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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

e Literarni pfehled znamych poznatkti o struktufe cytokinindehydrogenas a

piibuznych flavoproteinti se zaméfenim na vazbu flavinového kofaktoru.

Experimentalni ¢ast:

e Mistné-cilena mutageneze ve vazebném motivu flavinového kofaktoru CKX z
Chroococcidiopsis thermalis (ChtCKX).

e Vyhodnoceni a diskuse vysledkil.



1 UVOD

Cytokinindehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12) je flavoenzym, ktery obsahuje kovalentné
navazany kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD). Kofaktor FAD je v CKX navazan
K histidinu, ktery je soucasti konzervovaného vazebného motivu GHS, prostfednictvim
vazby 8a-N1-histidyl (Malito et al., 2004). CKX se nachazi piedevs§im v rostlinach a
katalyzuje u nich nevratnou degradaci cytokinind (CK; Schmiilling et al., 2003). Nejvice
zkoumané jsou CKX z husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana), kukuftice (Zea mays) a
ryze seté (Oryza sativa; Kopecny et al., 2016), dale se CKX vyskytuje i u nékterych
bakterii. CKX se ftadi do flavoproteinové rodiny vanillylalkoholoxidasa/para-
krezolmethylhydroxylasa (VAO/PCMH; Ewing et al., 2017), ktera obsahuje 11
podskupin, do nichz se jednotlivé enzymy rozdéluji na zékladé jejich funkce a
fylogenetické analyzy (Ewing et al., 2017). Proteiny rodiny VAO/PMCH se skladaji
z konzervované domény vdazajici kofaktor FAD, kterd je odpovédna za vazbu
adenosindifosfatovych a ribitylovych skupin kofaktoru, a variabilnéj$i domény vazajici

substrat (Ewing et al., 2017).

V experimentalni ¢asti byla provedena cilend mutageneze ve vazebném motivu
kofaktoru flavinadenindinukleotidu (FAD) u CKX z Chroococcidiopsis thermalis
(ChtCKX), pomoci PCR. Pti cilené mutagenezi byl pouzit plasmid PTYB12::ChtCKX
s optimalizovanymi kodony pro expresi v Escherichia coli. Po PCR, transformaci a
kultivaci na selekénim médiu byl mutagenizovany plasmid PTYB12::ChtCKX A104G
vyizolovan ze Ctyf ndhodné vybranych kolonii. Nésledné byly vyizolované plasmidy
sekvenovany a vysledky sekvenci ChtCKX A104G porovnany s ptuvodni sekvenci genu
ChtCKX a vyhodnoceny.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Charakteristika cytokinindehydrogenasy

2.1.1 Funkce a vyskyt a cytokinindehydrogenasy

Cytokinindehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12) je flavoenzym, ktery patii do tfidy
oxidoreduktas, které zahrnuji oxidasy a dehydrogenasy obsahujici kovalentné nebo
nekovalentné navazany kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD; Malito et al., 2004).
CKX katalyzuje nevratnou degradaci cytokininti (CK) v rostlinach (Schmiilling et al.,
2003). CK jsou rostlinné hormony (fytohormony), které se v rostlinach podileji na déleni
a diferenciaci bun€k, na vyvojovych a fyziologickych procesech, jako je oddaleni procesu
starnuti list, kontrola poméru vyhonki a kofent, signalizace stavu Zivin a reproduk¢ni
kompetence (Spichal, 2012). Také pomahaji pii reakcich na bioticky stres (stres
Vv disledku dopadu nezivych faktort jako jsou vysoké a nizké teploty, sucho, nadmérné
mnozstvi vody, slané prostiedi) a abioticky stres (stres v disledku poskozeni Zivymi
organismy jako jsou viry, bakterie, houby; Werner & Schmiilling, 2009). Ptikladem CK
je pfirozené se vyskytujici isopentenyladenin a synteticky pfipravovany kinetin nebo
6-benzylaminopurin. CK jsou derivaty adeninu se substituentem, ktery je vizany na atom
N6. Timto substituentem muze byt isoprenoidni nebo aromaticka skupina (Frébort et al.,
2011). K degradaci CK pomoci CKX dochazi oxidativnim $t€penim postranniho fetézce
Vv poloze N6, coz vede k tvorbé adeninu (nebo jeho odpovidajiciho derivatu pro
N9-substituované cytokininy) a aldehydu odvozeného od jeho postranniho fetézce
(Frébort et al., 2011; obr. 1). Nasledné je reoxidovan FAD kofaktor CKX, ktery je
kovalentné navazan na enzym prostfednictvim vazby 8a-N1-histidyl (Malito et al., 2004).
CKX je nejaktivnéjsi s CK, které maji isoprenoidni substituent, naopak vykazuje nizkou
nebo zadnou aktivitu s CK s aromatickym postrannim fetézcem (Frébortova et al., 2004).
Enzym muze pouzit rizné akceptory elektrond k reoxidaci FAD kofaktoru, jako jsou
chinony nebo 2,6-dichlorfenolindofenol (Frébortova et al., 2004).
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Obr. 1 Oxidativni §tépeni cytokinini katalyzované cytokinindehydrogenasou (CKX). Cytokinin
je nejprve oxidovan na své aminové skupiné postranniho fetézce, ¢cimz se ziska imin. Imin se
nasledné hydrolyzuje, ¢imz se ziska adenin a aldehyd. Pfevzato z Ewing et al., 2017.

CKX se nachazi predevs§im v rostlinach. Nejvice zkoumané jsou CKX z husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), kukutice (Zea mays) a ryze seté (Oryza sativa; Kopeény
etal., 2016). Kromé rostlin se CKX také vyskytuje i u niz$ich organismui jako je naptiklad
plavuné Selaginella moellendorffii, mech Physcomitrella patens (Frébort et al., 2011) a
Funaria hygrometrica (Gerhaiiser and Bopp, 1990) nebo hlenka Dictyostelium
discoideum (Armstrong and Firtel, 1989). Z bakterialnich CKX je popsana CKX
z Rhodococcus fascians. Gen homologni s CKX se vyskytuje i v cyanobakteriich jako
Nostoc sp. PCC 7120, Anabaena variabilis ATCC 29413/ PCC7937, Acaryochloris
marina MBIC 11017 (Frébortova et al., 2015), Coleofasciculus chthonoplastes PCC 7420
a Nodularia spumigena CCY 9414 (Frébort et al., 2011). Tento homologni gen s CKX,
Vv piipadé cyanobakterie Nostoc, nekoduje aktivni protein (Frébortova et al., 2015). U
vysSich rostlin se nachézi vice genti, které koduji mirné odlisné isoformy CKX; u Zea
mays je to 13 gent, Oryza sativa 11 gent a u Arabidopsis thaliana 7 genti (Kope¢ny et
al., 2016). Ruzné CKX ve stejném organismu maji rozdilnou subcelularni lokalizaci a

substratovou specificitu (Galuszka et al., 2007).

2.1.2 Struktura cytokinindehydrogenasy

Enzym CKX se sklada ze dvou domén, vazebné domény kofaktoru a vazebné domény
substratu. Substraty, stejn¢ jako inhibitory, po navazani do aktivniho mista nezplisobuji
zadné konformacni zmény (Kopecny et al., 2016). Rentgenova analyza ukazala bipartitni
architekturu katalytického centra, které se sklada z oblasti tvaru trychtyfe na povrchu
proteinu a vnitini dutiny ohrani¢ené flavinovym kruhem. Tyto dvé ¢asti jsou propojeny

