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Abstrakt

4-alkyl-L-prolinovy derivat (APD) je stavebnim blokem né¢kolika dilezitych bioaktivnich
specializovanych metaboliti produkovanych aktinobakteriemi. Nachadzi se napiiklad ve struktufe
antibiotika linkomycinu, bakteridlntho hormonu s antimikrobidlnim G¢inkem hormaomycinu,
antituberkulotika griselimycinu ¢i pyrrolo-1,4-benzodiazepinii (PBD), které maji protinddorové ucinky.
APD, ¢i jejich prekursory, vznikaji z L-leucinu ¢i L-tyrosinu v unikatni biosyntetické draze tvofené az

Sesti homolognimi proteiny oznacovanymi Apdl - Apd6.

Prvni cast prace poklada zaklad krystalizacni studii SAM-zavislé methyltransferasy Apd3
z biosyntézy linkomycinu - proteinu LmbW, za Ucelem objasnéni skute¢né podoby ptirozeného
substratu tohoto proteinu, ktery je stale predmétem védeckych diskuzi. Byla optimalizovana metoda
purifikace poskytujici protein LmbW dostatecné kvantity, kvality a Cistoty pro krystalizaci, nasledné

byly definovany zakladni krystalizacni podminky umoziujici rist krystald.

Druha ¢ast prace se zabyva objasnénim odlisné reakéni specifity Apd6 homolognich proteinti -
Fa0Hz-zavislych oxidoreduktas, katalyzujicich jedno- (Porl5 - biosyntéza PBD porothramycinu) ¢i
dvojndsobnou (LmbY - biosyntéza linkomycinu) redukci na identickém substratu se
dvéma konjugovanymi dvojnymi vazbami. Na zakladé recentné vyfeSené struktury apoenzymu LmbY
byly stanoveny hypotézy o rozdilnych interakcich substratu a kofaktoru Fiyo ve vazebném misté, které
by mohly byt podstatou odlisné reakéni specifity Apd6 homologti. Hypotézy byly oveéfovany pomoci
mistné-specifické mutageneze, reakcni specifita mutant byla nédsledné testovana in vitro. Hypotézy se
nepodafilo prokazat, proto bylo dale pfistoupeno ke krystalizaci homologu Porl5. Nicméné, pies
veskeré usili se krystaly Porl5 dostate¢né kvality nepodafilo ziskat a je ziejmé, Ze krystalizace Porl5
neni trivialni zalezitosti. Ziskani difrakcénich dat je vSak pro Gispesné vyteSeni podstaty rozdilné reakéni

specifity Apd6 homologl zcela nezbytné a bude tak pfedmétem navaznych studii.

Klic¢ova slova: specializovany metabolismus, linkomycin, pyrrolo-1,4-benzodiazepiny,
4-alkyl-L-prolinové derivaty (APD), SAM-zavisla methyltransferasa, F40H»-zavislé oxidoreduktasy



Abstract

4-alkyl-L-proline derivate (APD) is building block of some important, bioactive specialized
metabolites produced by Actinobacteria. It is found, for example, in the structure of lincosamide
antibiotic lincomycin, bacterial hormone hormaomycin having antimicrobial activity, the
antituberculosis compound griselimycin and pyrrolo-1,4-benzodiazepins (PBD) which have anticancer
effects. APDs, or their precursors, are formed from L-leucine or L-tyrosin in a unique biosynthetic

pathway consisting of up to six homologous proteins named Apdl - Apdé.

The first part of this thesis lays the foundation for a crystallization study of SAM-dependent
methyltransferase Apd3 from the biosynthesis of lincomycin - the protein LmbW, in order to elucidate
the identity of its natural substrate, which remains up to date a subject of scientific discussions. A
purification method providing LmbW protein of sufficient quantity, quality and purity for crystallization

was optimized. Subsequently the crystallization conditions allowing crystal growth were defined.

The second part of the thesis deals with the elucidation of molecular basis of different reaction
specificity of homologous FixH>-dependent oxidoreductases, Apd6. They catalyse reduction of
identical substrate with two conjugated double bonds, however, some of them (for example Porl5 - from
porothramycin biosynthesis) catalyze only one double bond reduction while another (LmbY - from
lincomycin biosynthesis) reduces two double bonds. Based on the recently solved structure of apoezyme
LmbY, the different substrate and cofactor F4y interactions in active site were hypothesized to underlie
the different specificity of the Apd6 homologues. The hypotheses were tested using site-directed
mutagenesis and subsequent measuring of the reaction specificity of mutated proteins in vitro, however,
it did not allow to prove the hypotheses. Therefore, the crystallization of the Porl5 homologue was
proceeded. Despite all efforts, Porl5 crystals of sufficient quality could not be obtained yet. However,
obtaining diffraction data is absolutely necessary to successfully resolve the nature of the different

reaction specificities of the Apd6 homologues and will thus be the subject of follow-up studies.

Key words: specialized metabolism, lincomycin, pyrrolo-1,4-benzodiazepins, 4-alkyl-L-proline
derivatives, SAM-dependent methyltransferase, F40H>-dependent oxidoreductases



Seznam pouzitych zkratek

Adf - Fao-redukujici sekundérni alkoholdehydrogenasa

APD - 4-alkyl-L-prolinovy derivat

Apdl - Apd6 - oznaceni homolognich proteinti ucastnicich se APD biosyntetické drahy
APS - peroxodisiran amonny

BGS - biosynteticky genovy shluk

Bis-Tris - Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan
Bis-Tris-propan - 1,3-bis(tris(hydroxymethyl)methylamino)propan
BSA (Bovine Serum Albumin) - hovézi serovy albumin

CV (Column Volume) - objem kolony

DDN - deazaflavin-zavislé nitroreduktasy

DLS (Dynamic Light Scattering) - dynamicky rozptyl svétla

DTT - 1,4-dithiothreitol

EDTA - ethyldiaminotetraoctova kyselina disodna stl dihydrat
EtBr - ethidium bromid

FAD - flavinadenindinukleotid

FDOR - flavin-/deazaflavinové oxidoreduktasy

FGD - glukosa-6-fosfat dehydrogenasa

FMN - flavinmononukleotid

HCOOH - kyselina mravenci

HEPES - kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova
IPTG - isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid

KLD - kinasa, ligasa, Dpnl

L-DOPA - L-3,4-dihydroxyfenylalanin

LLHT (Luciferase-Like Hydride Transferases) - od luciferas odvozené hydridové transferasy
Mer - Faxo-zavisld methylentetrahydromethanopterin reduktasa
MES - 2-ethansulfonova kyselina

MOPS - 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

MPL - 4-methyl-L-prolinovy derivat

MT - methyltransferasa

Mtb-FGDI1 - glukosa-6-fosfat dehydrogenasa vyizolovana z Mycobacterium tuberculosis



Mtd - Faxo-redukujici methenyltetrahydromethanopterin dehydrogenasa
nanoDSF (Nano Differential Scanning Fluorimetry) - nano-diferencni skenovaci fluorimetrie
NRPS - neribozomalni peptidova syntetasa

OD - opticka densita

ODsoo - opticka densita pii 600 nm

PBD - pyrrolo-1,4-benzodiazepiny

PCR (Polymerase Chain Reaction) - polymerazova fetézova reakce

PEG - polyethylenglykol

PNPO - pyridoxin-5'-fosfat oxidasy

PPL - 4-propyl-L-prolin

Ppy - fenylpyruvat

Rh-FGD1 - glukosa-6-fosfat dehydrogenasa vyizolovana z Rhodococcus jostii
Rv2074 - FyoHs-zavisla biliverdin reduktasa z Mycobacterium tuberculosis
SAH - S-adenosyl-L-homocystein

SAM - S-adenosyl-L-methionin = AdoMet

SAM-MT - SAM-zavisla methyltransferasa

SDS - dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

TAE pufr - Tris-acetat-EDTA pufr

TAPS - 3-(Tris(hydroxymethyl)methylamino)-1-propansulfonova kyselina
TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid

TEMED - N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin

TEW - Anderson-Evans polyoxotungstat

Tm (Melting Temperature) - teplota tani

tr - retenni Cas

UHPLC-MS (Ultra High-Performance Liquid Chromatography - Mass Spectroscopy) - vysoce u¢inna
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

yGCS-GS - y-glutamylcystein synthetasa - glutathion synthetasa
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1.Uvod

Jednim ze zakladnich znaki Zivych organismi je schopnost metabolisovat. Produkty latkové
premény, tedy metabolity, se daji rozdélit do dvou zakladnich skupin - prvni skupina se nazyva primarni
neboli centralni metabolity a druhd skupina sekundarni neboli specializované metabolity. Centralni
metabolity se podileji na mnoha zivotné dilezitych funkcich, napiiklad na vyvoji, riistu ¢i rozmnozovani
bun¢k, jejich nedostatek Ci absence zplsobi smrt bunky. Mezi primarni metabolity patii naptiklad
nckteré aminokyseliny, sacharidy, lipidy atd. Naopak specializované metabolity nejsou klicové pro
preziti a vyskytuji se jen u nékterych druhl organismt. Jako ptiklady produktd specializovaného
metabolismu mohou byt naptiklad alkaloidy a terpeny u rostlin (shrnuto Guerriero et al., 2018) nebo

antibiotika, antimykotika u bakterii ¢i antimikrobialni latky hub (shrnuto v Bills & Gloer, 2016).

Vyznamnym producentem specializovanych metaboliti je kmen gramnegativnich bakterii
Actinobacteria (shrnuto v Katz & Baltz, 2016). Aktinobakterie jsou znamy produkci zejména
antimikrobialnich latek. Tomuto kmeni je pfipisovana produkce %3 vSech piirozené produkovanych
pouzivanych antibiotik, at’ uz se jedna o medicinsky, veterinarné ¢i v zemédelstvi pouzivana antibiotika.
Actinobacteria produkuji nejen antibiotika, ale také napiiklad antimykotika, antivirotika a dale i latky,
které vykazuji cytotoxicky ucinek vii¢i riznym nadorovym tkanim. Nejvyznamnéjsi aktinobakterialnim
rodem, co se tyka objemu produkce bioaktivnich latek, je pak uvadén rod Streptomyces (shrnuto v

Jakubiec-Krzesniak et al., 2018).

Specializované metabolity jsou produkovany v biosyntetickych drdhach za 0casti enzymd,
jejichz produkce je v genomu piislusného producenta kodovdna geny usporadanych v tzv.
biosyntetickych genovych shlucich (BGS). Tyto shluky nekoduji pouze biosyntetické enzymy, ale také
regulacni proteiny, transportéry a dal$i pomocné proteiny pro u¢innou syntézu dané¢ho metabolitu
(Medema & Fischbach, 2015). U aktinobakterii BGS obvykle zabiraji okolo 16 % veSkeré kodujici
kapacity, rekordmany v tomto ohledu jsou kmeny Kutzneria albida, Streptomyces bingchenggensis a
Streptomyces rapamycinicus, které na specializované metabolity a jejich biosyntézu maji vyhrazeno
pres 20 % své kodujici kapacity a tvoii az 53 riznych bioaktivnich latek (shrnuto v Jakubiec-Krzesniak
et al., 2018).

Streptomyces lincolnensis, prirozeny producent antibiotika linkomycinu byl poprvé izolovan
v roce 1962 z pudy v Nevadé (Bergy et al., 1963). Chemicky se linkomycin sklada ze dvou zakladnich
stavebnich jednotek spojenych amidovou vazbou - aminocukerné a aminokyselinové (Hoeksema et al.,
1964). Biosyntéza prekursorti obou stavebnich jednotek probiha oddélené (shrnuto v Janata et al., 2018).
Tato prace se primarné zabyva pouze biosyntézou prekursoru aminokyselinové ¢asti.

Aminokyselinovou ¢asti linkomycinu je tzv. 4-alkyl-L-prolinovy derivat (APD), konkrétné

N-methyl-4-propyl-L-prolin (linkomycin A) respektive N-methyl-4-ethyl-L-prolin (linkomycin B).
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Prekursor APD linkomycinu vznika v unikatni biosyntetické draze vychazejici z L-tyrosinu
(Witz et al., 1971), ktera je v BGS producenta kddovana sadou péti (linkomycin B) ¢i Sesti (linkomycin
A) gent (apd geny) (Peschke et al., 1995; shrnuto v Janata et al., 2018). Je zajimavé, Ze rizné sady
homologii apd gent byly nalezeny i v BGS producentt jinych latek, napt. pyrrolo-1,4-benzodiazepint
(shrnuto v Gerratana, 2012), hormaomycinu (Hofer et al. 2011), griselimycinu (Lukat et al., 2017) ¢i
intervencinu (Guzman et al., v pfiprave). Jedna se taktéz o metabolity s inkorporovanym APD motivem,
pricemz biosyntetické drahy, ve které tyto APD jednotky, ¢i jejich prekursory, vznikaji (dale oznacované
jednotné jako ,,APD drahy*), mohou vychazet nejen z L-tyrosinu (Hurley et al., 1975; Hurley et al.,
1979; Witz et al., 1971), ale i z L-leucinu (Guzman et al., v priprave; Lukat et al., 2017).

Tato prace cili na dva konkrétni kroky APD drahy. Jednim krokem je C-methylace katalyzovana
S-adenosyl-L-methionin (SAM)-zavislou methyltranferasou na substratu, jehoz presnd podoba je stale
predmétem védeckych diskuzi (Kamenik et al, 2018; Zhong et al. 2018). Druhym krokem je zavérecna
redukce katalyzovand FaxoH>-zavislymi oxidoreduktasami s neobvyklou odliSnou reakéni specifitou
(Steiningerova et al., 2020), jejiz molekularni podstata dosud nebyla objasnéna. Nutno podotknout, Ze
v obou pripadech se jedna o katalytické aktivity se zajimavym potencidlem uplatnéni

v biotechnologickém primyslu (Mascotti et al., 2021).

Studium enzymul biosyntetickych drah na Grovni determinace 3D proteinovych struktur je
dilezité pro plné pochopeni katalytickych mechanismil reakci, pfiCemz tyto znalosti mohou byt dale
vyuzity naptiklad k enzymatické modifikaci ur¢itych molekul za ticelem zlepSeni jejich vlastnosti, ¢i
modifikaci samotného enzymu, napiiklad za ucelem zmény jeho substratové specifity. Jinymi slovy,
pochopeni strukturné-funkcnich zavislosti v enzymu je esencialnim ptedpokladem pro navrh i samotnou
pripravu biologicky uc¢inngjsich substanci, které jsou vzhledem ke stale naristajici rezistenci vici
dostupnym antimikrobialnim 1é¢iviim vice nez zadouci. Polozit zaklad studii, jak konkrétné struktura
souvisi s funkeci u zminénych enzymt, je majoritni néplni této prace. Objasnéni 3D proteinové struktury
a molekularniho pozadi katalytické aktivity studovanych enzymu se tak v tuto chvili stava prerekvizitou

pro jakékoliv dalsi studie ¢i konkrétni aplikace.
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2. Literarni prehled

2.1 Metabolity inkorporujici APD motiv

zakladnich stavebnich jednotek. Tyto jednotky jsou bud’ latky bézné dostupné uvnitt bunék jako
napiiklad aminokyseliny ¢i acetylkoenzym A, nebo se jedna o slozitéjsi struktury, které museji byt
v buiice specialn¢€ vyrobeny za pomoci enzymi dané biosyntetické drahy (shrnuto v Cavalier-Smith,

1992).

APD je prikladem unikatni stavebni jednotky specializovanych metabolitli, ktera musi byt
v buiice specialn¢ vyrobena. U aktinobakterii bylo doposud popsano jen nékolik metaboliti
s inkorporovanym APD motivem, mezi tyto produkty patfi linkosamidy linkomycin a intervencin, dale
hormaomycin, nekteré pyrrolo-1,4-benzodiazepiny (PBD) (shrnuto v Janata et al., 2018) nebo

griselimycin (Lukat et al., 2017).

2.1.1 Linkosamidy - linkomycin, intervencin

Linkosamidy jsou pomérné mala skupina antibiotik. Skladaji se ze dvou zakladnich Casti -
aminocukerné a aminokyselinové (obr. 1). Béhem biosyntézy jsou prekursory obou ¢asti spojeny za
pomoci kondenzacni reakce amidovou vazbou, vysledny kondenzat je dale modifikovan do podoby
findlni molekuly (shrnuto v Janata et al., 2018). Mezi pfirozené¢ produkované linkosamidy patii
linkomycin A a B, izolovany ze Streptomyces lincolnensis (Bergy et al., 1963), celesticetin, izolovany
ze Streptomyces caelestis (Hoeksema et al., 1955), intervencin, izolovany z Rhodoccocus sp. 06-235-
1A (Guzman et al., v ptiprave) a sloucenina Bu-2545 izolovana ze Streptomyces sp. H230-5 (Hanada et

al., 1980).

Z uvedenych linkosamidl pouze linkomycin A (dale, neni-li specifikovano, jen ,linkomycin®),
linkomycin B a intervencin maji do své struktury jako aminokyselinovou jednotku inkorporovany
specializovany APD (Argoudelis et al., 1965; Guzman et al., v pfiprave), ktery se 1isi pouze délkou
bocniho alkylového tetézce v pozici C-4 APD jednotky - linkomycin A nese v bo¢nim fetézci tii uhliky
(3C), linkomycin B dva uhliky (2C) (Argoudelis et al., 1965) a intervencin pouze jeden uhlik (1C)
(Guzman et al., v ptiprave) (obr. 1A). Ostatni uvedené metabolity, tedy celesticetin (Hoeksema, 1968)
a Bu-2545 (Toda et al., 1981), obsahuji jako aminokyselinovou podjednotku proteinogenni L-prolin,

jehoz specialni biosyntéza neni potieba.
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Aminocukernou jednotkou linkomycinu A a B je a-methylthiolinkosamid (methyl-6-amino-6,8-
dideoxy-1-thio-D-erythro-a-D-galaktooktopyranosid; Schroeder et al., 1967). Aminocukerna cast
intervencinu (Guzman et al., v ptiprave) a Bu-2545 (Toda et al., 1981) se od linkomycinové lisi pouze
methylaci hydroxylu v pozici C-7" (obr. 1A a 1B). U celesticetinu se spolu s methylaci hydroxylu
nachazi navic jeste salicylova kyselina (obr. 1B) pfipojena pies alifaticky, dvouuhlikovy fetézec, ktery

je napojen na atom siry aminocukerné jednotky (Hoeksema, 1968).

Za zminku dale stoji semisynteticky linkosamid klindamycin, ktery je klinicky vyznamny a
pouzivany v praxi. Chemicka struktura klindamycinu a linkomycinu je téméf totozna, jediny rozdil je
v pozici C-7’, klindamycin nese v této pozici misto hydroxylu atom chloru (obr. 1A), chemicky se tedy

klindamycin nazyva 7-chloro-7-deoxylinkomycin (Meyers et al., 1969).
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Obr. 1: Chemické struktury ptirozené produkovanych linkosamidi. A = linkosamidy inkorporujici APD
- linkomycin A, linkomycin B a intervencin - APD jednotka je zvyraznéna oranzové, OH skupina
v krouzku oznaCuje misto chlorace linkomycinu v pfipravé semisyntetického linkosamidu
klindamycinu. B = celesticetin a Bu-2545 - proteinogenni L-prolin inkorporujici linkosamidy -
prolinova jednotka je zvyraznéna zluté, dale u celesticetinu je v Sedém kruhu vyznacena kyselina

salicylova, ktera je pfipojena na aminocukernou jednotku v pozici C-1".

Linkosamidy cili v bakterialni bunice na 50S podjednotku ribosomu. Aminocukerna ¢ast spolu
s heterocyklickou ¢asti APD podjednotky se pfimo vazi na peptidyltransferasové centrum a alkylovy

fetézec APD podjednotky interaguje s aminoacyl-tRNA. Dale jesté atom siry linkosamidid interaguje
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s 23S rRNA. Vyslednym efektem je inhibice prodluzovani polypeptidového fetézce pfi translaci
(Matzov et al., 2017).

Linkomycin i klindamycin plisobi na G+ bakterie jako naptiklad streptokoky, stafylokoky,
pneumokoky, plisobi i na G+ tyCinky a G- koky. Prakticky vSechny anaerobni G- bakterie jsou vaci
antibiotikum do cytoplazmy bakteridlni buriky nedostane, nebo maji bakterie obranné mechanismy
v podobé methylaci zbytkd na 23S rRNA, pfipadné¢ mohou také pouzivat nespecifické efluxni pumpy
(shrnuto ve Vardanyan & Hruby, 2006).

Biologicka aktivita jednotlivych linkosamidii se lisi, coz je dano jejich chemickou strukturou.
Linkosamidy s del§im postrannim fetézcem APD jednotky v pozici C-4 vykazuji vyssi biologickou
aktivitu (shrnuto v Magerlein, 1971; Ulanova et al., 2010). Zvyseni biologické aktivity linkosamidu lze
také dosahnout substituci hydroxylové skupiny v pozici C-7° za halogen, jak bylo ukazano u
klindamycinu (shrnuto v Magerlein, 1971). Na biologickou aktivitu ma také vliv ptitomnost kyseliny
salicylové pfipojené na aminocukernou jednotku, kdy navazana kyselina salicylova v pozici C-1’
vyrazn€ zvySuje biologickou aktivitu, coz bylo ukazano u hybridnich linkosamidi ptipravenych in vitro.
Konkrétn¢ se podatilo pripravit novy linkosamid nazvany CELIN a jeho demethylovany analog
ODCELIN (obr. 2), které obsahuji APD podjednotku linkomycinu a aminocukernou jednotku
z celesticetinu, vCetné kyseliny salicylové (Kadl¢ik et al., 2017). Tyto dva hybridni linkosamidy a latky
od nich odvozené se v soucastnosti testuji a v budoucnu by mohly byt vyuzity jako léCiva (nevetejna

data - ochrana dusevniho vlastnictvi).

APD jednotka z linkomycinu A

Kyselina salicylova
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Of/?\NH |’) HO &
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Obr. 2: Chemické struktura CELINu a ODCELINu - hybridnich linkosamidii, v modrém kruhu je
vyznacena APD Cast molekuly, kterd je totozna s APD u linkomycinu A, v §edém kruhu je vyznacena

kyselina salicylova, ktera je pfipojena na aminocukernou podjednotku u celesticetinu.



2.1.2 Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny (PBD)

PBD jsou latky skladajici se ze tfi kruhli - anthranilatového (1), diazepinového (2) a
hydropyrrolového (3), pfiCemz jednotlivi zastupci PBD se lisi modifikacemi na diazepinovém a
hydropyrrolovém kruhu (obr. 3). Hydropyrrolovy kruh (3) mtze byt vysledkem APD drahy, nebo

obsahuje proteinogenni L-prolin, podobné jako je tomu u linkosamidu.

Mezi popsané PBD s inkorporovanym APD patfi anthramycin, sibiromycin, tomaymycin,
limazepin E a porothramycin (obr. 3; shrnuto v Gerratana, 2012). Anthramycin byl prvni izolovany
PBD, jeho producentem je Streptomyces refuineus (Tendler & Korman, 1963), jako APD jednotku ma
ve své struktufe inkorporovany dehydroprolinakrylamid (Leimgruber et al., 1965), na anthranilatovém
kruhu ma ptipojené dvé skupiny - v pozici C-8 methyl a v pozici C-9 hydroxyl. Strukturné nejpodobnéjsi
PBD k anthramycinu je porothramycin produkovany Streptomyces albus (Tsunakawa et al., 1988), jeho
APD jednotkou je dehydroprolinakryl-(N’,N'-demethyl)amid, tedy APD podjednotka obsahuje na rozdil
od anthramycinové misto dvou vodikli pfipojenych na terminalni dusik dvé methylové skupiny
(Tsunakawa et al., 1988), substituenty na anthranilatovém kruhu se také lisi, kdy v pozici C-8
porothramycin nema navazany zadny substituent a v pozici C-9 obsahuje methoxy skupinu.
Sibiromycin, produkt Streptosporangium sibiricum (Brazhnikova et al., 1972), obsahuje jako APD
propylidendehydroprolin (Mesentsev et al., 1974). Jeho anthranilatovy kruh ma stejné jako
anthramycinovy v C-8 pozici methyl a v C-9 ma ptipojeny hydroxyl, navic ma jest¢ substituent v pozici
C-7 - jedna se o aminocukr 4-methylamino-4,6-dideoxy-3-C-methyl-f-D-altropyranosid. Tomaymycin,
specializovany metabolit Streptomyces achromogenes (Arima et al., 1972), obsahuje ve své struktuie
jako APD podjednotku ethylidenprolin (Kariyone et al., 1971) a na anthranilatovém kruhu ma v pozici
C-7 navazany methoxyl a v pozici C-8 hydroxyl. Limazepin E (dale jen ,,limazepin®), produkovany
Micrococcus 1ICBB 8177 (Fotso et al., 2009), obsahuje jako APD podjednotku ethylidendehydroprolin
(Fotso et al., 2009). Chemickou strukturu ma témét totoznou s tomaymycinem, li$i se pouze v pozici

dvojné vazby na APD podjednotce, kdy u limazepinu se nachazi v prolinovém kruhu.
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Obr. 3: Chemické struktury zastupcti PBD inkorporujici APD jednotku, v zeleném kruhu jsou vyznacené
a pojmenované APD casti molekul, ¢isly u anthramycinu jsou vyznacené zakladni kruhy PBD -
1 = anthranilatovy , 2 = diazepinovy, 3 = hydropyrrolovy, vyznacené jsou také uhliky C-7, C-8 a C-9
anthranilatového kruhu, C-11 na diazepinovém kruhu a C-2 u hydropyrrolového kruhu, u sibiromycinu

je dale v Sedém kruhu vyznacen pfipojeny aminocukr.

PBD jsou latky se slabym antibakteridlnim 0¢inkem, vyznamné jsou predevSim pro
své protinadorové u¢inky. Mechanismus G¢inku PBD spociva v kovalentni vazbé C-11 PBD (obr. 3) na
guanin v malém zlabku DNA (Kopka et al., 1994), brani tak nasednuti transkripénich faktord (Kotecha
et al., 2008).

Pro PBD, stejn¢ jako pro linkosamidy plati, ze latky s delSim bo¢nim alkylovym fetézcem na
jednotce APD maji vyssi biologickou aktivitu (Thurston et al., 1999). Aktivitu také zvysuje pritomnost
dvojnych vazeb na C-2 (Gregson et al., 2000). Protinadorova aktivita miize byt zvysena ¢i snizena za
pomoci substituentll pfipojenych na kruzich, naptiklad oxo-skupina v pozici C-11 aktivitu sniZuje
(Hurley et al., 1976), naopak cukerna jednotka v pozici C-7 aktivitu zvySuje (Thurston et al., 1999).
Dosazeni vyssi protinddorové aktivity 1ze u PBD docilit také spojenim dvou molekul do dimeru ptes

C-7/C-7 (Farmer et al., 1991), nebo pies C-8/C-8 (Hartley et al., 2004).

17



2.1.3 Hormaomycin

Hormaomycin je depsipeptid, ktery se skladd =z unikatnich stavebnich blokl
obsahujici aminokyseliny s cyklopropyl-, nitro- a chlor skupinami (obr. 4). Ve své struktuie ma pouze
jednu proteinogenni aminokyselinu - (S)-L-isoleucin (1), dale obsahuje dvé jednotky
(2S,3R)-3-methyl-L-fenylalaninu (2), dvé jednotky (1'R,2’R)-3-(2'nitrocyklopropyl)- L-alaninu (3),
jednu jednotku (R)-allo-L-threoninu (4), jednu jednotku APD (2S,4R)-4-(Z)-propenyl-L-prolinu (5) a
jednu 5-chloro-1-hydroxypyrollo-2-karboxylovou kyselinu (6), kterd ukoncuje bo¢ni fetézec. VSechny
¢asti jsou spojeny esterovou nebo amidovou vazbou. Poprvé byl izolovan ze Streptomyces griseoflavus

(Omura et al., 1984).

(]

Obr. 4: Chemicka struktura hormaomycinu, zluté vyznaeny je APD motiv, ¢isly jsou oznacené
jednotlivé casti molekuly: 1 = (S)-L-isoleucin, 2 = (25,3R)-3-methyl-L-fenylalanin, 3 = (1'R,2"R)-3-
(2'nitrocyklopropyl)-L-alanin, 4 = (R)-allo-L-threonin, 5 = (25,4R)-4-(Z)-propenyl-L-prolin,
6 = 5-chloro-1-hydroxypyrollo-2-karboxylova kyselina.

Hormaomycin je unikatni molekula, kterda ma antimikrobialni G¢inky, jedna se o uzkospektré
antibiotikum, které zastavuje rist bakterii z rodu Corynebacterium (Andres et al., 1990). Zaroven jde o
bakterialni hormon, ktery hraje roli v mezibunéc¢né signalizaci, indukuje morfologickou diferenciaci a
také spousti produkci specializovanych metabolitii u nékterych druhti streptomycet. Hormaomycin také
pusobi jako antimalarikum (Hofer et al., 2011). Jakym mechanismem pfesn¢ hormaomycin piisobi na

bakterialni buniky, doposud nebylo zjisténo.



2.1.4 Griselimycin

Griselimycin je cyklicky depsipeptid. Obsahuje celkem deset aminokyselin, v nasledujicim
poradi: N-methyl-L-valin (1), (R)-4-methyl-L-prolin (2), N-methyl-L-threonin (3), L-leucin (4),
(R)-4-methyl-L-prolin (5), L-leucin (6), N-methyl-L-valin (7), L-prolin (8), N-methyl-D-leucin (9),
L-glycin (10). N-methyl-L-threonin (3) a L-glycin (10) jsou vzajemné spojeny peptidovou vazbou.
Peptidovy fetézec je uzavien esterovou vazbou mezi C-koncem L-glycinu a bocnim fetézcem
N-methyl-L-threoninu, coz vede k uvolnéni 1. a 2. aminokyseliny ze fetézce, které tak tvofi bocni fetézec
molekuly griselimycinu (obr. 5). Dvé z uvedenych aminokyselin jsou vysledkem APD dréhy (2 a 5),

zbylych osm aminokyselin je proteinogennich (Terlain & Thomas, 1971).
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Obr. 5: Chemicka struktura griselimycinu, modfe vyznacené jsou APD stavebni bloky, ¢isly jsou
oznaCeny jednotlivé casti molekuly: 1 = N-methyl-L-valin, 2 = (R)-4-methyl-L-prolin,
3 = N-methyl-L-threonin, 4 = L-leucin, 5 = (R)-4-methyl-L-prolin, 6 = L-leucin, 7 = N-methyl-L-valin,
8 = L-prolin, 9 = N-methyl-D-leucin, 10 = L-glycin.

Griselimycin byl poprvé izolovan v roce 1960 ze Streptomyces DSM 40835 (Terlain & Thomas,
1971). Spolu s griselimycinem se produkuje i malé mnozstvi methylgriselimycinu, ktery se strukturou
odliSuje pouze v pfitomnosti methylové skupiny na 8. aminokyseliné (L-prolinu). V tomto pfipad¢ je

tato aminokyselina (4-methyl-L-prolin) také vysledkem APD drahy.
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Griselimycin vykazuje specifické antibiotické u€inky proti rodu Mycobacterium, u kterych se
vaze na svorkovy protein DnaN, ten poté neni schopen interagovat s DNA polymerasou, dochazi tedy
k inhibici replikace bakterialni DNA (Kling et al., 2015). Kviili chemické nestabilité a Spatnému pruniku
do bakterii se v praxi nepouziva, avSak modifikované molekuly griselimycinu se zdaji byt slibné
alternativy s vylepSenymi farmakokinetickymi vlastnostmi. Mezi modifikace vylepSujici vlastnosti
griselimycinu patfi napiiklad vyména L-prolinu za APD podjednotku ¢i pfipojeni jesté¢ delSiho

alkylového fetézce prave na L-prolinovou jednotku (Kling et al., 2015).

2.1.5 APD v dalsich aktinobakterialnich metabolitech

S vyuzitim dvou riznych bioinformatickych ptistupd byli recentné odhaleni doposud nepopsani
potencialni producenti novych APD latek a za¢ina byt zfejmé, Zze APD motiv neni v pfirod¢ tak vzacny,
jak se predpokladalo. Konkrétné se jednalo o sestaveni sekvencné-podobnostni sit€ jednoho proteinu
z linkomycinové APD drahy (protein Apd6) v kombinaci s BLASTP analyzou (Steiningerova et al.,
2020). Na zaklad¢ téchto analyz byly identifikovany genomy nesouci dosud necharakterizované BGS,
které potencialné koduji biosyntézu metabolitd obsahujicich APD jednotku. Lze tedy ptredpokladat, ze

v blizké budoucnosti budou odhaleny nové, potencialné zajimavé bioaktivni latky nesouci APD motiv.

