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Abstrakt

Tato prace se zabyva uspofddanim RTX (,,Repeats in ToXin*) domén vybranych RTX
toxinll a vlivem téchto struktur pfedevSim na baleni toxind do nativni struktury jejich sekreci
a. Pro strukturni analyzu byly vybrany RTX domény ApxI (Actinobacillus pleuropneumoniae-
RTX-toxin I) z bakterie Actinobacillus pleuropneumoniae, HlyA (Alfa-hemolysin) z bakterie
Escherichia coli a LtxA (Leukotoxin A) z bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans a
bloky 4 a 5 RTX domény CyaA (adenylatcyklazovy toxin) z bakterie Bordetella pertussis.
Podafilo se ziskat a charakterizovat struktury RTX domény Ltxa A a RTX bloky 5 a 4-5 CyaA.
Na zakladé¢ SAXS (malouhlovy RTG rozptyl) modelu, dfive vyteSenych struktur RTX
proteinti a zde prezentovanych struktur byly vytvofeny dva modely celé rozsdhl¢ RTX
domény CyaA.
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Abstract

This work is focused on the RTX (Repeats in ToXin) domains structure of selected RTX
toxins and its impact on secretion and protein folding. The structural analysis included RTX
domains of Apxl (Actinobacillus pleuropneumoniae-RTX-toxin I) from Actinobacillus
pleuropneumoniae, HlyA (Alfa-hemolysin) from Escherichia coli and LtxA (Leukotoxin A)
from Aggregatibacter actinomycetemcomitans and blocs 4 a 5 RTX domain CyaA (adenylate
cyclase toxin) from Bordetella pertussis. The structures of LtxA RTX domain and CyaA RTX
blocs 4 and 5 were obtained and characterized. Two models of CyaA RTX domain were built
based on SAXS (Small Angle X-ray Scattering) model, previously solved RTX structures and
RTX structures presented here.
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Seznam zKkratek

ABC ATP-vazebna doména (z angl. ATP Binding Cassette)

AC adenylatcyklazovy (z angl. Adenylate Cyclase)

AK AminoKyselina/aminokyseliny

APC bunky  Antigen prezentujici buniky (z angl. Antigen Presenting Cells)

APS persulfat amonny (z angl. Ammonium PerSulfate)

Apxl Actinobacillus pleuropneumoniae-RTX-toxin I

ATB AnTiBiotikum

ATZ anilin thiazolinon (z angl. AnilinoThiaZolinone)

BDNF mozkovy neurotrofni faktor (z angl. Brain Derived Neurotrophic Factor)
BTLCP z angl. Bacterial Transglutaminase-Like Cysteine Proteinase

BSA hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumine)

CCP4 z angl. Collaborative Computational Project Number 4

CD Cirkularni Dichroismus

CyaA adenylatcyklazovy toxin

Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti)

DNA deoxyribonukleové kyselina (z angl. DeoxyriboNucleic Acid)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
EtOH ethanol

GCPII Glutamat karboxypeptidaza II (z angl. Glutmate CarboxyPeptidase II); PSMA
GCPIII Glutamat karboxypeptidaza III (z angl. Glutmate CarboxyPeptidase III)

GST glutathion-S-transferaza (z angl. Glutathione S-Transferase)

HDAC histon deacetylaza

His-Tag hexahistidinova znacka (z angl. polyHistidine-Tag)

HIlyA Alfa-hemolysin bakterie Escherichia coli

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High-Performance Liquid
Chromatography)

HSF-1 faktor teplotniho Soku 1 (z angl. Heat Shock Factor 1)

HSP-90 protein teplotniho Soku 90 (z angl. Heat Shock Protein 90)

IF z angl. Impact factor

IPTG isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (z angl. Isopropyl p-D-1-
ThiogalactoPyranoside)

LB médium Luria-Bertani pro bakteridlni kultury

LFA-1 z angl. Lymphocyte Function associated Antigen-1

LtxA Leukotoxin A z bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans

MARTX z angl. Multifunctional Autoprocessing Repeats-in-ToXin Toxin

MDO komplexni médium pro kultivaci bakterii

MFP z angl. Membrane Fusion Protein

MIDAS z angl. a Modern Intelligent Dynamic Alternative Screen

MpAFP z angl. Marinomonas primoryensis AntiFreeze Protein

MpIBP z angl. Marinomonas primoryensis Ice Binding Protein

MR molekularni nahrazeni (angl. Molecular Replacement)

NMR Nuklearni Magnetickd Rezonance

OD Optické Denzita

OMP protein vnéjsi membrany (z angl. Outer Membrane Protein)

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. PolyAcrylAmide Gel
Electrophoresis)

PBS fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffered Saline)

PEG PolyEthylenGlykol



PET
PSMA

Pozitronova Emisni Tomografie
z angl. Prostate Specific Membrane Antigen (pro prostatu specificky

membranovy antigen) = GCPII, FOLH1

PVDF
PT

PTH
RCF
RCSB PDB
Bank
SAXS
RPM
RTX
SASBDB
SDS
TEMED
TEV
TISS
Tris
Tris-HCl
TubA
UniProt
v/v
wwPDB
w/v

PolyVinylidenDiFluorid

Pertusovy Toxin

fenylthiohydantoin (z angl. PhenylThioHydantoin)

relativni centrifugacni zrychleni (z angl. Relative Centrifugal Force)

z angl. the Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data

malothlovy RTG rozptyl z angl. Small Angle X-ray Scattering
frekvence otaCeni za minutu (z angl. Revolutions Per Minutes)
z angl. Repeats in ToXin

z angl. Small Angle Scattering Biological Data Bank
dodecylsulfat sodny (z angl. Sodium DodecylSulfate)
N,N,N',N'-TetraMethylethylenDiamin

proteédza viru tabakové mozaiky (z angl. Tobacco Edge Virus protease)
sekrecni systém typu 1 (z angl. Type I Secretion System)
tris(hydroxymethyl)aminomethan
tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid

Tubastatin A

z angl. The Universal Protein Resource

z angl. Volume/Volume jednotka koncentrace

z angl. WoldWide Protein Data Bank

z angl. Weight/Volume jednotka koncentrace
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fadku, nasleduje schéma proteinovych produkti se stru¢nym strukturnim popisem.
K oznacuje lysinova acylaéni mista. Pod zkratkou ABC je ATP-vazebna doména ABC
transportéru - RTX B. N a C znaéi N- a C-konce proteintl. Ctyfi geny RTX operonu a tolC gen
jsou reprezentovany boxy, které naznacuji smér transkripce téchto genii a jejich velikost.
Promotor operonu je vyznacen Cernym trojuhelnikem a smycky ukazuji rho nezavisla
termina¢ni mista. Orientaci a délku transkriptu hlyCABD vysvétluji ¢arkované Sipky (plati
napt. pro hlyCABD zE. colil5 nebo apxCABD zA. pleuropneumoniael6. Pievzato a
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Obr. 2: Detail RTX beta-rollu zalkalické protedzy AprA z Pseudomonas aeruginosa
(1KAP.pdb22). Ca2+ kationy jsou zobrazeny jako zluté koule. A: Karminovo fialovy beta-roll
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Obr. 3: Pfehled mechanismi sekrece TISS. N- a C- konce proteinu jsou v obrdzku vyznaceny,
bilé kosoc¢tverce zna¢i RTX repetice. V levém hornim rohu obrazki je zobrazena organizace
operonu. A: Sekrece bakteriocinu CvaC (Kolicin V), jako ptiklad jednokrokové sekrece TISS,
kdy ma transportovany protein sekre¢ni signal na N-konci, ktery je béhem sekrece odstépen.
V tomto ptipad¢ chybi v operonu gen pro acyltransferdzu a cvaC gen oznacuje piimo kolicin
V. B: Sekrece HlyA, typického piikladu RTX toxinu, je opét jednokrokova. Sekrecni signal je
lokalizovan na C-konci a po transportu neni odstépen. Hned za nim nasleduji RTX repetice
(50-60 AK v piipad¢ HlyA). C: Sekrece RTX adhezinu LapA z Pseudomonas fluorescens Pf0-
1 se sekrecnim signdlem na C-konci, ktery je opét nasledovan RTX repeticemi. Proces
transportu navic zahrnuje odstépeni N-konce LapG periplazmatickou BLTCP vépnik
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LapD uvoliiuje LapG po rozstépeni cyklického-di-GMP na linearni pGpG. Pievzato a
upraveno Smith et al. 201823, .....ociiiiiiiiiiee et 20

Obr. 4: Vybrané¢ piiklady krystallografickych RTX vyfeSenych struktur: Azotobacter
vinelandii mannuronan-C5-epimeraza 2ML2.pdb39 (NMR struktura), Caulobacter vibroides
protein S-vrstvy SN8P.pdb36, Pseudomonas aeruginosa alkalickd proteaza 1KAP.pdb22,
Pseudomonas fluorescence extracelularni lipaza 2ZVD.pdb44 a Marinomonas primoryensis
led vazebny protein — doména V 5JUH.pdb49. RTX beta-roll je znadzornén zeleng, ,,folding
core fialove, enzymaticka doména Sedé¢, Ca2+ kationy cervené, atomy kysliku z molekul
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Obr. 5: A: Paralelni beta-roll MpIBP (3P4G.pdb) umistény jako druha doména od C-konce
proteinu je obarven duhové od N-konce (modrd) k C-konci (Cervend). Kyslikové atomy jsou
Cervené, Ca2+ kationy jsou zluté a Mg2+zelené koule. Vodu znaci malé Cervené koule, které
pomahaji oktahedralni koordinaci Ca2+ kationu leziciho nejblize C-konci proteinu. B: Pohled
do lumen beta-rollu, ktery je tvofen netradi¢ni RTX repetici XGTGND-XUXU-GGXUXG-
XUX, kde U muze byt jakékoli nepolarni AK, kde a X jakakoli polarni AK. Uhlik je oznacen
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Obr. 6: Schematicka struktura CyaA, ktera obsahuje 1706 AK a sklada se z AC domény
(struktura s podjednotkami T25 a T18 v komplexu s kalmodulinem (Cerven¢) pievzata z Guo
et al. 200580) umisténé na N-konci CyA nasledovand hodroféobni doménou (oranzova) a RTX
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1 Uvod

RTX (Repeats in toxin) toxiny jsou velkou rodinou exoproteini Gram negativnich bakterii
riznych velikosti a rozmanitych funkci. Patii mezi né naptiklad kanalotvorné
toxiny/hemolyziny, jejichZ typickym zastupcem je Alfa-hemolyzin bakterie Escherichia coli,
leukotoxiny (leukotoxin bakterie Mannheimia haemolytica bakterie Aggregatibacter
actinomycetemcomitans), sekretované enzymy jako metaloproteazy nebo lipazy
(extracelularni lipaza z bakterie Serratia marcescens), proteiny S-vrstvy (Csx proteiny
bakterie Campylobacter rectus), bakteriociny (rhizobiocin bakterie Rhizobium leguminosarum)
nebo MARTX - zangl. Multifunctional Autoprocessing Repeats-in-Toxin Toxin (VcRtxA
bakterie Vibrio cholerae). Jejich charakteristickymi znaky je obsah RTX vépnik vazebnych
nonapeptidovych repetic bohatych na glycin, C-terminalni sekrecni signalni sekvence a
sekrece z bakterialni bunky pomoci sekre¢niho systému typu 1.

RTX repetice, vétSinou lokalizované na C-konci molekuly, jsou zcela esencialni pro baleni
toxind do nativni struktury, a tedy 1 pro jejich funkci. Baleni RTX toxinti do nativni struktury
je zavislé na koncentraci vapenatych kationtl v fadu jednotek mM. V cytosolu bakterialni
buniky je tato koncentrace ptiblizné 1000x nizsi, k baleni tedy dochdzi pii sekreci toxinu do
okolniho prostredi.

Tato prace se zaméfila na strukturni analyzu RTX domén Ctyt zastupcti skupin leukotoxint
a hemolyzint, jejichz producenti jsou vyznamnymi savCimi/lidskymi patogeny: Bordetella
pertussis, Escherichia coli, Aggregatibacter actinomycetemcomitans a Actinobacillus
pleuropneumoniae.

Cile prace:
1. Ziskani struktur RTX domén Roentgenovou strukturni krystalografii
a. RTX domény ApxI (Actinobacillus pleuropneumoniae-RTX-toxin I) z bakterie
Actinobacillus pleuropneumoniae
b. HlyA (Alfa-hemolysin) z bakterie Escherichia coli
LtxA (Leukotoxin A) z bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
. bloky 4 a 5 RTX domény CyaA (adenylatcyklazovy toxin) z bakterie Bordetella
pertussis

& 0

2. Popis ziskanych struktur a jejich porovnani s jiZ vyreSenymi RTX strukturami a
odhaleni spoleénych rysi, které miizou byt dilezité pro baleni do nativni
konformace

3. Stavba modelu celé RTX domény CyaA na zikladé ziskanych vysledku
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2 Prehled literatury

2.1 Rodina RTX proteini

Rodina RTX proteint je velmi rozmanitd. Patfi mezi né¢ kandlotvorné toxiny/hemolyziny,
leukotoxiny, sekretované enzymy, proteiny S-vrstvy, bakteriociny, MARTX proteiny a RTX
adheziny. Tato prace se zamétuje piedevsim na RTX hemolyziny a leukotoxiny.

Hlavnimi znaky RTX rodiny je organizace operonu zodpovédného za produkci, sekreci a
post-translacni modifikaci RTX toxinl a vapnik vazebné nonapetidové repetice lokalizované
vétSinou na C- konci molekuly, za kterymi je sekrecni signalni sekvence pro sekre¢ni systém
typu I (TISS), ktery zajistuje export toxinu z bakteridlni buiiky' ™.

2.1.1 Organizace operonu RTX toxint

Geny RTX toxinl, proteini jejich sekrece a post-translatni modifikace jsou obvykle
lokalizovany na jednom polycistronnim operonu rtxCABD, az na gen pro protein vnéjsi
membrany (OMP) napi. TolC, ktery je vyuzivan i v jinych procesech bakterialni bufiky’*®
(Obr. 1).

Acyl-transferaza, produkt exprese genu r&xC, je zodpovédnd za post-translacni acylaci
lysinu pro-RtxA toxinu mastnymi kyselinami, kterd aktivuje biologickou funkci RtxA
toxinu”®. U MARTX proteind, zatim nebyla prokazana vyssi biologicka aktivita po acylaci, i
kdyZ je rtxC gen v jejich operonu piitomen’.

Geny rtxBD jsou soucasti TISS a spolecné s TolC, nebo jeho homologem, zajist'uji sekreci
RtxA toxinu z bakterialni bunky. RtxB protein je ¢lenem rodiny ABC transportéru, ktery je

10,11

lokalizovan na cytoplazmatické bakteridlni membrané'™''. RtxD je ,Membrane Fusion

Protein® (MFP) umoziujici pfechod sekretovaného RtxA pies periplasmu'>!3.
Organizace typického RTX polycistronniho operonu je prexCAIBD, kde p je promotor a |
znac¢i atenuator transkripce, ktery snizuje expresi genu rtxBD, jejichz proteinové produkty

jako soucast transportniho systému nejsou potfeba ve vysoké koncentraci na rozdil od RTX

toxinu?.
Aktivace RTX Toxin Sekre¢ni systém typu |
Amfipaticky Hydrofobni R'I;Xd mén ABC
helix doména omena doména
K K
N——C NV SISuES ¢ N—1IBC N c N c
Acylaéni Stabilita Tvorba Rozpoznani  Sekreéni Energie pro Sekreéni Protein wnéjsi
kofaktor  pdéru poru membrany signal sekreci kanal membrany
) )9
xB__{_rixD // “folC )
_____________________________________ -

Obr. 1: Typicka organizace operonu a domén RTX odvozend od alfa-hemolyzinu A (HlyA) z E. coli'*. Obecné
schéma RTX toxinu a ostatnich ¢lentt RTX operonu je popsano na prvnim fadku, nasleduje schéma proteinovych
produktl se struénym strukturnim popisem. K oznacuje lysinova acylacni mista. Pod zkratkou ABC je ATP-
vazebna doména ABC transportéru - RTX B. N a C znaéi N- a C-konce proteinti. Cty¥i geny RTX operonu a tolC
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gen jsou reprezentovany boxy, které naznacuji smér transkripce téchto gent a jejich velikost. Promotor operonu
je vyznacen Cernym trojuhelnikem a smycky ukazuji rho nezavisla termina¢ni mista. Orientaci a délku
transkriptu hlyCABD vysvétluji ¢arkované Sipky (plati napf. pro hlyCABD z E. coli'® nebo apxCABD z A.
pleuropneumoniae'®. Pfevzato a upraveno z Frey 20192,

2.1.2 RTXrepetice a bloky

Nonapeptidové repetice obsahuji sekvencni konsensus GGXGXDXUX, kde X miize byt
kterakoli aminokyselina (AK) a U je hydrofobni AK napiiklad leucin®*!'”!®, Vétsinou jsou
lokalizované na C-konci, hned za sekre¢nim signdlem. RTX domény obsahuji 3-17 RTX
repetic na jeden RTX blok, nejcastéji se ale jejich pocet pohybuje mezi 5-9. Vyjimku tvoii
RTX adheziny, kde je podet repetic v rozmezi 25-120'. Cim bliZe je RTX repetice C-konci
proteinu, tim je vétsi pravdépodobnost naruseni nonapeptidového konsensu napiiklad jeho
rozsitenim o dal§i AK. Ukazalo se, ze tyto nestandardni repetice maji zdsadni vliv na baleni
RTX domény do typické konformace pravotocivého beta-rollu?’. XUX &ast konsensu tvoii
kratky beta list a sekvence GGXGXD obratku, kterd je zodpovédna za oktahedralni
koordinaci Ca?" kationi (Obr. 2). Karboxy skupina aspartatu propojuje kazdou druhou
repetici koordinaci dvou Ca®" kationti zaroveii (Obr. 2A). Dalsi ze Sesti interakci zajistuji
predevs§im karbonylové skupiny AK obratky a na koncich beta rollového bloku i molekuly
vody (Obr. 2B)?!.

Obr. 2: Detail RTX beta-rollu z alkalické protedzy AprA z Pseudomonas aeruginosa (1KAP.pdb??). Ca*" kationy
jsou zobrazeny jako zluté koule. A: Karminovo fialovy beta-roll mé zelené zvyraznéné vapnik vazebné obratky.
B: Ukazka oktahedralni koordinace Ca?" sekvenci GGXGXD obratky. Ca?>" umistény na N-konci beta-rollu je
nejvice exponovan roztoku a jeho hexakoordinace je uzaviena jednou molekulou vody (mala Cervena koule).
Pfevzato a upraveno z Baumann 2019%!,
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2.1.3 Sekrece RTX toxina

RTX toxiny jsou sekretovany pmoci bakteridlniho sekre¢niho systému typu 1 (T1SS).
T1SS se skladad z ABC transportéru, MFP proteinu a OMP poéru. SloZeni tohoto komplexu je
z4&vislé na substratu. Signalni sekvence nesbaleného RTX proteinu je rozpoznana specifickym
ABC transportérem, ktery je lokalizovan na vnitini membrané bakterie a tvofi komplex s MFP
proteinem. Tato interakce zplsobi navazani a otevieni OMP poéru, ktery neni specificky pro
jednotlivé TISS a muze slouzit vice transportnim systémtim. Po dokoncéeni sekrece se ABC
transportér/MFP komplex odvaze od OMP, ktery se tim vrati do zavieného stavu (Obr. 3A,
B)*.

