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Abstract

Lincomycin is a naturally occurring member of a lincosamide group of antibiotics.

The cluster of lincomycin biosynthetic gene was already decribed and the function of many
of genes has been clarified.

This work, “Characterization of N-demethyllincomycin-methyltransferase”, is focused on
the study of the final step of lincomycin biosynthetic pathway - the methylation of nitrogen
atom from the pyrollo ring of the propylproline unit of the N-demethyllicomycin (NDL).
The aim of this work was the characterization of the protein LmbJ, catalysing this final
biosynthetic step. All the experiments were provided for the enzyme LmbJ with N-terminal
histidine tag, which had been prepared by the heterologous expression in E.coli cells. The
pH and temperature optimum was determined as well as the Michaelis constants for both
substrates of the reaction - N-demethyllincomycin and S-adenosyl methionine (SAM — a
methyl group donor). With the exception of the pH optimum, all specified parameters have
markedly differed from the data published for the enzyme isolated from the natural source.
Based on the comparison of electron microscopy, blue native gel electrophoresis and gel
filtration results, the hypothetical model of the LmbJ quarternary structure was created.
Majority of methyltranserases, so far described occure in monomeric, dimeric or tetrameric
form. By contrast in our case the most probable model of quarternary structure is a

hexamer.

Key words: lincomycin, methyltransferase, LmbJ, antibiotics, biosynthetic cluster, enzyme

kinetics.



Abstrakt

Linkomycin je prirodne antibiotikum zaradené do skupiny linkozamidovych
antibiotik, ktorého zhluk biosyntetickych génov je znamy a funkcia mnohych génov
z tohto zhluku uz bola popisana.

Tato praca je zamerand na Studium zdverecného kroku bisyntetickej drahy
linkomycinu, metylaciu na dusiku pyrolového retazca propylprolinovej podjednotky N-
demetyllinkomycinu (NDL). Cielom prace bolo charakterizovat enzym Lmbl,
katalyzujaci tento biosynteticky krok. Vsetky stanovenia boli uskuto¢nené pre enzym
LmbJ s histidinovou kotvou, ktory bol pripraveny heterolognou expresiou v bunkach
E.coli. Bolo stanovené teplotné apH optimum metyla¢nej reakcie rovnako ako
Michelisove konStanty pre oba substraty reakcie: N-demetyllinkomycin a S-
adenozylmetionin (SAM - donor metylovej skupiny). S vynimkou pH optima se vSetky
stanovené parametre vyrazne odliSovali od publikovanych tdajov pre enzym izolovany
z prirodzeného zdroja. Na zaklade porovnania vysledkov elektronovej mikroskopie,
nativnej elektroforézy a gélovej filtracie bol vytvoreny predpokladany model kvartérnej
Struktiry enzymu. Na rozdiel od vdcSiny doteraz popisanych metyltransferdaz, ktoré sa
vyskytuji v monomérnej, dimérnej alebo tetramérnej forme, sa v naSom pripade jedna

S najvacSou pravdepodobnostou o hexamér.

Klacové slova: linkomycin, metyltransferdza, LmbJ, antibiotika, biosynteticky zhluk,

enzymova aktivita.



Zoznam pouzitych skratiek:

APS — peroxodisiran amonny

ATB — antibakterialna latka — antibiotikum

ATP — adenozintrifosfat

BH; — tetrahydrobiopterin - (6R)-2-Amino-6-[(1R,2S)-1,2-dihydroxypropyl]-5,6,7,8-
tetrahydro-4(1H)-pteridinone

BN-PAGE — nativna elektroforéza na polyakrylamidovom géli

BPB — bromfenolova modra

COMT - katechol-O-metyltransferaza

EM — elektrénova mikroskopia

GNMT - glycin —N-metyltransferaza

GTP — guanozintrifosfat

His tag-LmbJ — protein LmbJ fazovany s histidinovou kotvou, tvorenou 20
aminokyselinami

L-DOPA — L-3,4-dihydroxyfenylalanin

LIN — linkomycin A

MT — metyltransferaza, enzym prenasajuci CHz skupinu z molekuly donora na molekulu
akceptora

MTL — metyltiolinkozamid

NDL — N-demetyllinkomycin

NDC — N-demetylcelesticetin

NDL-MT — N-demetyllinkomycin-metyltransferaza

ORF — otvoreny ¢itaci rdmec

ORI — centralny replikacny pociatok

PHA — trans-N-metyl-4-n-propyl-L-prolin - kyselina propylhygrova
PPL — 4-n-propyl-L-prolin (propylprolin)

SAM — S-adenozylmetionin

SDS PAGE - elektroforéza na polyakrylamidovom géli

SAH — S-adenozylhomocystein

SAM-MT — metyltransferaza zavisla na S-adenozylmetionine

TLC — chromatogarfia na tenkej vrstve

UPLC — vysokoSpecificka kvapalinovéa chromatografia

UEB — ustav experimentalni botaniky, Akademie véd Ceské Republiky
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UvVOD

1. UVOD

Zvysujuci sa vyskyt rezistencie baktérii na antibiotika sa najma v poslednych rokoch
ukazuje ako velka hrozba pre Cloveka. Vyskum a vyvoj novych lieciv (antibakterialnych
latok) je pomerne zdihava a finanéne naroéna ¢innost’ a zérove sa rychlost produkcie
novych lieCiv len tazko vyrovna rychlosti s akou sa objavuje rezistencia na nich. Z tohto
dovodu sa dnes kladie zvySena pozornost mechanizmom modifikacie uz existujacich
antibakteridlnych latok na nové a Casto eSte UcCinnejSie latky. Laboratorium, v ktorom
vznikla tato diplomovd praca, sa dlhodobo zaoberd vyskumom biosyntézy
linkozamidovych ATB. Modifikacia linkozamidovych antibiotik ma za ciel’ zlepSit' ich
ucinnost’, predovsetkym rozrsirit’ ich antibakteridlne spektrum, znizit’ minimalnu inhibi¢na
koncenraciu a upravit' rychlost’ (sposob) ich absorbcie. Prirodné ATB linkomycin
a predovSetkym  polosynteticky  derivat klindamycin si  dve najvyznamnejsie
linkozamidové ATB pouzivané v Klinickej praxi. Klindamycin sa vyznacuje vysokou
absorbciou ustnou dutinou, schopnostou preniku tkanivom (tiez kost'ou) a stimulaénym
i¢inkom na imunitny systém hostitela (Rezanka et al., 2007).

Podrobné informacie o biosyntetickych drahach azhlukoch génov pre syntézu
sekundarnych metabolitov ndm umoziuju cielene zasahovat do genetickej informacie
producentov atym priamo ovplyviiovat, bud’ vznik novych produkénych kmenov ktoré
potom produkujii pozmené antibiotikum, alebo pripravu kmetiov nadprodukujucich uz
zname antibiotikum. Tento proces by mal prispiet’ k postupnému zjednoduseniu produkcie
novych uéinnych latok a tiez k zniZeniu na to vynaloZenych nédkladov.

Linkomycin je prirodené antibiotikum (ATB) zaradené do skupiny linkozamidovych
antibiotik, ktorého zhluk biosyntetickych génov je znamy a funkcia mnohych génov
z tohto zhluku bola uz popisana. Zaverecnym krokom v biosyntetickej drahe linkomycinu
je metylacia na dusiku PPL podjednotky N-demtyllinkomycinu (NDL - priamy
metabolicky prekurzor) za vzniku kone¢ného produktu biosyntetickej drahy — linkomycinu
(LIN). V poslednom kroku tejto syntetickej drahy vystupuje v tlohe katalyzatora
proteinovy produkt génu ImbJ zo zhluku linkomycinovych génov produkénych kmetiov S.
lincolnensis ATCC 25466 a S. lincolnensis 78-11. Za pritomnosti donoru metylovej
skupiny S-adenozylmetioninu (SAM) uskutoc¢nuje enzym LmbJ kone¢nt premenu NDL na
LIN a je teda zaverecnou SAM-dependentnou-NDL-metyltransferazou.

Hlavnym cielom prace bolo charakterizovat’ enzym LmbJ biochemicky a stanovit’

jeho kinetické parametre.
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2. PREHLAD LITERATURY

2.1. Streptomycéty

Streptomycéty su grampozitivne, vldknité baktérie osidl'ujice v prirode takmer
vSetky biotopy. Jedna sa prevazne o pddne saprofytické baktérie. Su délezitou zlozkou
pody v ktorej plnia svoju ulohu pri biodegradaciach. Streptomycéty (substratové
mycélium) vyuzivaju extracelularne hydrolytické enzymy na ziskavanie zivin z
organickych zloziek pddy (polysacharidy bunkovych stien vyssich rastlin a hub, exoskelety
zivocichov). Z taxonomického hladiska ich zaradujeme do radu Actinomycetales.
Zastupcovia su zaradovani do rodu Streptomyces predovsSetkym na zaklade sekvencnej
analyzy 16S rRNA, typu bunkovej steny, podielu zastupenia mastnych kyselin a inych
fenotypovych prejavov (Anderson a Wellington, 2001). Streptomycéty sa odliSuju od
ostatnych aktinomycét typom bunkovej steny, ktora sa u streptomycét oznacuje ako Typ I
sensu. Pre tento typ bunkovej steny je charakteristicka pritomnost’ LL-diaminopimelovej
kyseliny, glycinu a zaroven absencia obvyklych cukrov.

Chromozom streptomycét je linearny s roznou vel'kost'ou (od 5 do 11 Mbp) v zavislosti od
druhu. Pre DNA streptomycét je charakteristicky vysoky obsah G + C parov, pohybuje sa
medzi 69 - 78 % (Korn-Wendisch a Kutzner, 1992). Linearny chromozém streptomycét sa
replikuje z centralneho replikaéného pociatku ORI. Chromozom streptomycét je vysoko
nestabilny, na jeho koncoch dochadza k ¢astym deléciam. V priebehu replikacie ostavaju
5" konce chromozému nedosyntetizované ¢im vznikaju na oboch koncoch tuseky
jednoretazcovej DNA (ssDNA). Tieto ssDNA koncové useky obsahuji niekol’ko
replikujucich sa palindromatickych sekvencii umoznujicich ohyb v retazci a vytvorenie
slu€kovych Struktar na oboch koncoch chromozému tzv. ochrannych koncovych telomér.
U vacsiny kmenov streptomycét nachadzame tiez linedrne alebo cirkularne plazmidy, ktoré
mozu obsahovat’ aj gény pre rezistenciu alebo biosyntézu sekundarnych metabolitov
(Saadoun et al., 1999). NajpodrobnejSie geneticky zmapované kmene s uplne
osekvenovanym genomom su Streptomyces coelicolor A3(2), Streptomyces griseus IFO

13350, Streptomyces avermitilis MA-4680 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.

cqi?taxid=2&type=1&name=Bacteria%20Complete%20Chromosomes). V sucéasnosti je

rozpracovanych d’alSich 25 projektov sekvenacie gendmu U vybranych kmenov
streptomycét  (niektoré  Ciasto¢ne, iné takmer  kompletne  osekvenované),