2.1.6 APD motiv mimo Actinobacteria

APD motiv byl doposud nalezen také u nékterych metabolit produkovanych houbami a
sinicemi (obr. 6). Na rozdil od aktinobakteridlnich APD metabolitii obsahuji ve své struktuie vyhradné
APD motiv s 1C bo¢nim fetézcem na C-4, mluvime tedy o methylprolinovych derivatech (Gademan et
al., 2008). S aktinobakterialni APD drahou (vedouci k APD u intervencinu s 1C bo¢nim fetézcem) maji
spole¢nou pouze vychozi molekulu, kterou je L-leucin, jinak je biosyntéza z pohledu biosyntetickych
enzymi zcela odlisna. Produktem hub s inkorporovanym APD motivem jsou naptiklad echinokandiny
(obr. 6A; Nyfeler & Keller-Schierlein, 1974), u sinic to je naptiklad spumigin A (obr. 6B; Fujii et al.,
1997).
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Obr. 6: Chemicka struktura A - echinokandinu B, B - spumiginu A jako zastupcti metabolickych

produktt hub a sinic obsahujici APD motiv (zvyraznéno v modrém kruhu).

2.2 Znaky BGS pro biosyntézu metabolitii s APD motivem

u aktinobakterii

Pro metabolity s komplexni strukturou, tedy i pro metabolity obsahujici APD, obecné plati, Ze
geny kodujici enzymy a pomocné proteiny urcité biosyntetické drahy se nachazi v genovych shlucich,
aby mohly byt transkribovany spolecné. Tyto shluky obsahuji mensi ¢asti nazyvané podshluky, kazdy
podshluk koéduje enzymy pro biosyntézu jednotlivého stavebniho bloku/prekursoru, napi. APD
podshluk kédujici biosyntézu prekursoru APD. Podshluky jsou evolu¢né nezavislé jednotky, které byly

v evoluci predavany mezi bakteriemi za pomoci horizontalniho pfenosu genti (Fischbach et al., 2008).

Je ziejmé, Ze béhem evoluce dochédzelo ke zméndm v samotném APD podshluku, kdy mohlo
dojit ke ztratam ¢i zisk@m urcitych oblasti a vysledkem jsou drahy s mensim ¢i vétSim poctem enzymii.
Z tohoto divodu mame tak Siroké spektrum specializovanych metaboliti s inkorporovanym APD
s riznymi modifikacemi (shrnuto v Janata et al., 2018). Riznorody je také kontext inkorporace APD
prekursoru do finalnitho metabolitu, zatimco u PBD, hormaomycinu a griselimycinu se uplatiiuje
neribozomalni peptidovou synthetasou (NRPS)-fizena kondenzace (Hu et al., 2007; Hofer et al., 2011;
Lukat et al., 2017; Tesmar et al., 2017), u linkomycinu je zapojen neobvykly kondenzac¢ni systém
zaloZeny na NRPS- a mykothiol/ergothionen-zavislych elementech (Zhao et al., 2015). Zpusob, jakym

je APD podjednotka do finalniho metabolitu inkorporovana a ptipadné i dale modifikovana (Kamenik
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et al., 2016; shrnuto v Gerratana, 2012) odrazi i konkrétni genové slozeni BGS kazdého jednotlivého

producenta.

2.2.1 BGS producenta linkomycinu se zaméirenim na apd geny

BGS kodujici biosyntézu specializovaného metabolitu obsahujici APD motiv byl poprvé popsan
u producenta linkomycinu (Peschke et al., 1995). BGS producenta linkomycinu nese biosyntetické geny
oznacované jako Imb. Tyto geny koduji enzymy biosyntetické drahy vedouci k aminocukernému
prekursoru, dale enzymy zajist'ujici biosyntézu prekursoru aminokyselinové ¢asti, enzymy zajistujici
kondenzaci obou prekursort véetné jejich nasledné modifikace a dale také proteiny zajist'ujici regulaci

a proteiny udé€lujici rezistenci (obr. 7; Kobérska et al., 2008).

Z hlediska této prace se text dale zamétuje pouze na Sestici gend kodujicich biosyntézu
aminokyselinového prekursoru linkomycinu - 4-propyl-L-prolinu (PPL; obr. 7; Kobérska et al., 2008).
Podle ptedpokladaného potadi jejich enzymovych produktii v biosyntetické draze (biosyntetickou
drédhou se zabyva kapitola 2.3.2.1.) nesou obecnéjsi oznaceni apd! - apd6 (tab. 1 - zahrnuta v kapitole
2.2.2). Analogicky jsou pojmenovany i jejich proteinové produkty, tedy Apdl - Apd6 (shrnuto v Janata
et al., 2018).

rA 4 21 C DE FGIHJKLMNZPOSRQ TV 3rB56U rC
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C{) Geny rezistence a regulace

m) Apd geny kodujici biosyntézu APD prekurzoru: apd1~imb2; apd2~ImbB1; apd3 ~imbW: apdd ~ImbA; apd5 ~ ImbX; apd6 ~ImbY
:’ Geny kodujici kondenzaéni a postkondenzaéni reakce

Cf) Geny kodujici biosyntézu aminocukerného prekurzoru

O Gen pro prenase&ovy protein (CP), ktery je souéasti sekvence ImbN

Obr. 7: BGS producenta linkomycinu - Streptomyces lincolnensis, modie oznaceny jsou apd geny (apdl

- apd6, ptevzato a upraveno z Steiningerova, 2020a)

2.2.2 Apd geny v BGS producentii intervencinu, PBD,

hormaomycinu a griselimycinu

Obecna terminologie ,,apd gen/y* byla zavedena i u BGS producentl intervencinu, PBD,
hormaomycinu a griselimycinu (shrnuto v Janata et al., 2018; Guzman et al., v pfiprave), nebot’

homology jednoho az Sesti zminénych linkomycinovych apd geni byly nalezeny i u producentd téchto
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metabolith (obr. 8 a tab. 1) (Hu et al., 2007; Li et al., 2009a; Li et al., 2009b; Guzman et al., v pfiprave;
Najmanova et al., 2014; Hofer et al., 2011; Lukat et al., 2017)
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Obr. 8: BGS: A = producenta intervencinu , B = PBD, C = hormaomycinu a D = griselimycinu, modie
vyznacené jsou apd geny, jednotliva ¢isla odpovidaji danému apd genu (tedy 1 = apdl), u griselimycinu
a intervencinu jsou zelené vyznacené apd nehomologni geny - griE, griF, ivbl a ivb2, (ptevzato z

Steiningerova, 2020a).

Tab. 1: Apd geny kodujici biosyntézu APD motivu u producentll linkomycinu, jednotlivych PBD,
hormaomycinu, griselimycinu a intervencinu a jejich konkrétni nazvy, modfe vyznaCené jsou
specializované metabolity, v jejichz biosyntetickém genovém shluku se nachazi pouze jeden apd (apd6)

a dale dva apd nehomologni geny.

Jednotné oznaceni
genu

Linkomycin ImbB2 | ImbB1 | ImbW | ImbA | ImbX | ImbY - -
Anthramycin (PBD) orfl3 | orfl2 | orf5 | orf6 | orfl5 | orfl4 - -
Porothramycin (PBD) | pori4 | porl3 |porl0|porll |porl6| porl5 - -
Sibiromycin (PBD) sibU | sibV | sibZ | sibY | sibS | sibT - -

apdl | apd? | apd3 | apd4 | apd5 | apd6 - -

Tomaymycin (PBD) toml | tomH - tomL | tomK | tomJ - -
Limazepin (PBD) limll | liml0 - liml4 | liml3 | limi2 - -
Hormaomycin hrmE | hrmF | hrmC | hrmG | - hrmD - -
Griselimycin = = = = - gri grik griF
Intervencin = = - - - ivh3 ivb1 ivh2
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2.3 Biosyntéza aktinobakterialnich APD prekursori

Pro vSechny dosud popsané aktinobakteridlni APD prekursory plati, ze jejich biosyntéza zacina
z L-tyrosinu (Hurley et al., 1975; Hurley et al., 1979; Witz et al., 1971), nebo z L-leucinu (Guzman et
al., v pfiprave; Lukat et al., 2017), nikoli z L-prolinu, jak by se na prvni pohled mohlo zdat ze
struktury vysledné molekuly. Pravé na zdklad¢ vychozi molekuly biosyntetické drahy u aktinobakterii
rozliSujeme dvé biosyntetické drdhy - alkylprolinovou drédhu (APD draha), ktera vychéazi vzdy
z L-tyrosinu a jejim vysledkem jsou APD prekursory, které maji na C-4 pfipojeny boc¢ni fetézec dlouhy
2C nebo 3C. Tuto drahu mizeme nalézt u producentii linkomycinu, anthramycinu, porothramycinu,
sibiromycinu, tomaymycinu a hormaomycinu, BGS vSech téchto producentd obsahuje 5-6 homologt
apd genu (shrnuto v Janata et al., 2018). Druhou drahou je methylprolinova draha (MPL draha), ta
vychazi z L-leucinu a vysledkem je vzdy APD prekursor s 1C bo¢nim fetézcem. MPL draha se nachazi
u producentd griselimycinu (Lukat et al., 2017) a intervencinu (Guzman et al., v pfipravé). BGS téchto

producentil obsahuje pouze jeden apd homolog, konkrétné apd6, a dale pak dva apd nehomologni geny.

2.3.1 MPL draha vychazejici z L-leucinu

MPL draha griselimycinu i intervencinu zahrnuje pouze tii enzymatické kroky (obr. 9).
U griselimycinu byla draha navrzena na zakladé inaktiva¢nich experimentt jednotlivych enzymu.
Funkce vSech tfi enzyma byly nasledné prokazany in vitro a poté i in vivo (Lukat et al., 2017).
Methylprolinova draha griselimycinu za¢ind hydroxylaci L-leucinu na (2S,4R)-5-hydroxyleucin za
pomoci enzymu GriE patiici do 2-oxoglutarat-Fe!” oxygenasové rodiny. Produkt GriE je nasledné
pfeménén za pomoci Zn-zavislé dehydrogenasy GriF na (25,4R)-4-methylglutamat-5-semialdehyd, tato
latka ale neni termodynamicky stabilni a podléha samovolné cyklizaci na (2S,4R)-methyl-A'-pyrrolin-
5-karboxylovou kyselinu. Tretim a zaroven poslednim enzymatickym krokem je redukce pomoci apd6
homologu GriH na (25,4R)-4-methyl-L-prolin, tedy finalni produkt celé drahy. Pro tuto redukci je nutna
pritomnost kofaktoru Fiy0 a H> (Lukat et al., 2017).

Pro vSechny tii enzymy MPL drahy u intervencinu plati, Ze zatim u zadného z nich nebyla piimo
prokazana jeho aktivita biochemicky, byly pouze provedeny sekvenéni srovnani s enzymy z MPL drahy
griselimycinu. Prvni enzym MPL drahy u intervencinu se nazyva Ivbl a s GriE sdili na 48 % sekvenéni
identitu pii pokryti 99 %, druhy enzym - Ivb2 je homologni s GriF na 57 % p#i pokryti 98 % a posledni
enzym - Ivb3, s GriH sdili na 45 % sekven¢ni identitu pii pokryti 97 %. Tato vysoka sekvenéni

homologie u vSech tii part enzymil naznacuje, Ze se jedna o enzymy se stejnou funkci a MPL drahy u
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intervencinu i griselimycinu jsou velice podobné, obsahuji analogické kroky a enzymatické reakce

(Guzman et al., v priprave).

E
H HOOC,

O ne- “,
GriE/lvb1 GnFmrhz enzymaticky "Q\
H:N OOH ; : OOH OOH :

HzN HzO
10
L-leucin us.lm 5. NAD®  NADH+H* . FueM;

alfa-keto- hydroxyleucin
glutarat subcinkt Dl Apdé

Fuz
HOOC
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L

1

Obr. 9: MPL dréha vedouci k biosyntéze 1C APD prekursoru griselimycinu a intervencinu, ktera
vychazi z L-leucinu a zahrnuje celkem tfi enzymatické a jeden ne-enzymaticky krok (pfevzato z

Steiningerova, 2020a).

2.3.2 APD draha vychazejici z L-tyrosinu

APD draha, ktera zacina L-tyrosinem je kédovana 5-6 apd homolognimi geny. VSech Sest Apd
proteind se ucastni biosyntézy APD prekursoru linkomycinu (Peschke et al., 1995), anthramycinu (Hu
et al., 2007), porothramycinu (Najmanova et al, 2014) a sibiromycinu (Li et al., 2009b). U tomaymycinu
a limazepinu drahu tvori pét Apd proteinti, v BGS chybi apd3 (Hu et al., 2007; Li et al., 2009a; Li et al.,
2009b). U hormaomycinu se drahy neucastni ApdS (Hofer et al., 2011).

Poprvé byla APD draha popsana u producenta linkomycinu (Peschke et al., 1995), recentné byla
draha revidovana dle nejnovéjsich poznatkil (Jiraskova et al., 2016; obr. 10). Prvnim krokem APD drahy
je  hydroxylace  L-tyrosinu na  L-3,4-dihydroxyfenylalanin = (L-DOPA) za  pomoci
L-tyrosin-3-hydroxylasy (= Apd1), ktera obsahuje hem b jako prostetickou skupinu (Connor et al., 2011;
Neusser et al., 1998; Novotna et al., 2013).

Ve druhém kroku se uplatiuje L-DOPA-2,3-dioxygenasa (= Apd2) patfici do rodiny
jednodoménovych extradiolovych dioxygenas typu I, ktera katalyzuje pfeménu molekuly L-DOPA na
2-oxokarboxylovou kyselinu (latka 1). Konkrétné Apd2 $tépi na molekule L-DOPA extradiol (Colabroy
et al., 2008; Connor et al., 2011; Neusser et al., 1998; Saha et al., 2015), poté dochazi k vlastni cyklizaci
produktu, vysledkem je heterocyklicka latka 2 (Novotna et al., 2004).
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Obr. 10: Biosynteticka draha prekursoru APD linkomycinu, PBD a hormaomycinu vychazejici
z L-tyrosinu, ¢erné Sipky oznacuji prokazané kroky a modré Sipky hypotetické kroky (pfevzato a

upraveno z Steiningerova, 2020a).
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Poradi dalSich dvou enzymt a jejich reakci je stale pfedmétem védeckych diskusi (Kamenik et
al., 2018; Zhong et al., 2018), konkrétn¢ se jedna o C-methylaci katalyzovanou SAM-zavislou
methyltransferasu (SAM-MT = Apd3) a reakci katalyzovanou neobvyklym enzymem Apd4. Funkce
Apd3 zbiosyntézy APD prekursoru linkomycinu (protein LmbW) jako C-methyltransferasy byla
prokédzana experimentalné in vitro, kdy v pfitomnosti SAM byla latka 2 pfeménéna na latku 3, jejiz
identita byla prokédzana identifikaci jeji pfesné hmoty (Jiraskova et al., 2016). Nicmén¢ Zhong a kol.
zaroven prokazali neobvyklou hydrolasovou aktivitu Apd4 z biosyntézy anthramycinu (protein Orf6),
ktery $tépi C-C vazbu (Zhong et al., 2017), v in vitro reakci, kde byla jako substrat pouzita taktéz latka
2 - taje ale v revidovaném schématu dle Jiraskova et al. navrzena jako pfirozeny substrat Apd3, pripadné

substrat Apd4, ale pouze v ptipad€, ma-li vysledny APD prekursor 2C v bo¢nim fetézci.

Doposud byly funkéné€ -charakterizovany dva homologni proteiny k LmbW. Prvnim
charakterizovanym homologem je MrsA z biosyntézy rostlinného toxinu 3-methyl-argininu, s LmbW
ma na 26 % shodnou sekvenci pii pokryti 80 % (Braun et al., 2010). Druhym homologem je Mpp]
ucastnici se biosyntézy antibiotik manopeptinomycinti, vykazuje 27% sekvencni homologii s LmbW pii
pokryti 84 % (Huang et al., 2009). Substraty obou homologl - 5-guanidino-2-oxo-pentanova kyselina
(MrsA) a fenylpyruvat (MppJ) nesou podobné strukturni charakteristiky v misté methylace (obr. 11)
jako latka 2, predpokladany piirozeny substrat LmbW, coz nepfimo podporuje hypotézu, Ze methylaéni

krok ptedchazi kroku $tépicimu C-C vazbu.
\
4 \>—\ P Mpp) z\’/ \:\: & .
e —_—
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MrsA HoN NH ﬂ OH
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5-guanidino-2-oxo-pentanova kyselina 5-guanidino-3-methyl-2-oxo-pentanova kyselina

Obr. 11: Reakce katalyzované proteiny MpplJ a MrsA. Modie podbarvena jsou mista, kde dochazi
k methylaci (pfevzato a upraveno z Braun et al., 2010; Huang et al. 2009)

Dalsi podplrny dikaz tvrzeni, Ze methylace pfedchazi $tépeni C-C vazby, lze nalézt
v homolognim modelu LmbW (obr. 12), zaloZeném na znamé struktufe MppJ (Zou et al., 2014;
Kamenik et al., 2018). Z modelu je zcela evidentni vysoka podobnost obou proteintl, zejména v okoli
aktivniho mista. Konkrétné aktivni mista obou proteint obsahuji konzervované aminokyselinové zbytky
- H243, H295, D/E244, které jsou dilezité pfi vazb& nehemového Fe”, ktery spolu s R127 fixuje a-oxo-
karboxylovych ¢asti substrat obou proteinii. V modelu LmbW byl navic jest€ identifikovan R331, ktery
se bude pravdépodobné tcastnit fixace druhé karboxylové skupiny substratu 2 (Kamenik et al., 2018).
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Obr. 12: I. = krystalova struktura MppJ s navdzanym substratem (Ppy = fenylpyruvat) a kofaktorem

(SAM) - zlute, prekryvny model s LmbW (rGizove) a jeho substratem (bile), II. = homologni model mista
vazajiciho substrat LmbW, III. = znazornéni aktivniho mista MppJ, IV. = znazornéni aktivniho mista

LmbW, tmaveé modie - konzervované aminokyselinové zbytky (pfevzato a upraveno z Kamenik et al.,
2018).

LmbA (Apd4 zbiosyntézy APD prekursoru linkomycinu) spolu se vSemi ostatnimi Apd4
homology je sekven¢né podobny y-glutamyltranspeptidasam, ty patii do vétsi skupiny N-terminalnich
nukleofilnich hydrolas, pro které je typicka jejich autoproteolyticka aktivace, kdy dochazi k uvolnéni
katalytického zbytku na jeho N-konci. Tato odsSté€pena Cast se dale chova jako nukleofil a hydrolyzuje
amidovou vazbu na substratu (shrnuto v Castellano & Merlino, 2012). Mechanismus neobvyklé
f-eliminacni reakce, ktery Zhong pro Apd4 navrhuje, byl v korespondenci zpochybnén, nebot
dostate¢né nevysvétloval posun elektront v sp? valenéni vrstvé C-atomu (posun pfi klasické S-eliminaci
nastava v sp’ valen¢ni vrstvé) a zaroveni byl navrzen novy mechanismus, ktery tento posun vysvétluje a
je aplikovatelny na latku 3, tedy pivodné navrzeny substrat Apd4 proteini v biosyntéze APD s 3C

v bo¢nim fetézci (Kamenik et al., 2018).

Presto, ze vySe uvedené nepiimé dikazy podporuji hypotézu, Ze latka 2 je spiSe pfirozenym

substratem Apd3 nez Apd4, a tedy reakce katalyzovana Apd3 tak predchazi st€peni katalyzované Apd4,
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diskuze o potadi téchto biosyntetickych krokd stile nemutze byt bez piimého dikazu uzaviena.
Spolehlivym zptisobem identifikace pfirozeného substratu tak zstava krystalograficka analyza jednoho
¢i obou proteind, ktera by odhalila pfesnou vazbu substratu v aktivnim misté proteinu. Polozenim
zakladu, ktery povede k objasnéni struktury jednoho z proteinti - Apd3 proteinu LmbW, se zabyva prvni

cast této prace, methyltransferasami obecné se proto dale detailnéji zabyva kapitola 3.

Predpoklada se, Ze patou reakci je posun dvojnych vazeb do konjugace umoziiujici poslednimu
enzymu drahy jejich redukci. Tato reakce je pravdépodobné katalyzovana homolognimi enzymy Apd5,
které jsou sekvenéné podobné isomerasam z rodiny PhzC-PhzF. Existuje zatim pouze jeden funkéné
charakterizovany protein ztéto rodiny - jednd se o isomerasu PhzF z Pseudomonas fluorescens
(Blankenfeldt et al., 2004). Isomerasova aktivita Apd5 proteind je dale podporovana produkénim
profilem mutantniho kmene Streptomyces lincolnensis AlmbX, ktery jako majoritni produkt produkuje
dehydrolinkomycin A (obr. 13), tedy metabolit inkorporujici APD prekursor s jednou dvojnou vazbou
uprostied boc¢niho alkylového fetézce (chybéjici isomeracni reakce umozni v nasledujicim kroku
redukci pouze endocyklické dvojné vazby substratu) - analogicky je tomu i u hormaomycinu, biosyntéza
APD prekursoru hormaomycinu totiz také nezahrnuje isomerac¢ni krok, homolog apd5 v BGS
producenta hormaomycinu chybi (Hofer et al., 2011) Enzymova aktivita zddného Apd5 homologu

nebyla doposud prokazana biochemicky.

/ ";A"-.ﬁll Obr. 13: Chemickd struktura dehydrolinkomycinu A
fca p

(majoritniho produktu mutantniho kmene S. [lincolnensis

i AlmbX), v oranzovém krouzku je zvyraznéna APD podjednotka,
. /:\“NH - od linkomycinu se li§i pfitomnosti dvojné vazby uprostied
" 3 S[ " bocniho alkylového tetézce APD podjednotky vychazejiciho
HO.,
z C-4.
CH,
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Posledni, tedy Sesty krok APD drahy je katalyzovan FixH:-zavislymi oxidoreduktasami,
oznaCovanymi jako Apd6 a produkty téchto reakci jsou zarovei finalnimi produkty celé konkrétni APD
drahy (Peschke et al., 1995; shrnuto v Janata et al., 2018). Funkce Apd6 byla prokézana experimentalné
pomoci kultivace Streptomyces lincolnensis UC8292, u tohoto kmene byla pferuSena syntéza kofaktoru
F420, nasledné byl z média vyizolovan meziprodukt 5a (Kuo et al., 1992), tedy substrat LmbY (Apd6
z biosyntézy linkomycinu). Dal$im dikazem funkce LmbY je hromadéni meziproduktu Sa

v kultivaénim médiu u mutantniho kmene Streptomyces lincolnensis s deleci genu ImbY (Jiraskova et
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al., 2016). Jednoznaénym dikazem funkce Apd6 proteintl, véetné zavislosti na kofaktoru Fiy, bylo

jejich nedavné testovani oxidoredukeni aktivity in vitro (Steiningerova, 2020a).

Zajimavé u Apd6 homologt je jejich rozdilna reakéni specifita (obr. 14), kdy mtzeme dle tohoto
»Hkritéria® zjednodusené rozdélit Apd6é do dvou skupin. Substraty obou skupin vypadaji analogicky a
dilezitd u nich je pfitomnost dvou dvojnych vazeb v konjugaci. Prvni skupina Apd6, reprezentovana
prozatim jedinym zdstupcem - LmbY (linkomycin), je schopna redukovat ob€ dvojné vazby, vysledkem
je tedy pln€ saturovany produkt. Druhd skupina Apd6, kam mutzeme zatadit napiiklad Porl5
(porothramycin), je schopna redukovat pouze jednu dvojnou vazbu a vysledkem je tedy mono-
nenasyceny produkt. Pro uplnost, byl popsan i protein (GriH, Apd6 z biosyntézy griselimycinu),
katalyzujici redukci obéma sméry - vysledkem je pak smés nasyceného a mono-nenasyceného produktu
(Steiningerova et al., 2020). Objasnéni molekuldrniho zékladu neobvyklé rozdilné reakcni specifity
Apd6 homolognich proteint je druhou ¢asti této prace, proto se rodiné proteinti, kam se Apdé6 tadi, a

také neobvyklému kofaktoru Fizo obecné vénuje kapitola 4.

Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny Linkomycin A

Obr. 14: Rozdilna reakéni specifita biochemicky testovanych Apd6é homologl - Porl5, SibT, Lim12
(Apd6 z biosyntézy APD podjednotky PBD - porothramycinu, sibiromycinu a limazepinu) a LmbY
(Apd6 z biosyntézy prekursoru APD podjednotky linkomycinu) maji totozny substrat, ov§em vysledny
produkt se 1i$i v nasycenosti vazeb bo¢niho alkylového fetézce APD podjednotky - zvyraznéno Cervené

(pfevzato a upraveno z Steiningerova et al., 2020).

30



3. Methyltransferasy

Methyltransferasy (MT) tvori velkou rodinu enzymu vyskytujici se u vSech tif domén zivych
organismil. Mohou pieménovat rtizné substraty, napiiklad proteiny (Ambler & Rees, 1959), DNA
(Holliday & Pugh, 1975) ¢i RNA (Reid et al., 1999). Hraji dtlezitou roli v mnoha biologickych
procesech v buiikach, hlavné co se tyka udrzovani homeostaze. MT jsou také dulezité pti bunécné
signalizaci Ci v biosyntéze mnoha riznych centralnich i specializovanych metabolitl (shrnuto

v Liscombe et al., 2012).

Nejvetsi a nejvyznamnéjsi skupinu MT tvoii SAM-MT, které vyuzivaji SAM, v buiice bézné
dostupnou molekulu, jako donor methylové skupiny v enzymatické reakci, kterou katalyzuji (shrnuto ve

Struck et al., 2012).

3.1 SAM-zavislé methyltransferasy - Apd3

SAM-MT maji velkou variabilitu struktur i funkci, mohou dokonce prenaset i jiné skupiny nez
methyl a tedy jako kofaktor pouZzivat i rizné analogy SAM (shrnuto ve Struck et al., 2012). SAM-MT
mohou byt rozdéleny do mensich skupin podle jejich substratové specifity (malé molekuly, lipidy,
proteiny, nukleové kyseliny atd.), nebo podle toho, na jaky atom substratu pripojuji donorovou skupinu
(shrnuto v Martin & McMillan, 2002). Methylace za pomoci SAM probihd na nukleofilnich atomech

substratu, tedy naptiklad na dusiku, kysliku, uhliku, sife nebo selenu.

Jeden z hlavnich mechanismti reakei katalyzovanych SAM-MT je tzv. methylace S,2 typu (obr.
15), methyl na molekule SAM je pfipojen k atomu siry, ta je kladné nabita a proto mize dojit
k elektrofilnimu ataku dvojné vazby na substratu a snadnému odstépeni a pfenosu tohoto methylu na
substrat. Pfi odstépeni methylové skupiny ze SAM vznika S-adenosyl-L-homocystein (SAH) (shrnuto v
O'Hagan & Schmidberger, 2010). Pravé methylace S,2 typu se predpoklada u reakci katalyzovanych
Apd3 proteiny (Kamenik et al., 2018).
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Obr. 15: A - Schématické zobrazeni methylace typu S.2 u SAM-MT, kdy dochézi k pfeneseni methylu
z molekuly SAM na substrat, ktery zaroven pfijde o jeden vodik. B - Chemické struktury S-adenosyl-
L-methioninu (SAM) s vyznacenym methylem (donor) a S-adenosylu-L-homocysteinu (SAH; pfevzato

a upraveno ze Sun et al., 2021).

Apd3 homologni proteiny se na zakladé predpokladanych strukturnich znakd fadi mezi SAM-
MT L tfidy (dle néstroje BLAST). Pfi porovnéni primarnich sekvenci zastupcit MT ttidy 1. se mtze zdat,
Ze se jedna o Uplné jiné enzymy a nevykazuji témet zadnou sekvencni homologii, ovSem pfi porovnani
3D struktur jsou si velice podobné. 3D struktura MT tfidy I. je evolu¢né€ konzervovana pro vazbu SAM
a také pro stejny mechanismus katalyzy (shrnuto v Martin & McMillan, 2002). Konkrétné pro tuto tfidu
je typicky motiv Rossmanova foldu (obr. 16) - jedna se o sedm S-listi a sedm a-helix1, které dohromady
tvoii dvojité vinuty otevieny afa sendvic. Pro vazbu kofaktoru SAM je diilezity na glycin bohaty motiv
na prvnim S-listu - GxG nebo GxGxG a déle konzervované kyselé aminokyselinové zbytky na konci
druhého f-listu. N-konec Rossmanova foldu je flexibilni a rozeznava substrat (shrnuto v Struck et al.,

2012).
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Obr. 16: A - 3D model jadrovych domén tiidy I. MT, B - topologicky diagram jadrovych domén tfidy
I. MT - motiv Rossmanova foldu se sedmi f-listy a sedmi a-helixy, vyobrazeny jsou také N a C-konce

motivu a misto vazby kofaktoru SAM (ptevzato a upraveno ze Sun et al., 2021).

3.1.1 SAM-MT - vyutziti v biotechnologiich

Vyznam SAM-MT v biotechnologickém pramyslu tkvi hlavné v biokatalyze, syntetické
biologii a také ve zna¢eni molekul za pomoci methylové skupiny (shrnuto v Struck et al., 2012). Jednim
z hlavnich divodi, pro¢ se o SAM-MT, ale i obecné o0 MT zajimame v ramci biokatalyzy, je zména
fyziochemickych i biologickych vlastnosti biologicky aktivnich molekul pfi pfidani methylové skupiny
do jejich struktury (shrnuto v Barreiro et al., 2011). ZlepSeni vlastnosti a zvyseni biologické aktivity
urcitych molekul se nejvice vyuziva pti vyvoji novych 1éCiv. Mezi vylepSené vlastnosti biologicky
aktivnich molekul po jejich methylaci patii naptiklad zvyseni jejich rozpustnosti v tucich (lipofilicita) a
s tim souvisejici snazsi ptechod pies biologické membrany do bun€k, diky ¢emuz se zvysi i jejich
dostupnost v organismu (shrnuto v Schonherr & Cernak, 2013). Dalsi zlepSeni vlastnosti se tyka veétsi

ochrany pted degradaci bunéénymi enzymy (shrnuto v Struck et al., 2012).

Methylace vyuzivajici enzymy (biologicka / enzymaticka methylace) ma na rozdil od chemické
(neenzymatické) methylace mnoho vyhod - pro chemickou methylaci se pouziva methyljodid (CHsI) a
pro pienos methylové skupiny na substrat jsou vyzadované extrémni podminky, cely proces je také
pomérné neekologicky a vytézky jsou nizké, u reakce navic chybi stereo- i regioselektivita (shrnuto
v Struck et al., 2012). Regio- a stereoselektivita methylacnich reakei je dulezita, protoze u nekterych
latek mohou byt urcité isoformy toxicke, za pomoci nové objevenych SAM-MT mtizeme danou latku

biosyntetizovat ve vétsim mnozstvi i Cistot¢ a bez nechténych isoforem (shrnuto v Zhang et al., 2021).

Neékteré SAM-MT maji pomérné Sirokou reakéni specifitu a mohou methylovat i molekuly,
které nejsou jejich ptirozenym substratem, dale mohou také pienaset rizné alkylové skupiny, které jsou

navazané na synteticky pripravené analogy SAM, naptiklad SAM-MT CouO (z biosyntézy
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coumermycinu Al) a NovO (z biosyntézy novobiocinu) jsou schopné pfenaset allylové, propargylové
a benzylové skupiny (shrnuto v Barreiro et al., 2011). SAM-MT mohou byt také vyuzity v metabolickém
inzenyrstvi, kdy za pomoci methylace centralnich ¢i specializovanych metaboliti mohou vznikat uplné

noveé produkty (shrnuto v Struck et al., 2012).