TISS se déli se do tii skupin, podle mechanismu sekrece. Skupina bakteriocini Obr. 3A a
RTX toxini Obr. 3B je sekretovana jednokrokové a lisi se pozici sekre¢niho signélu, kdy u

bakteriocinfi lezi na N-konci a po sekreci je ods§tépen** a u RTX toxind na C-konci'>%,

Skupina BTLCP (z angl. Bacterial Transglutaminase-Like Cysteine Proteinase)®® zivislych
RTX adhezinii Obr. 3C, ktera ma sekre¢ni signal na C-konci, je sekretovdna ve dvou krocich
a tomto piipad¢ zlstadva transportovany protein navazany na vnéjSi membranu bakterie.
Druhym krokem sekrece je uvolnéni adhezinu z bunééného povrchu bakterie. Tento proces je
regulovan koncentraci cyklického di-GMP v buiice.

Pro sekreci je zaroven dilezita vysoka (milimolarni) koncentrace Ca*ve vnéj$im prostiedi
pro uspesné sbaleni proteinu do nativni konformace a sekreci, kterd ziskdva cast energie
nutnou pro export RTX proteinu pravé Ca*" zavislym balenim RTX repetic na povrchu buiiky.
Zaroven cast sbaleného proteinu ve vnéjSim prostfedi zabranuje prokluzovani zpét do

cytosolu. Poget RTX repetic také koreluje s velikosti exportovaného RTX proteinu?’.
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A) Bakteriociny B) RTX hemolyziny/ leukotoxiny
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Obr. 3: Pfehled mechanismil sekrece TISS. N- a C- konce proteinu jsou v obrazku vyznaceny, bilé kosoctverce
zna¢i RTX repetice. V levém hornim rohu obrazkl je zobrazena organizace operonu. A: Sekrece bakteriocinu
CvaC (Kolicin V), jako piiklad jednokrokové sekrece TISS, kdy ma transportovany protein sekrec¢ni signal na N-
konci, ktery je béhem sekrece odstépen. V tomto piipadé chybi v operonu gen pro acyltransferazu a cvaC gen
oznacuje pfimo kolicin V. B: Sekrece HlyA, typického ptikladu RTX toxinu, je opét jednokrokova. Sekre¢ni
signal je lokalizovan na C-konci a po transportu neni odstépen. Hned za nim nasleduji RTX repetice (50-60 AK
v ptipadé HlyA). C: Sekrece RTX adhezinu LapA z Pseudomonas fluorescens Pf0-1 se sekreCnim signalem na
C-konci, ktery je opét nasledovan RTX repeticemi. Proces transportu navic zahrnuje odstépeni N-konce LapG
periplazmatickou BLTCP vépnik vazebnou protedzou, kterd je ukotvena a inhibovana LapD k cytoplazmatické
membrané. LapD uvoliiuje LapG po rozstépeni cyklického-di-GMP na linearni pGpG. Pfevzato a upraveno
Smith et al. 2018%.
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2.1.4 VyfteSen¢ struktury RTX toxinti

Nejstarsi vyreSenou krystalografickou strukturou je podle RCSB databdze molekula
alkalické proteazy bakterie Pseudomonas aeruginosa z roku 1993%2, agkoli byla opublikovana
az na podzim roku 1995 po nckolika dalSich protedzach z bakterie Pseudomonas

8.2 nebo Serratia marcescens®®**3!.  Struktura obsahuje N- terminalni

aeruginosa
enzymatickou doménu a C-termindlni RTX doménu, kterd ma typickou strukturu RTX toxint.
Jedna se o pravotocivy beta-roll slozeny z RTX repetic o konsensu GGXGXDXUX. Vsechny
struktury RTX rodiny, které byly dodnes vyfeSeny jsou shrnuty v Tab. 1 pfevzaté z Baumann

2019 a aktualizované na konci zaii 2021.

Organismus Protein PDB Entry Pocet repetic GGXGXDXUX

Pseudomonas aeruginosa alkalicka 2. 3. 2. %

protedza APRA_PSEAE 1KAP*; 1JIW™*; TAKL?; 3VI1 5

Serratia marcescens metaloprotedza 1SAT?; 1SMP?'; 1AF0*; 4135%; 5

PRZN SERMA 5D7TW33

Serratia marcescens sp. 23

metaloprotedza PRTZN SERME ISRP >
1GO7, 1GO8%%; 1K7G, 1K71

Erwinia/Dickeya chrysanthemi 4. ’ g ’

metaloproteaza PrtC PRTC_DICCH IK7Q™; 3HB2, 3I;ISBU’ 3HBY, 3

3HDA

Caulobacter vibroides protein S- 36. 37

vrstvy AOAOH3C8J1 CAUVN SN97, SN8P™; 6PST 4

Azotobacter vinelandii mannuronan- 33, 39

C5-epimeraza ALGE4 AZOVI 2AGM™; 2ML1, 2ML2, 2ML3 6

Bordetella pertussis

adenylatcyklazovy toxin 5CVW, 5CXL?Y B

CYAA BORPI

Bordetella pertussis

adenylatcyklazovy toxin 6SUS* B s

CYAA BORPE

Bordetella pertussis

adenylatcyklazovy toxin TRAH* 3+8+8

A0A380ZZA1 BORPT

Serratia marcescens lipaza LipA 2QUA, 2QUBY 548

Q5933 SERMA

Pseudomonas fluorescence 278X, 2787 2716, 22J7%:

extraceluldrni lipaza " 5+8
QORBY! 9PSED 27ZVD, 3A6Z,3A70

Pseudomonas sp. ,psychroﬁlnl TAC 1H71, 1GIK*; 100Q, 100T,

IT 18 metaloproteaza 5

46
069771 9PSED 10M6, 10M7, 10MS, 10M]J

Flaviobacterium sp. YS-80-122
alkalickd metaloprotedza 3UIRY; 6IXX* 5
DOVMSS 9FLAO

Marinomonas primoryensis led
vazebny protein — doména IV 3P4G* 12 19 AK/repetici
A1YIY3 9GAMM

Marinomonas primoryensis led
vazebny protein — doména V 5JUH¥ 4
A1YIY3 9GAMM

Slozeny model Caulobacter
crescentus S-vrstvy navazany na O- 6Z7P%°
antigen LPS SLAP CAUVC

Tab. 1: Struktury RTX proteinti v RCSB PDB (z angl. the Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Protein Data Bank PDB). Za nizvem proteinu je jeho UniProt kod®. * jsou oznadeny struktury, které nemaji
pfifazenou publikaci. Cervené je oznaGen pocet repetic, ktery vice odpovidd témto strukturam. Pievzato a
aktualizovano (Zluté zvyraznéni) z Baumann 20192,
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Struktura RTX domény je u vSech proteini podobna az na adheziny a proteiny S-vrstvy.
Pred sekreci jsou proteiny v bakteridlnim cytosolu vnitiné neuspoiadané a tzv. ,,folding

«2752-54 g zagatku sekrece zadind Ca®" zavislé baleni do nativni konformace

core
v extracelularnim prostoru. Tzv. ,,folding core* se sklada obvykle ze Ctyt beta-listii. Tti z nich
jsou antiparalelné orientovany na jedné strané ,,beta-rollu* RTX repetic, beta-list nejblize C-
konci proteinu se potom sta¢i na druhou stranu beta rollu. Nasleduje sekrecni signal, ktery
obvykle ¢ita kolem 60 AK. Ackoli je ,,folding core* pro RTX toxiny esencialni, existuje jen
nizka sekvencni podobnost, této domény mezi RTX proteiny, 1 kdyZ strukturné vypadaji velmi
podobné (Obr. 4 oznacené fialov€é). Na druhou stranu baleni RTX domén do nativni
konformace je do zna¢né miry proces pohanény snizenim entropie C-konce. Shur et al. v roce
2011 ukazal, ze ,,folding core* mohlo byt nahrazeno pevnym substratem a k vapnik zavislému
sbaleni proteinu stejné doslo. Dal$i moznosti baleni RTX domény do nativni konformace bez
»folding core“ je pfidani molekularniho zahuStovaciho ¢inidla jako je PEG
(Polyethylenglykol), které zptisobi kyzené snizeni entropie a umozni sbaleni RTX domény za
piitomnosti 3 mM koncentrace Ca*" kation1™>.

2ML2.pdb SN8Ppdb 1KAPpdb SJUH.pdb

Obr. 4: Vybrané piiklady krystallografickych RTX vyteSenych struktur: Azotobacter vinelandii mannuronan-C5-
epimerdaza 2ML2.pdb** (NMR struktura), Caulobacter vibroides protein S-vrstvy SN8P.pdb*, Pseudomonas
aeruginosa alkalicka proteaza 1KAP.pdb*, Pseudomonas fluorescence extracelularni lipaza 2ZVD.pdb* a
Marinomonas primoryensis led vazebny protein — doména V 5JUH.pdb*. RTX beta-roll je znazornén zeleng,
,folding core* fialové, enzymatickd doména Sed¢, Ca?" kationy Cerveng, atomy kysliku z molekul vody, které
poméhaji koordinovat Ca*" kationy svétle modfe.

Led vazajici protein MpIBP (z angl. Marinomonas primoryensis ice binding protein, nebo
MpAFP z angl. Marinomonas primoryensis antifreeze protein®®) patfici k RTX adhezinfim
produkovany Marinomonas primoryensis ma netypickou RTX doménu RIV lokalizovanou
smérem k N-konci hned za klasickou RTX doménou RV na C-konci. Tento protein o velikosti

22



1,5 MDa je vazany k vnéjsi membrané a snizuje teplotu tuhnuti okolni vody skrze svoji
interakci s ledem, a také ukotvuje bakterii k rozsivkam®. RIV je led vazebna doména, ktera
misto 18 AK (2 typické nonapetidové repetice) na jeden kompletni beta-roll obsahuje 19 AK o
sekvenci XGTGND-XUXU-GGXUXG-XUX, kde prvnich Sest AK tvori Ca®"-vazebnou
otacku nasledovanou beta listem se ¢tyimi AK. DalSich Sest AK tvoii druhou otacku, ktera
ovsem nevaze Ca®" kationy a neobsahuje aspartat. Posledni 3 AK tvoii druhy beta list.
Vysledkem je asymetricky beta-roll s Ca®" kationy navazanymi pouze na jedné strané beta-
rollu (Obr. 5)*'.

Obr. 5: A: Paralelni beta-roll MpIBP (3P4G.pdb) umistény jako druha doména od C-konce proteinu je obarven
duhové od N-konce (modrd) k C-konci (ervend). Kyslikové atomy jsou Cervené, Ca®' kationy jsou Zzluté a
Mg*'zelené koule. Vodu zna¢i malé Eervené koule, které pomahaji oktahedralni koordinaci Ca*" kationu leZiciho
nejblize C-konci proteinu. B: Pohled do lumen beta-rollu, ktery je tvofen netradi¢ni RTX repetici XGTGND-
XUXU-GGXUXG-XUX, kde U muze byt jakakoli nepolarni AK, kde a X jakékoli polarni AK. Uhlik je oznacen
Sedg, dusik modre kyslik ¢ervené. Pfevzato z Baumann 201921,

2.2 Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) bakterie Bordetella pertussis

2.2.1 Bakterie Bordetella pertussis

Ve své praci se zabyvam adenylytcykldzovym toxinem, ktery je produkovan bakterii
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Bordetella pertussis. Bordetella pertussis je gramnegativni striktné aerobni kokobacil bez
pouzdra. Zptisobuje velmi zavazné onemocnéni dychaciho traktu (¢erny/davivy kasel/pertuse)
pienosné kapénkovou infekci, které mize byt fatalni pro kojence a pred vyvinutim vakciny,
bylo jednim z hlavnich pfi¢in jejich umrti®’>®, Péivodce onemocnéni izolovali a identifikovali
Jules Bordet a Octave Gengou v roce 1906°°. V 30.letech 20. stoleti americka pediatricka
Leila Alice Denmark vyvinula celularni vakcinu ve spolupraci s farmaceutickou firmou Eli
Lilly and Company. V roce 1940 byla zkombinovana s toxoidy z tetanu a zaSkrtu. V 90. letech
byla nahrazena acelularni vakcinou kvili vedlej§im udinktim celularni vakciny®. V Ceské
republice je soucasti hexavakciny (vakciny proti cernému kasli, pfenosné détské obrné, tetanu,
zaskrtu, Zloutence typu B a onemocnénim vyvolanym bakterii Haemophilus influenzae typu
b.), povinného ockovani v kojeneckém ve&ku®!. Soucasti vakciny je inaktivovany pertusovy
toxin, hemaglutinin a nékdy i pertaktin®?.

Mezi identifikované a popsané virulentni faktory bakterie Bordetella pertussis, jejichz
regulaci produkce ma na starosti dvoukomponentni systém BvgAS®, patfi pertusovy toxin
(PT, diive Lymphocytosis-promoting factor)®*, adenylatcyklazovy toxin (CyaA),
dermonekroticky toxin®, filamentézni hemaglutinin®, pertaktin®’, lipopolysacharid a
fimbrie®®%°. Této regulaci nepodléha trachealni cytotoxin’®.
hlavné rozsahlou leukocytézu v plicich, ktera mize byt divodem véaznych nasledkt pro
kojence’'. PT je obsazen v acelularni vakcing a jim zplisobend mira imunizace miZe byt
dostate¢na’. PT je transportovan z bakterialni buniky sekre¢nim systémem typu 47°. Do
cilovych eukaryotickych bun¢k se dostava endocytézou. PT se skladd ze dvou domén. A
(podjednotka S1) zajiStuje biologickou aktivitu a B doména (podjednotky S2-5, S4 je
obsazena 2x), ktera zprostiedkovava vazbu toxinu na cilovou buiiku’. PT ovliviiuje fyziologii
bunky kontrolou produkce cAMP inhibici inhibitoru (G - proteinu) adenylatcyklazy vazané na
cytoplazmatickou membranu a omezi tak bunécnou signalizaci. U neutrofilti tim ovliviiuje
naptiklad motilitu’.

2.2.2  Funkce adenylatcyklazového toxinu (CyaA)

CyaA je druhym nejdiilezitéj§im virulentnim faktorem bakterie Bordetella pertussis’® o

velikosti 1706 AK. Ackoli neni soucasti aceluldrni vakciny, jeho pouziti spolu s PT by mohlo
zvysit efektivitu vakcinace acelularni vakcinou kvili jeho potencialu aktivace imunitniho
systému’’. Adenylatcyklazovy toxin je kanalotvorny a zdrovein cytotoxicky’®. Sklada se
z adenylatcyklazové (AC) domény a RTX domény, kterd obsahuje hydrofobni doménu, jenz
umoziiuje tvorbu kationselektivniho poru. Na C-konci je umisténo 5 blokti RTX repetic se

schopnosti navazat 40 Ca?' kationd”

. Struktura AC domény byla vykrystalizovana
v komplexu s kalmodulinem, ktery je dulezity pro akceleraci jeji funkce konverze ATP na
cAMP uz v roce 2005 (1YRU.pdb)*¥ (Obr. 6). Acylované lysiny (860 AK, 963 AK) dilezité
pro aktivitu celého CyaA lezi mezi hydrofobni a RTX doménou®Obr. 6: Schematicka
struktura CyaA, kterd obsahuje 1706 AK a sklada se z AC domény (struktura s podjednotkami

T25 a T18 v komplexu s kalmodulinem (ervené) pievzata z Guo et al. 2005%°) umisténé na
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N-konci CyA nasledovana hodrofébni doménou (oranzovéd) a RTX doménou (zelend)s RTX
bloky repetic (Cervené) a na C-konci signalni sekvenci (Sed€). Velikost barevnych bloku
odpovida proporci rozlozeni poctu AK.

CyaA je sekretovano v mist¢ infekce a miize zplsobit bunécnou smrt nebo ztratu
ochranych funkci cilovych antigen prezentujicich bunck (APC z angl. Antigen presenting
cells), napt. makrofagh nebo dendritickych bunék. Mezi tyto schopnosti patii
adenylatcyklazova aktivita, kterd je spusténa tvorbou komplexu s kalmodulinem hostitelské
butiky a zptisobi konverzy ATP na cAMP, coz zptisobi deregulaci hostitelské buiiky®!.

AC doména RTX doména
< > < >
1 400 500 700 1000 1706
hydrofobni RTX repetice s piiblizné 40 -ti
doména Ca?" vazebnymi misty

uspoiadané do 5-ti RTX bloki

Obr. 6: Schematickd struktura CyaA, ktera obsahuje 1706 AK a sklada se z AC domény (struktura
s podjednotkami T25 a T18 v komplexu s kalmodulinem (¢ervené) pievzata z Guo et al. 20058°) umisténé na N-
konci CyA nasledovana hodrofébni doménou (oranzova) a RTX doménou (zelend)s RTX bloky repetic (Cervené)
a na C-konci signalni sekvenci (Sed¢). Velikost barevnych blokd odpovida proporci rozloZeni poétu AK.

Béhem translokace také dochazi ke vstupu Ca** kationi®? a Cya v tomto piipadé funguje
jako monomer. Druhou mozZnosti je tvorba kation selektivniho poru, pravdépodobné po
oligomerizaci CyaA® do membrany inzertovaného prekurzoru. Pfesny mechanismus
interakce s membranou a translokace AC domény stale neni znam (Obr. 7).
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Rovnovazny
stav
K* K*
" . &
Vlozeni do
membrany

ATP — cAMP  Transloka¢ni
vstup Ca?* kationt  prekurzor
Kanalovy Dimer kation Mozny velky
prekurzor selektivniho kandlu oligomerni kandl

Obr. 7: Schéma funkce CyaA pii interkaci s hostitelskou membranou. Pievzato a upraveno Knapp a Benz 202084,

2.3 Leukotoxin A (LtxA) bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Leukotoxin (LtxA; Leukothera), je protein produkovany gram negativni fakultativné
anaerobni bakterii Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ktera zpisobuje zavazné lidské a
opi¢i periodontitidy a také patii do skupity HACEK (Haemophilus spp., Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens a Kingella kingae)
zptisobujici vzacné endokarditidy® 7. LtxA se preferenéné vaze na LFA-1 receptor (z angl.
lymphocyte function associated antigen-1) a P2 integrin®, které jsou piitomné pouze na
povrchu viech bilych krvinek, které LtxA zabiji®® spusténim programované bunééné smrti,
nékolika rtiznymi zptisoby’.

LtxA je protein o velikosti 106 kDa s organizaci domén (Obr. 8), kdy na C-konci je
Signalni sekvence a pravdépodobné 1-2 RTX bloky s minimalné¢ 12-ti RTX repeticemi (kap.
10.1). K acylaci nutné pro funkci proteinu dochazi na lyzinech 562 a 687°!. Na N-konci se
nachazi hydrofobni doména zodpovédna za interakci s hostitelskou membranou, kterd ovSem
netvoii pory”2.

