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Abstrakt

Hybridni antibiotika kombinuji struktury nebo mechanismy ucinku dvou nebo vice znamych
antibiotik a predstavuji tak jednu z cest ke zlepSeni ucinnosti antibiotik. V nasi laboratofi bylo
in vitro biosyntézou pfipraveno hybridni antibiotikum CELIN, jez kombinuje strukturné
podobna antibiotika linkomycin a celesticetin. CELIN ma ve své struktufe propylovy zbytek
navdzany naprolinu, ktery pfirozen¢ obsahuje antibiotikum linkomycin, a kyselinu
salicylovou, kterd je pfirozenou soucasti antimikrobidlni latky celesticetinu. Jelikoz se jedna
o kombinaci dvou piirozené syntetizovanych antibiotik, nabizi se moznost ptipravy producenta
tohoto hybridniho antibiotika. Nicméné snaha pfipravit producenta CELINu mutagenezi
kmene Streptomycces lincolnensis, produkujiciho linkomycin, zatim nebyla uspésna. Cilem
této diplomové prace je urcit klicové kroky pro ptipravu producenta CELINu. Nejprve byla
oveéfovana schopnost mutanty Streptomyces caelestis, ptirozené produkujici celesticetin,
produkovat CELIN. Nasledn¢ byla za uc¢elem detekce interakéniho partnera proteinu LmbF,
jez katalyzuje kliCovy biosynteticky krok v biosyntéze linkomycinu, provedena metoda
pulldown s bakteridlnim lyzatem Streptomyces lincolnensis a in vitro reakce obsahujici riznou
kombinaci proteini LmbF, LmbG a CcbF. Vysledky této diplomové prace indikuji,
7e Streptomyces caelestis, bez dodatecnych genetickych modifikaci, neni vhodnym
organismem pro produkci CELINu, jelikoZ schopnost produkce hybridniho antibiotika
pfipravenou mutantou Streptomyces caelestis nebyla detekovana. Analyza metody pulldown
provedené s lyzatem Streptomyces lincolnensis naznauje, Ze moZznym interakénim partnerem
proteinu LmbF by mohl byt protein LmbG. Z namétfenych hodnot in vitro reakci 1ze usuzovat,
ze protein  CcbF je schopen pravdépodobné katalyzovat nejen reakci vedouci k jeho
ptirozenému produktu a také reakci vedouci k analogu produktu enzymu LmbF. Vysledky této
prace tedy ukazuji dal§i smér v pfipravé producenta CELINu mutagenezi Streptomyces
lincolnensis, kdy k zastaveni produkce linkomycinu je nutno inaktivovat i gen kodujici enzym
pro nasledny krok, ImbG, vjiz dfive pfipravené mutanté Streptomyces lincolnensis
s deletovanym genem /mbF a vloZzenym genem cchF a geny kddujicimi biosyntézu salicylatové

podjednotky.

Klicova slova

linkomycin, celesticetin, hybridni antibiotika, biosyntéza



Abstract

Hybrid antibiotics combine the structures or mechanisms of action of two or more known
antibiotics and thus represent one way to improve the effectiveness of antibiotics.
In our laboratory, the hybrid antibiotic CELIN was prepared in vitro. This antibiotic combines
the structurally similar antibiotics lincomycin and celesticetin. CELIN has in its structure
a propyl group attached to proline, which is naturally found in the antibiotic lincomycin,
and salicylic acid, which is a natural component of the antimicrobial agent celesticetin. Since it
is a combination of two naturally synthesized antibiotics, it should be possible to prepare
a producer of this hybrid antibiotic. However, efforts to prepare a CELIN producer
by mutagenesis of a lincomycin-producing strain of Streptomycces lincolnensis have not
yet been successful. The aim of this thesis is to determine the key steps for the preparation
of a CELIN producer. First, the ability of the Streptomyces caelestis, which naturally produces
celesticetin, mutant to produce CELIN was verified. Next, in order to detect the interaction
partner of the LmbF protein, which catalyzes the key biosynthetic step in lincomycin
biosynthesis, the pulldown method was performed with Streptomyces lincolnensis bacterial
lysate. In vitro reactions containing different combinations of LmbF, LmbG and CcbF proteins
were also performed. The results of this thesis indicate that Streptomyces caelestis, without
additional genetic modifications, is not a suitable organism for the production of CELIN,
since the ability of the prepared mutant Streptomyces caelestis to produce a hybrid antibiotic
was not detected. The analysis of the pulldown method indicate that the possible interaction
partner of the LmbF protein could be the LmbG protein. From the results of the in vitro
reactions, it can be concluded that the CcbF protein is probably able to catalyze the reaction
leading to its natural product as well as the reaction leading to the analog of product
of the enzyme LmbF. The results of this work therefore show another direction
in the preparation of the CELIN producer by mutagenesis of Streptomyces lincolnensis,
when to stop the production of lincomycin, it is also necessary to inactivate the gene encoding
the enzyme for the subsequent step, /mbG, in the previously prepared Streptomyces
lincolnensis mutant with the deleted /mbF gene and the inserted cchF gene and the genes

encoding the biosynthesis of the salicylate subunit.
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1. Uvod

V soucasné dobé celime celosveétové medicinské krizi, kdy jiz proti vS§em klinicky vyuzivanym
antibiotikiim byly detekovany rezistentni kmeny bakterii (Jian et al., 2021). Rezistence se §ifi
mezi kmeny bakterii a antibiotika se stdvaji mén¢ ucinna, vaci nékterym kmeniim bakterii
jsou antibiotika jiz zcela netcinnd (Darby et al., 2023). VétSina oblasti moderni mediciny
je nemyslitelna bez pristupu k ainnym antimikrobialnim latkdm a rezistentni kmeny bakterii
zpusobuji celosvétove statisice timrti rocné, proto je tato krize velmi alarmujici pro souc¢asnou
a budouci medicinu a vetejné zdravi (Miethke et al., 2021).

Soucasny vyzkum se zaméfuje jak na zkoumdni mechanismli bakteridlni rezistence,
tak na vyzkum novych antimikrobidlnich latek, jez by byly G¢inné&jsi nez ty soucasné klinicky
vyuzivané a jez by ptekonavaly zndmé mechanismy rezistence bakterii.

Vyzkum novych antibiotik se soustfedi do n€kolika sméri. Jednim z piistupti je screening
enviromentalnich izolati a jejich metabolitl, kde je ale nizkd pravdépodobnost objeveni
antimikrobidlni latky. Tyto potencialni antimikrobidlni slouceniny jsou vyhledavany
jak u jiz zndmych producentii antibiotik, zejména u aktinomycet, v jejich bézn¢ v laboratofi
umlceném genomu. Tak také u kmentl, u nichZ zatim produkce antimikrobidlnich latek neni
znama, u zatim nekultivovatelnych kment bakterii, ale i u organizmi z jinych #i8i. DalSimi
moznymi cestami jsou hybridni antibiotika kombinujici dvé nebo vice znamych
antimikrobialnich latek, chemické modifikace jiz klinicky vyuzivanych ¢i kvili nizké ti€innosti
nevyuzivanych antimikrobidlnich latek ¢i kompletni chemickd syntéza zcela syntetickych
sloucenin s antimikrobidlnimi vlastnostmi. Vyhodou hybridnich antibiotik je, Ze se jedna
o spojeni jiz znamych a otestovanych molekul, takZe riziko jejich toxicity je niZ§i nez u zcela
novych sloucenin (Hutchings et al., 2019; Lewis, 2020).

V neddvno publikovaném ¢lanku Laboratofe antibiotické rezistence a mikrobidlni
metabolomiky (Kadlcik et al., 2017) bylo kombinaci biosyntetickych enzymu, z drah
pro biosyntézu ptirodnich linkosamidovych a sob¢ strukturné podobnych antimikrobidlnich
latek linkosamidu a celesticetinu, kombinatoridlni biosyntézou in vitro ptipraveno hybridni
antibiotikum CELIN. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o spojeni ptirodnich biosyntetickych drah,
nabizi se moznost vyuziti metod genového inzenyrstvi k vytvofeni producenta tohoto
hybridniho antibiotika. Tato diplomova prace se zamétuje na studium enzyml LmbF a CcbF,
jez jsou zodpoveédné za diverzifikaci biosyntéz linkomycinu a celesticetinu a na cilenou

modifikaci potencionalniho producenta CELINu Streptomyces caelestis.
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2. Cile

Cile mé diplomové prace byly formulovany na zéklad¢ ptfedchozi prace nasi laboratote,

kterd zahrnovala in vitro kombinatoridlni biosyntézu hybridniho antibiotika CELIN

(Kadlcik et al., 2017) a navazujici experimenty s cilem pfipravit mutantni kmen Streptomyces

lincolnensis, ktery by toto hybridni antibiotikum produkoval (nepublikovana data laboratote).

Mezi tyto cile patfi:

1))

2)

3)

Ptiprava mutanty Streptomyces caelestis a semi-vivo produkce tohoto hybridniho

antibiotika CELIN

Vlozeni genu [/mbC do vektoru plJ10257 a konjugace tohoto konstruktu
do Streptomyces caelestis

Kultivace mutanty na médiu s propyl-prolinem

Extrakce metaboliti z média a mycelia Streptomyces caelestis a analyza produkce
celesticetinu a CELINu pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

Zjisténi interak¢nich partnert proteinu LmbF

Heterologni exprese rekombinantniho proteinu LmbF s fuzni histidinovou kotvou
a jeho purifikace

Pulldown analyza interakce LmbF s proteiny z lyzatu Streptomyces lincolnensis

Zjisténi interakEnich partnerd LmbF pomoci in vitro reakci

Heterologni exprese rekombinantnich proteini LmbF, LmbG a CcbF s fuzni
histidinovou kotvou a jejich purifikace
Provedeni in vitro reakci a analyza jejich produktl pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii
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3. Literarni prehled

3.1 Streptomycety produkujici linkosamidy

Streptomyces je vyznamny rod aerobnich, gram-pozitivnich bakterii patficich do kmene
Actinomycetota. Tento kmen se vyznacuje linearnim genomem s vysokym obsahem GC part,
ktery dosahuje velikosti pfiblizné 10 Mbp. Streptomyces je rod vSudyptitomnych bakterii
osidlujicich rozmanita prostfedi, nejcastéji se vyskytuji v pudé, kde hraji klicovou roli
pfi mineralizaci organickych latek. Streptomycety tvoii hyfy, jez vytvareji substratové
mycelium ve vegetativni fazi zivotniho cyklu. V ptipad¢ pisobeni enviromentalniho stresu
se hyfy diferencuji do fetézct spor, které jsou odolné a pfeziji tyto nepiiznivé podminky.
Jedna se tedy o rod se slozitym zivotnim cyklem, ktery zalina klicenim spor a tvorbou
substratového mycelia ve vegetativni fazi vyvojového cyklu, pokracuje tvorbou vzdusného
mycelia ve stacionarni fazi a kon¢i tvorbou sept s fetézci spor. VétSina specializovanych
metabolitl je produkovana pti ptechodu z vegetativni faze do sporulacni faze Zivotniho cyklu.
Vyznamnou vlastnosti rodu Streptomyces je schopnost produkovat Sirokou skalu biologicky
aktivnich specializovanych metaboliti mezi néz patii napt. laktamy, neribozomalni peptidy,
terpeny, polyketidy a pro tuto praci dilezité linkosamidy. VSechny tyto specializované
metabolity jsou klinicky vyuZivany napf. jako antimykotika, antivirotika, antibiotika
nebo imunosupresiva. Dvé tfetiny vSech ptirodnich klinicky vyuZzivanych antibiotik jsou
produkovany pravé Streptomyces. (Alam et al., 2022; De Lima Procopio et al., 2012;
Donald et al., 2022; Hwang et al., 2014; Yagiie et al., 2013;)

Mezi streptomycety produkujici linkosamidy patii Streptomyces lincolnensis,

Streptomyces caelestis a Streptomyces sp. kmen H230-5 (Kadlcik et al., 2017).
3.1.1 Streptomyces lincolnensis

Streptomyces lincolnensis je producentem antibiotika linkomycinu (viz obrazek 1),
jez patii mezi linkosamidova antibiotika. Linkomycin byl poprvé izolovan v roce 1962
(Hou et al., 2021). Streptomyces lincolnensis syntetizuje kromé& linkomycinu A, ktery je
medicinsky dualezity vzhledem k antimikrobidlnim vlastnostem, zaroven také méné ucinny
a medicinsky nevyznamny linkomycin B (Hou et al., 2018). Pro tuto biosyntézu ma
Streptomyces lincolnensis genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu o velikosti 35 kbp,
ve kterém se nachazi 25 strukturalnich gent, jeden gen koédujici regulator LmbU a 3 geny

pro rezistenci (Hou et al., 2021).
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3.1.2 Streptomyces caelestis

Streptomyces caelestis je aktinomyceta izolovand z moiského prostiedi. Tato streptomyceta
je producentem linkosamidového antibiotika celesticetinu (viz obrazek 1), jez ma pouze slabé
antimikrobialni ucinky (Kadlcik et al., 2017; Liu et al., 2012; Liu et al., 2019). Genovy shluk
pro biosyntézu celesticetinu obsahuje 23 genti kdédujicich biosyntetické enzymy a jeden

rezistenCni gen (Janata et al., 2018; Vobruba et al., 2020).
3.2 Linkosamidova antibiotika

Linkosamidy se skladaji z aminokyseliny a aminosacharidu oktézy spojenych amidovou
vazbou (Kadlcik et al., 2017). Linkosamidova antibiotika jsou oralni a netoxické latky
inhibujici translaci vazbou na 23S rRNA 50S podjednotky bakterialniho ribozomu blizko
peptidyl-transferdazového centra (Mason et al., 2021). Cukerna c¢ast molekuly se vaze
na 23S rRNA ribozomu pomoci 3 vodikovych vazeb a to tak, Ze propylovy zbytek
na inkomycinu je umistén u A mista ribozomu, ¢imz ho blokuje, a cukerna ¢ast molekuly
blokuje ribosomalni vystupni tunel. (Matzov et al., 2017) Linkosamidy jsou bakteriostaticka
antibiotika, jez brani v rustu mikroorganismim, kterd ale pii vysSich koncentracich,
kterych je mozno in vivo také dosdhnout, mohou byt baktericidni, a tedy mikroorganismy
pfimo zabijet, s dlouhym postantibiotickym t¢inkem (Armengol Alvarez et al., 2022).

Mezi linkosamidové antimikrobidlni latky izolované z piirody patii linkomycin
(viz obrazek 1) produkovany Streptomyces lincolnensis, Bu-2545 (viz obrazek 1) izolovany
ze Streptomyces spp. z kmene H230-5 a celesticetin (viz obrazek 1) produkovany Streptomyces
caelestis. Klinicky schvéalena linkosamidova antibiotika jsou linkomycin, klindamycin
(vizobrazek 2) a pirlimycin (viz obrazek 2). Klindamycin a pirlimycin patii
mezi semisyntetické linkosamidové derivaty. Mezi dalsi semisyntetické linkosamidové
derivaty patii derivaty firmy Vicuron a CELIN a ODCELIN (viz obrazek 9) pfipravené nasi
laboratofi. (Hendrickson et al., 2020; Kadlcik et al., 2017; Li et al., 2020; Mori a Abe, 2024;
Rosenberg, 1996; Spizek a Rezanka, 2004; Wakiyama et al., 2017; Wanget al., 2016;
Wang et al., 2020)
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Obrazek 1 Prirodni linkosamidy vypracovano podle Kadlcik, 2017 v programu Chemsketch

3.2.1 Prirodni a semisyntetické linkosamidy

Linkomycin je klinicky pouzivan ve formé& hydrochloridu (Cheng et al., 2020).
Jeho semisynteticky derivat klindamycin (7-chloro-7-deoxy-linkomycin) (viz obrazek 2)
byl pfedstaven vroce 1966 farmaceutickou firmou Upjohn (Magerleinetal., 1967,
Wright et al., 2014). Klindamycin je dle Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv klinicky dostupny
ve tfech formach ato ve formé klindamycin-hydrochloridu ve formé peroralnich tobolek,
ve form¢ klindamycin-dihydrogen-fosfatu pro intravendézni podani a ve formé
klindamycin-hydrochlorid-palmitatu ve formé& oralni suspenze (Armengol Alvarez et al., 2022;
SUKL). Klindamycin v soudasné dobé jiz zcela v huméanni medicing nahradil linkomycin
(Armengol Alvarez et al., 2022).

Klindamycin je antibiotikum G¢inné proti aerobnich gram-pozitivnim kokiim
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp.) a proti anaerobnim bakteriim (Fusobacterium spp.,
Prevotella spp., Bacteroides spp. atd.). Dale je klindamycin G¢inny také proti prvokim,
u kterych cilen¢ blokuje proteosyntézu ve specidlni organele apikoplastu (Janata et al., 2018).
Klindamycin se vyuziva pii 1écbé malarie zpiisobené Plasmodium falciiparum a toxoplasmozy
vyvolané Toxoplasma gondii (Armengol Alvarez et al., 2022; Radke et al., 2018; SUKL).

Ze stejné farmaceutické firmy poté také pochazi dalsi semisynteticky derivat linkomycinu
s nazvem pirlimycin (viz obrazek 2). V pirlimycinu je pyrolin (péti¢lenny kruh) nahrazen
piperidinem (Sesti¢lenny kruh). Pirlimycin je pro klinické podani dostupny ve formé
pirlimycin-hydrochloridu (Owens a Nickerson, 2011). Tato antimikrobidlni latka se vyuziva
ve veterindrni medicing k 1é€bé mastitidy (Li et al., 2020; Wright et al., 2014).

Dalsi semisyntetické derivaty linkomycinu jsou v souc¢asné dobé predmétem probihajiciho
vyzkumu. V roce 2004 piedstavila firma Vicuron na konferenci ve Washingtonu, DC ¢tyfi
semisyntetické derivaty linkomycinu, které maji modifikaci na C-7, pojmenované VIC 105403,
VIC 105404, VIC 105405 a VIC 105446, kter¢ si nasledné v roce 2006 nechala patentovat
firma Pfizer, se kterou doSlo mezitim ke konsolidaci. VIC 105405 a VIC 105446 vykazovaly
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slabé antimikrobialni u€inky, ale VIC 105403 a VIC 105404 byly ucinngjsi nez klindamycin.
VIC 105403 ma ve své struktuie 1-demethyovou, 4-n-penthylovou a 7-methylovou skupinu.
VIC 105404 ma ve své struktufe 1-N-(2-hydroxyethyl), 4-n-penthylovou a 7-methylovou
skupinu (Mitcheltree et al., 2021 (a); Mitcheltree et al., 2021 (b); Wakiyama et al., 2017).

V Laboratofi antibiotické rezistence a mikrobidlni metabolomiky byly pfipraveny

linkosamidy Pelin, CELIN, ODCELIN a KLINCELIN (viz dale kapitola 3.4).

cl CH,
CHy 0 OH W Chy
b'; 0 OH

OH "
it NH v)J\NH OH
0 |

OH o & OH
HaC Klindamycin S J Pirlimycin

Hy ™ H =

aC H4C

Obrazek 2 Semisyntetické linkosamidy, vypracovano podle Acharya a Kurosu Medicinal, 2023 v programu ChemSketch

3.2.2 Syntetické linkosamidy

Mezi nové a velmi slibné linkosamidové derivaty patii Iboxamycin (viz obrazek 3) pfipraveny
syntetickou konstrukci vynalezenou Dr. Matthewem Michaltree. Iboxamycin se sklada
z oxepanoprolinového skeletu navdzaného na aminooktdézovy zbytek klindamycinu.
Iboxamycin je oralni antibiotikum vysoké ucinnosti a velké Sife spektra, které se jevilo jako
bezpecné a efektivni v 1é€b& gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterialnich infekci
u mysi. Iboxamycin je G€inny 1 vici rezistentnim kmentim véetné ESKAPE patogent a vetné
kmenti produkujicich Erm a Cfr ribosomalni RNA methyltransferazy a také viici kmenim
rezistentnim k linkosamidiim a k methicilin rezistentnim stafylokokiim. Byl G¢inny také vici
Clostridium difficile. Dale je G€inny také vic¢i gramnegativnim patogentim vcetné karbapenem
rezistentnim Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumanii a to véetné
kmenti produkujicich Sirokospektré betalaktaméazy, aminoglykosiddzy nebo methylazy.
(Mitcheltree et al., 2021 (b)). Iboxamycin se ukazal byt velmi ucinny také proti Listeria
monocytogenes, vu€i které ma pouze bakteriostatické UcCinky ovSem s vyraznym

postantibiotickym ucinkem (Brodiazhenko et al., 2022).
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Dalsimi modifikacemi Iboxamycinu vznikl Cresomycin (viz obrazek 3), ktery vykazuje
in vitro a in vivo u¢innost jak vi¢i gram-pozitivnim, tak 1 vi€i gram-negativnim patogentim
véetné multirezistentnich kment Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa. Ve srovnani s Iboxamycinem se Cresomycin vaze na ribozom s vyss$i afinitou,
vcetné metylovanych ribozomi, coz vede k vyrazné siln€jSim antimikrobidlnim vlastnostem

nez ma Iboxamycin (Wu et al., 2024).

H4C CHj CH;

Iboxamycin Cresomycin

Obrazek 3 Iboxamycin a Cresomycin, vypracovano podle Michaltree et al., 2021 a Wu et al., 2024 v programu ChemSketch

3.3 Genové shluky pro biosyntézu linkosamidovych antibiotik

Linkosamidy se skladaji ze dvou podstatnych ¢asti a to z neobvyklého osmiuhlikatého
thiocukerného jadra neboli aminothiooktézové podjednotky kondenzované pomoci amidové
vazby s karboxylovou skupinou aminokyseliny. V celesticetinu se jednd o proteinogenni
aminokyselinu r-prolin, u linkomycinu se jednd o neproteinogenni aminokyselinu
propyl-prolin. Ve struktufe celesticetinu se navic nachazi jest¢ kyselina salicylova,
ktera je ke zbytku struktury piipojend pies dvouuhlikaty zbytek na sirném atomu
aminocukerné podjednotky (Janata et al., 2018; Wang et al., 2020)

Genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu (viz obrazek 4) obsahuje 25 biosyntetickych
gend, 3 geny rezistencni a jeden regulac¢ni gen. Genovy shluk pro biosyntézu celesticetinu
(viz obrazek 4) obsahuje 23 biosyntetickych gent a jeden gen rezistencni. 18 z téchto genti
jsou homologni pary. Geny jsou ve Streptomyces caelestis oznaeny ccb a u Streptomyces
lincolnensis Imb_ (Ushimaru et al., 2016). Geny specifické pro genovy shluk pro biosyntézu
linkomycinu  koduji  enzymy  pro biosyntézu  propyl-prolinového  prekurzoru

a methyltransferazu LmbG. Geny vyskytujici se pouze v genovém shluku pro biosyntézu
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celesticetinu  kéduji enzymy pro biosyntézu a pfipojeni salicylatové podjednotky
a methyltransferazu Ccb4 (Janata et al., 2018; Ushimaru et al., 2016; Vobruba et al., 2020;
Wang et al., 2016; Wang et al., 2020).

Biosyntéza thiooktézového cukerného jadra probihd u linkomycinu i u celesticetinu stejné
pomoci homologickych enzymt kédovanych homogickymi geny (Ushimaru et al., 2016).
Geny koédujici enzymy katalyzujici biosyntézu cukerné casti linkomycinu jsou: /mbR, ImbN,
ImbP, ImbK, ImbO, ImbM, ImbL, ImbZ, ImbS a ImbT. Biosyntéza cukerné Casti celesticetinu
je katalyzovana homologickymi enzymy exprimovanymi z genového shluku pro biosyntézu
celesticetinu. Stejné¢ probihaji také kondenzacni a postkondenzaéni reakce katalyzované
enzymy LmbD, LmbV, LmbIH, LmbQ, LmbE a LmbJ nebo jejich homology ze Streptomyces
caelestis (Janata et al., 2015; Najmanova et al., 2013; Zhao et al., 2015).

ImrA BiB2 ¢ D E F G H JK L MNZ P OSRQ T V WInBX u  ImrC

Lincomycin. o o = ot e e

Celesticetin _-_EK:@@@-MW -—-

cecrl H J MmN Z F cC P OS R Q T
‘ Biosyntéza propyl-prolinu ‘ Rezistence
II> Biosyntéza cukerné podjednotky - Biosyntéza a pfipojeni salicylatu
» Kondenzace a postkondenzacni reakce - Regulace

Obrazek 4 Genové shluky pro biosyntézu linkomycinu a celesticetinu, vypracovano podle Janata et al., 2018 a
Vobruba et al., 2020

3.3.1 Geny kédujici biosyntézu propyl-prolinové ¢asti linkomycinu

4-alkyl-L-prolin je neproteinogenni aminokyselina, ktera se vyskytuje v metabolitech
aktinomycet. Mezi metabolity obsahujici tuto slouceninu patii pyrrolobenzodiazepiny,
hormaomycin a pro tuto praci dulezity linkomycin A, ve kterém se vyskytuje N-methylovany
ve formé 4-propyl-L-prolinu (Zhong et al., 2017).

Geny, jez koduji biosyntézu propyl-prolinové c¢asti linkomycinu (viz obrdzek 5),
jsou specifické pro genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu. Jednd se o geny ImbB2, ImbB1,
ImbA, ImbW, ImbX a ImbY (Janata, 2018; Jiraskova et al., 2016; Steiningerova et al., 2020;
Zhang et al., 2018; Zhong et al., 2017).

Biosyntéza 4-propyl-L-prolinu zafind hydroxylaci r-tyrozinu, kterd je katalyzovéana

hemovym proteinem LmbB2. Produktem této reakce je 1-3,4-dihydroxyfenylalanin (L.-DOPA)
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(Novotna et al., 2013). Nasleduje otevieni benzoového kruhu L-DOPA pomoci extradiolového
Stépeni. Tuto reakci katalyzuje 1-DOPA dioxygendza LmbB1, kterd dava vznik linedrnimu
semialdehydovému meziproduktu, ktery je siln¢ nestabilni a je ihned neenzymaticky
cyklizovan za vzniku pyrolinového produktu v iminové formé (Colabroy etal., 2014;
Janataetal., 2018; Zhang et al., 2018). Nasleduyje C-methylace katalyzovana
LmbW SAM (S-adenosylmethionin)-dependentni methyltransferdzou (Janata et al., 2018;
Jirdskova et al., 2016; Pang, 2015).

Dalsi reakci v biosyntéze 4-propyl-L-prolinu je odstranéni termindlni dvou uhlikaté
jednotky (Zhang et al., 2018). Tato reakce je katalyzovana hydroldzou LmbA, ktera cili
na karbonylovou skupinu postranniho fetézce pyrolinového intermediétu a katalyzuje Stépeni
uhlikaté vazby (Zhong et al., 2017). Nasleduje epimerace katalyzovana LmbX (Zhang et al.,
2018).

Poslednim krokem k dosazeni vysledného produktu této drahy, tedy 4-propyl-L-prolinu,
jeredukce dvou dvojnych vazeb katalyzovand Faxo-dependentni reduktizou LmbY

(Steiningerova et al., 2020).

COOH neenzymaticks HOOC HOOC
i reakce
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Obrazek 5 Biosyntéza propyl-prolinu, vypracovano v programu Chemsketch podle Janata et al., 2018, Jiraskova et al., 2016
a Seidlova, 2020
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3.3.2 Geny kodujici enzymy ucastnici se biosyntézy cukerné podjednotky

linkosamidovych antibiotik

Geny kodujici enzymy biosyntézy cukerné podjednotky jsou: /mbR/ccbR, ImbN/ccbN,
ImbP/ccbP, [mbK/ccbK, [mbO/ccbO, I[mbM/ccbM, I[mbL/ccblL, I[mbZ/ccbZ, I[mbS/cchS
almbT/cchbT. Vétsina vyzkumu probihd na  Streptomyces lincolnensis a biosyntéze
linkomycinu, proto jsou dale v této Casti zminovany pouze enzymy ucastnici se biosyntézy
linkomycinu.

Intermedidt methylthiolinkosamid je biosyntetizovan pomoci enzymii LmbR a LmbN.
LmbR katalyzuje trans-aldolovou reakci, ve které dochédzi k vazbé mezi C; donorem
a Cs akceptorem. Cs akceptorem je p-riboza-5-fosfat a C3; donorem mize byt
bud’ p-fruktdza-6-fosfat nebo p-sedoheptuloza-7-fosfat. Vznika oktuloza-8-fosfat,
ktera je 1,2-izomerizaci katalyzovanou LmbN konvertovana na oktozu-8-fosfat (Sasaki et al.,
2012). Oktoza-8-fosfat je nasledné fosforylovdna kindzou LmbP na oktoézu-1,8-bifosfat
(Zhang et al., 2018). Intermediat oktoza-1,8-bifosfat je fosfatizou LmbK defosforylovana
na oktézu-1-fosfat. Tato defosforylace je dilezitd pro naslednou aktivaci nukleotidem GTP
na GDP-p-a-p-oktézu katalyzovanou guanylyltransferazou LmbO. LmbO vykazuje striktni
alfa-anomerni stereospecifitu jak pro oktézoveé tak pro hexo6zové substraty (Lin et al., 2014).

GDP-p-a-p-oktdza je na GDP-p-a-p-linkosamid transformovana za katalyzy ¢tyf enzymd.
A toenzymi LmbM, LmbL, LmbZ a LmbS. LmbM je epimerdza piibuznd dobie
prostudovanym epimerazam ADP-L-glycero-p-manno-heptoza-6-epimeraze
a UDP-p-galakt6za-4-epimeraze. LmbM je ale vyjimecna v tom, Ze katalyzuje epimerizaci
jak na uhliku 4, tak na uhliku 6. Nejprve dochazi k C6 epimerizaci GDP-p-a-p-oktozy,
ktera usnadnuje naslednou dehydrataci, katalyzované enzymem LmbM epimerazou
vyuzivajici NAD+ kofaktor. Nasledné€ dochazi k 6,8-dehydrataci tohoto intermediatu
za katalyzy enzymy LmbL a LmbZ. Nejprve dochazi k C7-oxidaci za katalyzy enzymem
LmbZ. Po této dehydrogenaci pravdépodobné dochazi k tautomerizaci, kterd predchazi
1,4-dehydrataci, stim ze LmbL se pravdépodobné ucastni tautomerizace a dehydratace.
Poté LmbM katalyzuje epimerizaci na uhliku cislo 4, diky které dochdzi k formovani
p-galakto-pyranozy, kterou vidime v kone¢ném okt6zovém jadie linkosamidu. Nakonec LmbS
katalyzuje transaminaci tohoto intermedidtu na findlni GDP-p-a-linkosamid (Wang et al.,
2020).