LmbW (SAM-MT z biosyntézy APD jednotky linkomycinu) se zd4 byt z pohledu biokatalyzy
vhodnym kandidatem pro budouci pouziti v biotechnologickém primyslu, nebot’ se jedna o enzym se
Sirokou substratovou specifitou (Kamenik et al., 2018; Zhong et al., 2018), ktery je navic schopen

prenaset i delsi alkylové fetézce, neZ jen methyl (nepublikovana data).

4. Kofaktor F, ve specializovaném metabolismu

aktinobakterii

4.1 Deazaflavinovy kofaktor F4»

F420 spolu s Fy patii mezi tzv. deazaflavinové kofaktory, které maji velice podobnou strukturu
jako flavinové kofaktory - flavinadenindinukleotid (FAD) nebo flavinmononukleotid (FMN). FMN a
FAD se nachazi u vSech tii domén zivota a jejich spole¢nym prekursorem je riboflavin (vitamin B2; obr.
17A; shrnuto v Greening et al., 2016). Zakladem jejich chemické struktury je isoalloxazinovy kruh se
dvéma methyly jako substituenty v pozici C-7 a C-8, redoxné aktivni misto kruhu se nachazi v pozici
N-5. Deazaflavinové kofaktory obsahuji isoalloxazinovy kruh, ktery ma ale misto N-5 (jak tomu je u
flavintt) uhlik, dale jim chybi methyly v pozici C-7 a C-8, v pozici C-7 neni Zadny substituent a v pozici
C-8 se nachazi hydroxylova skupina (obr. 17B a 17C). Fy je 7,8-didemethyl-8-hydroxy-5-
deazariboflavin a Fay je po chemické strance laktyloligoglutamatfosfodiesterovy derivat Fo. Pocet
navazanych glutamatovych zbytkli u Fa je druhové specificky, u methanogennich Archaea bez
cytochromtli se nachdzi 2-3 glutamatové zbytky (Gorris & Drift, 1994), u methanogennich Archaea
majici cytochromy to je 4-5 (Gorris & Drift, 1994) a nejvice se jich nachazi u mykobakterii a to 5-7
(Bair et al., 2001).
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Obr 17: Porovnani chemlckych struktur: A - riboflavinu jako reprezentace flavinovych kofaktort (s
modrfe vyznacenymi C-7 a C-8 a ¢ervené vyznacenym redoxnim mistem - N-5), B - kofaktoru Foa C -
kofaktoru F4o (u kterych je modie vyznacen C-5 = redoxni misto, C-8), zdvorka ohranicuje glutamatovy

zbytek - n = 2-7 (ptevzato a upraveno z Greening et al., 2016).

Na rozdil od Fo, ktery je spiSe povazovan za chromofor nez kofaktor a jeho distribuce neni
taxonomicky omezena, Fao je kofaktor, ktery plni mnoho funkci a zaroven je taxonomicky znacné
omezen (shrnuto v Greening et al., 2016). Objeven byl nejprve u methanogennich Archaea (Cheeseman
et al., 1972), pozdgji se jeho pritomnost prokazala i u dalsich skupin taxonu Euryarcheota, naptiklad u
siran redukujicich Archaea (Stetter et al., 1987), nebo u halofilnich Archaea (Lin & White, 1986). Fa
se také nachazi v doméné Bacteria, konkrétné ve skupiné Actinobacteria (Daniels et al., 1985) a
pomérné nedavno byl tento kofaktor objeven také u zastupcl skupin Chloroflexi, Proteobacteria a
Firmicutes (Ney et al., 2017) a to na zaklad¢ detekce gent, které koduji jeho biosyntézu. Faxo hraje roli
v pfemenach exogennich substratii nebo endogennich metabolit mykobakterii a streptomycet - u téchto

dvou skupin se také ucastni detoxifikacnich procest (Taylor et al., 2010; shrnuto v Greening et al.,

2016).

Mechanismus redukce substratu (konkrétné substratu Porl5/Lim12/SibT/HrmD/GriH)
kofaktorem FaixH» (redukovana forma) je zalozen na prvotnim pfenosu hydridového iontu na uhlik
C-5, ktery je diky pritomnosti dvojné vazby s dusikem (imin) parcialné kladné nabity a umoziuje tak
tento nukleofilni atak (obr. 18). Pfipojenim hydridového iontu na C-5 dojde k posunu dvojné vazby na
atom dusiku, ktery tim ziska zaporny naboj a stava se silnym nukleofilem (a bazi), jez nasledné ptijima
z bezprostiedniho okoli proton (druhy nukleofilni atak) a redukce dvojné vazby iminu je timto
dokonéena. Podminkou pro pfenos je dostate¢na blizkost kofaktoru a substratu v aktivnim misté enzymu

(Grinter & Greening, 2021).
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Por15/Lim12/
SibTHrmD/GriH

Obr. 18: Mechanismus hydridového pfenosu u Apd6 redukujicich jednu dvojnou vazbu (endocyklickou)
substratu - Porl5, Lim12, SibT, HrmD, donorem dvou vodikd je kofaktor FioH, a akceptorem je
substrat Apd6, cervenymi Cisly (1-3) je vyznacen smér jednotlivych krokt reakce, v Cerveném kruhu je
molekula zprosttedkovavajici nukleofilni atak (nejprve H', v dal§im kroku N°), v ¢erveném obdélniku je
vyznaceno misto redukce, v Sedém kruhu je detailn€ vyobrazena struktura kofaktoru v redukovaném
(Fa20H2) a v oxidovaném stavu (Fa0), v modrém obdélniku je vyznaceno umisténi obou piendsenych

vodiki u Fa0H: (pfevzato a upraveno z Steiningerova et al., 2020; Grinter & Greening, 2021).

4.2 F40Hz-zavislé enzymy u bakterii

Enzymy pouZzivajici neobvykly Fiz jako svlij kofaktor se ptivodné délily do ¢tyf zakladnich
skupin podle jejich 3D usporadani - LLHT (luciferase-like hydride transferases), flavin-/deazaflavinové
oxidoreduktasy (FDOR), pyridoxin-5'-fosfat oxidasy (PNPO) a deazaflavin-zavislé nitroreduktasy
(DDN). Vzhledem k ptibyvajicim, nové objevenym Firo/Fa0Hz-zavislym enzymim byla ovSem tato
puvodni klasifikace oznacena recentné za nedostatecnou. Mascotti et al. provedli rozsahlou analyzu
doposud objevenych Faro/FaxHr-zavislych enzyml a za pomoci dat ze strukturnich databazi a
porovnanim jejich sekvenci je nové rozdelili do péti tiid, kde kazda tfida je definovana
charakteristickym motivem vazici kofaktor Faz. Ttida I. zahrnuje rodinu LLHT, kam se dle sekvencni

podobnosti fadi i Apd6 proteiny (Mascotti et al., 2021).
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4.2.1 LLHT rodina - se zamérenim na F420/F420H2-zavislé enzymy

LLHT rodina zahrnuje mnoho riznych enzymu - oxidasy, reduktasy, oxygenasy, které mohou
pouzivat rizné kofaktory - F40, FMN, FAD (Bashiri et al., 2008; Fisher et al., 1996). Jedna se tedy o
velice diverzifikovanou skupinu enzymt, ovSem F4xo-zavislé enzymy z LLHT rodiny lze odlisit za
pomoci stejnych sdilenych znakl, jimiz jsou konzervovany glycin v aminokyselinové sekvenci
(Aufhammer et al., 2005), dale sdili podobny TIM-barel motiv - (af)s (obr. 19), ktery vaze kofaktor F4o
(Bashiri etal., 2008; Purwantini & Mukhopadhyay, 2013) a neobvyklou ne-prolyl cis peptidovou vazbu
(Aufhammer et al., 2004; Authammer et al., 2005). Rodina LLHT se déli na dvé podskupiny dle
fylogenetické rekonstrukce - prvni podskupinou jsou Faxo-zavislé dehydrogenasy a druhou Faxo-zavislé

reduktasy - tam se fadi Apd6 proteiny (Mascotti et al., 2018).

Obr. 19: 3D model dvou (a/B)s TIM bareli
(barevné odliSené¢) z homodimeru proteinu
Rh-FGD1 z Rhodococcus jostii, patticiho do
LLHT rodiny (pfevzato z Nguyen et al.,
2017).

Mezi vyznamné zastupce rodiny LLHT s anotovanou funkci i strukturou patti naptiklad
archedlni enzymy: Fao-redukujici sekundarni alkoholdehydrogenasa (Adf), Fao-zavisla
methylentetrahydromethanopterin reduktasa (Mer), Fa-redukujici methenyltetrahydromethanopterin
dehydrogenasa (Mtd). Mtd vyizolovana z Methanopyrus kandleri je vibec prvni enzym z LLHT rodiny,
u kterého byla determinovana 3D struktura, enzym tvofi homohexamer. Ve svém aktivnim misté
obsahuje Mtd-odvozeny motiv, ktery je unikatni. Mtd se nachazi u methanogennich Archaea, u kterych
se ucastni methanogeneze (Hagemeier et al., 2003). Druhym enzymem s determinovanou strukturou
z LLHT rodiny byl Adf, ktery tvoti homodimer. Adf byl vyizolovan z Methanoculleus thermophilicus.
Funkce tohoto enzymu v methanogennich Archaea je zisk energie redukci sekundarnich alkoholt. Pii
reakci dochazi zaroven k redukci kofaktoru F4z0 na FaxoHz, redukovana forma kofaktoru se dale ucastni
jinych metabolickych procest, jako napiiklad COs-redukénich drah (Aufthammer et al., 2004).
Poslednim zminénym, anotovanym archealnim enzymem patiici do LLHT rodiny je Mer vyizolovany z
Methanosarcina barkeri. Tento enzym tvoii homodimer. Nachazi se u methanogennich a sulfat-
redukujicich Archaea (Aufthammer et al., 2005). Pfestoze sekvencni homologie Mer a Adf je pouze
21 %, aktivni mista obou enzymd jsou velice podobna, coz souvisi s vazbou kofaktoru Fizo (Authammer

et al., 2004; Aufhammer et al., 2005).
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Prvnim bakteridlnim, strukturné anotovanym enzymem z LLHT rodiny byla Fiy-redukujici
glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (FGD) z Mycobacterium tuberculosis, oznatovana jako Mtb-FGDI1.
Tento protein tvoii homodimer. Mtb-FGD1 zprostifedkovava dehydrogenaci (oxidaci) glukosy-6-fosfatu
na 6-fosfoglukonolakton a zaroven redukuje kofaktor Fio na FixH,, ktery dale slouzi jako zdroj
elektrontl pro redoxni reakce v butice (Bashiri et al., 2008). O 9 let pozd¢ji byla determinovana struktura
FGD z Rhodococcus jostii, ozna¢ovana jako Rh-FGDI1, protein tvofi homodimer. Aminokyselinové
zbytky v aktivnim misté a v ,.kapse® vazici kofaktor jsou u obou enzymt (Mtb-FGD1 a Rh-FGD1)
konzervovang, jedina odlisnost je ptitomnost inzerci na C-konci TIM-barelu u Rh-FGD1, kter¢ jsou pro
tento enzym unikatni a nenachazi se u zddného doposud objeveného homologu Rh-FGD1 (Nguyen et
al., 2017). Recentné¢ byla vyfeSena struktura apoenzymu LmbY, jako prvni FaoHs-zavislé
oxidoreduktasy ze specializovaného metabolismu aktinobakterii (Zdvotakova et al., v pfiprave). LmbY
je homodimer s aktivnim mistem v obou podjednotkach, ktery stejné jako ostatni strukturné€ popsani
¢lenové této rodiny, nese vSechny charakteristické znaky LLHT rodiny - TIM-barel, ne-prolyl cis

peptidovou vazbu i konzervovany glycin Gc¢astnici se vazby kofaktoru F4o (obr. 20).

Obr. 20: A - krystalova struktura homodimeru LmbY, zobrazena je jedna podjednotka, ktera je tvofena
TIM-barelem charakteristickym pro LLHT rodinu proteinti. Detaily dal$ich konzervovanych znakt
LLHT rodiny: B - konzervovany glycin - G172 (zvyraznén fialove) interagujici s kofaktorem Faz. C -

ne-prolyl cis peptidova vazba mezi aminokyselinami L69-V70 (zvyraznény fialove).
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4.2.2 Hypotézy o rozdilné reakcni specifité Apdé proteini

4.2.2.1 Hypotézy formulované na zakladé sekvencnich dat a homolognich

modelu

Prvotni hypotéza vysvétlujici rozdilnou reakéni specifitu Apd6 proteinti byla zaloZzena na
porovnani sekvenci Apd6 proteini se sekvenci proteinu Adf (obr. 21) v kombinaci s vytvofenim

schémat domnélych aktivnich mist Apd6 proteinti (Steiningerova, 2020a).
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Byla determinovdna vysoce konzervovand oblast (obr. 22; D38-W43; dale Ccislovani
aminokyselin dle sekvence Adf, neni-li uvedeno jinak) a bylo hypotetizovano, ze pravé tato oblast je
soucasti vazebného mista, jsou zde pfitomny katalyticky aktivni zbytky a je pfimo zodpovédna za
odliSné natoceni substratu vzhledem ke kofaktoru Fsx, coz by mélo byt dle stanovené hypotézy
podstatou rozdilné reakéni specifity Apd6 proteinti. Jinymi slovy, pokud je substrat ve vazebném miste
orientovan ke kofaktoru tak, Ze je ptednostné umoznén hydridovy atak uhliku exocyklické dvojné vazby
substratu, dojde ke dvojnasobné redukci a vyslednym produktem je plné nasyceny APD prekursor
(enzymova aktivita reprezentovana enzymem LmbY'). Naopak pokud je substrat vzhledem ke kofaktoru
umistén tak, ze hydrid prednostné atakuje uhlik endocyklické dvojné vazby substratu, dojde pouze
k jednonasobné redukci, nebot’ exocyklicka vazba, ktera jiz neni v konjugaci, je nepfistupna jakékoli
dalsi redukci. Vyslednym produktem je v tomto piipadé mono-nenasyceny APD prekursor (enzymova
aktivita reprezentovand enzymem Porl5). Mutacemi aminokyselinovych zbytkli v definované oblasti
(D38-W43) a naslednym testovanim mutantnich variant proteini in vitro se oviem hypotézu nepodatilo
prokazat a na otazku molekularni podstaty odlisné reakéni specifity nebylo timto odpovézeno (pro
uplnost, studie navrhovala a nésledné testovala i nekteré dal$i aminokyseliny, které se pro vazbu

substratu a kofaktoru zdaly byt esencialni, nicmén¢ ani tyto mutanty neptinesly odpovéd).
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Predikované substrat-vazebné misto

Obr. 22: Detail srovnani aminokyselinovych sekvenci predikovaného substrat-vazebného mista - oblast
D38 - W43 (Cislovani dle sekvence Adf), modie vyznaCeny jsou liSici se aminokyseliny
predpokladaného substrat-vazebného mista u Apd6 proteinti (pfevzato a upraveno z Steiningerova,

2020a).
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4.2.2.2 Hypotézy formulované na zakladé struktury LmbY

VyfteSeni struktury apoenzymu LmbY otevielo dvefe k formulacim novych hypotéz o
esencialnich aminokyselinovych zbytcich urcujicich reakéni specifitu Apd6 proteinti (Zdvotrakova et al.,

v priprave).

Vzhledem k tomu, Ze se prozatim nepodafilo ziskat strukturu LmbY s navazanym substratem
a/nebo kofaktorem Fiz, byl vytvofen model znazoriiujici jejich hypotetickou vazbu (obr. 23A).
Z modelu je zjevné, Zze jiz diive determinovand konzervovand oblast (D38-W43) z ¢asti skutecné

s nejvyssi pravdépodobnosti utvaii kapsu aktivniho mista (obr. 23B).

o

2
Ay
¥

Obr. 23: A - 3D model aktivniho mista LmbY s navazanym kofaktorem F4 (znazornéno tmavé modie)
a substratem (vyznacen zelené). B - konzervované aminokyseliny predpokladaného aktivniho mista -
D38, H39, V40, K41, W42, R43, navic je jesté vyznacena nasledujici konzervovana aminokyselina -

W44, v§echny aminokyseliny vyobrazeny svétle Sedou, kofaktor F40 - tmavé modfe a substrat zelené.

Hypotéza o podstaté rozdilné reakéni specifity, tedy ze rozdilnost je dana odliSnym natocenim
substratu vzhledem ke kofaktoru, zlistava stejna. Na zakladé zkonstruovanych modeld byli jako
kandidati odpovédni za rozdilné interakce (a tedy samotnou vzajemnou pozici substratu a Fiz) nové

determinovany nasledujici oblasti/aminokyseliny:
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Oblast G107-D113

Hledanim vyraznych sekvencnich odliSnosti v okoli predikovaného vazebného mista Apd6
proteinilt (stanovené ze strukturniho 3D modelu - obr. 22) byla nalezena oblast ohranicena
konzervovanymi G107 a D113 (obr. 24A). Co je zajimavé, u LmbY (dvojnasobna redukce) zbytky
v pozicich 110 a 111 zcela chybi, naopak u jednondsobné redukujicich proteini (Apd6 z PBD: Toml,
Lim12, Porl5, SibT a Apd6 z hormaomycinu: HrmD) je v pozici 110 konzervovany G, ktery je
nasledovén variabilnim zbytkem v pozici 111 (L, Y, F, H, A). U HrmD jako jediného Apd6 proteinu je
jesté navic pfitomen jeden dal$i aminokyselinovy zbytek - G112. Ze srovnani sekvenci vyplyva, ze i
v pripad¢ GriH (katalyzuje jedno- i dvojnasobnou redukci), stejné€ jako u LmbY, aminokyseliny v pozici
110-112 chybi. Byla stanovena hypotéza, Ze vmezeieni dvou/tfi aminokyselin do proteinové sekvence
zpusobuje vyznamny posun peptidového fetézce, ktery ma vliv na interakce G107 s Faxo (interakce s C-
2 bo¢nim fetézcem) a dale na interakci aminokyseliny 108 (u LmbY a GriH shodné G, zatimco u
ostatnich Apd6 proteinit A/S) s endocyklickym N-1 kofaktoru F4o. Konkrétn€ vmezeteni zplsobi to, Ze
u LmbY bude C-5 isoalloxazinu Fi (redoxn¢ aktivni misto) blize k exocyklické dvojné vazbé substratu,
ktera tedy bude jako prvni redukovana. Nasledovat by méla konformaéni zména jednonasobné
redukovaného substratu, vyména ,,vybitého* Fiy za FioH> a redukce endocyklické dvojné vazby ve
druhém kroku. U Apd6 z PBD se ptedpoklada opacény model, tedy ze C-5 isoalloxazinu bude ve
vyhodngjsi pozici (blize) pro redukci endocyklické dvojné vazby substratu (a tedy exocyklicka dvojna
vazba zUstava ve finalnim prekursoru zachovana, nebot’ jiz neni v konjugaci a je tedy nete¢na k redukci).
Konformaéni zména po prvni redukci uvolni mono-nasyceny APD prekursor a Fiy z vazebného mista

proteinu.
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Obr. 24: A - Porovnani sekvenci Adf a Apd6 proteind v oblasti G107-D113 (¢islovani dle sekvence
Adf), v ¢erveném obdélniku jsou vyznaceny chybéjici aminokyseliny v pozicich 110-112 u LmbY a
GriH, ve fialovém obdélniku je konzervovany G v pozici 110 u TomJ, Lim12, SibT, Porl5, Orf14 a
HrmD, v modrém obdélniku je vyznacen G112, ktery se nachazi pouze u HrmD (pfevzato a upraveno
z Steiningerova, 2020a). B - Model predpokladaného aktivniho mista LmbY s navazanym kofaktorem
Fa20 (vyznaden zeleng) a substratem (vyzna¢en Zlut). Cervend a riizové jsou vyznadeny aminokyseliny
G107, G108, P109, D113. Bilou Sipkou je vyzna¢eno misto, kde jsou v peptidovych fetézcich homologt

Apd6 vmezeieny dvé (PBD) ¢i tfi (hormaomycin) aminokyseliny.
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Aminokyselina v pozici 196

Dal§im kandidatnim zbytkem formujicim vazebné misto, ktery by mohl vysvétlit podstatu
rozdilné reakéni specifity Apd6 proteint, je zbytek v pozici 196 (obr. 25A). Zatimco u LmbY a GriH je
v této pozici M, u jednonasobné redukujicich Apd6 se nachazi S (SibT, Porl5, Orf14), A (TomJ, Lim12)
¢i L (HrmD). Hypotéza v tomto piipadé predpoklada, ze bo¢ni fetézec methioninu u LmbY a GriH tvofi

%6

v aktivnim misté jakousi ,,vydut* (obr. 25B), kterd stéricky brani uplnému zasunuti substratu do
vazebného mista. V disledku je proto v pfipadé LmbY nejprve redukovéna vazba na bo¢nim fetézci
substratu (exocyklickd), tim se stane bocni fetézec substratu flexibiln€jsi a mize byt ,,zasunut* dale do
aktivniho mista, bezprostiedn¢ tedy nasleduje druhd redukce, tentokrat jiz v kruhu (redukce
endocyklické vazby). Tato hypotéza ovSem pln€ nevysvétluje reakcni specifitu GriH, nebot’ produktem
in vitro reakce tohoto enzymu je smés nasycenych a mono-nenasycenych produktti (Steiningerova et al.,

2020). Predpoklada se, ze v ptipad¢ GriH bude hrat dilezitou roli i dalsi, dosud nestanoveny zbytek.
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Obr. 25: A - Porovnani sekvenci Adf a Apd6 proteinil, v ¢erveném obdélniku vyznaéen zbytek M196 u
LmbY (pfevzato a upraveno z Steiningerova, 2020a). B - model LmbY - methionin stéricky brani
substratu v hlub$im zasunuti do aktivniho mista enzymu (vydut tvofena M196 vyznacend v Zlutém

kruhu).

4.3 Fao-zavislé enzymy - vyuziti v biotechnologiich

Vzhledem k tcasti Fao-zavislych enzymu na detoxifikacnich procesech, maji tyto enzymy velky
potencial pii bioremediacich (shrnuto v Taylor et al., 2013). Bylo prokazano, ze nékteré Fiy-zavislé
reduktasy (napf. u ne¢kterych druhit Rhodococcus a Nocardia) mohou redukovat dusikaté aromatické

cykly naptiklad u kyseliny pikrové, u 2,4-dinitrofenolu (Ebert et al., 2001; Heiss et al., 2002), nebo u
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2,4-dinitroanisolu (Fida et al., 2014), kdy vSechny zminéné latky slouzi jako zdroj dusiku. Za pomoci
Fa0Hz-zavislych reduktas umi nékteré mikroorganismy degradovat naptiklad i vysoce karcinogenni a
hepatotoxické mykotoxiny - aflatoxiny (produkované Aspergillus flavus a A. parasiticus v tropickych
oblastech; Ciegler et al., 1966), nebo toxicka, organicka barviva jako malachitovou zeletn (Jones &

Falkinham, 2003).

Dilezitost téchto enzymu byla prokazana i v biokatalyze, kdy né€které FixH>-zavislé enzymy
z FDOR a LLHT rodin jsou schopné redukovat stereoselektivné enony a iminy v riiznych heterocyklech.
Asymetrickd redukce iminG enzymy a jeji dals$i vyvoj je dulezity, nebot’ pfiblizn¢ 40 % vesSkerych
farmaceuticky pouzivanych a 20 % v zemédélstvi vyuzivanych latek obsahuje alespon jeden chiralni

amin (shrnuto v Greening et al., 2016).

Piekazkou pti mozném vyuZiti Far0/Fa0Hz-zavislych enzymu predstavuje fakt, ze mnoho téchto
enzymu, identifikovanych za pomoci bioinformatickych metod, neni doposud anotovanych (shrnuto v
Greening et al., 2016). Dalsim problémem ptedstavuje plivod téchto enzymt, jsou vétSinou kédovany
nekultivovatelnymi mikroorganismy, které navic pouzivaji neobvyklé kodony pro aminokyseliny
(shrnuto v Taylor et al., 2013). Za zminku také stoji fakt, ze kofaktor Fiy nelze komercné zakoupit, a
jeho chemicka syntéza je vzhledem k jeho komplikované struktufe témétf nemozna, coz predstavuje dalsi
prekazku. Laboratoie se proto snazily Fax produkovat v organismech, u kterych se Fax piirozené
vyskytuje, ovSem kultivace n€kterych druht je casoveé i financné naro¢na. Jako nejlepsi kandidat pro
produkci a purifikaci Faxo se ukazal Mycobacterium smegmatis (Isabelle et al., 2002). Velky pralom
nastal pfi uspésné produkci Faxo v E. coli (Bashiri et al., 2019). Vytézky Faxo u E. coli jsou srovnatelné

s bakteriemi, které F4o piirozené produkuji, navic kultivace E. coli je mén¢ ¢asove i finanéné naro¢na.

LmbY (Apd6 z biosyntézy linkomycinu) pfirozené v biosyntéze zprostfedkovava asymetrickou
redukci cyklickych prochiralnich imint, v biotechnologickém primyslu by tak mohl najit uplatnéni
pravé v tak zadané stereoselektivni redukci imind. Objasnéni molekularni podstaty reakéni specifity

Apd6 enzym je ovSem esencialnim pfedpokladem pro jakékoliv dalsi studie a konkrétni aplikace.
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5. Cile prace

Cilem této prace je polozeni zdkladu strukturné-funkeni studie vybranych enzymu z biosyntézy
4-alkyl-L-prolinovych derivat, prekursorii inkorporovanych do nékolika vyznamnych skupin
aktinobakterialnich specializovanych metabolitti. Do studie byli vybrani zastupci dvou skupin enzymu
se slibnym biotechnologickym potencidlem - SAM-zavisla methyltransferasa LmbW (Apd3 -
linkomycin) a dvé FaxoH»-zavislé reduktasy LmbY a Porl5 (Apd6 - linkomycin, resp. porothramycin).

Cile prace jsou definovany nasledovne:

1. Krystalizace proteinu LmbW pro rentgenovou difrakci za ucelem stanoveni prirozeného

substriatu

o Heterologni produkce a purifikace proteinu LmbW v kvantit¢ a kvalit¢ vhodné pro
krystalizaci

o Krystalizace LmbW- stanoveni krystalizacnich podminek poskytujicich rast krystalt

o Optimalizace krystalizace - nalezeni podminek, za kterych protein tvoii krystaly dostatecné

velikosti a kvality vhodné pro rentgenovou difrakci

2. Objasnéni molekularni podstaty rozdilné reakéni specifity Apdé homologu

A) Cilena mutageneze proteinti Por15 a LmbY - ovéi‘eni hypotéz stanovenych na zakladé
modelu vazby substratu a kofaktoru Faz u struktury LmbY
o Cilena mutageneze proteind Porl5 a LmbY
o Heterologni produkce a purifikace mutantnich proteinti
o Testovani aktivity mutantnich proteind in vitro
B) Priprava krystali pro stanoveni 3D struktury proteinu Por15 ve formé holoenzymu
o Optimalizace krystalizace Por15 - nalezeni vhodnych podminek pro tvorbu krystald

dostate¢né velikosti a kvality vhodné pro rentgenovou difrakci
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6. Material a metody

6.1 Material

6.1.1 Chemikalie

Chemikalie Vyrobce
1,3-bis(tris(hydroxymethyl)methylamino)propan (Bis-Tris-propan) Sigma-Aldrich
1,4-dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
2-ethansulfonova kyselina (MES) Sigma-Aldrich
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina (MOPS) Sigma-Aldrich
3-(Tris(hydroxymethyl)methylamino)-1-propansulfonova kyselina (TAPS)  Sigma-Aldrich
3',5'-dimethoxyflavon (Tricin) Sigma-Aldrich
50x TAE (Tris-acetat-EDTA pufr) BioConcept
Acetonitril (299,9%, CH3CN) Sigma-Aldrich
Agarosa SeaKem® LE pro gely na elektroforézu Lonza Bioscience
Akryl/Bis 37.5:1 (30:0.8), 40% (w/v) roztok VWR Life Science
Anderson-Evans polyoxotungstat (TEW, [TeW¢024]* Sigma-Aldrich
Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan (Bis-Tris) Sigma-Aldrich
Citronan sodny dihydrat (Na;C¢Hs07-2H>0) Sigma-Aldrich
Comassie brilliant blue G-250 Serva
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,) Lach-ner
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva

DNA vzorkovy pufr 6x (Gel Loading Dye Purple) BioLabs
Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma-Aldrich
ESI-L kalibra¢ni smés o nizké koncentraci

(ESI-L Low Concentration Tuning Mix) Agilent Technologies
Ethanol (96%, C,HsO) Lachema
Ethydium bromid Sigma-Aldrich
Ethyldiaminotetraoctova kyselina disodna sul dihydrat (EDTA) PanReac AppliChem
Glycerol Lachema

Glycin (C:HsNOy) PanReac AppliChem
Glycylglycin (CsHsN,O3) Sigma-Aldrich
Hydrogenfosforecnan sodny (Na;HPO4) Lach-ner
Hydroxid draselny (KOH) Lach-ner
Hydroxid sodny (NaOH) Lach-ner

Chlorid amonny (NH4Cl) Lach-ner

Chlorid hotecnaty hexahydrat (MgCl,-6H20) Lach-ner

Chlorid manganaty tetrahydrat (MnCl,-4H,0) Lach-ner

Chlorid sodny (NaCl) Lach-ner

Chlorid vapenaty dihydrat (CaCl,-2H,0) Lach-ner
Imidazol, (99%, 1,3-diazacyklopenta-2,4-dien,C3H4N>) Alfa Aesar
Isopropyl f-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) Serva

Kyselina citronova (CsHsO7) Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova (HCI) Lachema

Kyselina mravenci (HCOOH) VWR Life Science
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Kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova (HEPES) Sigma-Aldrich

L-prolin (CsHoNO»)
LB-agar (Luria/Miller)
LB-medium (Luria/Miller)
Methanol (>99,9%, CH;OH)

Midori Green Xtra

N, N, N, N’ -tetramethylethylendiamin (TEMED)
Peroxodisiran amonny (APS)

Polyethylenglykol (PEG) 400

Polyethylenglykol (PEG) 4000
S-(5"-adenosyl)-L-methionin chlorid dihydrochlorid (SAM)
Siran amonny ((NH4)>SO4)

Siran hotecnaty heptahydrat (Mg>SO4-7H>0)
Siran nikelnaty (NiSO4)

Siran sodny (Na>SO4)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth

Lachema
NIPPON Genetics
EUROPE

Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Lach-ner
Sigma-Aldrich
Alfa Aesar

6.1.2 Standardy, referen¢ni latky, latky pripravené v laboratori

Standard / referen¢ni latka Vyrobce Specifikace
Velikost fragmentti [bp]: 100, 200, 300,
. 400, 650, 850, 1000, 1650, 2000, 3000,
I'kb DNA Plus Ladder Tnvitrogen 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10
000, 11 000, 12 000
F
F . N_f
FA&{ =
. . 0O o]
- YoM
il 12,208 Agilent Technologies N e F

perfluoropropoxy)fosfazen

Ptipraveno védeckou
skupinou Dr. Bashiri, PhD.,

Kofaktor Fi School of Biological
Sciences, University of
Auckland
PageRuler™ Plus

Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
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C29H33N505P

Molekularni hmotnosti [kDa]: 250, 130,
100, 70, 55, 35, 25, 15, 10



4-(3-karboxy-3-oxo-
propenyl)-2,3-dihydro-7/H-
pyrrol-2-
karboxylové kyselina (latka 2)

9H-purin

(2S,4E)-4-propyliden-3,4-
dihydro-2H-pyrrol-2-
karboxylova kyselina (latka
5a)

(2S,4R)-4-
propylidenpyrrolidin-2-
karboxylové kyselina (latka
7a)

(2S,4R)-4-propylpyrrolidin-2-

Ptipraveno v laboratofi Y
podle Novotna et al., 2004 0
-
N % N\>
|
Agilent Technologies S /EN
H
Ptipraveno Ing. 0
Radkem Gazakem, || CH,
Ph.D. (podle Zhong et al., HO™ ™ e
2017) AT
0
Ptipraveno Ing. ” CH,
Radkem Gazakem, H 0/'“\ .
Ph.D.
NH

Ptipraveno Ing.

karboxylova kyselina (latka Radkem Gazakem, e ory
6a) Ph.D. i
NH
6.1.3 Antibiotika

Vsechna nize uvedena antibiotika byla pfipravena jako 1000x koncentrovany zasobni roztok.