Signalni
sekvence

Hydrofébni doména Acylac¢ni doména RTX doména

1 175 400 409 729 900 1055

Receptor vazebna
doména (LFA-1)

Obr. 8: Schéma organizace LtxA toxinu.
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2.4 Actinobacillus pleuropneumoniae-RTX-toxin 1 (ApxI) bakterie Actinobacillus

pleuropneumoniae

ApxI je protein produkovany gram-negativni bakterii Actinobacillus pleuropneumoniae

sérotypy 1, 5, 9, 10, a 11°* zpiisobujici velmi nakazlivou pleuropneumonii prasete doméaciho,

kterd se projevuje tézkym zapalem plic a pohrudnice zplsobujici velké ztraty ve vyrobé
vepiového masa’™.

ApxI ma silnou hemolytickou aktivitu a jeho cytotoxicita se nejvice projevuje v prasecich
alveolarnich makrofazich a neutrofilnich monocytech, na které se vaze rozpoznanim LFA-1.

ApxI mé 110 kDa”. Organizace domén tohoto proteinu je velmi podobna LtxA (Obr. 9).

Hydrofébni kanalotvorna Acylacni RTX e
N . o . Signalni sekvence
doména doména doména
1 728 849 874 1022

Obr. 9: Schéma organizace ApxI toxinu.

2.5 Alfa-hemolysin (HlyA) bakterie Escherichia coli

Uropatogenni kmeny E. coli zptisobujici zanét mocového traktu produkuji HlyA jako jeden
ze svych hlavnich virulentnich faktora.

HlyA svou kandalotvornou aktivitou zpiisobuje lyzi erytrocytd. HlyA ma silnou
hemolytickou aktivitu. HlyA mé& 110 kDa. Organizace domén tohoto proteinu je velmi
podobna LtxA a ApxI (Obr. 10)%.

Hydrofobni Acvlacni doména RTX Signalni
kanalotvorna doména v i doména sekvence
914-936
1 177 411 530 739 849 1024
Glykoforin
vazebna
doména

Obr. 10: Schéma organizace HIyA toxinu.
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3 Material a metody
3.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

3.1.1 Seznam pouzitych chemikalii

B-merkaptoethanol, Calbiochem, Némecko.

Akrylamid, Serva, Némecko.

Bacto-tryptone, Oxoid, Velka Britanie.

Bakteriologicky agar, Oxoid, Velka Britanie.

Bromfenolova modf, Sigma Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250, Serva, Némecko.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Sigma-Aldrich, USA.
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat), Lach-Ner, s. r. o., CR.
Dodecylsulfat sodny (SDS), Serva, Némecko.

Ethanol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Némecko.
Fosfatidylcholin sojovy SPC S Ila, Sigma-Aldrich, USA.

Glukosa (25 % roztok), Pfipravna médii, CR.

Glutathion, Sigma-Aldrich, USA.

Glutathion-Agarosa, Sigma-Aldrich, USA.

Glycerol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Glycin, Serva, Heidelberg, Némecko

Hovézi sérovy albumin Albumin Fraktion V (BSA), Carl Roth, Némecko.
Hydrogenfosfore¢nan disodny (dodekahydrat), Lach-Ner, s. r. 0., CR.
Chlorid amonny, Sigma-Aldrich, USA.

Chlorid draselny, Lachema, CR.

Chlorid sodny, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.

Chlorid vapenaty, Lachema, CR.

Chloroform, Lachema, CR.

Isopropanol, Lachema, Neratovice, Ceské republika.

Izopropyl B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), Sigma-Aldrich, USA.
Kanamycin, Sigma-Aldrich, USA.

Kvasni¢ny extrakt, Oxoid, Anglie.
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Kyselina octova, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.
Kyselina orthofosfore¢na 85 %, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.
L-glutamin (3 % roztok), P¥ipravna médii, CR.

Methanol, Lach-Ner, s. 1. 0., CR.
Mocovina, Merck, Némecko.
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, Némecko.

N,N'-methylen-bisakrylamid, Serva, Némecko.
Ni-Sepharosa, Sigma-Aldrich,USA.

Octyl-beta-D-glucopyranosid, Sigma-Aldrich,USA.
Persulfat amonny (APS), Serva, Némecko.

Proteinovy standard PageRuler Stained Protein Ladder, Fermentas International Inc., Kanada.
Proteinovy standard PageRuler Unstained Protein Ladder, Fermentas International Inc.,
Kanada.

Pyruvat (1,1 % roztok), Piipravna médii, CR.

Siran sodny, Sigma-Aldrich, USA.

Thiamin hydrochlorid, Calbiochem, Némecko.

Tris Hydrochlorid (Tris-HCI), Serva, Némecko.

Vsechny pouzité chemikalie dosahovaly analytické Cistoty.

3.1.2 Pfistrojové vybaveni

Akta prime plus, GE Healthcare Life Sciences, USA.

Centricon Amicon MW 10000 cut-off, Millipore, Billerica, USA.

Centrifuga Eppendorf 5415 R, Eppendorf AG, Némecko.

Centrifuga MiniSpinr, Eppendorf AG, Némecko.

Centrifuga Sorvall RC26 Plus, Du Pont Instruments, USA.

Digitalni vahy HF-2000G, A&D Weighing, USA.

Digitalni vahy, Mettler, Bonn, Némecko.

Elektroforéza Mini-PROTEAN 11, Bio-Rad, USA.

Gryphon crystallization robot (Art Robbins, USA)

Mrazici box (-20 °C), Zanussi, Rim, Italie.

Mrazici box (-80 °C), Jouan, Pafiz, Francie.

pH-metr, inoLab Level 1, WTW, Némecko.

Ptredvazky Nagema, OWA Labor, Berlin, Némecko.

rentgenovy difraktometr Rigaku (,,RUH-2R rotating anode x-ray generator, Raxis IV image
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plate system/Osmic optics and inverted phi axis goniometer*), Tokyo, Japonsko
Spektrofotometr SECOMAM S.2501+, ALC-SECOMAM, Francie.

Superdex 200 10/300 GL kolona, GE Healthcare Life Sciences, USA.

Stereomikroskop Olympus SZX 16, Japonsko

Smycky na loveni krystali rtizné velikosti — Mounted Round Litholoops, Molecular
dimensions, USA

Synchrotronu Bessy-MX CCD kamerou Roentec X-Flash, Roentec X-Flash na stanovisti BL
- 14.1, nebo CCD kamerou Roentec X-Flash, MX-225 na stanovisti BL — 14.2 v Helmholz-
Zentrum Berlin (Némecko).

Termostatovana vodni lazen typ U7C, VEB MLW, Mnichov, Némecko.

Termostatovana vodni lazen typ UH8, VEB MLW, Mnichov, Némecko.

TSK G2000SWG kolona, Tosoh Bioscience, USA

Ultrasonikator S3000, Misonix, USA.

Vortex MS2 minishaker, IKA-Works, Inc., USA.

Zdroj pro elektroforézu PowerPac, Basic Power Supply, Bio-Rad, USA.

3.1.3 Roztoky a pufry

30 % roztok akrylamidu pro SDS-PAGE elektroforézu:
Akrylamid 29 % (w/v)
N,N'-methylen-bisakrylamid 1 % (W/v)

Barvici roztok pro SDS-PAGE elektroforézu:

Methanol 225 ml
Voda 225 ml
Kyselina octova 50 ml
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,5¢g

Barvici roztok pro western blotting

Methanol 45 % v/v

Kyselina octova 10 % v/v

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2 % w/v

Voda doplnit do pozadovanych koncentraci

Blotovaci puft: pH 8,3
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Tris 2,5 mM

Glycin 19,2mM
SDS 0,01%
methanol 20 %
Cinidlo Bradfordové:

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,01 % (w/v)
Ethanol 4,7 % (v/v)
H3PO4 8,7 % (v/v)

Komer¢ni krystalizaéni sady pro screening krystalizacnich podminek:
JCSG, Core Suite I-1V, Qiagen, Némecko

MIDAS, Molecular Dimensions, UK

MORPHEUS, Molecular Dimensions, UK

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE elektroforézu:

Methanol 25 % v/vml
Kyselina octova 10 % v/v ml
Voda doplnit do pozadovanych koncentraci

Odbarvovaci roztok pro western blot

Methanol 45 % v/v

Kyselina octova 10 % v/v

Voda doplnit do pozadovanych koncentraci
PBS: pH 7,4

NaCl 138 mM

KCl1 3 mM

Na;HPO4 12 mM

KH>PO4 2mM

Rozd¢€lovaci gel pro SDS-PAGE elektroforézu 12,5 %: pH 8,8 zkontrolovat
30 % roztok akrylamidu 1.33 ml

Destilovana voda 1.72 ml
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1 M Tris-HCI pufr (pH 8,8)

10 % SDS
25 % APS
TEMED

TC puft:
Tris-HC1 pH 7,4
CaCl

TN puft:
Tris-HCI pH 8
NaCl

TNC1 pufr: pH 7,4
Tris-HCI

NaCl

CaCl

TNC2 pufr: pH 7,4
Tris-HCI

NaCl

CaCl,

TNlso pufr: pH 7,4
Tris-HCI
NaCl

imidazol

Tris-glycinovy pufr (pH 8,3)

Tris
Glycin
SDS

TNLso pufr: pH 7,4
Tris-HCI

1,87 ml
50 ul

12,5 ul
12,5 ul

50 mM
10 mM

50 mM
150 mM

50 mM
150 mM
10 mM

5 mM
150 mM
10 mM

50 mM
150 mM
40 mM

25 mM
250 mM
0,1 % (W/v)

50 mM
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NaCl

imidazol

TU puft: pH 8,0
Tris-HCl1
Mocovina

TUC puft: pH 8,0
Tris-HCI
Mocovina

CaCl,

TUl4o puftr: pH 8,0
Tris-HCI
Mocovina
imidazol

TUlLs0 puft: pH 8,0
Tris-HCI
Mocovina

imidazol

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE: pH 6,8

Tris-HCl

DTT

SDS

Bromfenolova modf
Glycerol

150 mM
250 mM

50 mM
&M

50 mM
&M
0,2 mM

50 mM
&M
40 mM

50 mM
&M
250 mM

50 mmol/l
100 mmol/I
2 % (W/v)
0,1 % (w/v)
10 % (v/v)

Pted pouzitim se ptida 2-merkaptoethanol do vysledné koncentrace 10 % (v/v).

Zaosttovaci gel pro SDS-PAGE elektroforézu 5 %: pH 6,8

30 % roztok akrylamidu
Destilovand voda

1 M Tris-HCI pufr (pH 6,8)
10 % SDS

20 % APS

TEMED

266 pl
1,23 ml
200 pl
60 ul
20 ul
Sul
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3.1.4 Kultivaéni média

3.1.4.1 Tekuta kultiva¢ni média pro bakterialni kultury

LB médium (Luria-Bertani médium):

Bacto-tryptone 10g

NaCl S5¢g
Kvasni¢ny extrakt S5¢g
Deionizovana voda do 1000 ml

pH se upravi na 7,0 pomoci 5 M NaOH.
Sterilace autoklavem (0,12 MPa,120 °C, 20 minut).

Po sterilizaci a vychladnuti se k médiu pfida kanamycin do vysledné koncentrace 60 pg/ml.

MDO médium:

NaH2POq4 lg
Na,HPO4 3g
NH4Cl 2¢g
NaxSO4 0,5¢g
Thiamin 10 mg
Kvasni¢ny extrakt 20 mg
Glycerol 20 mg
Deionizovana voda doplnéna do 1000 ml

pH se upravi na 7,0 pomoci 5 M NaOH.
Sterilace autoklavem (0,12 MPa,120 °C, 20 minut)

Po sterilizaci a vychladnuti se k médiu pfida kanamycin do vysledné koncentrace 60 pg/ml.

3.1.4.2 Tuha kultivacni média pro bakterialni kultury
LB ptda (Luria-Bertani médium) pH 7,2:

Bacto-tryptone 10g
Kvasni¢ny extrakt S5¢g

NaCl 10g
Deionizovana voda do 1000 ml

pH se upravi na 7,0 pomoci 5 M NaOH.
Pred sterilizaci se do média ptida 18 g/l bakteriologického agaru. Po sterilaci se médium

vychladi na teplotu ptiblizné 50 °C, ptida se kanamycin do vysledné koncentrace 60 pg/ml, a
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po zamichéni se takto pfipravené médium pouziva na ptipravu agarovych ploten, které se

uchovéavaji pii 4 °C.

3.1.5 Bakteridlni kmeny

Kmen Escherichia coli BL21 A (DE3).
Kmen Escherichia coli Arctic Express (ArcticExpress Competent Cells)

3.1.6  Pouzité proteinové konstrukty

ApxI (722-982) = RTX ApxI — usek ApxI 261 AK, RTX doména.

CyaA (1528-1681) = CyaA Blok 5 — usek CyaA 154 AK, ¢ast RTX domény.
CyaA (1371-1681) = CyaA Blok 4-5 — tisek CyaA 311 AK, ¢ast RTX domény.
HlyA (733-976) =RTX HIlyA — tsek HlyA 244 AK, RTX doména.

LtxA (722-979) = RTX LtxA — usek LtxA 258 AK, RTX doména.

TEV proteaza

Struktura proteinovych konstrukti:

His-tag + GST-tag + $té€pici misto pro TEV protedzu + proteinovy konstrukt

3.2 Metody a pracovni postupy

Plazmidy s proteinovymi konstrukty vytvofil Ladislav Bumba a Nela Klimova (CyaA blok
4-5) na MBU AVCR, kde mi také poskytli pfipravené superkompetentni buiiky E. Coli.

3.2.1 Produkce a purifikace proteinovych konstruktii

3.2.1.1 Transformace plazmidové DNA do kompetentnich bun¢k

K 50 pl suspenze superkompetentnich bunék (kap. 3.1.5) byl pfidan 1 pl plazmidové DNA
pET42b? s piislusnou proteinovou DNA ze z4sobnich roztok®l. Obsah byl $etrng, ale peclive
zamichan. Plazmid s vlozenym genem pro proteinovy konstrukt nesl gen kanR pro
aminoglykozid fosfotransferazu zajist'ujici nositeli rezistenci ke kanamycinu, ktery byl pouzit
jako selekéni marker. Smés byla inkubovana 10 minut pii 4 °C, nasledn¢ pfenesena na 5
minut do vodni lazné€ o teploté 37 °C a poté ochlazena po dobu 2 minut na ledu. Po ptidani 1
ml pfedehtatého tekutého LB média (kap. 3.1.4.1) byla kultura inkubovana 60 minut pii 37 °C.
Béhem této doby se plazmid uvnitt transformovanych bunék replikoval a doslo k produkci
urcitého mnozstvi B-laktamazy, kterd spustila syntézu zadaného proteinového konstruktu. V
zaveéru celého procesu bylo vyseto 50-200 pl suspenze na tuhé LB médium s kanamycinem
(kap.3.1.4.2), ke kterému transformované bunky nesly rezistenci. Buiiky byly inkubovany ve
37 °C, 12-16 hodin.
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3.2.1.2 Produkce toxinu v 500 ml kulturach

2-3 bakterialni kolonie po transformaci (kap. 3.2.1.1) byly pfeneseny do 50 ml tekutého
MDO média obsahujiciho kanamycin (kap. 3.1.4.1) a dale byly kultivovany za stalého tfepani
12-16 hodin pii 37 °C. Nasledn€ bylo odebrano 5-10 ml (podle narustu noc¢ni kultury) pro
zaoCkovani 500 ml cerstvého MDO média s kanamycinem. Bakteridlni kultura byla
inkubovana za nepfetrzité¢ho tfepani pfi teplot¢ 37 °C do optické denzity ODww= 0,6, kdy
doslo k indukci produkce proteinu piidavkem IPTG o vysledné koncentraci 1 mM. Vzhledem
k tomu, Ze geny kodujici proteinové konstrukty byly pod kontrolou inducibilniho lac
promotoru. Produkce proteinu v kultufe probihala za stalého tfepani 4 hodiny pii 37 °C.
Kultivace bakterii byla ukoncena prudkym ochlazenim narostlé bakteridlni kultury v lazni
voda-led. Pfitomnost a hruby odhad mnozstvi ptislusného proteinu byl zjistén pomoci SDS-
PAGE (kap. 3.2.2.1), pro kterou byl odebran 1 ml narostlé bakterialni kultury, ktery byl dale
centrifugovan: 12 000 g, pokojova teplota, 1 minuta. Po odstranéni supernatantu byl pelet
bun¢k resuspendovan ve 200 pl TUC pufru). Nasledné bylo odebrano 20 pl tohoto roztoku na
SDS-PAGE gel.

Po kultivaci byla narostla bakterialni kultura byla centrifugovana 4000 g, 4 °C, 20 minut.
Pelet byl promyt resuspendaci v TNC1 pufru a opétovnou centrifugaci 4000 g, 4 °C, 20 minut
a zamrazen v -20 °C.

3.2.1.3 Piiprava extraktu proteinovych konstrukti

Pelet bun¢k (z kap. 3.2.1.2) byl rozmrazen, resuspendovan v40 ml TNCI pufru a
sonikovéan: 2 minut, 35 W, 0 °C, délka pulzu 15 s, 60 s pauza na chlazeni. Po sonikaci byly
zbyvajici celistvé buiiky a velké bunécné zbytky odstranény centrifugaci: 20000 g, 4 °C, 20
minut. Supernatant byl pfeveden do novych zkumavek a byl z n&j odebran vzorek na SDS-
PAGE (kap. 3.2.2.1).

3.2.1.4 Piiprava mocovinového extraktu proteinového konstruktu RTX ApxI (722-982)

Pelet bun¢k (z kap. 3.2.1.2) byl resuspendovan v 10 ml TNC1 pufru a sonikovéan: 2 minut,
35 W, 0 °C, délka pulzu 15 s, 60 s pauza na chlazeni. Po sonikaci byly zbyvajici celistvé
buniky odstranény centrifugaci: 4000 g, 4 °C, 5 minut. Supernatant byl pfenesen do nové
centrifugacni zkumavky a centrifugovan 18000 g, 4 °C, 30 minut. Protein pfitomny v
inkluznich téliscich bakterii se poté nachazel v peletu. Supernatant byl odstranén a membrany
bunék byly odstraiiovany opatrnym odmyvanim sedimentu v TU pufru. Inkluze s proteinem
byly poté resuspendovany v deionizované vodé a cely obsah zkumavky byl centrifugovan:
18000 g, 4 °C, 10 minut. Supernatant byl znovu odstranén a k vytvofenému peletu bylo
pridano 4,8 g krystalické mocoviny a 6 ml 50 mM roztoku Tris-HCI (pH 8,0). Pelet byl jemné
promichévan pomalou inverzi po dobu 45 minut, aby doslo k uplnému rozpusténi mocoviny
na vyslednou koncentraci 8 M. Ziskany roztok byl centrifugovan (18000 g, 4 °C, 30 minut) a
supernatant (mocovinovy extrakt) obsahujici denaturovany RTX ApxI (722-982) byl pteveden
do novych zkumavek a uchovéavan pfi teploté -20 °C. Pro analyzu pfitomnosti a mnoZzstvi
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toxinu v mocovinovém extraktu byly pouzity metody SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1) a stanoveni
koncentrace podle Bradfordové (kap. 3.2.2.2).