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/microbial taxtree.html).
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Kolonizacia pody streptomycétami je znacne ulahcend schopnostou tvorby
vegetativnych hyf diferencujicich na spory, ktoré su zaroveinn jedinym jednobunkovym
Stddiom v ich Zivotnom cykle. Spory st odolné voc¢i nedostatku zivin a vody, sliZia na
prezitie nepriaznivych podmienok a rozsirovanie organizmu v prostredi. Povrch stien spor
tvoriaci zavitnicu spolocne s tvarom a usporiadanim obalu spoér, su jedineéné pre kazdy
druh a slazia pri rozliSeni jednotlivych druhov streptomycét. Spora kli¢i na vegetativne
substratové mycélium tvorené viacjadrovymi hyfami s nepravidelnymi priehradkami, 0,5 —
1 um Sirokymi. Rast na vrcholoch hyf je spojeny s ich rozvetvenim a tvorbou husto
prepletenych klbiek substratového mycélia. Po skonceni vegetativneho rastu zacinaju
vyrastat’ vzdusné hyfy, ktorych konce st sto¢ené do tvaru zavitnice a rozpadaju sa na

retiazky exospor. Tvorbou exospdr je zivotny cyklus streptomycét ukonceny.
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Obr. 2.1. Zivotny cyklus Streptomyces coelicolor A3(2). Zivotny cyklus zadina
jednobunkovou sporou, ktora kli¢i na vegetativne substratové mycélium. Vegetativny rast
ukoncuje morfologickd diferenciacia a tvorba vzdusného mycélia. Na koncoch (do
zavitnice sto¢enych) hyf vzdusného mycélia dochadza k tvorbe retiazok exospor. Vznikom
exospor je zivotny cyklus ukonceny (http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb
/projects.html).
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2.3. Sekundérne metabolity

Niektoré taxonomické skupiny mikroorganizmov, jednobunkovych organizmov a
rastlin maja schopnost’ syntetizovat pomerne zlozité chemické zluCeniny. Takéto latky
maju Specificky vyznam len pre svojho producenta (Roessner a Scott, 1996), alebo ich
funkcia nie je znama. Velka skupina latok produkovanych mikroorganizmami je v
sucasnej dobe klasifikovanych ako sekundarne metabolity a sthrn chemickych drah
veducich k ich vzniku ako sekundarny metabolizmus (Karlovsky, 2008). Hoci sekundarne
metabolity nie st nevyhnutnou sucastou rastu a reprodukcie produkénej kultary, su
dolezitou stGcastou zivota mikroorganizmov Zijucich vo viaésich spolocenstvach
(prostriedok - mediator komunikacie medzi mikrooragnizmami osidl'ujucimi rovnaké
prostredie), (Karlovsky, 2008). Vacésina sekundarnych metabolitov je produkovana
mikroorganizmami, ale produkuju ich aj d’alSie organizmy (huby, riasy, vysSie organizmy).

Charakteristickou ¢rtou sekundarnych metabolitov je ich obmedzend produkcia v
ramci druhov resp. rodov, len malokedy sa vztahuje aj na vysSie taxony. Na rozdiel od
sekundérneho metabolizmu, zahfiia produkcia primarneho metabolizmu aj vysSie taxény -
kmen a risa (Karlovsky, 2008). Hoci sa primarny a sekundarny metabolizmus zdaju byt
navzajom odliSné plati, ze produkt jednej reakcie je substratom pre tu nasledujucu a
zaroven, ze prva reakcia byva rychlost’ urcujici krok. Z toho vyplyva, ze obidva typy
metabolizmov musia byt navzajom tzko prepojené (hlavné rozdiely medzi primarnym a
sekundarnym metabolizmom st zhrnuté v Tab. 1). Niektoré organizmy pouzivaju na
syntézu sekundarnych metabolitov existujuce enzymy primarneho metabolizmu, iné
syntetizujii rovnakll skupinu sekundarnych metabolitov pomocou Specialnych enzymov
(prikladom moéZu byt niektoré typy bakteridlnych peptidovych antibiotik). Sekundarny
metabolizmus vyuziva ako zakladné kamene (vychodzie molekuly) svojich syntetickych
drah medziprodukty z metabolickych drah primarneho metabolizmu. Klacovymi
medziproduktmi, ktoré sa podielaji na syntéze vacsiny sekundarnych metabolitov st:

a) Sacharidy

b) Kyselina Sikimova a/alebo aromatické kyseliny

c) Nearomatické aminokyseliny

d) Zluceniny obsahujuce 1 uhlikovy atom — C1

e) Kratke mastné kyseliny (najcastejSie octova a propionova)

f) Medziprodukty citratového cyklu

g) Puriny a pyrimidiny
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Tab. 1 - Zakladné rozdiely primarneho a sekundarneho metabolizmu (Prebrané a upravené
podrla: http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/bioch.pdf).

Vlastnosti a vztahy

Primarny metabolizmus

Sekundarny

metabolizmus

Vzt'ah k existencii zivota

Zasadny, nevyhnutny pre zivot

Nie je nevyhnutny pre

zivotného cyklu

Zivot
Vzt'ah k rastu Zasadny, produkcia stavebnych | Nebyva spojeny s rastom
materidlov bunky
Fyziologicky vyznam Presne definovany Casto nie je presne znamy
Aktivita v priebehu Aktivny v priebehu celého Aktivny len v urcitej faze

zivotného cyklu

zivotného cyklu

Aktivita vo vzt'ahu k

Vzdy aktivny

Aktivny len za urcitych

typu organizmu

podmienkam podmienok vonkajsieho
vonkaj$ieho prostredia prostredia
Existencia vo vztahu k | Vyskytuje sa vo vSetkych Vyskyt len u urcitych

zivych organizmoch

druhov a rodov

Povaha produktov

Jednoznacne definované

Casto zmesi latok majuce

zlic€eniny, Casto s jednoduchou | komplexnt chemickt

Struktarou Struktaru

Struktira sekundarnych metabolitov je velmi rozmanita, kazdy metabolit je
produkovany urcitym poctom bakteridlnych druhov. Sekundarne metabolity byvaji ¢asto
zapojené do mechanizmov preZitia v prirodnom prostredi ako efektory ekologického boja o
Ziviny, ale funguju aj ako signdlne molekuly v procese chemickej komunikacie medzi
pddnymi mikroorganizmami (Yim et al.,, 2007). Okrem vys$Sie popisanych funkcii
sekundarnych metabolitov sa predpokladaju aj d’alSie ako napr. podiel na symbidze
mikroorganizmov s hmyzom, rastlinami a vys$Simi zivo¢ichmi. DokladnejSie testovanie
tychto hypotéz je vSak zlozité a preto je ohl'adom tejto problematiky publikovanych len
malo vysledkov (Demain a Fang, 2000). Produkcia sekundarnych metabolitov nastava
primarne pocas stresu spdsobeného vycerpanim niektorej ziviny v prostredi. Tento podnet
je producentom signalov spustajucich kaskadu regulaénych procesov a vyustujicich do
chemickej diferenciacie (sekunddrny metabolizmus) a morfologickej diferenciacie
(morfogenéza). Signdlom byva casto induktor s nizkou molekuldrnou hmotnostou

vystupujuci v ulohe negativneho kontroléra napr. naviazanim a inaktivaciou regulaéného
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proteinu - inhibitora sekundarneho metabolizmu a morfogenézy pri vyvazenom raste a
dostatku zivin (Demain, 1999).

Dnes je znamych vySe 20 000 réznych mikroorganizmami produkovanych
sekundarnych metabolitov (Knight et al., 2003). Medzi mikrobialne sekundarne metabolity
(,,idiolity*), nizkomolekularne produkty sekundarneho metabolizmu, zarad’'ujeme
antibiotika, pigmenty, toxiny, feromény, enzymové inhibitory, imunomodulacné latky,
pesticidy, protinadorové latky a rastové promotory. Vacsinou sa jednd o relativne malé
molekuly, kde kazdd je produkovand jednym mikrobidlnym kmenom alebo urcitym
limitovanym poctom mikrobidlnych kmenov (Demain, 1998). U rodu Streptomyces je
vstup do fazy morfologickej diferenciacie uzko spity s produkciou sekundarnych

metabolitov (Obr. 2.2.).

Obr. 2.2. Ukazka produkcie sekundarnych metabolitov u kolonie Streptomyces coelicolor
1 cm x 1 cm. Kolonie typu wild-type pokryté sivym vzduSnym mycéliom a spérami verzus
gervené mutantné kolonie, ktoré netvoria vzdusné mycélium. Cervenu farbu mycélia a
tmavé pozadie sposobuju antibiotikd produkované Streptomyces coelicolor (John Innes
Centre, Department of Photography 2005).
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Na zaklade biologickej aktivity mozeme rozdelit sekundarne metabolity
streptomycét do Styroch skupin (Tarkka a Hamp, 2008):
a) antagonistické latky — antibakterialne (ATB), antivirusové (antivirotikd), latky
ucinné v boji proti hubam a prvokom (antimykotiké a antiparazitika)
b) farmakologické latky — protinadorové latky, imunomodulatory, enzymové
inhibitory
¢) biologicky aktivne latky v pol'nohospodarstve - insekticidy, pesticidy a herbicidy

d) latky s regulacnymi vlastnostami - rastové faktory, siderofory a morfogénne latky

2.2.1. Specifické vlastnosti génov pre produkciu sekundarnych metabolitov

Usporiadanie génov pre produkciu sekundarnych metabolitov ma v porovnani s
usporiadanim génov pre syntézu primarnych metabolitov niektoré charakteristické rysy

(Spizek a Tichy, 1995; Spizek et al., 1998; Fox a Howlett, 2008).

a) V zhlukoch organizované gény, koédujice enzymy pre syntézu sekundarnych
metabolitov, su ¢asto lokalizované na bakteridlnom chromozéme a tiez na
plazmidoch.

b) Gény nie st obvykle usporiadané ako jeden operon ale obvykle predstavuji
niekol’ko transkripénych jednotiek.

¢) Gény kodujuce rezistenciu na urcity metabolit st ¢asto tesne viazané so zhlukom
biosyntetickych génov, pripadne sa nachddzaji priamo v takomto zhluku.

d) Expresia génov kodujucich biosyntézu sekundarnych metabolitov spolocne s
génmi pre rezistenciu na urcita latku je obvykle regulovana spolo¢nym regulacnym
mechanizmom.

e) Vo vnutri zhluku st ¢asto asponl niektoré transkripéné jednotky regulované
produktmi Specifickych regulacnych génov.

f) Tieto Specifické regulacné gény su obvykle umiestnené v tesnej blizkosti

biosyntetickych génov.

Produkéné kmene, ktoré v dosledku muticie stratili gény pre produkciu
sekundadrnych metabolitov a tym produkénti schopnost, rasti v laboratérnych
podmienkach norméalnym, vyvadZenym rastom. Genomy niektorych produkénych

organizmov obsahuju viac ako 20 sad génov podiel’ajucich sa na syntéze sekundarnych
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metabolitov (Challis a Hopwood, 2003). Z nezistenych dévodov vsak véc¢sina z nich nie je
exprimovana v laboratornych podmienkach. Pre vyuzitie tohto nevyuzitého zdroja
potencialne cennych prirodnych produktov potrebujeme lepSie pochopit’ genetické
parametre a vlastnosti prostredia, predovSetkym latky vstupujuce do metabolickych drah a
samotnu produkciu sekundarnych metabolitov (Wezel et al., 2009). Riadiace mechanizmy

st integrované s fyziologickymi funkciami produkénych organizmov.

2.3.  Antibiotika (ATB)

Antibakteridlne latky — antibiotika (d’alej ATB) su latky, ktoré cielene blokuju
niektoré kIi¢ové procesy v bunkach mikroorganizmov. Podl'a povodu vzniku delime ATB
na dve skupiny:

a) Prirodné ATB - organické latky s nizkou molekularnou hmotnost'ou produkované

mikroorganizmami (baktérie, plesne, huby), vys$imi rastlinami (riasy, lySajniky),

alebo zivocichmi, ktoré potlacajii v malych koncentracidch rast inych organizmov

(baktérii a hub) (Demain, 1999).

b) Umelo (syntetickym procesom) vytvorené ATB ktoré dalej delime na dve

podskupiny:

1. Polosyntetické ATB — vyrobené syntetickym postupom z prirodnych produktov.

2. Syntetické ATB — plne synteticky vytvorené latky vychadzajice zo Struktury

prirodnych latok medzi ktoré zarad’ujeme tri hlavné skupiny pouzivané v klinickej
praxi: sulfitové ATB (od roku 1930), chinolony (od roku 1960) a oxazolidinové
ATB od roku 2000 (Christopher Walsh, 2003).