Nasleduje substitu¢ni reakce katalyzovand enzymem S-glykosyltransferdzou LmbT,

ktera vyuziva ergothionin jako akceptor v pfirodé vzacného C8 cukru. Pii této S-glykosylaci
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dochazi k substituci guanosindifosfatu (GDP) v GDP-p-o-p-linkosamidu za ergothionin
a vznika EGT-S-linkosamid (Mori et al., 2023; Zhao et al., 2015). Ergothionin a mykothiol
jsou zodpovedné za transfer, aktivaci a modifikace linkosamidu. Ergothionin je dulezity nosic,
ktery je odpovédny za sestaveni molekuly, mykothiol pak funguje jako donor atomu siry

(Wang et al., 2016).

3.3.3 Geny kodujici kondenzaci cukerné podjednotky s aminokyselinou

a nasledujici kroky biosyntézy linkomycinu

Enzymy katalyzujici tyto kroky, jez budou detailnéji rozepsany dale, jsou homologické
a jsou kddovany nasledujici geny. V genovém shluku pro biosyntézu linkomycinu se jedna
o geny: ImbD, ImbV, ImbIH, ImbQ, ImbE a ImbJ. V genovém shluku pro biosyntézu
celesticetinu to jsou geny: cchbD, ccbV, ccblH, ccbQ, ccbE a ccbJ. (Janata et al., 2015;
Najmanova et al., 2013; Zhao etal., 2015). Biosyntéza linkomycinu se odliSuje kroky
kédovanymi ImbF a ImbG. Pro biosyntézu celesticetinu jsou specifické kroky kdédované geny
ccbF, cebl, ccb2, cch3, ccb4 a ccbl. Jinou katalytickou funkci maji také enzymy LmbC a CcbC
(Janata et al., 2018; Kaldcik et al., 2017; Kald¢ik et al., 2013; Ushimaru et al., 2016;
Wang et al., 2016).

Sledu reakci, které¢ vedou k navazani aminokyselinového zbytku na oktozu, se ucastni
enzymy LmbC, LmbD a LmbN. LmbN je bifunkéni enzym, ktery katalyzuje 1,2-izomeraci,
ale také ma na svém N-konci protein vazajici doménu. Nejprve dochazi za katalyzy enzymem
LmbC k aktivaci 4-propyl-L-prolinu pomoci adenosintrifosfatu (ATP) a poté je pomoci LmbC
aktivovany 4-propyl-L-prolin pfenesen na protein vazajici doménu proteinu LmbN. Nakonec
dochazi k transpeptidaci. Béhem transpeptidace je pomoci kondenza¢niho proteinu LmbD
kondenzovan aktivovany 4-propyl-L-prolin s EGT-S-vdzanym linkosamidem amidovou
vazbou. (Kamenik et al., 2016; Zhang et al., 2018; Zhao et al., 2015).

V nasledném kroku dochazi k S-glykosylaci, kdy dochédzi k vyméné ergothioninu
za mykothiol, katalyzované S-glykosyltransferazou LmbV. Ergothionin je k linkosamidovému
jadru vazan pomoci B-S vazby. Tento krok je nevratny a déje se diky nukleofilni substituci
na druhém uhliku. Nejprve dochazi k nukleofilnimu ataku mykothiolu na Cl1,
ktery je aktivovany ergothioninem, formujiciho se linkosamidu a poté dochazi k S-glykosylaci
pomoci nukleofilniho ataku na C2, ¢imz se tvofi oa-S vazba mezi mykothiolem,
ktery je donorem sirného atomu, a linkosamidovym jadrem (Zhao et al., 2015; Zhang et al.,

2018).
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V dalsim biosyntetickém kroku dochdzi k N-deacetylaci na N-acetyl-i-cysteinovém
zbytku. Tato deacetylace je katalyzovana enzymy LmbIH a LmbQ, které patii do TIdD/PmbA
proteinové rodiny, ve které se jinak nachéazi pouze protedzy a peptidazy. Stejné jako ostatni
proteinové pary z této rodiny se tento skladd z proteinu obsahujiciho misto vazby kovu
(LmbIH) a z proteinu, ktery toto misto neobsahuje (LmbQ). Ke katalyze reakce je nutné,
aby enzymy LmbIH a LmbQ pracovaly v paru. K této reakci musi dojit jesté pred N-methylaci
katalyzovanou LmbJ, jelikoz tato methylace zabraniuje N-deacetylaci a vzniké tak ptipadné
vedlej$i produkt neschopny podstoupit dal§i reakce a utvofit findlni produkt linkomycin
(Vobruba et al., 2020).

Déle dochdzi k hydrolyze mykothiolového zbytku katalyzované enzymem LmbE
(Wang et al., 2020; Zhao et al.,, 2015). Ve vysledku tedy to jediné, co momentalné¢
po mykothiolu ve struktufe budouciho linkomycinu zbyva, je derivat kyseliny merkapturové
charakterizovany zbytkem N-acetyl-S-cysteinu (Kamenik et al., 2016). Poté nastava
Jiz zminéna N-methylace na prolinu katalyzovana SAM-dependentni methyltransferazou LmblJ
(Najmanova et al., 2013; Zhang et al., 2018).

Od dalsiho biosyntetického kroku se biosyntetické drahy celesticetinu a linkomycinu zcela

rozchazeji.
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Obrazek 6 Biosyntéza linkomycinu vypracovano podle Janata et al., 2018 a Wang et al., 2020 v programu Chemsketch

3.3.3.1 Finalni kroky biosyntézy linkomycinu

V biosyntetické draze linkomycinu dochazi k odstranéni S-cysteinového zbytku pomoci

pyridoxal-5"-fosfat dependentniho enzymu s beta-lydzovou aktivitou LmbF. LmbF katalyzuje
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Stépeni C-S vazby mechanizmem B-eliminace. (Kamenik et al., 2016; Wang et al., 2016)
Nejprve dochazi k deprotonaci na a-pozici a poté k B-eliminaci a vznika vysoce reaktivni thiol
a vedlejsi produkty NH3 a pyruvat (Ushimaru et al., 2016; Wang et al., 2016). V tuto chvili
tedy jediné, co zbyvéa ve struktufe budouciho linkomycinu po mykothiolu je sirny atom
(Kamenik et al., 2016). Nasleduje posledni krok biosyntézy, ve kterém je vznikly thiol ve velice
nestabilnim intermediatu pfeménén na methylmerkaptovou skupinu diky S-methylaci
katalyzované S-methyltransferazou LmbG (Wang et al., 2016), ¢imz vznika finalni produkt

linkomycin (viz obrazek 6).

3.3.3.2 Specifické kroky v biosyntéze celesticetinu ve srovnani s biosyntézou

linkomycinu

Jednim ze zasadnich rozdili pii biosyntéze linkomycinu a celesticetinu je substratova specifita
enzymi LmbC a CcbC. Oba tyto enzymy slouzi jako adenylacni domény neribozomalni
peptidové syntézy linkosamidu a striktné tedy zodpovidaji za rozpoznani substratu k aktivaci.
LmbC ma Sirsi substratovou specifitu a miize aktivovat vice rliznych substratli, ale nejvyssi
afinitu mé ke svému pfirozenému substratu 4-propyl-L-prolinu. CcbC ma naopak striktni
substratovou specifitu a je schopno aktivovat pouze sviij pfirozeny substrat L-prolin. Za tuto
schopnost aktivovat adenylaci 4-propyl-L-prolin prostiednictvim LmbC je zodpovédna
vazebna kapsa pro substrat tvotici se v misté vazby ligandu, kterd zde vznika diky nahrazeni
velkych aminokyselinovych zbytki, které se nachdzi u CcbC, malymi aminokyselinovymi
zbytky. Do tohoto prostoru se tedy muiZze navazat postranni alkylovy fetézec na prolinu.
(Kadlc¢ik et al., 2013)

DalSim vyznamnym rozdilem v biosyntéze celesticetinu je to, na kterém enzymu se nachézi
protein vazajici doména, na kterou je navazén aktivovany, vtomto piipad€, r-prolin.
Tato protein vazajici doména se nachazi v linkomycinové biosyntetické draze na N konci
proteinu LmbN, v biosyntetické draze celesticetinu se nachazi na C konci proteinu CcbZ.
(Janata et al., 2015)

Biosyntetické drahy se zcela odliSuji od kroku, ktery je katalyzovany enzymem
LmbF/CcbF (viz obrazek 8), tedy v kroku nésledujicim po N-methylaci prolinu (Kadlcik et al.,
2017). CcbF je dekarboxylacni deamindza a je stejné¢ jako LmbF pyridoxal-5"-fosfat
dependentni enzym, ktery ke své aktivité potiebuje pyridoxal-5’-fostat jako kofaktor. CcbF
ale katalyzuje dekarboxylacni deaminaci a produktem této reakce je dvouuhlikaty aldehyd
navazany na sirny atom. Zaroven dochazi k produkci COz, H2O2 a NH3. CcbF je aktivni pouze

v ptitomnosti kysliku (Janata et al., 2018; Ushimaru et al., 2016; Wang et al., 2016). DalSim
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reakénim krokem v biosyntéze celesticetinu je redukce reaktivni aldehydové skupiny
na alkohol pomoci NADPH-dependentni oxidoreduktazy Ccb5 (Janata et al., 2018;
Wang etal.,, 2016). Nasleduje O-methylace na C7-hydroxy skupin¢ katalyzovana
SAM-dependentni O-methyltransferdzou Ccb4, ¢imz vznikéd desalicetin (Janata et al., 2018;
Ushimaru et al., 2016; Wang et al., 2016). Na potadi reakci katalyzovanych enzymy Ccb4
a Ccb5 nezélezi (Wang et al., 2016).

Poslednim krokem celesticetinové biosyntézy je vytvofeni esterové vazby
mezi alkoholovou skupinou a kyselinou salicylovou (Janata et al., 2018). Tento krok
je katalyzovan enzymy salicylat-syntazou Ccb3, acyl-koenzym A ligdzou Ccb2
a acyltransferazou Ccbl. Salicylat-syntdza pfeménuje kyselinu chorismovou na kyselinu
salicylovou, Ccb2 adenyluje kyselinu salicylovou anasledn¢ katalyzuje jeji transport
na koenzym A. Nakonec Ccbl katalyzuje kondenzaci kyseliny salicylové a desalicetinu
(Janata et al., 2015; Janata et al., 2018; Kadlcik et al., 2017) (viz obrazek 7).

CcbF je schopno pfijmout také linkomycinovy intermediat, LmbF je schopno ptijmout
kromé linkomycinového prekurzoru také celesticetinovy prekurzor. Riznou kombinaci
enzyml LmbF, LmbG, CcbF a Ccb4 mohou vzniknout diky jejich vzdjemné kompatibilité

z celesticetinového prekurzoru rizné linkosamidové produkty (Ushimaru et al., 2016).
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Obrazek 7 Konecné kroky biosyntézy celesticetinu, vypracovano v programu Chemsketch podle Janata et al., 2018
a Seidelova, 2020
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Obrazek 8 Rozdilné kroky v biosyntéze linkomycinu a celesticetinu, vypracovano podle Kadlcik et al., 2017 v programu
Chemsketch

Celesticetin

3.3.4 Regulaéni a rezistencni geny ve shlucich pro biosyntézu linkomycinu

a celesticetinu

Biosyntéza linkomycinu je pozitivné regulovana pomoci transkripéniho aktivatoru LmbU.
LmbU je DNA vazebny protein, ktery aktivuje promotory gent /mbA, ImbC, ImbJ a ImbW
a tim spousti transkripci proteint LmbA, LmbC, LmbJ a LmbW. LmbU zéroven reprimuje
promotory gend ImbU a ImbK (Hou et al., 2018). LmbU reguluje také transkripci gent
mimo genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu a to naptiklad gen hpdA, ktery je dulezity
pro biosyntézu .tyrozinu jakoZto prekurzoru linkomycinu, nebo geny pro dusikaty a cukerny
transmembranovy transport (Lin et al., 2020).

V genovém shluku pro biosyntézu linkomycinu jsou dale tfi geny (Imrd, ImrB, ImrC)
kodujici proteiny zajiStujici rezistenci k linkomycinu. Jedna se o linkomycinovy
transmembranovy efluxni protein LmrA, o 23S rRNA dimethyltransferdzu LmrB
a ATP vazebny protein z rodiny ABCF LmrC. LmrA a LmrB zajistuji silnou rezistenci

vuci linkomycinu, diky LmrC je bunika pouze stfedné rezistentni k linkomycinu. LmrC
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ma dvoji funkci a to rezistencni a regula¢ni. LmrC ma podstatnou funkci v pfenosu signalu,
ktery je vyvolan antibiotiky ze skupiny linkosamidi, streptograminiit A nebo pleuromutilind.
Tato antibiotika se vazi do peptidyl-transferazového centra na ribozomu a spousti expresi /mrC
a LmrC nasledné aktivuje transkripci /mbU. Tim se spousti transkripce genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu. LmrA je regulovano globalnim regulatorem GInR (Hou et al.,
2021; Janata et al., 2015; Kobérska et al., 2008; Kobérska et al., 2021; Tiffert et al., 2008).
GInR je globalni regulator, ktery reguluje dusikovy metabolismus (Martin a Liras, 2020).

Biosyntéza linkomycinu je dale regulovana proteiny kédovanymi mimo genovy shluk
pro biosyntézu linkomycinu jako napf. LcbR1, DeoR, které produkci linkomycinu snizuji,
nebo BIdD, ktery pozitivné reguluje produkci linkomycinu (Li et al., 2019; Wang et al., 2023;
Zou et al., 2023).

V genovém shluku pro biosyntézu celesticetinu se nachdzi gen ccrl kodujici
23S rRNA monomethyltransferazu Cerl, ktera zajiSt'uje rezistenci k celesticetinu (Janata et al.,

2015; Kobérska et al., 2021).
3.3.5 Evoluce linkosamidovych biosyntetickych shluki

Geny pro enzymy biosyntetickych drah specializovanych bakteridlnich metabolitd
jsou seskupeny blizko u sebe v seskupenich nazyvanych biosyntetické genové shluky
(Del Carratore et al., 2019). Biosyntetické genové shluky komplexnich specializovanych
bakterialnich metabolitli vytvareji podshluky. Kazdy podshluk kéduje biosyntézu urcitého
prekurzoru a mize byt na ostatnich podshlucich evolu¢né nezavisly (Janata et al., 2018).
Tyto biosyntetické genové podshluky mohou byt Sifeny pomoci horizontadlniho genového
pfenosu mezi nepfibuznymi biosyntetickymi genovymi shluky a jsou do nich zacleniovany,
cozvede kbiosyntéze novych produkti, které mohou mit vyhodngj§i vlastnosti
(Chevrette et al., 2020; Janata et al., 2018; Osbourn, 2010). Vyhodou shlukovani je spole¢ny
ptrenos vsech potfebnych gentl a jejich snazsi regulace (Osbourn, 2020). Biosyntetické genové
shluky kédujici produkcei toxickych metabolith musi taktéz obsahovat geny rezistence k témto
slouc¢enindm. Tyto geny rezistence mohou byt Sifeny pomoci horizontalniho genového pienosu
samostatné. Plivodci genil antibiotické rezistence, které nevznikly ndhodnou mutaci, jsou pidni
mikroorganismy biosyntetizujici antimikrobidlni latky (Forsberg et al., 2012; Chevrette et al.,
2020; Maclean a San Millan, 2019).

Evoluce biosyntetickych genovych shlukti je dobte vidét na propyl-prolinové podjednotce
linkomycinu. Biosynteticky genovy podshluk pro 4-alkyl-i-prolinovy derivat linkomycinové

a hormaomycinové biosyntetické drahy pochézeji pravdépodobné ze spole¢ného predka
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vzhledem k fylogenetické podobnosti gent, stejnému potadi genii a pfitomnosti homologniho
regula¢niho genu. Dalsi linkosamidova antibiotika celesticetin a Bu-2545 4-alkyl--prolinovy
derivat neobsahuji. Tento podshluk byl tedy pravdépodobné pomoci horizontalniho genového
prenosu prenesen a zaclenén do piivodniho producenta linkosamidu obsahujiciho také béznou
proteinogenni aminokyselinu L-prolin (Janata et al., 2018; Kadlcik et al., 2017; Vobruba, 2020).
Pro tento ucel se vyvinul enzym LmbC, ktery je schopny aktivovat tento derivat prolinu,
ktery miize byt nasledné zaclenén do molekuly. Tuto schopnost pravdépodobné postrada
evoluéné starsi enzym (Janata et al., 2018; KadlI¢ik et al., 2013).

Vzhledem k tomu, Ze celesticetinovy biosynteticky genovy shluk neobsahuje homolog
regulaniho genu /mbU a hormaomycinovy biosynteticky genovy shluk obsahuje homolog
tohoto genu oznaceny hrmB, tento regulacni gen byl pravdépodobné pienesen horizontalnim
genovym pirenosem spolu s biosyntetickym genovym podshlukem pro 4-alkyl-r-prolinovy

derivat (Janata et al., 2018; Lin et al., 2020).

3.4Data Laboratore antibiotické rezistence a mikrobialni

metabolomiky

Skupina Ulanova a spol. pfipravila Pelin, coz byl linkomycin s 4-pentyl-L-prolinem
misto 4-propyl-Lprolinu. Tento Pelin byl produkovan mutantnim kmenem Streptomyces
lincolnensis AlmbX inkubovanym na médiu s 4-pentyl-L-prolinem a byl G€inné;si
nez linkomycin (Ulanova et al., 2010).

V laboratofti byla poté pfipravena hybridni linkosamidova antibiotika CELIN a ODCELIN
(viz obrazek 9), kterd kombinuji 4-propyl-Lprolinovy vedlejsi fetézec a O-methylovou skupinu
z linkomycinu a dvouuhlikaty zbytek a kyselinu salicylovou z celesticetinu. ODCELIN
je derivat CELINu, ktery neobsahuje methyl na kyslikovém atomu. CELIN byl piipraven
in vitro za vyuziti linkomycinového intermediatu a enzymi Gcastnicich se biosyntetické drahy
celesticetinu CcbF, Ccbl, Ccb2, Ccb4, Ccb5 (viz obrazek 10) (Kadlcik et al., 2017)
(viz kapitola 3.3). Tohoto bylo mozné docilit, protoze enzym CcbF z celesticetinové
biosyntetické drahy je schopen pfijmout také linkomycinovy intermedidt jako substrat
(Ushimaru et al., 2016). Dal$im hybridnim derivatem je KLINCELIN (viz obrazek 9),

coz je chlorovany derivat CELINu (nepublikovana data laboratofe).
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Délka vedlejsiho uhlikatého fetézce na prolinu vyrazné ovliviiuje antibiotickou G¢innost,
propylovy zbytek na prolinu u linkomycinu tedy vyrazn¢ zvysuje jeho antimikrobidlni efekt.
Zbytek kyseliny salicylové taktéz vyrazn€ zvySuje antibiotickou Uc¢innost. Proto CELIN
kombinuje oba tyto zbytky. Antimikrobidlni efekt CELINu a ODCELINu byl méfen
oproti antimikrobidlnimu efektu celesticetinu a linkomycinu na citlivém gram-pozitivnim
kmeni Kocuria rhizophila. Ukézalo se, Ze CELIN i ODCELIN maji siln€j8i antimikrobialni
efekt neZ linkomycin. Minimalni inhibi¢ni koncentrace celesticetinu je 1600 nM,

linkomycinu 400 nM a CELINu a ODCELINu 100 nM (viz obrazek 11) (Kadlcik et al., 2017).
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Obrazek 10 In vitro syntéza CELINu, vypracovano v programu ChemSketch

29



celesticetin lincomycin ODCELIN

Obrazek 11 Velikost inhibicni zony CELINu a ODCELINu v porovnani s linkomycinem a celesticetinem, Kadlcik et al., 2017

Po in vitro syntéze CELINu byly nasi laboratofi piipraveny rizné mutanty Streptomyces
lincolnensis, jez dle dosavadnich znalosti a dostupnych informaci mély produkovat hybridni
antibiotikum CELIN. Nejprve byla pfipravena mutanta s deletovanym genem /mbF nazvana
AlmbF. U této mutanty byla pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci méfena
produkce linkomycinu. Bylo zjisténo, Ze k produkei linkomycinu nedochazi a Ze dochazi
k hromadéni linkomycinového prekurzoru nazvaného C-2. Do tohoto mutantniho kmene
AlmbF byly na jednom operonu vlozeny geny cchF a cchl, ¢imz vznikl mutantni kmen
pojmenovany BN3159. U tohoto kmene bylo pomoci proteomické analyzy pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci zkontrolovano, Ze nedochazi k expresi LmbF, ale naopak
dochazi k expresi CcbF a Ccbl. Dal§im méfenim bylo zjist€éno hromadéni linkomycinového
prekurzoru C-2 ovSem v men$i mife neZ u AlmbF. Bylo taktéz zjiSténo, ze byla obnovena
produkce linkomycinu. Do kmene BN3159 byly na dalSim operonu vlozeny geny ccb?2, cch3,
ccb4 a ccbs, ¢imz vznikl kmen BN3167, u n¢hoz byla potvrzena exprese genti cchF, ccbl,
cch2, cch3, ccb4 a cch5 a zaroven bylo potvrzeno, Ze ImbF se neexprimuje. Linkomycinovy
prekurzor C-2 se u tohoto kmene hromadil, ale jeSt€ v mensi mife neZ u BN3159. K produkci
linkomycinu kmenem BN3167 také dochézelo.

Dale byly pfipraveny mutantni kmeny, ve kterych byl gen /mbF vyménén za gen cchbF
a kmeny majici v genu ImbF vlozeny stopkodon. Kmeny se stopkodonem v genu /mbF
linkomycin neprodukuji, ale u kment, u nichz byl gen ImbF vyménén za gen cchbF

byla detekovana produkce linkomycinu v podobném mnozstvi jako u divokého typu kmenu.
3.5Proteinové interakce

Vzhledem k vysledklim nasi laboratofe bude v této praci ovéfovana hypotéza o proteinovych
interakcich mezi proteinem LmbF a proteiny exprimovanymi z genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu. JelikoZ jednim z eventualnich vysvétleni, pro¢ produkce CELINu

in vivo v pripraveném mutantnim producentovi Streptomyces lincolnensis neprobihd,

30



je moznost interakci mezi proteiny kédovanymi v rdmci jednoho biosyntetického genového
shluku.

Proteiny v buiice nebyvaji bézn¢ zcela homogenné rozptylené v celém objemu buriky,
ale spiSe se shlukuji v prostoru a case diky proteinovym interakcim. Tyto shluky
spolu interagujicich enzymi jsou tvofeny enzymy jedné metabolické drahy a tvorba a rozpad
téchto shlukti dynamicky reaguje na aktudlni biochemické podminky a podnéty. Vyhodou
téchto enzymovych shlukti je, ze usnadiiuji substrate channeling neboli pfedadvani substratu
(Sweetlove a Fernie, 2018).

Substrate channeling je proces diky kterému dochazi k ptimému pieneseni meziproduktu
dané¢ metabolick¢ drahy z aktivniho mista jednoho enzymu, kde vznikd jako produkt,
do aktivniho mista enzymu katalyzujiciho naslednou biochemickou reakci, kde je vyuzit
jako substrat. Nedochazi tak k rozptyleni meziproduktu v celém objemu buiky
(Kummer et al., 2021; Sweetlove a Fernie, 2018). Substrate channeling zadrzuje metabolit
v daném misté, coz v praktickém disledku znamend zvysSeni lokélni koncentrace substratu
azvySeni pravdépodobnosti s jakou vstoupi substrat do aktivniho mista enzymu,
¢imz se zvySuje katalyticka u¢innost (Pareek et al., 2021; Zhang a Fernie, 2021). Mezi dalsi
vyhody patii ochrana bunky pied toxickymi intermedidty, ochrana labilnich meziprodukti
pfed degradaci, regulace toku intermediatd mezi riznymi kompetitivnimi drahami a vyuZiti
riznych enzyml v mistech vétveni metabolickych drah a zdbrana hromadéni intermediatu
(Milani et. al., 2003; Miles et. al., 1999; Schoffelen a Van Hest, 2012; Sweetlove a Fernie,
2018; Zhang a Fernie, 2021). Tyto proteinové interakce také snizuji mnozstvi molekul vody
potiebné k hydrataci enzym, ¢imz se zvySuje enzymaticka aktivita (Zhang a Fernie, 2021).

Existuji tii rdzné moznosti proteinovych interakci. Prvni znich je piimy transfer
(viz obrazek 12) dokéazany u tryptofan syntazy u Salmonella typhimurium. Tryptofan syntaza
se skladd ze dvou podjednotek a katalyzuje posledni dvé reakce tryptofanové biosyntézy.
o podjednotka  syntetizuje indol a f podjednotka tento indol dile zpracovava.
Mezi a a B podjednotkou se tvoti hydrofobni indolovy kanal, jehoz diametr piesné odpovida
diametru indolu, ktery je timto kanalem transportovan z mista syntézy indolu do mista jeho
dal$iho zuzitkovani. Tento kandl dokaZe pojmout az 4 jednotky indolu a zabranuje tak rozptylu
hydrofobniho intermediatu, ktery by jinak mohl difundovat z buniky (Pareek et al., 2021;
Schoffelen a Van Hest, 2012). Dals§i moznosti je proximity channeling (viz obrazek 13),
neboli channeling  zalozeny na vzdjemné blizkosti molekul, u kterého dochazi
k elektrostatickym interakcim mezi meziproduktem a povrchem enzymu. Mezi aktivnimi

misty jsou na povrchu enzymu umistény pozitivné nabité zbytky, se kterymi interaguje
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negativné nabity intermediat. Tento zpisob byl prokazan u dihydrofolat reduktaza-thymidylat
syntazy z Leischmania major (Miles et. al., 1999; Pareek et al., 2021; Zhang, 2011). Posledni
moznosti je tvorba metaboloni (viz obrazek 14). Metabolon je subramolekularni,
multiproteinovy komplex obsahujici enzymy katalyzujici nasledné kaskadovité po sobé jdouci
biochemické reakce. Jedna se o bezmembranovy utvar, ktery je od okoli oddélen pouze fazovou
separaci a pomoci interakci mezi proteiny. Metabolony jsou pouze piechodna enzymova
uskupeni, kterd dynamicky reaguji na dané podminky. Metabolony mohou také interagovat
se strukturami bunky jako naptiklad s cytoplazmatickou membranou (Pareek et al., 2021;
Zhang a Fernie, 2021; Zhang et al., 2022).