Zasobni

Antibiotikum  Vyrobce Rozpusténo v Selekce
koncentrace
Chloramfenikol Serva 34 pg - ml! Ethanol pGroESL
Kanamycin PanReac 30 -ml! Destilovana voda ET-42b(+)
y AppliChem HE p
priprava kmene E. coli
Tetracyklin Amresco 10 pg - ml’! Ethanol XL1-Blue (nese

rezistenci na tetracyklin)
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6.1.4 Pouzité bakterialni kmeny

Bakterialni kmen Firma Genetické pozadi kmene

F- ompT gal dem lon hsdSB(rB-mB-)

Escherichia coli BL21 (DE3) Stratagene MDE3 [lacl lacUV5-T7p07 indl sam7
nin3])[malB+]k.12(2.S)

Escherichia coli BL21 Novagen Escherichia coli BL21 (DE3)

(DE3)/pGroESL & s vlozenym plazmidem pGroESL

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
Escherichia coli XL1-Blue Stratagene supE44 relAl lac [F’ proAB laclg
ZAM15 Tnl0 (Tetr )]

6.1.5 Vektory pro heterologni nadprodukci proteini

Pouzité vektory
pET42b(+) ImbW
pET42b(+) ImbY
pET42b(+) porls

Vsechny vyse uvedené konstrukty byly ptipraveny v ramci piedchozich studii (Jiraskova et al.,

2016; Steiningerova, 2020a).

6.1.6 Kity
Nazev kitu Vyrobce

BCS Screen Molecular Dimensions
JCSG+ Suite Qiagen

Morpheus® screen Molecular Dimensions
Morpheus® II screen Molecular Dimensions
PACT premier™HT-96/FX-96 Molecular Dimensions
Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macharey-Nagel

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (E0554) New England BioLabs
SG1™ Screen Molecular Dimensions
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systém Promega

XP Screen Jena Bioscience
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6.1.7 Syntetické oligonukleotidy (primery)

Syntetické primery byly pfipraveny firmou Sigma-Aldrich a Eurofins Genomics, v obou

piipadech §lo o lyofilizované primery, které byly rozpustény v TE™! pufru na koncentraci 100 uM. Na

samotnou PCR byly pouZity primery natedény 10x ze zasobni 100uM koncentrace. V tab. 2 nizZe jsou

uvedeny sekvence primeri pouzitych pro PCR zprostfedkovanou mistné-specifickou mutagenezi.

Tab. 3 uvadi sekvence primeri pouzitych pro sekvencni reakce.

Tab. 2: Syntetické oligonukleotidy pro PCR zprostfedkovanou mutagenezi

Mutovana
aminokyselina/oblast Primy primer (od 5" konce) Zpétny primer (od 5 konce)
GGGCACGACCGCGACAT GGGTCCGCCGGAGCCGACG
ImbY inz G110 HII11 ACTCCGCGCCGGC CCGCACAGGAA
GACGTGAGCATCCTCGGC GGGAGCGCCGGCGCCCAGC
porl5 del G110 HI1l GGCGCGACGCTC CCGCAGATCAG
GGCTCCGGCGCACCCGAC GACGCCGCACAGGAAGCGG
ImbY G1084 CGCGA CCGC
TGGGTCACGGCGGGCGCG GGTGTCCGCGTGGCGGGCG
ImbY M196A4 CCGAA GCCA
Tab. 3: Syntetické oligonukleotidy pouzité pro sekvenacni reakce
Néizev primeru Sekvence primeru (od 5" konce)
pET univerzalni primer 2 (UP2) GATGCGTCCGGCGTAGAGG
T7 terminalni primer TGCTAGTTATTGCTCAGCGG

6.1.8 Pouzité aparatury, pristroje a chromatografické kolony

Aparatura/ pristroj/ kolona Vyrobce
Acquity UPLC CSH C18, 1,7 um, 2,1 mm %X 50 mm Waters
(chromatograficka kolona)

BioFrac Fraction Collector (automaticky sbéra¢ frakci) Bio-Rad
Biofuge pico (centrifuga) Heraeus
Biometra Tone (PCR cykler) Biometra
Difraktometr D8 Venture Bruker
Dropsetter NTS8 (krystaliza¢ni robot) Formulatrix
Elmasonic S (ultrazvukova lazen) Elma
ENrich™ SEC 650 10 x 300 mm (chromatograficka kolona) Bio-Rad
Flowbox SafeFAST Classic Schoeller Instruments
Helios v (spektrofotometr) Unicam
HiTrap™ HP 1ml / Sml (chromatografické kolony) Cytiva
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Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem 6546

LC/Q-TOF system Agilent Technologies
Krystaliza¢ni hotel R11000 Formulatrix

Kyvacka pro barveni a promyvani SDS-PAGE gelti Multi Bio 3D  BioSan

Minipuls 3 (pumpa na afinitni chromatografii) Gilson

Mini PROTEAN® Tetra Cell (aparatura pro SDS-PAGE .

elektroforézu) Bio-Rad

Multifuge X1R (centrifuga) Thermo Scientific
Nanopfop 2000c¢ (spektrofotometr na méteni konc. DNA a Thermo Fisher Scientific
proteinil)

pH metr Hanna Instruments
Prometheus (pfistroj pro nanoDSF) NanoTemper
SpectroLight 600/610 (ptistroj pro DLS) Xtal Concepts
Skiinovy termostat (na statické kultivace na agarovych plotndch)  Schoeller
Stereomikroskop SZX16 Olympus

Termoblok TDB-120 BioSan

Ultrasonic Homogenizer 4710 Cole-Parmer

Unitron rotaéni tfepacka Infors

Vakuova odparka Concentrator plus Eppendorf

Zdroj napéti pro agar6zové DNA gely EC-103 E-C Apparatus Corporation
Zdroj napéti pro SDS-PAGE (Electrophoresis power supply EPS .

500 /AJlOO)p p ( p p PPy Pharmacia

6.1.9 Pouzité softwarové programy, on-line databaze

Program On-line pristup/poskytovatel Funkce programu

Agilent MassHunter
Qualitative Analysis 10.0

Program pro zpracovani dat

Agilent Technologies 7z MS

Program pro srovnani
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) primarnich sekvenci
proteint

BLASTP (Basic Local
Alignment Search Tool)

Bioinformaticky software

Geneious 5.5.9 Geneious Biologics pro analyzu sekvenc¢nich
dat
GenBank NCBI Databaze sekvenci genti

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Program pro vytvareni

ChemSketch 14.0 ACDlabs chemickych struktur

Program na vizualizaci

PyMol 2.5 Schrodinger, Inc (https://pymol.org/2/) molekul

Software umoziujici
vzdaleny piistup pro
sledovani desticek v
krystaliza¢nim hotelu

RockMaker® Crystallization Software
(https://cms.ibt.biocev.org/RockMakerWeb/Lo
gin#!)

RockMaker® Web
(verze 3.17.9.1)
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6.1.10 Média a piidy pro kultivaci bakterii a nadprodukci

heterolognich proteint

Nazev média SloZeni média
50x M 3,6 g NazHPO4, 3,4 g KH2P04, 2,7 g NH4C1, 0,7 g Nast4
LB tekuté médium 1000 ml de’stllovane vody, 25 g LB média (Luria/Miller), pH
neupravovano

LB acar 1000 ml tekutého LB média, 15g LB agaru (Luria/Miller), pH

& neupravovano

r r1: . o

Obohacené LB médium zz}fcgl)icekuteho LB média, 20 ml 50x M, 0,5 g MgSO4-7H,0, 0,5%

6.1.11 Pufry a roztoky

Piiprava bunék XL1-Blue
Pufr SloZeni

25mM CaCl,, 50mM MgCl,'6H,O, 10mM MOPS,
25mM MnCl,-4H>0, 200 ml destilované vody

7,44 ml transformacéniho pufru bez DMSO a 0,56 ml
100% DMSO, finalni konc. DMSO je 7%

Transformacni pufr bez DMSO

Transformacni pufr s DMSO

Prace s DNA
Pufr/roztok SlozZeni
TE™ pufr 0,ImM EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 8,0

Purifikace a charakterizace proteini

Pufr/roztok SlozZeni

Reakeni pufr pro in vitro testovani
enzymatické aktivity mutant LmbY a  500mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,0
Porl5

SDS-PAGE barvici roztok I6r10(—:i§0 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 3 ml koncentrované

SDS-PAGE elektrodovy pufr (10%

T 30g Tris, 10g SDS, 144g glycinu, 1000 ml destilované vody

SDS-PAGE Tris-HCl pufr (pH 6,9) IM Tris-HCI, pH 6,9
SDS-PAGE Tris-HCI pufr (pH 8,9) 1,875M Tris-HCI, pH 8,9

SDS-PAGE vzorkovy pufr (2x 125mM Tris-HCI, 20% glycerol, 5% merkaptoethanol,
koncentrovany) 2% SDS, 0,002% bromfenolova modf, pH 6,8
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Tris-HCI elucni pufr 20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 250-300 mM imidazol, pH 8,0
Tris-HCI promyvaci pufr 20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 75/100mM imidazol, pH 8,0

Tris-HCl pufr pro gelovou filtraci 20mM Tris-HCI, 100mM NacCl, pH 8,0

Tris-HCI sonikacni pufr 20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 5SmM imidazol, pH 8,0
Pufry testované

na nanoDSF SloZeni

Pufr 1 100mM glycin, pH 2,0

Pufr 2 100mM glycin, pH 3,0

Pufr 3 100mM glycin, 100mM NaCl, pH 2,0

Pufr 4 100mM glycin, 100mM NaCl, pH 3,0

Pufr 5 100mM glycin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 2,0

Pufr 6 100mM glycin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 3,0

Pufr 9 9,4mM Na3CsHs07:2H20, 90,6mM CsH:O7, pH 3,0

Pufr 10 33,8mM Na3C¢Hs07-:2H20, 66,2mM CsHsO-, pH 4,0

Pufr 11 58,11’1]M Na3C6H507'2H20, 41,911’]M C6H807, pH 5,0

Pufr 12 82,5mM Naz;CsHs07-2H-0, 17,5mM CsH:O7, pH 6,0

Pufr 13 9,4mM Na3;CsHs07:2H,0, 90,6mM CsHgO7, 100mM NaCl, pH 3,0
Pufr 14 33,8mM Na3;C¢Hs07-2H,0, 66,2mM C¢HgO7, 100mM NaCl, pH 4,0
Pufr 15 58,1mM Na3;CsHsO7-2H,0, 41,9mM Ce¢HsO7, 100mM NaCl, pH 5,0
Pufr 16 82,5mM Na3;CsHs07-2H,0, 17,5mM C¢HsO7, 100mM NaCl, pH 6,0

9,41’11M N33C6H507~2H20, 90,61’1’1M C6H307’ 100mM NaCl, 2 mM
Pufr 17 TCEP, pH 3,0

33,8mM Na3;CsHs07-:2H,0, 66,2mM CsHsO7, 100mM NaCl, 2 mM
Pufr 18 TCEP, pH 4,0

58,1mM Na3;C¢Hs07-:2H,0, 41,9mM CsHsO7, 100mM NaCl, 2 mM
Pufr 19 TCEP, pH 5,0

82,51’1’1M Na3C6H507-2H20, 17,5mM C6H807, 100mM NaCl, 2 mM
Pufr 20 TCEP, pH 6,0

Pufr 21 100mM MES, pH 5,0

Pufr 22 100mM MES, pH 5,5

Pufr 23 100mM MES, pH 6,0

Pufr 24 100mM MES, pH 6,5

Pufr 25 100mM MES, 100mM NaCl, pH 5,0

Pufr 26 100mM MES, 100mM NaCl, pH 5,5

Pufr 27 100mM MES, 100mM NaCl, pH 6,0

Pufr 28 100mM MES, 100mM NaCl, pH 6,5

Pufr 29 100mM MES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 5,0
Pufr 30 100mM MES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 5,5
Pufr 31 100mM MES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 6,0
Pufr 32 100mM MES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 6,5
Pufr 33 100mM Bis-Tris, pH 6,0

Pufr 34 100mM Bis-Tris, pH 6,5
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Pufr 35 100mM Bis-Tris, pH 7,0

Pufr 36 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, pH 6,0

Pufr 37 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, pH 6,5

Pufr 38 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, pH 7,0

Pufr 39 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 6,0
Pufr 40 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 6,5
Pufr 41 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,0
Pufr 42 100mM MOPS, pH 6,5

Pufr 43 100mM MOPS, pH 7,0

Pufr 44 100mM MOPS, pH 7,5

Pufr 45 100mM MOPS, 100mM NaCl, pH 6,5

Pufr 46 100mM MOPS, 100mM NaCl, pH 7,0

Pufr 47 100mM MOPS, 100mM NaCl, pH 7,5

Pufr 48 100mM MOPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 6,5
Pufr 49 100mM MOPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,0
Pufr 50 100mM MOPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,5
Pufr 51 100mM HEPES, pH 7,0

Pufr 52 100mM HEPES, pH 7,5

Pufr 53 100mM HEPES, pH 8,0

Pufr 54 100mM HEPES, 100mM NacCl, pH 7,0

Pufr 55 100mM HEPES, 100mM NacCl, pH 7,5

Pufr 56 100mM HEPES, 100mM NacCl, pH 8,0

Pufr 57 100mM HEPES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,0
Pufr 58 100mM HEPES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,5
Pufr 59 100mM HEPES, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,0
Pufr 60 100mM Tricin, pH 7,5

Pufr 61 100mM Tricin, pH 8,0

Pufr 62 100mM Tricin, pH 8,5

Pufr 63 100mM Tricin, 100mM NaCl, pH 7,5

Pufr 64 100mM Tricin, 100mM NacCl, pH 8,0

Pufr 65 100mM Tricin, 100mM NaCl, pH 8,5

Pufr 66 100mM Tricin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,5
Pufr 67 100mM Tricin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,0
Pufr 68 100mM Tricin, 100mM NacCl, 2mM TCEP, pH 8,5
Pufr 69 100mM glycilglycin, pH 7,5

Pufr 70 100mM glycilglycin, pH 8,0

Pufr 71 100mM glycilglycin, pH 8,5

Pufr 72 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, pH 7,5

Pufr 73 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, pH 8,0

Pufr 74 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, pH 8,5

Pufr 75 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,5
Pufr 76 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,0
Pufr 77 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,5
Pufr 78 100mM Bis-Tris-propan, pH 7,0

Pufr 79 100mM Bis-Tris-propan, pH 8,0

Pufr 80 100mM Bis-Tris-propan, pH 9,0

Pufr 81 100mM Bis-Tris-propan, pH 9,5

Pufr 82 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, pH 7,0

Pufr 83 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, pH 8,0

Pufr 84 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, pH 9,0
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Pufr 85 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, pH 9,5

Pufr 86 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 7,0
Pufr 87 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,0
Pufr 88 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 9,0
Pufr 89 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 9,5
Pufr 90 100mM TAPS, pH 8,0

Pufr 91 100mM TAPS, pH 8,5

Pufr 92 100mM TAPS, pH 9,0

Pufr 93 100mM TAPS, 100mM NacCl, pH 8,0

Pufr 94 100mM TAPS, 100mM NaCl, pH 8,5

Pufr 95 100mM TAPS, 100mM NacCl, pH 9,0

Pufr 96 100mM TAPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,0

Pufr 97 100mM TAPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 8,5

Pufr 98 100mM TAPS, 100mM NaCl, 2mM TCEP, pH 9,0

Pufr 99 100mM Tris, pH 7,0

Pufr 100 100mM Tris, pH 7,5

Pufr 101 100mM Tris, pH 8,0

Pufr 102 100mM Tris, pH 8,5

Pufr 103 100mM Tris, pH 9,0

Pufr 104 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 7,0

Pufr 105 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 7,5

Pufr 106 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 8,0

Pufr 107 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 8,5

Pufr 108 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 9,0

Pufr 109 100mM Tris, 100mM NaCl, 15% glycerol, pH 7,0

Pufr 110 100mM Tris, 100mM NacCl, 15% glycerol, pH 7,5

Pufr 111 100mM Tris, 100mM NaCl, 15% glycerol, pH 8,0

Pufr 112 100mM Tris, 100mM NacCl, 15% glycerol, pH 8,5

Pufr 113 100mM Tris, 100mM NaCl, 15% glycerol, pH 9,0

Pufr 114 50mM HEPES, 100mM CaCl,, pH 7,5
6.2. Metody

6.2.1 Kultivace bakterii

6.2.1.1 Stanoveni bakterialniho rastu za pomoci optické density

K urceni rustu bakterii se nejéastéji pouziva spektrofotometrické méteni optické density (OD).
Standardné se pouziva vlnova délka 600 nm, a to ztoho divodu, Ze 600 nm odpovida ve spektru
viditelného svétla oranzové barveé a dochazi k nejmensi interferenci s LB médiem. Viditelné svétlo také
na rozdil od UV svétla nema vliv na Zivotaschopnost bunék. Jako pozadi méfeni se pouziva kultivacni
médium (s prislusnymi antibiotiky) bez bun€k. OD kultur bylo méteno pfi piipravé kompetentnich
bunek XL1-Blue a dale pii produkci proteinti. Pro ur¢eni OD byl pouzit spektrofotometr Helios vy

(Unicam).
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6.2.1.2 Kultivace kment E. coli - BL21 (DE3), BL21 (DE3)/pGroESL, XL1-
Blue, NEB 5-alpha

Vsechny kmeny E. coli byly kultivovany v tekutém LB médiu nebo na LB agarovych plotnach.
Na selekci transformantti byla do LB agaru/tekutého LB média pfidana selekéni antibiotika
(chloramfenikol, kanamycin, tetracyklin; kap. 6.1.3) v odpovidajici koncentraci. Standardni rtstova
teplota byla 37 °C, proteiny byly nadprodukovany po indukci pfi teploté 17 °C. Tekuté kultury byly
kultivovany v rota¢ni ttepacce Unitron (Infors) pfi rychlosti 180 RPM (rotation per minute), plotny byly
kultivovany staticky v termoskiini nebo temperované mistnosti. Konkrétni délky kultivaci jsou uvedeny

v prislusnych kapitolach.

6.2.1.3 Priprava kompetentnich bunék E. coli XL.1-Blue

Bylo zaockovano 10 pl kompetentnich bunek ze zasobni konzervy E. coli XL1-Blue do 20 ml
tekutého LB média s tetracyklinem (konc. 10 pg - ml!), bufiky byly kultivovany po 10 ml v 50-ml
centrifugacnich zkumavkach se Sroubovacim vickem (Falcon) pti 37 °C a 180 RPM po dobu 18 hodin.
Dalsi den rano bylo inokulum zaockovano do Erlenmeyerovy baiiky se 100 ml tekutého LB média s
tetracyklinem (10 pg - ml™), na ODgoo = 0,1. Poté se buiiky kultivovaly v rotaéni tiepaécee pii 18 °C a
180 RPM do ODgoo= 0,35-0,4 (24 - 26 hodin), nasledovala centrifugace (15 minut, 4000 x g, 4 °C). Po
odstranéni supernatantu, byly buiiky resuspendovany v transformacnim pufru bez dimethylsulfoxidu
(DMSO; 50 ml kultivace - 5 ml pufru). Poté bylo do diikladné resuspendovanych bun¢k pfidano dalsich
20 ml transformacniho pufru bez DMSO. Nasledovala inkubace na ledu po dobu 1 hodiny a centrifugace
(15 minut, 4000 x g, 4 °C). Supernatant byl odstranén a bunky byly resuspendovany ve 2 ml
transformacniho pufru s DMSO, a dale byly rozdéleny do 1,5 ml zkumavek (Eppendorf) po 100 ul
alikvotech a uskladnény v -80 °C. DMSO se piidava k buinkam pfed zamrazenim, protoze se jedna o

kryoprotektant, ktery brani tvorb¢€ krystalkt ledu, které by mohly buiiky poskodit ¢i usmrtit.

6.2.2 Metody prace s DNA

6.2.2.1 Stanoveni koncetrance DNA spektrofotometricky

Na uréeni koncentrace DNA byl pouzit ptistroj NanoDrop ND-800 (Thermo Fisher Scientific),
jedna se o stanoveni koncentrace v kapce (1 - 2 ul) vzorku obsahujici DNA. Kapka vzorku je nanesena
pfimo na detekéni povrch, vytvoii se sloupec mezi konci optickych vlaken za pomoci povrchového

napéti kapky. Koncentrace DNA se méii pii vinové délce 260 nm, v této vilnové délce totiz nejvice
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absorbuje elektromagnetické zafeni. Jako pozadi pro méteni byly pouzity roztoky, ve kterych se DNA

nenachazi.

6.2.2.2 Elektroforéza DNA v agarozovém gelu

Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu se pouziva k separaci molekul DNA. Principem metody
je putovani zaporn¢ nabité DNA pfi prichodu elektrického proudu smérem ke kladné nabité elektrodé.
Rychlost posouvani DNA fragmentt a plasmidii v gelu je dana jejich velikosti a také formou. Kromé
agarozy se do gelu jesté ptidavaji interkalacni ¢inidla (ethidium bromid - EtBr ¢i Midori Green Xtra),
ktera se vazi na DNA a zviditelni ji pod UV svétlem (EtBr) ¢i pod zelenym/modrym LED svétlem
(Midori Green Xtra).

Postup piipravy gelu byl nasledovny: 0,5 g agardzy bylo rozpustétno v 50 ml 1x
koncentrovaného Tris-acetat-EDTA pufru (TAE), jednalo se tedy o 1% agarozovy gel, po castecném
schladnuti bylo ptidano 2,5 pl EtBr nebo 4 pul Midora Green Xtra. Prochazejici napéti pfi separaci bylo
3 -5V - cm’. Jako standard molekulovych velikosti DNA byl pouzit 1 kb Plus DNA Ladder.

6.2.2.3 Transformace cizorodé DNA do bunék E. coli za pouZziti metody

teplotniho Soku

Na transformaci byly pouzity chemicky kompetentni buiky, tedy bunky schopné pfijmout
cizorodou DNA z okoli. Kompetence bun¢k byla navozena uméle v laboratofi, ovsem jedna se i o

prirozené se vyskytujici vlastnost nékterych bunék.

Metoda teplotniho Soku zacala ptidanim 5 - 10 ng plasmidové DNA k alikvotu kompetentnich
bunek (100 pl,), nasledna inkubace na ledu (20 - 30 minut) zpasobila to, Ze se hydrofilni DNA navazala
na povrch buné¢k, konkrétné na lipopolysacharidovy receptor. Nasledovala inkubace 1 minutu ve 42 °C
(termoblok), tento teplotni Sok zplsobil depolarizaci membrany, rozdily naboji vné buiiky (kladny) a
uvnitt (zaporny) se zmensil a tak byla zdporné nabita DNA schopna se dostat dovnitf buiiky. Nasledna
inkubace na ledu (1 - 2 minuty) obnovila plivodni membranovy potencial. Dale prob&hla inkubace bun¢k
v termobloku pti 37 °C po dobu 1 hodiny s pfidavkem 1 ml LB média. Po 1 hodiné byly transformované
buriky vysety bud’ na selekéni LB agarovou plotnu s kanamycinem (30 pg - ml!, E. coli XL1-Blue a
NEB 5-alpha - namnozeni plasmidt pro naslednou izolaci), nebo byly pieneseny do 20 ml LB média
s ptidavky pfislusnych selekénich antibiotik (30 pg - ml! kanamycin, E. coli BL21(DE3) - produkce
proteinu LmbW; 30 ug - ml! kanamycin a 34 pg - ml"! chloramfenikol, E. coli BL21(DE3)/pGroESL -
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produkce proteinit LmbY, Porl5 - v€etné mutant). Dale kultivace probihala pfes noc pti 37 °C staticky

(LB plotny), ¢i v tfepacce pii 180 RPM (LB tekuta kultura).

Transformace kompetentnich bunék E.coli kmene NEB 5-aplha z kitu E0554S méla obdobny
postup transformace, ale sjinymi c¢asovymi intervaly doporucovanymi vyrobcem, postup byl
nasledovny: inkubovace na ledu byla 30 minut, teplotni Sok - 30 sekund v 42 °C, inkubace na ledu 5
minut. Po inkubaci se pfidalo 950 ul SOC média pokojové teploty a nasledovala inkubace pti 37 °C po
dobu 1 hodiny v tiepacce (60 RPM). Po 1 hoding inkubace se smés bunék a média nafedila sterilni
destilovanou vodou 10x a 100 pl bylo vyseto na plotny LB agaru s kanamycinem (30 pg - ml™),

nasledovala staticka kultivace pfes noc ve skiinovém termostatu pii 37 °C.

6.2.2.4 Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA zahrnovala celkem tii kroky: (A) rust bakterii, (B) separaci bakterii a
jejich lyzi a (C) samotnou izolaci plasmidové DNA. Plasmidovd DNA byla purifikovana z
transformovanych E. coli XL1-Blue (Midiprep), nebo NEB 5-aplha (Miniprep), které nejprve pies noc
rostly pfi 37 °C ve skiifiovém termostatu na misce s LB agarem a kanamycinem (30 pug - ml™'), dalsi den
bylo vybrano né€kolik kolonii, které byly separatné zao¢kovany do tekutého LB média s piidavkem
kanamycinu (30 pg - ml'). Bakterie se nechaly riist pies noc pii 37 °C v tiepacce (180 RPM).
Nasledujici den se oddg€lilo médium od bunék za pomoci centrifugace (15 minut, 4000 x g, 4 °C).

Biomasa byla zpracovana dle protokolu vyrobce:

DNA Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega):

Principem izolace plasmidové DNA z malého objemu (10 ml pivodniho kultivaéniho objemu,
miniprep) je zalozen na odlisnych chemickych vlastnostech chromozomalni a plasmidové DNA, kdy pti
alkalycké lyzi a nasledné rychlé neutralizaci se plasmidova DNA denaturuje a poté renaturuje, kdezto
chromozomalni nikoli. Cely postup zac¢ina resuspendovanim a poté lyzi bunék. Dale se v protokolu
pouziva alkalickd proteasa, ktera $§tépi endonukleasy a dalsi proteiny, neutralizaénim pufrem je
inaktivovana. Po izolaci jsou dale pouziivany specialni kolonky s aktivovanym sklem, které
v pfitomnosti chaotropni soli vazi DNA. Nasleduji promyvaci kroky, kdy se odmyji veskeré nenavazané
slozky smési a nakonec je DNA z kolonky vyvazéana za pomoci ultracisté vody (roztok o nizké iontové

sile).

Postup izolace plasmidové DNA zacinal resuspendaci bun¢k v 250 ul resuspendacniho roztoku,
nasledovala lyze bunék pridanim 250 ul lyza¢niho roztoku, ktery obsahuje dodecylsiran sodny (SDS) a
NaOH. Zkumavky byly promichany lehkym pievracenim. Dale se pfidalo 10 ul alkalické proteasy, smés

se opét promichala pfevracenim zkumavek a nechala se inkubovat pfi pokojové teploté 5 minut.
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Nésledné bylo pfidano 350 pl neutralizacniho roztoku a zkumavky se promichaly pfevracenim pied
vloZenim do centrifugy (10 minut, 16 000 x g, pokojova teplota). Po centrifugaci byl Cisty lyzat prenesen
na kolonku s aktivovanym sklem. Nasledovala centrifugace lyzatu (1 minuta, 16 000 x g, pokojova
teplota), po odstranéni supernatantu nasledovaly dva promyvaci kroky - nejprve bylo pfidano 750 pl
promyvaciho roztoku (1 minuta, 16 000 x g, pokojova teplota), poté 250 ul promyvaciho roztoku (2
minuty, 16 000 x g, pokojova teplota). Kolonky byly nasledné ptresunuty do ¢istych 1,5 ml zkumavek a
bylo pfidano 100 pl ultra¢isté vody. Po 1 minuté inkubace v pokojové teploté byla provedena zavérecna

eluce DNA z kolonky (1 minuta, 16 000 x g, pokojova teplota).

Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macharey-Nagel):

Princip izolace plasmidové DNA z vétsiho objemu (100 ml ptivodniho kultiva¢niho objemu,
midiprep) je obdobny jako u miniprepu, ov§em u midiprepu se pouzivaji dva typy kolonek - prvni typ
obsahuje silikatové kuli¢ky s navazanym methyl-amino-ethanolem, ktery je kladné nabity a snadno tak

vaze zaporne€ nabitou DNA, druhy typ obsahuje aktivované sklo (stejn€ jako u miniprepu).

Postup purifikace plasmidové DNA zacal resuspendovanim bun€k v 8 ml resuspenda¢niho
roztoku, nasledovala lyze bun€k pfidanim 8 ml lyza¢niho roztoku, ktery obsahuje SDS a NaOH.
Zkumavky byly promichany lehkym pfevracenim a po 5 minutich inkubace pii pokojové teploté bylo
pfidano 8 ml neutraliza¢niho roztoku, ktery obsahuje octan draselny (CH3COOK), ten je zodpovédny
za renaturaci plasmidové DNA. Dale byla kolonka s methyl-amino-ethanolem ekvilibrovana za pomoci
12 ml ekvilibra¢niho roztoku, poté byl nanesen lyzat. Nasledovalo promyvani kolonky 8 ml
promyvaciho roztoku a poté ptidanim 5 ml elué¢niho roztoku se plasmidova DNA uvolnila z kolonky.
Dale bylo k eluované DNA ptidano 2,5 ml isopropanolu pro vysrazeni soli ze vzorku a po 2 minutach
inkubace pfi pokojové teploté byl vzorek nanesen na kolonku s aktivovanym sklem. Poslednim krokem
bylo promyti navazané plasmidové DNA za pomoci 2 ml vychlazeného 70% ethanolu a prosatim

vzduchu, nakonec byla plasmidova DNA uvolnéna z kolonky za pomoci 250 - 700 pl ultracisté vody.

6.2.2.5 Polymerasova retézova reakce (PCR)

PCR je metoda umoziujici amplifikaci urcitého useku DNA. PCR se sklada z opakujicich se
cykli, v prubéhu nichz dochazi k nasedani ptimych a zpétnych primerti na DNA vlakna a prodluzovani
téchto vlaken pomoci DNA polymerasy pochazejici z termofilnich organismti. V ramci jednoho cyklu
dochazi k periodickym zménam teplot, které zprostiedkovava stroj ur¢eny na PCR reakce - cykler. PCR

zahrnuje celkem 4 kroky:

1) Denaturace DNA - diky vyssi teploté€ se rozvolni vodikové vazby mezi dvousroubovici DNA a
dojde k rozpleteni na dvé jednotetézcova vlakna, teplota je v rozmezi 90 - 95 °C.

2) Hybridizace primert - pti poklesu teploty dochazi k nasedani primerti na rozpletenou DNA.
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3) Amplifikace DNA - teplota roste na optimalni teplotu pouzité DNA polymerasy, dochazi
k amplifikaci seku DNA ve sméru 5° — 3° a nov¢ nasyntetizovany usek DNA je
komplementarni k pivodnimu tseku DNA, pro tento krok se pouziva rizna teplota, dle pouzité
polymerasy.

4) Zavérecna polymerace - poslednich n¢kolik minut celé metody, kdy dochazi k dosyntetizovani

fetézci, teplota zavisi na pouzité polymerase.

PCR byla pouzita pro mistné-specifickou mutagenezi, konkrétni podminky a slozeni reakci jsou

uvedeny v nasledujici kapitole.

6.2.2.6 PCR zprostredkovana mistné-specificki mutageneze plasmidové
DNA (kit QS E0554S)

Mistné-specifickd mutageneze pomoci PCR se pouziva k modifikaci sekvence DNA (nejcastéji
genu) za ucelem pozménéni aminokyselinové sekvence exprimovaného proteinu, t€émito modifikacemi
muze byt jedno- ¢i vice-aminokyselinova zaména, delece aminokyselin nebo jejich inzerce. V prvnim
kroku jsou mutace do sekvence piivodniho genu kodujici dany protein vnaseny pomoci PCR se specialné
navrzenymi primery. Druhym krokem je odstranéni templatovych methylovanych vlaken DNA pomoci

enzymu Dpnl, nové amplifikovana DNA neni methylovana, proto §tépeni enzymem Dpnl nepodléha.

Mutageneze pomoci komerc¢niho kitu Q5 E0554S je oproti klasické PCR zprostiedkované
mutagenezi, kde vznikaji cirkularni produkty, specificka tim, Zze vyzaduje do PCR reakce primery,
jejichz 5” konce na sebe plynule navazuji. Vysledny PCR produkt je tedy linearni a musi byt navic
provedena reakce na cyklizaci produktu. Postupovano bylo dle protokolu vyrobce. SloZeni reakce a

podminky PCR jsou uvedeny v tab. 4 a tab. 5.