Mechanizmus G¢inku ATB je rézny, rozdelenie do skupin podl'a mechanizmu
ucinku je v Tab. 2. ATB inhibuju ur¢ité fazy proteosyntézy, tvorbu bunkovej steny
baktérie, spdsobuju zmeny v priepustnosti (permeabilite) cytoplazmatickej membrany a
blokuji syntézu nukleovych kyselin. ATB selektivne inhibuji alebo usmrcuji
mikroorganizmy v koncentraciach, ktoré eSte nie st toxické pre makroorganizmus. Preto
na rozdiel od dezinfekénych a antiseptickych latok mdézeme ATB pouzivat’ v liecbe.
Vécsina dodnes v klinickej praxi pouzivanych antibiotik st sSekundarne metabolity baktérii,
hub a ich polosyntetické derivaty. Najvyznamnej$im producentom prirodnych antibiotik su

zastupcovia rodu Streptomyces a d’alsie vlaknité aktinomycéty.
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Tab. 2 Prehl'ad mechanizmov ucinku klinicky vyznamnych skupin antibakterialnych
latok. (Prevzaté od: Greenwood a Whitley, 2003).

Mechanizmus u¢inku

Latka / Skupina latok a primarny ciel’ ich u¢inku

Bunkova stena —
inhibitory syntézy
bunkovej steny (BS)

Peniciliny: inhibicia transpeptidazovej viazby BS vd’aka Strukturne;j
podobe s terminalnym D-alanyl-D-alaninom (transpeptidazova rekcia)

Cefalosporiny: podobny mechanizmus ako u penicilinov

Bacitracin: blokuje defosforylaciu izoprenylfosfatu (transportny lipid)

Glykopeptidy: vdzbou na acyl-D-alanyl-D-alanin poslednej molekuly
peptidoglykanu blokuju pripojenie d’alSej stavebnej jednotky BS

Cykloserin: inhibicia ¢innosti L-alanin racemézy a D-alanin syntetazy
(racemizacia L-alaninu na D-alanin, spojenie 2 jednotiek D-alaninu)

Fosfomycin: inhibicia ¢innosti enzymu pyruvyltransferazy

Izoniazid: desaturacia mastnych kyselin - syntéza mykolovej kyseliny

Etambutol: inhibicia arabinozyltransferazy — enzym polymerizujici
arabin6zu na polysacharid arabinan (komponent BS u mykobaktérii)

Ribozomy — inhibitory
bakteridlnej
proteosyntézy

Chloramfenikol: inhibicia ¢innosti peptidyltransferazy — enzym
pripajajuci aminokyseliny k rasticemu peptidovému retazcu

Tetracykliny: blokuju pristup aminoacyl-tRNA do ribozomélneho
miesta A 30 S podjednotky ribozému

Aminoglykozidy: inhibicia tvorby iniciatného komplexu translacie
chybnym ¢itanim mRNA, zastavenie elongécie ret'azca

Makrolidy: inhib. translokacie — blokuju pripojenie aminoacyl-tRNA

Linkozamidy: blok. peptidyltransferazovej reakcie, vizba do P miesta

Kyselina fusidova: vizbou na elongac¢ny faktor G+GTP blokuju
elongaciu

Oxazolidinony: vizbou na 50 S podjednotku ribozoému bréani spojeniu
s 30 S podjednotkou a vytvoreniu70S iniciacného komplexu ribozému

Mupirocin: kompetitivny inhibitor izoleucyl-tRNA-syntetazy

Nukleové kyseliny -
inhibitory syntézy
nukleovych kyselin
(NK)

Inhibicia syntézy
kyseliny listovej -
nepriame ovplyvnenie
syntézy NK
Cytoplazmaticka
membrana (CM) —

zmena permeability
membrany

Chinolony: inhibicia ¢innosti DNA gyrazy(a-pod;.)/topoizomerazy IV
Novobiocin: inhibitor ¢innosti DNA gyrazy (B-podjednotka)
Rifampicin: inhibitor ¢innosti RNA polymerazy (B-podjednotka)

5-Nitroimidazoly: sposobujui zlomy v ret'azcoch DNA
Nitrofurany: zlomy v retazcoch DNA a tiez blokuju proteosyntézu

Sulfonamidy: analdég P-aminobenzoovej kyseliny, inhibitora
pteroatsyntazy

Diaminopyrimidiny: inhib. dihydrofolatreduktazy, draha kys. listovej

Polymyxiny: ako kationové detergenty pdsobia na volné fosfatové
skupiny fosfolipidov a porusuju CM bunky

lonofory: ako inhibitory brania transportu katiénov cez CM
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ATB zastavujice rast baktérii st bakteriostatické, ATB sposobujuce smrt’
bakteridlnych buniek su baktericidne (Tab. 3). Toto rozdelenie na bakteriostatické versus
baktericidne ATB vsak nie je uplne presné, pretoze mnoho bakteriostatickych ATB posobi
vo vyssich koncentraciach tiez baktericidne (chloramfenikol u meningokokovej infekcie) a
naopak niektoré baktericidne ATB neusmrcuju urCité baktérie ani vo vysokych
koncentraciach (penicilin u enterokokov).

NajcCastejSimi Strukturnymi zlozkami molekal ATB st aminokyseliny (Casto D-
enantioméry), acetatové alebo malonatové jednotky, cukry a ich derivaty, steroidné
skelety, pricom velka skupina antibiotik je odvodena od purinovych a pyrimidinovych

derivatov.

Tab. 3 Rozdelenie antibiotik na zaklade intenzity G¢inku

Bakteriostatické Baktericidne
Nitrofurantoin Beta-laktdmové ATB:
Makrolidy 1. Peniciliny
Tetracyklin 2. Cefalosporiny
Chloramfenikol Monobaktamy, Karbapenemy
Sulfonamidy Aminoglykozidy
Trimetoprim Bacitracin
Linkomycin, Klindamycin Metronidazol
Etambutol Polymyxiny

Pyrazinamid

Chinolony

Rifampicin

Vankomycin, Teikoplanin

Baktérie a huby produkujuce antibiotika vyuzivaji niekol’ko mechanizmov na
ochranu vlastnej bunky pred ufinkom ATB. Benveniste a Davies (1973) ukézali, Ze
aktinomycéty obsahuju viacero antibiotikum - modifikujucich enzymov, ktoré st svojimi
vlastnostami podobné enzymom identifikovanym u patogénnych organizmov nesucich
gény rezistencie vo¢i ATB. Jednalo sa o enzymy inaktivujice aktivne latky zo skupiny
aminoglykozidovych ATB (do ktorej patri aj streptomycin) mechanizmom pripajania
fostatovych, octanovych alebo adenylovych skupin k ich retazcom. Hoci nie je mozné
dokazat’ evolu¢nu hypotézu, nepriame dokazy nahromadené za poslednych tridsat’ rokov
ukazuju na to, ze mnoho génov pre rezistenciu vo¢i ATB pochadza od aktinomycét
(horizontalny prenos). Predpoklada sa ze takto boli prenesené mnohé gény rezistencie proti

Sirokospektralnym  tetracyklinom a makrolidom (erytromycin), ale aj dalSim
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Specializovanym novodobym antibiotikam ako je vankomycin (D'Costa et al., 2006). Tento
mechanizmus modifikacie ATB je len jednym z troch hlavnych spdsobov ochrany
producenta pred letalnymi t¢inkami produkovanych ATB.

Druhym sposobom je modifikacia koncového miesta ¢inku ATB v produkénom
kmeni (Cundliffe, 1989). Mikroorganizmy produkujuce ATB inhibujice ¢innost
ribozoémov tvoria enzym, ktory pripaja metylova skupinu v urcitom Specifickom mieste k
ribozémove] RNA. Tato metylova skupina potom brani naviazaniu ATB do cielového
miesta U¢inku a tym chrani ribozom pred Géinkami vlastnych metabolitov. Tento
mechanizmus ochrany je rovnaky u producentov erytromycinu (napr. aktinomycéta
Saccharopolyspora erythraea) aj uerytromycin - rezistentnych mikroorganizmov
(Hopwood, 2007).

Treti spOsob, pozorovany u producentov tetracyklinu z rodu Streptomyces a
patogénov so ziskanou rezistenciou voci tetracyklinu, je zaloZzeny na transmembranovom
proteinovom kandle, teda na exporte hotovej latky z vnutorného prostredia bunky do
vonkajSieho prostredia ¢im sa udrziava jej nizka intracelularna koncentracia (Hopwood,
2007). Jedna sa o antiport spriahnuty s transportom proténov z extraceluldrneho prostredia
do bunky. Niektoré ATB, ako napriklad aminoglykozid - streptomycin a makrolid -
oleandomycin su transportované mimo bunku v nedosyntetizovanej (inaktivnej) forme a
posledny krok syntézy (aktivicia ATB) tak prebieha extracelularne. U rezistentnych
patogénnych organizmov je ATB vstupujuce do bunky z vonkajSiecho prostredia
prostrednictvom membranového kandlu ihned’ vylucené spat’ mimo bunku. Mechanizmom
kotransportu je tak bunka chranena pred dosiahnutim kritickej - toxickej koncentracie ATB
v cytoplazme. Tetracyklin produkujuce streptomycéty zase pumpuju endogénne
produkovany tetracyklin mimo mycélium, ¢im chrania bunkové zlozky pred jeho
inhibicnym podsobenim a zaroven im extracelularna produkcia ATB ul'ah¢uje prezitie v

prostredi v konkurencii inych mikrobov.

2.4. Linkozamidy

Linkozamidy tvoria skupinu antibiotik s chemickou Struktirou pozostavajicou
z aminokyseliny a sacharidového zvySku. Vyznacuji sa pomerne Sirokym spektrom
ucinku voc¢i anaerobnym (druh Bacteroides), ale obmedzenym spektrom ucinku voci
aerobnym mikroorganizmom. VécSina G+ kokov je na linkomycin citliva, ale mnoho G-

baktérii, mykoplaziem a klostridii je v dneSnej dobe rezistentnych. Okrem prirodného ATB
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linkomycinu sa v klinickej praxi pouziva polosynteticky derivat - klindamycin (7-chloro-
analdg vyrobeny z linkomycinu A), ktory je G€¢inny proti niektorym anaerébnym kmeniom
G- baktérii. To je umoznené predovsetkym vd’aka jeho lepsej rozpustnosti v tukoch ktora
mu ul'ahCuje prienik cez vonkajSiu membranu G- baktérii. Pouzitie jednotlivych ATB
Vv klinickej praxi je podrobnejSie zhrnuté v nasledujiicom texte.

Linkomycin A (LIN) bol prvy raz izolovany v roku 1962 z podnej aktinomycéty
najdenej v blizkosti mesta Lincoln v Nebraske. Tato pddna aktinomycéta bola nasledne
klasifikovana ako novy druh streptomycéty Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis
NRRL 2963. Prvé spravy o uc¢innosti linkomycinu A ukazovali na jeho potencidlne in vivo
aj in vitro vyuzitie voci Sirokému spektru G+ mikroorganizmov (Lewis et al., 1963).