pérem o priméru piiblizné 4 A (Malito et al., 2004). Bipartitni povaha aktivniho mista
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CKX je dilezita pro vazbu substratu. Do aktivniho mista se vaze alifaticky postranni
fetézec substratu a adeninovy kruh. Adenin je rozpoznédn postrannimi fetézci alifatickych
aminokyselin a Glu381, ktery interaguje sN3 a N7 atomy adeninu cytokininové molekuly
(Malito et al., 2004). Adeninovy kruh vazaného substratu se nachazi na povrchu proteinu
a je zaklinén mezi dvéma hydrofobnimi zbytky Pro427 a Val378 (Kopec¢ny et al., 2016).
Okraj adeninového kruhu smétuje k rozpoustédlu. Diky tomu mohou byt CK ribosidy
oxidovany obdobné¢ jako baze. Reaktivni skupina cytokininovych substrati prochazi
porem do vnitini dutiny, kam je zamezen pfistup rozpoustédla diky adeninovému kruhu,
ktery utésni katalytické misto. Aktivni misto CKX vykazuje pozoruhodny stupeii
preorganizace a komplementarity s CK substraty. Tato preorganizace se tyka konformace
proteinu a postaveni molekul vody vazajici substrat, a jsou pfitomny jak v nativnim
enzymu, tak venzymu, na kterém je navazany ligand. V tomto preorganizovaném
aktivnim misté je dulezity par Aspl69-Glu288, kde jeden z atomt karboxylatového
kysliku Aspl69 je vazan vodikovou vazbou k atomu ligandu N6 a je dilezity pro
rozpoznani aminové skupiny substratu. Druhy atom karboxylatového kysliku Asp169 je
zapojen do vodikové vazby s Glu288. Substrat je pfednostné vazan v neutralni formé
podobné jako u jinych aminoxidas a dehydrogenas jako napiiklad monoaminooxidasa,
sarkosinoxidasa, a trimethylamindehydrogenasa (Malito et al., 2004).
Isoprenoidni/aromaticky fetézec substratu sméfuje k FAD ve vnitini dutiné tvofené
Aspl69, Trp397, Leuds8, Serd56, Leud92 a Asn399. Piedpokladd se, ze oba vysoce
konzervované zbytky Aspl69 a Glu288 polarizuji aminoskupinu substratu N6 coZz
umoznuje ptrenos protonu a dvou elektronll z atomu C11 sousedniho postranniho fetézce
cytokinind na atom N5 FAD kofaktoru (Kope¢ny et al., 2016). Cytokininovy substrat je
oxidovan na iminovy meziprodukt a dale hydrolyzovan. Redukovany FADH2 se poté
reoxiduje bud kyslikem s ndslednym uvolfiovanim H202 (oxidasovy rezim) nebo
chinonovymi slouceninami (dehydrogenasovy rezim). V dehydrogenasovém rezimu se
CKX chova jako chinon reduktasa (Kope¢ny et al., 2016). Znamé krystalové struktury
CKX neodhalily Zadny specificky tunel nebo dutinu vhodnou pro vazbu akceptoru
elektront v blizkosti kofaktoru FAD. Pomoci cilené mutageneze aminokyselin Asp169,
His105 a Glu381, bylo prokdzano, ze Asp169 je nezbytny pro katalyzu, His105 je dilezity
pro kovalentni vazbu FAD kofaktoru, strukturni integritu a stabilitu enzymu a Glu381 je
kli¢ovy pro specificitu enzymu vii¢i CK ribosidiim a CK N9-glukosidiim (Kopecny et al.,
2016). CKX vykazuje stejnou topologii dvou domén jako flavoenzymy rodiny
vanillylalkoholoxidasy (VAO; Fraaije et al., 1988): FAD vazebna doména obsahuje
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aminokyseliny 40-244 a 492-534, zatimco doména vazajici substrat se sklada z
aminokyselin 245-491 (Malito et al., 2004). Porovnani struktury CKX se strukturou
cholesterol oxidasy (ChoX), ktera je nejbliz§im analogem CKX, ukazuje podobnou
topologii skladani s odchylkou v reziduich 344-396 CKX. Tato rezidua jsou soucasti
aktivniho mista a zaujimaji rozdilnou konformaci vzhledem k odpovidajicim reziduim
(347-431) v ChoX (Malito et al., 2004). Clenové této skupiny oxidoreduktas sdileji
podobnou topologii skladani a vazebného mista FAD, ale struktura jejich katalytického

centra je riznoroda (Fraaije et al., 1988).

2.2 Charakteristika kofaktoru FAD a obecna charakteristika

flavoproteinii

Biologické kofaktory jsou vyuzivany enzymy, aby umoznily Sirokou a rozmanitou Skalu
biochemickych reakci nezbytnych ve vSech odvétvich Zivota. Nékteré z téchto kofaktord,
jako je vitamin B12 a biotin, katalyzuji malou, ale ptesto dulezitou ¢ast biochemickych
reakci. Jiné kofaktory plni rozmanité funkce. Nejvice reakci se ucastni kofaktory
odvozené od riboflavinu (vitaminu B2), vitaminu B6 (pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin)
a cytochromu P450 (Macheroux et al., 2011). Enzymy lze na zaklad¢ toho, zda potiebuji
pro svoji aktivitu kofaktor, rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patii enzymy, které
ke svoji funkci nepotiebuji kofaktory (naptiklad hydrolasy, které ke katalyze vyuzivaji
aminokyseliny pfitomné v polypeptidovém fetézci). Druha skupina enzymil potiebuje ke
své funkci kofaktory. Kofaktory jsou neproteinové ¢asti enzymli a mohou byt
anorganické (Cu* nebo Fe-S klastry), nebo organické (NADP*, pyridoxalfosfat). Mnoho
enzymul pouziva jeden nebo vice kofaktort jako je biotin, hem nebo flavin. Enzymy
mohou kofaktory vazat bud’ kovalentné, nebo nekovalentn¢. Jedinymi ptiklady kofaktord,

které vyuzivaji ob¢ tyto varianty, jsou flavin a hem (Heuts et al., 2009).

Proteiny, které obsahuji jeden z kofaktori odvozenych od riboflavinu,
flavinmononukleotid (FMN) nebo FAD (obr. 2), se nazyvaji flavoproteiny, vyskytuji se
ve vSech doménach Zzivota a plni dulezitou roli v riznych biologickych procesech
(Macheroux et al., 2011). Riboflavin je syntetizovan mnoha bakteriemi a rostlinami a
pot¢ pfeménén na FMN a FAD riboflavinkinasou (kterd katalyzuje fosforylaci

postranniho ribitylového fetézce riboflavinu ptipojené¢ho k N10 isoalloxazinového jadra)
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a dale adenylovan FAD-syntetasou ve dvou reakcich zavislych na ATP. Reakce zavislé
na flavinech jsou velmi rozmanité, zahrnuji dehydrogenaci, oxidaci, monooxygenaci,
halogenaci a redukci. Flavinovy kofaktor je také Siroce pouzivany jako signalni a snimaci
molekula v biologickych procesech, jako je fototropismus (ohyb rostlin nebo ¢asti
rostlinného téla smérem ke svétlu diky zméné sméru svého ristu) a fixace dusiku
(Macheroux et al., 2011). Kofaktor FAD je v oxidované form¢ zluty, redukci prechazi na
bezbarvou formu (REF1). Vétsina enzymu vyuziva spiSe FAD (75 %) nez FMN (25 %)
a vaze kofaktor nekovalentné (90 %) nez kovalentné (10 %). Kovalentni vazba kofaktoru
FAD nastava nejcastéji pies pozici 8o, bud’ na N1 nebo N3 histidinu, hydroxylové
skupiné tyrosinu nebo karboxylové skupinu aspartatu. U cysteinu nastavd kovalentni
vazba kofaktoru FAD pies thiolovou skupinu na pozici 8a nebo na pozici C6

u bikovalentnich flavoenzymu (Macheroux et al., 2011).
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Obr. 2 Struktura riboflavinu, FMN a FAD. Redox-aktivni isoalloxazinovy kruh je zobrazen v
oxidovaném a dvouelektronové redukovaném stavu (Cerveny a modry). Schéma ¢islovani

isoalloxazinového kruhu je uvedeno v oxidované struktuie vlevo. Pievzato z Macheroux et al.,
2011.
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2.2.1 Typy kovalentnich vazeb flavoproteint

Existuje sedm znamych typt kovalentni vazby kofaktoru FAD kenzymu ato
8a-N3-histidyl-FAD/FMN, 8a-N1-histidyl-FAD/FMN, 8a-O-tyrosyl-FAD,
8a-S-cysteinyl-FAD,  6-S-cysteinyl-FMN,  8a-N1-histidyl-6-cysteinyl-FAD/FMN
a fosfoester-threonyl-FMN (Heuts et al., 2009; obr. 3). Nejcastéjsim typem kovalentniho
pfipojeni flavinu je typ, ve kterém je FAD vazan na histidin. Vazby 8a-S-cysteinyl-FAD
a 6-S-cysteinyl-FMN jsou méné rozsifené a vazba 8a-O-tyrosyl-FAD byla nalezena
pouze v para-krezolmethylhydroxylasa (PCMH) a ji blizké
4-ethylfenolmethylenhydroxylase (Heuts et al.,2009). V nékterych enzymech je kofaktor
FAD navazan soucasné 2 kovalentnimi vazbami a to 8a-N1-histidyl a 6-cysteinyl. Tuto
vazbu obsahuje napiiklad skupina podobna enzymu berberinového mistku (BBE-like),
nebo skupiny enzymd jako hexosooxidasa, glukooligosacharidoxidasa a
aclacinomycinoxidoreduktasa. Dal$im relativné novym typem vazby je vazba fosfoester-
threonyl-FMN, ktera je obsazena v NADH-chinonoxidoreduktase translokujici Na*. Je to
jediné kovalentni vazba flavin-protein, kterd nezahrnuje vazbu ptes isoalloxazinovou ¢ast
flavinu (Heuts et al., 2009). Pro kovalentni zaclenéni FMN je potiebny specificky
pomocny enzym flavintransferasa, ktery se nejcastéji nachazi u prokaryot. U této vazby
tvoii fosfatova skupina FMN esterovou vazbu s threoninovym zbytkem (Bogachev et al.,