3.2.1.5 Purifikace proteinovych konstruktli afinitni chromatografii na Glutathion-Sepharose
— Purifikace I

Chromatografickd kolona byla naplnéna 5 ml Glutathion-Sepharosy a promyta
destilovanou vodou, aby doSlo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice uchovavana.
Poté byla ekvilibrovana TNC1 pufrem (cca 100 ml). Supernatant (z kap. 3.2.1.3) byl pfenesen
na kolonu s Glutathion-Sepharosou, kde doslo k zachyceni proteinového konstruktu pomoci
GST-kotvy. Dale byla kolona n¢kolikrat promyta TNC1 pufrem. Proteinovy konstrukt byl
eluovan roztokem redukovaného glutathionu (3 mg/ml). Béhem eluce bylo orientacni
mnozstvi proteinu stanoveno metodou podle Bradfordové (kap. 3.2.2.2). Ptitomnost a Cistota
ziskaného proteinového konstruktu z Glutathion-Sepharosy byla poté zjisténa pomoci SDS-
PAGE (kap. 3.2.2.1). Na zavér byla kolona s Glutathion-Sepharosou naplnéna PBS s 0,1 %
azidem sodnym.

3.2.1.6 Odstranéni Glutathionu dialyzou a $tépeni proteinového konstruktu TEV protedzou

Po prvnim kroku purifikace (kap. 3.2.1.6) byl vzorek proteinového konstruktu uzavien v
dialyza¢nim sttivku (cut-off 3000 Da) s TEV proteazou, ktera odstépila GST-kotvu. Pomér
hmotnostni koncentrace TEV protedzy ku hmotnostni koncentraci proteinového konstruktu
byl zvolen 1:20. Pomér objemu dialyzovaného vzorku ku TN dialyza¢nimu pufru byl zvolen
1:2000. Dialyza probihala za stalého michani po dobu 12-18 hodin pii 4 °C. Poté byl obsah
dialyza¢niho stfivka centrifugovan: 4000 g, 10 min, 4 °C. Pfitomnost a kvalita naStépeni
proteinového konstruktu TEV proteazou byla zjisténa pomoci SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1).

3.2.1.7 Purifikace proteinovych konstruktli afinitni chromatografii na Ni-Sepharose —
Purifikace Ila

Chromatograficka kolona byla naplnéna 5 ml Ni-Sepharosy a promyta deionizovanou
vodou, aby do$lo k odstranéni ethanolu, ve kterém byla matrice uchovavana. Poté byla
ekvilibrovana pfiblizné 50 ml TN/TU pufrem (v pfipadé mocovinového extraktu).
Supernatant z kap. 3.2.1.6; 3.2.1.4 byl nanesen na kolonu. V kolon¢ byl zachytadvana GST-
kotva ptes His-tag a proteinovy konstrukt byl vymyvam TNI40/TNU4o pufrem (v piipadé
mocovinového extraktu) do zkumavek. Orientatni mnozstvi proteinu v jednotlivych
zkumavkach bylo stanoveno metodou podle Bradfordové (kap. 3.2.2.2). Po dostatecném
promyti TNI40/TNUs4 pufrem byla kolona promyta 200 ml TNIxs0/TNUzs0 pufru.
Pritomnost a Cistota ziskaného proteinového konstruktu z Ni-Sepharosy byla zjisténa
pomoci SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1). Nejlepsi elucni frakce byly smichany a zahuStény na
centriconu Amicon (10000 Da cut-off). Konecné stanoveni koncentrace proteinu v
jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle Bradfordové (kap. 3.2.2.2).

V piipadé¢ mocovinového extraktu jsem pokracovala dialyzou a $tépenim TEV protedzou

(kap. 3.2.1.6) a opakovala jsem purifikaci na Ni-Sepharose s ptislusnymi TU pufry pro
odstranéni GST kotvy pies His-tag.
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3.2.1.8 Purifikace precipitaci GST — Purifikace IIb

Ke konci experimentalni prace na doktordtu jsem misto purifikace na kolon¢ s Ni-
Sepharose kap. 3.2.1.7, vyuzila tepelné odolnosti malych RTX domén a béhem purifikace
RTX LtxA, jsem pouzila precipitaci GST pii 70 °C po dobu 30 minut. Nasledna centrifugace:
4000 g, 10 min, 4 °C odstranila vyprecipitované¢ GST a kvalita Cistoty ziskaného proteinu byla
srovnatelnd s pouzitim afinitni chromatografie na kolon¢ s Ni-Sepharose.

3.2.1.9 Gelova filtrace proteinovych konstrukt

Gelova filtrace byla provadéna na aparatufe Akta prime plus za pouziti kolon TSK
G2000SWG (CyaA blok 5) nebo Superdex 200 10/300 GL (ostatni proteinové konstrukty) pii
pokojové teplote.

Nejprve se kolona equilibrovala TNC2 pufrem, dokud se vodivost neustalila na hodnoté
odpovidajici vodivosti pufru. Poté byl nanesen zakoncentrovany vzorek proteinového
konstruktu o koncentraci maximalné 10 mg/ml a objemu 2 ml (TSK G2000SWG) nebo 0,5 ml
(Superdex 200 10/300 GL). Pritok byl nastaven na 2 ml/min (TSK G2000SWG) nebo 0,5
ml/min (Superdex 200 10/300 GL). Poté byl vzorek nanesen na kolonu. Podle zmén
absorbance pfi 220 nm se odebiraly relevantni frakce filtrovaného proteinového konstruktu.
Ptitomnost a Cistota ziskaného proteinového konstruktu z gelové filtrace byla zjisténa pomoci
SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1). Relevantni elu¢ni frakce byly smichany. Kone¢né stanoveni
koncentrace proteinu v jednotlivych frakcich bylo provedeno metodou podle Bradfordové
(kap. 3.2.2.2). Na zavér byly kolony promyvany 20 % v/v roztokem ethanolu, dokud se
vodivost neustalila na hodnoté blizké 0.

3.2.2 Stanoveni vlastnosti a mnozstvi proteinovych konstruktt

3.2.2.1 SDS-polyakrylamid elektroforéza

Ke 10 pl proteinu bylo ptfidano 5 pl vzorkového pufru ur¢eného pro elektroforézu v SDS-
polyakrylamidovém gelu. Takto piipravené vzorky byly naneseny na gel, sestavajici z horniho
5 % zaosttfovaciho gelu a ze spodniho 12,5 % rozdélovaciho gelu. Po probéhnuti elektroforézy
(8 V/cmpro zaostifovaci gel a 15 V/cm pro rozdé€lovaci gel) v Tris-glycinovém pufru (pH 8,3),
byl odstranén zaostfovaci gel a rozdélené proteiny byly vizualizovany barvicim roztokem pro
SDS-PAGE s Coomassie Brilliant blue R-250 (mirné tfepani, 20 °C, 1 hodina). Poté byl
rozdélovaci gel odbarven v odbarvovacim roztoku pro SDS-PAGE (mirné tfepani, 20 °C, 1
hodina), promyt destilovanou vodou a vysusen v celofanové folii. Pro porovnani molekulové
hmotnosti rozdélenych proteinii byl pouzit standard molekulovych hmotnosti (PageRuler
Unstained Protein Ladder).

3.2.2.2 Stanoveni koncentrace proteinti

Ke stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku bylo pouzito metody podle Bradfordové®’.
Nejdiive byla v rozmezi 10-100 pg/ml pfipravena série fedéni BSA, ktery byl pouzit jako
kalibracni standard. Poté bylo ke 100 pl fedénych standardii, 100 pl vzorkd fedénych podle
odhadované koncentrace a 100 pl samotného pufru (referencni standard) ptidano 900 pl
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¢inidla Bradfordové. Vzorky byly promichany a inkubovany pii pokojové teploté 15 minut.
Absorbance série standardi a méfeného vzorku byla méfena proti referenénimu standardu pii
vinové délce 595 nm. Nakonec byla sestrojena kalibracni kiivka, z niz byla po korekci na
fedéni odvozena koncentrace proteinu ve vzorku.

3.2.2.3 Western blotting RTX LtxA

Proteiny byly separovany SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1). Jako standard molekulovych
hmotnosti byl pouzit PageRuler Stained Protein Ladder. Po dokonceni separace byly
pfeneseny na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu (4 x 5 cm na 4 jamky SDS-
PAGE). PVDF membrana byla nejprve aktivovana ve 100 % methanolu. Poté byla omyta
destilovanou vodou a ponechana v blotovacim pufru. Do blotovaciho pufru byl také pienesen
gel z SDS-PAGE a byly v ném navlhéeny 2 filtracni papiry odpovidaji velikosti PVDF
membrany. Do blotovaci aparatury byly na anodu vloZeny soucésti v tomto potadi:

1. filtra¢ni papir,

2. PVDF membrana,

3. SDS-PAGE gel,

4. filtracni papir.

Byly odstranény bublinky mezi PVDF membranou a gelem. VSechny vrstvy k sobé byly
pevné pritlaceny a aparatura byla uzaviena katodovou ¢asti. K pfenosu RTX LtxA z SDS-
PAGE gelu na PVDF membranu bylo pouzito 1 mA/cm? (0,3 W/cm?). Po pieneseni RTX
LtxA na PVDF membranu bylo provedeno barveni barvicim roztokem na western blotting do
zmodrani proteinovych prouzku. Nasledoval oplach destilovanou vodou a odbarvovani.
Odbarvovalo se 3 x 16 ml odbarvovacim roztokem na western blotting (mirné tiepani, 20 °C)
do odbarveni pozadi. Prouzek obsahujici RTX LtxA byl vystfizen a poslan na N-koncové
sekvenovani popsané v nésledujici kapitole.

3.2.2.4 Sekvenace RTX LtxA

Stanoveni N-terminalni sekvence RTX LtxA provedla Doc. RNDr. Helena Ryslava CSc. z
katedry Biochemie, PfF UK metodou automatického Edmanova odbourdvéani na sekvenatoru
proteini PROCISE 491 (Applied Biosystems, USA).

Princip metody: vzorek RTX LtxA byl imobilizovan na PVDF membrané¢ metodou
Western blot (kap. 3.2.2.3). Vzorek byl umistén do reakéni nadoby pfistroje, a podroben
opakovanym reakcim Edmanova odbourdvani: reakce vzorku s fenylisothiokyanatem
probéhla v alkalickém prostiedi aminu, ktery byl poté odpaten, a prob&hlo odstépeni N-
koncové aminokyseliny v kyselém prosttedi bezvodé kyseliny trifluoroctové. Uvolnény ATZ
(anilin thiazolinon (z angl. AnilinoThiaZolinone)) derivat aminokyseliny byl extrahovan
nevodnymi solventy (ethylacetat, 1-chlorobutan), pfenesen do konverzni nddobky, a po
odpafeni rozpousStédel probéhla preména na stabilni PTH (fenylthiohydantoin (z angl.
PhenylThioHydantoin)) derivat aminokyseliny. Ten byl poté identifikovan pomoci HPLC
systému.
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3.3 Proteinova krystalografie proteinovych konstrukti

Zakladni schéma ziskani struktury pomoci proteinové krystalografie:

Klonovani/ exprese / purifikace (kap. 3.2.1)

!
Krystalizace proteinu (kap. 3.3.1)

!
Ziskani difrakénich rentgenovych dat (kap. 3.3.3)

1
Analyza dat (kap. 3.3.4)

)
FINALNI MODEL

!

Validace kvality finalniho modelu a jeho nahrani do proteinové databaze (kap. 3.3.5)

3.3.1 Krystalizace proteinovych konstrukt

Pro krystalizaci jsem pouzila konstrukty vyprodukované podle kap. Produkce a purifikace
proteinovych konstruktl. K nasazeni proteint na krystalizaci dochazelo v 0-2 dnech po gelové
filtraci. Proteiny byly zakoncentrovany na koncentraci 2,5-14 mg/ml podle jejich vlastnosti a
mnozstvi a uchovavany pfi 4 °C.

K ziskéni proteinovych krystali byla pouzita technika difuze par (“vapor diffusion”).
Principem techniky je kombinace difuze par s pouzitim smési precipitantli. Pro vznik krystalu
musi dojit k presyceni kapky proteinového roztoku s precipitantem, aby mohlo vzniknout
optimalni mnozstvi nuklea¢nich jader. Postupnou difuzi par mezi kapkou a rezervoarem, ktery
obsahuje samotny precipitant v mnohanasobn¢ vétSim objemu dochéazi v idealnim piipadé
k ristu krystalu. Difuze probihd az do ustanoveni rovnovazného stavu mezi kapkou a
rezervoarem, kdy rast krystalu konci. Optimalni nukleace a rast krystalu zavisi na mnoha
faktorech napft. na koncentraci a rozpustnosti proteinu, koncentraci precipitaniho ¢inidla a na
mnoha dalSich fyzikalné-chemickych faktorech (teplota, tlak, pH, ...). Tuto techniku jsem
pouzivala v uspofadéani kapek visicich (“hanging drops”) a sedicich (sitting drops”).

3.3.1.1 Nasazeni proteinovych konstruktti na screening podminek

Vsechny ziskané proteinové konstrukty byly nasazeny na komer¢ni screeny JCSG Core
Suites I — IV Core Suite” (Qiagen, USA). Na komeréni screeny Morpheus® a Midas'®
(Molecular Dimensons, USA) byly nasazené vSechny ziskané proteinové konstrukty mimo
CyaA blok 5 a RTX HIyA. Kazdy screen obsahuje 96 riiznych precipitanti. Kapky byly
nasazeny na krystalizacni desticky INTELLI-PLATE 96-3 Low Volume Reservoir (Art
Robbins Instruments, USA) pomoci Gryphon crystallization robot (Art Robbins Instruments,
USA). Tyto desticky jsou urCeny pro krystalizaci proteinu pomoci difize par v sedicich
kapach. Kapky o celkovém objemu 0,3 pl byly ekvilibrovany vii¢i 70 ul precipitantu pii
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18 °C. Podminky nasazeni pro jednotlivé konstrukty jsou shrnuty v Tab. 2.

Proteinovy Koncentrace Pouzité poméry objemu SloZeni pufru proteinového
konstrukt konstrukti (mg/ml) (konstrukt : precipitant) konstruktu
2:1

Tris-HC1 5 mM
CyaA Blok 5 7 1:1 CaCl, 10 mM
NaCl 150 mM

1:2

21 Tris-HCI 5 mM

5 1:1 CaCl, 10 mM
NaCl 150 mM

CyaA Blok 4-5

screening 1

1:2

21 Tris-HCl 5 mM

93 1:1 CaCl, 10 mM
NaCl 150 mM

CyaA Blok 4-5

screening 2

1:2
1:1 Tris-HCl 5 mM
RTX LtxA 6,5 CaCl, 5 mM
1:2 NaCl 150 mM
Tris-HCl 20 mM
CaCl, 2 mM
RTX Hly A 2,5 3:2
NaCl 150 mM
Octyl-beta-D-glucopyranosid 0,2%
2:1

Tris-HC1 5 mM
RTX ApxI 5 1:1 CaCl, 10 mM
NaCl 150 mM

1:2

Tab. 2: Podminky nasazeni proteinovych konstruktti ke screeningu krystalizacnich podminek.

3.3.1.2 Krystalizace proteinovych konstrukti ve vybranych podminkéch ve visicich kapkach

Nasazené krystalizacni screeny byly pravidelné kontrolovany. Nakonec byly vybrany
precipitanty, v nichz se objevily krystaly. Vé&tSina z nich nedosédhla velikosti (alespont 100 pm
na nejdelsi hran¢), kterd by umoznila ziskat difrakéni data pottebna k vyfeSeni struktury
proteinovych konstruktti. Pfistoupila jsem tedy k péstovani krystalli ve vétSim objemu,
riznych koncentracich proteini a v nékterych piipadech k dalSim optimalizacim
krystaliza¢nich podminek za uc¢elem ziskéani vétSich krystala.

Pro krystalizaci proteinu pomoci difuze par ve visicich kapkach byly pouzity 24-jamkové
desticky (VDXm plate with sealant, Hampton research, USA) se silikonovou vazelinou na
hornim okraji jamky, ktery slouzi k pfipevnéni sklicka (Circular cover slides r = 22 mm, Jena
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Bionescence, Némecko), na jehoz vnitini strané je kapka/y se smési proteinového roztoku a
precipitantu.

Precipitanty byly namichany z filtrovanych roztokt Spickami s filtrem (Eppendorf,
Némecko). Proteinové konstrukty uskladnéné pii 4 °C 1-120 dni byly pfed nasazenim
centrifugovany 12100 g 10 minut pro odstranéni ptipadnych precipitatl. Proteinovy konstrukt
byl napipetovan Spickami s nesmacivym povrchem (low retention tips, Eppendorf, Némecko)
na sklicko do kapky precipitantu a dostatecné promichdn pomoci pipety. Kapky o celkovém
objemu 3 ul byly ekvilibrovany vici precipitantu o objemu 500 pl pii 18 °C. Vybrané
podminky pro jednotlivé proteinové produkty a pocet kapek na sklicko jsou popsany ve
vysledcich.

3.3.1.3 Optimalizace krystalizace ve visicich kapkach

Béhem krystalizace ve visicich kapkach bylo pfistoupeno k optimalizace krystalizace
n¢kolika zpasoby:

1. Snizovani koncentrace nékterych slozek precipitantu v mate¢nim roztoku. Mélo tim
dojit ke zpomaleni difize par a pomalejSimu rustu krystalt, které ovSem mély mit
pravidelnéjsi strukturu.

2. ,,Microseeding* - o€kovaci technika, kdy se do nasazenych kapek ptidaji malé krystalky,
ziskané napft. rozdrcenim pfedem ziskaného krystalu.

3.3.2 Pfiprava krystall na rentgenovou analyzu

3.3.2.1 Ziskéni kryopodminky a loveni krystalu

Proteinové krystaly je pfed rentgenovou analyzou tieba zamrazit v tekutém dusiku. Tento
postup zvysuje jejich odolnost vii¢i radia¢nimu posSkozeni rentgenovym zarenim a usnadnuji
transport a skladovani krystali. Proteinové krystaly maji vysoky obsah vody. Jejich pfimym
zmrazenim by mohlo dojit k roztrhani struktury hexagonalnimi krystaly ledu. Pfi zmrazeni se
tedy pouzivaji kryoprotektanty, které zpomaluji nukleaci ledovych krystali a jejich
plisobenim tak vznikne amorfni faze vody a na difrakénim obraze se neobjevi tzv. ledové
kruhy, které negativné ovliviiuji zpracovani difrak¢nich dat.

Jako kryoprotektant byl pouzit glycerol. Jeho idedlni koncentrace byla zjiStovdna na
rentgenovy difraktometr Rigaku, kde se ziskdval difrakéni obraz v dusiku zmrazeného
matecniho roztoku s riiznymi koncentracemi glycerolu v nylonové smycce (r = 100 pm). Pro
zabranila vzniku tzv. ledovych kruht na difrakénim obrazci.

Krystaly byly loveny nylonovymi smyckami, jejichz pramér ptiblizné odpovidal velikosti
hrany krystalu. Krystal byl po zachyceni do smycky pfenesen do matecniho roztoku s
glycerolem, kde byl ponechan n¢kolik vtefin. Poté byl znovu zachycen do smycky a zmrazen
v plastové vialce s tekutym dusikem. Zmrazeny krystal byl uchovavan v tekutém dusiku az do
méieni na synchrotronu.
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3.3.3 Rentgenova analyza

VSechna difrakéni data byla ziskdna z jednotlivych krystalti na synchrotronu Bessy-MX
CCD kamerou Roentec X-Flash, Roentec X-Flash na stanovisti BL - 14.1, nebo CCD
kamerou Roentec X-Flash, MX-225 na stanovisti BL — 14.2 v Helmholz-Zentrum Berlin
(Némecko). Béhem meéteni byl krystal pod proudem par dusiku (-183,15 °C), aby nedoslo k
jeho rozmrazeni. Indexace difrakci difraktogramii snimanych v orientaci a 0° a 90° A podle
osy kolmé na rentgenové paprsky, pro ziskdni optimdlni strategie pro ziskdni datasetu byla
vyhodnocovéana pomoci iMOSFLM!01:102,

3.3.4 Zpracovani dat z rentgenové analyzy

Zpracovani dat z rentgenové analyzy a tvorba modelu proteinu vytvoieného na zakladé dat
je nékolikastupiiovy proces. Reflexe ze vSech difraktogrami jsou indexovény. Pocitd se
Laueho grupa. Integruji a Skaluji se intenzity reflexi a urCuje se prostorova grupa. Pro tuto
&ast zpracovani jsem pouzila bali¢ek programi XDSAPP!%.