V spojeni s LIN bolo z fermentaéného média kmena Streptomyces lincolnensis var.
lincolnensis izolované r. 1965 velmi podobné antibiotikum s chemickou $truktarou 4'-
depropyl-4-etyllincomycin (Argoudelis et al., 1965a). Tato latka bola popisana a oznacena
ako linkomycin B (Lin B), balastny produkt pozorovany v kultire S. lincolnensis. Lin B sa
od LIN odlisuje absenciou jednej metylovej skupiny v postrannom retazci
aminokyselinovej struktarnej podjednotky. Lin B ma v porovnani s LIN len 25% jeho
antibiotickej aktivity. Podrobna schéma $truktury linkomycinu a niektorych odvodenych
linkozamidovych ATB je v kapitole 2.4.2.

Neskor bolo v kultivaénom médiu Streptomyces caelestis pozorované a ako neznamy
produkt z neho izolované aj d’al$ie prirodné antibiotikuum, ¢len skupiny linkozamidov
(Hoeksema et al., 1955). Bola popisana chemicka Struktara tejto latky a izolovana latka
oznacena ako celesticetin (Hoeksema, 1968). Celesticetin predstavuje Siroké
antibakteridlne spektrum, predovSetkym proti G+ baktériam ale dosahuje len zhruba 5%
biologickej aktivity LIN in vivo (Mason aLewis, 1964). V suvislosti S podrobnym
skiimanim produkéného kmena S. caelestis boli z fermentaéného média izolované este
d’alsie derivaty celesticetinu, a to: desalicetin, celesticetin B, C a D (Argoudelis, 1972).
Prirodné linkozamidy st produkované mnohymi kmenmi rodu Streptomyces, st to hlavne
Streptomyces lincolnensis, S. roseolus, S. caelestis a tiez Micromonospora halophytica.

Na baze prirodnych linkozamidovych antibiotik bolo vytvorenych mnoho
polosyntetickych derivatov linkomycinu, z ktorych vsak len klindamycin vykazuje vysoka
biologicku aktivitu a preto je najcastejSie pouzivanym linkozamidovym ATB v klinickej
praxi. Klindamycin je polosyntetické ATB vyrobené z LIN substiticiou hydroxylovej
skupiny za C1 na C7 uhliku retazca za pouzitia N-chlorosukcinamidu a trifenylfosfinu

(Bowden a Stevens, 2000). Klindamycin je ¢asto pouZzivany pri lieCbe intraabdominalnych
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infekcii, faryngitid a d’al$ich streptokokovych infekcii (streptokoky skupiny A), pri liecbe
chlamydiovych (Chlamydia trachomatis), plicnych ochoreni a d’al$ich infekcii kosti a
makkych tkaniv sposobenych anaerébnymi baktériami. Okrem toho je ucinny aj proti
prvokom ako st Plasmodium falciparum a Toxoplasma gondii (Fishman, 1998).
Klindamycin bol dlhii dobu pouzivany aj pri zubarskych zakrokoch ako profylaktikum
bréaniace vzniku endokarditidy (Rezanka et al., 2007). Remington (1990) dokazal, Ze
klindamycin v kombinacii s primaquinom je vysoko ucinny v lieCbe pneumoOnii
(Pneumocystis carinii) u pacientov s AIDS. Dalsim prikladom aktivneho derivatu
klindamycinu je N-demetylklindamycin G¢inny proti infekcii Plasmodium berghei u mysi,
¢o viedlo k priprave antimalarickej latky na baze klindamycinu avSak s modifikovanym

heterocyklickym kruhom (Lewis, 1981).

2.4.1. Mechanizmus u¢inku linkozamidov

Linkozamidy patria spolo¢ne s makrolidmi a streptograminom B do skupiny MLS B
antibiotik a ich spoloénym znakom je, Zze sa vSetky viazu do blizkosti peptidyl-
transferazového centra 50 S podjednotky ribozému (Schlunzen et al., 2001). Toto centrum
pozostava vyhradne z RNA a katalyzuje vznik peptidovej vdzby v procese elongacie
bakterialnej proteosyntézy (Nissen et al., 2000). Mechanizmus u¢inku linkozamidov je
formou reverzibilnej vdzby do miesta vzniku peptidovej vidzby nazyvanej
peptidyltransferazova slucka v oblasti V 23S rRNA 50 S podjednotky. Po naviazani
antibiotika do tohto miesta dochadza k zastaveniu tvorby peptidovej vdzby medzi
aminokyselinami v rasticom peptidovom retazci (Tenson et al., 2003). Schématicky je
mechanizmus uc¢inku linkozamidov popisany na Obr. 2.4.1.

Do oblasti V 23S rRNA 50 S podjednotky sa okrem linkomycinu viazu aj d’alSie
antibakterialne latky ako napr. chloramfenikol, makrolidové derivaty, quinupristin —
dalfopristin a linezolid. Vzhl'adom k spolo¢nému aktivnemu miestu mozu tieto latky
posobit’ navzajom protichodne (antagonisticky), preto by pri liecbe nemali byt podavané

sti€asne s linkomycinom.
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A.mlnoacyl-tRNA Pt

Miesto naviazania linkozamidov Miesto naviazania linkozamidov

Obr. 2.4.1. Mechanizmus u¢inku linkozamidov na priebeh proteosyntézy. Naviazanim
ATB do A miesta 50 S podjednotky ribozomu sa zablokuje pristupu d’alSej (v poradi na
zaklade tripletu mRNA) aminoacyl-tRNA, dochadza k uvol'neniu ¢iasto¢ne syntetizovaého
(nedosyntetizovaného) aminokyselinového ret'azca z P miesta ribozomu a tym k zastaveniu

proteosyntézy.
2.4.2. Chemicka struktura linkomycinu

Linkomycin (LIN) je biela az ZIt4 zlucenina ktord v reakcii s kyselinami tvori soli a
estery. Je dobre rozpustny vo vode a zaroven chemicky vel'mi stabilny ako v roztoku tak aj
v pevnhom skupenstve. Linkomycin sa komer¢ne pouziva vo forme hydrochloridu.
Strukturne je linkomycin tvoreny aminokyselinou trans-N-metyl-4-n-propyl-L-prolin
(propylhygrova kyselina - PHA) spojenou peptidovou vézbou s cukrom 6-amino-6,8-
dideoxy-1-tio-D-erytro-a-D-galaktopyranozid (metyltyolinkozamid - MTL). Linkomycin
patri teda k skupine antibiotik charakterizovanej alkyl6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-
erytro-a-D-galacto-octopyranozidom spojenym amidovou vazbou s prolinovym zvyskom
(Spizek a Novotna, 2004). Kyselina propylhygrova (PHA) vznika z prekurzora -
propylprolinu (PPL), metylaciou na dusiku jeho pyrolového retazca v zaverecnom kroku
biosyntézy linkomycinu. Prekurzory sacharidovej podjednotky (MTL) linkomycinu su
medziprodukty pentdézového cyklu utilizacie glukozy (cyklus analogicky glykolyze).
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Obr. 2.4.2 Struktira linkomycinu a niektorych odvodenych linkozamidovych antibiotik

R1 R2 R3 R4 R5
Linkomycin A CHj; CH; CH; OH H
Linkomycin B CH; H CH; OH H
Linkomycin C CH; CH; CH;-CH, OH H
Linkomycin D H CH, CH, OH H
Linkomycin S CHs-CH, CH; CH;-CH, OH H
1-Demetyltio-1-
OH
hydroxylinkemycin CH;  CH.CH.CH;  OH = H
Celesticetin B S(CH,),00CCHCH,CH(CHjz)y, CHs H OCH; H
Celesticetin A 0 OH
s\./‘\c,J ‘\.@ CHs H OCH, H
Celesticetin C 0 NH,
s\/“\OJ\\@ CH, H ocH, H
Celesticetin D SCH,CH,O0CCH; CH; H OCH; H
Klindamycin SCH;3 CH;  CH,CH,CH; H Cl
1’-demetyl-
SCH H
klindamyein 3 CHCH,CH; = H | CI
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2.4.3.Biosyntetick4 drédha a gény pre biosyntézu linkomycinu

Biosyntetickd draha linkomycinu vedie cez dve heterogénne cesty ktorymi sa tvoria
dva hlavné prekurzory linkomycinu - propylprolin (PPL) a metyltiolinkozamid (MTL).
Spojenim tychto dvoch zakladnych prekurzorov vznika N-demetyllinkomycin (NDL),
ktory je d’alej metylacne upraveny na kone¢ny produkt syntézy — linkomycin. Vyskumy

Struktary linkomycinu ukazali, ze priamym metabolickym prekurzorom propylprolinu

(PPL) je L-tyrozin. Sposob vzniku sacharidového zvysku

metyltiolinkozamidu  (MTL) vychaddza =z nukleotidom

aktivovanej hexdézy (medziprodukt pentéozového cyklu

utilizacie glukézy analogicky glykolyze) s aminoskupinou
/ pripojenou transamninaciou a S-metylovou skupinou, ktora je

pridana ako samostatna jednotka (Argoudelis, 1965).

Schéma biosyntézy linkomycinu Vv jednotlivych krokoch:

[. Biosyntéza aminokyselinovej podjednotky (PPL)

III. Kondenzacia podjednotiek (NDL)
| V IV. Metylacia: NDL- metyltransferaza (NDL-MT)

Gény pre biosyntézu, gény pre regulaciu a gény spOsobujice rezistenciu na
linkomycin st v produkénom kmeni Streptomyces lincolnensis 78-11 lokalizoavné v
niekol’kych operonoch jedného zhluku. Celkova velkost' zhluku je 35 kbp (Janata et al.,
2001, Peschke et al., 1995) a obsahuje celkom 29 hypotetickych génov (Tab. 4), vratane
troch génov pre rezistenciu: ImrA, ImrB a ImrC (lincomycin resistance genes), vd’aka
ktorym bol cely zhluk izolovany (Zhang et al., 1992). Okrem tychto troch génov sa v
zhluku vyskytuje 26 otvorenych citacich ramcov kodujicich biosyntetické a regulaéné
funkcie génov ImbA — ImbW (lincomycin biosynthetic genes). V niekol’kych pripadoch su
funkcie produktov tychto génov nezname. Cela DNA sekvencia linkomycinového zhluku
je v databaze GeneBank ulozena pod pristupovym ¢islom X79146.

Gény pre rezistenciu Imr (lincomycin resistance genes):

Ako prvy bol Zhang et al. (1992) izolovany gén ImrA kodujuci integralny
membranovy protein pre export linkomycinu. Kmene s inaktivovanym génom ImrA
inzerciou transpozonu Tn4560 boli stale CiastoCne rezistentné, ¢o viedlo k identifikacii
d’alsich dvoch génov rezistencie na likomycin: gén ImrB koduje protein podobny viacerym

23S RNA metyltransferazam modifikujucim miesto ucinku linkomycinu a gén ImrC
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obsahuje podobnu sekvenciu aka bola pozorovana u génov pre zname transportné proteiny
zo skupiny ABC (Hyde et al., 1990).
Gény pre biosyntézu a regula¢né funkcie Imb (lincomycin biosynthetic genes):
Tato skupinu génov mozeme rozdelit do 5 hypotetickych podskupin na zaklade
funkcie ich proteinovych produktov v biosyntetickej drahe linkomycinu. A to:
a) gény pre syntézu a upravu aminokyselinovej ¢asti (PPL): ImbA, ImbB1, ImbB2,
ImbW, ImbX, ImbY
b) gény pre syntézu a upravu sacharidovej ¢asti (MTL): ImbL — ImbV, ImbG
11 génov zhluknutych do jednej skupiny (gény ImbL - ImbV) aj gén ImbG leziaci
mimo tato skupinu je v paralelnej orientacii (M. Jelinkova, nepublikované data).
U génov ImbQ a ImbV sa tc¢ast’ na syntéze MTL len predpoklada na zaklade zhodnej
lokalizacie a orientacie oboch génov vnutri alebo v tesnej blizkosti zhluku génov pre
syntézu MTL. Presné funkcie a podiel tychto dvoch génov na syntéze MTL zatial’ nie
su zname.
c) gény pre NDL-syntetazu ( NDLS - kondenzacia podjednotiek): ImbC, ImbD, ImbE,
ImbF, a ¢ast’ génu ImbN
d) gén pre zavere¢nti metylaciu NDL za vzniku LIN: ImbJ
e) gény S neznamou a predpokladanou regula¢nou funkciou: a
pravdepodobne aj gény LmbQ a LmbV
Podrobny popis vsetkych linkomycinovych génov obsiahnutych v biosyntetickom
zhluku u S. lincolnensis 78-11 a S. lincolnensis ATCC 25466 je na Obr. 2.4.3 av Tab. 4.