Prvnim dokdzanym metabolonem byl metabolon enzymii Krebsova cyklu slozeny
zenzymu fosfofruktokinazy, aldoldzy, triozafosfat izomerdazy a glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendzy (Zhang a Fernie, 2021). Mezi dal$i metabolony patii napiiklad purizom
eukaryotnich buné€k, ktery obsahuje enzymy Ucastnici se de novo biosyntézy purinil
(Pareek et al., 2021; Zhang a Fernie, 2021). Ze dochézi u enzymii Krebsova cyklu a u enzymi
de novo biosyntézy purini k tvorbé enzymovych seskupeni bylo dokazéano i u Escherichia coli

(Gedeon et al., 2023; Sweetlove a Fernie, 2018).

substrat A produkt

0000
enzym1 . enzym 2

Obrazek 12 Prima interakce skrz molekularni kandl, vypracovano v Biorenderu podle Pareek et al, 2021, riuzové kulicky
reprezentuji produkt jednoho enzymu prendseny na enzym druhy, jez ho vyuziva jako substrat

produkt

Obrazek 13 Proximity channeling, vypracovano v Biorenderu podle Pareek et al, 2021, rizové kulicky reprezentuji produkt jednoho
enzymu prendSeny na enzym druhy, jez ho vyuziva jako substrat
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substrat produkt

Obrazek 14 Metabolon, vypracovano v Biorenderu podle Pareek et al, 2021, rizové kulicky reprezentuji meziprodukt
prenaseny mezi jednotlivymi enzymy metabolonu, enzym x reprezentuje veskeré dalsi enzymy, které jsou soucdasti metabolonu
(napr. metabolon Krebsova cyklu je slozen ze 4 enzymii, pak by enzym x reprezentoval enzym 3 a 4)
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4. Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Chemikalie

Dodavatel

Acrylamide/Bis Solution 37 .5 :1
Agar Bacteriological

Calcium carbonate precipitated
D-Glucose monohydrate
Dihydrogenfosforecnan draselny
di-Potassium hydrogen prosphate
Dithiothreithol (DTT)
D-Mannitol

Dpnl + 10x rCut SmartTM pufr
Ethanol 96 %

Ethidium bromid

Glycerol bidistilled 99,5 %

Formic acid 99 %

HemoKlen Taq + 5x HemoKlen Taq pufr

HindIII

Imidazole

IPTG (Izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid)

LB Broth (Miller)

Le Agarose
Magnesium sulfate heptahydrate
Malt Extract

Manganese sulfate monohydrate

NEBuilder® HiFi DNA Assembly

Neutralised Bacteriological Peptone
Nonidet® P40

PureCube 100 INDIGO Ni-Agarose
Pyridoxal-5-phosphate

Siran amonny

Sodium dihydrogen phosphate dihydrate
Sodium dodecyl sulfate (SDS)

SERVA, Némecko

OXOID, UK

AppliChem, Némecko
Lachner, CR

CHEMAPOL, Ceskoslovensko
AppliChem, Némecko

VWR International, USA
Lachner, CR

New England BioLabs, USA
VWR International, USA
Sigma Aldrich, USA

VWR International, USA
SERVA, Némecko

New England BioLabs, USA
New Englad BioLabs, USA
Sigma Aldrich, USA

VWR International, USA
Sigma Aldrich, USA

Lonza, Svycarsko
AppliChem, Némecko
VWR International, USA

AppliChem, Némecko
New England BioLabs, USA

OXOID, UK

VWR International, USA
Cube Biotech, Némecko
Sigma Aldrich, USA
CHEMAPOL, Ceskoslovensko
AppliChem, Némecko

Sigma Aldrich, USA
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Sodium hydroxide pearls

Sodium chloride

Taq purple + 10x Taq purple pufr
Temed

Trizma® Base

Tween

Xhol

Yeast Extract

SigmaFAST™ proteasovy inhibitor, tablety

Lachner, CR

Lachner, CR

TopBio, CR

MP Biomedicals, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

New Englad BioLabs, USA
OXOID, UK

Sigma Aldrich, USA

Tabulka 1 Pouzité chemikalie

4.1.2 Pouzita instrumentace

Piistroj Vyrobce

Analytické vahy ME204 Mettler Toledo, USA
Centrifuga 5424 R Eppendorf, Némecko
Centrifuga 5810 R Eppendorf, Némecko

Centrifuga Avanti J-26S XPI
Centrifuga Avanti J-301

Horizontalni elektroforéza multiSUB min

Chromatograficky systém NGC Discover 100

Kolona ENrich SEC 650 a0 x 300
Koncentrator Cocentrator Plus

Laminarni box SafeFAST Classic
Michacka DRAGONLAB MS-H-S
Mikroskop OLYMPUS BX41

Nanodrop DS11

Orbitalni tfepacky vyhtivané Multitron Pro
Pristroj na méteni pH SevenCompact
Sonikator Q700

Sonikator UP200S

Stroj na vyrobu ledu Bar line B 2006 AS
Termoblok Accublock D1100
Termocyklér My cycler™

Ttepacka Orbital Shaker

Ttepany termoblok MB-102 ThermoCell
UV transiluminator InGenius 3
Valiva tfepacka PMR-30

Vertikalni elektroforéza Mini-PROTEAN®

Vodni vana

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Cleaver Scientific, UK
Bio-Rad Laboratories, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Eppendorf, Némecko
FASTER, Italie
DragonLaboratories, Cina
OLYMPUS, Japonsko
DeNovix, USA

INFORS MT, UK

Mettler Toledo, USA
QSONICA, USA
Hielscher, Némecko
Scotsman, USA

Labnet International, USA
Bio-Rad Laboratoris, USA
StarLab, Némecko

Bioer Technology, Cina
Syngene International, Indie
Grant-bio, UK

Bio-Rad Laboratories, USA

Julabo, Némecko
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Zdroj napéti PowerPac™ BasicPower Supply Bio-Rad Laboratories, USA
Zobrazovaci systém ChemiDoc MP Bio-Rad Laboratories, USA

Tabulka 2 Seznam pouzitych pristrojii

4.1.3 Antibiotika

Nazev antibiotika Pracovni Priprava Dodavatel
koncentrace

Klindamycin 10 mg/1 Rozpusténo Sigma Aldrich, USA

hydrochlorid v destilované vodg,

sterilizovano filtraci
Kanamycin monosulfat 50 mg/1 Rozpusténo MP Biomedicals, USA
v destilované vodé¢,

sterilizovano filtraci

Kyselina nalidixova 25 mg/l Rozpustéeno v 0,3 M Dufecha, Nizozemsko
NaOH
Chloramfenikol 25 mg/l Rozpusténo v ethanolu MP Biomedicals, USA
Hygromycin 50 mg/1 Rozpusténo Invitrogena, USA
v destilované vodé¢,

sterilizovano filtraci

Tabulka 3 Vyuzivand antibiotika

4.1.4 Bakterialni kmeny

Escherichia coli XL-10 (nesouci rezistenci k chloramfenikolu a tetracyklinu)
Escherichia coli DH5a

Escherichia coli ET10257/pUZ8002

Escherichia coli BL21 GroEL (nesouci rezistenci k chloramfenikolu)

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (dale v praci oznaCovany jako Streptomyces
lincolnenis WT)

Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 AlmbF (dale v praci oznaCovany jako Streptomyces
lincolnenis AlmbF)

Streptomyces caelestis ATCC 15084 (dale v praci oznaCovany jako Streptomyces caelestis
WT)

4.1.5 Plazmidy

4.1.5.1 plJ10257

Plazmid plJ10257 je integrativni plazmid vyuZzivany pro vneseni genti do Streptomyces spp.

pod konstitutivnim promotorem ermE* Tento vektor byl pouzit pro vneseni genu /mbC
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do Streptomyces caelestis. Selekce kolonii obsahujicich plazmid plJ10257 byla provadéna

kultivaci na médiu obsahujicim hygromycin o koncentraci 40 mg/l1.
4.1.5.2 pET-48

Vektor pET-48 je plazmid vyuzivany k expresi proteini. V této praci byl tento plazmid vyuzit
k heterologni expresi rekombinantnich proteini LmbF a LmbG s fuzni histidinovou kotvou
pomoci Escherichia coli BL21 GroEL. Selekce kolonii obsahujicich plazmid pET-48

byla provadéna kultivaci na médiu s obsahem kanamycinu o koncentraci 50 mg/1.
4.1.5.3 pET-42

Plazmid pET-42 je vyuzivan k vnaSeni proteint k heterologni expresi. V této praci byl tento
vektor vyuzit k heterologni expresi rekombinantniho proteinu CcbF s fuzni histidinovou
kotvou pomoci Escherichia coli BL21 GroEL. Selekce kolonii obsahujicich plazmid pET-42

byla provadéna kultivaci na médiu s obsahem kanamycinu o koncentraci 50 mg/1.
4.1.6 Primery

K névrhu primert byl pouZit program CLC Main Workbench 22 a primery byly doddny firmou
EUROFINS.

Sekvence vyuZivanych primeri

Primer Sekvence

pMKO039 ImbC plJ10257 for GATCGTCTAGAACAGGAGGCCCCATATGTCGTCCTCCGTTCGACTCTCC
pMKO040 ImbC plJ10257 rev CATGAGAACCTAGGATCCAAGCTTTCACTCCCCGCGTGTGACGAGTTC

pMKO041 plJ10257 for ATGGGGCCTCCTGTTCTAG
pMKO042 plJ10257 rev AGCTTGGATCCTAGGTTCTCATG
pG60_plJ10257 seq F CGACCGATCTGATGTGCTCAG
test ImbC rev CAGACCCGGCTCACCGAAGC
LKOI test ImbR _for CACTGCCGATGAGCAACTGG
LKO02 test ImbR rev TGAGACGCACGAGGAAATGG
LKO03 test ImbE_for AGCCGCTTTGATAGAAAAGG
LKO04 test ImbE rev TATTTATTTCCGCGTCGTCG
TestplJ10257 rev GATTGTCTTTCTTCAGCTCG
TestplJ10257 for new TTGAAAAACGCTCACTGGTAC

Tabulka 4 Sekvence vyuzivanych primerii
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4.1.7 Kultiva¢ni média

Veskera pouzita média byla po jejich namichani sterilizovana v centralnim autoklavu
na teplotu 121 °C po dobu 15 min. Soli obsahujici hofecnaté ¢i vapenaté ionty a roztok glukézy
byly sterilizovany filtraci pfes 0,22 um filtry od firmy filtraTECH a k médiim ptidavany
az po jejich sterilizaci autokldvovanim. pH médii bylo upravovdno pomoci kyseliny

chlorovodikové ¢i hydroxidu sodného.

SloZeni vyuZzivanych médii

Nazev média SloZeni média (1 1) Pouziti
AVM médium (NH4)2SO4 2¢g Kultivace
Kvasni¢ny extrakt 2g Streptomyces spp.
NaCl 2g
K>HPO4 500 mg
CaCO; 58
FeS04.7H,O 50 mg
MnSO,4.7H,O 50 mg
ZnS04.7H,0 50 mg
MgS04.7H,0O 100 mg
Destilovana voda 880 ml

pH upraveno na 7,4

25% roztok glukozy 120 ml

GYM agar Glukoéza 4g Kultivace
Kvasni¢ny extrakt 4g Streptomyces spp.
Sladovy extrakt 10g
CaCO; 2g
Destilovana voda 11

pH upraveno na 7,2

Agar 12 ¢

LB médium (Luria-Bertani) Bacto Trypton 10g Kultivace
Kvasni¢ny extrakt 5g Escherichia coli
NaCl 5g
Destilovana voda 11

pH upraveno na 7,5
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LB agar (Luria-Bertani) Bacto Trypton 10 g Kultivace
Kvasni¢ny extrakt S5¢g Escherichia coli
NaCl 5¢g
Destilovana voda 11
pH upraveno na 7,5
Agar I5¢g
LB Broth médium LB Broth (Miller) od firmy 25¢g Heterologni
Sigma-Aldrich produkce
Destilovana voda 11 rekombinantnich
proteinti
MS agar (manitol and soy Manitol 20g Kultivace
flour) Sojova mouka 20g Streptomyces spp.
Agar 20g
Kohoutkova voda 11
Nutno autoklavovat 2 %
SOC médium (Super optimal Trypton 20g Germinizace
broth for Escherichia Coli) Kvasni¢ny extrakt 55¢g Streptomyces spp.
1 M NaCl 10 ml
1 M KCI 2,5ml
Destilovana voda 980 ml
pH upraveno na 7,0
2 M MgCl, 5ml
2 M MgSO, 5ml
2,5 M roztok glukdzy 10 ml

YEME Production médium
(Yeast Extract and Malt
Extract)

Kvasni¢ny extrakt
Sladovy extrakt
Pepton
Destilovana voda

pH upraveno na 7,2

4¢ Kultivace  Streptomyces
10g spp.

5g

11

Germaniza¢ni médium (2x)

Kvasni¢ny extrakt

Kasaminokyseliny

Destilovana voda

Po sterilizaci pridany 2 ul 5 M CaCl,

na 1 ml média

10 g  Germinizace
10g  Streptomyces spp.
11

Tabulka 5 Slozeni vyuzivanych médii
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4.1.8 Roztoky a pufry

pH roztokt a pufrti bylo upravovano pomoci kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného.

SloZeni vyuZzivanych roztoki a pufra

Nazev roztoku SloZeni roztoku 1 Pouziti
Lyzaéni pufr pro purifikaci Tris-HCl pH 8 20 mM Lyzovani
proteint NaCl 100 mM  Escherichia coli
Glycerol 10 % s heterologni
Imidazol 20 mM produkei
rekombinantniho
proteinu
Ekvilibraé¢ni pufr pro Tris-HCl pH 8 20 mM Ekvilibrace niklové
purifikaci proteinu NaCl 100 mM  kolony pro purifikaci
Glycerol 20 % proteind
Imidazol 10 mM
Promyvaci pufr pro purifikaci  Tris-HCI pH 8 20 mM Promyvani niklové
proteini NaCl 100 mM  kolony pfi purifikaci
Glycerol 20 % proteind
Imidazol 20 mM
Elu¢ni pufr pro purifikaci Tris-HCIpH 8 20 mM Eluce purifikovanych
proteini NaCl 100 mM  proteini  z niklové
Glycerol 20 % kolony
Imidazol 250 mM
Ekvilibraé¢ni pufr pro Tris-HCl pH 8 20 mM Ekvilibrace kolony
purifikaci proteina 11 NaCl 100 mM  ENrich SEC 650 10x%
Glycerol 20 % 300
Promyvaci pufr pro purifikaci Tris-HCI pH 8 20 mM Mobilni faze pro
proteini I1 NacCl 100 mM  gelovou permeacni
Glycerol 20 % chromatografii
Lyzaéni pufr Tris-HCI pH 8 20 mM Lyzaéni pufr pro
NacCl 100 mM  lyzovéni bun¢k
Glycerol 20 % Streptomyces spp.
Tween20 0,01 %
Protease inhibitor cocktail
Ekvilibraé¢ni pufr Tris-HCI pH 8 20 mM Ekvilibrace niklové
NaCl 100 mM  kolony pro metodu
Glycerol 20 % pulldown
Imidazol 10 mM
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Promyvaci pufr Tris-HCI pH 8 20 mM Promyvani
NaCl 100 mM  niklovych kolon pfi
Glycerol 20 % metodée pulldown
Imidazol 10 mM

Eluéni pufr Tris-HCI pH 8 20 mM Gradientova  eluce
NaCl 100 mM  zniklové kolony pfi
Glycerol 20 % metod¢ pulldown
Imidazol *
*  koncentrace 50 mM, 75 mM,
100 mM, 125 mM, 150 mM, 175 mM,
200 mM, 225 mM, 250 mM

SDS-PAGE pufr Trizma® Base 25 mM Pufr byl vyuzivan pfi
Dodecylsiran sodny (SDS) 192 mM  vizualizaci proteint
Glycin 0,1 % pomoci SDS-PAGE
Destilovana voda elektroforézy

SDS-PAGE vzorkovy pufr Tris-HCI 0,125M  Pufr byl vyuzivéan pro

(2%) Dodecylsiran sodny (SDS) 2% pfipravu vzorkli na
Merkaptoethanol 5% vizualizaci proteint
Glycerol 20 % pomoci SDS-PAGE
Bromfenolova modf 0,002 %  elektroforézy
Destilovana voda
pH upraveno na 6,8

Roztok pro barveni proteini - Commassie Blue R-250 0,1 % Roztok byl vyuzivan

Commassie pro barveni proteint
Ethanol 40 %
Kyselina octova 10 %

TAE pufr Trizma® Base 40 mM Pufr byl vyuzivan pfi
EDTA 0,5 M pH 8 1 mM elektroforetické
Kyselina octova 20 mM separaci nukleovych
Destilovana voda kyselin

Reakéni pufr pro in vitro Tris-HClpH 8 20 mM Pufr byl pouzivén

reakce NaCl 100 mM  jako reakéni

Destilovana voda

prostfedi  in  vitro

reakci
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TFB 1 KAc IMpH 7,5 0,03 M

RbCl 100 mM
MnCl, 50 mM
CaCl, 10 mM
Glycerol 15 %

Destilovana voda

pH upraveno na 58 pomoci
CH;COOH

pufr byl sterilizovan filtraci

TFBII Kyselina 10 mM
3-(N-morfolino)propansulfonova 10 mM
pH 7,0 75 mM
RbCl 15 %
CaCl,
Glycerol

Destilovana voda
pH upraveno na 6,8 pomoci NaOH

pufr byl sterilizovan filtract

Neutraliza¢ni roztok pro NaCl 150 mM
¢isténi niklové kolony Na;HPOs (pH 7,0) 200 mM
Roztok  pro  uchovavani Ethanol 20 %
niklové kolony Acetat sodny (pH 6,5) 10 mM

Tabulka 6 Slozeni vyuzivanych roztoki a pufri

4.1.9 Komer¢né dodavané sety a standardy

Set Dodavatel

1 Kb Plus DNA ladder Invitrogen, USA

DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Fischer Scientific, USA
PageRuler™ Prestained protein ladder Thermo Fischer Scientific, USA
SPE HLB 3cc (60 mg), Waters OASIS, Irsko

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Promega, USA

System

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, USA

Tabulka 7 Komercni sety a standardy
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4.1.10Software a internetové aplikace

CLC Main Workbench 22.0.2. — Nastroj pro design DNA konstruktd, primeri
GENESys v1.5.5.0 — Analyza a pofizeni fotografie elektroforetickych agardézovych gela

NEB Twm calculator 1.16.5. — Modul pro vypocet teplot annealingu primert
Biorender — Nastroj pro kresleni obrazka

ChemSketch — Program pro kresleni chemickych vzorci a reakci

Perseus 2.0.11 — Program pro analyzu a interpretaci vysledkt proteomickych méteni

UniProt — Databaze proteini
4.2 Pouzité metody
4.2.1 Metody prace s DNA

4.2.1.1 Extrakce DNA

DNA byla extrahovéna pfesné podle protokolu dodaného vyrobcem kitu a za vyuziti
komercniho kitu Wizard® Plus SV Mireprep DNA Purification System. Principem extrakce
DNA je navazani DNA na kfemicitou membranu, promyti roztokem obsahujicim ethanol,

¢imz dojde k odstranéni proteinti a lipopolysacharidii a ndsledna eluce MiliQ vodou.
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4.2.1.2 Restrikéni Stépeni

Restrikéni endonukledzy Stépi fosfodiesterovou vazbu v DNA v mistech rozpoznavanych
palindromt. Restrikéni endonukleazy pochazeji z bakterii, kde funguji jako obranny

mechanismus proti cizorodé DNA. V laboratofi se bézné vyuzivaji restriktazy typu II,

které §tépi v rozpozndvané palindromatické sekvenci.

Byly vyuzivany dvé restriktdzy a to restriktdza Xhol, kterd rozpoznava palindrom

CTCGAG asteépi za C-1. Druhou pouzivanou restriktdzou byla HindlIIl, ktera rozpoznava

palindromatickou sekvenci AAGCTT a §tépi za A-1.

Reakéni smés pro restrikéni Stépeni 1 Reakéni smés pro restrikéni Stépeni 2
slozka objem slozka objem
Templat pj110257 (480 ng/ul) 3ul Templat pj110257 (480 ng/ul) 3ul
Restriktaza Xhol 1 ul Restriktaza Xhol 1 pl

10x pufr R2.1 S5ul Restriktaza HindIII 1 ul
miliQ voda 41 pl 10x pufr R2.1 5l

- - miliQ voda 40 pl

Tabulka 8 Reakcni smés pro restrikcni stépent

1) Nejprve byly namichany reakéni smési podle tabulky 8

2) Poté byly reak¢ni smési inkubovany po dobu 60 min pti konstantni teploté 37 °C

4.2.1.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metodou amplifikace DNA, pi1 které dochazi
k nékolika desitkam cykll skladajicich se z denaturace dvojfetézcové DNA, nasledného
nasednuti specifickych oligonukleotidovych primeri na jednofetézcové molekuly DNA

a z elongace, pii které dochéazi k syntéze komplementarniho vladkna DNA pomoci vldkna

templatového diky DNA polymeraze.
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SloZeni PCR reak¢ni smési 1

Slozka Zasobni Finalni Objem
koncentrace koncentrace
Reakéni pufr Q5 5% 1x 10 pl
Mix deoxynukleotidtrifosfati 10 mM 0,2 mM 1l
Primer 1 10 uM 0,5 uM 2,5 ul
Primer 2 10 uM 0,5 uM 2,5 ul
Templatova DNA 5000 ng/pul 2 ng/ul 1l
QS5 GG enhancer 5% 1x 10 pl
QS5 polymeraza 2000 U/ml 0,5 ul
MiliQ voda 22,5 ul
Tabulka 9 Slozeni PCR reakcni smési 1
Reakéni kroky PCR reakéni smési €islo 1
Krok Teplota Cas cyklus
Uvodni denaturace 98 °C 60s 1x
Denaturace 98 °C 10s
Nasedani primert 67-72 °C * 30s 10x
Elongace 72 °C 30 s/kb *
Denaturace 98 °C 10s
Nasedani primert 72 °C 30s 20x%
Elongace 72 °C 30 s/kb *
Finalni elongace 72 °C 120 s 1x
Chlazeni 15°C
Tabulka 10 Reakcni kroky PCR reakcni smési 1
* Viz tabulka 11 Primery pro PCR reakéni smés €islo 1
Primery pro PCR reakéni smés Cislo 1
Primer 1 Primer 2 Piepisovany Délka Ta1 Cas
usek prepisovaného elongace
useku
pMKO039 LmbC pMKO040 LmbC ImbC 1579 bp 67 °C 90 s
plJ1025 for plJ1025 rev
pMKO041 plJ10257 pMKO042 plJ10257  plJ10257 6608 bp 70 °C 4 min

_for rev

Tabulka 11 Primery pro PCR reakcni smés cislo 1
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PCR reakéni smés Cislo 2 pro koloniovou PCR

Slozka Zasobni Finalni Objem
koncentrace koncentrace

Pufr pro Hemoklen polymerizu 5% 1x 10 pl

Mix deoxynukleotidtrifosfati 10 mM 0,2 mM 1 pl

Primer 1 10 uM 0,2 uM 1 ul

Primer 2 10 uM 0,2 uM 1l

Templatova DNA

DMSO 2,5 ul

Hemoklen Taq polymeraza 0,5 ul

MiliQ voda 33 ul

MgCl: 50 mM 0,5 mM 0,5 ul

Nonidet 0,5 ul
Tabulka 12 PCR reakcni smes cislo 2 pro koloniovou PCR

Kroky PCR reakéni smési €islo 2

Krok Teplota Cas cyklus

Uvodni denaturace 95 °C 10 min 1x

Krok ptidani polymerazy 67 °C 1 min 1x

Denaturace 95 °C 30s

Nasedani primert 47-64 °C * 30s 30x

Elongace 72 °C 30 s/ kb *

Finalni elongace 72 °C 5 min 1x

Chlazeni 15°C

Tabulka 13 Kroky PCR reakcni smési cislo 2

* Viz tabulka 14 Primery pro PCR reak¢ni smés €islo 2 pro koloniovou PCR

Primery pro PCR reakéni smés Cislo 2 pro koloniovou PCR

Primer 1 Primer 2 Piepisovany Délka Ta1 Cas
usek prepisovaného elongace
useku
Test LmbC rev pG60 _PI1J10257 seq F  ImbC 738 bp 64 °C 60s
LKO1 test ImbR for  LKO2 test ImbR rev ccbR 326 bp 54 °C 60 s
LKO3 test ImbE for  LKO4 test ImbE rev cchE 287 bp 54 °C 60s
TestplJ10257 rev TestplJ10257 for new ImbC 1998 bp 47 °C 120 s

Tabulka 14 Primery pro PCR reakcni smés 2 pro koloniovou PCR
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4.2.1.4 Dpnl treatment

Vektor plJ10257 a inzert ImbC byly po dokonceni polymerazové fetézové reakce osetieny
restrikéni endonukledzou Dpnl, kterd Stépi pouze methylovanou templatovou DNA
a nemethylovany produkt PCR reakce nechava nedotCeny. Toto oSetfeni bylo provedeno tak,
ze ke 44,5 pl PCR smési bylo pfidano 0,5 pl restrikéni endonukledzy Dpnl a 5 pl
10x koncentrovaného reakéniho pufru rCutSmart™ a reakce byla inkubovana po dobu 60 min

za konstantni teploty 37 °C.
4.2.1.5 Precisténi PCR produkti

PCR produkty byly poté purifikovany a to pfimo z PCR amplifika¢ni smési za vyuziti
komercéné€ dodavaného kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System od vyrobce Promega,
USA. U purifikace byl pfesné dodrzen protokol, ktery byl ke kitu dodédn od vyrobce.
Poté byla koncentrace precisténych PCR produkti zméfena spektrofotometricky pii vinové

délce 260 nm na NanoDropu.
4.2.1.6 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin v agar6zovém gelu

Veskeré produkty PCR reakci byly vizualizovany pomoci elektroforetické separace
nukleovych kyselin v agar6zovém gelu. Pii elektroforéze nukleovych kyselin dochazi
k rozdé€leni nukleovych kyselin v elektrickém poli na zéklad¢ jejich velikosti a to diky jejich
rozdilné rychlosti migrace gelem. Molekuly nukleovych kyselin maji diky fosfatovym
skupinam zaporny naboj, diky kterému putuji gelem smérem ke kladné elektrodé, rychlost
jejich pohybu gelem zéavisi na jejich délce, zavislost neni linearni. Separované nukleové
kyseliny byly vizualizovany pomoci interkala¢niho ¢inidla ethidium bromidu.
1) Agar6zovy gel byl pfipravovan 1 % a to rozpusténim odpovidajiciho mnoZstvi agar6zy
v odpovidajicim mnozstvil % TAE pufru, naslednym zahtatim do rozpusténi
agardzového prasku
2) Roztok byl zchlazen na pokojovou teplotu
3) Do roztoku byly ptfidany 2 pl ethidium bromidu
4) Roztok byl promichan a nalit do formy na gel s hiebinkem
5) Agardzovy gel byl 20 min ponechan polymerizovat
6) Gel byl pfemistén do elektroforetické vany naplnéné 1 % TAE pufrem
7) Byly pfipraveny jednotlivé vzorky nukleovych kyselin k separaci smichanim

5 ul vzorku s 1 pl Gel Loading Dye Purple 6x
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8) Do jamek v agar6zovém gelu bylo naneseno po 5 ul takto piipravenych vzorkua
a do 1 jamky bylo naneseno 5 pl standardu molekulovych hmotnosti 1 kb Plus DNA
ladder

9) Elektroforeticka separace byla provadéna po dobu 40 min pii napéti 90 V

10) Gel byl vizualizovan, analyzovan a focen po ukonceni elektroforetické separace

za vyuziti UV transiluminatoru InGenius 3 v programu GENESys v1.5.5.0
4.2.1.7 Rekombinace DNA fragmentu

Spojeni DNA fragment a to sice konkrétn¢ vektoru plJ10257 a vnasSeného genu ImbC
bylo provedeno pomoci komer¢niho kitu NEBuilder® HiFi DNA Assembly. Principem
této metody je rekombinace mezi presahy insertu s komplementarnimi okrajovymi sekvencemi
vektoru. Presahy byly souc¢asti navrhnutych primeri, diky ¢emuZz se béhem PCR reakce nejprve
prepsal gen insertu podle templatu, ktery nasledné fungoval jako templat pro prepsani genu
insertu i s t€émito pfidanymi sekvencemi. Béhem inkubace reakce NEBuilder dochéazi nejprve
k vytvofeni jednovldknovych ptesahii na 3‘konci pomoci 5°-3° exonukledzy. Vzniklé
komplementarni sekvence na sebe nasledné nasedaji a tvofi dvouvldknovou DNA.
DNA polymeréza nasledné¢ dosyntetizuje chybé&jici DNA na 3¢ konci a fragmenty jsou spojeny
DNA ligdzou. Molarni pomér vektor : insert byl 1 : 2. Reakce byla pfipravena podle tabulky 15
a nasledné byla inkubovéana po dobu 60 min pfii teploté 50 °C. Poté byla reakce zchlazena

a vzniklé DNA konstrukty byly transformovany do bunék E. coli XL-10 pomoci teplotniho

Soku.
Reakéni smés pro rekombinaci DNA fragmenti
slozka Vychozi koncentrace Objem
Vektor plJ10257 38 ng/ul 3ul
Insert ImbC 29 ng/ ul 2,9 ul
NEBuilder HIFI DNA Assembly Master mix 5,9 ul
H,O 38,2 ul

Tabulka 15 Reakcni smés pro rekombinaci DNA fragmentii
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4.2.2

Kultivace, uchovavani a dalsi prace s bakteriemi

4.2.2.1 Transformace

Transformace je forma horizontdlniho genového ptenosu, pii které dochazi k aktivnimu

pienosu cizorodé DNA zprostiedi do cytoplazmy. Aby mohlo k transformaci dojit,

musi byt bunika ve stavu kompetence.

4.2.2.1.1. Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro transformaci tepelnym

1)

2)

3)

4)

S)

6)
7)

Sokem

100 pl kompetentnich bunék bylo inokulovano do 10 ml tekutého LB média s obsahem
odpovidajiciho antibiotika, ke kterému nesou dané kompetentni buiiky rezistenci
Kultura byla kultivovéna po dobu 18 hod pfi teploté 37 °C a za konstantniho tfepani
o rychlosti 200 RPM

1,5 ml této kultivace bylo zaoc¢kovano do 100 ml tekutého LB média s obsahem
odpovidajiciho selekéniho antibiotika a bunky byly kultivovany pti 37 °C za tfepani
o rychlosti 200 RPM do doby, kdy ODsoo dosahla hodnoty 0,8

Kultivace byla ptenesena do predchlazenych 50 ml centrifugacnich zkumavek
a centrifugovana na 3000 g za teploty 4 °C po dobu 10 min

Peleta byla resuspendovéana v 15 ml TFB I média a inkubovéna na ledu po dobu 20 min,
poté znovu centrifugovana pii 3000 g pii 4 °C po dobu 10 min

Poté byla peleta resuspendovéana ve 4 ml TFB II média

Suspenze byla rozdélena na jednotlivé alikvoty, které byly nejprve zamraZeny

na -20 °C po dobu 2 hod a nasledn¢ byly uchovéavany pfi teploté -80 °C

4.2.2.1.2. Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli teplotnim Sokem

)

2)

3)
4)
5)
6)

Ptipravené kompetentni buiiky uchovavané v -80 °C byly inkubovany na ledu po dobu
5 min

Po skonceni doby inkubace bylo k témto 50 pl kompetentnich bun€k piidano
80 — 100 ng DNA

Buiiky byly inkubovéany na ledu po dobu 30 min

Buniky byly vystaveny teplotnimu Soku o teploté 42 °C po dobu 45 s

Buniky byly zchlazeny 2 minovou inkubaci na ledu

K témto bunikam bylo poté piidano 300 ul SOC média o laboratorni teploté
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7)

8)

9)

Déle byly buiiky inkubovany pfi teploté 37 °C a za tiepani o rychlosti 300 RPM po dobu
60 min

Po uplynuti doby inkubace byly kompetentni buniky vysety na LB agar se selekénim
antibiotikem

Buiiky byly inkubovany pies noc pii teploté 37 °C, diky rastu na selekénim médiu doslo

k vyselektovani tranformanta

4.2.2.2 NamnozZeni plazmidu

Pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi plazmidu byl dany plazmid transformovan pomoci

teplotniho Soku (viz kapitola 4.2.2.1.2.) do kompetentnich bunék Escherichia coli XL-10

nebo Escherichia coli DH5a. Takto transformované buiiky byly vysety na selekéni LB agar

a inkubovany pies noc pfii teploté¢ 37 °C. Po ukonceni kultivace byla kolonie pfeockovéana

do 10 ml selek¢niho tekutého LB média a kultivovana po dobu 18 hod pfi teploté¢ 37 °C

za konstantniho tfepani o rychlosti 200 RPM. Z téchto bunék byl nasledné plazmid izolovan

pomoci komer¢niho kitu Wizard® Plus SV Mireprep DNA Purification System. Plazmid

byl uchovévan pfi teploté -20 °C.