3.3.4.1 Reseni fazového problému

Fazovy problém struktur proteinovych konstrukt, které uspéSné krystalizovaly, byl
vyfesen molekularnim nahrazenim MR (angl. Molecular Replacement) v programu Phaser ',
ktery je soucasti programového baliku CCP4195:196.197 (7 ang]. Collaborative Computational
Project Number 4). Jednotlivé homologni modely pouzit¢ pro molekuldrni nahrazeni jsou

uvedeny ve vysledcich.

3.3.4.2 Stavba modelu proteinové struktury a jeji rafinace

Prvni model proteinovych struktur byl postaven pomoci programu Arp/wArp'®. Na
dostavéni modelu, ruéni zptesniovani pozic jednotlivych aminokyselin a ligand byl pouzit
program Coot 0.7!%. Po stavbé modelu a kazdém kole Giprav byl model rafinovan programem
REFMAC 5.7.0029''°. Ve se opakovalo, dokud nebyl ziskan model s nejvy$si moznou
hodnotou R-faktoru, Reee-faktoru, RMSD od idedlnich délek vazeb, Gihli a planarity. Tento
finélni model byl poté podroben strukturni analyze a validaci. VSechny programy uvedené
v této kapitole jsou také soudasti baliku krystalografickych programi ze CCP4!0%:106.107,

3.3.5 Validace finalniho model

Nekteré geometrické faktory bylo mozné ovéfit piimo v programu Coot 0.7'%. Na
celkovou wvalidaci jednotlivych proteinovych modeli byl pouzit webovy program
MolProbity!!"  (http://molprobity.biochem.duke.edu/). Finalni ovéfeni bylo provedeno
validacnim webovym programem wwPDB (z angl. WoldWide Protein Data Bank) validation
servers, ktery je soucCasti RCSB PDB (z angl. the Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank) databaze proteinovych struktur''?. Finalni proteinovy
model byl ulozen do RCSB databaze, kde byl naposledy validovan.
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4 Vysledky
4.1 Krystalizace a FeSeni struktury vykrystalizovanych proteinovych konstrukti

4.1.1 RTX HlyA (733-976)

4.1.1.1 Produkce RTX HlyA (733-976) a krystalizace

Produkce RTX domény HlyA (733-976) (RTX HlyA) probihala podle postupu v metodach
(kap. 3.2.1.1, 3.2.1.2). Purifikace probihala podle kapitol 3.2.1.3, 3.2.1.5, 3.2.1.6, 3.2.1.7,
3.2.1.9 kontrolovana SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1) Obr. 11. Po afinitni chromatografii na
Glutathion-Sepharose bylo mnozstvi konstruktu s GST 170 mg a po Ni-Sepharose bylo
mnozstvi RTX HlyA 28,5 mg méfeno metodou podle Bradfordové (kap. 3.2.2.2). Bohuzel se
protein v pufru TNC1 1 TNC2 srazel jiz pii koncentraci kolem 1 mg/ml a nebylo ho mozné
dostatecné zakoncentrovat pro krystalizaci.

Byly tedy vybrany 3 pufry, které mély zlepsit rozpustnost RTX HlyA. Slozeni pufru 1 bylo
10 mM Tris-HCI1 pH 7,4, 20 mM NacCl, 2 mM CaCl,. Slozeni pufru 2 bylo 50 mM Tris-HCI
pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM CaCly, 5 % glycerol. Slozeni pufru 3 bylo 50 mM Tris-HCI pH
7,4, 150 mM NacCl, 2 mM CacCl2, 0,2 % octyl-B-D-glukopyranosid.

Proteinovy konstrukt byl nejdiive zkoncentrovan na centriconu Amicon (10000 Da cut-ofY)
na nejvyssi moznou koncentraci tedy 1 nejniz$i mozny objem ptivodniho pufru TNC2 a poté
byl 50 x zfedén novym pufrem. Znovu nasledovalo zakoncentrovani na centriconu Amicon
(10000 Da cut-off) na objem 2 ml, ktery byl nanesen na gelovou filtraci na kolené¢ TSK 2000
(kap. 3.2.1.9) ekvilibrovanou odpovidajicim pufrem. V pufru 1 se protein srazel vice nez
v TNCI1 pufru, takze tento roztok nebyl na gelovou filtraci nanesen. Ptidavek 5 % glycerol i
0,2 % octyl-B-D-glukopyranosid ovlivnil ¢as eluce RTX HIlyA (Obr. 12). Po gelové filtraci
byly vzorky zakoncentrovany na nejvyssi moznou koncentraci, které bylo dosazeno v pufru 3
a sice 2,5 mg/ml. RTX HIyA v pufru 3 byl nasazen na krystalizacni screeny JCSG core suite I-
IV (kap. 3.3.1). Zminéna koncentrace nebyla dostatecna a ke krystalizaci RTX HlyA nedoslo.
Rozhodla jsem se déle s timto konstruktem nepokracovat.
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Obr. 11: SDS-PAGE po jednotlivych krocich produkce a purifikace RTX HIyA.
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Obr. 12: Chromatogram gelové filtrace RTX HlyA na koloné Superdex200 v jednotlivych pufrech, které méli

zlepsit rozpustnost RTX HlyA v roztoku. TNC1 pufr je kontrola. Pufr 2 mél navic pfidavek 5 % glycerolu a
pufr 3 0,2 % octyl-B-D-glukopyranosid.
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4.12 RTX ApxI (722-982)

4.1.2.1 Produkce RTX ApxI (722-982) a jeji optimalizace

Produkce RTX domény ApxI (722-982) (RTX Apxl) probihala podle postupu v metodach
(kap. 3.2.1.1, 3.2.1.2). Purifikace probihala podle kapitol 3.2.1.3, 3.2.1.5, 3.2.1.6, 3.2.1.7,
3.2.1.9. Po afinitni chromatografii na Glutathione-sepharose bylo mnozstvi konstruktu s GST
32,4 mg a po Ni-sepharose bylo mnozstvi RTX ApxI 9 mg méfeno metodou podle
Bradfordové (kap. 3.2.2.2). Po gelové filtraci koncentrace RTX ApxI uz nebyla méfitelna.

Kvili nizkému vytézku, ktery mohl byt zpiisoben agregaci RTX ApxI nebo jeho uloZzenim
v inkluznich téliskach, jsem snizila teplotu kultivace na 30 °C za pouziti kmene Escherichia
coli Arctic Express (DE3). Pti této kultivaci nedoslo k produkci proteinu téméi viibec (Obr.
13). Takze jsem se vratila k plivodni kultivaci popsané v prvnim odstavei za pouziti
mocovinové extrakce (kap. 3.2.1.4) za ucelem ziskani RTX ApxI z inkluznich télisek. Tato
optimalizace purifikace umoznila zisk dostatecného mnozstvi RTX ApxI pro krystalizaci
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).
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Obr. 13: Porovnani produkce RTX ApxI ve 37 °C a 30 °C pomoci SDS- PAGE gelu. Modfe oznaéené drahy jsou
kultury pfed indukei exprese RTX ApxI. Cervené jsou oznaceny drahy po indukci exprese pomoci IPTG.
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Obr. 14: Chromatogram gelové filtrace RTX Apxl po mocovinové extrakci v TNC2 pufru na koloné
Superdex200.

4.1.2.2 Krystalizace RTX ApxI (722-982)

Na screening krystalizacnich podminek byly pouzity komeréni screeny JCSG core suite 1-
IV, Morpheus a Midas. Po mésici se v podminkach JCSG core suite I — B8 (20 % w/v PEG
3350, 0,2 M octan vapenaty) a D12 (20 % w/v PEG 3350, 0,1 M kakodylat sodny, 0,2 M
octan hote€naty) a JCSG core suite II — D12 (20 % w/v PEG 3350, 0,2 M siran litny) se
objevily malé krystaly, které nebyly solné. Vykazovaly nicméné jen slabou, nebo zadnou
difrakci. Tyto podminky krystalizace byla optimalizovany ve visicich kapkach (kap. 3.3.1.2,
3.3.1.3). Po n¢kolika novych produkcich a purifikacich RTX ApxI a optimalizacich
krystalizace nebyly ziskany zadné proteinové krystaly pro na nasbirani difrakéniho datasetu.
S timto konstruktem jsem pfestala pracovat.

47



4.1.3 RTX LtxA (722-979)

4.1.3.1 Produkce RTX LtxA (722-979) a jeji optimalizace

Produkce RTX domény LtxA (722-979) (RTX LtxA) probihala podle postupu v metodach
(kap. 3.2.1.1, 3.2.1.2). Purifikace probihala podle kapitol 3.2.1.3, 3.2.1.5, 3.2.1.6, 3.2.1.7, a
3.2.1.9 (Obr. 15). Pozdégji jsem vyménila Purifikaci Ila za purifikaci IIb kap. 3.2.1.8, ktera
byla rychlejsi a stejné efektivni (Obr. 16). V riznych krocich purifikace se protein RTX LtxA
spontanné $tépil, ale pred nasazenim na krystalizaci, m¢l vzdy podle SDS-PAGE kap. 3.2.2.1
srovnatelnou délku (Obr. 16). Finalni sekvence krystalizovaného konstruktu byla ur¢ena N
koncovou sekvenaci (kap. 3.2.2.4) a hmotnostni spektrometrii, kterou zmétil a vyhodnotil
Mgr. David Jurnecka, Ph.D..
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Obr. 15: Chromatogram gelové filtrace RTX LtxA v 5 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl a 5 mM CaCl, pufru na
kolong Superdex200.
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Obr. 16: Porovnani SDS-PAGE Purifikace Ila a IIb RTX LtxA, kterd byla délana z jedné produkce proteinu.
Purifikace IIb srovnatelné efektivni jako Purifikace Ila. Cerveny obdélnik znazoriiuje $tépeni RTX LtxA
v prabéhu purifikace. Ocekéavana velikost proteinu byla na SDS-PAGE byla cca 37 kDa.

4.13.2 Krystalizace RTX LtxA (722-979)

Na screening krystaliza¢nich podminek byly pouzity komer¢ni screeny JCSG core suite
[-1IV, Morpheus a Midas. Po 10 mésicich se v podmince JCSG core suite [ — D8 (20 % w/v
PEG 3350, 0,2 M siran sodny). Tato podminka krystalizace byla optimalizovana ve visicich
kapkach (kap. 3.3.1.2, 3.3.1.3) spolecné s dal§imi Tab. 3. Po mésici se objevily krystaly, které
byly vyloveny pro rentgenovou analyzu na synchrotronu. Jako kryoprotektant byl pouzit 17 %
glycerol.

Difrak¢ni data byla naméfena na synchrotronu Bessy II na stanovisti BL - 14.1??? (kap.
3.3.3) z krystalu ziskaného z visici kapky z podminky JCSG core suite I — D8 s pomérovym
sloZzenim 1:1.
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Screen Pozice Sul Pufr Precipitant

JCSG1 D8 0,2 M siran sodny 20 % w/v PEG 3350
B10 2,4 M siran amonny 0,1 M Tris pH 8,5

JCSG I |D6 2,4 M siran amonny 0,1 M HEPES pH 6,0
F8 2,4 M siran amonny 0,1 M MES pH 5,0

Tab. 3: Podminky vybrané k optimalizaci krystalizace proteinu RTX LtxA.

4.1.3.3 Zpracovani datasetu RTX LtxA

Dataset byl zpracovan podle kapitoly 3.3.3. Vyfesit fazovy problém jsem se snazila velmi
dlouho s riiznymi modely, které jsem derivovala od SCVW.pdb (RTX CyaA blok 5) bohuzel
tento postup nebyl uspésny. V srpnu roku 2021 fazovy problém vyiesil doc. Ing. Petr Kolenko,
Ph.D. Statistiky sbéru dat jsou shrnuty v Tab. 4.

Sbér dat
Vlnova délka zdroje rentgenového zateni (A) 0,9184
Prostorova grupa Ortorombickd 1212121 (24)
Rozméry krystalové jednotky
. 93,26, 108,01, 206,37; 90,0,
a,b,c(A);0,B,v(° 90,0, 90,0
Rozligeni (A) 47,85 -1,70 (1,72 — 1.70)
Pocet unikatnich reflexi 113649 (5128)
Redundance 7,3 (5,6)
Kompletnost (%) 99,5 (91,6)
/ol 13,8 (0,9)
Rumerge 0,085 (1,757)
CC (172) 0,999 (0,36)

Tab. 4: Predb&zné statistiky sbéru datasetu z difraktometru pro krystal LtxA.

V pfedbézné ziskaném modelu RTX LtxA asymetrickd jednotka obsahuje Sest molekul
LtxA a pouze dv€ z nich jsou kompletni. Dalsi zasahuji do dvou sousednich asymetrickych
jednotek (Obr. 17). Struktura vypada podobné jako ostatni RTX domény vytesenych struktur
RTX proteinii. Obsahuje pravidelnou RTX beta-roll strukturu s netypickou C-koncovou

“27_ stejné

oblasti tvofenou ¢tyfmi antiparalelnimi beta-listy, oznacovanou jako ,,folding core
jako ostatni dostupné RTX struktury. Podrobnéji bude obsazen v nasledujicich kapitolach u

dokoncenych modeli bloku 5 RTX domény CyaA struktury (1528-1681).
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Obr. 17: Asymetrickd jednotka krystalu RTX LtxA (modré struktury) s pfesahem ctyi molekul ze Sesti molekul
do dvou sousednich asymetrickych jednotek (fialové a zelené struktury). Véapenaté kationy jsou oznaceny
cerveng. Verze A a B jsou viici sobé otoceny o 180° podél osy x.
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4.1.4 RTX CyaA blok 5 (1528-1681)

4.1.4.1 Produkce a krystalizace RTX CyaA blok 5 a ziskéani datasetu ze synchrotronu

Produkce a purifikace proteinu bloku 5 RTX domény CyaA (1528-1681) (RTX CyaA blok
5) probihala podle protokolu z metod (kap. 3.2.1.1, 3.2.1.2, 3.2.1.3, 3.2.1.5, 3.2.1.6, 3.2.1.7,
3.2.1.9). Kazdy krok byl ovéien SDS-PAGE (kap. 3.2.2.1) (Obr. 18).

25 — . R
20 —

o
15 —".

10 — \
Obr. 18: SDS-PAGE po jednotlivych krocich produkce a purifikace RTX CyaA blokS5.

Na screening krystaliza¢nich podminek byly pouzity komer¢ni screeny JCSG core suite
I-IV. Z 384 krystaliza¢nich podminek bylo vybrano sedm, ve kterych se objevily jednotlivé
krystaly. Pro optimalizaci krystalizace ve visicich kapkach byly vybrany podminky uvedené v
Tab. 5.
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Screen Pozice Sul Pufr Precipitant
C7 0,1 M Tris pH 7,0 20 % w/v PEG 2000 MME
JCSGI |F2 0,2 M sulfat hofecnaty 20 % w/v PEG 3350
F4 0,2 M dusi¢nan hotecnaty 20 % w/v PEG 3350
B2 0,2 M siran lithny 0,1 M Tris pH 8,5 40 % w/v PEG 400
B7 0,2 M octan lithny 20 % w/v PEG 3350
JCSG I
25,5 % w/v PEG 3350,
H7 0,17 M siran amonny
15 % v/v Glycerol
JCSGIV |B9 0,2 M chlorid hotecnaty 0,1 M Tris-HCI pH 8,5 |30 % w/v PEG 4000

Tab. 5: Krystalizatni podminky, ve kterych vyrostly proteinové krystaly vybrané k optimalizaci krystalizace ve
visicich kapkach.

Difrak¢ni data byla naméfena na synchrotronu Bessy Il na stanovisti BL - 14.1 (kap. 3.3.3)
z krystalu ziskané¢ho z visici kapky s pomérovym slozenim 1:1 RTX CyaA blok 5 (9 mg/ml):
precipitant (0,2 M MgSOs4, 20% w/v PEG 3350). Druhy zméfeny krystal byl vyloven pfimo z
krystaliza¢niho screenu ze sedici kapky s pomérovym slozenim a 1:1 RTX CyaA blok 5 (7
mg/ml): precipitant (0,2 M Mg(NO3)2, 20% w/v PEG 3350). Oba krystaly se objevily asi po
tydnu krystalizace a jejich rozméry pfi vyloveni byly ptiblizné100x100x100 um. Pii loveni
byl jako kryoprotektant pouzit 15 % (w/v) glycerol (kap. 3.3.2.1).

4.1.4.2 Zpracovani datasetl a rafinace modela

Datasety byly zpracovany podle kap 3.3.3. Pro vyieSeni fazového problému byla pouzita
metoda molekularniho nahrazeni. Jako model pro fesSeni struktury SCVW.pdb (prvni RTX
CyaA blok5 struktura v RCSB databazi) byla pouzita homologni molekula RTX domény
protein z bakterie Serratia marcescens (pdb kod 1SRP 2%). Fazovy problém byl vyiesen
Jackem Lubkowski, Ph.D. Pro vyfeSeni struktury SCXL.pdb byla pouzita molekula
SCVW.pdb. Model struktury SCXL.pdb (druha RTX CyaA blok5 struktura v RCSB databazi)
neobsahuje 5 poslednich AK sekvence proteinového konstruktu, které byly pravdépodobné
flexibilni a v mapé€ elektronovych hustot nebyly patrné. V modelu struktury SCVW.pdb chybi
3 posledni AK ze stejné¢ho diivodu. Statistiky rafinace jsou shrnuty v Tab. 6. Findlni modely
byly validovéany (kap. 3.3.5) a nahrany do PDB databaze.
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Model CyaA 1 1529-1678
(5CVW.pdb)

Model CyaA II 1529-1676
(5CXL.pdb)

Sbhér dat

Prostorova grupa

Ortorombicka, 1222 (23)

Tetragonalni P41212 (92)

Vlnova délka zdroje
rentgenového zateni (A)

0.9184

Rozméry krystalové jednotky

a, b, c (A); 0, B,y (°)

62,82, 62,98, 77,63; 90, 90, 90

52,2, 52,2, 195,9; 90, 90, 90

Rozligeni (A) 29,24-1,25 (1,30-1,25) 50-1,45 (1,54-1,45)
Rmerge 4,3 % (54,5 %) 5,2 % (74,1 %)
Pocet unikatnich reflexi 42046 (5116) 49299 (7784)
1/ol 19,78 (2,48) 22,11 (2,55)
Kompletnost (%) 93,6 (72,3) 99,9 (99,8)
Redundance 4,48 (4,04) 8,55 (8,74)
Rafinace
Hranice rozliseni (A) 29,24-1,25 (1,28-1,25) 32,15-1,45 (1,49-1,45)
Celkovy pocet reflexi 39003 (2321) 46709 (3344)
Rwork / Rfree 0,139 (0,171) /0,166 (0,202) 0,148 (0,185) /0,207 (0,275)
Celkovy pocet atomt 1263 2417

Protein 1107 2172

Ligand/ion 32 24

Voda 124 221
Celkovy B-faktor 17,73 22,57

Protein 14,54 21,62

Ligand/ion 21,56 20,81

Voda 29,52 32,791
R.m.s. odchylka

Délka vazeb (A) 0,048 0,019

Uhel vazeb (°) 2,203 1,92
Ramachandranovo vyneseni

Preferovana oblast (%) 97,3 95,21

Povolend oblast (%) 2,7 4,47

Odlehlé atomy (%) 0 0,32
AA, které nebylomozné 511679 1681 AK 1677-1681
namodelovat

Tab. 6: Statistiky sbéru dat a rafinace modelu struktur RTX CyaA bloku 5. Hodnoty v zavorkach plati pro slupku

s nejvyssim rozliSenim. Statistiky pro Ramachandranovo vyneseni byly ziskany z MolProbity softwaru

4.1.4.3 Popis struktury RTX CyaA blok 5

111

Struktury RTX CyaA bloku 5 byly vyifeseny v rozliseni 1,25 A and 1,45 A. Tetragonalni
krystal (SCXL.pdb) obsahoval 2 molekuly v asymetrick¢ jednotce, ¢imz jsme ziskali 3
modely RTX CyaA bloku 5.