Po probehlé PCR byla provedena kinasa, ligasa, Dpnl reakce (KLD reakce). Kinasa ve smési
slouzi k fosforylaci 5 konce PCR produktu, aby mohlo dojit k ligaci obou koncii. KLD reakce probihala
in vitro, slozeni reakce uvadi tab. 6. Reagencie na KLD reakce byly smichany ve zkumavce a
inkubovany pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Po inkubaci byla smés (5 pl) transformovana do

bunék E.coli NEB 5-alpha (viz. kapitola 6.2.2.3).
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Tab. 4: Slozeni PCR reakce pro mistné-specifickou mutagenezi plasmidové DNA.

Slozka PCR reakce Objem na reakci
Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix | 6,25 pl

Piimy primer (10 uM) 0,625 pl

Zpétny primer (10 uM) 0,625 ul
Templatova DNA 0,5 ul

Sterilni voda 4,5 ul

Tab. 5: Podminky PCR pro mistné-specifickou mutagenezi plasmidové DNA.

Krok Teplota Cas
Pocatecni denaturace 98 °C 30s
98 °C 10s
25 cykla 55/63/72 °C 30s
72 °C 3 min
Dosyntetizovani fetézcii 72 °C 2 min

Tab. 6: SloZeni reakce na cyklizaci plasmidové DNA.

Slozka KLD reakce Objem na reakci
PCR produkt 0,5 pl
2x KLD reaké¢ni pufr 2,5 ul

10x KLD enzymovy mix | 0,5 pl

Sterilni voda 1,5 ul

6.2.2.7 Ovéreni vloZeni mutaci za pomoci sekvenovani

Vyizolovana plasmidova DNA byla sekvenovana za celem ovéfeni vneseni cilené mutace na
servisnich pracovistich (Eurofins Genomics, nebo Stfedisko sekvenovani DNA - pracovisté
Mikrobiologického tstavu AV CR, v. v. i.). K sekvenaci byl pouzit pET univerzalni primer 2 (UP2) a
T7 terminalni primer (tab. 3, kap. 6.1.7), vysledna koncentrace odpovidala 5 uM kazdého primeru na
reakci, vyizolované plasmidy byly ve vysledné koncentraci 80 - 100 ng - pl'. Ziskané sekvence byly

vyhodnoceny za pomoci programu Geneious verze 5.5.9.
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6.2.3 Prace s rekombinantnimi proteiny

6.2.3.1 Stanoveni koncetrance proteinti spektrofotometricky

Na urCeni koncentrace proteinti byl pouzit pfistroj NanoDrop ND-800 (Thermo Fisher
Scientific). Metoda byla popsana jiz v kaptiole 6.2.2.1. Koncentrace proteinti se méfi pii vinové délce
280 nm, v této vinové délce totiz nejvice absorbuji elektromagnetické zateni. U proteind je jeste dilezité
znat jejich molarni hmotnost a extinkéni koeficient, obé dveé veliCiny jsou dilezité pro piesné urceni
koncentrace. Molarni hmotnost se da snadno zjistit sectenim molarnich hmotnosti vSech aminokyselin
proteinu, je dulezité ptipocitat i pfipadné znaceni (napt. His-tag apod.) a dalsi pfidané aminokyseliny.
Extink¢ni koeficient udava, kolik dany protein absorbuje UV zafeni pii vlnové délce 280 nm, lze ho

zjistit ze sekvence proteinu za pouziti softwart, které tuto hodnotu automaticky vypo¢itaji.

6.2.3.2 Heterologni produkce proteint

Heterologni produkce proteini zacina vlozenim expresniho konstruktu (plasmidu s vlozenym
genem kodujici dany protein) do heterologniho hostitele za pomoci transformace (kap. 6.2.2.3).
Nejcastéji pouzivanym expresnim systémem je G- bakterie Escherichia coli, jeji kultivace je finan¢né 1

casove nenarocna a proteiny se produkuji v dostate¢ném mnozstvi.

5 - 10 ml no¢ni transformované kultury bylo pfeockovano do 1 1 ¢erstvého LB tekutého média
se stejnymi selekénimi antibiotiky (30 ug - ml! kanamycin, E. coli BL21(DE3) - produkce proteinu
LmbW; 30 pg - ml"! kanamycin a 34 ug - ml! chloramfenikol, E. coli BL21(DE3)/pGroESL - produkce
proteinti LmbY, Porl5 - v€etné mutantnich variant) tak, aby vychozi ODgoo kultivace byla v rozmezi 0,1
- 0,2. Pro kultivaci bakterii nadprodukujicich proteiny uréené ke krystalizaci (LmbW a Porl5) bylo
pouzito obohacené LB médium (kap. 6.1.10), které umoziuje rtst bakterii do vyssi OD. Kultivace
probihala v tfepacce pti 37 °C, 180 RPM az do konce exponencialni faze rastu (ODsoo = 0,6 - 0,8), poté
byla za pomoci IPTG (finalni koncentrace 0,4 mM) indukovéana exprese vlozeného genu v plasmidu.
Exprese vSech rekombinantnich proteint probihala v tfepacce v 17 °C, 180 RPM, po dobu 20 hodin.
Dalsi den nésledovalo oddé€leni média od bunék za pomoci centrifugace (40 minut, 10 000 x g, 4 °C),
buniky byly dale uloZeny v -20 °C, nebo se s nimi bezprosttedné po centrifugaci pracovalo (viz. kap.

6.2.3.3).

65



6.2.3.3 Uvolnéni proteinii z bunék za pomoci ultrazvuku

Ultrazvukové sonikace je jednou z metod, jak dezintegrovat bakteridlni buiiky a extrahovat tak
produkovany, intracelularni protein ven z cytosolu. Ultrazvukové pulsy narusi bunéénou sténu, kterd se

rozpadne a umozni se tak vyliti celého cytosolu buriky do okoli.

Bunky s nadprodukovanymi proteiny byly resuspendovany v sonika¢nim pufru (20mM Tris-
HCI, 100mM NaCl, pH 8,0) s 5SmM imidazolem (/2 ptivodniho kultiva¢niho objemu), nasledovala
samotna sonikace ultrazvukovym homogenizatorem (Ultrasonic Homogenizer 4710, Cole-Parmer).
V 50-ml centrifugacnich zkumavkach (Falcon) bylo vzdy 25 ml suspenze buné¢k se sonikacnim pufrem.
Sonikace probihala 3 x 30 sekund a 1 % 60 sekund s tim, ze zkumavky byly celou dobu ulozZeny v ledové
lazni a mezi jednotlivymi pulsy byla vzdy pauza nejméné 1 minutu, aby nedoslo k prehiati suspenze a
potencialni degradaci proteinu. Sonikované bunky byly centrifugovany (20 minut, 10 000 x g, 4 °C) a

dale se pracovalo se supernatantem obsahujicim nadprodukované proteiny.

6.2.3.4 Chromatografické metody purifikace rekombinantnich proteini

6.2.3.4.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je metoda vyuzivana na vychytavani cilového proteinu z roztoku za
pomoci vratné vazby proteinu na ligand vazaném na sorbent uvniti chromatografické kolony. Pomoci

Tvvr

umozni navazany protein vyvazat z kolony, lze ziskat protein o pomérn¢ vysokeé Cistote.

Purifikované proteiny (LmbW, LmbY a Porl5 - vCetné mutantnich variant) byly shodné
produkovany s histidinovou kotvou na C-konci proteinu (His-tag se sekvenci LEHHHHHHHH).
K purifikaci byly pouzity kolony HiTrap™ HP Iml (purifikace proteinii pro in vitro testy) a HiTrap™
HP 5ml (purifikace proteind pro krystalizaci). Uvnitt kolony se nachazi chromatograficka agar6za
s navazanou kyselinou nitrilotrioctovou (NTA), kterda vaze ionty niklu (Ni-NTA), dvé vazby niklu
zlstavaji volné pro interakci s His-tagem proteinu, dochazi tedy ke specifické vazbé proteini
oznaCenych His-tagem. Kolony byly nejprve nabity promytim jednim objemem kolony (CV -
z anglického column volume) roztokem 1M NiSOs. Dale byly kolony promyty 5 CV destilované vody
a nasledné 5 CV sonika¢niho pufru (20mM Tris-HCI, 100mM NacCl, pH 8,0) s 5SmM imidazolem, poté
byl nanesen supernatant ziskany sonikaci a naslednou centrifugaci bun€k s nadprodukovanymi proteiny.
Purifikace proteint uréenych k in vitro testim (LmbY, Porl5S - vcetné mutantnich variant) byla
provadéna z 1 1 ptivodniho kultivaéniho objemu, proteiny uréené ke krystalizaci (LmbW, Porl5) byly
purifikovany z 10 - 15 I pivodniho kultiva¢niho objemu. Po naneseni supernatantu na kolonu nasledoval

promyvaci krok k odstranéni nezadoucich proteini a jinych necistot navazanych na protein. Kolona byla
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promyta 5 CV promyvaciho pufru se 7SmM imidazolem (LmbY, Porl5 - v¢etné mutantnich variant),
nebo se 100mM imidazolem (LmbW). Poslednim krokem byla eluce za pomoci 5 CV elu¢niho pufru
s 250mM imidazolem (LmbY, Porl5 - v€etné mutantnich variant), nebo s 300mM imidazolem (LmbW).
Jeste vyssi koncentrace imidazolu zptsobila rozruseni vazeb mezi niklem a histidinem proteinu, pies
histidin navazané proteiny se tedy uvolnily z kolony, protein byl zachytavan do centrifuga¢ni zkumavky
s kolonkou (Amicon® 30K - celkovy objem 5 nebo 15 ml, dle pouZité kolony), za pomoci centrifugace
byl nasledné postupné ve 3 cyklech vyménén pufr, ve kterém byl protein eluovan do sonika¢niho pufru
bez imidazolu. Protein byl na stejné koloné finaln¢ zakoncentrovan do pozadovaného objemu ¢i

koncentrace.

6.2.3.4.2 Rozmérové-vylucovaci chromatografie - gelova filtra¢ni chromatografie

Proteiny, které se produkovaly za ucelem nasledné krystalizace (LmbW, Porl5), byly jesté po
afinitni chromatografii pfecistény za pomoci dal$i chromatografické metody - gelové filtracni

chromatografie.

Tato metoda je zalozena na separaci molekul na zakladé jejich velikosti. Kolona pouzivana pro
tuto metodu ma uvniti matrix obsahujici pory a kanalky definovanych velikosti, do kterych se dostavaji
malé molekuly a ty jsou také uvolnovany pii eluci jako posledni, naopak velké molekuly, které se do

port nevejdou, jsou eluovany jako prvni.

Na gelovou filtraci byla pouzita kolona ENrich™ SEC 650 10 x 300 mm (Bio-Rad), ktera ma
vnitini objem 24 ml. Dale byl pouzit kapalinovy chromatograf Akta Purifier (GE Healthcare Life
Sciences). Pritok mobilni faze byl 1 ml - min™, pfi nanaSeni proteinu byl pritok 0,5 ml - min'. Nejprve
byla kolona ekvilibrovana 3 CV pufru pro gelovou filtraci (20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, pH 8). Poté
se nanesl vzorek prefiltrovaného (0,22 pum filtr) proteinu (200 pl nebo 1 ml, dle velikosti pouzité
nanaseci smycky), nasledovala isokraticka eluce vzorkl. Celkovy eluc¢ni objem byl 30 ml, frakce byly
jimany po 1 ml za pomoci automatického sbérace frakci BioFrac Fraction Collector (Bio-Rad). Pomoci
zaznamu absorbance pii 280 nm z chromatogramu bylo urceno, v jakych frakcich se protein nachazi a
jeho identita byla nasledné potvrzena za pomoci SDS-PAGE elektroforézy (kapitola 6.2.3.5). Frakce
obsahujici Cisty vyizolovany protein byly spojeny a zakoncentrovany na finalni koncentraci 15,4 - 16,8
mg - ml™. Pufr, ve kterém byl protein eluovéan byl nasledné pouzit jako vychozi pufr pro krystalizaéni

experimenty.
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6.2.3.5 SDS-PAGE elektroforéza

Podobné jako u agarézového DNA gelu, principem metody je putovani nabitych molekul
k elektrodé s opacnym nabojem v elektrickém poli. Jde o separaci proteint na zdklad¢ jejich velikosti
naboje, proteiny s niz§im povrchovym nabojem putuji v gelu rychleji, maji totiz mensi odpor. Proteiny
jsou nejprve denaturovany za pomoci SDS a vyssi teploty. SDS se rovnomérné navaze na denaturovany
protein, ten se stava zaporn¢ nabitym. Na tuto metodu se pouziva polyakrylamidovy gel (PAGE =
PolyakrylAmid Gel Electrophoresis), ktery je tvofen ze dvou ¢asti - zaostfovaciho a separacniho gelu
(jejich slozeni uvadi tab. 7). Zaostfovaci gel obsahuje niz§i koncentraci polyakrylamidu a slouzi k tomu,
aby se proteiny dostaly do separacniho gelu ve stejny Cas a vytvoril se tak pravidelny, rovny pas
putujicich proteind. V separa¢nim gelu se rychlost proteinu méni v zavislosti na povrchovém napéti,
obsahuje vyssi koncentraci polyakrylamidu a proteiny zde putuji pomaleji neZ v zaostfovacim gelu. Za

pomoci standardizovaného markeru se poté vyhodnoti velikost testovaného proteinu.

Vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu byly pfipraveny nésledovné: protein byl smichén s 2 x
koncentrovanym SDS-vzorkovym pufrem v poméru 1:1 a inkubovan v termobloku (80 °C) po dobu 20
minut. Vzorky byly nanaseny po Uplném zchladnuti. Pfi pfipravé gelu bylo postupovano nasledovneé:
pripraven a nalit byl nejprve separacni gel, ktery byl pfevrstven destilovanou vodou. Po 30 minutach
byl gel zpolymerovan a pomoci filtratniho papiru byla odstranéna voda, nasledné byl gel prevrstven
zaostfovacim gelem, do kterého byl shora vlozen hiebinek definujici jamky pro nanaseni vzorkid. Po
zpolymerovani (~ 30 minut) byl hfebinek odstranén. Elektroforéza probihala v SDS-elektrodovém
pufru, jako zdroj napéti byl pouzit Electrophoresis power supply EPS 500/400 (Pharmacia). Prvnich 10
minut probihala separace pod napétim 90 V, jakmile vzorky sestoupily do separac¢niho gelu, napéti bylo
zvySeno na 150 V. Separace byla ukoncéena, jakmile pas vzorkt doputoval ke spodnimu okraji gelu.
Jako standard molekulovych velikosti proteinti byl pouzit PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific, product #26619). Separované proteiny byly zviditelnény pomoci barviciho roztoku
(60 - 80 mg barvy Coomassie Brilliant Blue G-250 se rozpustilo v 1 I destilované vody za stalého
michani po dobu 3 hodin, poté bylo do barvy pfidano 3 ml HCI a barva se promichavala dalsich 10
minut). Tato metoda barveni specificky barvi pouze proteiny, neni tedy tfeba specialné odmyvat pozadi.
Obarveny gel byl pouze ponofen do destilované vody, ktera byla v pribéhu 1 hodiny 3 x vyménéna

(odstranéni pfebyte¢né barvy).
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Tab. 7: Slozeni zaostfovaciho a separacniho gelu na SDS-PAGE elektroforézu.

MnozZstvi
Slozka Zaostiovaci gel Separacni gel (10%)
Akrylamid 112 pl 1250 pl
Pufr Tris-HCI (pH 8,9) - 1 000 pl
Pufr Tris-HCI (pH 6,9) 126 pl -
Deionizovana voda 875 ul 2625 ul
SDS (4%) 32 ul 125 ul
APS (30%) 2,5 ul 5ul
TEMED 2,5 ul 5 ul

6.2.4 Specializované metody urcené k charakterizaci proteina

6.2.4.1 Testovani enzymatické aktivity proteini

6.2.4.1.1 In vitro testovani mutovanych proteinii LmbY a Por15

Enzymaticka aktivita mutovanych proteini LmbY a Porl5 byla testovana v reakcich o
celkovém objemu 30 pl. Reakce obsahovala nasledujici reagencie: latku Sa (kap. 6.1.2) jako substrat
(koncentraci substratu nelze stanovit, nebot’ se jedna o latku extrahovanou z bakterii a standard neni
k dispozici), reakeni pufr (500mM Tris-HCI, 1 M NaCl, pH 7,0), kofaktor Fax (findlni koncentrace 10
uM), aktinobakterialni glukosa-6-fosfat dehydrogenasu (FGD, finalni koncentrace 0,1 mM), glukosu-
6-fosfat (G-6-P, finalni koncentrace 2,5 mM) a testovany protein (finalni koncentrace 120 — 180 uM).
FGD a G-6-P v reakci slouzi k regeneraci kofaktoru F40. Reakce probihala 1 hodinu pti 28 °C, poté byla
ukoncena piidanim HCOOH (finalni koncentrace 2 %). Centrifugaci se oddglil precipitat (1 minuta,
13 000 x g, pokojova teplota), supernatant byl napipetovan do Cisté zkumavky a ihned odpafen ve
SpeedVacu pii teplot¢ 30 °C. Bezprostiedné pfed UHPLC-MS (vysoce uc¢inna kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii) analyzou byly vzorky resuspendovany v 30 ul 50%
methanolu. Jako negativni kontrola byly pfipraveny reakce bez testovaného proteinu (chybé&jici objem
do reakce byl doplnén ekvivalentnim mnozstvim vody). Jako pozitivni kontrola byly pfipraveny reakce

s nemutovanymi proteiny LmbY a Por15.

6.2.4.1.2 Ultra ¢ista kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

Jednou z pouzivanych analytickych metod pro oddéleni a identifikaci jednotlivych slozek ve
smési vzorku je kapalinova chromatografie. Délené latky prochazeji chromatografickou kolonou jinou

rychlosti, to je zptsobeno tim, Ze kazda latka smési interaguje se stacionarni fazi uvnitf kolony jinak.
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Mobilni faze slouzi k posouvani vzorku kolonou. Podle toho, jak rychle jednotlivé latky projdou
kolonou je uren jejich retencni ¢as (tr). Pfi samotné separaci jsou jednotlivé slozky detekovany UV-
VIS detektorem, dale se s vyhodou pouziva on-line zapojeni s hmotnostnim spektrometrem, ktery urci
identitu separovanych latek na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Principem metody je prevedeni
analyzovaného vzorku do nabitého (ionizovaného) stavu. Hmota separované latky je urcena za pomoci

méfeni pomeru hmota/naboj (m/z) jejiho iontu ve vakuu.

Pro analyzu byl vyuzit kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem 6546 LC/Q-
TOF systém (Agilent Technologies). Vzorky s in vitro reakcemi byly separovany pomoci reverzni fize
(nepolérni stacionarni faze a polarni mobilni faze) na kolon¢ Acquity UPLC CSH C18, 1,7 pm, 2,1 mm
x 50 mm pfi teploté 40 °C. Pouzita mobilni faze byla dvouslozkova: 0,1% vodny roztok kyseliny
mravenci (A) a acetonitril (B). Na kolonu bylo davkovano 5 pl vzorku, rychlost mobilni faze byla 0,4
ml - min!. Pro separaci byla pouZita linearni gradientova eluce: ¢as [min]/% B - 0/5, 1,5/5, 10/45,9; 1,5
min vyplach kolony (100 % B); 1,5 min ekvilibrace kolony (5 % B). Podminky pro detekci za pomoci
hmotnostni spektrometrie jsou uvedeny v tab. 8. Referencni latky pro analyzu byly 9H-purin (2 ng - pl°
) a hexakis(1H,1H,3H-perfluoropropoxy)fosfazen (2 ng - pl'). Chyba analyzy MS detektoru byla
udrzovana pomoci referenéni latky pod 5 ppm. Chromatogramy byly extrahovany pro [M+H]" ionty

analytt s velikosti toleran¢niho okna 0,05 Da.

Tab. 8: Podminky detekce analyzovanych latek za pomoci hmotnostni spektrometrie.

Podminka MS detekce Nastavena hodnota
Interval métenych hodnot 80 - 1000 m/z
Doba skenu 0,1s

Pauza mezi skeny 0,01s

Prutok retencni latky S5ul-min'1
Pauza mezi skeny pro referencni latku 0,1s

Napéti vlozené na kapilaru 2800V
Napéti vloZené na vstup do analyzatoru 40V

Teplota dusiku 350 °C
Pritok dusiku (desolvataéni plyn) 8001-h'!
Priitok dusiku pfi vstupu do analyzatoru 501-h!
Teplota bloku iontového zdroje 120 °C
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6.2.4.2 Diferencialni skenovaci fluorimetrie (nanoDSF)

Diferencialni skenovaci fluorimetrie je biofyzikdlni metoda zkoumajici stabilitu proteint za
vyuziti vlastni fluorescence aromatickych aminokyselin tryptofanu a tyrosinu. Proteiny jsou méteny
v jejich nativni konformaci, se zvySujici se teplotou se postupné protein rozbaluje, tyto zmény ve
struktufe proteinu se projevi na intenzit€ a vinové délce emise, zejména na fluorescenci tryptofanu.
Detektor méfi emitované zafeni ve dvou vinovych délkach zaroven - 330 a 350 nm, coz umoznuje
citlivejsi detekcei. Protein je nejprve smichan s testovanym pufrem, poté jsou vzorky nabrany do kapilar
a vloZeny do pfistroje. Paprsek projde kapilarou s proteinem, pokud protein neni agregovany, odrazi se
od nosice kapilar a je zachycen detektorem. V pfipadg, ze vzorek obsahuje agregované ¢astice, je svétlo
rozptyleno a signal odrazené¢ho paprsku je slabsi. Vysledkem analyzy jsou hodnoty udavajici miru
fluorescence (pomér 350/330 intenzity fluorescence slouzi jako funkce teploty) a jak se tato fluorescence
meni v ¢ase a z nich je vypocitavana teplota tani (Tm, z anglického melting temperature) pro kazdy

vzorek. Teplota tani je definovana jako teplota, pii které je polovina proteinu jiz denaturovana.

Metoda byla vyuzita k testovani stability proteinu LmbW v riiznych pufrech. 9 pl testovaného
pufru (testovano bylo celkem 112 pufrt - kapitola 6.1.11) bylo smichano s 1 pl proteinu LmbW (finalni
koncentrace LmbW byla 1,6 mg - ml"), z mikrozkumavky byl poté vzorek vtazen sklen&nou kapilarou
Prometheus NT.48 Series nanoDSF Grade Standard Capillaries (NanoTemper Technologies), k analyze
byl pouzit pistroj Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies). Parametry méfeni byly nastaveny

nasledovné - rozmezi teplot: 20 — 80 — 20 °C, rychlost teplotni zmény: 1,5 °C - min'.

6.2.4.3 Dynamicky rozptyl svétla (DLS - Dynamic Light Scattering)

Metoda dynamického rozptylu svétla slouzi k méteni velikosti molekul ve vzorku, a jak se tato
velikost méni v Case. Principem metody je méfeni Brownova pohybu za pomoci laseru, v urcitych
casovych intervalech dochazi k mefeni a porovnani s pfedchozim méfenim, jde tedy o mefeni profilu
distribuce velikosti ¢astic v ¢ase. Mensi ¢astice se v roztoku pohybuji rychleji, maji tedy vétsi kinetickou
energii, a tim pfi méfeni vznikaji vyssi intenzity fluktuace laseru. Vztah mezi rychlosti pohybu ¢astic a
jejich velikosti je dan Stokesovou-Einsteinovou rovnici: D kT

bRy

D .... Difuzni koeficient = udava rychlost ¢astic [m-s™']
KB.... Boltzmannova konstanta = 1,38-10 J-K'!

T.... Absolutni teplota [K]

1.... Dynamicka viskozita [kg-m™-s™]

Ru.... Hydrodynamicky polomér ¢astic [m]
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Dilezité parametry pii méteni, které mohou ovlivnit vysledky, jsou teplota a viskozita vzorku,
teplota je v pfistroji udrZzovana konstatntni (4 °C), ovSem pii vys$si viskozité pufru (naptiklad pokud
obsahuje glycerol) miize dojit k nepfesnému méteni. Vychozi data méfeni jsou grafy, které zobrazuji
velikost ¢astic v roztoku v zavislosti na Case a jak se tato velikost méni, dale histogram zobrazujici pik
nebo piky, které predstavuji v kolika formach (monomer/dimer/tetramer) se protein v daném pufru
nachazi. Pokud se velikost ¢astic v Case neméni, jedna se o protein, ktery se nesrazi a nachazi se pouze
vjedné formé - je tedy monodisperzni. Tato vlastnost proteinu je velice dulezitd pro naslednou
krystalizaci, kdy je vétsi uspésnost krystalizace, pokud protein neagreguje a nachazi se jen v jedné forme

at’ uz se jedna o monomer, dimer ¢i dalsi formy).
b

Pro analyzu byl 1 pl purifikovaného LmbW natedén 9 pl testovaného pufru (finalni koncentrace
LmbW 1,6 mg - ml™"), nasledné& byly 2 ul ze vzorku naneseny na testovaci desticku. K analyze byl pouZit
pfistroj SpectroLight 600/610 (Xtal Concepts). Vzorky byly testovany v triplikatech. Celkova doba

analyzy byla nastavena na 14 hodin s intervalem méfeni 10 minut.

6.2.5 Priprava krystali Por15 a LmbW

Krystalizace je proces tvorby krystalli proteinu, ktery ma tfi faze (obr. 26) - prvni fazi je
nukleace, kdy jsou ionty spravné orientovany vuci sobé a dojde k jejich kontaktu, poté se tvoii
submikroskopicka jadra, ov§em jen v pfipadé, Ze dojde k piesyceni roztoku. Druhou fazi je rust krystald,
krystaly rostou jen za podminky, Ze je roztok stale presyceny. Posledni a tieti fazi je zastaveni rtstu
krystalu, k tomuto jevu dochazi pii navozeni rovnovahy, kdyz se roztok piiblizi hranici rozpustnosti

proteinu (shrnuto v McPherson & Gavira, 2014).
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Zona precipitace

roteinu

Nukleaéni
zona

Koncentrace
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Metastabilni rozpustnosti
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Zona nedostatecného nasyceni Kiivka rozpustnosti

| | | | | | L.

Koncentrace sriaZeciho ¢inidla

Obr. 26: Fazovy diagram proteinové krystalizace za pomoci difuse vodnich par, osa x zobrazuje
stoupajici koncentraci srazeciho Cinidla, osa y zobrazuje stoupajici koncentraci proteinu, ¢ervenou
ktivkou je zobrazena prvni faze krystalizace, kdy dochazi k nukleaci (= pfechod do nukleac¢ni zony) -
predchod ze stavu nedostateéného nasyceni do stavu presyceni, zelené¢ je vyznacena druhd faze
krystalizace, tedy rust krystalll podminény pfechodem z nuklea¢ni zony do metastabilni zony, ve které
dochazi k samotnému rustu krystalti. Tteti faze - tedy zastaveni rustu krystalti predstavuje konec zelené

Sipky (pfevzato a upraveno z Pichlo et al., 2016).

Existuji dvé zakladni usporadani krystalizace - krystalizace v tzv. sedici a visici kapce. Sedici
kapka je umisténa na specialni mustek, ktery jej odd€luje od rezervoaru pod nim. Visici kapka je
nanesena na vicko, které jamku naplnénou rezervoarem shora uzavira (obr. 27). Princip je analogicky:
v obou usporadanich je celd jamka vzduchotésné uzaviena, diky odliSnému tlaku vodnich par nad

jednotlivymi slozkami dochézi k ptechodu téchto par az do jejich vyrovnani.
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A) Visici kapka B) Sedici kapka

rezervoar

mustek

Obr. 27: Zobrazeni dvou zakladnich uspotfddani krystalizace za pomoci difuse vodnich par - A - visici
kapka, kdy se kapka nachazi na sklenéném vicku, B - sedici kapka, kde je Sedou Sipkou vyznacen mistek
drzici kapku. Cervena &ast kapky piedstavuje protein a modra ¢ast srazeci ¢inidlo, modrymi Sipkami je

vyznacen smér difuse vodnich par (pfevzato a upraveno z Bijelic & Rompel, 2018).

6.2.5.1 Nalezeni zakladnich krystaliza¢nich podminek proteinu LmbW

Pro zjisténi zakladnich podminek, ve kterych protein LmbW krystalizuje, byly pouzity komercni
kity krystalizacnich pufri (metoda sedici kapky, 1 sada = 96 rtznych podminek): BCS Screen
(Molecular Dimensions), JCSG+ Suite (Qiagen), Morpheus® screen (Molecular Dimensions),
Morpheus® Il screen (Molecular Dimensions), PACT premier™ (Molecular Dimensions), SG1™
Screen (Molecular Dimensions) a XP Screen (Jena Bioscience). Protein byl nanasen na krystaliza¢ni
desticku (CRYSTALQUICK SW PLATE, Item No.: 609101, Greiner Bio-One) roboticky (Dropsetter
NTS8, Formulatrix) ve tfech riznych pomérech protein:srazeci ¢inidlo - 1:2, 1:1 a 2:1. Velikost kapky
byla 300 nl, objem rezervoaru ¢inil 320 pl. Pro inicializa¢ni test byl pouZit protein o koncentraci 16,8
mg - ml'. Po naneseni proteinu byla desti¢ka uzaviena folii a umisténa do krystalizaéniho hotelu R11000
(Formulatrix), krystalizace probihala pfi konstantni teploté¢ 20 °C. Detekce ristu krystalli probihala
automatickym fotografovanim desticek ve stanovenych ¢asovych intervalech. Snimky byly pofizovany
celkem ve 3 rlznych moédech - viditelné svétlo, UV svétlo a polarizované svétlo. UV svétlo a
polarizované svétlo slouzi k odliSeni krystalt soli a proteinovych krystala, které pod UV zéfenim emituji

zateni diky pfitomnosti aromatickych aminokyselin tryptofanu a tyrosinu.
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6.2.5.2 Optimalizace uspéSnych podminek poskytujicich krystaly LmbW ve

visici kapce

Pfi nalezeni podminek, pii kterych vyrostl krystal proteinu LmbW, byly tyto podminky
interpretovany do visici kapky s cilem optimalizovat podminku tak, aby poskytla vice krystald, ptipadné
krystaly vétsi velikosti a kvality vhodné pro difrakci. Protein byl ru¢né nanasen na krystaliza¢ni desticku
s jamkami uzaviratelnymi Sroubovacim vickem (EasyXtal, Qiagen), ve ctyfech rtiznych pomérech
protein:srazeci €inidlo - 1:1, 1:2, 2:1 a 3:1. Velikost kapky byla 1 - 2 pl, objem rezervoaru €inil 500 pl.
Sledovan byl vliv koncentrace proteinu na krystalizaci - testovano bylo koncentracni rozmezi 15 - 32
mg - ml"!, dale pak vliv koncentrace sraZedla - PEG 4000 (25,5 - 30% w/v) a nakonec vliv pfitomnosti
predpokladaného substratu (latka 2) ¢i kofaktoru SAM. Pribéh krystalizace byl pribézné sledovan za
pomoci stereomikroskopu SZX-16 (Olympus).

6.2.5.3 Optimalizace uspéSnych podminek poskytujici krystaly Por15 ve

visici kapce

Zakladni podminky poskytujici rist krystalti Por15 byly jiz nalezeny v ramci ptedchozi studie
Dimensions), SG1™ Screen (Molecular Dimensions) a XP Screen (Jena Bioscience), které ale poskytly
pouze jednu (v piedchozi studii nepopsanou) podminku, ve které rostly krystaly. Tato podminka byla,
analogicky jako u LmbW, interpretovana do visici kapky, opét s cilem optimalizovat podminku tak, aby
poskytla vice krystalil, pfipadné krystaly vétsi velikosti a kvality vhodné pro difrakci. Protein byl ru¢né
nandSen na krystalizacni desticku s jamkami uzaviratelnymi Sroubovacim vickem (EasyXtal, Qiagen),
ve Ctyfech riznych pomeérech protein:srazeci ¢inidlo - 1:1, 1:2, 2:1 a 3:1. Velikost kapky byla 1 - 2 pl,
objem rezervoaru ¢inil 500 pl. Sledovan byl vliv koncentrace proteinu na krystalizaci - testovano bylo
koncentra¢ni rozmezi 5 - 25 mg - ml!, déle pak vliv koncentrace srazedla - PEG 400 (10 - 40% v/v),
protein Porl5 byl krystalizovan v pfitomnosti substratu (latka 5a) i kofaktoru F4o. Priibéh krystalizace

byl pribézné sledovan za pomoci stereomikroskopu SZX-16 (Olympus).