4.2.2.3 Heterologni produkce proteintu v Escherichia coli

1)

2)
3)

4)
S)
6)
7)
8)

9)

Nejprve byl do 15 ml tekuttho LB média se selekénimi antibiotiky
(chloramfenikol 25 mg/l, kanamycin 50 mg/l) zaockovan bakteridlni kmen Escherichia
coli BL21 GroEL s transformovanym plazmidem s vloZzenym genem pro poZadovany
protein

Tato kultura byla inkubovéna pti 37 °C a za tfepani o rychlosti 200 RPM pies noc

Z narostlé kultury bylo po skonceni inkubace zaockovano 10 ml do 1 1 LB média
se selek¢nimi antibiotiky ve 2 1 prolamované Erlenmayerové baiice

Kultura byla inkubovéna pti 37 °C a pfi tfepani o rychlosti 200 RPM do ODggo = 0,7
Kultura byla zchlazena za stalého tfepani o rychlosti 200 RPM na 17 °C

Po zchlazeni na 17 °C byl ptidan induktor IPTG ve vysledné koncentraci 0,6 mM
Kultura byla inkubovana pti 17 °C a za tfepani o rychlosti 200 RPM po dobu 20 hod
Po ukonceni této inkubace byla kultura centrifugovana pii 4 °C pii 5000 g po dobu
15 min za vyuziti rotoru JLA 9.100 od firmy BECKMAN COULTER a centrifugy
BECKMAN COULTER Avanti® J-30 |

Po skonceni centrifugace byla peleta rozpusténa v 30 ml 25mM Tris-HCI (pH 7,5)
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10) Nésledovala centrifugace o rychlosti 3220 g za teploty 4 °C po dobu 20 min za vyuziti

rotoru eppendorf A-4-62 a centrifugy eppendorf Centrifuge 5810 R

11) Po ukonceni centrifugace byl odstranén supernatant a peleta byla uchovavana pti -80 °C

4.2.2.4 Priprava lyzatu Escherichia coli s heterologni produkci proteini

1y

2)

3)

4)

S)

6)

Peleta Escherichia coli ptipravend podle kapitoly 4.2.2.3 byla pomalu rozmrazena
inkubaci po dobu 30 min na ledu

Po uplynuti doby inkubace byla tato peleta rozpusténa v lyzacnim pufru pro purifikaci
proteint (viz kapitola 4.1.8) a to v poméru 5 ml lyza¢niho pufru pro purifikaci proteini
na 1 g pelety

Po rozpusténi pelety ndsledovala 20 minovéa inkubace na ledu

Po ukonceni této inkubace byla suspenze sonikovana s amplitudou 10 % a pomérem
¢asu ON/OFF 2 s/8 s po dobu 15 min stavu ON za vyuziti sonikdtoru QSONICA Q700
Po uplynuti doby sonikace nésledovala centrifugace rychlosti 40000 g pfi teploté 4 °C
podobu 30 min ta vyuZiti rotoru JA-30.50 od firmy BECKMAN COULTER
a centrifugy BECKMAN COULTER Avanti J-25S XPI

Supernatant byl pouzit pro purifikaci proteinti

4.2.2.5 Konjugace

Konjugace je formou horizontalniho genového ptenosu, u kterého dochédzi k do¢asnému

cytoplazmatickému spojeni donora a recipienta pomoci konjugacniho aparatu, skladajiciho se

ze sex fimbrie a membranového aparatu tvoticiho membranovy kanal, a k pfenosu plazmidové

DNA z donora do recipienta.

4.2.2.5.1. Konjugace plazmidu z Escherichia coli do Streptomyces caelestis

Pro ptenos DNA plazmidu do bakterii Streptomyces caelestis byl jako prostiednik vyuzit

nemethyla¢ni konjugacni kmen E. coli ET10257 nesouci pomocny konjugacni plazmid

pUZ8002.

Y

2)

Escherichia coli ET10257/pUZ8002 byla zaockovéana do 10 ml LB média obsahujiciho
kanamycin a chloramfenikol (oboji o findlni koncentraci 25 mg/l) a inkubovana
pies noc za konstantni teploty 37 °C

100 pl narostlé kultury bylo inokulovano do 10 ml SOC média obsahujiciho vySe
zminéna antibiotika. Kultura byla inkubovana za konstantni teploty 37 °C a za tfepani

o rychlosti 200 RPM do dosazeni ODsoo =0,4
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3)

4)
5)

6)

7)

8)

9

10)

11)

12)

13)

Po dosazeni Zadané ODsoo byla kultura sto¢ena za konstantni teploty 4 °C, rychlosti
4000 g po dobu 10 min za vyuziti rotoru eppendorf A-4-62 a centrifugy eppendorf
5810 R, po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendoviana v 10 ml ledové
vychlazeného 10 % glycerolu

Krok 3 byl zopakovan za vysledné resuspendace v 5 ml vychlazeného 10 % glycerolu

Krok 3 byl zopakovén za vysledné resuspendace ve 100 pl vychlazeného 10 %
glycerolu

K 50 pl suspenze bylo pfidano 100 ng plazmidové DNA (1-2 pl) a byla provedena
transformace teplotnim Sokem (viz kapitola 4.2.2.1.2.)

K transformovanym bunkdm byl pfidan 1 ml vychlazeného SOC média a bunky
byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 60 min

Po konci inkubace byly buiiky vysety na LB agar obsahujici chloramfenikol (25 mg/l),
kanamycin (25 mg/l) a hygromycin (50 mg/l) a inkubovany pfes noc za konstantni
teploty 37 °C

Vybrana kolonie z misky byla nasledn¢ zao¢kovana do 10 ml LB média obsahujiciho
chloramfenikol (25 mg/1), kanamycin (25 mg/l) a hygromycin (50 mg/l) a inkubovana
pfes noc za konstantni teploty 37 °C a tfepani o rychlosti 200 RPM

100 pl kultury bylo pteoCkovano do cerstvych 10 ml LB média obsahujici
chloramfenikol, kanamycin (25 mg/l) a hygromycin (50 mg/l) a inkubovéno
v konstantni teploté 37 °C a za tfepani o rychlosti 200 RPM do dosaZeni ODg00=0,4.
Narostlé kultura byla dvakrat promyta od antibiotik 10 ml cerstvého LB média a peleta
byla resuspendovana v 1 ml LB média

K 0,5 ml této suspenze E. coli bylo ptidano 0,5 vyklicenych spor Streptomyces caelestis
(viz kapitola 4.2.2.8). Tato smés byla nasledné¢ opatrné promichana, sto¢ena po dobu
10 min rychlosti 3220 g za vyuziti rotoru eppendorf A-4-62 a centrifugy eppendorf
5810 R a po odstranéni supernatantu byla smés donora a akceptora vyseta na MS agar
bez antibiotik s pfidanym MgCl o findlni koncentraci 10 mM. Bunky byly nasledné
kultivovany pfes noc za konstantni teploty 30 °C

Po inkubaci byla miska ptevrstvena 1 ml sterilni vody obsahujici kyselinu nalidixovou,
kterd u¢inkuje na gramnegativni bakterie, o findlni koncentraci v médiu 25 mg/l
a hygromycin o finalni koncentraci v médiu 40 mg/1

Poté pokracovala inkubace po dobu 5 dni za konstantni teploty 30 °C, po této dobé&

byly vybrané narostlé a vysporulované kolonie pieoCkovany na cerstvy MS agar
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4.2.2.6

1y

2)

3)

4.2.2.7

a misky byly inkubovany po dobu 10 dni pii teploté¢ 30 °C a nasledné byly sklizeny
spory (viz kapitola 4.2.2.7)

Kultivace Streptomyces ssp. na pevném médiu

5 ul spor Streptomyces ssp. bylo naneseno na MS agar a rozetfeno po celém povrchu
agaru pomoci sterilni vatové tyCinky

Inkubaci pfi teploté 30 °C po dobu 7 (Streptomyces lincolnensis) nebo 10 (Streptomyces
caelestis) dni

Spory byly sklizeny (viz kapitola 4.2.2.7)

Smyvani spor streptomycet a piiprava konzervy

Extrakce spor byla provadéna pro uchovavani danych kment.

1))

2)

3)

4)

S)

4.2.2.8

Miska s narostlym a vysporulovanym kmenem streptomycety byla smyta 4 ml sterilni
vody a spory byly setieny sterilni vatovou ty¢inkou

Tato suspenze obsahujici setfené spory byla nasledné odebrana a prefiltrovana
ptes sterilni vatovy filtr, kterym projdou pouze smyté spory a ne mycelium
streptomycety

Suspenze spor byla nésledné centrifugovana po dobu 10 min na 3220 g za konstantni
teploty 4 °C za vyuZiti rotoru eppendorf A-4-62 a centrifugy eppendorf Centrifuge
5810 R

Supernatant byl odstranén a spory usazené v peleté¢ byly resuspendovany v 200 pl
20 % glycerolu

Spory byly uchovéavany pfi teploté -80 °C

Germinace a prekultura Streptomyces spp.

Pfi germinaci spor Streptomyces spp. dochédzi ke kliceni spor, ¢imZz dochazi k pfechodu

z klidové faze do faze vegetativni.

1)

2)
3)
4)
5)

Bylo zaockovano potiebné mnozstvi spor (tak aby vysledna ODegoo v 50 ml YEME P
byla 0,03) do 1 ml TES media

Spory byly vystaveny teplotnimu Soku o teploté 50 °C po dobu 10 min

K témto spordm byl piidan 1 ml 2x koncentrovaného germinizacniho média

Spory byly inkubovany pti 37 °C a za tfepani o rychlosti 200 RPM po dobu 120 min
Po ukonceni inkubace byl inokulovan 1 ml germinovanych spor do 50 ml YEME P

média v prolamované Erlenmayerové batice
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6) Prekultura Streptomyces ssp. byla inkubovana ve 30 °C, za tfepani o rychlosti
200 RPM po dobu 48 hod

7) Po uplynuti doby kultivace bylo 2,5 ml této prekultura doplnéno v 250 ml
prolamované Erlenmayerové banice do 50 ml AVM médiem

8) A nasledovala inkubace po dobu 60 hod pii teploté 30 °C a za tfepani o rychlosti
200 RPM

9) Po ukonceni kultivace byla kultura centrifugovana 10 min pti 3220 g za vyuZiti rotoru
eppendorf A-4-62 a centrifugy eppendorf 5810 R, supernatant byl odstranén

10) Peleta byla nasledn€ uchovavana v -80 °C
4.2.2.9 Priprava lyzatu ze Streptomyces lincolnensis

1) 0,5 g pelety Streptomyces lincolnensis WT /  AlmbF ptipravené podle kapitoly 4.2.2.8
bylo rozpusténo v 1 ml lyza¢niho pufru (viz kapitola 4.1.8)

2) Nasledovala sonikace 5% 30 samplitudou 60 % za vyuziti sonikatoru UP200S
HIELSCHER Ultrasound Technology, po celou dobu sonikace byla mikrozkumavka,
obsahujici peletu Streptomyces lincolnensis rozpusténou v lyzacnim pufru, na ledu
a mezi jednotlivymi sonikacemi byla ponechana 30 vtefin na ledu mimo sonikator

3) Rozsonikovany roztok byl nasledné centrifugovan na 20000 g za konstantni teploty
4 °C po dobu 20 min za vyuZiti rotoru FA-45-24-11 a centrifugy Eppendorf 5424R

4) Supernatant byl odebran a byl vizualizovan na SDS-PAGE gelu (viz kapitola 4.2.3.4)

4.2.3 Metody prace s proteiny

Proteiny vyuzivané v této praci byly LmbF a LmbG z genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu ze Streptomyces lincolnensis a CcbF z genové shluku pro biosyntézu celesticetinu

ze Streptomyces caelestis.
4.2.3.1 Priprava kolony s Ni-INDIGO naplni

Kolony byly pfipraveny nanesenim 2 ml PureCube 100 INDIGO Ni-Agarose pryskyficné
naplné¢ od Cube Biotech do 20 ml plastové kolony. Nasledné byly tyto kolony proplachnuty

60 ml destilované vody.
4.2.3.2 Cisténi a uchovavani kolony s Ni-INDIGO
Po kazdém pouziti byly kolony ¢istény a regenerovany podle protokolu od firmy Cube Biotech.

P1i této regeneraci byly kolony proplachnuty vzdy 20 ml dané tekutiny:
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1) Destilovanou vodou

2) Roztokem 500 mM NaOH

3) Znovu destilovanou vodou

4) Neutralizacnim roztokem pro ¢isténi niklové kolony

5) Opét destilovanou vodou

6) Roztokem pro uchovavani niklové kolony

7) Na kolonu naneseno 5 ml roztoku pro uchovavani niklové kolony

8) Kolona byla zaviena a skladovana pii teploté 4 °C

4.2.3.3 Purifikace proteini na koloné s Ni-INDIGO naplni

Fuzni proteiny s histidinovou kotvou byly ¢istény pomoci afinitni chromatografie. Pro afinitni

chromatografii byly vyuzivany komeréné doddvané Ni-NTA pryskyficné kulicky

na agar6zovém nosici s navazanymi nikelnatymi ionty

1) Supernatant piipraveny podle kapitoly 4.2.2.4 byl nalit na kolonu
ptes kterou byl nechan voln¢€ prokapat. Krok byl opakovén jesté 2x.

2) Kolona byla promyta 20 ml promyvacim pufrem pro purifikaci proteint (viz kapitola
4.1.8)

3) Zkolony byl protein eluovan eluénim pufrem pro purifikaci proteint
(viz kapitola4.1.8) ato objemem 1 ml 10x. Tyto frakce byly sbirany
do mikrozkumavek

4) Vzorky jednotlivych frakci byly nésledné vizualizovany na SDS-PAGE gelu
(viz kapitola 4.2.3.4)

4.2.3.4 SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je metoda vyuZzivana k déleni proteini

v elektrickém poli podle jejich molekulové hmotnosti. Proteiny jsou nejprve denaturovany

a smichany s dodecylsiranem sodnym (SDS), jez jim dod4 zaporny naboj. Takto piipravené

vzorky proteinll jsou naneseny na polyakrylamidovy gel a putuji jim smérem ke kladné

elektrodé, cestou se déli podle molekulové hmotnosti. Proteiny s nejmensi molekulovou

hmotnosti doputuji gelem nejdale, proteiny o nejvyssi molekulové hmotnosti ptekonaji

nejkrats§i tsek gelu.

4.2.3.4.1. Priprava SDS-PAGE polyakrylamidového gelu

1) Byla namichana smés na separacni gel podle tabulky 16
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2) Podlozni a kryci sklo bylo odmasténo alkoholem a vsazeno do stojanku
3) Mezi tato skla byla nanesena smeés na gel do vysky cca 1,5 cm pod vrchni okraj
4) Smeés byla prevrstvena ethanolem a ponechana po dobu 30 min polymerizovat
5) Nasledné byla pripravena smes na nandseci gel
6) Z jiz zpolymerizovaného separacniho gelu byl slit ethanol a tento gel byl pfevrstven
piipravenou smési na nanaseci gel a to az po okraj skel
7) Mezi skla byl nasazen hiebinek a gel byl ponechén polymerizovat po dobu 30 min
SloZeni SDS-PAGE polyakrylamidového gelu
Separacni gel NanasSeci gel
Slozka Objem Slozka Objem
Akrylamid 40% 37 : 5 : 1 2 ml Akrylamid 40% 37 : 5 : 1 360 pl
Pufr Tris-HCI 1,5M pH 8,8 2,16 ml Pufr Tris-HC1 1M pH 6,8 360 ul
H,O 3,68 ml H,O 2,2 ml
SDS 10 % 80 ul SDS 10 % 30 ul
Temed 8 ul Temed 3 ul
APS 10 % 80 ul APS 10 % 30 ul
Bromfenolovd modif nasyceny 10 pl
roztok

Tabulka 16 Slozeni SDS-PAGE polyakrylamidového gelu

4.2.3.4.2. Priprava vzorki proteini na SDS-PAGE elektroforézu

1)

2)
3)

10 pl vzorku s proteinem bylo smichano s 10 pl 2x koncentrovaného SDS-PAGE
vzorkového pufru (viz kapitola 4.1.8) a promichéno pipetovanim

Vzorek byl zahtivan na 95 °C po dobu 10 min

Vzorek byl zcentrifugovan na 10 000 g po dobu 30 vtefin za vyuziti rotoru eppendorf
FA-45-24-11 a centrifugy eppendorf centrifuge 5424R

4.2.3.4.3. SDS-PAGE elektroforeticka separace proteini a jejich barveni

Y

2)

Ptipraveny polyakrylamidovy gel nebo komeréni gel Mini-PROTEAN TXG
od BIORADu byl vloZen do elektroforetické vany naplnéné SDS pufrem

Do jamek v gelu bylo naneseno po 10 ul vzorku ptipraveného podle kapitoly 4.2.3.4.2.
(coz se rovna 5 ul vzorku proteinu a 5 pl 2x koncentrovaného SDS-PAGE vzorkového
pufru) nebo 20 ul vzorku u vzorkl eluci metody pulldown, a do jedné z prazdnych

jamek bylo naneseno 5 pl PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
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3) Elektroforeticka separace byla provadéna po dobu 10 min pfi napéti 130 voltt, nasledné
byla sila napéti zvySena na 200 volth a za téchto podminek byla elektroforeticka
separace provadéna po dobu dalSich 50 min u pfipravovaného gelu / 35 min
u komerc¢niho gelu

4) Gel byl vyjmut a vloZen do krabicky napIlnéné vodou

5) Krabicka s vodou s gelem byla zahiata v mikrovinné troubé po dobu 30 s

6) Voda byla slita a gel byl ponofen do roztoku pro barveni proteini — Commassie
(viz kapitola 4.1.8). Krabicka, ve které byl gel ponoten v barvicim roztoku byla zahtata
v mikrovinné troub¢ po dobu 30 s

7) Gel byl v zaht4tém barvicim roztoku inkubovén po dobu 10 min za konstantniho tfepani
o rychlosti 150 RPM

8) Barva byla slita, gel byl 3x oplachnut vodou a nésledn¢ ponoien do teplé vody.
Na gel byl vloZen savy ubrousek o nékolika vrstvach a gel byl ponechén za neustalého

ttepani az do odbarveni
4.2.3.5 Koncentrovani proteinii

Proteiny byly koncentrovany pomoci komeréné dodavanych centrifugacnich filtri Amicon®
Ultra (cut-off 30 kDa a 10 kDa). Centrifugacni filtry s hodnotou cut-off 30 kDa byly pouzity
na proteiny LmbF a CcbF, na zakoncentrovani proteinu LmbG byl pouZit centrifugacni filtr

s cut-off hodnotou 10 kDa.
4.2.3.6 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacéni chromatografie je metodou slouzici k déleni vysokomolekularnich latek
ato zejména proteinit na zdklad¢ jejich molekulovych hmotnosti. Kolona je naplnéna
stacionarni fazi skladajici se z malych dérovanych gelovych ¢éstic. Jednotlivé slozky délené
smési jsou unaSeny konstantnim pritokem mobilni faze kolonou. Velké castice délené smeési
prochazi kolem gelovych C¢astic stacionarni fdze a putuji tak nejrychleji, mensi
a nizkomolekularni ¢astice d€lené smési prochazi i skrz otvory v gelovych €asticich stacionarni
faze a putuji tedy pomaleji a jsou eluovany pozdé€ji nez vysokomolekularni slozky délené
smesi.

Metoda byla provadéna za pomoci programu ChromLab a NGC chromatografického
systému na kolon¢ ENrich SEC 650 10x 300 o objemu 24 ml od firmy BIORAD.

1) Systém byl promyt vodou a to objemem 20 ml rychlosti 5 ml/min a pod tlakem 3,5 MPa
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2)

3)

4)

5)

6)

K systému byla pfipojena kolona, ktera byla promyta vodou a to objemem 30 ml
rychlosti 0,8 ml/min

Kolona byla promyta ekvilibratnim pufrem pro purifikaci proteind 1I
(viz kapitola 4.1.8) a to objemem 30 ml a rychlosti 0,8 ml/min

Vzorky proteinu k purifikaci byly injektovany po objemech 1 ml

Eluce probihala elu¢nim pufrem pro purifikaci proteinit II (viz kapitola 4.1.8)
o objemech 1 ml x 30, jednotlivé frakce byly zachytdvany automaticky systémem
NGC Discover

Podle UV detekce o vlnové délce 215 nm byly vybrany frakce obsahujici protein zajmu
a ty byly vizualizovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz kapitola 4.2.3.4)

4.2.3.7 Pulldown metoda

1)

2)

3)
4)

)
6)

7)

Kolona s Ni-INDIGO naplni pfipravena podle kapitoly 4.2.3.1 byla promyta 20 ml
ekvalibra¢niho pufru (viz kapitola 4.1.8)

Na kolonu uzavienou vickem bylo naneseno 0,5 ml proteinu LmbF pfipravené¢ho
podle kapitoly 4.2.3.3 a 1 ml supernatantu zlyzatu Streptomyces lincolnensis
pfipraveného podle kapitoly 4.2.2.9

Kolona byla uzaviena a inkubovdna po dobu 20 hod za konstantni teploty 10 °C
a za tfepani na valivé tfepacce o rychlosti 20 RPM

Po ukonceni inkubace byla smés LmbF a lyzatu na kolon€ nechédna protéct ptes kolonu
Kolona byla promyta 20 ml promyvaciho pufru (viz kapitola 4.1.8)

Byla provedena gradientovéa eluce elu¢nim pufrem (viz kapitola 4.1.8). Na kolonu bylo
vzdy naneseno 0,5 ml elu¢niho pufru o odpovidajici koncentraci imidazolu (50 mM,
75 mM. 100 mM, 125 mM, 150 mM, 175mM, 200 mM, 225 mM, 3x 250 mM) a frakce
byly sbirany do mikrozkumavek

Tyto frakce byly nasledné vizualizovany na SDS-PAGE gelu (viz kapitola 4.2.3.4)

a zméfeny pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

4.2.3.8 In vitro reakce

Y

Nejprve byly dle tabulky 19 nebo 20 namichany jednotlivé reakéni smési. U in vitro
reakci s Casovym pribéhem byla kazdéd z téchto smési byla namichana v Snésobném

objemu a nésledné rozdélena na 4 jednotlivé reakce po 50 pl
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2)

3)

4)
5)

4.2.4

Tyto reakce byly inkubovany ve 30 °C po dobu 2 hod u in vitro reakci zastavenych
po 2 hod nebo do dobu 10 min, 60 min, 120 min a 24 hod u in vitro reakci s Casovym
prabéhem

Po ukonceni kazdé inkubace byly do reakéni smési pfidany 2 pl kyseliny mravenci
a 100 pl ledove studeného acetonitrilu pro precipitaci proteinti, ¢imz doSlo k zastaveni
reakce

Tyto reakéni smési byly centrifugovany rychlosti 4000 g po dobu 10 min

Na méfeni na kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci by nanaSen supernatant

Piiprava vzorki na méreni na Kkapalinové chromatografii

s hmotnostni detekci

Vysokoucinné kapalinova chromatografie je technika slouZici k separaci jednotlivych slozek

vzorku v tekutém stavu. Ucelem této separace je stanoveni pfitomnosti dané slozky

ijeji koncentrace. B€hem této separace dochazi k prutoku mobilni faze kolonou obsahujici

stacionarni fazi. Jednotlivé slozky se déli podle doby, po kterou jsou zadrzovany stacionarni

fazi v koloné.

4.2.4.1 Priprava bunék Streptomyces caelestis z kultivace v tekutém médiu pro méreni

1)

2)
3)

4)
S)

na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci

Narostla kultura v AVM médiu s propyl-prolinem byla centrifugovana po dobu 10 min
rychlosti 3220 g

1 g pelety byl rozpuStén v 1 ml 50 % methanolu a tato suspenze byla sonikovéana
Sonikace probihala za vyuziti sonikatoru UP200S, Hielscher v 5 cyklech, kazdy cyklus
trval 20 vtefin, mezi cykly byl vzorek chlazen po dobu 20 vtefin na ledu

Vzorky byly centrifugovany po dobu 10 min rychlosti 20 000 g

Déle bylo pracovano se supernatantem (viz kapitola 4.2.4.3)

4.2.4.2 Extrakce z pevnych pid pro méreni obsahu metaboliti na kapalinové

chromatografii s hmotnostni detekei

1) Pevné pidy, na nichz probihala inkubace Streptomyces caelestis, byly rozpustény
ve 100 % methanolu
2) Smés byla centrifugovana rychlosti 3220 g po dobu 10 min

3) Supernatant byl odebran a na vakuovém koncentratu byl odpaten do sucha
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4) Zbylé pelety byly rozpustény v 1 ml 50 % methanolu a sonikovany po dobu 10 min
ve vodni lazni

5) Vzorky byly vortexovany a centrifugovany rychlosti 20 000 g po dobu 10 min

6) 90 pl supernatantu bylo smichano s 10 ul vnitfniho standardu o koncentraci

30 ul/ml a méteno na kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii

4.2.4.3 Priprava vzorki obsahujicich celesticetin, CELIN, ODCELIN a linkomycin

na méreni na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci

K precisténi a ke koncentraci vzorkii supernatantti, u kterych byl o¢ekavan vyskyt linkosamidu,
byly vyuzity SPE kolonky (SPE HLB 3cc (60mg), Waters, OASIS). Jako vzorky byl pouzivan
supernatant po centrifugaci kultivace Streptomyces ssp. v AVM médiu nebo supernatant

po centrifugaci po rozbiti bun€k sonikaci z pelety z té stejné kultivace.

1) SPE kolonkami se nejprve nechaly protéct 3 ml methanolu, poté 3 ml MiliQ vody

2) U vzorki u kterych mél byt méfen linkomycin bylo upraveno pH na hodnotu 9 — 10
pfidanim 6 pl 28 % hydroxidu amonného k 3 ml supernatantu

3) Na SPE kolonky byly naneseny 3 ml vzorku supernatantu, které se nechaly volné
prokapat kolonkou

4) Kolonky byly promyty 3 ml MiliQ vody

5) Byla provedena eluce pomoci 1,5 ml methanolu

6) Eluovany vzorek byl evaporovan ve speedvacu do odpateni

7) Peleta zbyld po odpafeni methanolu byla rozpusSténa v 300 ul 50 % methanolu
a nasledné byl takto pfipraveny vzorek 10 min sonikovan ve vodni l4zni

8) Vzorek byl vortexovan a centrifugovan po dobu 10 min pii 20 000 g

9) Supernatant byl méfen pomoci kapalinové chromatografie s hmotnosti detekei

4.2.5 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci vyuzZita pro méreni

produkce CELINu a in vitro reakci zastavenych po 2 hod

Kapalinovéa chromatografie s hmotnostni detekci byla provadéna na Waters Acquity M-class
HPLC System ptipojenému k Synapt G2-Si Q-TOF mass spectrometer (Waters Corporation,
Manchester, UK). Pouzitou kolonou pro kapalinovou chromatografii byla ACQUITYTM
UPLC® BEH C18 (1.0 mmx100 mm) 1.7um VanGuardTM FIT. Vzorek byl nanasen po 5 pl
za teploty 40 °C. Byla pouzivana dvou sloZzkovd mobilni faze obsahujici acetonitril

a 0,1 % kyselinu mraven¢i. PouZita rychlost pritoku byla 80 pl/min. Hmotnostni spektrometr
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byl pouzivan v pozitivnim modu za napéti +3 kV. Analyza byla provedena za vyuziti Waters
MassLynx 4.2 (Manchester, UK). M¢éfeni na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci

bylo provadéno Anindou Mazumdarem, PhD.

4.2.6 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci vyuzita pro méreni

in vitro reakci s ¢asovym priibéhem

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci byla provadéna na Agilent 1290HPLC
systétmu (Agilent, Santa Barbara, USA) pfipojeném k TimsTOF HT hmotnostnimu
spektrometru (Bruker, Bremen, Némecko). Pouzitou kolonou pro kapalinovou chromatografii
byla ACQUITYTM UPLC® PREMIER CSH C18 (2.7 mmx100 mm). Na kolonu o teploté
40 °C byly nanaseny 3 ul vzorku. Byla vyuzivana dvou slozkova mobilni faze obsahujici
acetonitril a I mM mravencnan amonny. Rychlost pritoku byla 0,4 ml/min. Hmotnostni
spektrometr byl pouzivan v pozitivnim i1 v negativnim modu za vyuZiti napéti +4,5 kV, do této
prace byl vlozen vzdy reprezentativnéjsi z chromatogramii. Analyza byla provedena pomoci
Bruker DataAnalysis software. Méfeni na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci bylo

provadéno Anindou Mazumdarem, PhD.
4.2.7 Substrat C-2 pro in vitro reakce

Substrat C-2 byl ptipraven Ing. Michaelou Plechatou z Laboratofe antibiotické rezistence
a mikrobialni metabolomiky izolaci ze supernatantu kultury kmenu Streptomyces lincolnensis
s deletovanym genem I/mbF kultivované po dobu 12 dni v AVM médiu. Substrat C-2
byl ze supernatantu vyizolovan nasledujicimi kroky. Nejprve byla provedena extrakce
na HBL 35cc kolonach, poté byly provedeny dvé preparativni vysokoucinné kapalinové
chromatografie na kolon¢ Triart Prep C18 (25020 mm) a Xterra Prep RP 18 (7,8x150),
v obou piipadech byla vyuzita gradientovd eluce rostouci koncentraci acetonitrilu.
Na konec byla provedena isokraticka eluce na vysokouc¢inné kapalinové chromatografii

na kolon¢ Xterra Prep RP 18 (7,8%x150) s manualnim sbérem frakci.
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5. Vysledky

5.11n vivo produkce CELINu

CELIN je hybridni antibiotikum obsahujici propylovy zbytek na prolinu z linkomycinu
a kyselinu salicylovou z celesticetinu (viz kapitola 3.4). Streptomyces lincolnensis, produkujici
linkomycin, a Streptomyces caelestis, produkujici celesticetin, sdili ve svych biosyntetickych
genovych shlucich homologni geny pro biosyntézu téchto linkosamidii. V genovém shluku
pro biosyntézu linkomycinu jsou navic geny pro biosyntézu propyl-prolinu z -tyrozinu,
genovy shluk pro biosyntézu celesticetinu obsahuje navic geny pro biosyntézu a pfipojeni
kyseliny salicylové (viz kapitola 3.3). Teoreticky je tedy mozné pomoci vneseni chyb¢jicich
genu pripravit producenta CELINu jak ve Streptomyces lincolnensis, tak ve Streptomyces
caelestis. Do Streptomyces caelestis je nutno vnést gen ImbC, jehoz produkt LmbC je schopen
aktivovat propyl-prolin. CcbC jakoZto homolog LmbC ma striktni substratovou specifitu
pro svij pfirozeny substrat r-prolin a prolin s navdzanym propylovym zbytkem neaktivuje
(viz kapitola 3.3.3.2). K pokusu o vytvoteni mutanta produkujiciho CELIN v nasi laboratofi
JiZ doslo (viz kapitola 3.4). Tento jiZz provedeny pokus byl zaloZzeny na mutacich provadénych
na Streptomyces lincolnensis abyl neuspéSny. Zde bylo mym cilem co nejjednoduseji
otestovat, zda je mozné pfipravit producenta CELINu ve Streptomyces caelestis.
Do Streptomyces caelestis byl tedy vnesen gen ImbC a propyl-prolin, pro jehoz biosyntézu

geny vnaseny nebyly, byl dodavan jako substrat v kultivaénim médiu.