2018).
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Obr. 3 (A) Vsechny znamé typy kovalentnich vazeb flavin-protein. FMN je zobrazeno ¢erné,
FAD cerné a Sedé a znamé vazebné aminokyseliny zelené. Substituenty, které mohou byt
kovalentné pfipojeny ke kofaktoru jsou oznaceny Sipkami. Je uvedeno ¢islovani nékterych atomt
isoalloxazinu. (B) Typy kovalentnich vazeb flavin-protein v nékterych znamych strukturach
kovalentnich flavoproteinti. FAD je zobrazen zluté€ spole¢né s vazebnou aminokyselinou (zeleng).
ProtoZe neni znama zadna struktura flavoproteinu obsahujici threonyl — FMN, je zobrazen pouze
threonyl — FMN vazany na peptidyl. Pfevzato z Heuts et al., 2009.
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Dvé znejvétsich flavoproteinovych rodin jsou rodina glukosa-, methanol-,
cholesteroloxidasa a VAO. Priblizné 25 % proteinii VAO rodiny obsahuje histidyl-FAD.
Tato rodina obsahuje 4 typy kovalentnich vazeb (8a-N1-histidyl-FAD,
8a-N3-histidyl-FAD, 8a-O-tyrosyl-FAD a 8a-N1-histidyl-6-S-cysteinyl-FAD). To
naznacuje korelaci mezi strukturou proteinii a schopnosti tvofit kovalentni vazbu
flavin-protein. Kovalentni flavoproteiny z rodiny VAO maji podobnou strukturu, ale
kofaktor FAD je u riznych typt vazeb navazan k reziduu v jiné domén¢ a toto reziduum
neni konzervované. Proteiny obsahujici 8a-N1-histidyl-FAD tvoii FAD vazbu
prostiednictvim histidinu blizko N-konce, ktery je umistén ve vazebné doméné FAD.
Aminokyseliny, které tvoii vazby 8a-N3-histidyl-FAD a 8a-O-tyrosyl-FAD, jsou

umistény ve dvou riznych pozicich v cap doméné (Heuts et al., 2009).

Neexistuje zadny vztah mezi konkrétnim typem vazby a skupinou organismd.
8a-S-cysteinyl-FAD a nejcastéjsi typ monokovalentni flavinové vazby, 8a-histidyl-FAD,
se nachazeji ve vSech doménach zivota. Vzacné kovalentni vazby flavin-protein
(6-S-cysteinyl-FMN, threonyl-FMN a 8a-O-tyrosyl-FAD) byly objeveny pouze
Vv bakterialnich proteinech. Rozmanitost substratii transformovanych riznymi enzymy
obsahujicimi flavin ukazuje, Ze kovalentni flavin neni nutny k pfeméné konkrétni tiidy
substratl. Stejny substrat miize byt dokonce pfeménén kovalentnim i nekovalentnim

flavoenzymem (Heuts et al., 2009).

2.2.2 Typy a funkce kovalentnich vazeb v rodiné VAO/PCMH

CKX se fadi do flavoproteinové rodiny  vanillylalkoholoxidasa/para-
krezolmethylhydroxylasa (VAO/PCMH), kterda se skldda ze strukturné homolognich
enzymu zavislych na flavinu. Tyto enzymy katalyzuji Sirokou $kalu chemickych reakci.
Clenové rodiny se skladaji z konzervované domény vézajici kofaktor FAD, ktera je
odpovédnd za vazbu adenosindifosfatovych a ribitylovych skupin kofaktoru, a
variabilnéj$i domény vazajici substrat. Tato stavba umoziuje velké variace ve struktuie
aktivnich mist, a tedy 1 katalytické aktivité téchto enzymi, pii zachovani konzervativni
vazby kofaktoru. V rodiné¢ VAO/PCMH rozlisujeme ¢tyti rizné typy kovalentnich vazeb
kofaktoru FAD kenzymu, a to vazbu monokovalentni 8a-N1-histidyl-FAD,
monokovalentni 8a-N3-histidyl-FAD, monokovalentni 8a-O-tyrosyl-FAD a bikovalentni
6-S-cysteinyl-8a-N1-histidyl-FAD (Ewing et al., 2017).
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Z rodiny VAO/PCMH, kromé CKX, obsahuje kovalentné pfipojeny kofaktor FAD
ptes  vazbu  8a-N1-histidyl-FAD  také  alditoloxidasa  (AldO),  ChoX,
6-hydroxy-D-nikotinoxidasa, L-gulono-y-laktonoxidasa a L-galaktonolaktonoxidasa
(Heuts et al., 2009). Enzym AldO je intracelularni monomerni protein s molekulovou
hmotnosti 45 kDa. U AldO ze Streptomyces coelicolor je kofaktor FAD kovalentné
vazany na histidinovy zbytek His46 prostfednictvim vazby 8a-N1-histidyl-FAD.
Kovalentni interakce flavin-protein je zasadni pro strukturdlni integritu AldO. AldO
vykazuje zna¢nou sekven¢ni a strukturni homologii s ChoX, ale nepfijima objemné
hydrofobni substraty (Leferink et al., 2008). Kofaktor FAD u ChoX z Brevibacterium
sterolicum je kovalentné navazan na histidinovy zbytek His121 nachazejici se v oblasti
smyc¢ky mezi tietim a ¢tvrtym B-vlaknem Etyt vliaknového B skladaného listu (Coulombe
et al., 2001). Bikovalentni vazba kofaktoru FAD pfes 8a-pozici a 6-pozici
isoalloxazinového kruhu byla poprvé objevena v roce 2006, ale zda se byt Castéjsi nez
monokovalentni vazba na pozici 8a prostfednictvim cysteinu, tyrosinu nebo aspartatu
(Macheroux et al., 2011). Tato bikovalentni vazba se naptiklad vyskytuje u enzymi
BBE-like nebo u chitooligosacharidoxidasy (ChitO). U této bikovalentni vazby miize byt
jedna kovalentni vazba vytvofena nezavisle na druhé a odstranéni kterékoliv kovalentni
vazby ma za nasledek snizeni aktivity enzymu. Bikovalentni vazba je diilezita pro zvyseni
redoxniho potencidlu a tim 1 pro zvySeni katalytické u¢innosti. Dvojité ukotveni FAD
umoziiuje enzymu vyvinout relativné oteviené aktivni misto, které mlize vazat objemné
substraty. Vazba 6-S-cysteinyl-FAD je dulezita pro zvySeni redoxniho potencialu a
katalytické G¢innosti. Odstranéni této kovalentni vazby ovliviluje vazbu substratu, coz
naznacuje jeji diileZitost pro fixaci FAD v katalyticky spravné konformaci. Podobn¢ i
druha vazba, 8a-N1-histidyl-FAD, je dulezita pro fixaci FAD v konformaci usnadnujici
katalyzu. Cilenou mutagenezi u ChitO bylo zji§téno, Ze ztrata jedné kovalentni vazby

brani vytvoreni stabilniho funkéniho Michaelisova komplexu (Heuts et al., 2009).

2.2.2.1 Podskupiny rodiny VAO/PCMH

Z rodiny VAO/PCMH bylo identifikovano se znamou sekvenci a funkci vice nez 100
¢lent, a u fady z nich byla stanovena trojrozmérna struktura. Vétsina identifikovanych
enzymul jsou flavinové oxidoreduktasy, které¢ katalyzuji dvou elektronové redukce
(reduktasy) nebo oxidace (oxidasy, pokud je jako akceptor elektronti pouzit molekularni

kyslik nebo dehydrogenasy, pokud je jako akceptor elektronli pouzita jina molekula).
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Clenové rodiny VAO/PCMH obsahuji jak kovalentng, tak nekovalentng vazany kofaktor
FAD (Ewing et al., 2017).

Rodina VAO/PCMH obsahuje 11 podskupin. Jednotlivé enzymy se fadi do skupin na
zaklad¢ jejich funkce a fylogenetické analyzy. Prvni podskupina s nejvice
charakterizovanymi ¢leny je podskupina BBE-like. Tato podskupina je pojmenovana po
enzymu berberinového mustku retikulinoxidase (EC 1.21.3.3). Podskupina BBE-like je
funk¢éné nejrozmanitéj$i ztéchto podskupin a je to jedina z podskupin rodiny
VAO/PCMH, ktera obsahuje dvojit¢ vazany kofaktor a to 6-S-cysteinyl-8a-N1-histidyl
vazbami. Bikovalentni vazba zvySuje redoxni potencial FAD a mutze byt dulezitd pro

udrzeni spravné polohy flavinového kofaktoru v aktivnim mist¢, které je u bikovalentnich

flavoproteint obvykle oteviené (Ewing et al., 2017).