Modely vSech tii struktur byly prakticky identické (Obr. 19). V modelu bylo mozné
rozpoznat osm vapenatych kationd, které stabilizuji oblast RTX repetic a umoziiuji tvorbu
pravidelného beta-rollu s netypickou C-koncovou oblasti tvofenou Ctyfmi antiparalelnimi

beta-listy, oznaGovanou jako ,.folding core**’

a s prilehlym amfipatickym alfa-helixem
uzavirajicim beta-roll blok. Sedm vépenatych kationti je koordinovano karbonylovymi

skupinami postrannich fetézcu, a predevSim karboxy skupinami aspartatu z RTX repetic.
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Pouze jeden vapenaty kation, umistény nejblize C-konci proteinu je navic koordinovan dvéma
molekulami vody. Hydrofobni strana C-koncového alfa-helixu uzavira beta-roll strukturu
RTX repetic.

Molekuly 5CXL.A a SCXL.B jsou v asymetrické jednotce spojeny hydrofobni interakci

113

plochych povrchii pravidelného beta-rollu''” a zarovenn nepiimo vodikovymi mustky mezi

molekulami vody a smyckami na hran¢ beta-rollu.

5CVW a 5CXL.A 5CVW,5CXL.B 5CXL.A, 5CXL.B
MinimumRMSD: 0.02 MinimumRMSD: 0.02 MinimumRMSD: 0.00
Maximum RMSD: 7.47 Maximum RMSD: 6.84 Maximum RMSD: 3.36
Primérné RMSD: 0.46 Primérné RMSD: 0.45 Primérné RMSD: 0.26

Obr. 19: Strukturni alignment modeltt RTX CyaA bloku 5 vyfesenych struktur, oznacenych jejich pdb kody a
zpracovany pomoci software Pymol''* modulem ColorByRMSD (Shandilya S., Vertrees J., Holder T. (2012)
ColorByRMSD [python], dostupny na http://www.pymolwiki.org/index.php/ColorByRMSD (pouzity 8.9.2015).
Molekulové pary jsou obarveny pomoci $kaly RMSD (A) v modro-&erveném spektru. Zvolena skala RMSD od 0
do 8 neumoziuje vidét prakticky zadné rozdily kromée jednoho Trp.

4.1.5 RTX CyaA Blok 4-5 (1371-1681)

4.1.5.1 Produkce a krystalizace RTX CyaA blok 4-5

Produkce a purifikace proteinu RTX CyaA blok 4-5 probihala bez potizi postupné podle
kapitol 3.2.1.1, 3.2.1.2, 3.2.1.3, 3.2.1.5, 3.2.1.6, 3.2.1.8 a 3.2.1.9. Byla provedena Ivou
Marsikovou. Na screening krystalizacnich podminek byly pouzity komercni screeny JCSG
core suite [-IV. Krystalizacni screeny byly nasazeny Mgr. Nelou Klimovou za moji asistence.
Praci jsem od ni pfevzala ve fazi kontroly krystaliza¢nich screent.
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4.1.5.2 Optimalizace krystalizace RTX CyaA blok 4-5

Pro optimalizaci krystalizace ve visicich kapkach jsem vybrala podminku z krystaliza¢niho
screenu JCSG I E1 (0,2 M dusi¢nan amonny, 20 % w/v PEG 3350). Podminka byla nasazena
ve visicich kapkach v nékolika variantach s riznymi koncentracemi PEG 3350 (kap. 3.3.1.3).
Presto byl finalni krystal vyloven zvisici kapky spomérem protein:precipitant 1:1
v ptuvodnim slozeni.

Difrak¢ni data byla namétfena na synchrotronu Bessy II na stanovisti BL - 14.2 (kap. 3.3.3).

4.1.5.3 Zpracovani difrakcnich dat a rafinace

Dataset byl zpracovan podle kapitoly 3.3.3. Pro vyfeSeni fazového problému byla pouZzita
metoda molekuldrniho nahrazeni. Jako model pro feseni struktury RTX CyaA blok 4-5
(6SUS.pdb) byla pouzita struktura RTX CyaA bloku 5 SCVW.pdb. Model struktury 6SUS.pdb
neobsahuje AK 1371-1409, AK 1489-1496 a AK 1676-16815 AK. Chyb¢jici aminokyseliny
nebylo mozné namodelovat, protoze pro n¢ chybéla mapa elektronovych hustot
pravdépodobné kvili flexibilit¢ molekuly v téchto mistech, nebo v piipadé N-konce mohlo
dojit k odStépeni konce RTX repetic (tato hypotéza nebyla ovéfena experimentalné).
Statistiky rafinace jsou shrnuty v tabulce Tab. 7. Findlni model byl validovan (kap. 3.3.5) a
nahran do PDB databaze.
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Sbér dat

PDB kod

6SUS

Vlnova délka zdroje rentgenového zateni (A)

0,9184

Prostorova grupa

Tetragonalni P43212 (96)

Rozméry krystalové jednotky

a,b,c(A);a,B,v(°)

91,77,91,77, 104,47; 90, 90, 90

Rozliseni (A)

45,89-1,76 (1,87-1,76)

Pocet unikatnich reflexi 44820 (7085)
Redundance 8,9 (9,0)
Kompletnost (%) 99,8 (99,5)
/ol 24,66 (2,69)
Rimerge 0,052 (0,831)
Rafinace

Hranice rozliseni (A)

45,89-1,76 (1,81-1,76)

Celkovy pocet reflexi 42719 (3226)
Pocet reflexi v pracovni sadé 40619 (3075)
Pocet reflexi v testovaci sade 2100 (151)

R/Rfree (%0) 18,4/20,0 (26,2/27,3)

Celkovy pocet atomil bez vodikil 2248
Celkovy pocet proteinovy atomt bez vodiku 2008
Pocet vapenatych kationa 15
Pocet molekul vody 177

Primérmy B-factor (A?) 35,52
Proteinové atomy (A?) 36,18
Voda (A?) 43,32
Viépenaté kationy (A?) 29,39

Ramachandran Plot (%)

Preferovana oblast (%) 96

Povolena oblast (%) 4

Odlehlé atomy (%) 0
R.m.s. odchylka (A)

Délka vazeb (A)

Uhel vazeb (°) 0,008

Planarita (A) 1,187

Chiralni centra (A%) 0,053

AA, které nebylo mozné namodelovat

AK 1371-1409; AK 1489-1496;
AK 1676-1681

Tab. 7: Statistiky sbéru dat a rafinace modelu struktury RTX CyaA bloku 4-5. Hodnoty v zavorkach plati pro
slupku s nejvyssim rozlisenim. Statistiky pro Ramachandranovo vyneseni byly ziskany z MolProbity 4.02b-467

softwaru'!l.
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4.1.5.4 Popis struktury RTX CyaA blok 4-5

Struktura ziskand z tetragonalniho krystalu RTX CyaA blok 4-5 byla vyfeSena v rozliSeni
1,77 A. Finalni model je tvofen aminokyselinami 1410-1488 a 1497-1675 (Obr. 20A).
Strukturni alignment vSech vyfeSenych struktur RTX CyaA bloku 5 (5CVW.pdb?/,
5CLX.pdb?", 6SUS.pdb*’) potvrdil, Ze se mezi sebou jednotlivé struktury nijak nelisi, i kdyz
vzesly z raznych krystalizacnich podminek a krystalovych uspotfadéni (Obr. 20B), coz
naznacuje, ze jde o reprezentativni strukturu.

A B

Obr. 20A: Strukturni model RTX CyaA blok 4-5 AK 1410-1488 a 1497-1675: RTX blok 4 (fialova), RTX blok 5
(modré), C-koncové ¢asti RTX blokt (duhové), vapenaté iony (Cervené), molekuly vody, které se podileji na
koordinaci vapenatych ionti (svétle modré). Cerny kruh znazorfuje flexibilni smycku, kterou se nepodaiilo
namodelovat do map elektronovych hustot (AK 1489-1497). B: Strukturni alignment vSech RTX blok 5
vyfeSenych struktur: SCVW.pdb (zelend), SCXL.pdb A (zlutd), SCXL.pdb B (Cervend), 6SUS.pdb (modra RTX
CyaA blok 5, $eda RTX CyaA blok 4. Alignment byl ziskdn z programu PyMOL!"* verze 0.7 (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.7.0.0. Schrodinger, LLC).

Model struktury se sklada ze dvou pravidelnych plochych beta-rollt RTX blokli CyaA 4 a
5 tvofenych nonapeptidovymi repeticemi, které v ohybech jednotlivych otacek stabilizuji
vapenaté kationy. Kazdy RTX blok je ukoncen pfilehlou oblasti, v pfipadé¢ RTX bloku 5 je
tato oblast oznacovand, jako “folding core™?’. Piilehld oblast RTX bloku 4 je strukturng
obdobnd “folding core” bloku 5, ackoli sekvenéni podobnost je nizka, a tvoii ohyb v
propojeni mezi RTX bloky 4 a 5.

Kazda krystalografickd struktura RTX domény obsahuje zminénou pftilehlou oblast RTX
repetic s obdobnou strukturou, ale s nizkou sekven¢ni podobnosti, napt. proteaza z bakterii
Serratia sp. (1SRP.pdb*®) nebo extraceluldrni lipdza z bakterii Pseudomonas sp. (2Z8X.pdb*?)
(Obr. 21).
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Model struktury 6SUS.pdb obsahuje 15 vapenatych iont, které jsou vétSinou koordinovany
karboxy skupinami aspartat z pravidelnych repetic, které v jejich pozici v repetici vyjimecné
zastoupi karboxy skupina glutamatu, nebo karboxyamidova skupina asparaginu. Dale se na
koordinaci vapenatych iont podili karbonylové skupiny AK z nonapeptidovych repetic. Tii
vapenaté iony jsou zaroven koordinovany molekulami vody. Pocet vapenatych iona pfesné
odpovidd poctu namodelovanych obratek (Obr. 20). Hydrofobni strana C-koncového
amfipatického alfa-helixu uzavira beta-roll RTX bloku 5 stejné, jako ve strukturach CVW.pdb
a SCXL.pdb.

6SUS.pdb blok 5 6SUS.pdb blok 4

Q"".v

(;__.

CyaRA5 (1619-1658 QLW-—-FAR-———QGNDLEIRILGTDDALTVHDWYRDADHRVETI THA
CyaR4 (1498-1531 KGV-—-FLS——-LGKGFAS-LM-DE——PETSNVLENIENA--VGSA
278X (577-617) DDF——-RAHASMVGQDTVLEKFGGDSV--TLVGVALNSLSADGIVIA

1SRP (427-471) AGEALLSYNASNNVTDLSVNIGGHQAPDFLVKIV-GQVDVATDFIV
cons H

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: CyaRAb (1619-1658) 100.00 11.76 16.42 10.26
2: Cya”h4 (1498-1531) 11.76 100.00 18.18 3.03
3: 2Z8X  (577-617) 16.42 18.18 100.00 20.00
4: 1SRP (427-471) 10.26 3.03 20.00 100.00

Obr. 21: Porovnani prilehlych oblasti RTX blokti: RTX CyaA blok 5 (6SUS.pdb), mozné ,,folding core” celého
CyaA toxinu (modrd); RTX CyaA blok 4 (6SUS.pdb), spojeni mezi bloky 4 a 5 (purpurova); druhy RTX blok z
extracelularni lipazy z bakterii Pseudomonas sp. (2Z8X.pdb*?) (zelend); protedza z bakterii Serratia sp.
(1SRP.pdb?®) (oranzovd). N-konec je ozna&en &ervenou kulickou a C-konec &ernou. Strukturni podobnost téchto
modeld je vysokd, ale sekvencni podobnost velmi nizka, coz je zndzornéno sekvenénim alignment zobrazenych
struktur, ktery byl proveden v programu Clustal2.1'3,
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4.1.5.5 Porovnani SAXS modelem obalky RTX bloku 4-5 s krystalografickou strukturou
6SUS.pdb

Porovnani tvaru molekuly zkrystalu s tvarem molekuly v roztoku umoziuje potvrdit
validitu krystalografické struktury. Krystaly vétSinou vznikaji v podminkach velmi
vzdalenych od podminek, ve kterych se proteiny zkoumaji, a to by mohlo ovlivnit jejich
konformaci.

SAXS (malouhlovy RTG rozptyl z angl. Small Angle X-ray Scattering) data nasbirali
Ladislav Bumba a Nela Klimova na P12 beamline EMBL DESY (Deutsches Elektronen-
Synchrotron DESY Ein Forschungszentrum der Helmholtz-Gemeinschaf). Data zpracoval
Michael Kachala, Ph.D.

Model krystalové struktury 6SUS.pdb dobte vyplituje SAXS obalku CyaA RTX bloku 4-5
(SASDJU3 kod v z angl. Small Angle Scattering Biological Data Bank - SASBDB). Tento
vysledek také naznacuje, ze minimalné propojeni mezi CyaA RTX blokem 4 a 5 je rigidni a
nepfetrzity spoj mezi obéma je beta-rolly nejen v krystalové struktufe, ale 1 v roztoku (10 mM
Tris HCI, 150 mM NacCl, 10 mM CaClz), ve kterém jsou méfena SAXS data a ve kterém se
s CyaA bézn¢ zkouma.

Obr. 22: Prolozeni krystalové struktury 6SUS.pdb (AK — tmavé modra, Ca kationy — Cervend, H>O koordinujici
Ca kationy — svétle modrd) a obalky ziskané ze SAXS dat (svétle zluta).

4.2 Vytvoreni modelu RTX domény CyaA a jeho porovnani se SAXS modelem obalky

Na zéklad¢ strukturni podobnosti RTX domén vyfeSenych RTX proteini byl vytvoien
model celé RTX domény CyaA. CyaA RTX bloky byly vystavény metodou homologniho
modelovani na serveru SWISS-MODEL!"¢!8, Vybrany templat pro RTX bloky 1-3 byla
struktura 6SUS.pdb. Casti, které nebyly timto zptsobem vystavény (fragmenty propojeni
mezi jednotlivymi RTX bloky, N-konec RTX bloku 5), byly namodelovany manuédln¢ za
pouziti programéi PyMOL!!'* verze (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.0.0.
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Schrodinger, LLC), Coot 0.7'% a Chainsaw'!®. Vybér templatu zavisel na sekvenéni
podobnosti a poctu aminokyselin predikovanych pro jednotlivé propojovaci useky. Jako
templat propojeni mezi RTX bloky 1 a 2 (AK 1133-1137) bylo pouzito propojeni mezi
RTX bloky 4 a 5. Propojeni mezi RTX bloky 2 a 3 (AK 1212-1261) a3 a4 (AK 1365-1376)
bylo namodelovano podle ,folding core® RTX domény extracelularni lipdzy LipA
z bakterie Serratia marcescens (2QUB.pdb)!”. N-koncova ¢ast RTX beta-rollu RTX bloku
4 (AK1377-1408) byla vytvofena podle velikostn¢ odpovidaji ¢asti N-konce RTX bloku 4
ve struktufe 6SUS.pdb (Obr. 23). Pro rafinaci beta listd pfedev§im u propojeni
jednotlivych RTX blokdi byl pouzit skript napsany Ing. Jifim Cernym pro program
Modeller!?°.
Block 1
1009 - HV
GGAGDDVEFT, -L'_i- SGAGV
YNVHQPSEERLERMGDTGIHADLQKGTVEKWPALNLFSVDHVKNIENLH

Block 2
GSRLI GDDQDNELW GHDGNDTIR GRGGDDILR GGLGLDTLY GEDGNDIFL
GGAGLDTVD YSAMTHPGRIVAPHEYGFGIEADLSREWVRKASAL

Block 3

GVDYYDNVRNVENVI GTSMKDVLIGDAQAN M GQGG VR GGDGDL GGDGNDMLY
GDAGNDTLY GGLGDDTLE GGAGN LR C 7
YSQTGAHAGIAAGRIGLGILADL

Block 4

GAGRVDKLGEA GSSAYDTVSGIENVYV GTELADRIT GDAQANVLR GAGGADVLA
GGEGDDVLL GGDGDDQLS GDAGRDRLY GEAGDDWEFEF QDAANAGNLLD GGDGRDTVD
FSGPGRGLDAGAKGVFLSLGKGFASIMDEPETSNVLRNIENAV

Block 5

GSARDDVLI GDAGANVLN GLAGNDVLS GGAGDDVLL GDEGSDLLS GDAGNDDLE
GGOGDDTYLFG VGYGHDTIYE SGGGHDTIR
INAGADQLWFARQGNDLEIRILGTDDALTVHDWYRDADHRVEI THAANQAVDOQAGIEKLVEAM
- 1675

Obr. 23: Sekvence CyaA RTX domény rozdélena do péti RTX predikovanych bloki’!?! s pravidelnym beta-
rollem tvofenym RTX repeticemi (kazda repetice je oddélend mezerou od nasledujici repetice), oblastmi
propojujici jednotlivé bloky a ,,folding core* (kurziva). 6SUS.pdb je oznacena Cervené, casti namodelované na
serveru SWISS-MODEL jsou oznaceny zelen€, ru¢né namodelované oblasti mezi jednotlivymi bloky modie a
stejné jako N-konec RTX bloku 4.

