biosynthetic genes for prenylated phenazines are located at two different
chromosomal loci of Streptomyces cinnamonensis DSM 1042. Microbial Biotechnology 4(2):
252-262.

Schroeder, W., Bannister, B. and Hoeksema, H. (1967): Lincomycin. III. The structure and
stereochemistry of the carbohydrate moiety. Journal of the American Chemical Society 89(10):
2448-2453.

Smutna, Y. (2007): Analyza genu /mbX zahrnutého v biosyntéze propylprolinu. Piirodovédecka
fakulta, Katedra genetiky a mikrobiologie. Praha, Univerzita Karlova v Praze. Diplomova prace.

Spellberg, B., Powers, J. H., Brass, E. P., Miller, L. G. and Edwards, J. E. (2004): Trends in
antimicrobial drug development: implications for the future. Clinical Infectious Diseases 38(9):
1279-1286.

Spizek, J. and Tichy, P. (1995): Some aspects of overproduction of secondary metabolites. Folia
Microbiologica 40(1): 43-50.

Stachelhaus, T., Mootz, H. D. and Marahiel, M. A. (1999): The specificity-conferring code of
adenylation domains in nonribosomal peptide synthetases. Chemistry & Biology 6(8): 493-505.

Thomas, M. G., Burkart, M. D. and Walsh, C. T. (2002): Conversion of L-proline to pyrrolyl-2-
carboxyl-S-PCP during undecylprodigiosin and pyoluteorin biosynthesis. Chemistry & Biology
9(2): 171-184.

Ulanova, D., Novotna, J., Smutna, Y., Kamenik, Z., Gazak, R., Sulc, M., Sedmera, P., KadI¢ik,

S., Plhackova, K. and Janata, J. (2010): Mutasynthesis of lincomycin derivatives with activity
against drug-resistant Staphylococci. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 54(2): 927-930.

108



Umezawa, K., Ikeda, Y., Kawase, O., Naganawa, H. and Kondo, S. (2001): Biosynthesis of
polyoxypeptin A: novel amino acid 3-hydroxy-3-methylproline derived from isoleucine. Journal
of the Chemical Society, Perkin Transactions 1(13): 1550-1553.

Usha, V., Dover, L. G., Roper, D. 1., Fuetterer, K. and Besra, G. S. (2009): Structure of the
diaminopimelate epimerase DapF from Mycobacterium tuberculosis. Acta Crystallographica
Section D: Biological Crystallography 65: 383-387.

Witz, D. F., Hessler, E. J. and Miller, T. L. (1971): Bioconversion of tyrosine into the
propylhygric acid moiety of lincomycin. Biochemistry 10(7): 1128-1133.

Yim, G., Wang, H. H. M. and Davies, J. (2006): The truth about antibiotics. International
Journal of Medical Microbiology 296(2-3): 163-170.

Zlatopolskiy, B. D. and de Meijere, A. (2004): First total synthesis of hormaomycin, a naturally
occurring depsipeptide with interesting biological activities. Chemistry - A European Journal
10(19): 4718-4727.

Zlatopolskiy, B. D., Loscha, K., Alvermann, P., Kozhushkov, S. I., Nikolaev, S. V., Zeeck, A.

and de Meijere, A. (2004): Final elucidation of the absolute configuration of the signal
metabolite hormaomycin. Chemistry - A European Journal 10(19): 4708-4717.

109