6.2.5.2 Rentgenova analyza struktury proteinu

Rentgenova krystalografie pfedstavuje metodu na urceni 3D struktury krystalu proteinu. Za
pomoci rozptylu monochromatického rentgenového zéteni, které se odrazi od krystalu proteinu, lze urcit
uspotadani atomu v krystalové miizce. Krystal proteinu je schopny odrazet rentgenové zafeni, protoze

se chova jako difrak¢éni miizka.
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Difrakce je jev, kdy pti prichodu priméarniho rentgenového zateni dochazi k excitaci elektrontl,
které pak vysilaji vSemi sméry sekundarni zafeni, toto vinéni mtze v nékterych smérech zesilit nebo
naopak umlcet rentgenové zaieni. Difrakce jako odraz rentgenového zafeni na rovinach miizky krystalu

1ze vyjadfit za pomoci Braggovy rovnice (n¢kdy také nazyvany jako Braggtiv zakon):
NnA = 2d-sinB

n.... celé Cislo vyjadiujici zpozdéni paprsku

A.... vinova délka rentgenového zareni [nm]

d.... mezirovinna vzdalenost [nm]

0.... difrakeni thel [°]

Rovnice nam ftika, Ze k difrakci dojde pouze, pokud se odrazeny paprsek zpozdi vici paprsku

odrazenému od vedlej$i roviny o cely nasobek jeho vinové délky.

Pfi samotném méfeni dochazi k otaceni krystalu, méteni probihd tedy na vSech strukturnich
rovinach. Rozptyl paprski je v podobé difrakénich skvrn zachycovan na detektoru a na zaklade téchto

skvrn je poté naroénym vypocetnim procesem vytvoien 3D model proteinu.

Difrakci krystal proteini LmbW a Porl5 provadél Ing. Jan Stransky, PhD. (Centrum
molekularni struktury, AV CR, v.v.i.). Mé&feny byly pouze dostateéné velké krystaly, tedy aby ve viech
smérech spliovaly délku alespon 100 um. Na vyjmuti krystalu byla pouzita smyc¢ka o priméru 100 um
(MiTeGen), difrakce probihala pomoci difraktometru D8 Venture (Bruker) s anodou vyrobenou z galia
slouzici jako zdroj rentgenového zareni (Metallet D2, Excillium), s detektorem Photon II (Bruker) a

s ¢tyftkruhovym goniometrem ménicim orientaci krystalu.
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280 nm

A

7. Vysledky

7.1 Determinace prirozeného substratu LmbW za pomoci

krystalografie

7.1.1 Produkce a purifikace proteinu LmbW

Zakladni podminky produkce a purifikace proteinu LmbW byly stanoveny v ramci predchozi
studie (Steiningerova, 2015). Tyto podminky byly dale optimalizovany za ucelem pfipravit protein
v dostatecné kvantité i kvalité vhodné pro krystalizaci. Postup heterologni nadprodukce proteinu LmbW
popisuje kap. 6.2.3.2. Po uvolnéni proteinu z bunék ultrazvukovou sonikaci ndsledovala dvoustupiiova
purifikace: (1) afinitni chromatografie - z 1 1 pivodniho kultiva¢niho objemu bylo primerné ziskano 4,2
mg proteinu LmbW a (2) gelova filtrace. Protein LmbW byl pii gelové filtraci eluovan z kolony ve
frakci odpovidajici 0,52 CV (obr. 28), prumérny vytézek po druhém purifikacnim kroku byl 3,2 mg (na
1 litr oivodniho kultiva¢niho objemu). Ke kontrole produkce a jednotlivych krokti purifikace LmbW
byla pouzita SDS-PAGE elektroforéza (obr. 29).

AN A2 AN Ad AS A% AT Al A9 AN A2-ANY AN-AS ANG-ANT ANS-AH AO-AN NR2-N2) AS24-NTS AE-A2T ANBNT A

LmbW
Obr. 28: Chromatogram - gelova filtrace proteinu LmbW, ¢isly A/l - A/29 v horni ¢asti obrazku jsou

vyznaceny jednotlivé frakce pfi eluci, zeleny pik (vlnova délka 280 nm) zobrazuje, ve kterych frakcich

se nachazi protein LmbW.
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Obr. 29: SDS-PAGE celektroforéza - produkce a purifikace LmbW, teoretickd molarni hmotnost pro
LmbW - Mw = 40, 035 kDa, ¢ernou Sipkou/Cernym prerusovanym obdélnikem je ozna¢eny LmbW, M
= standard molekulové velikosti proteinil, A = celkové bunécné proteiny (indukce za pomoci IPTG), B
= celkové bunécné proteiny - kontrola (bez indukce IPTG), C = rozpustna frakce proteint (indukce
IPTG), D = rozpustna frakce proteinti - kontrola (bez IPTG), E = frakce proteint, které byly odmyty
béhem afinitni chromatografie za pomoci pufru s 100mM imidazolem, F = purifikovany LmbW - po

afinitni chromatografii, G = purifikovany LmbW - po gelov¢ filtraci.

7.1.2 Stanoveni stability proteinu LmbW

7.1.2.1 Testovani stability LmbW v riznych pufrech (nanoDSF)

Stabilita purifikovaného proteinu je pro krystalizaci klicova - je prakticky nemozné
krystalizovat proteiny, které at’ uz bezprostiedné po purifikaci, ¢i s kratkym odstupem ¢asu (fadové
hodiny) agreguji. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda pufr zvoleny pro purifikace (pufr dle
Steiningerova, 2015 - zaklad: 20mM Tris-HCI, 100mM NacCl, pH 8,0) je pro tento protein vhodny, ¢i

zda existuje vhodngjsi alternativa.

Celkem bylo testovano 112 pufrti o rizném chemickém slozeni (dle chemického slozeni
rozdéleny celkem do 11 skupin), pokryvajici pH skalu v rozmezi 2,0 - 9,5 (seznam pufrt je uveden
v kap. 6.2.11). Vramci kazdé skupiny byl testovan vliv pritomnosti NaCl a dale NaCl spole¢né
s redukénim ¢inidlem TCEP. Pomoci nanoDSF byla stanovena Tm u 101 podminek (obr. 30). I po
opétovnych pokusech se nepodafilo T naméfit u nasledujicich pufrd: 2 - 6, 9, 10, 13, 14, 17, 18.
Duvodem byla viditelna agregace proteinu jiz po ptidani testovaného pufru ke vzorku proteinu. Jelikoz

se jedna o pufry s pH v rozmezi 2 - 4, je ziejmé, Ze nizké pH neni pro protein LmbW vhodné. Naopak

78



nejvyssi hodnoty T byly naméteny u pufri s pH v rozmezi 6,5 - 8,5. Vlibec nejvyssich hodnot Ty, kterd
tedy odpovida nejvyssi stabilité proteinu v dané podmince, bylo dosazeno u pufru 111 (46,9 °C; 100mM
Tris, 100mM NaCl, 15% glycerol, pH 8,0), pufru 112 (46,6 °C; 100mM Tris, 100mM NaCl, 15%
glycerol, pH 8,5) a pufru 110 (46,4 °C; 100mM Tris, 100mM NacCl, 15% glycerol, pH 7,5). Tab. 9 nize
prehledné shrnuje pufry z kazdé skupiny s nejvyssi hodnotou T, Pfitomnost NaCl a NaCl spolu s TCEP

neméla na stabilitu vliv, nebyla nalezena zadna korelace - vysledky jsou rizné u vSech skupin pufrt.
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Tab. 9: Pufr/y z kazdé ,,chemické* skupiny s nejvyssi hodnotou T, a jeho/jejich slozeni.

Skupina Pufr ¢.  SloZeni T
Citrat 16 Iiiﬁ;ériﬂl\)/[HI\zi)CsH507'2HzO, 17,5mM CsHgO7, 100mM 417°C
MES 28 100mM MES, 100mM NaCl, pH 6,5 42,6 °C
Bis-Tris 38 100mM Bis-Tris, 100mM NaCl, pH 7,0 442 °C
MOPS 44 100mM MOPS, pH 7,5 45,7 °C
47 100mM MOPS, 100mM NaCl, pH 7,5 45,7 °C
HEPES 55 100mM HEPES, 100mM NacCl, pH 7,5 45,1 °C
TRICIN 60 100mM Tr?c%n, pH 7,5 44,7 °C
63 100mM Tricin, 100mM NaCl, pH 7,5 44,7 °C
Glycylglycin 72 100mM glycilglycin, 100mM NaCl, pH 7,5 45,4 °C
Bis-Tris-Propan 83 100mM Bis-Tris-propan, 100mM NaCl, pH 8,0 43,5 °C
TAPS 93 100mM TAPS, 100mM NaCl, pH 8,0 45,0 °C
Tris 106 100mM Tris, 100mM NaCl, pH 8,0 453 °C
Tris + glycerol 111 100mM Tris, 100mM NaCl, 15% glycerol, pH 8,0 46,9 °C

7.1.2.2 Stanoveni disperzity LmbW (DLS)

Nésledujici experiment byl proveden pro zjiSténi distribuce proteinu LmbW v pufrech, které na
nanoDSF poskytly nejlepsi vysledky. Konkrétné z kazdé skupiny pufrd byl vybran pufr s nejvyssi
hodnotou Tn, (tab. 9) a k nému jeste totozny s/bez 100mM NaCl (NaCl mize mit vliv na formu, ve které
se protein v roztoku vyskytuje; Wowor et al., 2014). Doplitkové byl dale vybran pufr 114 (50 mM
HEPES, 100mM CaCl,, pH 7,5), nebot’ v literatufe je mozné dohledat, Ze v pufru o podobném slozeni
byly purifikovany ¢i krystalizovany homologni proteiny LmbW (MrsA, MpplJ; Braun et al., 2010; Zou
et al., 2014). Z experimentu naopak byly vytazeny pufry 109-113, které sice maji vysoké Tm, nicméné
pritomnost 15% glycerolu v téchto pufrech zvysujici viskozitu vzorku by interferovalo s DLS, vysledky

by tak byly znacné nepiesné.

Celkem bylo analyzovano 21 puftd, interpretovatelné vysledky se podatilo ziskat u 14 vzorka
(stanoveni u pufrii 63 a 72 nebylo Gspésné; stanoveni u pufra 16, 24, 36, 60, 69 nebylo dostatecné
kvality). Vysledkem méfeni kazdych 10 minut po dobu 14 hodin je graf zobrazujici zmény velikosti
molekul v ¢ase (obr. 31 - 32, oddil 1) a histogram zobrazujici frekvenci vyskytu jednotlivych castic o
urcitém poloméru (obr. 31 - 32, oddil 2). Z naméfenych dat byla vyhodnocena disperzita LmbW -
testované pufry lze piehledné kategorizovat do dvou skupin, ve kterych se LmbW vyskytuje
v nasledujicich formach: skupina A - monodisperzni LmbW (reprezentovano pufry 28, 35, 55, 79, 83,
90, 93, 101, 106 a 114, velikosti poloméru ¢astic 10 nm; obr. 31), celkem pét pufru z této skupiny
obsahovalo NaCl, pufr 114 obsahoval CaCl; a ¢tyfi pufry (35, 79, 90, 101) byly bez pfitomnosti NaCl,
skupina B - polydisperzni LmbW, smés dvou ¢i tfi forem LmbW o poloméru 10 nm a 100 nm, pfipadné

5 um (reprezentovano pufry - 2 formy - 12, 44, 47 a 3 formy - pufr 52, obr. 32), celkem dva pufry z této
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skupiny obsahovaly NaCl. Vliv pfitomnosti soli na disperzitu LmbW nelze z uvedenych vysledkt

stanovit - nebyla pozorovana zadna jednozna¢nd korelace.

V kombinaci s vysledky z nanoDSF byly jako nejvhodnéjsi pufry, tedy takové, které poskytuji
monodisperzni a stabilni protein, vybrany pufry 55 a 106. Pufr 55 byl nasledné testovan jako alternativni
purifikacni pufr, nicméné jiz po prvnim kroku purifikace (Ni-NTA) dochazelo k viditelné agregaci
proteinu (data nezobrazena). Pufr 106 (100mM Tris, 100mM NaCl, pH 8,0) je svym slozenim témet
identicky k pufru, ktery byl piivodné k purifikaci proteinu LmbW pouzit (pufr dle Steiningerova, 2015
- 20mM Tris, 100mM NaCl, pH 8,0). Pufr dle Steiningerova, 2015 byl tedy ve vSech naslednych
experimentech pouzivan nadale jak pro purifikace, tak jako vychozi pufr pro krystalizace (nizsi

koncentrace Tris neovlivituje stabilitu LmbW a snizuje riziko interference pii krystalizaci a difrakci).
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Obr. 31: DLS - skupina A - monodisperzni LmbW - pufry 28, 35, 55, 79, 83, 90, 93, 101, 106 (= vybran

na krystalizaci) a 114. Grafy (1) - osa x = polomér Castic v roztoku (nm - mm), osa 'y = cCas (s),

histogramy (2) - osa x = polomér ¢astic v roztoku (nm - mm), osa y = frekvence vyskytu.
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Pufi 12 (82.5 mM NasCsH:0+-2H:0. 17.5 mM CsH:O-, pH 6)

Pufr 47 (100 mM MOPS, 100 mM NaCl, pH 7,5)
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Obr. 32: DLS - skupina B - polydisperzni LmbW: dvé formy LmbW - pufry 12, 44 a 47, tii formy

LmbW - pufr 52. Grafy (1) - osa x = polomér ¢astic v roztoku (nm - mm), osa y = ¢as (s), histogramy

(2) - osa x = polom¢r ¢astic v roztoku (nm - mm), osa y = frekvence vyskytu.

7.1.3 Krystalizace LmbW

7.1.3.1 Iniciacni krystalizacni screening proteinu LmbW

Pro inicia¢ni krystalizaci bylo pouzito celkem 7 komer¢nich krystalizacnich kit - BCS Screen
(Molecular Dimensions), JCSG+ Suite (Qiagen), Morpheus® screen (Molecular Dimensions),
Morpheus® Il screen (Molecular Dimensions), PACT premier™ (Molecular Dimensions), SG1™
Screen (Molecular Dimensions) a XP Screen (Jena Bioscience). Rust krystalti pfi pouzité koncentraci
proteinu 16,8 mg - ml! byl pozorovan pouze v JCSG+ Suite a to v podmince s nasledujicim slozenim:
0,17M (NH4)2S0Os, 15% v/v glycerol, 25,5% w/v PEG 4000. Konkrétné, krystaly jehlovitého tvaru byly
zaznamenany v piipadé smichani proteinu a srazeciho ¢inidla v poméru 1:1, detekovano zde bylo vice
drobngéjsich krystalti (obr. 33), u poméru 2:1 bylo v porovnani s pomérem 1:1 zaznamendno mén¢
krystald, ovSem vétSich (obr. 34). V obou piipadech se prvni mikro-krystaly objevily jiz po 8 hodinach
od nasazeni, maximalni velikosti dosahly po 3 dnech (obr. 35). Nicméné v obou pftipadech krystaly
nedosahovaly pozadované velikosti potfebné pro difrakci (potfebnd velikost krystalu je >100 pm ve

vsech smérech).
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Viditelné svétlo UV svétlo
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Obr. 33: Krystalizace proteinu LmbW (koncentrace 16,8 mg - ml!) v ¢ase (8 hodin nahote a 3 dny dole),

pomér proteinu a srazeciho ¢inidla - 1:1, chemické slozeni kapky - 0,17M (NH4),SO4, 15% v/v glycerol,
25,5% w/v PEG 4000. Vlevo zobrazeno viditeln¢ svétlo, vpravo UV svétlo
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Viditelné svétlo UV svétlo
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Obr. 34: Krystalizace proteinu LmbW (koncentrace 16,8 mg - ml!) v ¢ase (8 hodin nahoie a 3 dny dole),

pomér proteinu a sraZeciho Cinidla - 2:1, chemické slozeni Cinidla - 0,17M (NH4).SOs, 15% v/v

glycerol, 25,5% w/v PEG 4000. Vlevo zobrazeno viditelné svétlo, vpravo UV svétlo.
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Obr. 35: Porovnani ristu krystalti proteinu LmbW (koncentrace 16,8 mg - ml™") pod UV svétlem v Case
(1 hodina, 8 hodin, 1 den, 2 dny, 3 dny a 6 dni), vlevo zobrazen pomér proteinu a srazeciho ¢inidla 1:1
a vpravo pomér 2:1. Chemické slozeni sraZeciho ¢inidla: 0,17M (NH4)2SO4, 15% v/v glycerol, 25,5%
w/v PEG 4000. V obou ptfipadech po 3 dnech jiz nedoslo k dal§imu viditelnému rastu krystalu.

7.1.3.2 Optimalizace krystalizace proteinu LmbW

Po nalezeni podminky, kterd poskytla krystaly proteinu LmbW (0,17M (NH4)2SOa, 15% v/v
glycerol, 25,5% w/v PEG 4000), byla identicka podminka pfenesena do visici kapky s cilem ziskat vétsi
krystaly. Kromé pieneseni do vétSiho krystalizacniho objemu a jiného fyzikalniho uspofadani, které
sami o sobé maji na krystalizaci velky vliv, byl zarovei testovan vliv sraZedla - molekuly PEG 4000,
testovany byly koncentrace 25,5 %, 27,5 % a 30 % w/v a dale vliv koncentrace proteinu LmbW,
testovany byly koncentrace 15, 20, 25, 30 a 32 mg - ml™! (obr. 36). Krom& poméru protein:srazeci ¢inidlo
2:1, 1:1, 1:2 byl nové testovan pomér 3:1 (obr. 37). Separatné byl dale také testovan vliv pfitomnosti
kofaktoru SAM (finalni koncentrace 4 mM) a predpokladaného ptirozeného substratu LmbW (latka 2,
koncentraci nelze stanovit, nebot’ se jedna o latku pfipravenou in vitro, k niz neni dostupny standard),

které byly pridany ptimo k roztoku proteinu LmbW bezprostiedn¢ pred nasazenim.

Ihned po nasazeni byla pozorovana agregace v kapkach (shodné v obou destickach)

obsahujicich protein s koncentraci > 25 mg - ml". Rust krystalti byl pozorovan po dobu 1 mésice.
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Nicméné, ani po 1 mésici nebyly v zadné jamce pozorovany krystaly. Po 1 meésici byl experiment

ukoncen, nebot’ doslo k precipitaci/vyschnuti vSech kapek.

Desticka 1 - pouze protein LmbW

Slozeni srazeciho ¢inidla:
0,17 M (NH4),SO4 + 15% v/v glycerol

+ 25,5 % wi/v PEG 4000

+27,5 % w/v PEG 4000

+ 30 % w/v PEG 4000
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Koncentrace nanaseného proteinu LmbW
Desticka 2 - LmbW + kofaktor SAM + piedpoklidany substrat (litka 2)

Slozeni srazeciho ¢inidla:
0,17 M (NH4);S0y + 15% v/v glycerol

1/

+ 25,5 % wiv PEG 4000

+ 27,5 % wiv PEG 4000

l
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Koncentrace nanaseného proteinu LmbW

Obr. 36: Schéma dvou krystaliza¢nich desticek, desticka 1 - pouze protein LmbW, desti¢ka 2 - protein
LmbW, kofaktor SAM a latka 2. Sloupce - koncentra¢ni fada proteinu LmbW, fadky - koncentraéni fada
PEG 4000.
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0,5 pl proteinu +
1 pl srazeciho ¢inidla

1,5 pl proteinu +

0,5 ul srdzeciho ¢inidla

0,5 nl proteinu +
0.5 ul srizeciho cinidla

1 pl proteinu +
0,5 pl srdzeciho ¢inidla

Obr. 37: Schéma slozeni jednotlivych kapek v krystalizacni desticce - kazdd z 15 rtznych podminek

krystalizace LmbW obsahovala ctyti visici kapky, poméry proteinu ke srazecimu cCinidlu byly

nasledujici -

1:2,1:1,2:1a3:1.

7.2 Objasnéni podstaty rozdilné reakéni specifity Apdé6
homologii - Porl5 a LmbY

7.2.1 Cilena mutageneze proteinti Por15 a LmbY

Na zaklad¢ stanovenych hypotéz (kap. 4.2.2.2) bylo ptistoupeno k ptipravé mutant piehledné

uvedenych v nasledujici tab. 10.

Tab. 10: Ptehled vybranych mutaci proteint LmbY a Porl15

e Navrzena
mutovana/é Typ mutace Predpokladany efekt mutace
. c mutace

aminokyselina/y
Delece 2 AK - posunuti peptidového fetézce, vliv

Porl5 G110, H111 G110 _HI11 Delece na ?mlstenlvk(?fakto.ru Fazo Vzhlgdc?m k substratu,

del zména reak¢ni specifity (na dvojnasobnou

redukci)/zruseni enzymové aktivity
Inzerce 2 AK - posunuti peptidového fetézce, vliv

LmbY G110, G110 H111 na umisténi kofaktoru Fiyo vzhledem k substratu,

. Inzerce < “ . . ,

HI11 inz zména reakéni specifity (na jednonasobnou
redukci)/zruseni enzymové aktivity
Zaména G na A - ovlivnéni interakce s kofaktorem

LmbY G108 G108A Zaména 1 AK | Fiz, zména reakéni specifity (na jednonasobnou
redukci)/zruseni enzymové aktivity
Zameéna za mensi AK - odstranéni stérického

LmbY M196 MI196A Zaména 1 AK br?nenl a Ellubm zavsu’nutl S}Jbstratu .do aktllvmho
mista, zména reak¢ni specifity (na jednonasobnou
redukci)/zruseni enzymové aktivity
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7.2.1.1 Priprava konstrukti pro produkci mutantnich variant proteint

Porl5 a LmbY

Konstrukty pro produkci mutantnich variant proteini LmbY a Porl5 byly pfipraveny pomoci
PCR, v ramci optimalizace PCR cyklu byly testovany tfi teploty nasedani primeri 55, 63 a 72 °C
(rozmezi doporucované vyrobcem pouzitého kitu). Dle elektroforézy DNA v agar6zovém gelu (obr. 38)
je patrné, ze optimalni teplota nasedani primeri pro mutanty Porl5 G110 H111 del a LmbY
G110_HI111 inz je 63 °C, pro LmbY G108A 55 °C a pro LmbY M196A 72 °C. PCR produkty byly
cyklizovany a byla odstranéna methylovana DNA, transformaci do E. coli NEB 5-aplha a naslednou
selekci na LB agarovych plotnach byly ziskany jednotlivé kolonie. Kultivaci kolonii a naslednou izolaci
byla ziskdna plasmidovd DNA. Sekvenaci plasmidl na externim pracovisti bylo ovéfeno vneseni

pozadovanych mutaci (obr. 39).

LmbY G110 _H111 inz

M LmbY M196A

)

Porl5 G110_H111 del (_x_\ LmbY G108A
I ( 5 ~ W

=~
=

Konstrukt Velikost

konstrulctu
l% %l())((]) ll:;[; lg gg?} E}; Porl5 G110_H111 del 8010 bp
LmbY G110_Hlllinz | 8030bp
LmbY G108A 8002 bp
| LumbY M1964 | s003bp

250 bp -— e WD - - 250 bp

Obr. 38: Optimalizace teploty naseddni primerd pfi mistné-specifické mutagenezi za pomoci PCR,
kontrola ptfitomnosti linedrnich PCR produktti na 1% agardézovém gelu - M = standard molekulové

velikosti DNA, barevné jsou odliSeny jednotlivé mutanty, testované teploty - 55, 63 a 72 °C.
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Obr. 39: Detail vysledku sekvenacnich dat ovéfujicich vneseni pozadované mutace, vyhodnoceno
v programu Geneious (verze 5.5.9.). A - Porl5 G110 _HI111 delece, B - LmbY G110_H111 inzerce,
C - LmbY zaména G108A, D - LmbY zaména M196A.

|:.n

7.2.1.2 Produkce a purifikace mutantnich proteini LmbY a Por15

Ptipravené konstrukty byly pouzity k pfipravé mutantnich variant proteini LmbY a Porl5.
Podminky produkce i purifikace vychazely z publikovanych podminek pro Apd6 poteiny (Steiningerova
et al., 2020). Z 1 litru ptivodniho kultiva¢niho objemu bylo ziskadno primerné: Por GH del - 9,9 mg,
LmbY GH inz - 2,1 mg, LmbY G108A - 2,2 mg, LmbY M196S - 2,0 mg. Identita purifikovanych
proteinti byla ovétena pomoci SDS-PAGE elektroforézy (obr. 40).

92



2 M @ D
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L -

-
35KkDa " M, 35 kDa - —
Molekulova

Mutantni protein
P hmotnost (kDa)

Por G110 H111 del 33,683
LmbY G110 H111inz |33,940
LmbY G108A 33,724
Lmb¥Y M196A 33.650

Obr. 40: SDS-PAGE elektroforéza purifikovanych mutantnich proteini po afinitni chromatografii,
M = standard molekulové velikosti proteini, A = LmbY G110 H111 inz, B = Por G110 H111 del,
C =LmbY G108A, D = LmbY M196A, Cervenou Sipkou jsou vyznaceny mutantni proteiny Porl5 a

LmbY, cernou Sipkou jsou vyznaceny chaperoniny.
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7.2.1.3 In vitro testovani enzymatické aktivity mutantnich variant proteini

Pfirozena enzymatickd aktivita LmbY je pfeména substratu - latka Sa na plné nasycenou latku
6a, kdezto Porl5 ze stejného substratu tvofi pouze mono-nasyceny produkt - latku 7a. Cilem mutaci
Porl5 a LmbY bylo zménit tuto reakéni specifitu, tedy aby mutanta Por15 byla schopna ze substratu 5a
vytvorit 6a a naopak mutanty LmbY produkt 7a. Krom¢ zmény reakéni specifity se dale predpokladalo
ptipadné uplné zruseni enzymové aktivity jako disledek zruseni duileZzité interakce s vazebnymi partnery

¢i vyznamné naruseni struktury proteind.

Enzymaticka aktivita mutantnich variant proteinti Porl5, LmbY byla testovana in vitro,
vznikajici produkty byly monitorovany pomoci UHPLC-MS. Jako pozitivni kontroly byly pfipraveny

reakce s nemutovanymi proteiny LmbY a Porl5.

Vysledky reakci jsou zobrazeny na obr. 41 (chromatogramy pro mutanty Por15 GH del, LmbY
GH inz) a obr. 42 (chromatogramy pro mutanty LmbY G108A, LmbY M196A). Chromatogramy pro
mutanty LmbY G108A a M196A jsou zobrazeny oddé¢lené (obr. 42), nebot’ se z technickych divodi
nepodafilo experiment replikovat a data zobrazena na obr. 42 jsou tak pouze piedbéznymi vysledky
usuzovat vcelku jednoznacné zavery: shodné pro chromatogramy na obr. 41 i 42, reakce s mutovanymi
proteiny maji stejny reakéni profil jako jejich nemutované formy. V porovnani s negativnimi kontrolami
(reakce bez testovaného proteinu), doslo v reakcich s proteiny k viditelnému ubytku substratu, ktery byl
premeénén na odpovidajici produkty - u LmbY (pozitivni kontrola) i vS§ech LmbY mutant byl substrat

pfeménén na latku 6a, u Porl5 (pozitivni kontrola) i Por15 mutanty byl substrat pfeménén na latku 7a.

] +Porl5 GH del
c !
: ____J;L_ﬁ____,___..,ﬂ,,.___\_
1 il T | | | | I | | | | I | | | | |
I 2.0 4.0 12,0 4,0 2,0 4,0
!
] -Porl5 GH del
!
| :I | | ] ] 'J?k
’ T T T T 1 T T T T 1 .
i 2.0 4,0 i 2.0 4.0 2.0 4,0
1 1
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Standardy

]
= _ . tz= 1,3 min
g tg= 0,8 min R %»
= i
[}
S i )
ol 1 I | L I U I | ! | | | | I |
! 2,0 4,0 120 4,0 2,0 4,0
i i
] |
= L
extrakéni okno: m/z = 0,05  [M+H]* 154,0868 ————- 5a  156,1025--——- 7a 1581181 6a

Obr. 41: UHPLC-MS analyza reakci in vitro katalyzovanych mutantnimi proteiny - Porl5 GH del,
LmbY GH inz a nemutovanymi LmbY a Porl5. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy zobrazuji
susbtrat Sa (modie) a produkty 7a (tmavée zelen€) a 6a (svétle zelen€). Substratova specifita mutovanych
proteini LmbY a Porl5 nebyla zménéna - stejné jako u pozitivnich kontrol (LmbY a Porl5) doslo u

mutantll k pfeméné 5a na 6a (LmbY a LmbY GH inz), resp. 5a na 7a (Por15 a Por15 GH del).

S5a Ta
5 +LmbY G108A
1)
—r—T-—T-TT T T T T I T T T T 1
2.0 4.0 2,0 4.0 2.0 4.0
_LmbY G108A
A -
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2 . + LmbY M196A
T T T T 71 T 11 1°. 11 1 T 1T 11
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’ , -LmbY M196A
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2,0 4,0 12,0 4,0 2,0 4,0
extrakéni okno: m/z + 0,05 [M+H]* 154,0868 -————— Sa 156,1025------- Ta 158,1181 6a

Obr. 42: UHPLC-MS analyza reakci in vitro katalyzovanych mutantnimi proteiny - LmbY G108A,
LmbY M196A. LC-MS-ion-extrahované chromatogramy zobrazuji susbtrat 5a (modie) a produkty 7a
(tmavée zelené) a 6a (svétle zeleng). Substratova specifita mutovanych proteinti LmbY nebyla zménéna
- stejné jako u pozitivnich kontrol (LmbY, obr. 41) doslo u mutantd k pfeméné 5a na 6a (LmbY G108A,
LmbY M196A) - zobrazené piky jsou nizké intenzity (zejména u mutace G108A) - jedna se pouze o

predbézna data.

7.2.2 Priprava krystalii pro stanoveni 3D struktury proteinu Por15

Vzhledem k tomu, Ze se mutacemi nepodafilo prokazat navrhované hypotézy, bylo dale
ptistoupeno ke krystalizaci homologu Porl5 - cilem je ziskat strukturu s navdzanym substratem (latka
Sa) a kofaktorem F420. Komplexni strukturni data ziistavaji prozatim jedinym klicem k objasnéni odlisné

reakéni specifity Apd6 homolognich proteint.

97



7.2.2.1 Interpretace krystalizace proteinu Por15

Na rozdil od LmbW, protein Porl5 jiz byl v minulosti krystalizovan (Steiningerova, 2020a).
Nicméné jednak se nikdy nepodatilo krystalizaci apoenzymu Porl5 zdarné dokoncit a ziskat potfebna
difrak¢ni data a také nebyla dosud testovana krystalizace v pritomnosti substratu a kofaktoru Faxo. Na
zaklad¢ dat z predchozich krystalizatnich experimentti byly k interpretaci a nésledné optimalizaci
vybrany nasledujici komeréni kity: BCS Screen (Molecular Dimensions), SG1™ Screen (Molecular
Dimensions) a XP Screen (Jena Bioscience), které v definovanych podminkach poskytovaly krystaly.
Protein Porl5 (koncentrace 15,6 mg - ml') byl krystalizovan v pfitomnosti substratu (latka Sa,
koncentrace neni stanovena, nebot’ se jedna o latku izolovanou z bunék a standard neni k dispozici) a
kofaktoru Fiy (finalni koncentrace 1 mM) a to tak, ze ob¢ latky byly pfidany k roztoku proteinu

bezprostredné pted nasazenim.