CKX (EC 1.5.99.12) tvofi druhou podskupinu a obsahuji kovalentné navazany
kofaktor FAD ptes 8a-N1-histidylovou vazbu (Ewing et al., 2017).

Tteti podskupinou je UDP-N-acetylmuramatdehydrogenasa (EC 1.3.1.98). Podili se
na syntéze bakteridlni bunécné stény, kde katalyzuje druhy krok v biosyntéze
peptidoglykanu. Role UDP-N-acetylmuramatdehydrogenasy Vv syntéze bakterialnich
bunécnych stén by mohla byt dilezita pro vyvoj novych antibiotik. Kofaktor FAD je

navazan nekovalentn¢ (Ewing et al., 2017).

Ctvrta podskupina oznatovana jako skupina oxidujici 4-fenol obsahuje enzymy, které
katalyzuji oxidaci para-substituovanych fenoli na atomu Co para-substituentu.
Podskupina obsahuje oxidasy, jako napt. VAO (EC 1.1.3.38) a eugenoloxidasy (EUGO),
i dehydrogenasy, jako napt. PCMH (EC 1.17.99.1) a eugenoldehydrogenasu. Clenové
podskupiny oxidujici 4-fenol jsou specificti v tom, Ze jejich FAD kofaktor je kovalentné
navazani na smycku blizko N-konci proteinu. K tomu dochazi prostfednictvim vazby
8a-N3-histidyl-FAD v piipadé VAO a EUGO a prostiednictvim vazby
8a-O-tyrosyl-FAD v ptipadé¢ PCMH a eugenoldehydrogenasu. Do této podskupiny patii
také dva enzymy, které katalyzuji oxidativni dekarboxylaci N substituovanych derivata
tyrosinu: CndG (kofaktor FAD navazan nekovalentn¢) a FeeG (typ navazani kofaktoru

FAD neni znam; Ewing et al., 2017).
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Patou podskupinou jsou enzymy alkyl-dihydroxyacetonfosfatsynthasy (ADPS; EC
2.5.1.26). ADPS se podili na biosyntéze etherovych fosfolipidii, které misto jednoho
Z acylovych fetézcl vazanych esterovou vazbou nachazejicich se ve vétsin€ fosfolipidi
obsahuji alkylovy fetézec vazany etherovou vazbou. ADPS je specificka v tom, Ze se
nejedna o oxidoreduktasu, ale o transferasu. Obsahuje nekovalentné¢ vazany kofaktor
FAD. Krom¢ dvou domén, které se obvykle vyskytuji u ¢lenti rodiny VAO/PCMH,
obsahuje ADPS na svém N- konci tfeti doménu, ktera je dilezita pti vazb¢ substratu na

enzym, protoze uzavira dutinu, do které se vaze substrat (Ewing et al., 2017).

Sestou podskupinu tvoii dehydrogenasy a-hydroxykyselin, které katalyzuji oxidaci
hydroxylové skupiny a-hydrokyselin na karbonylovou skupinu za pouziti jinych
akceptorti elektroni nez molekularniho kysliku. Podle jejich substratové specificity a
fyziologické funkce je rozliSujeme na D-laktaitdehydrogenasu (EC 1.1.2.4),
D-2-hydroxyglutaratdehydrogenasu (EC 1.1.99.39) nebo glykolatoxidoreduktasu. V této
podskupiné enzymi je kofaktor FAD vazan nekovalentni vazbou a enzymy obsahuyji tieti
doménu, ktera je odpovédna za asociaci proteinu s cytoplazmatickou membranou (Ewing

etal., 2017).

Sedmou podskupinou jsou sterolreduktasy, které jsou odpovédné za redukci dvojné
vazby uhlik—uhlik béhem biosyntézy sterolll. Jejich fyziologicka funkce se lisi
v zavislosti na organismu, napiiklad u savcl jsou sterolreduktasy znamé jako
24-dehydrocholesterolreduktasy (EC  1.3.1.72).  24-dehydrocholesterolreduktasa
obsahuje nekovalentné vazany kofaktor FAD a jako donor elektronli pouziva

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Ewing et al., 2017).

Osmou podskupinu tvoti dekaprenylfosfo-beta-D-ribofuranoso-2-dehydrogenasa.
(DprE1L; EC 1.1.98.3). Spolu S enzymem
dekaprenylfosforyl-2-keto-beta-D-erythro-pentosoreduktasa je DprEl odpovédny za
epimerizaci dekaprenylfosforyl-f-D-ribofuranosy na dekaprenylfosforyl-f-
D-arabinofuranosu. DprEl1 obsahuje nekovalentné navazany kofaktor FAD. Jako
akceptor elektronit mize DprE1 pouzivat kyslik, ale také akceptory elektront jako je

2,6-dichlorfenolindofenol, které vedou k G¢inngjsi katalyze (Ewing et al., 2017).

Devatou podskupinu tvofi aldonolaktonoxidoreduktasy, které katalyzuji posledni krok
Vv syntéze kyseliny L-askorbové (vitamin C) nebo piibuznych antioxida¢nich sloucenin.

Kofaktor FAD miZze byt navazan jak kovalentné, tak nekovalentné (Ewing et al., 2017).
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Desatou podskupinou jsou alditoloxidasy (EC 1.1.3.41), oznacované jako AldO,
sorbitoloxidasa, nebo xylitoloxidasa Vv zavislosti na jejich substratové specificité.
Alditoloxidasy katalyzuji oxidaci primarnich hydroxylovych skupin alditol (cukernych
alkoholll) a poskytuji odpovidajici aldosy, piicemz jako akceptor elektronli piisobi
molekularni kyslik. Alditoloxidasy obsahuji kovalentné navdzany kofaktor FAD, a to

vazbou 8a-N1-histidyl-FAD (Ewing et al., 2017).

Posledni jedenactou podskupinu tvoii ChoX (EC 1.1.3.6), které se nachazeji
Vv bakteriich schopnych metabolismu cholesterolu, ve kterém katalyzuje prvni dva kroky.
Existuji dva typy ChoX, jeden s kovalentn¢ vazanym FAD, a druhy s nekovalentné
vazanym FAD. ChoX s kovalentné vazanym FAD je navazan pies vazbu 8a-N1-histidyl
a patfi do rodiny VAO/PCMH. ChoX s nekovalentné vazanym FAD patii do rodiny
glukosa-, methanol-, cholesteroloxidasy (Ewing et al., 2017).

2.3 Charakteristika kovalentni vazby FAD k proteinu

2.3.1 Vznik kovalentni vazby FAD k proteinu

Kovalentni flavinylace je posttranslacni a autokatalyticky proces, ktery vyzaduje alespon
tii zbytky katalytickych aminokyselin usnadnujicich tvorbu kovalentni flavinové vazby
s vhodnym zbytkem ligandu. Pro navazani kovalentniho flavinu nebyly s vyjimkou
fosfoester-threonyl-FMN doposud popsany zadné pomocné enzymy, které napomahaji
pii tvorbé kovalentni vazby kofaktor-protein. Mezi riznymi kovalentnimi flavoproteiny
nebyl nalezen Zadny jedine¢ny konzervovany sekvencni motiv, ktery by predpovédél, zda
dojde ke kovalentnimu navazani flavinu (Heuts et al., 2009). U VAO neni kovalentni
vazba histidyl-FAD nezbytna pro skladani proteinu a navazani FAD. Po slozeni
polypeptidového tetézce mize dojit ke kovalentni flavinaci. Po pfidani kofaktoru FAD
k apoproteinu se prostfednictvim mechanismu zamku a kli¢e vytvofi nekovalentni vazba
a poté dojde k vytvorfeni vazby kovalentni (Heuts et al., 2009). Kovalentni vazba FAD
kofaktoru na His422 ve VAO vyzaduje pfitomnost aktivujictho nukleofilu, His61,
v doméné FAD (Leferink et al., 2008). Vyména His422 zabranuje tvorbé histidyl-FAD
vazby. Cilova aminokyselina pro kovalentni flavinylaci je soucasti konzervované oblasti
sekvence. Vazebny histidin se obvykle nachdzi v N-koncové ¢asti proteinové sekvence
za tfemi relativné malymi zbytky. Ptiklady takovych proteint jsou CKX, AldO a ChoX.

N-koncova smycka pfednostné vaze flavin prostfednictvim N1 postranniho fetézce
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histidinu (Leferink et al., 2008). Enzymy VAO, PCMH a EUGO jsou v tomto odlisné od
ostatnich flavoproteinii rodiny VAO/PMCH, protoze obsahuji vazebné reziduum blize

k C-konci (Leferink et al., 2008).