RA A BIB2CDEFGHIKL MNZPOSRQTVWRBXY U RC ofy orft

) =)o et aa b a0 4 <G

| 13250 by ‘

Obr. 2.4.3. Zhluk linkomycinovych génov S. lincolnensis 78-11 a S. lincolnensis ATCC
25466 (Peschke et al. 1995). Cervenou farbou si naobrizku oznatené gény pre
rezistenciu, modrou farbou gény pre syntézu PPL, zelené su gény pre syntézu MTL,
fialové su gény pre kondenzaciu podjednotick PPL+MTL za vzniku NDL. Sivou farbou je
oznaceny gén pre zaverecnu premenu NDL na LIN. Pruhované a ZItou farbou su oznacené
gény ktorych funkcie bud’ len predpokladame (na zaklade ich umiestnenia medzi urcitymi
Specifickymi génmi a/alebo podobnosti s ortolégnymi génmi biosyntetického zhluku S.
caelestis ATCC 15084, M. Kobérska — nepublikované data), alebo gény ktorych funkcie
nie su presne zname. Oznacenie génov A-U a RA-RC na tomto obrazku zodpoveda génom
pre biosyntézu LIN: ImbA—ImbU, respektive génom pre rezistenciu na linkomycin: ImrA,
ImrB, ImrC.
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Tab. 4 Predpokladané funkcie proteinov kodovanych génmi z linkomycinového zhluku
génov u kmenov Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 a S. lincolnensis 78-11 (Upravené
podl'a Kobérskda — nepublikované tudaje). Farebné oznacenie génov sa zhoduje sich
popisom podl'a obrazku 2.4.3.

Gén  Podiel génu na mechanizme Predokladana funkcia proteinu
ImrA  Rezistenica Protein transmembranového efluxného systému
ImbA | Syntéza PPL Neznama funkcia
ImbB1  Syntéza PPL I(_;;)I?a?)fg/ §£e§)li.a§(i) gg)zy’zm (Novotna et al. 2004,
ImbB2 = Syntéza PPL L-Tyrozin monooxygenaza (Neusser 1998)
ImbC  Kondenzacna reakcia Adenyléacia PPL
ImbD = Kondenzac¢na reakcia Neznama funkcia
ImbE  Kondenzacna reakcia GlcNACc acetylaza
ImbF | Kondenza¢na reakcia Aminotransferaza
ImbG S;E?gzoekll\?[('}?é Ucast na Metyltransferaza
Neznamy Neznama funkcia
ImbJ | Metylacia NDL NDL-metyltransferaza (Janata et al. 2001)
Syntéza MTL Fosfatdza
ImbL  Syntéza MTL Dehydrogenaza
ImbM = Syntéza MTL Dehydrogenaza
ImbN  Syntéza MTL Izomeraza
ImbZ  Syntéza MTL Oxidoreduktaza
ImbP ' Syntéza MTL Kinaza
ImbO | Syntéza MTL Nukleotidyl-transferaza
ImbS  Syntéza MTL Aminotransferaza
ImbR ' Syntéza MTL Transaldolaza
mbQ Predpokladané ucast’ pri Neznama funkcia
syntéze MTL
ImbT  Syntéza MTL Glykozyltransferaza
mbV E;Efgzzkﬁ%?é ucast’ pri Neznama funkcia
ImbW = Syntéza PPL Metyltransferaza
ImrB  Rezistencia rRNA Methyltransferaza
ImbX = Syntéza PPL Neznama funkcia
ImbY = Syntéza PPL Oxidoreduktaza
Neznamy Neznama funkcia
ImrC  Rezistencia ABC transportér
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2.4.3.1. Syntéza aminokyselinového zvysku (PPL)

Aromaticka aminokyselina L-tyrosin hydroxylovana na
L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) je priamym I I
metabolickym prekurzorom propylprolinu (PPL) az neho
(metylaciou na dusiku pyrolového retazca) vznikajucej
kyseliny propylhygrovej (PHA) (Chung et al., 1997). Bolo
zistené, ze L-tyrosin alebo L-dihydroxyfenylalanin pridany I I I
do kultivacného média indukuje okrem tvorby propylprolinu
aj tvorbu etylprolinu, hoci v mensej miere. Propylprolin je
teda prekurzorom  kyseliny  propylhygrovej (PHA)
linkomycinu A a etylprolin je prekurzor kyseliny
etylhygrovej linkomycinu B (Reusser a Argoudelis, 1974; IV
Witz, 1972).

Glukéza je v procese glykolyzy a hex6zo-monofosfatového skratu transformovana na
fosfoenolpyruvat a erytrozu-4-fosfat, ktoré st dalej jednotlivo transformované
prostrednictvom drahy kyseliny Sikimovej na tyrozin. L-tyrozin je potom hydroxylovany
na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) enzymom LmbB2 (Novotna et al., 2008).
Protein LmbB2 je monooxygenaza katalyzujuca pripojenie hydroxylovej skupiny ku
kruhovému retazcu L-tyrozinu v 1. kroku biosyntézy PPL za vzniku medziproduktu L-
DOPA (Novotna et al., 2008), (Obr. 2.4.3.1). Porovnavanim s dal§imi enzymami
hydroxylujiicimi kruhovli molekulu tyrozinu bolo zistené, Ze LmbB2 je unikatny protein
obsahujuci prostetickii hemovu skupinu typu B. Redukujucim kofaktorom tejto hemovej
skupiny je pravdepodobne BH; vystupujici v tejto reakcii ako donor 1 elektronu.
Nasledujucim krokom je zostrih kruhovej molekuly L-DOPA na medziprodukt 2,3-
sekodopamin (2,3-secodopa) za ucasti enzymu LmbB1. Protein LmbB1 vystupuje v tomto
kroku ako jednodoménova L-3,4-dihydroxyfenylalanin 2,3-extradiol Stiepiaca dioxygenaza
typu | zaradena do superrodiny dioxygenaz chelatujiicej kyslik (Novotna et al., 2004;
Colabroy et al., 2008). Podrobne zahfnia tento krok rozstiepenie kruhovej molekuly L-
DOPA (LmbB1) a naviazanie dvoch atomov kyslika na Stiepenim uvolnené konce
molekuly za vzniku medziproduktu syntézy 2,3-sekodopamin (2,3-secodopa), (Obr.
2.4.3.1).
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Vznikajici medziprodukt (2,3-secodopa) je pravdepodobne za pritomnosti enzymu
LmbY (oxidoreduktaza) cirkularizovany do molekuly pozostavajucej z novovzniknutého
5-C pyrolového retazca a alyfatického zvysku pdvodného retazca L-DOPA, ktory
obsahuje atom dusika (Novotna et al., 2004; Colabroy et al., 2008). V sucasnej dobe sa
vedu diskusie ohl'adom pravdepodobnej spolutcasti proteinu LmbB1 na tomto procese
spolo¢ne s jeho podielom na vzniku dalsich medziproduktov biosyntetickej drahy
odvodenych od 2,3-secodopaminu a 4,5-secodpaminu (Novotna et al., 2004). Kone¢ny
produkt biosyntetickej drahy - propylprolin, vznika dvojitou redukciou odstiepenim dvoch
uhlikov (reakcia katalyzovand pravdepodobne enzymom LmbY) a metylaciou C-atdbmu na
alyfatickej strane retazca (katalyzovanou enzymom LmbW) (Obr. 2.4.3.1.). Obdobna
postupnost’ jednotlivych krokov bola pozorovand aj v syntetickych drédhach
heterocyklickych podjednotiek hub a vyssich rastlin (Bugg, 1998).

COOH COOH COOH
HaN HzN HoN"
OHC
LmbB2 LmbBl1 R
—_— — LDOH -
HO HO
OH OH OH
L - Tyrozin L - DOPA 2,3-seco-dopa
COOH COOH
COOH
N HN' COQCH
\ 7
Xy, Lmby? LmbY ? LmbW iy
i o —_—
0 ] R —f —»
a
HO HO
OH 0 CH;
4-(3-karboxyl-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrolo-2-COOH Propylprolin

Obr. 2.4.3.1. Biosynteticka draha propylprolinu (PPL). Pripojenie hydroxylovej skupiny
na L-tyrozin ajeho premena na L-DOPA za pritomnosti enzymu LmbB2 a nasledny
zostrin molekuly L-DOPA na medziprodukt 2,3-sekodopamin (2,3-secodopa) za ucasti
enzymu LmbBI1. 2,3-secodopamin je pravdepodobne za pritomnosti enzymu LmbY
cirkularizovany do molekuly pozostavajticej z novovzniknutého 5-C pyrolového retazca a
alyfatického zvysku povodného retazca L-DOPA. Odstiepenim dvoch uhlikov (LmbY?) a
metylaciou C-atomu na alyfatickej strane ret'azca za ucasti proteinu LmbW vznika dvojitou
redukciou kone¢ny produkt tejto Casti biosyntetickej drahy — propylprolin.
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2.4.3.2. Syntéza sacharidového zvysku (MTL)

Pravdepodobna biosyntetickd draha vedaca od glukézy k

metyltiolinkozamidu (MTL) bola predstavena Brahme et al.,

(1984b), ktory vyhodnotenim nameranych udajov (na zéklade I

analyzy 13C-13C vézbovych parov v. MTL a derivatoch —
linkomycinu) zistil, Ze kostra MTL pozostavajica z 8 uhikov \ /
(C8) vznika spojenim pentdozy C5 (5-uhlikova podjednotka) a I I I

triozy C3 (3-uhlikova podjednotka). C5 podjednotka moze

vznikat z glukézy prostrednictvom hexdzomonofosfatového

skratu alebo spojenim glyceraldehyd-3-fosfatu s donorom C2

(napriklad sedoheptuldza-7-fosfat) pomocou transketolazove;j

reakcie. C3 podjednotka pravdepodobne vznikd z vhodnej IV
molekuly donora, napr. sedoheptulézy-7-fosfatu a je spojena

transaldoldzovou reakciou s C5 podjednotkou za vzniku oktézy C8, ktord je nasledne
transformovana na MTL (Obr. 2.4.3.2.). Bolo tiez zistené, Ze S-metyl skupina

metyltiolinkozamidovej podjednotky vznika z jednouhlikovych fragmentov C1 na trovni

oxidacie metylovych skupin (Brahme et al., 1984b ).

Kone¢na premena C8 skeletu na MTL zahfnia pravdepodobne procesy:
a) izomerizaciu oktulozy na oktdézu (LmbN?)

b) defosforylaciu a redukciu C8 zlu¢eniny

¢ ) transamindciu prekurzora 6-ketookt6zy (LmbS?)

d) zavere¢nu tiometylaciu na C1 uhliku (LmbG?)