Byly vytvofeny dva modely. Jeden pouzil jako ,,formu* obéalku ziskanou ze SAXS dat
celé RTX domény (SASDB74), ktera naznacuje flexibilnéjsi propojeni mezi CyaA RTX
bloky (Obr. 24A). Druhy model byl postaveny na hypotéze, Ze mezi vSemi zbyvajicimi
bloky CyaA RTX domény je stejné rigidni propojeni jako mezi RTX CyaA blokem 4 a 5,
¢imz vznikne kontinudlni beta-roll struktura®® (Obr. 24B). Do finalnich modeli bylo také
piidano 41 Ca kationtl, coz odpovida predikci vazebnych mist Ca kationt'?2.
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Obr. 24: Modely CyaA RTX domény vytvoiené homolognim modelovanim (Struktura 6SUS — modra, zbytek
CyaA RTX bloku 4 — fialova, CyaA RTX blok 3 — zelend, CyaA RTX blok 2 — oranzové, CyaA RTX blok 1 —
ruzové, Ca kationy — Cervend). A: Pro tvorbu modelu byla pouzita SAXS struktura jako forma. B: Model byl
vytvoreny na zakladé hypotézy, ze vsechny CyaA RTX bloky na sebe navazuji stejné jako CyaA RTX bloky 4 a
S.
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5 Diskuze

Podaftilo se ziskat struktury RTX LtxA, RTX CyaA blok 5 a RTX CyaA bloky 4 a 5.
Struktury RTX LtxA (Obr. 17), RTX CyaA blok 5%’ a RTX CyaA bloky 4 a 5*° maji typickou
beta-roll konformaci s ,,folding core* na C-konci a v RTX repeticich obsahuji Ca®" kationy.
Novinkou je prechod mezi RTX CyaA bloky 4 a 5 (6SUS.pdb) dlouhy 42 AK>?, ktery je
strukturné velmi podobny ,,folding core* a umoziuje vznik kontinudlni beta-roll struktury.
Oproti tomu lipdza z rodiny 1.3 bakterie Pseudomonas sp. MIS38 (2ZVD.pdb**) obsahujici
také dva RTX bloky, které ovSem obsahuji zlom na pfechodu mezi nimi, takze RTX bloky lezi
lateralné vedle sebe!”. Konformace prechodu RTX blokdi u lipaz oviem také obsahuje
strukturné podobny piechod jako je ten mezi RTX CyaA bloky 4 a 5, ale ve dvou kopiich
“folding core” podobné struktury. V zafi 2021 byla navic vyfeSena struktura RTX CyaA blokt
1 — 3 (7RAH.pdb) s ,,folding core* bloku 5 v komplexu s dvémi neutralizujicimi protilatkami
M1HS5 Fab a M2B10 Fab, které se vaZzou na intergrin CD11b/CD18*! vazebné misto CyaA'%.
Pfechody mezi RTX CyaA bloky 1 a 2 a 2 a 3 jsou strukturné¢ opét podobné ptechodiim mezi
RTX CyaA bloky 4 a 5 a umoziiuji vznik kontinualniho beta-rollu (Obr. 25). Otazkou zlstava,
jestli vazba protilatek, nezpisobila stabilizaci pfechodi mezi RTX CyaA bloky 1 a2 a2 a3,

v

které by bez této interakce mohly byt flexibilngj$i, jak naznacuji SAXS data.

6SUS.pdb

Obr. 25: Porovnani ,,folding core* (fialovd) a ptfechodovych oblasti mezi RTX bloky krystalografickych struktur
RTX proteint. Propojeni mezi RTX bloky vykazuji rozdily v ohebnosti a poétu “folding core” podobnych
struktur (akvamarinova). Je zde vidét, Ze propojeni mezi RTX bloky v 2ZVD.pdb* je mnohem flexibilngjsi a
obsahuje dvé “folding core” podobné struktury (akvamarinova a modra). Oproti tomu propojeni RTX CyaA
blokti 1 a 2 a 2 a 3 (7RAH.pdb*")odpovida propojeni RTX CyaA 4 a 5 (6SUS.pdb celd RTX CyaA doména
pravdépodobné tvoii kontinualni beta roll. Ca®* kationy jsou zobrazeny Cervenymi koulemi, atomy kysliku z vod
koordinujicich Ca*" kationy svétle modie, Sedé je katalyticka doména 2ZVD.pdb lipdzy a M1h5 FAB a M2b10
FAB lehké fetézce, zatimco oranzové M1h5 FAB a M2b10 FAB té€zké fetézce.

Nicmén¢ struktura podobna ,,folding core” piedsazend pied RTX CyaA blok 4 nestaci pro
Ca?" baleni CyaA proteinu do nativni konformace. Vzdy musi byt pfitomno ,.folding
core” RTX CyaA bloku 5*7%2, Jak uz bylo zminéno v Ptehledu literatury (kap. 2.1.4) baleni
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RTX domén do nativni konformace je do znacné miry proces pohanény snizenim entropie C-
konce, jak ukdzal Shur et al. vroce 2011 ukézal, ze ,,folding core® mohlo byt nahrazeno

124 folding core”

pevnym substratem a k vapnik zavislému sbaleni proteinu stejné¢ doslo
podobna struktura predsazena pred RTX CyaA blok 4 je pravdépodobné moc kratka, aby
mohla sama vytvoftit nukleaci baleni CyaA do nativni konformace.

Zajimavé také je, ze Ca®' kation koordinovany posledni Glu 1525 RTX z posledni RTX
repetice (od C-konce) RTX CyaA bloku 5 zaroven interaguje s Asp 1482, tedy prvni RTX
repetici RTX CyaA bloku 4. Naznacuje to 1 kontinudlniho baleni RTX domény v prabchu
sekrece?’.

C-koncové nonapeptidové repetice obsahuji sekvencni konsensus GGXGXDXUX, kde X
mbze byt kterdkoli aminokyselina (AK) a U je hydrofobni AK*!'7'8. Cim blize je RTX
repetice C-konci proteinu RTX CyaA bloku, tim je vétsi pravdépodobnost naruSeni
nonapeptidového konsensu naptiklad jeho rozsitenim o dal§i AK a vétsi expozici Ca®* kationd,
kterym pak k hexakoordinaci napomahaji molekuly vody (Obr. 25)*.

V Motlova et al. 2020 bylo ukazano, ze sekreci zkracuje délka RTX CyaA domény, blok
po bloku, dokud nezistane pouze RTX CyaA blok 5, ktery je esencidlni pro baleni proteinu,
dochazi k snizovéani efektivity sekrece CyaA ptfes T1SS. Toto doklada velikost domén u
MARTX proteini'?® a RTX adhezini*®.

Na zakladé SAXS dat a poznatkli o vSech RTX vyfeSenych strukturach byly vystavény dva
modely cel¢ CyaA RTX domény (Obr. 24). Podle ptedpokladu do nich bylo umisténo
predpovidanych 40 RTX repetic sbalenych do péti RTX po sobé jdoucich bloki, které
koordinuji 41 Ca?" kationti, coz odpovida predikci vazebnych mist Ca kationti'?2.

Velka cast struktury CyaA toxinu uz se podaftila ziskat (Obr. 26), jesté chybi hydrofébni
doména a acylac¢ni mista. Celd struktura se pravdépodobné nikdy nepodaii vykrystalizovat,
ale mozné pouziti napt. elektronové mikroskopie by mohlo osvétlit zbyvajici slepa mista
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AC doména Hemolyzinova doména

_II- IR R B E

364 \500 700 N\ 1000 1706
Hydrofobni  Acylacni
doména mista Sekrecni

1YRT.pdb
RTX repetice

cca 40 Ca?* vazebnych mist
usporadanych do 5-ti RTX
bloku

Obr. 26: Piehled vyfesenych casti CyaA toxinu bakterie Bordetella pertussis a jeden z modelti vytvofenych na
zékladé SAXS dat. AC doména je vyznacena modie®, usek 411-490 AK, ktery je esencialni pro translokaci AC
domény, je duhové!?, hydrofobni doména s predikovanymi hydrofobnimi alfa helixy zodpovédnymi za
kandlotvornou aktivitu oranzové. Jednotlivé RTX bloky RTX domény jsou ve schématu oznaceny oranzove
(homologné namodelované) a cervené oznaceny (struktura 6SUS.pdb). Zarovei je zde zobrazena struktura RTX
blokt 1-3 (7RAH.pdb)*!, ktera byla vyieSena v zati 2021 a dopliiuje model RTX domény.
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6 Souhrn

Cile prace:
1. Ziskani struktur RTX domén Roentgenovou strukturni krystalografii
a. RTX domény ApxI (Actinobacillus pleuropneumoniae-RTX-toxin I) z bakterie
Actinobacillus pleuropneumoniae
b. HlyA (Alfa-hemolysin) z bakterie Escherichia coli
LtxA (Leukotoxin A) z bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans
. bloky 4 a 5 RTX domény CyaA (adenylatcyklazovy toxin) z bakterie Bordetella
pertussis

& o

2. Popis ziskanych struktur a jejich porovnani s jiz vyreSenymi RTX strukturami a
odhaleni spoleénych rysi, které mizou byt dilezité pro baleni do nativni
konformace

3. Stavba modelu celé RTX domény CyaA na zakladé ziskanych vysledka

Cile prace se podaftilo ¢astecné naplnit. Byly ziskany struktury RTX LtxA, RTX CyaA blok
5 a RTX CyaA bloky 4 a 5. Struktury RTX CyaA blok 5% a RTX CyaA bloky 4 a 5*° byly jiz
opublikovany a nahrany do RCSB databaze. Struktury RTX ApxI a Hly se bohuzel ziskat
nepodafilo.

RTX CyaA bloky 4 a 5 na sebe navazuji prechodem, ktery je na rozdil od lipazy z bakterie
Pseudomonas sp., kontinualni bez zlomu, takze beta roll, plynule pokracuje v celé délce.

Pocet RTX repetic urcuje schopnost sekrece RTX proteinu z bakteridlni buiikky za pomoci
T1SS. Cim vétsi je sekretovany protein, tim vic potiebuje RTX repetic na svoji translokaci.

Na zakladé ziskani krystalografickych struktur RTX CyaA blok 4 a 5 a SAXS dat RTX
domény CyaA byl vytvoteny atomarni modely celé RTX domény. Prvni model RTX domény
byl tvofen vkladanim RTX blokli do SAXS obdlky a tvorbou pfechodi mezi nimi, na zakladé
tvaru SAXS obalky a zohlednénim struktury pfechodovych oblasti mezi RTX bloky RTX
proteinti. Druhy model opét zohlednil struktury piechodovych oblasti mezi RTX bloky,
tenkrat byl ale vytvoren kontinuélni beta roll podle vzoru ptechodu mezi RTX CyaA blokt 4 a
5.
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9 Souhrn ¢lanki, prispéni autorky

9.1 Souhrn ,,Calcium-Driven Folding of RTX Domain B-Rolls Ratchets Translocation
of RTX Proteins through Type I Secretion Ducts.*?’

Prispévek autorky: 10 %
Produkce: RTX CyaA blok 5
Krystalizace: RTX CyaA blok 5
Rafinace modelti: RTX CyaA blok 5
Validace a nahrani modelti do RCSB PDB databaze: RTX CyaA blok SCVW a SCXL
Analyza a porovnani struktury RTX CyaA blok 5 sostatnimi RTX proteiny
s vyfesenou strukturou

Souhrn publikace:

Tato publikace pojednava o nékterych aspektech mechanismu jednokrokové sekrece
adenylatcyklazového toxinu z bakterie Bordetella pertussis skrze bakteridlni sekrecni
systém typu I (TISS) a jakou roli v této sekreci hraje RTX doména a jeji baleni do nativni
konformace za ptitomnosti vapenatych kationtu.

Za pouziti strukturnich metod (proteinova krystalografie, SAXS, NMR, méteni CD
spekter) a zkoumani sekrece mutant v RTX oblasti CyaA z bakterie Bordetella pertussis
bylo zjisténo, ze tzv. ,capping structure”, kterd se objevuje i u ostatnich RTX
proteini ulozenych v RCSB PDB databazi, spousti baleni CyaA do nativni konformace pii
sekreci CyaA z bakteridlni bunky, kde je nizkd koncentrace véapenatych kationtd do
vnéjSiho prosttedi, kde je jejich koncentrace tadové vyssi. Baleni CyaA probiha
kooperativné od tzv. ,,capping structure* na C-konci a pravdépodobné napomaha samotné
sekreci proteinu ven z bakterialni bunky, tim, Ze zamezi prokluzovani nesbalené¢ho protein
zpét do bakteridlni bunky. Také zaporny naboj RTX domény pravdépodobné napomaha
sekreci CyaA vyuzitim elektroforetickych sil zapficinénych povrchovym nébojem
bakterialni membrany. Analyzou sekrece CyaA s deleci ¢asti RTX domény a sekvence
ptibuznych RTX proteini bylo také zjisténo, ze ¢im vétsi je RTX protein je, tim vétsi
potiebuje RTX doménu pro svoji sekreci.

Na zakladg ziskanych vysledk® bylo upraveno schéma sekrece RTX'?” proteinti pomoci
TISS (Obr. 27). Prace byla do dnesniho dne hojné citovana (93 citacnich ohlasi).
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Obr. 27: Graficky abstrakt publikace Bumba et al. 2016%’ znazoriujici upfesnény mechanismus sekrece CyaA.
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9.2 Souhrn ,,2-Aminoadipic Acid-C(O)-Glutamate Based Prostate-Specific Membrane

Antigen Ligands for Potential Use as Theranostics.*128

Ptispévek autorky: 15 %

Krystalizace: 6HKJ, 6HKZ, 6H7Z, 6H7Y

Nameéfeni datasetii na difraktometru/synchrotronu, zpracovani dat: 6HKJ, 6HKZ,
6H7Z, 6H7Y

Rafinace modeld: 6HKJ, 6H7Z, 6H7Y

Validace a nahrani modelt do RCSB PDB databaze: 6HKJ, 6HKZ, 6H7Z, 6H7Y,
50F0

Ptiprava Casti obrazkt do publikace

Souhrn publikace:

Jako velka povrchova molekula je glutamat karboxypeptidaza II (GCPII, PSMA — pro
prostatu specificky membranovy antigen, FOLHI — folat hydroldza) idealnim cilem pro
diagnostiku a 1écbu rakoviny prostaty. VétSina bunck rakoviny prostaty produkuje mnohem
vétsi mnozstvi GCPII v porovndni se zdravymi prostatickymi bunikami. Mnozstvi GCPII na
rakovinnych buiikdch pfimo koreluje s prognézou onemocnéni'>130,

Tato publikace pojedndva o optimalizaci inhibitorti/zna¢ek proteinu GCPII vloZenim
kyseliny 2-aminoadipové jako nov€é pouzit¢tho stavebniho bloku do skupiny
nizkomolekulérnich inhibitort odvozenych od mocoviny a znacenych radionuklidy pro
diagnostiku rakoviny prostaty pomoci metody PET (Pozitronovd emisni tomografie).
Modulaci inhibitort odvozenych od mocoviny si studie slibuje lepsi vlastnosti pro
diagnostickou a lé¢ebnou funkci. Pfedev§im moznost snizeni davky diky zlepSeni rozliSeni
znadenim radioaktivnim fluorem!!,

Byla vytvofena série inhibitorG srizn€¢ dlouhymi linkery mezi aromatickou a
mocovinovou slozkou inhibitoru a rlznymi aromatickymi N-substituenty, které byly
charakterizovany polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentraci ICso a u ¢asti byla provedena 1
krystalografickd analyza. V pfipadé¢ pouziti 2-aminoadipové kyseliny jako linkeru a
pyridinového kruhu jako N-substituentu s navdazanym atomem fluoru, ktery muze byt pouzit
inhibitory. Obr. 28 porovnava rozdily ve vazbé do aktivniho mista mezi
»kanonickym* inhibitorem DCIBzL (ICso = 0,021 £+ 0,004 nM) a nov¢ vyvinutym ligandem
13b (ICs0= 0,075 + 0,005 nM).
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Obr. 28: GCPII komplexy s ligandem DCIBzL — PDB 3D7H (fialova) pfedstavujicim kanonickou sekvenci u
nizkomolekuldrnich inhibitori odvozenych od mocoviny a ligandem 13b — PDB 6H7Z (tyrkysovd), ktery
z testovanych inhibitorl dosahl nejlepsich. Graficky abstrakt pfevzat a upraven Nakajima ef al.2018!28,
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9.3 Souhrn ¢lianku ,,Structural and Computational Basis for Potent Inhibition of

Glutamate Carboxypeptidase IT by Carbamate-Based Inhibitors.*13?

Prispévek autorky: 10 %
Meéfeni datasetli na difraktometru/synchrotronu, zpracovani dat: 6ETY, 6EZ9, 6F5L,
6FES
Rafinace modela: 6F5L
Validace a nahrani modeltt do RCSB PDB databaze: 6ETY, 6EZ9, 6F5L, 6FE5
Ptiprava casti obrazkt do publikace

Souhrn publikace:
Protein GCPII je pro svou enzymatickou aktivitu v riznych organech zkouman spole¢né
s jeho inhibitory pro vyuziti v 16¢bé& Sirokého spektra nemoci od neurologickych poruch!33134,

135136 " a7 po Crohnovu chorobu!*”!3¥ Bylo vytvofeno mnoho GCPII

ptes rakovinu prostaty
inhibitord na riznych bazich, které by mohly byt potencidlnimi terapeutiky. Tato publikace se
zaméfuje na nizkomolekularni inhibitory odvozené od inhibitoru ZJ-43 (inhibitor odvozeny
od mocoviny) (Obr. 29) a jaky vliv na jejich U¢innost ma vyména jednoho nebo druhého
atomu dusiku v moc¢ovinovém modulu za molekulu kysliku a vytvofeni karbamatu. Podobné
molekuly uz byly zkoumdny kviili zajisténi lepsi distribuce v tkani za ugelem radioterapie'’,
ale ne systematicky a za zjiSténim mechanismu vétsi G€innosti inhibitoru, pokud je vyménén
dusik blize aktivnimu mistu proteinu, tedy pokud v S1" misté (glutamat rozpoznavaci misto)
sedi misto glatamatu a-ketoglutarat.

Vysledky potvrdily pomoci poloviéni maximdlni inhibi¢ni koncentraci 1Cso, Ze karbamat
odvozeny od ZJ-43 se stejnou stereochemickou orientaci s a-ketoglutaratem (inhibitor 7) je
potentnéjsi nez ten, co obsahuje glutaméat (inhibitor 5), ackoli maji srovnatelny pocet interakei
s GCPII interni kavitou (Obr. 29). Mozné vysvétleni tohoto jevu nabizi vypocet deformacni
energie a solvatac¢ni/desolvatacni energie. Jejich soucet vysel shodn€ pro ZJ-43 a inhibitor 7:
4,2 kcal/mol, zatimco pro inhibitor 5: 6,5 kcal/mol.

HO

Y
Pink: ZJ-43 (X = ¥ = NH, ICy, = 0.50 nM) ©
Groan: 5 (X =0, Y = NH, ICss = 16.9 nM) ©

Beige: 7 (X=NH, Y = O, ICg = 0.65 nM)

Obr. 29: Porovnani u¢innosti mocovinového inhibitoru GCPII ZJ-43 (rdZova) s od n&j odvozenymi karbamaty
inhibitoru 5 (zelend) s glutamatem na C-konci a inhibitoru 7 (bézova) s a-ketoglutaratem na C-konci a jejich
strukturni porovnani v GCPII interni kavité. Oranzové jsou oznaceny Zn kationy. Graficky abstrakt pfevzat
z Batinka et al. 2019'32,
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9.4 Souhrn ¢lanku ,,Novel B- and y-Amino Acid-Derived Inhibitors of Prostate-

Specific Membrane Antigen.*“!4

Ptispévek autorky: 5 %
Krystalizace: 6RBC, 6S1X
Me¢feni datasetl na synchrotronu, zpracovani dat bez rafinace: 6RBC, 6S1X

Souhrn publikace:
Rakovina prostaty je jednou znejcastéji diagnostikovanych rakovin, kterd vétSinou

nevykazuje piiznaky, dokud neni v pokro¢ilém stadiu'*!