5.1.1 Vneseni genu ImbC do Streptomyces caelestis, Kultivace a méreni

produkce CELINu

Ocekavali jsme, ze pii méfeni produkovanych metabolitii této mutanty pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii detekujeme jak CELIN, tak pfirozené produkovany
celesticetin, jehoz biosyntézu jsme nijak neinaktivovali.

Testovani produkovanych metabolitii celesticetinu a CELINu probihalo jak z média,
tak ze sonikaci lyzovanych bungk, jelikoz je mozné, Ze bunika Streptomyces caelestis nedokaze

molekulu CELINu transportovat do prostiedi.
5.1.1.1 Vneseni genu ImbC do Streptomyces caelestis
Nejprve bylo provedeno namnozeni genu /mbC pomoci PCR za vyuziti templatu LK06

a primert pMKO039 LmbC plJ10257 for a pMKO040 LmbC plJ10257 rev (viz. kapitola
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4.2.1.3). Pomoci primerii, které mély na 3’konci vloZzenou sekvenci homologni s oblasti
vektoru, byl gen /mbC prodlouzen. Poté bylo k PCR produktu ptidéno 0,5 ul restrikéni
endonukledzy Dpnl, ktera $tépi pouze methylovanou DNA, aby byla smés zbavena ptivodni
templatové DNA (viz kapitola 4.2.1.4). Nasledn¢ byla provedena elektroforetickd separace
v agarozovém gelu (viz kapitola 4.2.1.6) (viz obrazek 17) pro vizualizaci separovanych
nukleovych kyselin. O¢ekavana velikost PCR produktu byla 1579 bp. Poté byl takto upraveny
PCR produkt piecistén pomoci komerc¢niho kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

Elektroforéza PCR amplifikace ImbC

1 2, 1) DNA Standard 1kb Plus DNA ladder
2) Fragment genu /ImbC

!

2000bp —* &
1500 bg — - - - <+— Fragment imbhC

L

PR RN

Obrazek 17 Elektroforéza PCR produktu ImbC, PCR provedeno s primery pMK039 LmbC plJ10257 for a pMK040
LmbC plJ10257 rev, nandSeno 5 ul vzorku

Plazmid plJ10257 byl nejprve linearizovan pomoci restrikénich endonukledz HindIII
a Xhol (viz kapitola 4.2.1.2). Po této linearizaci bylo provedeno namnozZeni sekvence DNA
pomoci PCR za wvyuziti primerd pMKO041 plJ10257 for a pMKO042 plJ10257 rev
(viz kapitola 4.2.1.3). Poté byla nastépena templatovd DNA za vyuziti restrikéni endonukleazy
Dpnl stépici methylovanou DNA a PCR produkt byl vizualizovan na agar6zovém gelu
(viz kapitola 4.2.1.4 a4.2.1.6) (viz obrazek 18). Ocekavana velikost PCR produktu byla
6608 bp. Nasledn¢ byla DNA vycisténa pomoci komeréniho kitu Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System.
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Elektroforéza vektoru plJ10257 po restrikénim Stépeni
1 2 enzymy Xhol a HindIII a po PCR

1) DNA standard 1kb Plus DNA ladder

2) Plazmid plJ10257 po restrikénim $tépeni pomoci

Xhol a HindIIT a po PCR
gggg gp s E W PUI0257 % Jedna se o dvé &asti jednoho gelu, mezi jamkami
= —— oznacenymi 1 a 2 byly naneseny nerelevantni vzorky
s
aiE—
p——
—
=
Rl
R
—
ES *

Obrazek 18 Elektroforéza PCR amplifikace vektoru plJ10257 po restrikcnim Stépeni enzymy Xhol a Hindlll, PCR provedeno
pomoci primerii pMKO041 plJ10257 for a pMK042 plJ10257 rev, nanaseno 5 ul vzorku

Nasledn¢ byly tyto dva DNA fragmenty spojeny do jednoho konstruktu pomoci
komeréniho kitu NEBuilder® HiFi DNA Assembly (viz kapitola 4.2.1.7). Principem této
metody je rekombinace mezi pifesahy insertu /mbC s komplementarnimi okrajovymi
sekvencemi vektoru plJ10257. Gen ImbC byl vloZen pod konstitutivni promotor ermE*
(viz obrazek 19). Poté byl vytvotfeny konstrukt transformovan pomoci teplotniho Soku
do kompetentnich bun€k Escherichia coli XL-10 (viz kapitola 4.2.2.1.2.). Selekce
transformovanych bun¢k byla provedena inkubaci pies noc pii teploté 37 °C na selekénim
LB médiu s obsahem hygromycinu, ke kterému nese vektor plJ10257 rezistenci, o vysledné

koncentraci 100 mg/I.
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integraza

ImbC_plJ10257-1-2
8 196bp

pLK001, pLK002 rezistence k hygromycinu

Test plJ10257 rev” R’ \———'DGGD_ plJ10257 seq_F

“testplJ10257 for new”

ermEp

“test ImbC for” PMKO39_ImbC_plJ10257_for
ImbC pMKO041_plJ10257_for

“test ImbC rev”

PMK040_ImbC_plJ10257 _rev

Obrazek 19 Vektor plJ10257 s vlozenym inzertem ImbC/ pLK001/ pLK002, vytvoreno v programu CLC

Na tfech takto transformovanych hygromycin rezistentnich koloniich Escherichia coli
byla nasledn¢ provedena koloniovd PCR pomoci primerd TestplJ10257 rev
a TestplJ10257 for new (viz kapitola 4.2.1.3) k otestovani pfitomnosti genu /mbC na plazmidu.
Produkt PCR byl nésledné vizualizovan na gelu pomoci elektroforetické separace nukleovych
kyselin v agar6zovém gelu (viz kapitola 4.2.1.6) (viz obrazek 20). V pfipad¢ pozitivniho
vysledku by délka ptepisovaného tiseku byla 1998 bp, v ptipadé negativniho vysledku by délka
tohoto prepisovaného useku byla 474 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouZit prazdny plazmid
plJ10257, jako negativni kontrola byla pouzita stejna PCR smés bez templatu.
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Koloniova PCR pomoci primeru Testplj10257 rev
1 Lo 8 %5 6 a Testplj10257 fgr new P
1) DNA standard 1 kb Plus DNA ladder
2) Koloniova PCR kolonie |
3) Koloniova PCR kolonie 2 - Vektor plJ10257 s
vlozenym inzertem ImbC
4) Koloniova PCR kolonie 3 - Vektor pIT10257 s

3000 bp —» vlozenym inzertem /mbC
2000 bp —» b = 5) Pozitivni kontrola

1500 bp —> o 6) Negativni kontrola

500bp — p—

400 bp —* <+— Vektor plJ10257

Obrdzek 20 Elektroforéza PCR s primery TestplJ10257 rev a TestplJ10257 for new, nandseno 5 ul vzorku

Ze dvou pozitivnich kolonii (2 a 3) byla vyizolovana plazmidovd DNA pomoci
komeréniho kitu Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification System. [zolované plazmidy
byly pojmenovany pLKO001 apLKO002 a zkontrolovany sekvenaci. Sekvenace potvrdila
pfitomnost genu /mbC.

Plazmid pLKO0O1 s inzertovanym /mbC byl transformovan do kmene Escherichia coli
ET10257/pUZ8002 a nasledné¢ byla provedena konjugace do Streptomyces caelestis
(viz kapitola 4.2.2.5.1.). Smés donora a akceptora byla kultivovdna na MS agaru s MgCl,
pii 30 °C pres noc a nasledné byla miska ptevrstvena 1 ml sterilni vody obsahujici selekéni
antibiotika (kyselinu nalidixovou o findlni koncentraci 25 mg/l a hygromycin o finalni
koncentraci 40 mg/1). Poté bylo pokracovano v kultivaci.

Integrace plazmidu pLKO001 do genomu Streptomyces caelestis byla ovéfena pomoci
koloniové PCR s naslednou vizualizaci na elektroforetickém agarézovém gelu u tfech kolonii
(viz kapitola 4.2.1.3 a 4.2.1.6). Koloniovd PCR byla provedena s né€kolika pary primert.
Primery Test LmbC rev a pG60 PI1J10257 seq F (viz obrazek 21) slouzily k potvrzeni
vloZeni inzertu, jako pozitivni kontrola slouzil plazmid pLKO001, jako negativni kontrola
slouzila stejna PCR smés bez templatu. Délka piepisovan¢ho Useku témito primery cinila
738 bp. Primery LKO1 test ImbR for aLKO02 test ImbR rev a dvojice primera
LKO3 test ImbE for a LKO04 test ImbE rev (viz obrdzek 22) slouzily pro potvrzeni,
7e se jednd o Streptomyces caelestis. Velikost ptepisovaného tiseku t€émito dvojicemi primerti
byla 326 bp a 287 bp. Tyto primery slouZily k pfepisu genid z genového shluku pro biosyntézu
celesticetinu. Jako pozitivni kontrola slouzil plazmid CK2, ktery nese geny genového shluku

pro biosyntézu celesticetinu, a jako negativni kontrola slouzila stejnd PCR sm¢és bez templatu.
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Byly pfipraveny dva kmeny Streptomyces caelestis BN9500 a BN9501, s nimiZz se dale

pracovalo.

Koloniova PCR s primery Test_LmbC_rev
1 2 3 4 5 6 - apG60_P1J10257 seq_F

1) DNA standard 1 kb Plus DNA ladder
2) Koloniova PCR kolonie 1

3) Koloniova PCR kolonie 2

4) Koloniova PCR kolonie 3

5) Pozitivni kontrola

6) Negativni kontrola

Mgy

850 bp—» b3 . <+— Fragment /mb(’

Obrazek 21 Elekroforéza PCR s primery Test LmbC rev a pG60 PI1J10257 seq F, nanaseno 5 ul vzorku

-
W=t

Koloniova PCR s primery LKO01_test ImbR_for a LKO02_test ImbR_rev, LK03_test_ ImbE_for a
LKO04_test_ImbE_rev

1) DNA standard 1 kb Plus DNA ladder

2) Koloniova PCR kolonie 2 LKOI_test ImbR_fora LK02 test ImbR_rev

3) Koloniova PCR kolonie 3 LKOI_test ImbR_for a LK02_test ImbR_rev

4) Koloniova PCR kolonie 1 LKO1 test ImbR fora LK02 test ImbR rev

5) Negativni kontrola LKO1_test ImbR_fora LK02_test ImbR_rev

6) DNA standard 1 kb Plus DNA ladder

7) Koloniova PCR kolonie 1 LK03 test ImbE for a LK04 test ImbE rev

8) Negativni kontrola LK03_test ImbE_for a LK04_test ImbE_rev

9) DNA standard | kb Plus DNA ladder

10) Pozitivni kontrola s plazmidem CK2 LKO1 test ImbR for a LK02 test ImbR rev
11) Pozitivni kontrola s plazmidem CK1 LKO1_test ImbR_for a LK02 test ImbR rev
12) DNA standard 1 kb Plus DNA ladder

13) Pozitivni kontrola s plazmidem CK2 LK03 test ImbE for a LK04 test ImbE rev

Obrazek 22 Elektroforéza PCR provadeného pro ovéreni Streptomyces caelestis s primery LKO1 test ImbR_for,
LKO2 test ImbR rev, LKO3 test ImbE for a LK04 test ImbE rev, nanaseno 5 ul vzorku

5.1.1.2 Kultivace mutanty Streptomyces caelestis s vnesenym genem ImbC

Z kmenti BN9500 a BN9501 s integrovanym genem [/mbC byly pfipraveny konzervy
(viz kapitola 4.2.2.7)
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Produkce CELINu kmeny BN9500 a BN9501 byla testovana v tekutém médiu i na pevné
pud¢ za nasledujicich podminek. Jako pevné piidy byly pozivany MS agar a GYM agar.
Kultivace probihala na 0,5 ml agaru ve 24 jamkové desticce. Prvni den bylo do jamek
zaoCkovano po 10 pl spor a desticka byla inkubovana pfti teploté 30 °C po dobu 36 hod.
Po dokonc¢ené inkubaci byly vSechny jamky pielity sterilnim roztokem propyl-prolinu
o koncentraci 1 M tak, aby vysledna koncentrace v celém objemu agaru byla 200 mg/l.
Poté byla desticka opét inkubovana pii teploté 30 °C, tentokrat po dobu 48 hod. Nésledné byly
vSechny jamky opét pielity sterilnim roztokem propyl-prolinu tak, aby vysledna koncentrace
propyl-prolinu opét byla 200 mg/l agaru. Poté opét probihala inkubace pfti teplot¢ 30 °C
po dobu 72 hod. Po dokoncené inkubaci byla média rozpusténa ve 100 % methanolu a smés
byla pfipravena na meéfeni na kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(viz kapitola 4.2.4.2) jako vzorky ¢islo 3 u kmene BN9500 a 2 u kmene BN9501.

Pro kultivaci v tekutém médiu byla nejprve provedena germinizace (viz kapitola 4.2.2.8)
a kultivovana prekultura v YEME P médiu pfi teploté 30 °C za konstantniho tfepani o rychlosti
200 RPM po dobu 48 hod. Po ukonceni této kultivace bylo pfeockovano 2,5 ml této kultury
do 47,5 ml AVM média v prolamované erlenmeyerové bance a kultura byla kultivovdna
po dobu 24 hod za konstantniho tfepani o rychlosti 200 RPM pfi teploté¢ 30 °C. Poté byl
do média pfidan sterilni roztok propyl-prolinu o koncentraci 1 M tak, aby jeho vysledna
koncentrace v médiu byla 200 mg/l a bylo pokraovano v kultivaci po dobu dalSich 96 hod.
Po uplynuti téchto 96 hod byl do média opét ptfidan sterilni roztok propyl-prolinu tak,
aby jeho vysledna koncentrace v médiu byla 200 mg/1. Nasledné bylo pokracovano v kultivaci
dal$ich 24 hod. Ptipadna kontaminace byla zkontrolovana pod mikroskopem. Poté byly kultury
centrifugovany po dobu 10 min rychlosti 3220 g. Supernatant (kultivace BN9500 byla métena
jako vzorek 6, kultivace BN9501 byla métena jako vzorek 5) a peleta (vzorek 9 (BN9500)
a vzorek 8 (BN9501)) byly skladovany zvlast’ pii teploté -80 °C.

Jako negativni kontrola produkce CELINu a pozitivni kontrola produkce celesticetinu
byla za stejnych podminek jako kmeny BN9500 a BN9501 kultivovéana Streptomyces caelestis
WT.

Supernatant a peleta byly pfipraveny na méfeni na kapalinové chromatografii s hmotnostni
spektrometrii (viz kapitola 4.2.4.1 a 4.2.4.3) (viz obrazek 23).

Obe¢ tyto kultivace byly zopakovany dvakrat se stejnymi vysledky. V obou opakovénich
byl detekovan celesticetin, ale CELIN detekovan nebyl (vysledky nize).
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CELIN Celesticetin

100 100 503
*; *j_i Bl
0 T N A0 MARE Rnos ol M Wi
500 600 700 800 9.0 1qoo 1100 1200 5.00
100 100 7 8.89 9.81 1161
a% ae;_o 68 6.206. 15 859 % : 10,68 1190
o T T T T r T T T T o] iy {1 MO I TN AN (e
500 800 700 800 9.0 1doo 1100 1200 10.00 11.00 12.00
100 100 5.6 ?‘;3
E;% ®i 11506 > 621 682 [ 7% 807 876915 9951041 11211138
e S O —— ol Lo tnpeed JICL 280, SIS ZRRT0M U2
5.00 6.00 7.00 8.00 9.0§ 1qoo 1100 1200 5.00 6.00 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
101 100 7.?7
A
e ER AT RARTH E A ARSI AR BRSLE | T a:Lﬁ—v—v—rﬁ-'—rv—v—v—'ﬁ—“ T T T T
500 600 700 800 9.0 1qoo 1100 1200 500 6.00 00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
10 100 1T
i u% &
03— e o et ‘ : A
500 600 700 800 90 1qoo 1100  12.00 5.00 6.00 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
100 100 718
-‘#% #}_ Y
P e e N | 2 g ) e (W0 . . i
T g YT v T T r T T 1 i Rasn e R R Tr——rr —_— T T T T
5.00 6.00 7.00 8.00 9.0¢ 1qoo  11.00 1200 5.00 6.00 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
100 100 718
fi‘ FPRRORSUWURU S [N 10 2% sesseresl (V1P T% sae 004 se2 1039 maze M
500 600 700 800 9.0 1qo0  11.00 1200 5.00 6.00 00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
100 100 4
a:l ., i
0 ; et 0 - T T T T T
5.00 6.00 7.00 8.00 2.0f 1¢oo 1100 1200 5.00 6.00 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
100 100
a;i - " - T —— f 74 N 588 & | 8534 78 sum,ﬂz?m.w)o‘s.’ "'2""_3]& 1
: " .~ B B R R e
500 6.00 7.00 8.00 9.04 1qoo  11.00 1200 5.00 6.00 .00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
Standard CELINu
100+ 4
* it
T T LT L T,
50 50 m 80 ki 0 it'] 21

Obrazek 23 Méreni produkce CELINu a celesticetinu na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci, na ose x je
retencni ¢as, na ose y je intenzita

Vzorky: 1) Negativni kontrola pro CELIN, pozitivni kontrola pro celesticetin — kultivace Streptomyces caelestis
WT na pevném médiu

2) Kmen BN9501, kultivace na pevném médiu s propyl-prolinem

3) Kmen BN9500, kultivace na pevném médiu s propyl-prolinem

4)Negativni kontrola pro CELIN, pozitivni kontrola pro celesticetin — kultivace Streptomyces caelestis
WT v tekutém médiu s propyl-prolinem, méreni metabolitii celesticetinu a CELINu z média

5) Kmen BN9501, kultivace v tekutém médiu s propyl-prolinem, méreni metabolitii celesticetinu

a CELINu z média

6) Kmen BN9500, kultivace v tekutém médiu s propyl-prolinem, méreni metabolitii celesticetinu

a CELINu z média

7) Negativni kontrola pro CELIN, pozitivni kontrola pro celesticetin - kultivace Streptomyces caelestis
WT v tekutém médiu s propyl-prolinem, méreni metabolitii celesticetinu a CELINu z lyzovanych bunék
8) Kmen BN9501, kultivace Streptomyces caelestis WT v tekutém médiu s propyl-prolinem, mérenit
metabolitit celesticetinu a CELINu z lyzovanych bunék

9) Kmen BN9500, kultivace Streptomyces caelestis WT v tekutém médiu s propyl-prolinem, mérent

metabolitu celesticetinu a CELINu z lyzovanych bunék

Ve vsech vzorcich byl detekovan celesticetin (o molekulové hmotnosti 529). V zadném

z testovanych vzorkli nebyla detekovana produkce CELINu (o molekulové hmotnosti 571).
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Metodami, které mame k dispozici, nebyla detekovana schopnost mutanty Streptomyces

caelestis produkovat CELIN.
5.2 Vyhledavani proteinii interagujicich s proteinem LmbF

Po vlozeni cchF do mutanty Streptomyces lincolnensis AlmbF ptipravené nasSi laboratoii
byla obnovena produkce linkomycinu (viz kapitola 3.4). Moznym vysvétlenim této produkce
linkomycinu mutantou je nezbytnost proteinové interakce mezi proteinem LmbF/ CcbF
a dalsim proteinem z ptislusného biosyntetického genového shluku. Tento interak¢ni partner
by mohl ovliviiovat vysledny produkt preferenci jedné z konkuren¢nich biosyntetickych drah.
Ptipadny homolog tohoto interakéniho partnera z genového shluku pro biosyntézu druhého
linkosamidu mozna nedokdze tohoto interakéniho partnera zastoupit. Tudiz enzymy
rozhodujicimi o vybéru metabolické drahy v jejich vétveni u substratu C-2 by nebyly pouze
enzymy LmbF a CcbF jak se pfedpokladalo, ale tyto enzymy v kombinaci s jejich interakénim

partnerem.

5.2.1 Vyhledavani interak¢énich partneri proteinu LmbF pomoci metody

pulldown

Metoda pulldown je vyuzivdna ke studiu proteinovych interakci. Principem této metody
je zachyceni proteinu interagujiciho s proteinem zdjmu, ktery je zachycen na kolon¢. Protein
zajmu je zachycen na koloné diky interakcim mezi histidinovou kotvou a nikelnymi ionty
v naplni kolony.

Touto metodou byla testovana hypotéza, Ze protein LmbF potiebuje ke své spravné funkci
interakci s dal§im proteinem z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu.

K proteinovym interakcim s proteinem LmbF by pravdépodobné dochazelo s proteinem
z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu, proto byla metoda pulldown provadéna
s lyzatem Streptomyces lincolnensis nakultivovanym do produkcéni faze. Protein LmbF
a jeho interak¢ni partner by mohly v buiice byt v poméru 1 : 1, tudiz by interak¢ni partner
LmbF mohl interagovat s proteinem LmbF vyskytujicim se pfirozené¢ v Streptomyces
lincolnensis anevazal by se narekombinantni fuzni LmbF protein s histidinovou kotvou
navazany na kolon¢. Proto byla metoda pulldown provadéna také s kmenem Streptomyces

lincolnensis s deletovanym genem /mbF nazvanym AlmbF.
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5.2.1.1 Heterologni exprese a purifikace proteinu LmbF

Plazmid PET-48 s kanamycinovou rezistenci obsahujici gen pro protein LmbF s vlozenou
sekvenci pro histidinovou kotvu obsahujici 6 aminokyselin histidinti na C-konci proteinu
byl transformovan pomoci tepelného Soku do kompetentnich bunék Escherichia coli BL21
GroEL s rezistenci k chloramfenikolu (viz kapitola 4.2.2.1.1.). Transformované kolonie byly
kultivovany a kultivace nasledné centrifugovany podle protokolu v kapitole 4.2.2.4.
Dalsi prace probihala pouze s peletou, ktera byla uchovavana pii teploté -80 °C.

Z pelety byl pfipraven lyzat. Peleta byla nejprve rozpusténa v lyzacnim pufru
pro purifikaci proteind (viz kapitola 4.1.8), bunky byly rozbity sonikaci a nasledné
byla suspenze centrifugovana rychlosti 40000 g po dobu 30 min (viz kapitola 4.2.2.4).
Déle se pracovalo se supernatantem bakteridlniho lyzatu obsahujicim rekombinantni protein
LmbF s fazni histidinovou kotvou.

Z tohoto supernatantu bakterialniho lyzatu byl purifikovan rekombinantni protein LmbF
s fuzni histidinovou kotvou o celkové velikosti 48,16 kDa. Protein byl purifikovan pomoci
afinitni chromatografie za vyuziti kolony skomeréné¢ dodavanou Ni-INDIGO naplni
(viz kapitoly 4.2.3.1 a 4.2.3.3) (viz obrazek 24). Kolona obsahujici 2 ml Ni-INDIGO néapln¢
byla nejprve ekvilibrovana 20 ml ekvilibra¢niho pufru pro purifikaci proteint (viz kapitola
4.1.8) a poté na ni byl nanesen supernatant o objemu 60 ml. Tento supernatant byl na kolonu
nanesen celkem 3x. Poté byla kolona promyta promyvacim pufrem pro purifikaci proteinti
(viz kapitola 4.1.8) a rekombinantni protein s histidinovou fuzni kotvou na C-konci
byl z kolony eluovan eluénim roztokem pro purifikaci proteint. Elu¢ni roztok pro purifikaci
proteint (viz kapitola 4.1.8) byl na kolonu nanaSen v objemu 1 ml a to celkem 10%. Jednotlivé
frakce byly sbirdny a nasledné¢ vizualizovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz kapitola
4.2.3.4) (vizobrazky 25, 26 a 27). Byly identifikovany frakce obsahujici protein LmbF
aty byly smichiny a zakoncentrovany na pétinovy objem pomoci Amicon® Ultra
centrifugacniho filtru (cut-off 30 kDa) (viz kapitola 4.2.3.5). Pro kazd¢ ze tfi opakovani metody

pulldown byl purifikovan ¢erstvy protein LmbF.
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promywvaci pufr

bakteridlni lyzét z
Escherichia coli
BL21 GroEL
obsahujici
rekombinantni
protein LmbF s
fazni
histidinovou
kotvou
Ni-INDIGO
) ostatni proteiny i
@ rekombinantni protein Y
LmbF s fazni histidinovou -
kotvou b it
nespecificky
navazané proteiny

Obrazek 24 Purifikace proteinu LmbF, vypracovano v Biorenderu

Purifikace proteinu LmbF

na koloné s Ni-INDIGO

naplni

1) Standard PageRuler™
Prestained protein
ladder

2)  Eluce éislo |

3) Eluce é&islo 2

4) Eluce ¢islo 3

5) Eluce ¢&islo 4

6) Eluce ¢islo 5

7) Eluce ¢islo 6

8) Eluce ¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce &islo 9

Obrazek 25 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO naplni pro ucely pulldown metody 1, nandseno
5 ul proteinu
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s 4 S 6 7 % 9 10711 Purifikace proteinu LmbF

S na koloné s Ni-INDIGO
naplni
e 1) Standard PageRuler™
[ Prestained protein ladder
[—y 2) Eluce ¢islo 1
3) Eluce cislo 2
55kDa —p e 4) Eluce cislo 3
Gl D ) ) S W S L mbF 5)  Eluce dislo 4
s 6) Eluce cislo 5
35 kDa — R A— 7) Eluce ¢islo 6
- 8) Eluce ¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8
- 10) Eluce ¢islo 9
11) Eluce ¢islo 10

Obrazek 26 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného na kolone s Ni-INDIGO ndplni pro ucely pulldown metody 2, nandseno
5 ul proteinu

3 4 5 0 i1 8 9 10 Purifikace proteinu LmbF
i 5 ; na koloné s Ni-INDIGO
; v : néplni
70 kDa_i" E; : 1) Eluce &islo 1

_}* S 2) Eluce ¢islo 2
a2kDa & H a T A [ 3) Standard PageRuler™
¥ i . — ‘“_ e\ e & o= LmbF
& u u bsd b Gt e Prestained protein ladder
; 4) Eluce ¢islo 3
x 5) Eluce ¢islo 4
- Ll 6) Eluce ¢islo 5
. el 7) Eluce &slo 6
& 8) Eluce ¢islo 7
e 9) Eluce ¢islo 8

|
35kDa— o

\

Obrazek 27 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO ndplni pro ucely pulldown metody 3, nandseno
5 ul proteinu

Takto pfipraveny protein byl nasledné piecistén a odsolen pomoci gelové permeacni
chromatografie za pomoci NGC chromatografického systému na kolon¢ ENrich SEC 650
10x 300 (viz kapitola 4.2.3.6). Tato kolona byla nejprve promyta vodou a ekvilibrovana
pomoci ekvilibra¢niho pufru pro purifikaci proteint II (viz kapitola 4.1.8). Vzorek proteinu
byl poté nanasen po objemu 1 ml, eluce pomoci elu¢niho pufru pro purifikaci proteint II
(viz kapitola 4.1.8) probihala po frakcich o objemu 1 ml. Frakce, jez pravdépodobné
obsahovaly protein LmbF byly identifikovany podle grafu tvofeného na zakladé¢ UV detekce
(viz obrazek 28). Takto identifikované frakce byly vizualizovany na SDS-PAGE gelu
(viz kapitola 4.2.3.4) (vizobrazky 29, 30 a 31). Frakce obsahujici LmbF protein
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byly poté smichany a zakoncentrovany na polovicni objem pomoci Amicon® Ultra
centrifugacniho filtru (cut-off 30 kDa) (viz kapitola 4.2.3.5). Takto pfipraveny protein byl
uchovavan v eluénim pufru pro purifikaci proteint II pfi teploté¢ 10 °C po dobu maximalné

14 dni.