Tvorba kovalentni vazby flavin-protein je relativné pomaly proces a probiha
prostiednictvim redukovaného flavinového meziproduktu (Jin et al., 2008). Pro
kovalentni zaClenéni je potfebny kofaktor FAD, pii pouziti FMN a riboflavinu ke
kovalentni vazbé nedojde (Jin et al., 2008). Prvni krokem mechanismu pro kovalentni
flavinylaci polohy C8a zahrnuje abstrakci protonu z methylové skupiny C8. Tento tcel
muze spliiovat aminoacylovy zbytek aminokyseliny, kterd se bude kovalentné spojovat
s flavinem. Po deprotonaci C8a je nutna stabilizace negativniho naboje na lokusu
N1-C2=02 isoalloxazinového kruhu. Pozitivni naboj v blizkosti tohoto mista miize byt
poskytnut riznymi aminokyselinami, napf. histidinem, lysinem nebo argininem. U CKX
a také glukooligosacharidoxidasa je nejbliz§im aminoacylovym postrannim fetézcem
fetézec tyrosinu (Tyr491 v ptipadé CKX ze Zea mays (ZmCKX1)), ktery je polarni, ale
nenabity. Pro tyto enzymy miiZze tyrosin slouZzit jako donor protonl ke stabilizaci
negativniho naboje v poloze N1. Po abstrakci protonti z methylové skupiny C8 napada
histidyl-imidazolyl pozici C8a, ¢imz vytvofi kovalentni vazbu mezi polypeptidovym
fetézcem a redukovanym flavinem. V ptipadé¢ ZmCKX1 je kovalentni vazba vytvofena s
His105 a v jeho aktivaci pro kovalentni flavinylaci se pravdépodobné ucastni Tyr170.
Kovalentni flavinylace prostiednictvim polohy C8a vede k negativnimu naboji v poloze
N5 naredukovaném isoalloxazinovém kruhu. Ten miize byt nasledné protonovan
blizkym aminokyselinovym postrannim fetézcem, protonovym pienosovym systémem
tvofenym molekulami vody nebo amidy peptidové kostry. V ptipadé VAO je pro tento
krok dulezity Aspl70; pfi mutaci tohoto rezidua doSlo ke ztraté¢ kovalentni vazby
kofaktoru FAD (Heuts et al., 2009). U ZmCKX1 tuto funkci plni Asp169 (Heuts et al.,
2009). Toto reziduum je v riznych CKX siln¢ konzervovano, ale u CKX z Nostoc se na
odpovidajici pozici nachézi leucin. Tato CKX v diisledku neptitomnosti této nebo jiné
dilezité aminokyseliny neobsahuje kovalentné navazany kofaktor FAD (Frébortova et al.,

2015). Nakonec dochazi k reoxidaci redukovaného flavinu (Heuts et al., 2009).
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2.3.2 Funkce kovalentni vazby FAD k proteinu

Kovalentni vazba flavinu zvysuje redoxni potencial. Redoxni potencial flavinii miize byt
ovlivnén chemickymi modifikacemi nebo ménicim se prostiedim napiiklad v proteinu.
Redoxni potencial je ovlivnén rtiznymi interakcemi flavin-protein, ale pfitomnost
substituentll pfitahujicich elektrony v poloze 8 podstatné zvySuje redoxni potencial
flavinu. Zvyseni redoxniho potencidlu umoznuje enzymu ucéinnéji oxidovat substrat, i
kdyz samotny rozdil redoxnich potenciali flavinu nemusi nutné poskytovat presny odhad
relativnich aktivit. Napt. dvé sekvencné nesouvisejici ChoX z jedné bakterie, jedna
s kovalentnim a druhd s nekovalentnim FAD, vykazuji podobné hodnoty keat, zatimco
vykazuji velmi odliSny redoxni potencidl. Vyssi redoxni potencial vede k omezengjSimu
vybéri akceptorti elektronti, které 1ze pouzit k reoxidaci kofaktoru, a molekularni kyslik
tak Casto ziistava jedinym vhodnym akceptorem elektroni. Proto vétSina kovalentnich
flavoproteinti vykazuje oxidasovou aktivitu, na rozdil od nekovalentnich flavoproteint,
které jsou nejcastéji dehydrogenasami nebo reduktasami. Pokud je pro katalyzu
prospeSny relativné vysoky redoxni potencidl, flavoenzymy obvykle tvoii vazbu
histidyl-FAD. Pokud se odstrani kovalentni vazba mezi flavinem a polypeptidovym
fetézcem dojde ke snizeni redoxniho potencidlu. Napi. u VAO byl ve vazebném reziduu
His422 vytvoren mutant His422A, ktery obsahoval pevné ale nekovalentné navazany
kofaktor FAD. Také se u tohoto mutantniho proteinu 241- snizila hodnota redoxniho
potencialu z +55 mV na — 65 mV (Heuts et al., 2009). Totéz bylo zjisténo i u CKX, kdy
byl pomoci cilené mutageneze u ZmCKXI1, ve vazebném reziduu His105, vytvoren
mutant His105A. Reziduum His105 je konzervované, proto mutant v tomto reziduu neni
schopen kovalentné vézat kofaktor FAD. U toho mutanta doslo ke snizeni redoxniho

potencialu o 20 mV a sniZeni aktivity enzymu (Kopec¢ny et al., 2016).

Je také mozné, Ze nékteré enzymy obsahuji kovalentné vazany flavin, aby se
prodlouzila jejich zivotnost in vivo (Heuts et al., 2009). Pokud u enzymu s nekovalentné
vazanym flavinem neni vazba tak pevnd nebo vazba slabne se stairnutim enzymu, miize
flavin disociovat. Obecné jsou apo-flavoproteiny méné stabilni nez jejich holoformy.
V ptipadech, kdy je regenerace flavinu obtiZzna nebo nemozn4, se tento enzym miiZe stat
nefunkénim. To mize byt dileZité pro membranove vazané a extracelularni flavoenzymy,
které jakmile se vytvoii a zacleni do lipidové dvojvrstvy nebo se vylouci, budou mit

omezeny pristup k flavinu (Heuts et al., 2009).
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Kromé uc¢inku na redoxni potencidl miize kovalentni vazba flavin-protein slouzit ke
zvySeni strukturdlni stability proteinu, nebo k zajisténi optimalni konformace flavinu
v aktivnim misté¢ (Heuts et al., 2009). Kovalentni vazba kofaktoru FAD ovliviiuje
strukturni integritu U monoaminooxidasy A (MAO A), putrescinoxidasy (Puo),
6-hydroxy-D-nikotinoxidasa, ChitO nebo monomerni sarkosinoxidasy. Odstranéni
kovalentni vazby u téchto flavoproteini vedlo k produkci nespravné slozeného
apoenzymu. Pomoci cilené mutageneze bylo napt. u MAO A zjisténo, ze kovalentni
vazba zvySuje stabilitu enzymu a také zvySuje jeho aktivitu. U nékterych typa
flavoenzymui (naptiklad bakterialni PuO) ADP soutézi s FAD o0 vazbu (Van Hellemond
et al., 2008). Navazani ADP misto FAD vede k neaktivnimu enzymu. Sekvencné
piibuznd MAO A véaze kofaktor FAD kovalentn¢ a tim je zabrdnéno vazbé ADP.
U MAO A je pro kovalentni vazbu FAD dulezity cystein, zatimco PuO ve stejném misté
obsahuje alanin a vaze FAD nekovalentné. Je zajimavé, ze pii zméné alaninu na cystein,
byla PuO schopna vytvofit s FAD kovalentni vazbu. Schopnost zmény nekovalentni
vazby FAD na kovalentni zaménou jediné aminokyseliny také potvrzuje autokatalytickou
povahu kovalentni flavinylace. Naopak, vazba kofaktoru FAD nema vliv na strukturéalni
aktivitu u flavoproteinu VAO, ktery obsahuje kovalentné navazany kofaktor FAD pomoci
vazby 8a-N3-histidyl, a PCMH nesouciho kovalentn¢ navazany kofaktor FAD pomoci
vazby 8a-O-tyrosyl. Porovnani struktury VAO a PCMH s kovalentné vazanym FAD se
strukturami s nekovalentné vazanym FAD nebo apo-flavoproteinu naznacuje, Ze flavin,
at’ je ¢i neni kovalentné vazany nebo chybi, neovlivni strukturni integritu tohoto proteinu.
Ztrata kovalentni vazby u VAO a PCMH nevede ke ztraté stability enzymu. U téchto
flavoproteinti je moZné vloZit kofaktor FAD do apoproteinu za vzniku kovalentni vazby
(Heuts et al., 2009). U ZmCKX1 mutace His105A zabranila tvorb¢é kovalentni vazby
kofaktoru FAD a vedla k jeho ztraté béhem purifikace, coz bylo pfi¢inou ztraty aktivity
enzymu a jeho nestability (Kopecny et al., 2016). Piidavek FAD k apoproteinu v tomto
ptipadé nevedl k obnoveni aktivity (Kope¢ny et al., 2016). Kovalentni vazba kofaktoru
FAD také zvySuje termostabilitu enzymi (Heuts et al., 2009), coz se ukazalo i v piipadé
CKX (Kope¢ny et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Agar (HiMedia)