Sekvendcia zhluku linkomycinovych génov, spoloéne s analyzou poradia
aminokyselin v proteinoch, viedla k neskorsiemu doplneniu poznatkov o biosyntetickej
drahe LIN (Peschke et al., 1995). Protein LmbG je podla vsetkého zodpovedny za
tiometylaciu na C1 uhliku (metyltransferdza) v zdverecnom kroku syntézy MTL. Desat’
dalsich génov (ImbL — ImbR, ImbT) tvori mensi zhluk (tzv. podzhluk) v zhluku génov
kodujucich produkciu LIN, ktory podl'a predpokladu obsahuje gény pre proteiny zapojené
do premeny prekurzora MTL podjednotky, vstupujiiceho do biosyntetickej drahy (Cermak
et al., 2007; Kobérska - nepublikované vysledky). Proteiny LmbO, LmbM a LmbS maja

uréita funkéni podobu s enzymami ktoré sa zucastiiuji hlavnych krokov NDP-6-
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deoxyhexozovych dréh: aktivacia pyrofosforyldz sacharidovymi jednotkami (LmbO —
nukleotidyl-transferaza), dehydratacia NDP-hex6zy (LmbM - dehydrogenaza) a NDP-
ketohex6zové alebo ketocyklické aminotransferazy (LmbS), (Spizek et al., 2004). Génu
ImbT (glykozyltransferaza) je pripisovana aktivacna a transportnd funkcia v poslednych
krokoch biosyntézy MTL podjednotky (Cermék et al., 2007). Homologické proteinové
produkty vysSie popisanych génov objavené u viacerych Gram-pozitivnych aj Gram-
negativnych baktérii sa podielaju na produkcii aj d’alSich sekundarnych metabolitov
aktinomycét (Piepersberg, 1994), alebo na tvorbe extracelularnych polysacharidov
zapojenych do bunkovej ochrany (Thorson et al., 1993). Geneticky vyskum vedie k zaveru,
ze biosyntéza MTL zahfiia sériu krokov, pri ktorych dochadza najprv k aktivacii
sacharidovych medziproduktov nukleotidom (pravdepodobne dNTP) a ich naslednym

modifikaciam.

pentoza-5-fosfat

+
A % CH,OH
sedoheptuldza-7-fosfat 7
CH,OP PO.;LP»ie
’ ) .OH
transaldolaza HO. | Me Me
' ; ; Mo~ -OH & OH, 0. _OH
izomeraza ‘ osfomutaza
. » OH Me
oktuldza-8-fosfat - OHA o o - M
LmbN ? N PH Me
Me l H Me OH
Me OH
enolaza
' Lmbm?
CHs CH; CH,
HO ’JC’ O\‘ Me
] i N OH o, PO. | Me
Mc"'J\V'O tautomerdza Me’ ~0 oktokindza Me” N OH
s e e 1% A s OH——0,_OH
N OH Me OH Me [ '
, M Y H OH Me
Me OH Me OH Me OH
transamindza
Lmb$S '
CHs
CH, s Lg
| . e
: : AJ-NH; metyltiolinkozamid
Ho,‘,' M?NH; transtiolmetylaza Me ty

OH A O.\ OH

1 LmbG OH Me
H Me Me N SCH;
Me v H

Me OH
Me OH
Obr. 2.4.3.2. Biosynteticka draha sacharidového zvysku (MTL)
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2.4.3.3. Kondenzacia podjednotiek PPL a MTL za vzniku N-demetyllinkomycinu (NDL)
Predposlednym krokom v biosyntéze linkomycinu je

vytvorenie peptidovej vdzby medzi karboxylovou skupinou

PPL podjednotky a aminoskupinou MTL podjednotky za I I I

vzniku N-demetyllinkomycinu (NDL) (Obr. 2.4.3.3.A).

podjednotieck s réznymi molekularnymi hmotnost’ami IV
(Hausknecht a Wolf, 1986). NDLS vyzaduje ATP, Mg”* a je

Kondenzacia podjednotick MTL a PPL je zasadna, ale menej
preskimana Cast’ biosyntetickej drahy linkomycinu. Enzym
N-demetyllinkomycin-syntetaza (NDLS) zavisly od adenozin-

5’-trifosfatu a nezavisly na ribozéme (ATP dependentna

NDLS), katalyzujuci tato reakciu, je proteinovy komplex
(oligomér) zlozeny z lahko oddelitelnych neidentickych

teplotne labilna (Chung et al., 1997). Pokusy ukazali, Ze NDLS prednostne utilizuje
propylprolin za vzniku linkomycinu A (Chung et al., 1997).

Metddou inaktivacie génov a skumanim interakcii medzi ich proteinovymi
produktmi (protein-protein interkacie) bolo dokazané, Ze produkty génov ImbC, ImbD,
ImbE, ImbF tvoria jadro enzymu NDLS katalyzujuceho posledny krok biosyntézy LIN
(Kobérska — nepublikované udaje). Predpokladana funkcia proteinu LmbC v tomto procese
je 1identifikacia prekurzora PPL anasledne jeho aktivicia adenylaciou (Kadl¢ik —
nepublikované Udaje). Protein LmbE sa podiel'a na tvorbe peptidovej vazby medzi PPL
a MTL a je pravdepodobne katalytickou podjednotkou NDLS (Kobérska — nepublikované
udaje).

Funkcia dvoch zvy$nych génov (ImbD almbF) zo skupiny NDLS génov nie je
presne zndma, ani porovnanie sekvencii oboch génov Sinymi podobnymi génmi
a databazou neukazalo Ziadnu vyznamnejSiu zhodu. Pokus s inaktivaciou oboch génov mal
za nasledok zastavenie produkcie antibiotika (LIN) a ani po pridani zmesi chemicky
syntetizovanych §truktarnych podjednotieck (PPL a MTL) sa produkcia antibiotika
neobnovila. Skiimanie vzajomnych protein - protein interakcii potvrdilo jednak vizbu
proteinov LmbE a LmbC medzi sebou navzajom, jednak vdzbu LmbE a LmbC s obidvoma

zvy$nymi proteinmi (LmbD a LmbF) z tohoto uzko prepojeného proteinového kvarteta.
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Do skupiny génov pre NDLS C¢iastocne zaradujeme aj gén ImbN. Gén ImbN je
sucast'ou zhluku génov pre syntézu sacharidovej podjednotky LIN, jeho 5" koncova cast’
vSak obsahuje sekvenciu pre d’alsiu sti¢ast NDLS komplexu — transportny protein. (Obr.
2.4.3.3.B). Protein LmbN tak nesie na svojom N-konci doménu pre peptidyl-transportny-
protein (PCP - peptidyl carrier protein), hlavni stfast mimoribozomalnej protein-
syntetazy NDLS komplexu. Rovnakd sekvencia kodujuca PCP bola pozorovand aj
vramci zhluku génov pre celesticetin u S. caelestis. Sekvencia sa narozdiel od
linkomycinového zhluku vyskytuje v géne ccbZ susediacim s génom ccbN, ortologom
génu ImbN v linkomycinovom zhluku. Na zaklade tychto zisteni predpokladame, ze sa
sekvencia kodujuca PCP mohla pravdepodobne v priebehu evollcie transpoziciou

premiestnit’ medzi viacerymi génmi.

H
FPL MTL COOH H
CH H Mo Me
-.3\ HO H
':“E/ CH, PPL |
H 0 HO 0,
3 HO
H —=H SMe
T - OH
/| H A ;
O | HO 0 N-demetyllinkomycin
Kondenzac ia - ol

peptidova wizba

Obr. 2.4.3.3.A Kondenzacia podjednotick MTL a PPL za vzniku priameho prekurzora
linkomycinu NDL. Na tomto kroku sa podiela enzym NDLS katalyzujuci vznik peptidovej
vizby medzi podjednotkami.

<3
ImbN
RA A BIB2 C DEFGIHIJKL M /ZPOSRQTVWRBXYU RC
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23250y

Obr. 2.4.3.3.B Zhluk biosyntetickych génov pre linkomycin S. lincolnensis 78-11. Na
obrazku je oznacena 5” koncova Cast’ génu ImbN zo zhluku génov pre syntézu sacharidove;
podjednotky obsahujuca doménu pre PCP (peptidyl carrier protein) peptidyl-transportny-
protein, ktory je stcastou NDLS komplexu (gény pre kondenzaciu podjednotieck PPL
a MTL su oznacené fialovou farbou) a do génu ImbN sa mohol dostat’ pravdepodobne
procesom transpozicie v priebehu evolucie.
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2.4.3.4. Zavere¢na metylacia NDL a vznik LIN

Zaverecnym krokom biosyntetickej drahy linkomycinu
je metylacia na dusiku pyrolového retazca PPL podjednotky
N-demetyllinkomycinu (NDL). Tuato reakciu katalyzuje I I I
enzym N-demetyllinkomycin metyltransferaza (NDL-MT),
ktorej kofaktorom je S-adenozylmetionin (SAM) a /
kompetitivnym  inhibitorom je S-adenozylhomocystein I I I /
(Chung et al., 1997, Janata et al., 2001).

Enzym podielajici sa na zaverecnom kroku
biosyntézy linkomycinu bol Chungom identifikovany a po

precisteni izolovany ako homogénny produkt. Na ziklade

sekvenovania N-koncovej casti tejto metyltransferazy bol IV

pripraveny zodpovedajici synteticky oligonukleotid. Ten bol
nasledne pouzity ako hybridiza¢na sonda, za pomoci ktorej bol najdeny fragment
obsahujuci gén pre metyltransferazu (Chung et al., 1997). Sekvenéne sa takto najdeny
fragment zhodoval s uz popisanym otvorenym ¢itacim ramcom pre gén ImbJ (Peschke et
al., 1995). Subklonovany fragment nestci sekvenciu pre ImbJ sam o sebe vsak in vivo
neindukoval metylaénu aktivitu. Chung sa na zaklade tohoto vysledku domnieval, Ze
protein LmbJ] sa na NDL-metyltransferazovej aktivite podiela len ako sucast
multimérneho komplexu podobne velkych ale neidentickych podjednotiek. Tejto teorii
nahraval aj fakt, Ze zdanlivda molekulova hmotnost nativnej NDL-MT izolovanej
zZ prirodného zdroja bola pomocou gélovej filtracie stanovend na 300 kDa. Ako kandidéta
na dal$iu podjednotku navrhli popri géne ImbJ produkt génu ImbG, obsahujici tiez
sekvenciu typickl pre SAM-MT. Takyto zaver by vSak znamenal, Ze na zvys$né dve
metylacie v biosyntetickej drahe linkomycinu by ostdval produkt jediného génu,
obsahujuceho tiez sekvenciu pre SAM-MT, gén ImbW.

Na tieto vysledky Chunga (1997) naviazal d’alSou pracou zaoberajucou sa
identifikaciou génu zodpovedného za zavere¢ny krok biosyntézy linkomycinu J. Kadlec
(Kadlec, 2000). Vo svojej praci dokazal, ze protein LmbJ sam v pritomnosti substratu S-
adenozylmetioninu (SAM) in vitro premiefia NDL na LIN, teda ze enzym LmbJ je sam

0 sebe terminalnou MT a pre svoju ¢innost’ nepotrebuje ziadne d’alSie podjednotky.
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Hoci Kadlec kvalitativne dokazal konverziu NDL na LIN metédou TLC, kinetické
parametre proteinu nebolo mozné zdoévodu limitovanosti metddy urcit. AZ nova
technoldgia, vysokoSpecifickd kvapalinova chromatografia nam umoznila meranim
koncentracie vytvoreného LIN Vv modelovej metylacnej reakcii stanovit hodnoty

Kinetickych parametrov pre enzym LmblJ.

NHg )k S- adenolemenonm NH* )Ok
3
“CH NH;
/NN
: w
o NN
H H
b :
OH OH
Lmb] (NDL-MT) S-adenozylhomocystein
+ = +
H CH,
Me Me Me Me
HO——H HO——H
HN HN
0/_ HO—0, o/_ HO 0,
HO HO
SMe SMe
OH OH
N-demetyllinkomycin Lmkomycin

Obr. 2.4.3.4. Hypotetickd biosynteticka draha linkomycinu - zavere¢na metylacia na
dusiku pyrolového retazca propylprolinovej podjednotky NDL za vzniku konecného
produktu biosyntetickej drahy LIN. Premena NDL na LIN prebieha za G¢asti NDL-SAM-
dependentnej metyltransferazy a za pritomnosti donora metylovej skupiny (SAM) ktory sa
po odovzdani CH3 skupiny meni na S-adenozylhomocystein (upravené podl'a Peschke et
al.,1995.).