Interpretaci podminek z prace Steiningerova, 2020a se sice nepodafilo ziskat krystaly v zadné
z diive uspésnych podminek. Nicméné, podartilo se v desti¢ce (obsahujici substrat a kofaktor) nalézt
novou podminku, ve které byla pozorovana formace krystalti. Konkrétné€ byly krystaly pozorovany v XP
screenu: 30% v/v PEG 400, 0,1M citrat sodny, ImM TEW a pH 5,6 v pomé&ru 1:2 protein ke sraZzecimu
¢inidlu (obr. 43). Krystaly se objevily po 8 dnech a jejich rist ustal po 16 dnech, kdy byly odebrany
z desticky. Testovaci difrakei krystald (velikosti difraktovanych krystali v jednom sméru byly
nasledujici: 82,4 um, 84,8 um a 104,5 um) vzniklych v této podmince bylo potvrzeno, Ze se jedna o
proteinové krystaly (data nejsou zobrazena), bylo tedy pfistoupeno k optimalizaci krystalizace ve visici

kapce s cilem ziskat vétsi a kvalitn€jsi krystaly.
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Viditelne svétlo UV svétlo

up 8

up €1

Obr. 43: Krystalizace proteinu Por15 (koncentrace 15,6 mg - ml™', krystalizace probihala i za pfitomnosti
kofaktoru Fiyo a substratu Porl5 - latky 5a) v Case 8 (nahote) a 13 dni (dole). Pomér proteinu a srazeciho
¢inidla - 1:2, chemické slozeni ¢inidla: 30% v/v PEG 400, 0,1M citrat sodny, ImM TEW a pH 5,6.

Vlevo zobrazen snimek pod viditelnym svétlem, vpravo pod UV svétlem.

7.2.2.3 Optimalizace krystalizace proteinu Por15

Usporadani optimaliza¢niho experimentu je znazornéno na obr. 44, kromé preneseni do vétsiho
krystaliza¢niho objemu a jiného fyzikalniho uspotradani, byl také testovan vliv koncentrace proteinu
Porl5 (5 mg - ml”', 10 mg - ml", 15 mg - ml"" a 25 mg - ml"') a dale vliv koncentrace srazedla PEG 400
(10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% a 40%). Dle ptivodni podminky byl pfitomen substrat (latka Sa) a
kofaktor F4 (findlni koncentrace 1 mM), které byly pfidany piimo do roztoku proteinu Porl5
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bezprostiedné pred nasazenim. Kromé poméru protein:srazeci ¢inidlo 2:1, 1:1, 1:2 byl nové testovan

také pomer 3:1 (viz. obr. 37, kap. 7.1.3.2).

Ihned po nasazeni byla pozorovana agregace v kapkach obsahujici protein s koncentraci > 15
mg - ml"! a v kapkach obsahujici vyssi koncentraci PEG 400 (> 35 %). Rist krystalt byl pozorovéan po
dobu 1 mésice, nicméné beéhem této doby v zadné jamce nebyl pozorovany rust proteinovych krystali.

Po mésici doslo u v§ech kapek k precipitaci/vyschnuti, proto byl experiment ukonc¢en.

Desticka 1: Porls + kofaktor Fﬂ+ substrat (Litka 5a)

Koncentrace nanaieného

/— \ proteinu Porls
0o 00 oo °'e o0 S me - ml*
o0 °0 o0 o e Smgm

00 00 C N e o ] 10 mg - ml*

L o0 e 0 @0 o0

— 1Smg - ml*

t t 1 t 1
SloZeni sri o Cimidla:
0,1 M citrat sodny +
1mM TEW, pH 5,6 +10% 15 % 20 % 25% 30 % viv PEG 400

Koncentrace nanaseného

\ proteinu Porl5

N
10 mg * ml*
L I ] 0 o0 o o o] — 15mg - ml*
L o0 LN e e}
o0 00 o9 @0 o0 € mo - mlt
\r i/

1 1 |

®e

SloZeni sraZeciho Cinidla:
0,1 M citrat sodny +
ImM TEW, pH 5,6 +20% 25% 30 % 359  40% viv PEG 400

Obr. 44: Schéma dvou krystaliza¢nich desti¢ek s proteinem Porl5, substratem (latka 5a) a kofaktorem
Fu, desticka 1 - fadky s odliSnymi koncentracemi proteinu Por15 (5, 10 a 15 mg - ml!), sloupce
s odlisnymi koncentracemi srazeciho ¢inidla - PEG 400 (10, 15, 20, 25 s 30% v/v), desticka 2 - fadky
s odlisnymi koncentracemi proteinu Por15 (10, 15 a 25 mg - ml™!), sloupce s odlinymi koncentracemi

srazeciho ¢inidla - PEG 400 (20, 25, 30, 35 a 40% v/v).
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8. Diskuze

8.1 Determinace prirozeného substratu LmbW za pomoci

krystalografie

Prvni ¢ast prace cili na produkci, purifikaci a krystalizaci proteinu LmbW za tcelem ziskani
takovych krystald, jejichz difrakce poskytne data s dostatecnym rozliSenim pro determinaci 3D struktury
jak apoenzymu LmbW, tak holoenzymu LmbW - tedy LmbW s navazanym SAM a ptedpokladanym
substratem (latkou 2). 3D model aktivniho mista LmbW vytvoteny na zékladé difrakcnich dat je
nezbytny pro determinaci pfirozeného substratu tohoto proteinu a tim padem ke spravnému zarazeni

LmbW do APD drahy linkomycinu, které je bez strukturnich informaci stale diskutabilni.

8.1.1 Produkce a purifikace LmbW

Protein LmbW byl heterologné nadprodukovan dle Steiningerova, 2015 v hostiteli £. coli BL21
(DE3). Naslednou dvoustupniovou purifikaci bylo z 1 | pivodniho kultivaéniho objemu priamérné

ziskano 3,2 mg LmbW.

V literatuie je mozné dohledat obecnou informaci, Ze pro krystalizaci se nejCastéji pouziva
koncentrace proteinu vrozmezi 5 - 50 mg - ml!, pfiCemz vyS§i koncentrace koreluje s vySsi
pravdépodobnosti tvroby a ristu proteinovych krystald (Dessau & Modis, 2011). Cistota
krystalizovaného proteinu je také dilezitd a mlze mit vliv na tvorbu a rist krystal, obecné se
samotnou tvorbu pravidelné mtizky krystalu, nebot’ nizké Cistota nanaSeného proteinu mize zpusobit
defekty (nepravidelnosti) krystalu, ktery potom neni vhodny na difrakéni analyzu. Dopliikovym
koncentracnim testem bylo zjiSténo, Ze protein LmbW lze zakoncentrovat bez viditelnych agregatt az
na koncentraci odpovidajici 160 mg - ml™' (data nejsou zobrazena, protein v 20mM Tris-HCI, 100mM
NaCl, pH 8,0). Odhadovana cistota LmbW dle SDS-PAGE elektroforézy dosahuje pozadovanych > 95

%. Dvé zakladni kritéria pro uspés$nou krystalizaci tak byla splnéna.

8.1.2 Stabilita LmbW v riiznych pufrech

Aby viibec bylo mozné protein podrobit krystalizacnim testim, je tfeba, kromé& dostatecné

Cistoty a kvantity, aby spliioval dalsi zakladni parametr - relativni stabilitu v roztoku. I pfes to, Ze se

nepublikovanych dat v roztoku stabilni (v -20 °C - tydny, v 4 °C - tydny, stanoveno v laboratofi), byl
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proveden rozsahly stabilitni test s cilem ovéfit stabilitu LmbW v purifikacnim pufru a pfipadné déle
nalézt alternativu tohoto pufru (¢i nalézt jiny vhodny uchovavaci pufr), ktera by proteinu poskytla jeste
vys$$i stabilitu. Pomoci nanoDSF byla testovana stabilita v pufrech nejriiznéjsiho chemického slozeni

(11 chemickych skupin) pokryvajici Skalu pH od 2,0 - 9,5.

Viiv pH

Bakteridlni proteiny se mohou pfirozené vyskytovat témer v celé skale pH méfitka, nicméné
vétSina bakterii se fadi mezi neutrofily, ti jsou schopni zit a dé€lit se v prostredi, které ma pH 5,5 - 9,0,
ovSem uvniti bun¢k je udrzovano uzsi rozmezi pH a to 7,5 - 7,7. Toto Gzké rozpéti pH také odpovida
optimu vetSiny cytoplazmatickych proteinti (shrnuto v Krulwich et al., 2011). Na opa¢nych koncich pH
Skaly se nachazi naptiklad proteiny extrémofilnich bakterii, které jsou schopné zit a riist v prostiedi s pH
1,0 - 3,0 (acidofilové) a 10,0 - 13,0 (alkalofilové). Proteiny extrémofilnich bakterii jsou mén¢ funkéni
¢iuplné ztraci svou funkci pii optimalnim pH (6,5 - 7,5; shrnuto v Krulwich et al., 2011). Jako konkrétni
priklad proteinu extrémnich acidofilnich bakterii je bakteriorhodopsin u Halobacterium salinarum,
ktery plni svou funkei v pH 1,0 - 2,0 (Var6 & Lanyi, 1989), naopak u alkalofilnich bakterii mtizeme
uvést jako ptiklad alkalickou proteasu nachazejici se naptiklad u Bacillus sp. AH-6 (haloalkalofilni),
jejiz pH optimum je v rozmezi 8,5 - 12,0 (Dodia et al., 2008). Vliv pH na stabilitu (a aktivitu) proteinu
spo¢iva v tom, ze pii niz8im pH je v roztoku vice vodikovych ionti (H"), které interaguji s povchem
proteinu a mohou mit vliv na stabilizujici vodikové mustky, jak bylo demonstrovano napiiklad u
hovéziho sérového albuminu (BSA - bovine serum albumin). U BSA byl testovan vliv pH na
hydrofobicitu jeho povrchu (tedy destabilizaci a rozbalovani), pfi snizeni pH doslo ke zvySeni kladného
naboje na povrchu BSA, naopak pfi vy$sim pH mél povrch proteinu zaporny naboj (z diivodu nizsiho
nejvyssich testovanych pH - 2, 3 a 11, 12 (naopak nejvyssi hydrofobicita povrchu byla naméfena pii pH
v rozmezi 5,0 - 7,4), pti téchto krajnich hodnotach doslo k naruSeni rovnovahy mezi hydrofobnimi a

hydrofilnimi vazbami povrchu proteinu a naruseni sekundéarnich struktur proteinu (Lan et al., 2020).

LmbW je SAM-MT nachazejici se v cytoplazmé streptomycet, proto neni piekvapive, ze
rozmezi pH, ve kterém protein LmbW dosahuje nejvyssi stability (nejvyssi Tn) je v rozmezi 6,5 - 8,5,
coz odpovida hodnotadm neutralniho pH uvnitf bun€k a tésné kolem néj. Naopak u pufri s nizkym pH
(2,0 - 4,0), které se v buiice nevyskytuje a protein LmbW neni témto podminkédm pfizptisoben, byly
pozorovany agregaty bezprosttedné po pridani daného pufru k proteinu a Tr, proteinu LmbW tak nebylo
mozné stanovit. Vysledky nanoDSF analyzy koreluji i s enzymatickou aktivitou tohoto proteinu,
nejvyssi aktivita byla in vitro pozorovana v pH 9,0, nicméné protein byl plné funkénii v pH 7,5 - 8,0 -

8,5 (Steiningerova, 2015).
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Viiv pritomnosti soli

Ptitomnost soli (napi. NaCl) v pufru ovliviiuje nékolik vlastnosti proteinu, véetné jeho stability.
V ptitomnosti niz§i (100mM NaCl a méné) koncentrace soli (zvySeni ionizacni sily pufru) dochazi
k vyssi rozpustnosti proteinu (obr. 45, bod A), naopak pii vyssi koncentraci soli dochazi ke snizeni
rozpustnosti proteinu (obr. 45, bod B) a jeho vy$$imu srazeni. Je to zptisobeno tim, ze kationty soli (Na")
interaguji s molekulami vody (konkrétné s kyslikem), molekuly vody ani soli netvoii Zadné interakce s
proteinem, ten tedy nemd zadny hydratacni obal a molekuly proteinu maji vétsi tendenci interagovat
mezi sebou a agregovat. Nizsi koncentrace soli v pufru tedy stabilizuji protein za pomoci interakce ionti
soli s opacné€ nabitymi aminokyselinami proteinu (Brudar & Hribar-Lee, 2021). Z tohoto divodu jsou
tedy obecné nizsi koncentrace soli bézné ptidavany do purifikacnich pufril, nebot’ se ocekava pozitivni

vliv na stabilitu purifikovanych proteind.

Rozpustnost proteinu

Koncentrace soli

Obr. 45: Graf zavislosti zvySujici se koncentrace soli v pufru (osa x) na rozpustnosti proteinu (osa y),
pii nizsich koncentracich soli se rozpustnost proteinu zvysuje (bod A), po prekroceni uréité koncentrace

soli se rozpustnost proteinu snizuje (bod B).

U proteinu LmbW nebyl prokazan jednoznacny pozitivni vliv pfitomnosti soli na jeho stabilitu.
LmbW v pufrech s/bez ptidavku 100mM NaCl dosahoval podobnych Twm, zpravidla liSicich se pouze o
desetiny °C. Pfitom u proteinti nachazejicich se v cytoplazmé by se dalo spiSe predpokladat, Ze nizka
hladina NaCl jejich stabilitu bude zvySovat, nebot’ NaCl (a obecné soli) jsou esencialni komponenty
zivych organismil. V literatufe je mozné dohledat mnoho studii zabyvajicich se vlivem koncentrace a
pritomnosti NaCl (¢i jinych soli) na stabilitu proteinu, jako piiklad Ize uvést pozitivni vliv NaCl na
ribonukleasu t1 - vys$§i koncentrace (1M) NaCl (také LiCl a KCl) tento protein stabilizuje (Beauchamp
& Khajehpour, 2012), dale byla provedena studie zabyvajici se vlivem NaCl na rhodopsin, kdy
v ptitomnosti 4M NaCl je protein stabilni, ale pti 0,5M NacCl je destabilizovan (Vogel & Siebert, 2002).
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Vyssi koncentrace NaCl byla také studovana u y-glutamyltranspeptidasy z Geobacillus
thermodenitrificans, v ptitomnosti 4M NaCl mé¢la zachovanou svou enzymatickou aktivitu, nedoslo tedy
k naruseni sekundarni ani tercialni struktury (Pica et al., 2013). Stabilita proteind a vliv pfitomnosti soli
se také miize znacné lisit, pokud se protein nachazi v buiikach (in vivo) ¢i se s nim pracuje mimo bunky
(in vitro), jak bylo demonstrovano u proteinu L (povrchovy protein Peptostreptococcus magnus).
Protein L je schopny se sbalit v pfitomnosti 300mM NaCl (a KCl) in vitro, avsak v buiikach E. coli i pti
hyperosmotickych podminkach (simulujici 300mM K* uvnitf bun€k) je v rozbalené konformaci

(Schlesinger et al., 2011).

Viiv pritomnosti redukcniho cinidla

Nejen pritomnost NaCl miize mit vliv na stabilitu proteinu (a tim padem i jeho krystalizaci),
také dalsi latky jako naptiklad redukéni Cinidla mohou hrat dalezitou roli. Redukéni ¢inidla zabratiuji
tvorbé artefaktovych (nechténych) disulfidickych mustki a tim snizuji riziko agregace, proto se
pouzivaji jako aditiva purifikacnich a krystalizacnich pufrt, ¢i jako soucasti uchovavacich pufri.
Principem je navazani vodikii na cysteiny proteinu, které¢ tak mezi sebou nejsou schopny tvorit
disulfidické mustky. Z redukénich ¢inidel jsou nejcastéji pouzivany: 1,4-dithiothreitol (DTT), tris(2-
karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP), nebo S-merkaptoethanol (Levy et al., 2017; Liu et al., 2013).
Konkrétnim piikladem pozitivniho vlivu redukéniho cinidla mtize byt ukdzan naptiklad na
y-glutamylcystein synthetasa - glutathion synthetase (yGCS-GS) ze Streptococcus agalactiae. Pti
krystalizaci tohoto proteinu se bez pfidavku jakéhokoli redukéniho ¢inidla podafilo ziskat krystal
nevyznamné velikosti (délka 20 um), pti pouziti ¢inidla TCEP se podatilo ziskat krystal s rozméry 200
x 200 x 100 um, tedy jiz difraktovatelny krystal. Pozitivni vliv jiného redukéniho ¢inidla - DTT - na
stejném proteinu byl ukazan i v ptipade uchovavani, kdy pufr obsahujici DTT dokazal vyznamné zlepSit

distribuci ¢astic (Nakashima et al., 2009).

U proteinu LmbW byl testovan vliv pfitomnosti redukéniho Cinidla TCEP (2mM), nicméné
podobné jako u testovani vlivu piitomnosti NaCl na stabilitu proteinu, ani zde nebyla prokazana
jednozna¢né pozitivni korelace. LmbW ve své struktufe obsahuje osm cysteint (z celkovych 350
aminokyselin, obr. 46), 1ze tedy usoudit, Ze se artefaktové disulfidické mistky tvofi v mensi mife a tudiz

neni tieba do pufru ptidavat redukéni Cinidlo pro zvySeni stability.
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Obr. 46: Primarni sekvence LmbW, ¢erven¢ vyznaceno osm cysteind (v pozicich: 40, 151, 180, 190,

241, 248, 328 a 342).

Dalsi faktory ovliviiyjici stabilitu proteinii v roztoku

Dalsim pomérné dulezitym faktorem ovliviiujicim stabilitu proteini je jejich samotna
koncentrace. N&které proteiny maji pii vyssi koncentraci (nad 20 mg - ml™!) vé&tsi tendenci mezi sebou
interagovat a agregovat. Tomu, jak souvisi koncentrace proteinu s jeho vlastni stabilitou, je vénovano
pomérné malo studii. Vliv koncentrace a zaroven teploty na stabilitu proteinti byl naptiklad studovéan na
souboru proteinti: lysozym, fibrinogen, hemoglobinu A, a hovézi sérovy albumin (BSA). Za pomoci
biofyzikalnich metod byla porovnavana stabilita vSech Ctyf zminénych proteinit ve dvou rdznych
koncentracich (lysozym - 10 a 350 mg - ml™!, fibrinogen - 11 a 59 mg - ml!, hemoglobin - 8 a 245 mg -
ml!aBSA -12a330mg - ml). Pfi nizsi teploté (10 °C) neméla koncentrace na stabilitu proteint Zadny
vyznamny vliv, pfi vyssi teploté (70 - 80 °C) lysosym o vyssi koncentraci agregoval vice neZ pii nizsi
koncentraci, hemoglobin byl pfi vy$$i koncentraci naopak stabilizovan v porovnani s niz§i koncentraci,
1ze tedy fici, Ze koncentrace proteinti v tomto pripadé méla na stabilitu vliv, kdezto u fibrinogenu a BSA
vy$§i 1 niz8i koncentrace na agregaci (stabilitu) neméla zadny viditelny vliv (Guo et al., 2006). Vzhledem
k tomu, Ze se jiz zminénym koncentra¢nim testem podafilo LmbW zakoncentrovat pii teploté 4 °C az
k hranici 160 mg - ml™! bez zjevné agregace, lze tento protein pokladat za relativné stabilni. Dal3i testy
stability v souvislosti s koncentraci nebyly provedeny, nebot’ dalsi experimentalni ¢ast prace tato data

nevyzadovala.

I dalsi aditiva purifikacnich/uchovavacich pufri mohou zvySovat stabilitu proteinti, naptiklad

glycerol. Glycerol je viskozni tekutina, kterd ma také vliv na dynamiku proteinu. Vytvotenim
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viskdznéjsiho prostiedi snizuje riziko agregace proteinil diky sniZzeni pohybu ¢astic proteinu v roztoku,
také inhibuje rozbaleni proteinu diky interakci s hydrofobnimi ¢astmi proteinu (pfi jeho sbalovani ¢i
rozbalovani), glycerol se vaze mezi Castice roztoku a proteinu (Vagenende et al., 2009). Pii testovani
stability LmbW v pufrech metodou nanoDSF dosahly pufry obsahujici glycerol (15%, pufry 109 - 113)
vibec nejlepsich vysledka (nejvyssi Tm) ve vSech skupinach pufrii, naméfené hodnoty byly v rozmezi
44,9 - 46,9 °C. Z hlediska krystalografie je glycerol nejéastéji pouzivanym kryosolventem, a to kvili
jeho nemrznoucim vlastnostem. Nicméné€ z pohledu samotné nukleace a rustu krystalti miize pisobit
jako antinukleacni ¢inidlo mechanismem podobnym tomu, kterym pravé zabratnuje tvorbé ledu ve
smesich glycerolu a vody (Sedgwick et al.; 2007, Vera et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze ve srovnani
s pufry neobsahujici glycerol se namétené hodnoty T, liSily pouze v jednotkach °C - tedy z pohledu
stability nevyznamné hodnoty, nebyly tyto pufry vybrany pro dalsi testy a to z divodu pravé mozné
interference s naslednou krystalizaci. Nicméné€ glycerolové pufry lze pouzit a jsou vhodné pro
dlouhodobé skladovani proteinu LmbW v -20 i -80 °C, pted krystalizaci je vSak vhodné potein pievést

do pufru neobsahujici glycerol.

8.1.3 Stanoveni disperzity LmbW

Proteiny se mohou nachézet v nékolika rdznych formach (monomery, dimery, tetramery apod.),
nektera z forem Cini protein vice stabilni, nez ostatni. Mén¢ stabilni ¢i z ¢asti denaturované proteiny
maji vetsi tendenci k agregaci, také maji mnohem nizsi pravdépodobnost krystalizovat. Naopak stabilni,
monodisperzni protein ma tendence tvorit vétsi krystaly bez defektd, s pravidelnou krystalovou
miizkou. Pravé monodisperzita je dal$im zakladnim pozadavkem uspésné krystalizace. Jinymi slovy -
je potfeba, aby protein v roztoku byl zastoupen jen v jedné formé. Jak jiz bylo zmin€no, jedna forma
umozni tvorbu pravidelné miizky krystalu, coZ naopak neni mozné v pfitomnosti nékolika forem, které

jsou jinak velkeé.

V ptedchozi studii byl LmbW pomoci nativni proteinové elektroforézy (elektroforéza délici
proteiny v jejich nativnim stavu, nikoliv denaturované jako je tomu u SDS-PAGE) stanoven jako dimer,
nicméné ve vzorku byly identifikovany i tetramerni formy (analyzovany LmbW byl v pufru obsahujici
20mM Tris-HCIL, 100mM NacCl, pH 8,0; jednostupiiova purifikace - NiNTA; Steiningerova, 2015).
Z tohoto dtivodu bylo nutné disperzitu LmbW v riznych pufrech stanovit pomoci specialni metody -
DLS a na zéklad¢ dat stanovit vhodny puft, tedy nejen takovy, ve kterém ma LmbW pomérné vysokou

hodnotu T, ale ktery zaroven poskytne vyhradné monodisperzni LmbW.

Z DLS testu byly vylouéeny pufry obsahujici glycerol (jednak kvili interferenci s DLS méfenim
a také kvili jiz uvedené interferenci s krystalizaci). Naopak byly do testu zatazeny identické pufry

s pfidavkem 100mM NaCl a to piesto, Ze pomoci nanoDSF nebyl piimy pozitivni vliv na stabilitu
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prokazan - ptitomnost soli mize vyznamné ovliviiovat formu, ve které se protein v roztoku nachdzi (coz
je informace, kterou pomoci nanoDSF stanovit nelze), jak bylo naptiklad ukazano ve studii Wowor et
al., 2014, a dale pak pufr 55 (100mM HEPES, 100mM NaCl, pH 7,5) a pufr 114 (50mM HEPES,
100mM CaCl, a pH 7,5), pufr obdobného slozeni byl pouzit pro uréeni enzymatické aktivity homologu
LmbW - MrsA (50mM HEPES, 100mM NaCl, pH 7,5; Braun et al., 2010) a pfi uspésné krystalizaci
homologu LmbW - proteinu MppJ (50mM HEPES, 100mM CacCl, a pH 7,5 = identické sloZeni jako
pufr 114; Zou et al., 2014).

LmbW byl celkem v 10 pufrech stanoven jako monodisperzni, shodné ve vSech pufrech byla
nameéfena velikost ¢astic s polomérem 10 nm, teoreticky se vSemi pufry by bylo mozné dale pracovat.
Nicméné pro dalsi praci byly vyselektovany dva pufry: pufr 106 (sloZenim téméft identicky piivodnimu
purifika¢nimu pufru - lisi se pouze koncentraci Tris - 100mM, resp. 20mM) a pufr 55 (pouzivan pro
urCeni enzymatické aktivity MrsA). Pufry, ve kterych se disperzitu LmbW z technickych/nejasnych
divodil nepodatilo stanovit (pufr 63 a 72), nebo nebylo méfeni dostate¢né kvality (pufry 16, 24, 36, 60
a 69) byly vytazeny, nebot’ nebylo potreba hledat dalsi alternativy.

8.1.4 Stanoveni finalniho purifika¢niho a krystaliza¢niho pufru

Na zéklad¢ dat znanoDSF a DLS byl vyselektovany pufr 55 modifikovan (byla sniZzena
koncentrace HEPES - 25mM) a bylo testovano, zda tento pufr pii purifikaci neumozni jeSté vétsi
vytéznost, nez které bylo dosazeno pouzitim pufru obsahujici Tris. Nicméné piti zakoncentrovani
proteinu po prvnim purifika¢nim kroku (Ni-NTA) dochazelo pii dosaZeni hranice 30 - 35 mg - ml’!
k viditelné precipitaci, > 90 % proteinu v roztoku agregovalo a tento pufr byl tedy na zaklad¢ tohoto
experimentu vyfazen z dal$iho testovani. Duvod, pro¢ se protein LmbW v daném pufru jevil na
nanoDSF i na DLS stabilni zfejm¢ nesouvisi s koncentraci HEPES, ale s koncentraci samotného
proteinu LmbW. Pro testy stability byla koncentrace LmbW fadové odlisna, nez jaké koncentrace bylo

dosazeno pii koncentrovani po prvnim purifikaénim kroku (1,6 mg - ml! vs. > 30 mg - ml™").

Naopak v modifikovaném pufru 106 (= pivodni purifika¢ni pufr s 20mM Tris) zadné agregaty
pozorovany nebyly ani pii koncentracnim testu (kap. 8.1.1). Pro pfipravu a krystalizaci LmbW byl tedy
nasledné pouzivan vyhradné ptivodni purifikacni pufr - 20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, pH 8,0.

V literatufe je mozné dohledat, Ze pro afinitni chromatografii LmbW homolognich proteint
MppJ a MrsA nebyly taktéz pouzivany pufry obsahujici HEPES, ale pufry obsahujici Tris (MrsA -
20mM Tris-HCI, 500mM NaCl, pH 7,9, 5mM imidazol, 10% glycerol; MppJ - 20mM Tris-HCI, pH 8,0,
500mM NacCl, 10% glycerol, 10mM imidazol, 0,5mM fenylmetansulfonyl fluorid). V ptipadé Mppl
nasledovala po Ni-NTA gelova filtrace, na kterou byl pouzit odlisny pufr (S0 mM HEPES, pH 8). Autofi
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se ovSem nezmifiuji, pro¢ pouzili na afinitni chromatografii a na nasledné experimenty pufry odli$ného

slozeni.

8.1.5 Krystalizace LmbW

Iniciacni screening - definice podminek umoznujici rust krystalii

...........

testovano celkem sedm rtznych komer¢nich krystaliza¢nich desticek, které dohromady obsahovaly
2016 riznych podminek (kazda desticka obsahuje 96 riznych chemickych srdzecich ¢inidel, ve kterych
je navic protein nanasen ke srazecimu ¢inidlu ve tfech riznych pomérech). Ve vSech sedmi screenech
se nachazi alesponi v 50 % podminek PEG o riizné velikosti jako srazedlo, u PACT premier™HT-96/FX-
96, BCS Screenu, Morpheus® screenu a Morpheus® Il screenu se dokonce PEG nachdzi ve vSech
podminkach desticky. U PACT premier™HT-96/FX-96 a Morpheus® II se nachazi vzdy jen jeden PEG
v dané podmince, u BCS Screenu miizeme nalézt podminku obsahujici smés jedenacti riznych PEGq.
Zbylé screeny (JCSG+ Suite, SG1™ Screen a XP Screen) mohou mit jako srazedlo PEG, ethylenglykol,
glycerol, 2-propanol, 2-methyl-2-propanol, citronan sodny (Na3C¢HsO5), siran lithny, imidazol, nebo
neobsahuji zadny precipitant. Podminku podobnou té, ve které byly ziskany krystaly MppJ (50mM
HEPES, 100mM CaCl, a pH 7,5) mizeme nalézt v XP Screenu, ktera obsahuje 100mM HEPES, pH
7,5, 10mM CaCly, 2% v/v PEG 400. Dale v tomto screenu mizeme nalézt i podminku podobnou té
pouzité pro testovani enzymatické aktivity MrsA (50mM HEPES, 100mM NaCl, pH 7,5), jedna se o
podminku s nasledujicim sloZzenim: 100mM HEPES, pH 7,5, 100mM NacCl, 20% v/v mPEG 550 (PEG
monomethylether). Podobné podminky (obsahujici HEPES, NaCl/CaCl,) mizeme nalézt i u BCS
Screenu a PACT premier™HT-96/FX-96 Screenu (pro prehlednost jsou podminky vypsany v tab. 11
nize). Morpheus® obsahuje ve tietiné svych podminek (32 podminek) HEPES vyhradné ve forme N-2-
hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonan sodného a v kombinaci s 100mM MOPS. 100mM
Na-HEPES, 100mM MOPS, pH 7,5 se u tohoto screenu souhrnné€ nazyva jako pufracni systém 2.
Na-HEPES (pouze v této forme) se nachazi také u SG1™ Screenu. U JCSG+ Screenu miizeme nalézt

HEPES i Na-HEPES (ob¢ formy u zadného jiného ze sedmi screenu nejsou).

108



Tab. 11: Srovnani podobnych podminek v krystaliza¢nich screenech s podminkami pouzitych pro

stanoveni enzymatické aktivity MrsA a krystalizaci MppJ (oba proteiny jsou homology LmbW).

MrsA 50mM HEPES, 100mM NaCl, pH 7,5
Mpp]J 50mM HEPES, 100mM CaCl, a pH 7,5

Screen Podminka

XP 100mM HEPES, pH 7,5, 10mM CaCly, 2% v/v PEG 400
XP 100mM HEPES, pH 7,5, 100mM NacCl, 20% v/v mPEG 550
BCS 100mM HEPES, pH 7,5, 30% v/v PEG 400, 500, 600, 1000

PACT | 100mM HEPES, pH 7,0, 200mM NaCl, 20% w/v PEG 6000

PACT | 100mM HEPES, pH 7,0, 200mM CaCl,-2H:0, 20% w/v PEG 6000
SGI™ | 100mM Na-HEPES, pH 7,5, 200mM CaCl,-2H,0, 28% v/v PEG 400
SGI™ | 100mM Na-HEPES, pH 7,5, 100mM NaCl, 1,6M (NH4),SO4

SGI™ | 100mM Na-HEPES, pH 7,5, 4,3M NaCl

JCGS+ | 100mM HEPES, pH 7,5, 200mM NaCl, 10% v/v 2-propanol

Podminky pro krystalizaci homolognich proteinti mohou byt podobné, s vyhodou se casto
pouzivaji analogické podminky, nebot’ to mlze zvySovat $anci uspésné krystalizace. V literatuie je
mozné dohledat, ze kromé MpplJ i jedna dalsi SAM-MT byla Gspés$né krystalizovana v pufru obsahujici
HEPES (Knox et al., 2021). Proto také byly nejvétsi nadéje vkladany pravé do podminek uvedenych
vtab. 11. Nicméné ani v jedné podmince obsahujici HEPES nebyly pozorovany krystaly. Toto
pozorovani muze, ale také zcela nemusi, souviset se stabilitou LmbW v HEPES pufru (kap. 8.1.4), kdy
vyssi koncentrace proteinu vede vtomto pufru k znacné agregaci. V kombinaci s precipitanty
pritomnymi v danych podminkach je agregace jes§t¢ znasobena - to ostatné bylo ve vétSin€ jamek

obsahujicich HEPES po kratké dobé po nasazeni (po par hodinach) pozorovano.

LmbW krystalizoval v podmince obsahujici 0,17M (NH4)2SO4, 15% v/v glycerol, 25,5% w/v
PEG 4000 a to ve dvou riznych pomérech protein:srazeci ¢inidlo - 1:1 a 2:1. Neni piekvapivé, Ze pomer
2:1 poskytl vetsi krystaly nez 1:1, protoZe je zde vétsi mnozstvi nanasSeného proteinu (0,2 pl vs. 0,15

ul).