Agarosa (Sigma-Aldrich)

Ampicilin (AppliChem)

DNA Gel Loading Dye (6X; Thermo Fisher Scientific)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

LB médium (Sigma-Aldrich)

QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Quik Change Il XL Kit (Agilent Technologies)

3.1.2 Roztoky a média

Agarové LB médium

e 20 g/l LB média
o 2% agar

e Doplnit vodou

Tekuté LB médium

e 20 g/l LB média

e Doplnit vodou

Agarové selekéni médium

e 100 ml agarového LB média

e 100 pl ampicilinu (100 mg/ml)

Tekuté selekéni médium

e 100 ml tekutého LB média
e 100 pl ampicilinu (100 mg/ml)
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25 X TAE pufr

e 100 mM Tris

e 50 mM kyselina octova
e 25mM EDTA (pH =8)
e DoplnitH0na1l

1% Agarosovy gel

e 50 ml 1x TAE pufru
e 0,59 agarosy

SOC médium

o 2% trypton

e 0,5% kvasni¢ny extrakt
e 10 mM NaCl

e 25mM KCI

e 10 mM MgClI;

e 10 MM MgSOs4

e 20 mM glukosa

3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Autoklav

Centrifuga

Laminarni flowbox SCS 2-4 (Faster)

Mikrocentrifuga

Mikrovilnna trouba

Mikroobjemovy UV-Vis spektrofotometr NanoDrop One (Thermo Scientific)
Termocykler TC-512 (Techne)

Dokumentaéni systém Gel Doc EZ Imager (BioRad)
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3.1.4 Software pro zpracovani vysledku

BioEdit 7.2.6.1

3.1.5 Biologicky material
Escherichia coli TOP 10
Plasmid pTYB12::ChtCKX (sekvence genu pro ChtCKX je optimalizovana pro expresi

v E. coli)

3.2 Metody

3.2.1 Cilena mutageneze pomoci PCR

Cilena mutageneze byla provedena pomoci kitu QuikChange II XL pro PCR. Nejprve
bylo do PCR zkumavky o objemu 0,2 ml napipetovano 5 ul reakéniho pufru.
K reakénimu pufru byl pfidan 1 pl ANTP smési. Déle se piidal 1 pl vyizolovaného
plasmidu pTYB12 o koncentraci 10 ng/ul. Poté bylo ptidano po 1 pl forward primeru a
reverse primeru o koncentraci 10 uM (tab. 1). Nasledné byly pfidany 3 pl cinidla
QuikSolution. Poté bylo pifidano 37 pl PCR vody. Nakonec byl pfidan 1 ul DNA
polymerasy (PfuUltra HF). Byly nastaveny podminky pro PCR (tab. 2) a plasmidovy
templat byl amplifikovan.

Tab. 1 Sekvence primeru pro cilenou mutagenezi plasmidu pTYB12.

Primery Sekvence primeru (5°-3")
ChtCKX_CO_A104G_F CAG CAC GTG GTC AGG gtC ATAGCA CCT ATG GT
ChtCKX_CO_A104G R ACC ATA GGT GCT ATG acCCTG ACCACGTGC TG
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Tab. 2 Podminky PCR.

Krok Opakovani Teplota Cas

1 1 95°C 2 minuty

2 18 95°C 50 sekund
65°C 50 sekund
68°C 10 minut

3 1 68°C 7 minut

3.2.2 Stépeni pomoci restrikéni endonukleasy Dpnl
Po PCR, kde se amplifikoval cely plasmidovy templat, byl ke 45 ul reak¢éni smési po PCR
pridan 1 pl restrikéni endonukleasy Dpnl. Dpnl rozpozna a $tépi methylovanou DNA a

odstrani pouze vychozi templat. Rozpoznavaci sekvence Dpnl je GA/TC.

3.2.3 Elektroforéza na agarosovém gelu

Pro kontrolu, zda doslo k amplifikaci plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G pii PCR byla
provedena elektroforéza na agarosovém gelu. Nejprve byl do Erlenmayerovy banky
ptipraven 1 % agarosovy gel, kdy se k 0,5 g agarosy ptidalo 50 ml 1 x koncentrovaného
TAE pufru. Aby se agarosa rozpustila byla Erlenmayerovy baiika s 1 % agarosovym
gelem zahtata v mikrovinné troubé€. Po rozpuSténi agarosy byl roztok ochlazen ptiblizné
na 60°C. Dale byla pfipravena elektroforeticka vanicka pro naliti gelu. Agarosovy gel byl
pomalu nalit do vanic¢ky a poté byl do gelu vloZen hieben. Po zatuhnuti gelu byl hieben
vyndan. Ztuhly gel byl vlozen do elektroforetické vany a byl knému piilit
1 X koncentrovany TAE pufr. Byly ptfipraveny 2 vzorky a velikostni marker DNA.
Vzorky byly smichany na parafilmu. Nejprve byl nachystan velikostni marker DNA, kdy
se k 1 ul DNA markeru ptidaly 4 pl sterilni vody a 1 ul barviva (DNA Gel Loading Dye; 6X).
Vzorek 1 byl ptipraven pfidanim 1 pl barviva k 5 pl reakéni smési po PCR. Vzorek 2 byl
pfipraven piidanim 1 pl barviva k 5 pl reakéni smési po Sté€peni restrikéni endonukleasou
Dpnl. VVzorky byly naneseny do jamek v gelu vytvofenych hiebinkem. Elektroforéza byla
spusténa piipojenim elektroforetické vany ke zdroji a probihala pfi konstantnim napéti
80V. Elektroforéza probihala do okamziku, nez se barevné celo piiblizilo ke konci
agarosového gelu (pfiblizné 1 hodinu).
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K barveni agarosového gelu byl pripraven roztok barviva GelRed. K 50 ml vody se
pridalo 15 pl barviva GelRed. Po elektroforéze byl gel na 20 minut ponotfen do vodného
roztoku barviva GelRed. Vodny roztok barviva s gelem byl béhem barveni a nésledné i
po ném uchovan ve tm¢. Béhem barveni byl roztok s gelem promichavan. Po obarveni
byl gel z barviciho roztoku vyjmut, oplachnut vodou a pienesen na dokumentaéni systém

Gel Doc EZ Imager k vizualizaci.

3.2.4 Transformace bunék E. coli TOP 10 plasmidem
pTYB12::ChtCKX A104G

K 50 pl chemicky kompetentnich bun¢k E. coli TOP 10 bylo pfidano 5 pl reakéni smési
(produkt z PCR s Dpnl). Poté byly buriky E. coli s reakéni smési inkubovany 30 minut na
ledu. Poté byly podrobeny teplotnimu Soku zahtatim na 42°C po dobu 1 minuty. Nésledné
byly opét preneseny na led, kde byly inkubovany po dobu 2 minut. Pro maximalni
ucinnost transformace bylo k buiikam ptidano 500 pul SOC média. Nasledn¢ byly bunky
inkubovany pti 37°C po dobu 1 hodiny, pfi 150 rpm.

3.2.5 Selekce transformovanych bunék E. coli TOP 10 s plasmidem
pTYB12::ChtCKX A104G

Alikvoty byly vyneseny na Petriho misky s agarovym selekénim médiem (LB médium

s ampicilinem) pomoci sterilni sklenéné hokejky. Kultivace probihala 24 hodin pfi teploté

37°C. Poté¢ byly vybrany nahodné 4 kolonie, které byly pteneseny do 15 ml tekutého

selekéniho média. Po dals$i 24 hodinové kultivaci pii 37°C byl z bakterialni kultury

vyizolovan plasmid pTYB12::ChtCKX A104G.