LMBF run 2
- AV-A3 | AANE | AT-AS ANI0-A13 AVA-ANT ANE-ARY A22-ARS zu,zg ABOAD ABAaT Py 2 7T e
| oy . o . <200 @ A2 (255 nm)
Frakce obsahujici rekombinantni protein LmbF ® 13 Gem

Protein LmbF purifikovany na gelové
permeacni chromatografii

1) Standard PageRuler™
Prestained protein ladder
2) Eluce &islo 1
. «—1Lmbr 3) Eluceéislo 2
_' ot 4) Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢islo 4
6) Eluce ¢islo 5

SSKDE—E-D )

35 kDa —>

Obrazek 29 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného gelovou permeacni chromatografii 1, nanaseno 5 ul proteinu

1 2 3 4 5 6 7 8 ) Protein LmbF

purifikovany na gelové
permeacni chromatografii

1) Standard
55 kDa PageRuler™
LmbF Prestained protein
ladder
35 kDa

2) Eluce éislo 1
3) Eluce ¢islo 2
4) Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢islo 4
6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢islo 6
8) Eluce ¢éislo 7
9) Eluce cislo 8

Obrazek 30 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného gelovou permeacni chromatografii 2, nandaseno 5 ul proteinu
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1 2 3 Protein LmbF purifikovany na gelové
i permeacni chromatografii
Lot 1) Standard PageRuler™ Prestained protein
)
ladder
55 kDp —08 ~ 2) Eluce ¢islo 1
¥ e 3)  Eluce &islo 2
Sl B <«—.mbF
35kDa —» ~

-
Obrazek 31 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného gelovou permeacni chromatografii 3, nandseno 5 ul proteinu

5.2.1.2 Priprava lyzatu ze Streptomyces lincolnensis

U kment Streptomyces lincolnensis WT a  AlmbF byla nejprve provedena germinizace
a byla kultivovana prekultura (viz kapitola 4.2.2.8). Po ukonceni kultivace bylo 2,5 ml
této prekultury inokulovano do 47,5 ml AVM média a exprese genti genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu a produkce linkomycinu byla indukovana pfidanim klindamycinu
o vysledné koncentraci 0,5 mg/l. Tato kultura byla kultivovana po dobu 60 hod pfi teploté
30 °C za konstantniho tfepani o rychlosti 200 RPM. Kultura byla poté centrifugovéna
po dobu 10 min na 3220 g. Déle se pracovalo pouze s peletou.

0,5 g pelety bylo odebrano a rozpusténo v 1 ml lyzaéniho pufru (viz kapitola 4.1.8). Buiiky
byly rozruSeny pomoci sonikace a suspenze byla centrifugovana (viz kapitola 4.2.2.9.),
byl odebran supernatant tohoto bakteridlniho lyzatu. Tento supernatant byl nasledné
vizualizovan pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz kapitola 4.2.3.4) (viz obrdzek 32)
a zméten pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Toto métfeni bylo proveden
servisni laboratofi Strukturni hmotnostni spektrometrie (RNDr. Petr Pompach, Ph.D.) v centru
BIOCEV. Byly zmé&feny bakteridlni lyzaty z vice nezavislych kultivaci. Pro dal$i praci byly
vybrany lyzaty Streptomyces lincolnensis WT a Streptomyces lincolnensis AlmbF,
v nichz bylo detekovano nejvice proteint exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu. Jednalo se tedy o peletu WT 4 a AlmbF 2 (viz tabulka 17). Zbytek pelety
byl uchovavan pfi teploté -80 °C.

Bakterialni lyzat byl pfipravovan vzdy Cerstvy.
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21 22 23 24 25 26 27 28

AlmbF | AlmbF AlmbF AlmbF
VZOREK:
Protein | A
Lmb_: | g1

N-<><§<C—|MJUJO'UOZZ|_z‘—EO'“mUOE

Tabulka 17 Obsah proteinii exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu v jednotlivvch bakterialnich
lyzatech Streptomyces lincolnensis

76



250 kDa—
130 kDa—>

100 kDa —» s

70 kDa — ‘
55kDa —» iy

1
: e, Lyzaty Streptomyces lincolnensis
S 1) Standard PageRuler™ Prestained protein ladder
2) Lyzat Streptomyces lincolnensis WT
3) Lyzat Streptomyces lincolnensis AlmbF

35 kDa —» Wil

25kDa —> il

15kDa —»

10 kDa — s

Obrazek 32 SDS elektroforéza lyzatii Streptomyces lincolnensis, nandseno 5 ul lyzatu
5.2.1.3 Metoda pulldown

Kolona s Ni-INDIGO néplni pfipravend podle kapitoly 4.2.3.1 byla nejprve ekvilibrovana
20 ml ekvilibraéniho pufru (viz kapitola 4.1.8). Na uzavienou kolonu bylo nasledn¢ naneseno
0,5 ml rekombinantniho proteinu LmbF s fizni histidinovou kotvou a 1 ml bakterialniho lyzatu
Streptomyces lincolnensis WT nebo AlmbF. Uzaviena kolona byla inkubovana ve vodorovné
poloze za stalého promichavani na valivé tfepacce tiepajici rychlosti 20 RPM pii teploté 10 °C
po dobu 2 hod.

Po uplynuti doby inkubace byla kolona dana do svislé polohy a oteviena, aby smés lyzatu
a proteinu mohla vykapat. Poté byla kolona promyta 20 ml promyvaciho pufru (viz kapitola
4.1.8) a nasledné byla provedena eluce 10x 0,5 ml elu¢niho pufru (viz kapitola 4.1.8)
s imidazolem o koncentraci 250 mM. Po vizualizaci pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz
obrazek 33) a méfeni na kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii bylo zjiSténo,
7ze pit vyuzivani tohoto protokolu se pravdépodobné netvoii dostatecné silnd vazba
mezi proteinem LmbF s histidinovou fizni kotvou a jeho interakénim partnerem.
Navic se protein LmbF s histidinovou fuzni kotvou vymyval ndrazoveé béhem 3 — 4 eluci ihned
na zacatku anebylo mozno sledovat ubytek proteini eluovanych spolu s nim. M¢éfeni
na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci bylo provedeno servisni laboratofi

Strukturni hmotnostni spektrometrie (RNDr. Petr Pompach, Ph.D.) v centru BIOCEV.
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3 4 5 6 7 8 9 10 Pulldown metoda
LmbF s lyzatem Streptomyces
lincolnensis W1

1) Standard PageRuler™
Prestained protein ladder
2) Eluce ¢islo |
«+— LmbF 3) Elucedislo2
4)  Eluce ¢islo 3
5)  Eluce ¢islo 4
6) FEluce ¢islo 5
7) Eluce ¢islo 6
8) Eluce ¢islo 7
9) Eluce ¢islo 8
10) Eluce ¢islo 9

Obrazek 33 SDS elektroforéza pulldown metody pri niz byla kolona s proteinem LmbF a lyzatem Streptomyces lincolnensis
inkubovana pouze po dobu 2 hod a eluce probihala elucnim pufrem s koncentraci imidazolu 250 mM, nanaseno 10 ul vzorku

Protokol byl tedy upraven a kolona byla inkubovéna po dobu 18 hod a po nasledném
promyti kolony byla provedena gradientova eluce elu¢nim pufrem (viz kapitola 4.1.8)
(viz obrazek 34). Na kolonu bylo vzdy naneseno 0,5 ml elu¢niho pufru o odpovidajici
koncentraci imidazolu (50 mM, 75 mM. 100 mM, 125 mM, 150 mM, 175 mM, 200 mM,
225 mM, 3x 250 mM) a frakce byly sbirany do mikrozkumavek. Metoda byla provedena
v technickém triplikatu. Jednotlivé frakce byly vizualizovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy (viz kapitola 4.2.3.4) (viz obrazky 35 — 40) a nésledné¢ zméfeny pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Tato analyza byla provedena servisni
laboratofi Strukturni hmotnostni spektrometrie (RNDr. Petr Pompach, Ph.D.) v centru
BIOCEV. K bioinformatické analyze byl pouZit program Perseus (v. 2.0.11) (Tyanova a Cox,
2018).

Pro detekci nespecifickych interakci a jako negativni kontrola slouzila kolona,
se kterou bylo pracovano stejné jako s kolonami pro pulldown metodu. Na tuto kolonu vSak
nebyl nanaSen Zadny rekombinantni protein LmbF. Na kolonu byl nandSen pouze lyzat
Streptomyces lincolnensis AlmbF a s nim byla kolona také inkubovana (viz obrazek 41).

Tato negativni kontrola byla provedena 3x.
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Eluéni pufr Fluéni pufr Eluéni pufr  Eluéni pufr
- - [ ] =

Inkubace pies noc

za konstantniho ticpani Promyvaci puf

Lyzat Protein
8. lincolnensis LmbF
1 ml 0.5ml

Ni-INDIGO néplin

@ Proteiny z lyzaru
Streptomyces
lincolnensis

Protein LmbF a jeho intrakéni
partner

Vymyté nespecificky Eluce &islo 8 Eluce &islo |
- navazané protein

® Protein LmbF

o 7_//;' '\\_77_7 B 1
© Protein z lyzitu S. S ) g
lincolnensis — interakéni -t - ]

partner LmbF

Proteomicka analyza Vizualizace pomoci Proteomicka analyza
SDS clektroforézy

Obrazek 34 Provedeni metody pulldown, vytvoreno v programu Biorender

Pulldown metoda

LmbF s lyzatem
Streptomyces lincolnensis
WT

1) Standard PageRuler™
LmbE Prestained protein
ladder

2) Eluce ¢islo 1

3) Eluce ¢islo 2

4) Eluce ¢islo 3

5) Eluce ¢islo 4

6) Eluce ¢islo 5

7)  Eluce ¢islo 6

8) Eluce ¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce ¢islo 9

11) Eluce ¢islo 10

12) Eluce ¢éislo 11

12 34 56 7 8B 9 10 1112

55 kDa

35kDa

Obrazek 35 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzatem Streptomyces lincolnensis WT 1, nanaseno 10 ul vzorku

79



1 23 456 78 9101112 Pulldown metoda

LmbF s lyzatem
Streptomyces
lincolnensis WT
—— 1) Standard PageRuler™
LmbF Prestained protein ladder
2)  Eluce éislo 1
35kDa 3) Eluce ¢&islo 2
4) Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢islo 4
6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢&islo 6
8) Eluce ¢islo 7
9) Eluce ¢islo 8
10) Eluce ¢islo 9
11) Eluce ¢islo 10
12) Eluce ¢islo 11

Obrazek 36 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzatem Streptomyces lincolnensis WT 2, nandseno 10 ul vzorku

1 2 53 4 §6 768 8 1011 12

55 kDa
LmbF
35kDa

Pulldown metoda

LmbF s lyzatem

Streptomyces

lincolnensis WT

1) Standard
PageRuler™
Prestained protein
ladder

2) Elucec¢islo 1

3) Eluce ¢islo 2
4)  Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢islo 4
6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce cislo 6
8) Eluce éislo 7
9) Eluce cislo 8

10) Eluce ¢islo 9
11) Eluce ¢islo 10
12) Eluce ¢islo 11

Obrazek 37 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzatem Streptomyces lincolnensis WT 3, nanaseno 10 ul vzorku
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1 294 5 87 8§ 910 I1 12 Pulldown metoda

LmbF s lyzitem
Streptomyces lincolnensis
AlmbF
1) Standard PageRuler™
a3kDe LoibE Prestained protein ladder
2) Eluce ¢islo 1
35 kDa 3) Eluce ¢islo 2
4) Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢islo 4
6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢islo 6
8) Eluce ¢islo 7
9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce ¢islo 9

11) Eluce ¢islo 10
12) Eluce ¢islo 11

Obrazek 38 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzdatem Streptomyces lincolnensis AlmbF 1, nandseno 10 ul vzorku

1 2 34 5367 &8 91011 12

i Sl b

55 kDa
LmbF

35 kDa

Pulldown metoda
LmbF s lyzatem
Streptomyces
lincolnensis AlmbF
1) Standard
PageRuler™
Prestained protein
ladder
2) Eluce éislo 1
3) Eluce ¢islo 2
4) Eluce ¢islo 3
5) Eluce ¢&islo 4
6) Elucecislo 5
7) Eluce ¢&islo 6
8) Eluce cislo 7
9) Eluce ¢islo 8
10) Eluce ¢islo 9
11) Eluce ¢islo 10
12) Eluce ¢islo 11

Obrazek 39 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF 2, nandseno 10 ul vzorku
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LmbF s lyzitem

Streptomyces

lincolnensis AlmbF

1) Standard PageRuler™
Prestained protein
ladder

2) Eluce éislo 1

3) Eluce ¢islo 2

4) Eluce ¢islo 3

5) Eluce é&islo 4

6) Eluce ¢islo 5

7) Eluce cislo 6

8) Eluce ¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce ¢islo 9

11) Eluce ¢islo 10

12) Eluce ¢islo 11

1 2 34 3 6 7 89 1011 12 Pulldown metoda

Obrazek 40 SDS elektroforéza pulldown metody s lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF 3 nandseno 10 ul vzorku

1 2 3 4 5 & 9 8 98 1611 Eluce z kolony inkubované pouze
s lyzatem AlmbF

1) Eluce ¢&islo 1
2) Standard PageRuler™
Prestained protein ladder

3) Eluce ¢islo 2

4)  Eluce ¢islo 3

5) Eluce cislo 4

6) Eluce¢islo 5

7) Eluce ¢islo 6

Eluce c¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce ¢islo 9

11) Eluce ¢islo 10

12) Eluce cislo 11

I

o0
S~

Obrazek 41 Reprezentativni vysledek SDS elektroforézy negativni kontroly pro pulldown metodu ze tr'i opakovani
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1 2 5 4 5 6 7 8 9 10 11 12  Legenda

Nizev proteinu
Protein LmbB1

Protein LmbB2
Protein LmbC
Protein LmbD
Protein LmbE
Protein LmbF
Protein LmbG
Protein LmbIH
Protein LmbJ
Protein LmbL
Protein LmbM
Protein LmbO
Protein LmbP
Protein LmbQ
Protein LmbR
Protein LmbS
Protein LmbT
Protein LmbU

Obsah proteinii exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu
v elucich z pulldown metody s lyzatem S. lincolnensis W'T

1) 1. opakovani, eluce &. 8 7) 2. opakovani, eluce ¢ 10
2) 1. opakovani, eluce ¢. 9 8) 2. opakovani, eluce ¢. 11
3) 1. opakovani, eluce ¢. 10 9) 3. opakovani, eluce ¢.8
4) 1. opakovani, eluce &. 11 10) 3. opakovani, eluce €. 9
5) 2. opakovani, eluce ¢&. 8 11) 3. opakovani, eluce €. 10
6) 2. opakovani, eluce ¢. 9 12) 3. opakovani, eluce ¢. 11

Protein LmbV
Protein LmbW
Protein LmbX
Protein LmbY
Protein LmbZ

ONEEEROONEOEROOONEOEEOON

B B — —

Obrazek 42 Obsah proteinii exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu v elucich z pulldown metody
s lyzatem Streptomyces lincolnensis WT, osa y je LFQ intenzita, koncentrace imidazolu v elucnim pufiu pro jednotlivé frakce
byla:225 mM ve frakcich 8, 250 mM ve frakcich 9, 10 a 11
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Obsah proteini exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu v elucich

z pulldown metody s lyzatem S. lincolnensis AlmbF

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Obrazek 43 Obsah proteinu exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu v elucich z pulldown metody
s lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF, osa y je LFQ intenzita, koncentrace imidazolu v elucnim pufiu pro jednotlivé
frakce byla:225 mM ve frakcich 8, 250 mM ve frakcich 9, 10 a 11

. opakovani, eluce ¢. 8
. opakovani, eluce ¢. 9
. opakovani, eluce ¢. 10
. opakovani, eluce ¢. 11
. opakovani, eluce ¢. 8
. opakovani, eluce ¢. 9

[ T O Sy S,

g 18 1

7 2
8) 2.
9) 3.
10) 3.
11} 4
12) 3.

opakovani, eluce ¢ 10
opakovani, eluce ¢. 11
opakovani, eluce ¢.8
opakovani, eluce ¢. 9
opakovani, eluce ¢. 10
opakovani, eluce ¢. 11

12 Legenda

ONEEEROONEOEECOOOEEOEEOON

Nizev proteinu
Protein LmbA
Protein LmbB1
Protein LmbB2
Protein LmbC
Protein LmbD
Protein LmbE
Protein LmbF
Protein LmbG
Protein LmbIH
Protein LmbJ
Protein LmbL
Protein LmbM
Protein LmbO
Protein LmbP
Protein LmbQ
Protein LmbR.
Protein LmbS
Protein LmbT
Protein LmbU
Protein LmbV
Protein LmbW
Protein LmbX
Protein LmbY
Protein LmbZ

Vizualizace urovné intenzit jednotlivych proteinii pomoci profilovych grafii na obrazcich

42 a 43 ukazuje, Ze mezi zobrazenymi frakcemi se obsah proteinti exprimovanych z genového

shluku pro biosyntézu linkomycinu vyrazné nemeéni, zddny z proteind shluku neni v posledni

frakci obsazen ve vyrazné¢ vysSSim mnozstvi nez ve frakci 8.

Dale lze vyvodit,

7e mezi jednotlivymi opakovanimi jsou mensi rozdily pti pouziti lyzatu ze Streptomyces

lincolnensis AlImbF nez pii pouziti lyzatu ze Streptomyces lincolnensis WT.
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Obrazek 44 Volcano plot reprezentujici rozdil v obsahu proteinii v elucich v metodé pulldown provadené s proteinem LmbF
a lyzatem S. lincolnensis AlmbF, konkréteé rozdil mezi elucemi cislo 8 a elucemi cislo 11, na levé strané grafu se nachdzi
proteiny, které byly vice vymyvany v eluci 8, na pravé strané grafu se nachdazi proteiny, jez byly vice vymyvany v eluci 11,
Jjedna se o statistickou analyzu provedenou z vysledkii technického triplikatu, vytvoreno v programu Perseus

Na grafu na obrazku 44 je mozno identifikovat proteiny, které byly vice vymyvany v eluci
Cislo 11 (na pravé stran¢) (elucni pufr o koncentraci imidazolu 250 mM) nez v eluci ¢islo 8
(nalevé stran¢) (elucni pufr o koncentraci imidazolu 225 mM). VSechny tyto proteiny
se nachazi pod hranici vyznamnosti (FDR = 0,05). Stejné jako z profilového grafu na obrazku
43 je mozno vyvodit, Ze zadny z proteini exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu neni ve frakci 11 obsazen ve vyrazné vys$$im mnozstvi nez ve frakcei 8. Z grafu je
ale 1 tak vidét, ze s vy$§im vymyvanim proteinu LmbF dochézi také k vy$§imu vymyvani

proteinu LmbG.

-Logp
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Ambs ok | R
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Difference (PD dF 8/2 - dF 8)

Obrazek 45 Volcano plot reprezentujici rozdil v obsahu proteinit mezi elucemi cislo 8 v metode pulldown provadeéné s LmbF
a lyzatem S. lincolnensis AlmbF a negativni kontrolou, na levé strané se nachazeji proteiny, které byly vice vymyvany
v negativni kontrole (tedy proteiny nespecificky navazané na kolonu), na pravé strané se nachazi proteiny, které byly
detekovany ve vétsim mnozstvi v elucich z kolony obsahujici protein LmbF a bakterialni lyzat, jedna se o statistickou analyzu
provedenou na zakladé vysledkit méreni technického triplikatu, vytvoreno v programu Perseus

Na Volcano plotu na obrazku 45 lze vidét, Ze vSechny proteiny exprimované z genového

shluku pro biosyntézu linkomycinu se nachdzi pod hranici vyznamnosti (FDR = 0,05).
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Obrazek 46 Volcano plot reprezentujici rozdil v obsahu proteinii mezi elucemi cislo 11 v metodé pulldown provadéné s LmbF
a lyzatem S. lincolnensis AlmbF a negativni kontrolou, na levé strané se nachazeji proteiny, které byly vice vymyvany
v negativni kontrole (tedy proteiny nespecificky navazané na kolonu), na pravé strané se nachazi proteiny, které byly
detekovany ve vétsim mnozstvi v elucich z kolony obsahujici protein LmbF a bakterialni lyzat, jedna se o statistickou analyzu
provedenou na zdkladé vysledkit méreni technického triplikatu, vytvoreno v programu Perseus

Z grafu na obrazku 46 lze vycist, ze proteiny LmbS, LmbJ, LmbY a LmbV byly
detekovany ve vys$Sim mnozstvi v elucich ¢islo 11 (eluéni pufr o koncentraci imidazolu
250 mM) v negativni kontrole, tudiz se na kolonu vdzou nespecificky. Proteiny LmbR a LmbM
byly detekovany v podobném mnozstvi v elucich negativni kontroly jako v elucich metody
pulldown provadénych s proteinem LmbF a lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF.
Proteiny LmbU, LmbW a LmbG byly detekovany ve vy$§im mnozstvi v elucich provadénych
z pulldown metody s proteinem LmbF a s lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF
nez v elucich negativni kontroly. VSechny tyto proteiny exprimované z genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu se nachazi pod hranici vyznamnosti (FDR = 0,05). Nad hranici
vyznamnosti se z proteinii exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu
nachazi pouze protein LmbF. Z proteinl, které nejsou exprimované z genového shluku
pro biosyntézu linkomycinu, a které se nachdzi nad hranici vyznamnosti, by s biosyntézou,
nebo s ptipadnou degradaci intermediati linkomycinu, mohl souviset protein SLINC 3065,
aminopeptidaza, jejiz jednou z uvadénych funkci je odst€épovani prolinové aminokyseliny

(viz tabulka 18).
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Proteiny nachazejici se nad hladinou vyznamnosti

Katalyticka aktivita vyplnéna

Nazev genu | Nazev proteinu dle databaze Uniprot
ImbF LmbF protein
Piedpokladany ABC transportérovy protein vazajici
SLINC 0619 | substrat
SLINC 1463 | Necharakterizovany protein
Katalyzuje reakci: ATP + L-threonin +
Threonin-tRNA ligaza (EC 6.1.1.3) (Threonyl- tRNA(Thr) = AMP + difosfat + H+ + L-
SLINC 1716 | tRNA syntetiza) (ThrRS) threonyl-tRNA(Thr).
Katalyzuje reverzibilni reduktivni
SLINC 2033 | Alanindehydrogenaza (EC 1.4.1.1) aminaci pyruvétu na L-alanin
Pravdépodobna cytosol aminopeptidaza Odstépuje N-koncovou aminokyselinu,
(EC 3.4.11.1) (Leucin aminopeptidaza) (LAP) Xaa-|-Yaa-, ve které Xaa je prevazné
SLINC 2513 | (EC 3.4.11.10) (Leucyl aminopeptidaza) leucin.
Odstépuje N-koncovou aminokyselinu,
Xaa-|-Yaa- z peptidu, amidu nebo
arylamidu. Xaa je alanin, ale mtze jim
byt vétsina aminokyselin véetné prolinu.
Pokud za koncovym hydrofobnim
zbytkem nasleduje propylovy zbytek, pak
Aminopeptidaza N (EC 3.4.11.2) mize byt odstépen intaktni dipeptid Xaa-
SLINC 3065 | (alanin aminopeptidéza) (lysyl aminopeptidéza) Pro.
Topoizomeraza typu II, ktera zavadi
negativni nad$roubovicové vinuti
uzaviené kruhové dvouvlaknové DNA
zpusobem zavislym na ATP, aby
modulovala topologii DNA a udrzovala
SLINC 4279 | Podjednotka A DNA gyrazy (EC 5.6.2.2) chromozomy v podvinutém stavu.
Protein souvisejici
s N5,N10-methylentetrahydromethanopterin
SLINC 5096 | reduktizou
SLINC 5136 | Inozitol-5-monofosfatdehydrogenéza
SLINC 5493 | Extracelularni protein
SLINC 6185 | Glutamat vazajici periplazmaticky protein
Podili se na biosyntéze hemu b zavislé na
koproporfyrinu. Katalyzuje
Dekarboxylaza (EC 1.3.98.5) (oxidativni dekarboxylaci Fe-koproporfyrinu I11
dekarboxyldza Coprohem III) (hemsyntaza zavisla | (koprohem) na hem b (protohem IX),
SLINC 6446 | na peroxidu vodiku) posledni krok drahy.
Katalyzuje oxidaci kyseliny mocové na
5-hydroxyisourat, ktery se dale
SLINC 6745 | Urikaza (EC 1.7.3.3) (uratoxiddza) zpracovava na (S)-alantoin.
SLINC 6819 | Fenylhydantoinaza
Adenylosukcinatsyntetaza (AMPSaza) (AdSS) Hraje diilezitou roli v de novo draze
SLINC 4620 | (EC 6.3.4.4) (IMP--aspartat ligza) biosyntézy purinovych nukleotidi.

Tabulka 18 Proteiny nachazejici se nad hladinou vyznamnosti ve Volcano plotu v obrazku 46, data prevzata z databaze

Uniprot
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5.3 In vitro reakce katalyzované proteiny LmbF, CcbF a LmbG

Pro dalsi otestovani hypotézy o moznych proteinovych interakcich byly vyuzity in vitro reakce.
Nase hypotéza se zakladdala na predpokladu, ze mezi proteinem LmbF a LmbG by mohlo
dochazet k substrate channelingu (viz kapitola 3.5). Odebirani produktu proteinu LmbF
proteinem LmbG, ktery tento produkt vyuziva jako substrat, by mohlo urychlovat reakci
katalyzovanou proteinem LmbF. Protein LmbG by teoreticky mohl stejnym zplisobem
interagovat také s proteinem CcbF a tim reakci smétovat k vyslednému produktu linkomycinu.
Tento mechanismus by vysvétloval syntézu linkomycinu u mutantnich kment Streptomyces

lincolnensis s deletovanym genem ImbF a vlozenym genem cchF (viz kapitola 3.4).
5.3.1 Heterologni exprese proteinii LmbF, CcbF a LmbG

Plazmidy pET-48 s kanamycinovou rezistenci obsahujici gen pro protein LmbF s vlozenou
sekvenci pro histidinovou kotvu obsahujici 6 aminokyselin histidinli na C-konci proteinu,
pET-48 s kanamycinovou rezistenci nesouci gen pro protein LmbG prodlouzeny o sekvenci
pro histidinovou kotvu o 6 histidinech na C-konci proteinu a pET-42 také nesouci
kanamycinovou rezistenci a nesouci gen cchF na 3’konci prodlouzeny o sekvenci kodujici
histidinovou kotvu sloZenou ze 6 histidint byly jednotlivé transformovany pomoci tepelného
Soku do kompetentnich bunék Escherichia coli BL21 GroEL s rezistenci k chloramfenikolu
(viz kapitola 4.2.2.1.1.). Tyto plazmidy byly dfive pfipraveny nasi laboratofi. Transformované
bunky byly vysety na LB agary se selekénimi antibiotiky a inkubovany ptes noc pfi teploté
37 °C. Vybrané¢ kolonie byly nasledn¢ kultivovany a kultivace centrifugovany podle protokolu
v kapitole 4.2.2.3. Pelety byly uchovavany pfi teploté -80 °C.

Z téchto pelet byly pfipraveny bakteridlni lyzaty. Nejprve byly pelety rozpustény
v lyzaénim pufru pro purifikaci proteini (viz kapitola 4.1.8), bakterialni bunky byly rozruseny
sonikaci a suspenze byly nésledné centrifugovany po dobu 30 min rychlosti 40000 g
(viz kapitola 4.2.2.4). Dalsi prace probihala pouze se supernatanty téchto bakteridlnich lyzata.