2.5. Metyltransferazy u mikroorganizmov

Enzym LmbJ zrad'ujeme do rodiny SAM-dependentnych metyltransferaz, ulozeny je
v databaze UniProt KB pod ¢islom Q54363 a v databaze EMBL-CDS pod cislom
CAA55756.1. Protein LmbJ pozostava z 250 aminokyselin. Metyltransferazy su vseobecne

definované ako enzymy prenasajuce metylovi skupinu z molekuly donora na molekulu
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akceptora. Donorom byvaju najcastejsie koenzymy S-adenozylmetionin (SAM) alebo N5-
metyltetrahydrofolat, akceptorom byvaji nukleové kyseliny (DNA, RNA), aminokyseliny,
lipidy, proteiny a d’alSie malé molekuly, u ktorych dochadza najcastejSic k metylacii na
atomoch N, O, S, C. Pridanie metylovej (CH3) skupiny k biologicky aktivnhym molekuldm
(hormoény, neurotransmitery, tuky, proteiny a nukleové kyseliny) Casto spésobuje zmenu
ich fyzikalno-chemickych vlastnosti. Enzymy katalyzujuce transfer metylovej skupiny
obsahuju na povrchu molekuly obvykle dve Specifické subdomény. Jedna subdoména
obsahuje vdzbové miesto pre molekulu donora metylovej skupiny a druhd subdoména
poskytuje viazbové miesto pre molekulu akceptora (Ansari et al., 2008). Metyla¢né reakcie
st sucastou velkého mnozstva biologickych procesov v bunkéch: biosyntézy réznych
latok, metabolizmus (primarny aj sekundérny), detoxikécie, prenos signdlu, rozpoznanie
a oprava poskodenych nukleovych kyselin, proteinov a d’alSie procesy spojené s tvorbou a

upravou nukleovych kyselin.

2.5.1. SAM dependentné metyltransferazy (SAM-MT)

S-adenozyl-L-metionin (SAM) je po ATP druhym najéastejSie vyuzivanym
substratom pri enzymovych reakciach (Cantoni, 1975). Prevazna vicSinu tychto reakcii
tvori prenos metylovej skupiny enzymami — metyltransferazami z donora na akceptora za
stcasnej premeny SAM na S-adenozyl-L-homocystein (SAH). Vyhodou vyuzitia SAM ako
substratu voci ostatnym donorovym molekulam je CHjz - skupina adenozylmetioninu (Obr.
2.5.1.a) naviazana na silne nabity atom siry, ¢o spdsobuje termodynamick(l nestabilitu
molekuly abezne stabilnda metyl-tiolova skupina metioninového zvysku sa tak stava
vysoko reaktivnou (AG® pre SAM + H — SAH + M = 17 kcal.mol™), (Cantoni, 1975). Aj
preto je prevazna vacSina metylacnych reakcii katalyzovand S-adenozylmetionin-
dependentnymi metyltransferazami (SAM—-MT), ktoré podl'a funkcie mdézeme rozdelit’ na
MT zapojené do biosyntetickych drah; inaktivacie a elimindcie malych molekul
a xenobiotik; prenosu signalu; stabilizacie proteinovych retazcov, DNA, RNA a ich oprav;
bunkovej signalizacie; reguldcie chromatinu a génovej expresie; proteosyntézy (Cheng
a Blumenthal, 1999). Prvou SAM-MT s podrobne popisanou proteinovou Strukturou
vroku 1993 bola DNA Cb5-cytozin MT - M.Hhal (Cheng et al., 1993). Neskor bola
popisana Struktura aj d’alsej MT - katechol O-metyltransferazy (COMT), ¢o bolo jednym
z milnikov v objavovani novych ucinnych lie€iv, nakol’ko bola COMT ciel'om podrobného

vyskumu z hladiska jej farmaceutického vyuzitia.
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Obr. 2.5.1.a Chemicka $truktura donora metylovej skupiny — SAM. Cervenou farbou je
oznacend donorova metylovd skupina prendSand metyltransferdzami na molekulu
akceptora. Prevzaté a upravené podl'a Martin a Mc Millan, 2002.

Enzym SAM-MT vyzaduje pre svoju ¢innost’ hydrolyzu vsetkych troch fosfatovych
zvySkov molekuly ATP (Fauman et al., 1999). Dnes je v proteinovych databazach:
ExXPASYy, Protein Data Bank (PDB) a Brenda popisanych 165 proteinov zaradenych do
rodiny SAM-dpendentnych metyltransferaz (http://www.brenda-enzymes.org/index.php4,

http://expasy.org/enzyme/2.1.1.-).

Na zaklade rozdielnej substratovej Specificity (malé molekuly, lipidy, proteiny,
nukleové kyseliny), odlisnosti donorovych miest - atdbmov v metylovanych substratoch
(N2, Oy, C4, S) ausporiadani retazcov proteinov v jadre MT bolo popisanych pét
Struktarne odlisnych skupin SAM-MT (I - V), (Schubert et al., 2003). Jadro vac¢siny MT
triedy I-V strukturne pozostava prevazne zo striedajucich sa B-skladanych listov okolo
Ktorého st po stranach ulozené a-helixy (Obr. 2.5.1.b). Vizbové miesta pre SAM aj
pre druhy substrat su uloZené variabilne bud’ na povrchu proteinu (tvoriac maly Zliabok),
alebo na jeho koncovych castiach (Casto C-koniec). Z hladiska organizacie molekuly
mozeme MT rozdelit na monomérne, homodimérne, tetramérne alebo oligomérne
proteiny. Z pomedzi vSetkych Struktarnych typov maji najvicsie zastlipenie monomérne
MT.
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Obr.2.5.1.b Schematické znazor-
nenie terciarnej Struktary (vlavo)
a Struktirneho vzorca (vpravo)
u vybranych MT (protein: PDB
kéd) zaradenych na zaklade
Struktiry do jednotlivych skupin
SAM-MT I-V. Na kazdom
obrazku st vyznacené a-retazce
(modré  kruhy/zavitnice) a -
retazce (zelené trojuholniky/
Sipky), spolo¢ne s ich vzajomnou
orientaciou a vizbovym miestom
pre SAM (zlty retazec/obdiznik).
C a N st koncové casti molekuly.
a) Skupina | — tato Strukttra bola
popisand u33 ¢lenov rodiny
SAM-MT, najcastejSie pozostava
zo 7 B-skladanych listov (B1-B7)
lemovanych po stranach o-
helixmi (M.Hhal:6MHT)

b) Skupina Il — tato skupina
byva tvorena dlhymi [-listami,
substrat sa navdzuje do malého
zliabku na povrchu molekuly
(MetH:1MSK)

c) Skupina Il — Struktara
tvoriaca 2 afa domény s
vizbovym miestom pre SAM
uprostred 2 domén, aktivne
miesto pre druhy substrat je v
blizkosti ~ N-koncovej Casti
proteinu (CbiF:1CBF)

d) Skupina IV — skupina RNA-
MT obsahuje zvlastnu sl'uc¢kovita
Struktaru  podielajicu sa na
tvorbe vidzbového miesta pre
druhy  substrat:  S-adenozyl-
homocystein (YibK:1MXI).
RuZovou farbou su naobrazku

vyznacené a-helixy vyskytujuce sa len u niektorych zastupcov skupiny IV aV SAM-MT

(nie su vSak konzervované v ramci konkétnej skupiny).

e) Skupina V — tvorena kombinaciou 3 mensich B-listov. Vdazbové miesto pre SAM tvori
maly Zzliabok na povrchu proteinu a vdzbové (aktivne) miesto pre druhy substrat je
Vv blizkosti C konca proteinu tvoriace zaroven sl'u¢kovitu Struktiru na C konci molekuly
(Set7/9:109S), (prevzaté a upravené podl'a Schubert et al., 2003).
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3. CIEL DIPLOMOVEJ PRACE

ZavereCnym krokom biosyntézy linkomycinu je N-metyldcia propylprolinove;j Casti
N-demetyllinkomycinu (NDL) katalyzovana proteinom LmbJ. V roku 2000 bola v nasom
laboratoriu vypracovana diplomova praca zaoberajuca sa Stidiom zaverecného kroku
biosyntézy linkomycinu. J. Kadlec v nej jednozna¢ne preukazal funkciu proteinu LmbJ ako
terminalnej NDL-MT a stanovil niektoré biochemické vlastnosti tohto enzymu. Len
nedavno publikovana, vel'mi presna metdda stanovenia koncentracie linkomycinu (UPLC),
(Olsovska et al.,, 2007) nam vsak umoznila presné meranie astanovenie Kinetickych

parametrov enzymu LmbJ.

Ciel'om tejto diplomovej prace teda je:

o Metédou heterolognej expresie pripravit protein LmbJ a za pomoci
vysokoSpecifickej kvantitativnej metddy UPLC stanovit' jeho biochemické a kinetické

vlastnosti - teplotné optimum, pH optimum a Michaelisove konstanty pre obidva substraty
proteinu (NDL a SAM).

o Pokusit’ sa definovat’ kvartérnu Struktiru biologicky aktivnej formy enzymu
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Kmene baktérii

Escherichia coli BL-21 (DE3): F-ompT [lon] hsdSg ( rg" mg™) gal dcm — hostitel'sky
kmen pre pET expresné vektory, kmen defektny v génoch lon aompT kodujucich
proteolytické enzymy a obsahujtci profag A nestici gén DE3 pre T7 DNA polymerazu pod
kontrolou lacUV5 prométora, indukovatel'ny pomocou IPTG.

Escherichia coli JM 109: F’traD36 proA™B* lacl® A(lacZ)M15/ A(lac-proAB)
glnVv44 e14" gyrA96 recAl relAl endAl thi hsdR17 — kmen vhodny pre klonovanie.

4.1.2.Vektory

pET 28b(+) (5,4 kbp: Novagen), (Obr. 3.1.2.a): expresny vektor obsahujuci gén pre
rezistenciu na kanamycin, umoziuje nadprodukciu proteinu vo forme nativnej alebo
spojenej s N - koncovym oligopeptidom (dvadsat aminokyselinovych zvySkov
kédovanych vektorom), ktory obsahuje histidinovi kotvu (6 histidinovych zvyskov)
a cielové miesto pre trombin. Histidinova kotva umoznuje purifikaciu fazneho proteinu
metaloafinitnou chromatografiou. Expresia proteinu je pod kontrolou T7 promotoru.
Vektor pET 28b(+) obsahuje usek pre ribozomalne vézbové miesto (translacny Start)

podielajuci sa na nadprodukcii vloZeného génového useku.

pET ImbJ (6,1 kbp), (Obr. 3.1.2.b): expresny vektor pET 28b(+) (5,4 kbp)
obsahujtci vlozeny gén ImbJ (824bp) — kédujuci N-dmetyllinkomycin - metyltransferazu.
Gén ImbJ bol vlozeny do vektora cez restrik¢né miesta Nde | (238) a Xho | (158).
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4.1.3. Média
LB médium:
Trypton 109
Kvasinkovy extrakt 50
NaCl 10¢g
H-,0 doplnené do 1000 ml, pH upravené na 7,5

Koncentracia selek¢ného ATB (kanamycinu) v LB médiu bola 30ug/ml.

LB agar:
LB médium 11
Agar 15¢

Koncentracia selek¢ného ATB (kanamycinu) v LB agare bola 30ug/ml.