3.2.6 lzolace plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep (Qiagen).
Nejprve bylo 10 ml bakterialni kultury centrifugovano pti 8000 rpm (6800 x g) po dobu
3 minut pii pokojové teploté. Supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovan v 500 pl
pufru P1. Resuspendovany pelet byl pienesen do mikrocentrifugacni zkumavky. Ke
vzorku bylo pfidano 500 upl pufru P2. Vzorek s pufrem P2 byl dikladné promichan
prevracenim zkumavky, dokud nebyl roztok ¢iry. Dale se ptidalo 700 ul pufru N3. Vzorek
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s pufrem byl opét diikkladné promichan pfevracenim zkumavky. Vzorek byl 10 minut
centrifugovan pii 13500 rpm (17310 X g) ve stolni centrifuze. 800 pul supernatantu bylo
pomoci pipety pieneseno na kolonku QIAprep 2.0. Supernatant byl centrifugovan po
dobu 30-60 sekund a odstranén. Kolonka byla promyta pfidanim 0,75 ml pufru PE. Opét
byl vzorek centrifugovan po dobu 30-60 sekund a supernatant odstranén. Poté byla
kolonka 1 minutu centrifugovéna, aby doslo k odstranéni zbytku promyvaciho pufru.
Kolonka byla umisténa do sterilni mikrocentrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml. Do
sttedu kolonky bylo napipetovano 40 ul pufru EB a po 1 minuté byla DNA eluovana

centrifugaci po dobu 1 min.

3.2.7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolovaného
plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G
Koncentrace a distota vyizolovaného plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G byly
zjistovany spektrofotometricky pomoci mikroobjemového UV-Vis spektrofotometru
NanoDrop One. Jako slepy vzorek byla pouZita sterilni voda. Kazdy vzorek obsahoval
vyizolovany plasmid zjiné kolonie. U kazdého vzorku byla zméfena koncentrace
vyizolované¢ho plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G. Dale byly stanoveny pomeéry
Aol Azgo @ Azsol Azzo pro posouzeni Cistoty jednotlivych vzorkd vyizolovaného plasmidu

pTYB12::ChtCKX A104G.

3.2.8 Priprava vyizolovaného plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G na
sekvenovani
Vyizolované plasmidy pTYBI12::ChtCKX A104G ze 4 kolonii byly rozdéleny na 8
vzorki. Vzorek 1 a 2 obsahoval plasmid z prvni kolonie, vzorek 3 a 4 z druhé, vzorek 5
a 6 ze tieti a vzorek 7 a 8 ze ¢tvrté. V kazdém vzorku byly 3 pl 0 pfiblizném mnozstvi
500 ng vyizolovaného plasmidu. Ke vzorkim 1, 3, 5 a 7 bylo ptidano 2,5 ul 10 uM
primeru pTYB12 forward (tab. 3) a ke vzorktim 2, 4, 6, 8 bylo ptidano 2,5 ul 10 uM T7
terminator reverse primeru (tab. 3). Ke v§em vzorkiim bylo ptfidano 4,5 pl sterilni vody.

Vzorky byly odeslany na sekvenovani do firmy SEQme s. r. o.
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Tab. 3 Sekvence primert pro sekvenovani ChtCKX A104G v plasmidu pTYB12.

Primer Sekvence primeru (5'- 3")
pTYB12 fw GGG ACGCTATTGTTGGCT TA
T7 term rev ACC CCT CAAGACCCGTTT AG
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Cilena mutageneze plasmidové DNA pomoci PCR

Protein CKX z Chroococcidiopsis thermalis (ChtCKX) obsahuje na pozici 104 alanin, po
némz nasleduje histidin a serin, takze piedpokladany vazebny motiv pro FAD ma
sekvenci AHS. V rostlinnych CKX se vSak nachazi pln¢ konzervovany vazebny motiv
GHS. ChtCKX neobsahuje kovalentné navazany kofaktor FAD a neni aktivni
(Chudobova, 2019), na rozdil od rostlinné CKX. Bude-li alanin nahrazen glycinem a
ChtCKX tedy bude obsahovat vazebny motiv GHS, mohlo by dojit ke kovalentni vazb¢
kofaktoru FAD. Alanin 104 je v nukleotidové sekvenci ChtCKX kodovan tripletem GCA

zacinajicim na pozici 310. Ke zméné alaninu na glycin dojde mutaci GCA na GGT.

Pozadované mutace v plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G bylo dosazeno
provedenim PCR amplifikace pomoci primert s pozadovanou mutaci (tab 1). Po PCR
byla templatova DNA odstranéna Stépenim restrikéni endonukleasou Dpnl. Amplifikace

plasmidu byla potvrzena elektroforézou na agarosovém gelu. Plasmid se zaklonovanym

genem ChtCKX ma velikost pfiblizn¢ 9 kb (obr. 4).

9 kb

Obr. 4 Elektroforéza v agarosovém gelu. 1) DNA marker. 2) Reakéni smés po PCR. 3) Reak¢ni
smés po Stépeni Dpnl.
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4.2 Spektrofotometrické  stanoveni  koncentrace a  (Cistoty

vyizolovaného plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G

Po transformaci E. coli TOP 10 PCR smési po §tépeni Dpnl a kultivaci na selekénim
médiu byl vyizolovan plasmid ze Ctyf ndhodné vybranych kolonii a byla stanovena
koncentrace a Cistota jednotlivych vyizolovanych plasmidu (tab. 4). Aby byl vyizolovany
plasmid pTYB12::ChtCKX A104G povazovan za Cisty, méla by se hodnota poméru
Az60/ A28 rovnat nebo byt vyssi nez 1,8. Pokud je hodnota poméru Azeo/Azgo vyrazné nizsi
je vzorek nejspiSe kontaminovany proteiny. Hodnota poméru Azeo/A230 by se méla
pohybovat od 2,0 do 2,2. Nizs§i hodnota poméru Azeo/A230 nez 2,0 znamena kontaminaci
vzorku, rozpoustédly pouzitymi pii izolaci plasmidové DNA. Hodnoty pomeért Azeso/A2go
okolo 1,8 a A2so/A230 vEtsi nez 2,1 (tab. 4) ukazuji, Zze vyizolované plasmidy 1-4 byly

dostate¢né Cisté.

Tab. 4 Koncentrace a ¢istota vyizolovaného plasmidu pTYB12::ChtCKX A104G pro jednotlivé
kolonie.

Plasmid c (ng/ul) Azeol Azgo Aze0/A2zo
1 185,3 1,83 2,19
2 1947 1,82 2,15
3 170,2 1,83 2,15
4 223,7 1,83 2,15
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4.3 Ovéreni sekvence ChtCKX A104G

Gen ChtCKX obsahuje 1452 bazi, a proto musi byt sekvenovan z obou stran, aby doslo
k pokryti celé sekvence. Z kazdého plasmidu (1-4) byl gen ChtCKX A104G sekvenovan

zleva pomoci forward primeru a zprava pomoci reverse primeru.

Vyhodnoceni sekvenci genu ChtCKX A104G z jednotlivych plasmidii ze ¢tyt kolonii
bylo provedeno pomoci editoru biologickych sekvenci BioEdit 7.2.6.1. Sekvence genu
ChtCKX A104G byla porovnavana s puvodnim genem ChtCKX s optimalizovanymi

kodony pro expresi v E. coli.

Pro zpracovani grafického vystupu byl gen pro lepsi piehlednost rozdélen na tfi
navazujici ¢asti. V prvni ¢asti se u genu ChtCKX A104G z plasmidi 1 a 4 vyskytuje na
pozicich 311 a 312 nukleotidové sekvence nami zvolena mutace (obr. 5). V druhé a tieti
c¢asti nedoslo k zadné nezddouci mutaci a nukleotidova sekvence je stejna s ptivodnim
genem ChtCKX (obr. 6 a 7). Tyto Casti sekvence se rovnaji i se sekvenci genu
ChtCKX A104G ze vsech 4 vyizolovanych plasmidt. U genu ChtCKX A104G z plasmidu
2 doslo ke spontanni mutaci, a to inzerci na pozici 313. Na pozici 313 bylo vlozeno 32
bazi (obr. 8). Tato mutace méni smysl ¢teciho rdmce a pfi prepisu dojde ke zméné
aminokyselinové sekvence. U genu ChtCKX A104G z plasmidu 3 doslo kromé nami
zvolené mutace, také k tiché mutaci na pozici 303. Pri této tiché mutaci se zménil kodon
CGT na CGC. Protoze kodony CGT a CGC kéduji stejnou aminokyselinu, a to arginin,
nedojde ke zmén¢ aminokyselinové sekvence (obr. 9). Sekvenovani potvrdilo, Ze u dvou
ze Gty vyizolovanych plasmidd, a to z kolonii 1 a 4 doslo v genu ChtCKX A104G k nami

zvolené mutaci a zaroven nedoslo k jiné nezadouci mutaci (obr. 5-8).
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ACCGATTATATCGAACTGAGCGT TGGTGGCACCCTGGCAGTGGGTGGTAT TGGTGETACAAGCCATCGT
T p Y I EL 5 V 6 T UL &2V 6 6 I G GG T 5 H R