Optimalizace - krystalizace ve visici kapce

Dalsim krokem k ziskani difraktovanatelnych krystall byla optimalizace podminky poskytujici
rust krystali LmbW. Byla zvolena strategie krystalizace ve visici kapce - oproti krystalizaci v sedici
kapce je zde nékolik novych fyzikalnich faktord ovlivitujicich nukleaci a rust krystald. Pfi pouziti visici
kapky se teoreticky da ocekavat rust vétSich krystalt, kvili vétS§imu mnoZstvi nanaseného proteinu.

Nicméné preneseni do jiného krystaliza¢niho usporadani me¢lo na rist krystalti negativni vliv, nebot’ se
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nepodarilo, ani pres optimalizaci poméru protein:srazeci Cinidlo, koncentraci nandseného proteinu a
koncentraci srazedla, ziskat zadné krystaly. Dlvod, pro¢ v ani jedné z testovanych podminek visici
kapky (celkem 120 podminek, viz. kap. 7.1.3.2) nevyrostl zadny proteinovy krystal miize byt jednak
pravé zména objemu a také zmeéna fyzikdlniho uspordadani, kdy zménou doslo ktak
vyznamnému naruseni rovnovahy, ze nedoslo k nuklueaci a ristu krystalt. V literatufe je mozné
dohledat proteiny Uspésné krystalizované pii pouziti obou metod (sedici i visici kapka), naptiklad
fruktosy-1,6-bisfosfatu aldolasy vyizolované z Thermus aquaticus (Sauvé & Sygusch, 2001). Dale
napiiklad oxidasa z Thermus thermophilus (Serrano-Posada et al., 2011), oba proteiny byly spesné
krystalizovany pii pouziti sedici i visici kapky, kdy pii optimalizaci a pouZiti visici kapky byly u obou
proteinl ziskany vét§i krystaly. Dohledat v literatufe zdroje, kde by byla zminéna jedna metoda
krystalizace jako uspé$na a druha jako netip€sna je pomérné slozité, protoze Casto byla pouzita jen jedna

z metod, nebo ob¢, ale ob& poskytly krystaly.

Viiv pritomnosti substratu a kofaktoru SAM na rust krystalii

Vliv vazby substratu a kofaktoru do vazebného mista proteinu ma obecné na stabilitu a
krystalizaci proteini pozitivni vliv (shrnuto v Hassell et al., 2006). Pfitomnost kofaktoru mize mit i vliv
na sbalovani proteinu, napfiklad ferredoxin neni schopny zaujmout svou nativni konformaci bez
ptitomnosti [2Fe-2S] center (Pagani et al., 1986). Azurin z Pseudomonas aeruginosa byl krystalizovan
v podob¢ apo- i holoenzymu, pii porovnani obou forem je holoenzym vice stabilni, pfi denaturaci za
pomoci 3,5M guanidinium chloridu se rozbaluje 10 000 X pomaleji nez jeho apoenzymova forma a
sbalovani v pfitomnosti ionti médi je 4000 x rychlejs$i nez bez nich (shrnuto v Wittung-Stafshede,
2002). MppJ (homolog LmbW) byl uspesné¢ krystalizovan v ptitomnosti jeho substratu i kofaktoru a
byla vyfesena jeho 3D struktura pfi rozlieni 2,0 A, zda byl MppJ krystalizovéan i v podobé& apoenzymu
autofi ¢lanku neuvadi (Zou et al., 2014).

V ramci optimalizace krystalizace ve visici kapce byl u LmbW testovan vliv pfitomnosti
kofaktoru SAM a substratu - latky 2, ovSem bez vysledku - na desticce nebyly pozorovany zadné
krystaly. Nicméné€ nelze vyvodit zavér, zda jejich pfitomnost méla na stabilitu, potazmo krystalizaci
LmbW vlibec néjaky vliv, nebot’ analogicka desticka bez pfidavku SAM a substratu taktéz neposkytla
zadné krystaly. Dlvodem je zfejmé, podobné jako u desticky bez pridavku téchto latek, prilis velka
zména fyzikalnich podminek (v porovnéni s krystalizaci v sedici kapce) neumoziujici nukleaci.
Ptipadné dalsi experimenty by se proto mely zaméfit na testovani vlivu SAM a latky 2 na krystalizaci
pravé v sedici kapce - tedy za identickych podminek, kdy se podafilo v ramci iniciaéniho screeningu

ziskat viibec né&jaké krystaly.
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Viiv His-tagu na krystalizaci LmbW

Pti krystalizaci ptedstavuji nestrukturované, flexibilni oblasti proteinu entropickou piekazku,
zejména C- a N- konce (Thornton & Sibanda, 1983), dale potom nestrukturované smycky nebo vedlejsi
fetézce (Derewenda, 2010). Protein LmbW byl nadprodukovan s histidinovou kotvou (His-tag) na
C-konci proteinu. Nekteré vétsi znacky nejen na C- a N- koncich purifikovanych proteini mohou mit
vliv na stabilitu a tedy i krystalizaci daného proteinu. His-tag je sice pomérné malé znacka (1,52 kDa),
ale i tak mlize mit (nejen) na krystalizaci zdsadni vliv. Umisténi His-tagu na proteinu a jeho vliv na
purifikaci i1 krystalizaci byl napiiklad popsdn u ubikvitin-pfenasejiciho (ubikvitin-konjugujiciho)
enzymu E2 - UbcAl z Agrocybe aegerita (houba zrodu Cyclocybe). Protein UbcAl byl nejprve
nadprodukovén s terminalnim His-tagem na C-konci, po dvoukrokové chromatografické purifikaci byl
ziskan pomérné€ vysoky vytézek (10 mg z 1 1 ptivodni kultivace) o dostatecné Cistoté (95 %), ovSem pii
krystalizaci byl ziskdn sféricky proteinovy krystal pouze v jedné podmince. Z tohoto divodu byl
vytvoten druhy konstrukt, ktery obsahoval His-tag na N-konci, po produkci a dvoukrokové purifikaci
byl vytézek i Cistota srovnatelné s variantou UbcAl majici His-tag na opa¢ném konci. Krystalizace
UbcAl s His-tagem na N-konci po optimalizaci poskytla proteinové krystaly vhodné pro difrakci, ktera
nésledné poskytla data pro determinaci 3D struktury toho proteinu pfi rozliseni 1,70 A (Li et al., 2013).

Obr. 47 zobrazuje strukturni model proteinu LmbW (vice o modelu v nésledujici kap. 8.1.6),
kdy barvy jednotlivych fetézcti odpovidaji vypoctenému B-faktoru (B-faktor udava mobilitu/flexibilitu
atomu, vyss$i B-faktor znamena vyssi mobilitu). Z hlediska flexibility jsou zajimavé v zasade¢ tii oblasti:
(1) M1 - T16 ptedstavujici flexibilni N-koncec proteinu, pticemz vysoce flexibilni je zejména prvnich
pet aminokyselin (M1 - RS). Déle (2) pak oblasti E286-N294 a P334-P338 - tvorici nestrukturovanou
smyCku nachézejici se pobliz predpokladaného aktivniho mista. (3) Posledni nestabilni cast je

znazornéna na C-konci, zde se vSak jedna pouze o kratky usek a to terminalni R349 - R350.
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Obr. 47: Model struktury LmbW s barevné odliSenymi useky dle vypocitaného B-faktoru, znazoriujici

stability jednotlivych useki proteinu (modie = stabilni, ¢ervené a rizoveé = flexibilni). Nalezeny byly tfi
oblasti: na N-konci proteinu (M1 - T16), pficemz vysoce nestabilni je prvnich pét aminokyselin (M1 -
RS, oznaceno ruzove). Dale pak oblasti E286 - N294 a P334 - P338. Posledni nestabilni ¢ast je
znazornéna na C-konci (R349 - R350).

V kontextu s krystalizaci homologu MpplJ je podstatené zuvedenych oblasti vyzdvihnout
zejména prave kratky flexibilni C-konec. Ze struktury MpplJ je patrné, ze C-konec proteinu je soucasti
terminalniho fS-listu, ktery je stabilizovan mnohacetnymi interakcemi s antiparalelnimi S-listy, které ho
obklopuji (Zou et al., 2014). Autofi tedy vhodné zvolili umisténi His-tagu pravé na volny N-konec, kde
sice bylo mnohem vétsi riziko interference s krystalizaci - uz tak flexibilni konec se jesté¢ prodlouzil
(struktura MppJ na N-konci neni vyfesSena, zfejme z diivodu, ze je podobné flexibilni jako je zobrazeno
v modelu LmbW - obr. 47), nicméné kdyby umistili His-tag na C-konec, mohl by zptisobit naruseni
dilezitych stacking interakci mezi zminénymi f-listy drzici celou oblast pohromadé. Toto naruSeni by
mohlo vést k destabilizaci celého proteinu a ve vysledku k obtizné krystalizaci. Vzhledem k tomu, Ze
LmbW je pouze model, je mozné, ze C-konec je ve skute¢nosti taktéz soucasti posledniho f-listu (a neni
volny, jak je v modelu zobrazeno) obklopeného (podobné jako je tomu u Mppl) dal§imi dvéma
antiparelelnimi fS-listy. Autofi struktury MppJ se nezminuji, zda jejich uspéchu piedchazely netispesné

krystaliza¢ni pokusy s MppJ majici His-tag na opaéném konci proteinu. Z hlediska optimalizace
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krystalizace by se nésledujici experimenty mohly naptiklad ubirat smérem ptipravy proteinu LmbW
s His-tagem mna N-konci proteinu, ¢i piipravé proteinii s odstépitelnou afinitni znackou.
Sofistikovanéj$im pfistupem by dale mohla byt napriklad pfiprava upravené¢ho proteinu LmbW se

zkrdcenym N-koncem (odstranila by se tak flexibilni ¢ast potencialné interferujici s krystalizaci).

8.1.6. Model struktury LmbW - nové hypotézy

U proteintl, které zatim nemaji determinovanou 3D strukturu a nedaii se dlouhodobé jejich
krystalizace a nasledna difrakce v dostatecné kvalité, lze s vyhodou pouzit softwarové programy na
predikci jejich 3D struktury, kterd Casto miize napoveédét, jak vypada aktivni misto studovaného
proteinu, jaké interakce mohou byt esencialni pro vazbu substratu/kofaktoru, ¢i ktera aminokyselina je
katalyticky aktivnim zbytkem. Jednim z nastrojii na predikci 3D struktury proteinu je napriklad
AlphaFold (Jumper et al., 2021), t¢éméf u vSech proteinil v proteinové databazi UniProt mtizeme nalézt
jejich odhadovanou strukturu vytvoienou pravé timto nastrojem, vcetné LmbW. Obr. 48 zobrazuje
prekryvny model struktury LmbW se strukturnim modelem MppJ s navdzanym SAM a substratem
(fenylpyruvat, Ppy).

Obr. 48: Prekryvny model MpplJ (vyznacen zelen€¢) a LmbW (modfe), zlut€¢ vyznacen SAM, Cervené
vyzna&en substrat MpplJ - Ppy (fenylpyruvat), Fe** (oranzov¢).
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Z ptekryvného modelu je patrné, Ze oba proteiny maji stejny strukturni fold, zatazujici je do
rodiny SAM-MT tfidy I (motiv Rossmanova foldu, viz. kap. 3.1). Pfenesenim analogickych interakci
kofaktoru SAM a Ppy s aminokyselinovymi zbytky proteinu MppJ do struktury LmbW a nahrazeni Ppy
predpokladanym substratem LmbW (latka 2) byl ziskan model vazby SAM a latky 2 v pfedpokladaném
aktivnim mist€¢ LmbW (obr. 49A, C). Z modelu je patrné, Ze vazebné misto pro substrat je realtivné
prostorné (obr. 49A) - z hlediska diskuze nad skutecnou podobou substratu LmbW (latka 2 vs latka 4b,
viz kap. 2.3.2) neni tedy mozné jednozna¢né urcit, ktera z uvedenych latek je skutecnym ptirozenym
substratem LmbW, nebot’ uvedené latky se 1isi pouze délkou bo¢niho alkylového fetézce (viz. obr. 10,
kap. 2.3.2) a jak je vidét - prostor neni striktné ohranicen a pfipousti obé varianty. V detailnim pohledu
na okoli vazby substratl (Ppy, latky 2 obr. 49B, C) vSak lze najit diikazné interakce podporujici variantu
prosazovanou Kamenikem a kol., tedy Ze latka 2 je spiSe pfirozenym substratem LmbW, nez latka 4b.
Obr. 49D zobrazuje srovnani proteinovych sekvenci LmbW a MppJ. Dle prace Kamenik a kol. u LmbW
i MppJ zbytek v pozici 145 (shodné R) interaguje s karboxylovou skupinou bo¢niho fetézce substratu
(shodné u Ppy i latky 2, obr. 49B, C). Co je podstatné a na zakladé ¢eho Kamenik a kol. ptfedpoklada,
ze latka 2 je spiSe prirozenym substraitem LmbW, je interakce druhé karboxylové skupiny latky 2 (ktera
chybi u latky 4b i Ppy) se zbytkem v pozici 352, kterym je u LmbW taktéz R (u MpplJ je v této pozici
S). Z vytvotfeného modelu ovsem vyplyva, ze R352 je vzdalengjsi (12 A, resp. 14 A, obr. 49C), nez se
homolognim modelovanim zdalo (ptivodni homologni model dle Kamenik a kol. - obr. 12, viz. kap.
2.3.2,uobr. 12 odpovida R352 zbytku R331 a R145 =R127). Nicméné, v pozici 114 se u LmbW taktéz
nachazi R (ktery chybi u MpplJ), ktery je ve vhodné pozici k fixaci této druhé karboxylové skupiny latky
2 a tento nov¢ vytvoreny model tedy teorii poloZzenou Kamenikem a kol. (s malou zménou) podporuje.
Nicméné jedna se pouze opét o hypotézu, kterou bude potieba dolozit strukturnimi daty a pripadné

mistné-specifickou mutagenezi s naslednym testovanim mutantnich variant proteinu LmbW in vitro.
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Obr. 49: A - aktivni misto LmbW s vyznaenym kofaktorem SAM (Zlut€) a substratem - latkou 2
(Cerveng), B - vzdalenost dulezitych interakci v aktivnim misté MppJ, C — predikované vzdalenosti
dilezitych interakei v aktivnim misté LmbW, D - alignment sekvenci MppJ a LmbW, u LmbW jsou
vyznaéeny Cervené tii dileZité aminokyselinové zbytky nachazejici se v aktivnim misté - R114, R145
(u MppJ také R), R352 (S352 v piipadé MppJ; pfevzato a upraveno z Kamenik et al., 2018,

z dopliikovych materialt).
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8.2 OdliSna reak¢ni specifita Apd6 proteinu

8.2.1 Mutageneze proteinii LmbY a Por15

Na zékladé vyteSené struktury proteinu LmbY byly stanoveny nové hypotézy, které by mohly
objasnit rozdilnou reakéni specifitu Apd6 proteint (viz kap. 4.2.2.2). Tyto hypotézy se ale v ramci této
prace nepodatilo prokazat. Konkrétné byly pfipraveny a in vitro testovany ¢tyfi mutantni varianty Apd6
proteint: LmbY - G110_H111 inz, G108A, M196A a Porl5 - G110_H111 del. Shruté se jednalo o dvé
bodové mutace v proteinu LmbY - zamény za malou aminokyselinu alanin, a dale dvé posuvné mutace
(jedna u LmbY, druhé u Porl15). O¢ekavany efekt mutaci byl bud’ zruseni enzymové aktivity, ¢i zmeéna
reakéni specifity (jednondsobna vs. dvojnasobna redukce). Nicméné, vSechny mutanty mély stejny

reakeni profil, jako jejich nemutované protéjsky.

V literatuie je mozné dohledat, Ze pro zruSeni aktivity enzymu, ¢i alespon pro detekovatelné
snizeni katalytické uc¢innosti, nékdy staci zaména jedné aminokyseliny, jako bylo popsano naptiklad u
proteinu Rh-FGD1 (z LLHT rodiny). Konkrétné, testovany byly celkem tii jednobodové mutanty, u
dvou doslo ke snizeni aktivity (4,5 x a 30 x) a posledni mutanta ztratila svou enzymatickou aktivitu
uplné (Nguyen et al., 2017). Ale existuji i proteiny, u kterych mély mutace vliv na enzymovou aktivitu
napiiklad az po zaméné tfi aminokyselinovych zbytkd (Li et al., 2018), dokonce existuji 1 proteiny, u
kterych ani mutaci Sesti aminokyselinovych zbytkll nebyla enzymova aktivita narusena (Heldermon et
al., 2001). V souvislosti s pfipadnym snizenim katalytické ucinnosti nutno podotknout, ze bylo v této
praci pracovano s tak malym mnozstvim substratu, u kterého nelze pouhé snizeni konverzce subsratu na
produkt napft. 10 x detekovat (mnozstvi substratu v in vitro reakci je obtizné navySovat, nebot latka neni

komercné dostupna a jeji priprava je narocna).

Jiz v minulosti byly snahy pro objasnéni odli$né reakéni specifity Apd6 proteinti a nalezeni
dilezitych aminokyselinovych zbytkd aktivniho mista tzce souvisejicich s danou enzymatickou
aktivitou (Steiningerova, 2020a). Konkrétné, in vitro byla testovana enzymova aktivita 20 mutantnich
variant proteind (LmbY, Porl5, GriH; vytipovanych na zékladé homologniho modelu) - z nich tii
obsahovaly dvojnasobné mutace, jedna trojnasobnou a jedna ctyfnasobnou mutaci. U vSech 20
mutantnich variant nebyla prokdzana zmeéna ¢i ztrata enzymatické aktivity, vS§echny mutanty vykazovaly
stejné vysledky jako nemutované proteiny. Jak se tedy znovu potvrzuje, za rozdilnou reak¢ni specifitou
ziejme stoji vice aminokyselinovych zbytkl. Nelze vyvratit, Ze testované aminokyseliny v ramci této
prace nehraji klicovou roli pii redukci substratu, nejspiSe inzerce (delece) dvou aminokyselinovych
zbytkd a mutace jednoho zbytku neni dostate¢na zména v aktivnim misté, ktera by zptsobila odliSnou
reakéni specifitu i Uplné zruSeni enzymatické aktivity. Na misté je nutno pfipustit i skute¢nost, ze
strukturni model apoenzymu LmbY nemusi, a ziejmé plné nereflektuje presné pozice aminokyselin

v pfedpokladaném aktivnim misté, nebot’ geometrie vazebného mista mtize byt po vazbé Fa4zo, pfipadné
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i substratu, pozménéna (Ahmed et al., 2016). Je tedy mozné, ze dokud nebude vyfeSena struktura
holoenzymu LmbY (¢i jiného Apd6 homologu), chybéjici strukturni informace viibec neumozni odhalit
pravou podstatu rozdilné reakéni specifity, nebot’ esencialni aminokyseliny hrajici dilezité
vazebné/katalytické ulohy mohou byt rozlozeny prakticky v celé délce aminokyselinového fetézce

(Krepkiy & Miziorko, 2004).

8.2.2 Krystalizace Por15

Na rozdil od LmbW, protein Porl5 jiz byl v minulosti krystalizovan (Steiningerova, 2020a),
kterych byl za definovanych podminek pozorovan rist krystalii - BCS Screen, SG1™ Screen a XP
Screen. Interpretaci podminek se ovSem nepodaftilo ziskat krystaly za stejnych podminek jako v praci
dle Steiningerova, 2020a, nicmén¢ byla nalezena nova podminka, ve které predtim krystaly proteinu

Por15 nebyly pozorovany.

Tab. 12 ukazuje srovnani chemického slozeni krystalizacnich pufiti a ostatni parametry
krystalizace, ve kterych byl pozorovan rist krystalti v této praci vs. v praci dle Steiningerova, 2020a.
Jak z tabulky vyplyva, jedinymi spoleCnymi znaky jsou teplota a ptitomnost ImM TEW (Anderson-
Evans polyoxotungstat - [TeWs024]%). TEW pomaha pii formaci krystalové miizky proteinu za pomoci
zvyseni stability pres elektrostatické interakce s proteinem (shrnuto v Bijelic & Rompel, 2017). Pti
dal$im porovnani parametrd z tab. 12 lze predpokladat, Ze odlisna koncentrace nana§eného proteinu a
zejména pritomnost kofaktoru F4o a substratu (latka 5a) mohla zpisobit rist krystalii v nové, predtim
nepopsané podmince. Podobny ptipad jako je pozorovan zde u Porl5, tedy nejprve pozorovatelna
krystalizace ve formé apoenzymu za urcitych podminek (v praci Steiningerova, 2020a) a poté
(pravdépodobn¢) ve forme holoenzymu za zcela jinych podminek (v této praci), byl popsan naptiklad u
Fax0Hz-zavislé biliverdin reduktasy z Mycobacterium tuberculosis Rv2074 (Biswal et al., 2006, Ahmed

et al., 2016), nejedna se tedy o ojedinélou véc.
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Tab. 12: Srovnani podminek krystalizace proteinu Porl5 v této studii vs. Steiningerova, 2020a.

Rast krystalt V této praci Steiningerova, 2020a
30% v/v PEG 400, 0,1M o 20% w/v PEG
Slozeni podminky citrat sodny, ImM TEW a 25% V{Xli;[h¥§?$lyk01’ 3350, 0,2M
pH 5,6 NaSCN

Pomér protein:srazedlo 1:2 2:1

Koncentrace proteinu 15,6 mg - ml-1 18 mg - ml-1

Latka 5a, kofaktor Fazo + -

Teplota 20 °C 20 °C
Zacatek ristu krystald Po 8 dnech Po12 hodinach

Na otazku, z jakého divodu se nepodafilo krystaly Porl5 interpretovat za podminek, které jiz
minimalné jednou poskytly rist krystalti, neexistuje jednozna¢na odpoveéd’. Nukleace a rist krystalti u
nékterych proteint je proces citlivy i na velmi malé zmény. To dokazuje naptiklad ponekud obskurni,
ale zajimava studie popisujici vliv 26 riznych zvukii na krystalizaci, vliv byl determinovan matematicky
a u zvukl byla méfena frekvence, amplituda, hlasitost a doba plsobeni zvuku. Vysledkem bylo, Ze pii
pusobeni nékterych zvukl byla prokazatelné zvySena uspésnost krystalizace v porovnani s krystalizaci
bez vystaveni tomuto zvuku (Zhang et al., 2018). Nicméné¢, s problémy s interpretaci krystalizace jsou
nejcasteji spojené bézné veéci, které jsou soucasti pripravného procesu - od postupu purifikace (protein
z rinych purifikaci), pouzité chemikalie, vystaveni proteinu teplotnim vykyvim, ¢i odlisny postup
nandSeni proteinu na krystalizacni desticku (napf. pouziti jiného krystaliza¢niho robota). Téchto faktorti
je mnoho a nelze v tomto piipad€ stanovit, jaka ,,zména“ zplsobila to, ze nebyl vypéstovan zadny

krystal.

Rentgenovou difrakci bylo ovéteno, ze ziskané krystaly jsou opravdu proteinového charakteru
anejedna se napf. o krystaly soli. Po ovéfeni byla identickd podminka pienesena k dalsi optimalizaci do
visici kapky. Identicky jako u LmbW, i zde byl paralelné testovan vliv koncentrace proteinu a srazedla
na krystalizaci, ale i zde nelze o vlivu jednotlivych slozek spekulovat, nebot’ rust krystald (stejné jako u

experimentu s LmbW) nebyl pozorovan ani v jedné jamce.

8.2.2.1 Krystalizace LLHT proteint

Jednim z prvnich proteini z LLHT rodiny s determinovanou strukturou byl Adf (Fixo-redukujici
sekundarni alkoholdehydrogenasa, Methanoculleus thermophilicus), jeho struktura byla vyfeSena pii
1,80 A a byl krystalizovan v podobé holoenzymu (acetat jako substrat a kofaktor Fa). Pro krystalizaci
byl pouzit Adf o koncentraci 12 mg - ml'!, krystal rostl ve visici kapce (Aufthammer et al., 2004). Dal$im
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strukturné (i funkcén€) anotovanym proteinem z LLHT rodiny proteini je Mer (Fax-zavisla
methylentetrahydromethanopterin reduktasa, Methanosarcina barkeri), ktery byl krystalizovany
s kofaktorem Fiy 1 substratem (methylen-tetrahydromethanopterin), ovSem difrakéni data substrat
nezobrazuji. NejspiSe ztoho divodu, Ze substrat-vazebné misto bylo blokovano ,,vybouleninou*
nachazejici se na kofaktoru. Struktura Mer byla vyfeena pii rozliSeni 2,60 A a byl krystalizovan
v koncentraci 9 mg - ml!, opét ve visici kapce (Authammer et al., 2005). Dal$im Gsp&$né strukturng
anotovanym a krystalizovanym LLHT proteinem byla napfiklad Fax-redukujici glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa z Mycobacterium tuberculosis (Mtb-FGD1), ktera byla krystalizovana jak v podobé
apoenzymu (rozlieni 1,90 A), tak v podobé& holoenzymu (rozliseni 1,95 A). Jako substrat byl pouZit
analog glukosy-6-fosfatu - 1,5-anhydro-D-glucitol-6-fosfat, ov§em v difraktovaném krystalu byl misto
tohoto substratu navazan citrat (pochézejici ze srazeciho ¢inidla, ve kterém byl protein krystalizovan).
Protein byl krystalizovan v sedici kapce (Bashiri et al., 2008). Dal§im LLHT proteinem s vyfeSenou
strukturou je Rh-FGD1 (z Rhodococcus jostii), tento protein byl uspesné krystalizovan a difraktovan jen
v podobé apoenzymu (1,47 A) za pouziti metody sedici kapky a koncentrace nanaseného proteinu byla
9 mg - ml!. Vechny pokusy ziskani 3D struktury Rh-FGD1 v podobé& holoenzymu byly neusp&iné
(autofi neuvadé¢ji davody), ovSem aktivni misto (i kofaktor-vazebné misto) je konzervované a pfi
umistovani kofaktoru Fax do 3D struktury proteinu vychazeli autofi z modelu blizkého homologu -

Mtb-FGDI1 (Nguyen et al., 2017).

I kdyZ autofi vyse uvedenych praci konkrétné nezminuji problémy s interpretaci krystalizace,
neznamena to, ze krystalizace byla trivialni zalezitosti. Znac¢né problémy s interpretaci byly naptiklad
pozorovany pii pripravé krystali Apd6 homologu LmbY (krystalizace v sedici kapce, koncentrace
nanaseného proteinu 11 mg - ml”', rozliseni 2,40 A - apoenzym; Zdvoiakova et al. v pfipravé). Naro¢na
interpretace krystalizace Apd6 proteint (ve form€ apoenzymu) miize piimo souviset i s faktem, Ze
primarni rist krystall probiha bez ptitomnosti kofaktoru Fiy a substratu, coz miize mit zna¢ny vliv na
geometrii aktivniho mista krystalizovaného proteinu, jak bylo demonstrovano naptiklad u FaxoH>-
zavislé biliverdin reduktasy (Mycobacterium tuberculosis), oznacované jako Rv2074. Struktura tohoto
proteinu ziskana krystalizaci a difrakci v podob€ apoenzymu (Biswal et al., 2006) byla porovnana s nove
ziskanou strukturou krystalizovanou v podobé holoenzymu. Obé formy Rv2074 sice vykazuji stejnou
topologii, ale li§i se umisténim aminokyselin v aktivnim misté, konkrétn¢ kofaktor-vazebnych
aminokyselinovych zbytkii (Ahmed et al., 2016). Spatné ,,poskladani® aminokyselin ve stfedu proteinu
(kde se nachazi predpokladané aktivni misto Apd6 proteint) mtze teoreticky ovliviiovat slozeni celého
proteinu do pravidelné formace, ktera je pro nukleaci a samotny rist krystalti esencialni. Tuto teorii
podporuje i fakt, ze vSechny ostatni zminéné prace pokryvajici uspésnou krystalizaci LLHT proteint,
kde byla vyfeSena struktura ve formé holoenzymu, postupovaly tak, ze kofaktor a substrat byly ptidany
k proteinu teSné pred nasazenim kapek do desti¢ky. Nicméné v této praci byl v incia¢nim screeningu

zvolen stejny postup, kdy byl kofaktor Fax i substrat (latka 5a) piidany k proteinu Porl5 tésné pied
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nandSenim. Stejny postup byl uplatnén i dale ve visicich kapkach. Stejn€ jako u LmbW ovSem zadné
krystaly nebyly ziskany, nejspise také z diivodu vétsiho krystaliza¢niho objemu a jiného fyzikalniho

usporadani krystalizace.

8.2.2.2 Krystalizace - piistupy vedouci ke zlepSeni nukleace a ristu krystali

Strukturni biologie je stale se rozvijejici obor a i nové metody a piistupy determinace 3D
struktur makromolekul jsou neustéle vyvijeny a zlepSovany. AvSak determinace 3D struktur proteint za
pomoci krystalografie je stile nejvice vyuZivanou metodou, struktura 90 % vSech proteini byla
determinovana prave rentgenovou difrakci proteinovych krystald (Burley et al., 2021). Jednou z ¢asto
pouzivanych metod pro zlepSeni nukleace a tedy zvyseni Sance rustu krystald je tzv. seeding. Pfi této
metod¢ se rozdrti jiz narostlé krystaly (z pravidla pfili§ malé krystaly na difrakci) a ptidaji se do
krystaliza¢niho pufru, smés se poté nanasi do jednotlivych krystaliza¢nich kapek (shrnuto v Bergfors,
2003). Pro zlepsSeni rustu krystalti se také k proteinu ptidavaji heterologni nukleac¢ni ¢inidla, mezi které
patii naptiklad vysusené moiské fasy, konské zin¢, celulosa nebo hydroxyapatit (Thakur et al., 2007).
Co je zajimavé, dulezitym faktorem pii ristu krystald je také gravitace, krystaliza¢ni desticky s krystaly
rostoucimi za pouziti metody tzv. mikrogravitace jsou uloZeny naptiklad na mezinarodni vesmirné
stanici (shrnuto v McPherson & DeLucas, 2015). Z vefejné dostupnych dat krystalizace za pomoci
mikrogravitace vykazuje 90 % ziskanych proteinovych krystalii alesponi jeden zlepSeny parametr
v porovnani s krystalizaci na zemi, a to konkrétné velikost (obr. 50), strukturu, uniformitu, vyssi

rozliseni pti difrakci a/nebo mozaicitu (Wright et al., 2022).

Obr. 50: Na obrazku A i B je zobrazen jeden velky krystal tabakového virtoviru 1 (jinak nazyvanym
satelitni virus tabakové mozaiky), oba krystaly vyrostly v mikrogravitaci, v okoli velkého krystalu na
obrazku A a na velkém krystalu na obrazku B jsou vidét mnohem mensi krystaly toho samého proteinu

(viru), které vyrostly na zemi po navratu z vesmiru (pfevzato a upraveno z McPherson & DeLucas,
2015).
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9. Souhrn

e Byla optimalizovana purifikace proteinu LmbW poskytujici protein dostate¢né kvantity a
Cistoty vhodné pro krystalizacni studie.

e Inicia¢nim krystalizacnim screeningem se podafilo najit podminky poskytujici rast krystalii
LmbW.

e Pies veskeré usili se prozatim nepodaftilo optimalizovat krystalizaci LmbW a ziskat tak krystal
vhodny k rentgenové difrakci.

e Byly pfipraveny konstrukty pro produkci mutantnich variant proteintt LmbY a Porl5, mutantni
proteiny byly produkovany a purifikovany.

e Enzymova aktivita mutantnich proteinti byla testovana in vitro (u dvou variant se podatilo ziskat
jen predbézna data, nicméné i ta maji vypovidajici hodnotu) - enzymova aktivita u zadné
z variant nebyla dotCena, stanovené hypotézy vysvétlujici rozdilnou reakcni specifitu Apd6
proteinl tak nebyly potvrzeny a proto bylo dale pfistoupeno ke krystalizaci Apd6 homologu
Porl5 v pfitomnosti substratu a kofaktoru Fao.

e Byla nalezena podminka, pti které protein Porl5 tvofi v pfitomnosti kofaktoru Faxo a substratu

(latka 5a) krystaly.
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