K purifikaci jednotlivych heterologné exprimovanych rekombinantnich proteini LmbF
(o velikosti 47,36 kDa + 0,8 kDa histidinova kotva), CcbF (o velikosti 46,66 kDa + 0,8 kDa
histidinova kotva) a LmbG (o velikosti 29,27 kDa + 0,8 kDa histidinova kotva) fizovanych
s histidinovou kotvou ze supernatantli bakteridlnich lyzat byla vyuzita afinitni chromatografie
pomoci kolony s komeréné dodavanou Ni-INDIGO naplni (viz kapitola 4.2.3.1 a 4.2.3.3)
(viz obrazek 47). Jednotlivé kolony obsahujici 2 ml Ni-INDIGO népln¢ byly nejprve

ekvilibrovany pomoci 20 ml ekvalibra¢niho pufru pro purifikaci proteini (viz kapitola 4.1.8)
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a nasledné byly na jednotlivé kolony naneseny supernatanty z bakteridlnich lyzath obsahujici
rekombinantni proteiny. Po prokapani kolonou byly supernatanty naneseny jeSté 2x.
Poté byly kolony promyty promyvacim pufrem pro purifikaci proteini (viz kapitola 4.1.8)
a rekombinantni proteiny s histidinovou fizni kotvou na C-konci byly zkolon eluovany
elunim roztokem pro purifikaci proteini. Elu¢ni roztok pro purifikaci proteinti (viz kapitola
4.1.8) byl na kolony nanéasen v objemu 1 ml a to celkem 10x. Jednotlivé frakce byly sbirany
a nasledné vizualizovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz kapitola 4.2.3.4) (viz obrazky
48 — 53). Byly identifikovany frakce obsahujici purifikované proteiny. VSechny frakce
obsahujici dany protein byly nasledné¢ smichany a zakoncentrovany na poloviéni objem
pomoci Amicon® Ultra centrifugaéniho filtru (cut-off 30 kDa a 10 kDa) (viz kapitola 4.2.3.5)
(viz obrazky 54 a 55). Protein LmbF byl uchovavan pfi teploté 10 °C a proteiny CcbF a LmbG

byly uchovavany pfi teploté 4 °C po dobu 3 dni nez s nimi bylo pracovano dale.

promyvaci pufr

bakteriadlni lyzat z ] 1|

Escherichia coli

BL21 GreEL i

obsahujici — 1 eluéni pufr
[ =)

rekombinantni f\

protein LmbF/ =0 d 5 T
LmbG/ CchF s ' i | T
S | |

zni N — — = LU |

e 1 ] :
histidinovou ‘Al =1 = = =
kotvou B = ‘

NI-INDIGO —{ ] ls2s e 5
U 5 g

- ia
CLM L]

ostatni proteiny

® rekombinantni protein
LmbF/ LmbG/ CcbF s fuzni

histidinoevou kotvou vymyté naspecificky

navazaneé proteiny

Obrazek 47 Purifikace proteinit LmbF, LmbG a CcbF, vypracovano v Biorenderu
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B s - i i Ty Purifikace proteinu LmbG

— na koloné s Ni-INDIGO
[ naplni
- 1) Eluce ¢islo 1
™
55 kDa— (- 2) Standard PageRuler

Prestained protein ladder

3) Eluce ¢islo 2
35 kDa—> N "'.““ —imbg ¥ Elucecislo3
5) Eluce ¢islo 4
25 kDa—» ' . ; 6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢&islo 6
8) Eluce ¢islo 7

b 9)  Eluce &islo 8

Lﬁ .. A 10) Eluce ¢islo 9

Obrazek 48 SDS elektroforéza LmbG purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO ndplni pro ucely in vitro reakci 1, nanaseno 5 ul
proteinu

fo. ) TOMORESS 6] i8S Purifikace proteinu LmbG
| na kolon¢ s Ni-INDIGO
niplni
P— 1) Eluce¢islo 1

2) Standard PageRuler™ Prestained
55 kDa—» protein ladder
3) Eluce cislo 2
35 kDa—» ’ 4) Eluce ¢islo 3
‘ “““““u‘_LmbG 5; Eluce ¢islo 4
25 kDa—> 6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢islo 6

8) Eluce &islo 7
9)  Eluce cislo 8

Obrazek 49 SDS elektroforéza LmbG purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO ndplni pro ucely in vitro reakci 2, nanaseno 5 ul
proteinu
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RS 4 W5 g TR Purifikace proteinu CcbF

i na koloné s Ni-INDIGO
— naplni
- A S g gy gy ol el 1) Standard PageRuler™
55kDa =" g gy 4 weeen B P Prestained protein ladder
[ T e ’ ‘ ; 8 b «— ccor2)  Eluce dislo |
; : “H - B o 3) Eluce ¢islo 2
35 kDa—> % ‘ . TN 4)  Eluce &slo 3
” 5) Eluce ¢islo 4
6) Elucecislo 5
7) Eluce ¢islo 6
S 8) Eluce ¢islo 7
i 9) Eluce ¢islo 8
g i, 7 T R N 10) Eluce islo 9

Obrazek 50 SDS elektroforéza CcbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO naplni pro in vitro reakce 1, nandseno 5 ul
proteinu

1 e N Vel | SR m Purifikace proteinu CcbF
— : b na koloné s Ni-INDIGO
| P naplni
—
1) Standard PageRuler™
" Prestained protein
5SkDa —> P
d H H H ladder
‘ 2) Eluce ¢islo 1
35 kDa —> ' - 1 3) Eluce éislo 2
$ 4) Eluce ¢islo 3
-9 _ 5) Eluce ¢islo 4

) 6) Eluce ¢islo 5
7) Eluce ¢islo 6
8) Eluce &islo 7

' +* 9) Eluce &slo 8

Obrazek 51 SDS elektroforéza CcbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO ndplni pro in vitro reakce 1, nandaseno 5 ul
proteinu
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Purifikace proteinu LmbF
na koloné s Ni-INDIGO
naplni

1) Eluce ¢islo 1

2) Eluce ¢islo 2

3) Standard PageRuler™
Prestained protein
ladder

4) Eluce ¢islo 3

5) Eluce ¢islo 4

6) Eluce ¢islo 5

7) Eluce ¢islo 6

8) Eluce ¢islo 7

9) Eluce ¢islo 8

10) Eluce ¢islo 9

Obrazek 52 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO naplni pro ucely in vitro reakci 2, nanaseno 5 ul

proteinu

Purifikace proteinu LmbF
na koloné s Ni-INDIGO
naplni

1)
2)
3)

4)
3)
6)
7)
8)
9)

Eluce ¢islo 2

Eluce ¢islo 3

Standard PageRuler™
Prestained protein ladder
Eluce ¢islo 4

Eluce ¢islo 5

Eluce ¢islo 6

Eluce ¢islo 7

Eluce ¢&islo 8

Eluce ¢islo 9

Obrazek 53 SDS elektroforéza LmbF purifikovaného na koloné s Ni-INDIGO naplni pro ucely in vitro reakci 2, nanaseno 5 ul

proteinu
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Proteiny CcbF, LmbF a LmbG pro in vitro reakce

1) Standard PageRuler™ Prestained protein ladder
2)  CcbF pro in vitro reakce

3) LmbF pro in vitro reakce

4) LmbG pro in vitro reakce

55 kDa

LmbF
CcbF

35kDa

LmbG

25 kDa

Obrazek 54 SDS elektroforéza zakoncentrovanych proteinit CcbF, LmbF, LmbG urcenych na in vitro reakce, zde vyjimecné
nandseny pouze 2 ul proteinu

E 7 30T TRP6 T8 gLl Proteiny LmbF, LmbG a CcbF
—_— pro in vitro reakce
—
(S 1) Standard PageRuler™
Prestained protein ladder
55 KDa—all ! 2) Protein LmbF 1 - vyuzit
[o— ' +—LmbF Vv in vitro reakcich

+—CebF 3y Protein LmbF 2
4) Protein LmbG 1
e 5) Protein LmbG 2
6) Protein LmbG 3 - vyuzit
: ; ; v in vitro reakcich
— 7) Protein CcbF 1
8) Protein CcbF 2
9) Protein CcbF 3 — vyuzit
v in vitro reakeich
10) Protein CcbF 4

Obrazek 55 SDS elektroforéza zakoncentrovanych proteinit LmbF, LmbG, CcbF urcenych pro in vitro reakce, nandaseno 5 ul
proteinu

5.3.2 In vitro reakce

In vitro reakce byly provadény v péti riiznych kombinacich. Zakladni slozeni vSech reakénich
smési bylo stejné a skladalo se z pyridoxal-5-fosfatu, Tris-HCI o pH 8, substratu pro LmbF C-2
(ptipraven dle 4.2.7) rozpusténého v 50 % methanolu a z pufru sloZzeného z Tris-HCl o pH 8
a NaCl (viz protokol v kapitole 4.2.3.8).

Slozeni jednotlivych reakénich smési se liSilo v obsahu jednotlivych proteind. Prvni
reak¢éni smés obsahovala pouze protein CcbF. U této smési nds zajimalo, zda samotny protein
CcbF dokaze zpracovavat pro néj nepfirozeny substrat C-2, jez oproti pro CcbF piirozenému

substratu obsahuje propylovy zbytek na prolinu. Kombinace druha obsahovala protein CcbF
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a protein LmbG ke zjisténi, zda piidani proteinu LmbG umozni proteinu CcbF zpracovavat
substrat C-2, pfipadné¢ zda bude vznikat linkomycin. Tteti reakéni smes obsahovala protein
LmbF slouzici jako pozitivni kontrola pro zpracovavani substratu C-2 a ¢tvrta reakéni smés
obsahovala protein LmbF v kombinaci s proteinem LmbG slouzici jako pozitivni kontrola
pro syntézu linkomycinu. Do posledni reakcni smési nebyl ptidan Zadny protein a tato reakéni
smes slouzila jako negativni kontrola. Kazda reakéni smées byla piipravena ve vysledném

objemu 50 pl.
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5.3.2.1 In vitro reakce zastavené po 2 hodinach

SloZeni in vitro reakci zastavenych po 2 hod (in vitro reakce typ 1)

in vitro reakce
(viz kapitola

4.1.8)

Tabulka 19 Slozeni in vitro reakct zastavenych po 2 hod

Slozka Vstupni Finalni Objem Objem Objem Objem Objem
koncentrace  koncentrace vreakéni vreakéni vreakéni vreakéni v reakéni

smési 1 smési 2 smési 3 smési 4 smési 0

Pyridoxalfosfat 0,5 mM 50 uM S5ul 5ul 5ul S5ul S5ul

rozpustén v Tris-

HC1 100mM

Tris-HCI pH 8 2M 0,1 M 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul

LmbF 500 mg/1 50 mg/l - - 5pul Sul -

v reakénim pufru

pro in  vitro

reakce

LmbG 500 mg/1 50 mg/1 - 5ul - 5ul -

v reakénim pufru

pro in  vitro

reakce

CcbF v reakénim 500 mg/l 50 mg/l Sul Sul - - -

pufru pro in vitro

reakce

Substrat C-2 949mM 190 uM 1 pl 1 pl 1 ul 1 ul 1 ul

rozpustény v 50

% methanolu

Reakéni pufr pro 36,5 ul 31,5 ul 36,5 ul 31,5 ul 41,5 ul

Tyto reakéni smési byly namichény podle tabulky 19 a to sice tak, ze nejprve byl namichan

premix spolecny pro vSechny reakéni smési obsahujici pyridoxal-5-fosfat, Tris-HCI, substrat

C-2 a reakéni pufr pro in vitro reakce (viz kapitola 4.1.8). Tento premix byl nasledné rozdélen

do jednotlivych reakénich smési a do téchto jednotlivych reakénich smési byly pfidany

odpovidajici proteiny a doplnén odpovidajici chybéjici objem reakéniho pufru pro in vitro

reakce. Takto pfipravené reakéni smési byly inkubovéany po dobu 2 hod pii teploté 30 °C.

Poté byly reakce zastaveny precipitaci proteintl, ¢ehoz bylo dosahnuto pfidanim 2 ul kyseliny

mravenci a 100 pl ledové studeného acetonitrilu ke kazdé reak¢ni smési. Nasledné byly tyto

reak¢ni smési centrifugovany pii 4000 g po dobu 10 min. Supernatant byl méfen na kapalinové
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chromatografii s hmotnostni detekci (viz 4.2.5) (viz obrazky 57 — 61), toto méfeni provadél
Aninda Mazumdar, PhD. z Laboratofe antibiotické rezistence a mikrobidlni metabolomiky.

Byl méfen obsah substratu pro LmbF C-2 (obrazek 56, slouCenina 1), obsah produktu
LmbF (3), obsah produktu CcbF, obsah linkomycinu (4) a obsah substratu pro CcbF.

Substrat C-2 vkladany
do in vitro reakeci (1)

CcbF
HG OH HiC
CcbF
Hyo M be 4
Modifikovany produkt CcbF (2)
C bF
€ |.|‘ O H!u H;.
OH
OH
Analog produktu LmbF (3) Linkomycin (4
EH: ‘:‘H;C CHBCIH LI'T'Ib ,p! O
™
HiC OH Ha

Produkt LmbF (3)

HH;

HyC i CHs - H;C Hs
EH] c %H Lme EHZ 0 [ —}LmbG EH} i I oH
| MNH
Lo}
H
HaG Hyo S

Produkt Lme Linkomycin (4)

Obrazek 56 Predpokladany priibéh in vitro reakct, vytvoreno v programu Chemsketch
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Substrat C-2 (1) o molekulové hmotnosti 479,2

Reakéni smés 0 x10*
(kontrola)

0

Reakéni smés 4 x103
(LmbF + LmbG)

0,
Reak&ni smés 3 ¥1°°
(LmbF)

0,
Reakéni smeés 2 x103
(CcbF + LmbG)

O_
Reakéni smés 1 x104
(CcbF)

Standard
linkomycinu

1 01420
| <
1 112
[ [ I [ |
0.5 | 15 2 25 3

Retencni ¢as

Hs CH
CI:Hs 0 © *oH
N OH
H
Q O
OH
HsC H

Obrazek 57 Méreni obsahu substrdtu C-2 (1 v obr. 56) v reakénich smésich in vitro reakci zastavenych po 2 hodinach, na ose x
se nachazi retencni cas, na ose y intenzita

Substrat C-2 (1) byl detekovan v reak¢ni smési 0, jez predstavovala negativni kontrolu.

V této reakéni smési byl C-2 ocekavan, jelikoz nemohl byt zpracovavan Zadnymi proteiny.

Tato reakéni smés slouzila také jako referen¢ni hodnota vstupni koncentrace substratu C-2.

Substrat C-2 (1) byl detekovdn také v reakéni smési 1 obsahujici protein CcbF.

V této reak¢ni smési tedy nebyl substrat vyuzivan a pfeméiovan na jinou slouceninu.

V reak¢nich smésich 4 (kombinace proteini LmbF a LmbG), 3 (obsahujici protein LmbF)

a 2 (obsahujici kombinaci proteini CcbF a LmbG) nebyl substrat C-2 (1) detekovan,

z ¢ehoZ vyplyva, Ze byl v téchto reakcich zpracovavan pomoci enzym LmbF a CcbF.
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Produkt LmbF (3) o molekulové hmotnosti 392,2 CH; o cH
OH

. x10°
Reak¢ni smés 0 OH

(kontrola) HiC 4

0 P — s

x10 6
Reakéni smés 4 6.737
(LmbF + LmbG) F |

b =

x10 ©
Reakéni smés 3

(LmbF) L °

6.844

x10 4
6.844

W E 0 —r
—
L, . .x10 6
Reakéni smés 2
(CcbF + LmbG)
0 — —
£ . 1x108
Reakéni smés 1
(CcbF)
0 ] \_ ]
5 6 7 8 9 10

Retencni cas

Obrazek 58 Méreni obsahu produktu LmbF (3 v obr. 56) v reakcnich smésich in vitro reakci zastavenych po 2 hodinach,
na ose x je retencni cas, na ose y se nachdzi intenzita

Produkt enzymu LmbF (3) byl detekovan v reakénich smésich 4 (obsahujici kombinaci

proteinii LmbF a LmbG) a 3 (obsahujici protein LmbF), coz je v souladu s nasim o¢ekavanim.
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0
P!I il OH

Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2 |
OH

o p x10 € HyC
Reakéni smés 0 H;C

(kontrola) 103

|
5 o x10 6
Reakéni smés 4

(LmbF + LmbG) /’ 4] |
8.349 —

. —= |

x10 6 TR
Reakéni smés 3 e
(LmbF)

0

G x10 €
Reakéni smés 2

(CcbF + LmbG)

0
x10 8

Reakéni smeés |
(CcbF)

x106 |
Standard 8.456

linkomycinu B ’

65 7 75 8 85 9 95

Retencni ¢as

Obrazek 59 Méreni obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcnich smésich in vitro reakct zastavenych po 2 hodinach, na ose x
Je retencni cas, na ose y je intenzita

Linkomycin (4) byl detekovan pouze v reakéni smési obsahujici proteiny LmbF a LmbG.
V této smési byl linkomycin ocekavan a tato smés slouzila také jako pozitivni kontrola.
Ptedpoklad byl, ze linkomycin bude detekovan taktéz v reakéni smési obsahujici kombinaci
proteinti CcbF a LmbG. Tento pfedpoklad se nevyplnil. Nase hypotéza je, Ze tato kombinace

proteini muze potfebovat delsi ¢as inkubace k syntéze linkomycinu (bude testovano dale).

99



HiC. _CH
CHy o° “on

OH

NH

Produkt CcbF o molekulové hmotnosti 392,1 OH
) s

Reakéni smés 0 o ‘ d /\‘0

(kontrola) I P ST PO

Reakéni smés 4
LmbF+LmbGY]_ | it WA et M i "

Reakéni smés 3‘“‘,‘ #
(LmbF) N )
Reakéni smés 27, -

(CebF +LmbG) - T T

Reakéni smés 17+
(CcbF)

Retenéni éas

Obrazek 60 Méreni obsahu produktu CcbF' v reakcnich smésich in vitro reakci zastavenych po 2 hodinach, na ose x je retencni
cas, na osey je intenzita

Substrat pro CcbF o molekulové hmotnosti 437,1 /\?L
s OH

s ¥ 10%
Reakéni smés 0

(kontrola)

2
10.088

'J‘I-(, M L s LA A fix AL

ol

v ¥ ¥ wod
Reakéni smés 4

(LmbF + LmbG) |
UK

Reakéni smés 3 ! b

(LmbF) ‘ \

Y 2 - 3
Reakéni smés 2 ™

(CcbF +LmbG) | | . e

- o - 1
Reakéni smés 1

(CcbF) [ ‘

Retenéni ¢as

Obrazek 61 Méreni obsahu substratu pro CcbF' v reakcnich smésich in vitro reakci zastavenych po 2 hodinach, na ose x se
nachdazi retencni cas, na ose y intenzita

Produkt enzymu CcbF (obrazek 60) a substrat pro CcbF (obrazek 61) nebyly detekovany
v zadné reak¢éni smeési. Toto meéfeni bylo provadéno pouze jako kontrola, Ze nedoSlo

ke kontaminaci substratu C-2.
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5.3.2.2 Casovy pribéh in vitro reakei

SloZeni in vitro reakci — ¢asovy pribéh (in vitro reakce typ 2)

Tabulka 20 SlozZeni in vitro reakci — casovy pritbeh

Slozka Vstupni Finalni Objem Objem Objem Objem Objem
koncentrace koncentrace vreakéni vreakéni vreakéni vreakéni v reakéni

smési 1 smési 2 smési 3 smési 4 smési 0

Pyridoxalfosfat 0,5 mM 50 uM 5ul 5ul 5ul S5ul 5pul

rozpustén v Tris-

HCI 100mM

Tris-HCI pH 8 2M 0,1 M 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul

LmbF v reakénim 500 mg/l 50 mg/1 - - Sul Sul -

pufru pro in vitro

reakce

LmbG v reakénim 500 mg/l 50 mg/1 - 5l - 5ul -

pufru pro in vitro

reakce

CcbF v reakénim 500 mg/l 50 mg/1 S5ul 5ul - - -

pufru pro in vitro

reakce

Substrat C-2 949mM 190 uM 1 ul 1l 1 ul 1 ul 1l

rozpustény v 50 %

methanolu

Reakéni pufr pro 36,25 ul - 30,875 36,25 ul 30,875 41,25 ul

in vitro reakce (viz ul n

kapitola 4.1.8)

S- 40 mM 0,3 mM - 0,375 pl - 0,375 pl -

adenosylmethionin

Ditriotreitol 100 mM 0,5 mM 0,25 pl 0,25 pul 0,25 pl 0,25 pl 0,25 pul

Dale byla provedena 2 opakovani (u reakénich smési 0, 3 a 4) a 3 opakovani (u reakénich

smési 1 a 2) in vitro reakci se zaméfenim na Casovy prubéh téchto reakci. Jednotlivé reakéni

smesi byly namichany podle tabulky 20 a to v pétinasobném objemu (opét byl nejprve

pfipraven premix, jak je jiz popsano vyse, zde byl soucasti premixu také ditriotreitol). 250 pl

reakéni smés byla nasledné rozdélena do 4 mikrozkumavek po 50 pl, znichz kazda byla

zastavena v jiny Cas. VSech 5 kombinaci reakénich smési bylo inkubovéano pii 30 °C

a to po dobu 10 min, 60 min, 120 min a 24 hod.

Po ukonceni jednotlivych inkubaci byly reakce zastaveny ptfidanim 2 pl kyseliny mravenci

na vysradzeni proteini. Pro jesSt¢ diukladnéj$i precipitaci proteinii byly nasledné ptidany
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2 objemy (100 ul) ledové studeného acetonitrilu ke kazdé reakci. Poté byly reakce
centrifugovany na4000g po dobu 10 min a nésledné byl odebran supernatant.
Tento supernatant byl davan na méfeni na kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci
(viz kapitola 4.2.6) (viz obrazky 62 — 76). M¢éteni provadél Aninda Mazumdar, PhD.

z Laboratofe antibiotické rezistence a mikrobialni metabolomiky.
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5.3.2.2.1. Vysledky méreni reakéni smési 0 (negativni kontrola)

Substrat C-2 (1) vkladany do in vitro reakci, molekulova

hmotnost slouceniny je 479,2 ,-\OPU\C
HiC S H

- - NH,
1. opakovani 2. opakovani 4
Intens. y17.8-1024_T7_C18_ESI-_0a_P1-A-3_1_1..: EIC 478.222240.005 -All MS Intens. {l5.26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 480.2379+0.005 +All MS
X107 . x10°1} .
{ l — 10 min l P 10 min
ol Al i 0.01
Intens. {17-8-1024_T7_C18_ESI-_Ob_P1-A-4_1_1...: £IC 478.2222+0.005 -All MS Intens. l5-26:2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-.... EIC 480.2379+0.005 +All MS
x10H x10°%
4 l — 60 min 0.59 [ — 60 min
0.0
Intens. 17-8-2024_T7_C18_ESI-_Oc_P1-A-5_1_12...: EIC 478.2222+0.005 -All MS Intens. Jl6-26/2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 480.2379£0.005 +All MS
x104] | x10°]
{ — 120 min | l — 120 min
0.01 oil
Intens. | 17-8-1024_T7_C18_ESI-_0d_P1-A-6_1_L1..: EIC 478.222240.005 -All M IntenSS- [6-26/2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...; EIC 480.23790.005 +All MS
x1071 | x10° 3}
2] [ — 24 hod = 24 hod
0 0.0+
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 62 Vysledek méreni obsahu substratu C-2 (1 v obr. 56) v reakcni smési 0, na ose x je retencni ¢as, na osey je intenzita

Produkt enzymu LmbF (3) o molekulové hmotnosti 392.2 . NG
|
N OH
NH
o]
OH
H,C SH
1. opakovani 2. opakovani
[nteﬂ54 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.205920.005 +All MS Inten54- 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.205920.005 +All MS
x10 . . x10
] 10 min ] 10 min
0.0 - 0.01 .
[ntEﬂS4 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.205920.005 +All MS Intenii 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.205920.005 +All MS
x10 . X107
] 60 min 60 min
0.0 0.01.1
[ntens4 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.205920.005 +All MS Intens;i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.205920.005 +All MS
x10 x10
120 min 120 min
0.0 0.0
[ntens4 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.20590.005 +All MS Intens;i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_ inVitro_Celin-..: EIC 393.205920.005 +All MS
x10 x10
24 hod 24 hod
0.0 - - 0.0 l - -
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 63 Vysledek méreni obsahu produktu enzymu LmbF (3 v obr. 56) v reakcni smési 0, na ose x je retencni cas, na ose y
je intenzita
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Pfirozeny substrdt pro enzym CcbF o molekulové hmotnosti 437,2

1. opakovani 2. opakovani
Intens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.19090.005 +All MS Intens=i 6-26-2024_T7_C18_ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 438.1809+0.005 +All MS
x10 p X107
10 min 10 min
0.0 0.0
Intens. {6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.1909£0.005 +All MS Intens. {6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.1909x0.005 +All M5
x104 i x104_
60 min 60 min
0.0 i 0.0
Intens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.19090.005 +All MS$ Intens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.1809£0.005 +All MS
x10 x10
120 min 120 min
0.0 0.0
Intens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 438.190940.005 +All M5 I"tEﬂS‘i 6-26-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-..: EIC 438.1909+0.005 +All M5
x10 x10%]
24 hod 24 hod
0.0 . : L ; —— 0.0 . . : ——rm
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 64 Vysledek méreni obsahu prirozeného substratu CcbF v reakcni smési 0, na ose x je retencni cas, na ose y je
intenzita

Pfirozeny produkt enzymu CcbF o molekulové hmotnosti hmotnosti 392,1 g, a oH
N OH
NH
o
OH
s
/j
1. opakovani 2. opakovani
Intens. [6.26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.16990.005 +All M5 Intens. 76.26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.16990.005 +All MS
x104)] ; iy ;
10 min 1 10 min
0 .0
Intensti 6-26-2024_T7_C18_ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 393.1699+0.005 +All MS Intens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.1699+0.005 +All MS
X107 P %1073 y
60 min 60 min
0 0.0
Intens. ] 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.16990.005 +All MS Intens. 16-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.1699+0.005 +All MS
x107] x10
120 min 120 min
0 0.0
INtEﬂii 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.1699+0.005 +All MS Intenszi 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.1699+0.005 +All MS
x107 ] x10
24 hod 24 hod
0 . . : — 0.0 ; ; ‘ —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 65 Vysledek méreni obsahu prirozeného produktu enzymu CcbF v reakcni smési 0, na ose x je retencni cas, na ose y
se nachazi intenzita
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Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2

1. opakovani

Intensgi 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x10
10 min
0.0
Intens.16-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS
x107] .
60 min
0.0
Intens. 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x10%]
120 min
0.0
Intens.]6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All M3
X107
24 hod
0.0 : . : —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

HyC

2. opakovani

s
HyC”

Intens. 16-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +Al| MS
x10%]
10 min
0.0
Intens. {6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS
x104
60 min
0.0
Intens. 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 407.221540.005 +All MS
x10%4]
- 120 min
Intens. 16-26-2024_T7_C18 ESI+ inVitro Celin-..: EIC 407.2215£0.005 +All M5
x10%]
24 hod
0.0 ‘ , . —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 66 Vysledek mérent obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcni smési 0, na ose x je retencni cas, na ose y je intenzita

V reakéni smési 0, jeZ slouZila jako negativni kontrola, byl detekovan pouze substrat

C-2 (1), ktery byl do reakéni smési vkladan. Niz§i naméfend koncentrace substratu C-2 (1)

v 1. opakovani v reakci inkubované po dobu 120 min je pravdépodobné zpiisobena chybou

méfeni. Produkty enzymu LmbF (3) a CcbF (2, 3), pfirozeny substrat pro enzym CcbF

a linkomycin (4) v reak¢éni smési detekovany nebyly. Tyto vysledky jsou v souladu s naSim

oc¢ekavanim. Prirozeny substrat pro enzym CcbF, produkty enzymti LmbF (3) a CcbF (2, 3)

a linkomycin (4) byly méfeny pro kontrolu, Ze nedoslo ke kontaminaci.
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5.3.2.2.2. Vysledky méreni reakéni smési 1 (obsahuje protein CcbF)

Modifikovany produkt enzymu CcbF (2) o molekulové hmotnosti 434,2 ct ot e
N OH
NH
0
OH
i Pt 0
1. opakovani 2. opakovani HiC pr e
Intens. {6-26-2024_T7_C18_ESI+_ihVitro_Celin-..: EIC 435.21650.005 +All Ms|  Intens. s 262024 T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165:0.005 +All MS
x104 x10t) 10 mi
1 10 min 2 LY
0 4 0 i
Intens. 16-26-2024_T7_C18_ESI+_ihVitro_Celin-..: EIC 435.21650.005 +All MS|  Intens. 6 26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-... EIC 435.2165£0.005 +All M$
x10% x104) 5
: 60 min 21 60 min
0 I 0 N
Intens. 6-26-2024 T7_c18 ESi+ ihVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS Inten54, 6-27-2024 T7 C18 ESl+ inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10' X107+ .
1 120 min 21 120 min
0 0] L
Intens4 6-26-2024_T7_C18_FSI+_ihvitra_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS Intens. |6-27-2024_T7_C18_ESI+ inVitro_Celin-...: FIC 435.2165+0.005 +All MS
x10 x10
1 21 24 hod
— 24 hod ] [
0 . — , - : ‘ 0 ‘ . : .
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovéani

Intens4 6-27-2024_T7_C18_ESI+ inVitro_Celin-..: EIC 435.21650.005 +All MS
x10
0.5 10 min
0.0 |
Intens. 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x104
0.5 60 min
0.0 |
Intens.16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10%
0.5 120 min
0.0 L
Intens4 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 435.21650.005 +All MS
x10
0.5
24 hod
0.0 : . ; N—
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 67 Vysledek méreni obsahu modifikovaného produktu enzymu CcbF (2 v obr. 56) v reakcni smési 1, na ose x se

nachazi retencni cas, na ose y je intenzita
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H,C CH,
. , CHy o OH
Produkt enzymu LmbF (jeho analog produkovany enzymem CcbF) (3) [L il
o molekulové hmotnosti 392,2 NH
0
OH
1. opakovani 2. opakovani Hs¢ SH
Intens. J6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059:0,005 +All Ms|  Intens.T6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-... EIC 393.2059:0.005 +All MS
x10%4 ; x10%3 ’
10 min 10 min
0.0 0.0
Intens. §6-26-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059£0.005 +All M3 Intenszi 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-... EIC 393.205920.005 +All M$
x10 . x10™ ] .
] 60 min 60 min
0.0 0.0
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All M5| Intens.]s.26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10 x10
120 min 120 min
0.0 0.0
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-.: EIC 393.2059+0.005 +All MS| INt€NS.]6.26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10 x10
24 hod 24 hod
0.0 ; ; ; — 0.0+-L . : : =
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovani

Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-...: EIC 393.20590.005 +All MS
x107] "
10 min
0.01 .
Intens. {6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x107] y
60 min
0.0
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x107] 7
120 min
0.0
Intens. {6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.205940.005 +All MS
x10%4
24 hod
0.0 . : ; —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 68 Vysledek méreni obsahu produktu enzymu LmbF (3 v obr. 56) v reakcni smési 1, na ose x je retencni cas, na ose y

se nachazi intenzita
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B & HO CHJOH
s s - i 3
Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2 hij
OH
NH
o]
OH
2 ol HyC o
1. opakovani 2. opakovani HsC
lntensli 6-26-2024_T7_C18_ESI+ inVitra_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS Intenii 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 407.2215£0,005 +All MS
x10 . x10' 5
] 10 min ] 10 min
0.0 0.0
Inten-f;; 6-26-2024_T7_C18_ESl+ inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS Intens4 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-6...: EIC 407.221520.05 +All MS
x10 . x10 .
] 60 min 60 min
0.0 0.0 .
lnteﬂ!ii 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS Intens. {6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
X107} i x10' .
120 min 120 min
0.0 0.0
Inten% 6-26-2024_T7_C18_ESl+_inVitra_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS Intens4 6-27-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS
x10 x10
24 hod 24 hod
0.0 . ; ; ——r 0.0 . ; . e
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovani

Intens.{6-27-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-...: EIC 407.221540.005 +All MS
x10H] .
10 min
0.0
1nten54 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.22150.005 +All MS
x10 ’
60 min
0.0 .
]ntensti 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x10
120 min
0.0 :
Intens. 15.27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x107]
24 hod
0.0 . . : ——
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 69 Vysledek méreni obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcni smési 1, na ose x je retencni cas, na ose y se nachazi
intenzita

V reakéni smési 1 byl detekovan pouze modifikovany produkt enzymu CcbF (2)

(prodlouzeny oproti pfirozenému produktu o propylovy zbytek na prolinu). Tato sloucenina

nestabilni, coz vysvétluje jeji nekonzistentni detekci.