Obr. 5 Srovnani nukleotidovych sekvenci (pozice 1-549) genu ChtCKX a sekvenovaného genu
ChtCKX A104G z kolonie ¢. 1. Pod nukleotidovou sekvenci je uveden piepis do aminokyselinové
sekvence. Sekvenace genu probihala pomoci forward primeru. Ramecek ohraniCuje triplet
nukleotidt, ve kterych doslo k mutaci a ke zméné alaninu na glycin. Sekvence byly porovnany a
vyhodnoceny pomoci programu BioEdit 7.2.6.1.
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Obr. 6 Srovnani nukleotidovych sekvenci (pozice 550-1098) genu ChtCKX a sekvenovaného
genu ChtCKX A104G z kolonie ¢. 1. Pod nukleotidovou sekvenci je uveden piepis do
aminokyselinové sekvence. Sekvenace genu probihala pomoci reverse primeru, proto byla pro
vyhodnoceni pouzita reverzné komplementarni sekvence genu ziskana sekvenaci. Sekvence byly
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porovnany a vyhodnoceny pomoci programu BioEdit 7.2.6.1.
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ChECEX AGCGGTCTGACCCTGAGCGATACAGGTCAGGGTCCGGTGCTGCTGTATCCGGTGCCGACCGATCGTCTGACACTGCCGCT
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ChEtCRX A104G (1) AGCGOTCTGACCCTGAGCGATACAGGTCAGGGTCCGGTGCTGCTGTATCCGOTGCCGACCCATCGTCTGACACTGCCGCT
5 L T L 5 D T 2 P VvV L L ¥ P ¥V P T D R L T L P L
1180 1150 1200 1210 1220 1230 1z40 1250
T 1 o Pt O [ IR I [
ChECEX GTTTCGTGT TCCGOATGAAGCAGTGGTTTTTCTGTTTGCAATTCTGCGTACCGCACCGCCTGATGCCAGCGCAATTGCAR
F R vV P D E o VvV V F L F 2 I L R T 2 F P D 2 5 R I =&
ChEtCEX A104G (1) GTTTCGTGT TCCGGATGAAGCAGTGGTTTTTCTGTTTGCAATTCTGCGTACCGCACCGCCTGATGCCAGCGCAATTGCAR
F RV P D E 2V V F L F &2 I LERTSZUP P D AS 2 I &
1260 1270 1280 1230 1300 1310 1320 1330
T 1 o Pt O [ IR I [
ChECRY ARATGCTGGCAGATAATCGCACCTTTTT TCAACGTAATCGTAGCCTGGATGGT TATCGCTATCCGAT TGATGCAGTTCCG
K M L o p W R T F F E R N R 5 L D ¥ R ¥ P I Db R WV P
ChECEX A104G (1) AAATGCTGGCAGATAATCGCACCTTTTTTGAACGTAATCGTAGCCTGGATGGT TATCGCTATCCGAT TGATGCAGTTCCG
K M L 2 pD W R T F F E RN R 5 L D ¥ R T F I D B WV F
1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410
T T T S (A I
ChECEX TTTAGCCAGGCAGATTGGAAACAGCATTTTCATCCGGT T TGGGGTARACTGGT TAGCGCARARACGTCGT TATGATCCGGA
F 5 ¢ AR D W K @ HF H P V W E L v 5 2 K R R Y D P D
ChtCEX A104G (1) TTTAGCCAGGCAGATTGGAAACAGCATTTTCATCCGGTTTGGGGTARAACTGOT TAGCGCARAARCGTCGTTATGATCCGGA
F 5 ¢ AR D W K @ H F H P V W K L vV 5 L K R R Y D F D
1420 1430 1440 1450
O T P U [ I
ChECEX TAATCTGCTGACTCCGGGTCAGGGTATCTTTTAA
N L L T P 2 I F *
ChEtCREX A104G (1) TAATCTGCTGACTCCGGGTCAGGGTATCTTTTAA
N L L T P 2 I F *

Obr. 7 Srovnani nukleotidovych sekvenci (pozice 1099-1452) genu ChtCKX a a sekvenovaného
genu ChtCKX A104G z kolonie ¢. 1. Pod nukleotidovou sekvenci je uveden piepis do
aminokyselinové sekvence. Sekvenace genu probihala pomoci reverse primeru, proto byla pro
vyhodnoceni pouzita reverzné komplementarni sekvence genu ziskana sekvenaci. Sekvence byly
porovnany a vyhodnoceny pomoci programu BioEdit 7.2.6.1.
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Obr. 8 Srovnani ¢asti nukleotidové sekvence genu ChtCKX a ChtCKX A104G z kolonie ¢. 2. Pod
nukleotidovou sekvenci je uveden piepis do aminokyselinové sekvence. Sekvenace genu
probihala pomoci forward primeru. Sekvence byly porovnany a vyhodnoceny pomoci programu

BioEdit 7.2.6.1.

ChEtCEX

ChtCEX A104G (3)

ChEtCHEX

ChEtCEX A104G (3)

280 230 300 310 320 330 340 350
JR [ (P [ I IR (LAl N I JE I R [P N [ IR (SR |
GCCCGTAGCCATARAACT GAAAGTTGCAGCAFGT‘Z}GTCA ACATAGCACCTATGGTCAGAGCCAGGTTGAAGCAGGTAT

» R 5 2 ¥ L ¥ v o rI! 0 H Vv E L

H K L E v A &, 2 H 5 T ¥ 2 5 Q@ VvV E =& I
GCCCGTAGCCATAAACTGAAAGTTGCAGCAFG#GGTCA CATAGCACCTATGGTCAGAGCCAGGT TGAAGCAGGTAT
L R 5 H KL KV L LR, 9] H 5 T ¥ 2 5 Q Vv E R I
360
TGTTATTGAT
TGTTATTGAT

Obr. 9 Srovnani ¢asti nukleotidové sekvence genu ChtCKX a ChtCKX A104G z kolonie €. 3. Pod
nukleotidovou sekvenci je uveden pfepis do aminokyselinové sekvence. Sekvenace genu
probihala pomoci forward primeru. Obdélnik s prerusovanou carou ohranicuje tichou mutaci na
pozici 303 a obdélnik s plnou ¢arou ohranicuje pozadovanou mutaci. Sekvence byly porovnany a
vyhodnoceny pomoci programu BioEdit 7.2.6.1.
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5 ZAVER
V teoreticka cast bakalaiské prace jsem se zabyvala vazbou kofaktoru FAD u CKX a

piibuznych flavoproteint.

Experimentalni Cast bakalarské je zaméfend na cilenou mutagenezi ve vazebném
motivu FAD kofaktoru u CKX z Chroococcidiopsis thermalis (ChtCKX), pomoci PCR.
ChtCKX ma ve svém vazebném motivu pro kofaktor FAD na pozici 104 alanin a
neobsahuje kovalentné navazany kofaktor FAD. Oproti tomu vSechny znamé rostlinné a
nékteré bakteridlni CKX v tomto vazebném motivu pro FAD namisto alaninu obsahuji
glycin a kovalentné navazany FAD. Pomoci cilené mutageneze byl u ChtCKX zménén
vazebny motiv AHS na GHS. Alanin je kodovan tripletem GCA zacinajici na pozici 310.
Pro zménéni alaninu na glycin se zavedla mutace na pozicich 311 a 312 pfi, kterych doslo

ke zméné na kodon GGT, ktery koduje glycin.

Sekvenovani ukézalo, Ze u dvou ze ctyf vyizolovanych plasmidl, doSlo k nami
pozadované mutaci a zaroven nedoslo k jiné nezddouci mutaci. Pomoci téchto plasmidi
bude nasledovat exprese genu v E. coli a ovéfeni, zda pfi zméné vazebného motivu na

GHS bude ChtCKX obsahovat kovalentn¢ navazany kofaktor FAD.
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7 SEZNAM ZKRATEK

AldO
ADPS
BBE

CK
CKX
Dprel
EUGO
FAD
FMN
ChitO
ChoX
ChtCKX
MAO A
PCMH
PuO
VAO
VAO/PCMH

ZmCKX1

alditoloxidasa

alkyl-dihydroxyacetonfosfatsyntasa

enzym berberinového mustku

cytokinin

cytokinindehydrogenasa
dekaprenylfosfo-beta-D-ribofuranoso-2-dehydrogenasa
eugenoloxidasa

flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

chitooligosacharidoxidasa

cholesteroloxidasa

cytokinindehydrogenasa z Chroococcidiopsis thermalis
monoaminooxidasa A

para-krezolmethylhydroxylasa

putrescinoxidasa

vanillylalkoholoxidasa
vanillylalkoholoxidasa/para-krezolmethylhydroxylasa

cytokinindehydrogenasa ze Zea mays
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