. VUSA je na druhém misté v poctu
Gmrti muz na rakovinu za rok 2020'42, Pro prostatu specificky membrinovy antigen (PSMA)
je atraktivni biomarker pro diagnostiku a predikci pribéhu rakoviny prostaty, protoze jeho
exprese pozitivné koreluje s mirou agresivity tumoru a vzniku metastazi'?13%!4 Nejvice
slibné PSMA-cilené molekuly, které jsou v klinické fazi vyzkumu jsou odvezené od
mocovinového inhibitoru DCIBzL s vazebnym motivem jodobenzamido-Lys-urea-Glu
(YC2.pdb)!**. Tato publikace se zabyvala vztahem struktury a aktivy v ptipadé vytvoieni
inhibitorti, které nahrazovaly Lys (P1 misto) B- a y-aminokyselinové analogy a jejich
enantiomery.

Bylo zjisténo, ze R-enantiomery P-aminokyselinovych analogii jsou uc¢innéj$i nez S-
enantiomery. V pfipad¢ y-aminokyselinovych analogl tomu bylo pravé naopak. (2~{S})-2-
[[(2~{R})-2-[4-[(4-jodofenyl)karbonylamino]butanoylamino]-3-oxidanyl-3-oxidanylidene-
propyl]karbamoylamino]glutarat (inhibitor 13c¢) mél nejlepsi inhibi¢ni vlastnosti, ptesto byl
18 x méné¢ ucinny nez DCIBzL, od n¢hoz byl odvozeny (Obr. 30). Piesto jeho inhibi¢ni
vlastnosti dosahovali podobné Girovng, jako inhibi¢ni vlastnosti DCFPyL'¥  ktery ve fazi
klinického testovani. Inhibitor 13c by po radioznaceni mohl byt pouzit jako diagnosticky
marker rakoviny prostaty.
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Obr. 30: Schéma odvozeni B- a y-aminokyselinové analogti od DCIBz az k nejucinngj$imu inhibitoru 13c
z této studie a jeho vazba v aktivnim mist€ PSMA. Graficky abstrakt pfevzat z Kim et al. 20204,
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9.5 Souhrn ¢lanku ,,Structural and in Vive Characterization of Tubastatin A, a Widely

Used Histone Deacetylase 6 Inhibitor.*!46

Prispévek autorky: 10 %
Krystalizace a jeji optimalizace: 6THV
Zpracovani dat bez rafinace: 6THV

Souhrn publikace:

Histon deacetyldzy jsou rodinou enzymi, kterd deacetyluje postranni fetézce lysinu
v proteinech. HDAC6, ktery patii do tiidy histon deacetylaz IIb'*’, reguluje hlavné acetylaci
cytozolickych proteinii napt. a-tubulinu'*®, HSP-90 (protein teplotniho $oku - 90 z angl. ,,heat
shock protein - 90%), peroxiredoxinu, kortaktinu a HSF-1 (faktor teplotniho Soku 90 z angl.
wheat shock factor 1), Bylo prokazano, z¢ HDAC6 funguje jako hlavni deacetylaza
tubulinu in vitro i in vivo''>°. Farmakologické studie provedené v poslednim desetileti
prokéazaly, Ze inhibice HDACG6 =zlepSuje symptomy neurodegenerativnich onemocnéni
zpusobenych nefunkénim axonovym transportem nebo nefunkénim pienosem mozkového
neurotrofniho faktoru (BDNF - zangl. Brain Derived Neurotrphic Factor) napft.

Alzheimerovy chorobu!®!, Charcot-Marie-Tooth ~choroby!®, amyotrofické lateralni

153 a Rettova syndromu'>*. HDACS6 je tedy ve stiedu zajmu vyzkumu velké $kaly

sklerozy
neurodegenerativnich onemocnéni. Tubastatin A (TubA, 4-[(2-methyl-3,4-dihydro-1~{H}-
pyrido[4,3-b]indol-5-yl)methyl]-~{N}-oxidanyl-benzamide) = je  ucinnym  inhibitorem
HDAC6'.

Tato studie se zabyvala strukturni analyzou interakce TubA s HDAC6-CD2 (doména 2)
z organismu Danio rerio, ur¢ovanim schopnosti HDAC6 zvySovat koncentraci acetylované¢ho
a-tubulinu a korelaci téchto vysledkd s farmakokinetickymi/farmakodynamickymi profily v
plazmé a mozku a posouzeni terapeutického potencidlu TubA v l1écbé psychiatrickych
onemocnénich.

Struktura komplexu drHDAC6-CD2 a TubA byla vyfeSena v atoméarnim rozliSeni 1.1 A
(Obr. 31 vlevo) a poodhalila molekuldrni princip interakce TubA a HDAC6. Dale byl v této
publikaci potvrzen terapeuticky potencidl TubA pro psychiatrickd onemocnéni (Obr. 31

vpravo).
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Obr. 31: Vlevo: krystalova struktura komplexu drHDAC6-CD2 s TubA detailni pohled na AK zbytky
vymezujici aktivni misto a substratovy tunel. Fo-Fc mapa elektronovych hustot je oznacena zelenou siti (¢ = 4,0).
TubA (zlutd) a vybrané AK drHDAC6-CD2 (bilo-Sed4) maji oznaceny Cervené kyslik a modie dusik. Aktivni
misto navic obsahuje zine¢naty kation (oranzova koule) a molekuly vody (Cervené koule). Vpravo: Efekt TubA
(60 mg/ml, administrovany intraperitonealn€¢) na chovani mysiho modelu a jeho terapeuticky potencial
v psychiatrickych onemocnénich. Graficky abstrakt pfevzat z Shen et al. 20204,
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9.6 Souhrn d¢lanku ,Structural Basis of Prostate-Specific Membrane Antigen

Recognition by the A9g¢ RNA Aptamer.“15¢

Prispévek autorky: 10 %
Krystalizace: 6RTI
Mg¢feni datasetu na synchrotronu, zpracovani dat bez rafinace: 6RTI
Ptiprava Casti obrazkt do publikace

Souhrn publikace:

Pro prostatu specificky membranovy antigen (PSMA) je velmi dobie prozkoumany marker
rakoviny prostaty a neovaskularity vétSiny solidnich (pevnych) nadorti. Zatim jediny
schvaleny pfipravek americkou ,,Food and drug administration” pro detekci PSMA je
ProstaScint ('!'In radioznadena protilatka 7E11-C5)"37!% Mimo protilatky jsou pro vyvoj

diagnostického markeru, popt. terapeutika, zkoumané tzv. ,,engineered protein scaffolds* !>’

160 161

nanocastice ¢i malé molekuly Tato publikace se zabyvala vyuzitim aptameru,

syntetického oligonukleotidu, ktery ziskdva vysokou afinitu a specificitu diky unikatnimu 3D
konformaci pro pfesnéjsi cileni na makromolekuly. Aptamery mohou byt vytvofeny pomoci in
vitro selekéniho procesu SELEX (,systematic evolution of ligands by exponential
enrichment*)!2, Lupold et al. vroce 20026 pouzil extracelularni ¢ast PSMA pro selekci
aptameru A9, ktery bude schopen inhibovat PSMA enzymatickou aktivitu a zaroven se na
PSMA bude véazat v nanomolarnich koncentracich. Pozdé¢ji byl aptamer A9 jesté zkracen na
minimalni stale funkéni molekulu A9g obsahujici 43 nukleotidf!®,

V této studii byla detailn¢ popsana ziskana krystalova struktura komplexu aptameru A9g,
2-PMPA (kyselina 2-(fosfonomethyl)pentandiovéa pro stabilizaci PSMA) a lidského PSMA.
Interakce PSMA a A9g zahrnuje 3096 A2 solvent accessible surface area® z PSMA a A9g
dohromady a podili se na ni 25 z 43 nukleotidii A9g (vysledky z programu Pisa'®®). Bylo
ukdzano, Zze A9g se na rozdil od malych inhibitorti nevaze do S1' mista ale pouze blokuje
vstup do aktivniho mista Adenosinem A 10 (Obr. 32A) a tim zastavuje peptidazovou aktivitu
PSMA. Inhibitory s vétSi P1' oblasti mohou kompetitivné zabranit vazbé A9g na PSMA,
mensi inhibitory, popf. pfirozené substraty (NAAG - N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat), mohou
byt zablokovany v aktivnim mist¢ PSMA (Obr. 32). PSMA Serin 317 se ukazal jako nezbytny
pro vysoko afinitni A9g vazbu a jeho substituce za histidin Gpln¢ zabranila interakci PSMA a
Ag9. Na rozdil od malych molekul cilicich na PSMA, které Casto interaguji i s lidskych
paralogem PSMA zvanym GCPIII (Glutamat karboxypeptidaza III) se zda A9g vysoce
specifickym bez podobnych kiizovych interakci. Ziskané vysledky mtizou byt vyuzity pro
vyvoj dalSich generaci nejen aptamerovych vazebnych partnerti pro PSMA.
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Obr. 32: A-C: Superpozice uhlikovych atomi komplexu PSMA/A9g a komplexit PSMA/2-PMPA (2JBJ.pdb;
panel A) za PSMA/2-EPE (3BI0.pdb; panel B) a PSMA/RNA 2-65(6H7Z.pdb; panel C). Rez PSMA je zobrazen
Sede€, jeho wvnitini inhibitor-vazebna kapsa bile, A9g v polo-transparentnim zobrazeni povrchu oranzové a
zine¢naté kationy modie. Casti inhibitorti maji oznaGenou P1 oblast Eervené a oblast P1' se zinek-vazebnym
mistem zelené. Stericka kolize (z angl. ,,clash*) mezi Adenosinem A 10 z A9g aptameru a P1 casti RNA 2-65 je
zvyraznéna Sipkou (C). D: Analyza kompetice A9g a PSMA specifickych inhibitori pomoci pritokové
cytometrie. PC3-PIP buiky (PSMA exprimujici) byly pre-inkubovany s 1 puM inhibitoru. 100 nm Alexa
Fluor647 znaceny A9g byl pfidan k bunééné suspenzy a analyzovan prutovou cytometrii (LSRFortessa flow
cytometer). Pievzato a upraveno Ptacek et al. 2020 Obrazek 8 (Figure 8)'°.
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9.7 Souhrn ¢lanku ,,Continuous Assembly of B-Roll Structures Is Implicated in the

Type I-Dependent Secretion of Large Repeat-in-Toxins (RTX) Proteins.*“4?

Ptispévek autorky: 45 %

Krystalizace a jeji optimalizace: RTX CyaA blok 4 a 5

M¢feni datasetli na synchrotronu, zpracovani dat bez rafinace: RTX CyaA blok 4 a 5
Rafinace modelu: RTX CyaA blok 4 a 5

Validace a nahrani modelti do RCSB PDB databaze: 6SUS

Analyza a porovnani struktury 6SUS s ostatnimi RTX proteiny s vyfesenou strukturou

Souhrn publikace:

Tento ¢lanek, jako prvoautorska publikace, je diskutovan v dizertacni praci. Prace ma po

roce od publikovani 4 cita¢ni ohlasy.
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Obr. 33: Graficky abstrakt z Motlov4 et al.*
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9.8 Souhrn ¢lanku ,,Development of PSMA-1007-Related Series of 18F-Labeled Glu-
Ureido-Type PSMA Inhibitors.*!66

Ptispévek autorky: 5 %
Krystalizace: SO5R, 505U
Me¢feni datasetl na synchrotronu, zpracovani dat bez rafinace: SO5R, 505U
Rafinace modelu: SO5R
Validace a nahrani modeltt do RCSB PDB databaze: 505T, 505R, 505U

Souhrn publikace:
V poslednich letech se stal pro prostatu specificky membranovy antigen (PSMA)

dilezitym diagnostickym 1 terapeutickym cilem vyzkumu rakoviny prostaty. Tato studie se
zamé&fila na PSMA ligandy odvozené od PSMA-617 (od urey odvozeny inhibitor (Glu-urea-
Lys) s chelatorem DOTA - 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraacetat)'®”, ktery diky
DOTA nabizi moznost vazby Siroké Skaly radionuklidii pro diagnostiku i lécbu rakoviny
prostaty %1% Modifikace zahrnovaly vyménu DOTA za kyselinu fluoronikotinovou, ktera
umoziiuje snadné vloZeni '®fluoru, a zmény hydrofobicity v linkeru mezi od urey odvozenym
vazebnym motivem a fluoronikotinovou kyselinou, které jsou vyznamné pro afinitu k PSMA
a piijem cilovymi organy'®’.

Bylo vytvotfeno 12 riznych slou€enin. VSechny proSly hodnocenim afinity k PSMA,
specificity vazby na builky a miry internalizace PSMA obsahujicimi bunkami LNCaP
(metastatické buniky rakoviny prostaty odvozené z levé supraventrikularni lymfatické uzliny).
Slouceniny 3 a 5 byly déle testovany pozitronovou emisni tomografii na miru jejich distribuce
v mySich organech. Sloueniny 5, 7 a 9 byly vykrystalizovany a jejich struktura byla v této
publikaci popséna. Sloucenina 5 obsahuje jako linker B (oblast za fluoronikotinovou
kyselinou) L-Glu-L-Glu. Sloucenina 7 se od ni li§i pouze stereochemicky, protoze linker B je
D-Glu-D-Glu. Sloc¢enina 9 obsahuje dva sulfo-Ala. Vazba slouceniny 5 na PSMA byla nejlépe
definovand mapou elektronovych denzity a diky délce a geometrii linkeru B okupovala i
arene-vazebné misto (ABS) (Obr. 34).

Po vsech in vitro a in vivo hodnocenich vyrobenych sloucenin byla slouc¢enina 5 nakonec
oznacena jako nejlepsi kandidat klinickou aplikaci PET zobrazeni rakoviny prostaty.
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Obr. 34: Levy panel: Struktura sloucenin 5 (zelend), 7 (tyrkysova) a 9 (fialova) se od sebe 1isi pouze linkerem B
(8edy oval): L-Glu-L-Glu (5), D-Glu-D-Glu (7), sulfo-Ala-sulfo-Ala (9). Pravy panel:Porovnani vazby slouc¢enin
5,7 a9 na PSMA. Fluronikotinova cast slouCeniny 5 je pevn¢ ukotvena v arene-vazebném misté (ABS), coz je
umoznéno geometrii a délkou linkeru B, zatimco fluoronikotinova ¢ast sloucenin 7 a 9 je volnéji navazana na
povrchu PSMA. Graficky abstrakt pievzat a upraven z Cardinale et al. 2020,
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10  Prilohy

10.1 Sekvence proteinovych produktu

Predikované RTX repetice jsou zvyraznény cervené a zelené. Cervend znaCi repetice

shodujici se s idedlni RTX repetici v nejmén¢ 4 AK. Zelena znaci repetice shodujici se s

idealni RTX repetici v méné nez 4 AK.

ApxI (722-982) = RTX ApxI — usek ApxI 261 AK, celda RTX doména.

122 -
NDHLVGGNGN
YGSDGTNLED
SDLSFKDVGF
ONNKIEKIVD

DRLIGGKGNN
GGVGNDKIYG
IRIGDDLLVN
KDGAYVLSQY

PQLRKDIEQI ISS - 982

CyaA (1528-1681) = CyaA blok 5 — tisek CyaA 154 AK, ¢ast RTX domény.

1529 -
LLSGDAGNDD
WEFARQGNDLE

ARDDVLIGDA

LFGGQGDDTY
IRILGTDDAL

LVEAMAQYPD P - 1681

CyaA (1371-1681) = CyaA blok 4-5 — tisek CyaA 311 AK, ¢ast RTX domény.

1371 -
RGAGGADVLA
NAGNLLDGGD

VLRNIENAVGS

LLSGDAGNDD
WEFARQGNDLE

GGEGDDVLLG
GRDTVDFESGP

ARDDVLIGDA

LFGGQGDDTY
IRILGTDDAL

LVEAMAQYPD P — 1681

FLNGGDGDDE
GLGKDIYRYS
KRIGGTLYYH
LTELTAPGRG

GANVLNGLAG

LFGVGYGHDT
TVHDWYRDAD

GDGDDQLSGD
GRGLDAGAKG

GANVLNGLAG

LFGVGYGHDT
TVHDWYRDAD

SNRKDKFE GSRETDIFHG AKGDDEIYGN DGHDILYGDD

LOVFEGQYNV
KEYGRHITIE
EDYNGNALTI
INYEFNGLEEK

NDVLSGGAGD

IYESGGGHDT
HRVEITHAAN

GILADLGAG RVDKLGEAGS SAYDTVSGIE NVVGTELADR

AGRDRLYGEA
VEFLSLGKGFA
NDVLSGGAGD
IYESGGGHDT
HRVEITHAAN

HlyA (733-976) =RTX Hly A — tisek HlyA 244 AK, celd RTX doména.

733 -
GNDKLIGGAG
DLLDGGEGND

NNYLNGGDGD
LLKGGYGNDI

DELQVQGNSL
YRYLSGYGHH

GSKFTDIF HGADGDDHIE GNDGNDRLYG DKGNDTLSGG

AKNVLSGGKG
IIDDDGGKDD

GNDVIHGGDG
LLGGAGNDIL
KGGDDDTLLL
KDWFKEGKEG
LYYGEGYNAL

DVLLGDEGSD
IRINAGADQL
QAVDQAGIEK

ITGDAQANVL
GDDWEEFQDAA
SLMDEPETSN
DVLLGDEGSD
IRINAGADQL
QAVDQAGIEK

NGDDQLYGGD
NDKLYGSEGA
KLSLADIDFR



DVAFRREGND

FDKDGRVITP DSLKKALEYQ QOSNNKASYVY GNDALAYGSQ DNLNPL -

LIMYKAEGNV

LSIGHKNGIT

FRNWEFEKESG

DISNHQIEQTI
976

LtxA (722-979) ptivodni konstrukt = RTX LtxA — usek LtxA 258 AK, cela RTX doména.

122 -
NDKLYGGAGN
GNQGDDLLDG
NINLKDVSFE
YAPEKDRARL
KSGNKKTIS

DRLEFGEYGNN
GEGDDQLAGG
RNGNDLLLKT
KROFELQRGK

979

YLDGGEGDDH
EGNDIYVYRK
NNRTAVTFEFKG
VDKSLNNKVE

GSTLRDKEFY GSKENDVFHG HDGDDLIYGY DGDDRLYGDN

LEGGNGSDIL
EYGHHTITEH
WESKPNSSAG
EIIGKDGERI

GNDETIHGGQG
RGGSGNDKLF
SGDKDKLSLA
LDEYQRKLLE
TSODIDNLED

LtxA (733-919) krystalizovany konstrukt = RTX LtxA — usek LtxA 187 AK, celd RTX

doména.
733 -
DRLFGEYGNN
GEGDDQLAGG

YLDGGEGDDH
EGNDIYVYRK

LEGGNGSDIL
EYGHHTITEH

RGGSGNDKLF

SGDKDKLSLA

RNGNDLLLKT NNRTAVTFKG WEFSKPNSSAG LDEYQRKLL - 919

il

KENDVFHG HDGDDLIYGY DGDDRLYGDN GNDEIHGGQG NDKLYGGAGN

GNQGDDLLDG
NINLKDVSFE
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