108

byla detekovéana pouze v jednom ze tii opakovani, a to pouze v reakci, kterd byla inkubovéana

po dobu 24 hodin. Tato sloucenina je Spatné¢ detekovatelnd a diky aldehydové skupiné




5.3.2.2.3. Vysledky méreni reakéni smési 2 (obsahuje proteiny CcbF + LmbG)

HaC CH
. , . : CH 2 e
Modifikovany produkt enzymu CcbF (2) o molekulové hmotnosti 434,2 e 9 ot
N OH
NH
o}
OHO
ror sz HE\C S/v
1. opakovani 2. opakovani
Intens.6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 435.2165£0.005 +All Ms|  Intens. |6.27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.216520.005 +All MS
x10%3 10 mi x10%] _ .
min 10 min
0] 0
Intens.§6-26-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All Ms|  Intens. [6-27-2024_T7_c18_Esi+_ifVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10% g x10%
3 60 min 60 min
0] | . 0 .
]ntens‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.21650.005 +All MS Intens‘i 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10 . x107 |
b 120 min 120 min
0 0 1
INtEHSa;‘ 6-26-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS IntenS‘-} 5-27-2024_T7_C18_ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10' x10
24 hod 24 hod
0 i — 4 : : 0 VY i | . ;
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovani
Intens4- 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 435.21650.005 +All MS

x10 .
24 10 min
0 i
IntEnS4— 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10
24 60 min
0 .
IntEﬂS4— 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 435.2165£0.005 +All MS
x10
21 120 min
0
Inte”54' 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-.... EIC 435.2165+0.005 +All MS
x10
2] 24 hod
5
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrdazek 70 Vysledek méreni obsahu modifikovaného produktu enzymu CcbF (2 v obr. 56) v reakcni smési 2, na ose x je
retencni cas, na ose y se nachazi intenzita
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Produkt enzymu LmbF (jeho analog produkovany enzymem CcbF) (3)

o molekulové hmotnosti 392,2

1. opakovani

Inte n5¢i 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...

x107]

EIC 393.2059+0.005 +All MS

10 min

HsC._ _CHy

(':H3 0 oH
N OH
NH
0
OH
2. opakovani  HsC SH
Intens4 6-27-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 393.205940.005 +All MS
1 .
Sl 10 min

0.0
Inte HS‘i 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...

x107]

0.0

EIC 393.2059+0.005 +All MS

60 min

0.0
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...:
x10%]

0.0

EIC 383.2059+0.005 +All M5

60 min

Inte HS4 6-27-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-...

x107]

EIC 393.2059+0.005 +All MS

Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...:
x104_

EIC 393.2059+0.005 +All MS

120 min 120 min
0.0 0.0
[nten54 6-27-2024_T7_C18 ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS Intens4 6-27-2024 _T7_C18 ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10 x10
] 24 hod ] 24 hod
0.0+ T T T T 0.0 T r : T
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovani

Intens. {6-77-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...:

EIC 393.2059+0.005 +All MS

x10%]
10 min
0.01
[ntens4 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10
60 min
0.0
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-.... EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10%]
120 min
0.0
[ntens4 6-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10
24 hod
0.0 . . ; —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]
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Obrazek 71 Vysledek méreni obsahu produktu enzymu LmbF (3 v obr. 56) v reakcni smési 2, na ose x je vyobrazen retencni
cas, na osey je intenzita




. . . CH; 0O OH
Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2 r‘ll i
NH
0
OH
— . H,C _S
1. opakovani 2. opakovani HiC
Intens4 6-26-2024_T7_C18_ESI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.221520.005 +All MS Inten54 6-27-2024_T7_C18_ESl+_inVitro_Celin-... EIC 407.2215+0.005 +All Ms
x10 x10
— 10 min — 10 min
0.0 . 0.0 n
Intens. §6-26-2024_T7_C18_ESI}+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS Intens. §6-27-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x10%] x10% .
-— 60 min « 60 min
0.0 P | 0.0 A
Intens.16-26-2024_T7_C18_EsI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS Intens. 16-27-2024_T7_C18_ES|+ inVitro_Celin-...: EIC 407.22150.005 +All MS
x10%] x10%]
-— 120 min — 120 min
.0 0.0 A
Intens. {6.76-2024_T7_C18_FSI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS Intens. {6-27-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
XlD4_ x107]
— 24 hod J — 24 hod
0.0+ ; —_ : — 0.0 ; ; , —
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

3. opakovani

Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS

x10%3
— 10 min
0.0 |
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
x104]
— 60 min
0.0 i
Intens. ] 6-27-2024_T7_C18_ESI}_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215£0.005 +All MS
x104_
-— 120 min
0.0 i
Intens4 6-27-2024_T7_C18_ESI}_inVitro_Celin-...: EIC 40722150005 +All MS
x10
1 ~— 24 hod
0.0+-L . . ; .
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 72 Vysledek méreni obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcni smési 2, na ose x je vyobrazen retencni cas, na ose y
je intenzita

V reakéni smési 2 byl detekovan modifikovany produkt enzymu CcbF (2)
(ktery je oproti pfirozenému produktu prodlouzeny o propylovy zbytek na prolinu).
Tento produkt byl detekovan ve vSech tfech opakovanich, vzdy v reakci inkubované po dobu
24 hodin.

V této reakéni smési byl detekovan také linkomycin (4). Linkomycin byl detekovan
ve vSech tfech opakovanich, jeho mnozstvi bylo nejvyssi v reakcich inkubovanych po dobu
24 hodin. Pfirozeny produkt enzymu LmbF (3), jehoz analog musi enzym CcbF produkovat
vzhledem k produkci linkomycinu touto reakci, detekovan nebyl. Tento produkt (3) ma
ve své struktuie thiolovou skupinu, diky niz je nestabilni, protoze pies ni dimerizuje.
Déle miize dochazet pouze k nizké produkci tohoto produktu (3), ktery je ihned dale

zpracovavan enzymem LmbG a proto jej nejsme schopni detekovat.
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5.3.2.2.4. Vysledky méreni reakéni smési 3 (obsahuje protein LmbF)

Produkt enzymu LmbF (3) o molekulové hmotnosti 392,2

1. opakovani

Intens. 16-26-2024_T7_£18_ESI+_inVitro_Celin-..: EIC 393.2059:0.005 +All M$
X1l
0.5 10 min
0.0
Intens. 16-26-2024_17_£18_ESI+_inVitro_Celin-... EIC 393.2059+0.005 +All MS
x1057
0.5 — 60 min
0.0 w1
Intens. 16-26-2024_T7_£18 ESI+ inVitro_Celin-...: EIC 393.20590.005 +All MS
s
: — 120 min
0.0 Y
Intens. 16-26-2024 17 18 ESI+ inVitro_Celin-... EIC 393.2059:0.005 +All MS
x10° |
I - 24 hod
0 = .
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

HsC CHy
(‘ZHg 0 OH
N OH
NH
(@]
OH
2. opakovani  HsC SH
Intens.16-27-2024_T7_{18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 393,205940.005 +All MS
x10 |
0.57 I f[ y 10 min
0.0 |
Intens. 16.27-2024_T7_€18_:SI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059£0.005 +All M5
x10°1
0 I A
Intenss- 6-27-2024_T7_C18_Sl+_inVitro_Celin-...: EIC 393.2059+0.005 +All MS
x10-°7
0.5 | — 120 min
0.0 A
Intens. 16-27-2024_T7_{18_:SI+_inVitro_Celin-...: EIC 393.205940.005 +All MS
x10%4
2] \ — 24 hod
0 1 - - -
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 73 Vysledek mereni obsahu produktu enzymu LmbF (3 v obr. 56) v reakcni smési 3, na ose x je zobrazen retencni cas,
na osey intenzita

HO._ _CH,
: . , . CH: 0O OH
Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2 r|4 &
NH
0
OH
T H,C ~
L. opakovani 2. opakovani Mt
IHTEHS‘i 6-26-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS Intens‘i 6-27-2024_T7_C18_ES|+_inVitro_Celin-...: EIC 407.221520.005 +All MS
x10 3 x107] .
] 10 min 10 min
0.0 0.0
Intens4 6-26-2024 T7_C18 ES|+ inVitro_Celin-...: EIC 407.22150.005 +All MS Inten.ii 6-27-2024 T7 C18 ES|+ inVitro_Celin-...: EIC 407.2215+0.005 +All MS
X107 x10%] .
60 min 60 min
0.0 0.0
Intens. 16.26-2024_T7_C18_ESi+_inVitro_Celin-... EIC 407.221540.005 +All Ms|  Tntens.16.27.2024 T7_C18_ESl+_invitro_Celin-... EIC 407.221540.005 +All Ms
x10 x10
120 min 120 min
0.0 0.0
Intens, 16-26-2024_T7_C18_Esi+ inVitro_Celin-... EIC407.221520.005 +All Ms|  InteNS. 16272024 17 C18_Esi# invitro_Celin-... EIC 407.221520.005 +All MS
x10 x10
24 hod 24 hod
0.0 . ‘ . . 0.0 , . . .
0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min] 0.0 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 74 Vysledek méreni obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcni smési 3, na ose x je retencni cas, na ose y intenzita

Vreakéni smési 3 byl detekovan produkt enzymu LmbF (3) v obou opakovanich,

linkomycin detekovan nebyl, coz je v souladu s nas§im ocekavanim. Obsah produktu enzymu

LmbF v ¢ase klesa, coz mize byt vysvétleno nestabilitou této slouceniny.
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5.3.2.2.5. Vysledky méreni reakéni smési 4 (obsahuje proteiny LmbF + LmbG)

Produkt enzymu LmbF (3) o molekulové hmotnosti 392,2

1. opakovani

2. opakovani

Intens. | 6-26-2024_T7) C18_ESI+_invitro_Celin-...: EIC 393.20590.005 +All MS
x104] .
10 min
0
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0
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-—
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0
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xlO?

EIC 393.20590.005 +All MS

60 min

0 |
Intens. 16-27-2024_T7_C18_ESI+_inVitro_Celin-...

17

EIC 393.2059+0.005 +All MS

o 120 min
II"IteI’ISLi- 6-27-2024_T7_Z18 ESI+ inVitro_Celin-..: EIC 393.20590.005 +All MS
1]
24 hod
%o 5.0 10.0 15.0 Time [min]

Obrazek 75 Vysledek méreni obsahu produktu enzymu LmbF (3 v obr. 56) v reakcni smési 4, na ose x je vyobrazen retencni
cas, na osey je intenzita

Linkomycin (4) o molekulové hmotnosti 406,2

1. opakovani
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0
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10 min

0
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2 J —
0

EIC 407.221540.005 +All MS

60 min

Inteﬂs_r;_ 6-27-2024_T7_C18_ESI}t_inVitro_Celin-...:

{h —

EIC 407.2215+0.005 +All MS

120 min

0
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0
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Obrazek 76 Vysledek merent obsahu linkomycinu (4 v obr. 56) v reakcni smési 4, na ose x se nachdzi retencni cas, na ose y je

intenzita

V reakéni smési 4, jez slouzila také jako pozitivni kontrola, byl detekovéan jak produkt

enzymu LmbF (3), tak linkomycin (4). Obé tyto slouCeniny byly detekovany v obou

opakovanich. Produkt enzymu LmbF (3) byl detekovan pouze v reakcich inkubovanych

po dobu 10 minut. V reakcich inkubovanych del§i dobu je pravdépodobné spotiebovan

enzymem LmbG. Linkomycin (4) byl detekovan ve vSech reakcich ve srovnatelném mnozstvi.
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5.3.2.2.6. Shrnuti vysledki in vitro reakci

vvvvvv

analogu produktu LmbF (3) enzymem CcbF, kterou vyvozujeme z detekce linkomycinu (4)
v reakéni smési 2 obsahujici proteiny CcbF a LmbG (viz obrazek 72). Linkomycin (4)
byl detekovan v niz§ich koncentracich nez v reakéni smési 4 obsahujici proteiny LmbF
aLmbG (viz obrazek 76), coz je pravdépodobné disledkem toho, Ze enzym CcbF
pravdépodobné zpracovava substrat C-2 na dva produkty (2 a 3). Tento vysledek vysvétluje
produkci linkomycinu  dfive pfipravenou mutantou Streptomyces lincolnensis

(viz kapitola 3.4).
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6. Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo identifikovat klicové body pro ptipravu producenta
hybridniho antibiotika CELINu s diirazem na funkci proteinu LmbF, ktery katalyzuje klicovy
krok biosyntézy linkomycinu. V prvni, dil¢i Casti jsem se zameéfila na oveéfeni moznosti
biosyntézy hybridniho antibiotika v kmeni Streptomyces caelestis, druha, hlavni ¢ast se zabyva
detekci mozného interakéniho partnera proteinu LmbF.

V prvni ¢asti diplomové prace byla testovana schopnost vytvofeného mutantniho kmenu
Streptomyces caelestis produkovat hybridni antibiotikum CELIN. Antibiotikum CELIN
se od pfirozené produkovaného celesticetinu 1i8i zatfazenim propyl-prolinu (viz kapitola 3.4).
Do kultivaéniho média byl tedy ptidavan propyl-prolin a zaroven bylo potieba do genomu
zafadit gen [mbC. LmbC v biosyntéze linkomycinu katalyzuje aktivaci a pienos
4-propyl-L-prolinu, substratovd specifita CcbC neumoziluje zafadit propyl-prolin
do vysledného antibiotika (Kadl¢ik et al., 2013). Mutanta byla ptipravena vloZzenim genu /mbC
pod konstitutivni promotor ermE* do integrativniho vektoru plJ10257 a naslednou
transformaci tohoto vektoru do Streptomyces caelestis ATCC 15084 (viz kapitola 5.1.1). Tato
mutanta byla néasledné kultivovéna a jeji metabolity byly méteny kapalinovou chromatografii
s hmotnostni detekci. Mutanta byla kultivovdna v tekutém médiu i na pevné pude¢, v obou
ptipadech médium obsahovalo propyl-prolin. V pfipadé¢ pozitivniho vysledku jsme ocekavali,
7ze bude mutanta produkovat smés piirozen¢ho linkosamidu celesticetinu a hybridniho
antibiotika CELINu. Nicméné produkce CELINu nebyla nami dostupnymi metodami
detekovéna.

Tato metoda, pfi které je do média doddvana slou¢enina, ktera je nasledné zakomponovéana
do vysledné produkované latky, byla jiz v na$i laboratoii UspeSn€ pouzita pro piipravu
hybridniho antibiotika produkovaného Streptomyces lincolnensis (Ulanova et al., 2010).
V zatazeni dodédvaného substratu do vysledné molekuly by tedy problém vznikat nemé¢l.

V této mutanté nebyl deletovdn gen nepotiebny pro biosyntézu CELINu (cchC),
tudiz celesticetinova biosynteticka draha je nenarusena, a gen ImbC se v genomu nachézi mimo
dany biosynteticky genovy shluk. Je tedy mozné, Ze celesticetinova biosynteticka draha
je preferovand, a proto nedochézi k biosyntéze CELINu. Dal§im moZnym postupem by bylo
provést in cis mutaci, tedy vyménit gen ccbC za gen /mbC. Tim by pravdépodobné doslo
k omezeni biosyntézy celesticetinu a zarovenn by byl tento potiebny gen vlozen piimo

do daného biosyntetického genového shluku.
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Dalsi moznosti je, ze CELIN je pro bunku pfili§ toxicky, a tudiz pro bunky,
jez ho biosyntetizuji a hromadi je jeho biosyntéza letalni. Tato moznost je malo
pravdépodobnd, predbézné testy v nasi laboratofi ukazuji, ze methylace ribozomu 23S rRNA
monomethyldzou Ccrl by méla bunice zajisStovat dostatecnou rezistenci.

Bylo prokézano, ze bez zavedeni dalSich Casoveé narocnych mutaci neni kmen Streptomyces
caelestis vhodny pro produkci CELINu. Z tohoto divodu laboratoi neplanuje pokraCovat
v tomto sméru vyzkumu.

V dalsi ¢asti této diplomové prace byla zkoumana moznost interakce mezi proteinem LmbF
adal$im proteinem exprimovanym z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu.
Tato interakce by vysvétlovala neschopnost mutanty Streptomyces linolnensis ptipravené
laboratofi v minulosti produkovat hybridni antibiotikum CELIN (viz kapitola 3.4). LmbIH
a LmbQ jsou N-deacetylazy ucastnici se biosyntézy linkomycinu resp. celesticetinu. Jedna se
o enzymy zrodiny TIdD/PmbA enzymdu. Jejich inaktivace vede k akumulaci intermedidtt
naslednych krokl biosyntézy linkomycinu, ale nevede k uplnému zastaveni jeho biosyntézy
(Vobruba etal., 2020). Vzhledem ktomu, Ze reakce katalyzovand LmbF je jednim
z naslednych krokii, zvazovali jsme, zda odpovidajici kombinace enzymi LmbF-LmbIH/Q
a CcbF-CcbIH/Q neni pro spravny prib&h biosyntézy dilezita. Dale jsme uvaZovali
nad moZnosti substrate channelingu (viz kapitola 3.5) mezi enzymem LmbF a enzymem
katalyzujicim nasledny biosynteticky krok, LmbG. Béhem substrate channelingu jsou aktivni
mista obou enzymu v tésné blizkosti a dochéazi a dochazi tak k pfedani intermediatu pfimo
z jednoho katalytického mista do katalytického mista druhého enzymu, coZ je stéZejni
napf. u nestabilnich sloucenin (Schoffelen a Van Hest, 2012). Produkt enzymu LmbF takovou
nestabilni slouceninou je, diky thiolové skuping, ptes kterou dochazi k dimerizaci. Diky
substrate channelingu dochazi taktéz k regulaci toku intermediatu mezi kompetitivnimi
metabolickymi dréhami (Zhang a Fernie, 2021).

Pro otestovani této hypotézy bylo vyuZzito pulldown metody. Byl heterologné exprimovan
a nasledné purifikovan rekombinantni protein LmbF. Protein LmbF s histidinovou kotvou
byl nasledné inkubovan na koloné s Ni-INDIGO néplni s bakteridlnim lyzatem Streptomyces
lincolnensis WT nebo s bakteridlnim lyzatem Streptomyces lincolnensis AlmbF (viz kapitola
5.2). Tento lyzat byl ptipraven z kmene v produk¢ni fazi, dochdzelo v ném tedy k biosyntéze
linkomycinu. V piipadé interakce by byl interakéni partner zachycen proteinem LmbF
na kolon¢ s Ni-INDIGO néplni a eluovan spolu s LmbF. Kolona byla po ukonc¢eni inkubace
nejprve promyta a nasledné byly provedeny jednotlivé eluce. Proteiny v jednotlivych elucich

byly nasledné méfeny pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Detekované
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proteiny v jednotlivych elucich byly porovnavany s negativni kontrolou, aby byly vylouceny
proteiny, které se na kolon¢ zachytévaji nespecificky.

V testované frakci 11, ktera byla eluovana elu¢nim pufrem o koncentraci imidazolu
250 mM, bylo detekovano nékolik proteini v mnozstvi nad hranici vyznamnosti.
Z4dny z proteinti, krom& LmbF, exprimovanych z genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu vSak nebyl identifikovdn jako vyznamny. Proteiny LmbG a LmbW
byly vSak detekovany ve vys$§im mmnozstvi ve frakci s proteinem LmbF a nenachdzeji se
v negativni kontrole. Proteiny LmbG a LmbW byly identifikovany pouze ve dvou opakovanich
ze tfech, 1 pfesto ze v bakteridlnim lyzatu byly prokazatelné pfitomny. Aby byla vyloucena
technicka chyba méfeni, je potieba pokus v budoucnu zopakovat v hexaplikatu. Interakce
proteinu LmbF s proteinem LmbG se nabizi, jelikoz tento enzym katalyzuje nasledny
biosynteticky krok. Interakci proteinu LmbF s proteinem LmbW si biologicky vysvétlit
nedokdzeme. Protein LmbW katalyzuje methylaci na propyl-prolinové casti molekuly
linkomycinu (Jiraskova et al., 2016) a Gcastni se tak kroku v jiné vétvi biosyntetické drahy nez
enzym LmbF. Z proteinti detekovanych v mnozstvi nachazejicim se nad hladinou vyznamnosti
ma jediny protein exprimovany z genu SLINC 3065 podle anotace v databazi Uniprot funkci
naznacujici moZnou souvislost s biosyntézou linkomycinu. Konkrétné se jedna
o aminopeptidazu katalyzujici uvolnéni terminélni prolinové skupiny. Lze tedy uvazovat o roli
tohoto enzymu ve Stépeni nékterého z intermediati biosyntézy linkomycinu. Nicméné nejedna
se o protein exprimovany z genového shluku pro biosyntézu linkomycinu, a jiz dfive bylo
heterologni expresi prokazéno, ze zadné dalsi proteiny nejsou pro utvofeni molekuly
linkomycinu potieba (Kobérska et al., 2008).

Je pravdépodobné, ze mezi proteiny exprimovanymi z genového shluku pro biosyntézu
linkomycinu se jedna o pfili§ slabou interakci, kterou nejsme schopni zachytit metodou
pulldown. Pfipadné interakce mulze byt taktéZ rozrusena vysokou koncentraci imidazolu.
V opakovani tohoto pokusu by se tedy mohla provadét eluce zménou pH.

Dale v ptipadé, kdy bychom chtéli potvrdit interakci konkrétné s proteinem LmbG,
by bylo mozné ptidat do kultivatniho média pro Streptomyces lincolnensis, ze které bude
nasledné pfipravovan lyzat pro metodu pulldown, SAM, coz je kofaktor enzymu LmbG.
Ptidani kofaktoru by mohlo vést ke zvySené produkci LmbG (Zhao et al., 2015) a tedy zvySené
Sanci jeho zachyceni na kolong.

Pro detekci slabych proteinovych interakci by bylo mozno vyuzit metodu FRET
(fluorescencni prenos resonancni energie), kterd je vhodna i pro detekci v zivych buikéch.

Touto metodou je mozné méfit vzdalenost mezi molekulami v desitkdch angstroml a méfit
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procento téchto interakci. Tato metoda vyuziva dvou fluorochroma (donoru a akceptoru).
Donor je excitovan specifickou vinovou délkou, energie zn¢j je nasledné pirenesena
na akceptor, ktery nasledn¢ vyzaii tuto pfijatou energii v podobé fluorescence.
Tyto fluorochromy jsou pfipojeny ke studovanym proteintim (Ems-McClung a Walczak, 2020;
Sekar a Periasamy, 2003).

V posledni ¢asti této diplomové prace byla ovétfovana hypotéza o moznych proteinovych
interakcich mezi proteiny genového shluku pro biosyntézu linkomycinu pomoci in vitro reakci.
Byly heterologné exprimovany a purifikovany proteiny LmbF, LmbG a CcbF (viz kapitola
5.3). In vitro reakce byly pfipraveny v 5 kombinacich a sice jako reakéni smes obsahujici pouze
protein CcbF, v kombinaci obsahujici proteiny CcbF a LmbG, jako reakéni smés obsahujici
pouze protein LmbF, v kombinaci obsahujici proteiny LmbF a LmbG, jez slouzila také jako
pozitivni kontrola, a posledni reakéni smés neobsahujici zadny z proteint, jez slouzila
jako negativni kontrola. VSechny kombinace reakénich smési obsahovaly pfirozeny substrat
pro protein LmbF nazvany C-2 (1), ktery se v porovnani s pfirozenym substratem pro CcbF lisi
propylovym zbytkem navézanym na prolinu (viz obrdzek 8). V prvni fazi byly tyto reakce
inkubovany po dobu 2 hodin. Nasledujici experimenty byly modifikovéany tak, abychom mohli
sledovat také Casovych pribéh in vitro reakci, a proto byly tyto reakéni smési inkubovany
podobu 10 minut, 60 minut, 2 hodin a24 hodin. Proteiny v reakénich smésich byly
po ukonceni inkubace precipitovany pifidanim kyseliny mraven¢i a ledoveé studeného
acetonitrilu a nasledn€ byly reakéni smési méfeny pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci.

Enzym LmbF mulZe zpracovavat také substrat pro CcbF a enzym CcbF je schopen
zpracovavat substrat pro LmbF, jez je prodlouZzeny o propylovy zbytek na prolinu,
Tato skute¢nost byla jiz demonstrovana v roce 2016. V tomto roce byl substrat pro CcbF
inkubovan s enzymem LmbF, pfipadné také v rizné kombinaci s LmbF a s enzymy LmbG
a Ccb4, ¢imz vznikaly rizné linkosamidové produkty (Ushimaru et al., 2016). V jiném ¢lanku
také z roku 2016 bylo popsano, ze substrat pro CcbF byl inkubovan s enzymy LmbF, LmbG
a Ccb4, ¢imz doslo k biosyntéze Bu-2545. Ve stejné praci byla popsana také inkubace substratu
pro LmbF s enzymy CcbF a CcbS5, ¢imz doslo k biosyntéze nového linkosamidového produktu
obsahujiciho propylovy zbytek na prolinu a alkoholovy zbytek navazany na sirném atomu
(Wang et al.,, 2016). Tato moznost byla také dokazana v ¢lanku o ptipravé hybridniho
antibiotika CELINu, na ktery navazuje cela tato diplomova prace, v némz byla popsdna
kombinace substratu pro LmbF a enzymti CcbF, Ccb1, Ccb2, Ccb3, Ccb4 a CcbS vyustila prave
biosyntézou nové¢ antimikrobidlni latky CELINu (Kadlcik et al., 2017).
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Nase vysledky ukazuji, ze pokud je v reak¢éni smési protein CcbF v kombinaci s proteinem
LmbG, pak dochazi k biosyntéze linkomycinu (4). CcbF zpracovava substrat C-2 (1)
(Wang et al., 2016) pravdépodobné¢ na dva produkty (viz obrdzek 56). Produkt totozny
s piirozenym produktem LmbF (3) je pravdépodobné nestabilni thiol, ktery dimerizuje
a proto ho na kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci nedetekujeme. Nicméné v reakci
s LmbG je tento produkt methylovan, a tim je chranén proti dimerizaci. Na pifitomnost této
dréhy v reakci obsahujici proteiny CcbF a LmbG usuzujeme z ptitomnosti linkomycinu (4).
Tyto vysledky lze interpretovat tak, ze pfitomnost enzymu LmbG a tedy odcerpavani substratu
3 miize in vivo vést k upfednostnéni této biosyntetické drahy. Tato situace odpovida situaci
in vivo v mutanté Streptomyces lincolnensis s deletovanym genem /mbF a vloZenym genem
ccbF (viz kapitola 3.4). In vitro vidime nizsi produkci linkomycinu pro kombinaci enzymu
CcbF a LmbG a to v pozdé¢jsim case reakce nez v reakéni smési obsahujici enzymy LmbF
aLmbG. In vivo jsme vidéli produkci linkomycinu srovnatelnou (nepublikovand data
laboratote). Nicmén¢ pii pokusech in vivo byl méfen linkomycin akumulovany v médiu po péti
dnech kultivace, kde jiz rozdily v efektivité¢ enzymu nebyly patrné.

Pokud mé tedy enzym CcbF schopnost katalyzovat syntézu obou prekurzort (2 a 3
v obrazku 56), pak tedy otazkou zlistava, pro€ in vivo v mutanté Streptomyces lincolnensis,
kde jsou ptitomné vSechny enzymy potiebné pro biosyntézu CELINu jeho produkce nebyla
detekovana. Dal$im krokem by bylo zopakovat in vitro reakce v kombinaci proteinli CcbF
s Ccb5, Ccb4, Ccb3, Ccb2 a Ccbl a v kombinaci CcbF, Ccb5, Ccb4, Ccb3, Ccb2, Ccbl
s LmbG. Tim by doslo k ovéfeni, zda nedochdzi mezi proteiny Ccb5 a LmbG ke kompetici
a zda tento krok nebrani biosyntéze CELINu in vivo ve Streptomyces lincolnensis.

Celkove vysledky této diplomové prace tedy ukazuji, zZe v piipravé producenta hybridniho
antibiotika CELINu je tfeba pokraCovat se Streptomyces lincolnensis. Vysledky metody
pulldown naznacuji moznou interakci proteinu LmbF s proteinem LmbG, a¢ se jedna o detekci
pod hranici vyznamnosti. Vysledky in vitro reakci naznacuji, Ze enzym CcbF ma schopnost
produkovat analog produktu enzymu LmbF (3), 1 kdyZ v minoritnim mnozstvi. V kombinaci
senzymem LmbG poté dochdzi k biosyntéze linkomycinu a tato draha je in vivo
pravdépodobné uptednostiiovana. Klicovym bodem, kde se piirozené biosyntézy linkosamida
linkomycinu a celesticetinu rozchéazeji, je reakce katalyzovana enzymy LmbF / CcbF
(Kadlcik et al., 2017). Situace se méni v pfipadé¢ kombinace enzymii CcbF a LmbG,
ktera se v pfirodé¢ nevyskytuje. V tomto piipadé se jako klicovy bod ukazuje nejen reakce
katalyzovana enzymy LmbF a CcbF, ale také nasledna reakce katalyzovana enzymem LmbG.

Pro ptipravu producenta CELINu bude nutno inaktivovat gen ImbG v jiz ptipravené mutanté
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s deletovanym /mbF a vlozenymi geny ccbF, ccbl, ccb2, ccb3, ccb4 a ccb5. Nasledné
by tato mutanta teoreticky méla produktovat CELIN.
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7. Souhrn

Semi-vivo produkce CELINu ptipravenou mutantou Streptomyces caelestis, do niz byl
vlozen gen ImbC, a kterd byla kultivovana na médiu s propyl-prolinem, nebyla
detekovana. Bez dalsi Casové ndro¢né mutageneze tudiz neni kmen Streptomyces
caelestis vhodny jako producent CELINu.

Metoda pulldown naznaCuje moznou interakci proteinu LmbF s proteiny LmbG
aLmbW exprimovanymi zgenového shluku pro biosyntézu linkomycinu
a s Aminopeptidazou N exprimovanou z genu SLINC 3065, ktery se nenachdzi v tomto
genovém shluku.

Vysledky in vitro reakei ukazuji, ze protein CcbF je schopen utilizace substratu
pro LmbF. Tento substrat je enzymem CcbF pravdépodobné zpracovavan na dva
produkty, a to sice reakci ptirozenou pro protein CcbF a poté reakci produkujici analog
produktu enzymu LmbF, ktery je v pfitomnosti LmbG zpracovavan na linkomycin.
Pro ptipravu producenta CELINu je tedy tieba v Streptomyces lincolnensis vytadit

nejen gen kodujici LmbF, ale 1 gen kddujici enzym pro nésledny krok, LmbG.
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