SOC médium:
Trypton 209
Kvasinkovy extrakt 50
1M NacCl 059
1M KCI 2.5ml
dH20 doplnené do 1000 ml, pH upravené na 7,0 s 1M NaOH

Tesne pred pouzitim pridat: 20 ml sterilnej 1M glukézy
5 ml sterilného 2M MgCl,
5 ml sterilného 2M MgSO,

Média pre kompetentné bunky:

Médium A: LB médium — sterilizované autoklavovanim; 10mM MgSO, * 7H,0
sterilizované filtraciou; 0,2% glukdza sterilizovana autoklavovanim
Médium B: LB médium; 36% glycerol; 12% PEG Mw 7500; 12mM MgSO, — vsetky

sterilizované autoklavovanim
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4.1.4. Roztoky, pufre a gély:

Pufre pre SDS elektroforézu:

MATERIAL A METODY

2 x SDS PAGE vzorkovy pufer: 125mM Tris-HCI; 2% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 20%

glycerol; 0,002% bromfenolova modra; pH 6,8

10 x SDS PAGE elektrodovy pufer: 30 g Tris; 144 g glycin; 10 g SDS; doplnené H,O do 1 |

SDS PAGE fixacny roztok: 10% kyselina octova; 10% izopropanol

SDS PAGE farbiaci roztok: 10% kyselina octova; 10% izopropanol; 0,25% Coomassie

Briliant Blue R250

SDS PAGE odfarbovaci roztok: 10% kyselina; octova 15% metanol
Akrylamid: 40% AA + 1,7% bisAA

Zlozenie malého SDS polvakrylamidového gélu (BioRad):

Roztok Zaostrovaci 8% 10% 12%
40% AA/1,7% Bis AA 112ul 1ml 1.25 ml 1.5ml
1,875M TrisClI, pH = 8,9 - 1ml 1ml 1ml
1M TrisCIl, pH =6,9 126 ul - - -
4% SDS 32ul 125 ul 125 ul 125 ul
Deionizovana H,O 0.875 ml 2,875 ml 2.625ml 2.375 ml
30% APS 25ul 5ul S5ul S5ul
TEMED 2.5 ul Sul Sul Sul

Pufre pre nativnu elektroforézu (Blue Native PAGE Electrophoresis):

Katodovy pufer: S0mM Tricin; 15mM Bistris / HCI; 0,02% Coomassie blue G-250; pH 7,6

Gélovy pufer 3x: 150mM Bistris/HCI; 1,5M kyselina aminokapronova; pH 7,6

Anddovy pufer: 50mM Bistris/HCI; pH 7,6

AB: 48 g akrylamid; 1,5 g bisakrylamid; H,O do 100 ml
Vzorkovy pufér: 50 mM Tris HCI; pH 8,6; 50 mM NaCl

Zlozenie gélu pre nativnu elektroforézu:

Zaostrovaci gél 8% gel 18% gel
AB (49.5%T, 3%C) 83 ul 483 ul 916 pul
Gélovy pufer 3x 333 ul 1ml 833 ul
Glycerol - - 059
APS 10% 8,3 ul 16,6 pl 8,3 ul
TEMED 0,8 ul 1,6 ul 0,8 ul

Doplnené H,O do
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Pufre pre gélov filtraciu:

Pufer 50mM Tris-HCI pufor; pH 8,3; 100mM NaCl

Pufre pre metaloafinitnti chromatografiu:

Sonifikacny pufer TS-8 (10x): 20mM Tris-HCI; 100mM NaCl; pH upravené na 8,0
Odsolovaci pufer: 20mM Tris-HCI; pH 8,3

MATERIAL A METODY

TS-8 pufer + imidazol 0,5M imidazol dH,0 10x TS-8 pufer

1x TS-8 pufer 0 ml 90 mi 10 ml
15mM imidazol 3ml 87 ml 10 ml
30mM imidazol 6 ml 84 mi 10 ml
50mM imidazol 10 ml 80 mi 10 ml
100mM imidazol 20 ml 70 ml 10 ml
250mM imidazol 50 ml 40 ml 10 ml
500mM imidazol 100 ml oml 0ml

Pufre pre pracu s DNA:

TAE pufer: 40mM Tris-acetat; ImM EDTA; pH 8,0
TE™ Pufer:10mM Tris-HCI; 1mM EDTA; pH 7.5

10 x DNA vzorkovy pufer: 40% sacharoza; 0,25% BPB; 10mM Tris-HCI; 50mM EDTA,

pH 8,0

Ostatné roztoky a pufre:

Orcinolové cinidlo: 250 mg orcinol (3,5-dihydroxytoluen); 44 ml etanol; 6 ml H,SO,4

PMSF: 100mM fenylmetylsulfonylfluorid v izopropanole
Pufer pre elektronovii mikroskopiu: 50mM Tris-HCI; pH 8,3; 100mM NaCl

Glycinovy pufer: 50 mM glycin, pH upravené NaOH na 8,6
10x Trombinovy pufer: 200 mM Tris-HCI; pH 8,4; 1,5 M NaCl; 25 mM CaCl2
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4.1.5. Chemikalie, enzymy a komercné stpravy

MATERIAL A METODY

Chemikalia, nazov chemickej latky Vyrobca Skratka
Agardza Promega

Akrylamid Bio-Rad AA
Ampicilin (100 ug/ml) Serva AMP
Bacto agar Difco

Bacto trypton Difco

Bromfenolova modra Bio-Rad BPB
Coomasie brilliant blue R250 Serva

Dodecylsulfat sodny Serva SDS
Etidiumbromid Sigma ETBr
Glycerol Merck Gly
Hovéadzi sérovy albumin Bio-Rad BSA
Imidazol Sigma
Izopropyl-1-tio-p-D-galaktozid Serva IPTG
Kanamycin (30pug/ml) Serva KAN
Linkomycin Sigma LIN
Polyetylénglykol (7500) Sigma PEG
Ponceau S Sigma

Tris (hydroxymetyl) aminometan Serva Tris
Kvasinkovy extrakt Difco
3,5-dihydroxytoluen Sigma
S-adenozylmetionin Amersham SAM
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranozid Serva X-gal
3,5-dihydroxytoluen Sigma

Kys. etyléndiaminotetraoctova Sigma EDTA
N,N’-metylénbisakrylamid Bio-Rad bisAA
Peroxodisiran aménny Sigma APS
N,N,N’,N"-tetrametyletylendiamin Serva TEMED
N-(2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxymetyl)etyl)-glycin Sigma Tricin
Kys.-6-aminohexanova / aminokapronova Sigma

Polyetylénglykol (7500) Sigma PEG 7500
NaCl, KClI, CaCl,, H,SO4, EtOH

Siran nikelnaty, 0,1M Sigma NiSO,
N-demetyllinkomycin *UEB-AVCR NDL
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*NDL - komer¢ne nedostupny N-demetyllinkomycin bol synteticky pripraveny Ing.
Liborom Havlickom na Ustave experimentalnej botaniky Akademie vied Ceskej

Republiky.

Enzymy:
Trombin, Restriction Grade (Novagen) (1,44U/ul)

Restrikéné endonukleazy New England Biolabs

Komeréné supravy:

1. Ako standard bol pre SDS PAGE pouzity PageRuler Prestained Protein Ladder Plus

(Fermentas)

2. Ako §tandard pre nativnu elektroforézu bol pouzity High Molecular Weight Calibration
Kit for native electrophoresis (Amersham) obsahujuci:
- thyreoglobulin - Thyroglobulin, 76 pg, Mr 669000
- feritin - Ferritin , 50 pg, Mr 440 000
- katalaza - Catalase, 36 pg, Mr 232 000
- laktat dehydrogendza - Lactate dehydrogenase, 48 ug, Mr 140 000
- albumin - Albumin, 40 pug, Mr 66 000

3. Ako standard pre gélovu filtraciu bol pouzity Gel Filtration Calibration Kit HMW (GE
Healthcare) obsahujuci lyofilizované proteinové Standardy:
- feritin (Ferritin2 (15 mg), Mr 440 000 z konskej sleziny)
- aldolaza (Aldolase2 (50 mg), Mr 158 000 z krali¢iecho svalového tkaniva)
- conalbumin (Conalbumin (50 mg), Mr 75 000 z vaje¢ného bielka)
- ovalbumin (Ovalbumin (50 mg), Mr 44 000 zo slepacich vajec)
- tyreoglobulin (Thyroglobulin (50 mg), Mr 669 000 zo Stitnej zl'azy hovédzieho
dobytka).
- modry dextran (Blue Dextran 2000)

4. Pre metaloafinitni chromatografiu boli pouZité nasledujuce kolony:
a) 5 ml HiTrap Chelating HP (Amersham Pharmacia Biotech , Uppsala, Sweden)
naplnend Sepharosou obsahuje mnozstvo agar6zovych guli¢iek na ktoré sa pomocou
éterovych skupin viaze iminodiacetatova kysleina vyvédzujuca iony kovu niklu pri
nabiti kolony. Na i6ny kovu sa viaze pomocou fizovanej N-koncovej His kotvy
protein, ktory je nasledne vymyvany zkolony pufrom so zvySujlicou sa

koncentraciou imidazolu.
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b) 5 ml Hi Trap Desalting kolona (Amersham Pharmacia Biotech , Uppsala,
Sweden) naplnena Sephadex™ G - 25 Fine. Ten zabezpecuje dobru oddelitelnost” a
vysoku priepustnost’ kolony. V jednom kroku je vzorka precistend, prenesena do
nového pufra a zbavena zvySkov neziaducich soli.

5. Na zahustenie proteinu boli pouzité kolony Centricon YM -10 (Promega)

6. Na kvantitativne stanovenie koncentracie proteinu bola pouzitd metdoda podl'a Bradforda
(Bradford, 1976), ako standard bol pouzity hovadzi sérovy albumin: Bio-Rad Quick
Start - Bovine Serum Albumin Standard Set (BSA)

7. Pre izolaciu plazmidovej DNA bol pouzity kit Wizard Plus Midipreps DNA Purification

systém od spolo¢nosti Promega (Technical Bulletin No 225, Promega)

4.1.6. Software

Mapy rekombinantnych vektorov boli vytvarané pomocou programu Clone Manager
verzia 4.01 (Scientific and Educational Software)

Vystupné hodnoty namerané chromatografickym pristrojom Waters UPLC boli
spracované pomocou Waters Empower™ 2 Software.

ExXPASy (Expert Protein Analysis System) od Swiss Institute of Bioinformatics -

(SIB) je proteomicky server urceny na analyzy proteinovych sekvencii a Struktar
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42. Metody

4.2.1. Priprava a transformécia kompetentnych buniek E. coli plazmidovou DNA

4.2.1.1.Priprava kompetentnych buniek

Kompetentné bunky boli pripravené metdédou popisanou Nishimura et al. (1990).
Postup spocival v kultivacii buniek vo vhodnom médiu obsahujucom Mg2+ a glukozu,
ktora zvySuje ucCinnost’ transformacie. Pripravené bunky st uchovavané v roztoku
glycerolu, PEG 7500 a Mg*".

Do 1000 ml média A bol naockovany 1 ml Cerstvej (na LB agare cez noc narastenej)
bakterialnej kultary a zmes kultivovana pri 37°C za dostatocného prevzdusnenia az do
dosiahnutia ODssg 0,6 (logaritmicka faza rastu), kedy bola kultivacia ukoncena a kultara
chladena po dobu 10 minut na 'ade. Nasledne bola kultura centrifugovana (10 min, 1500g.,
4°C), oddeleny supernatant a pelet resuspendovany v 1 ml média A. Do zmesi bolo
pridanych 5 ml média B (LB médium doplnené o 36% glycerol, 12% PEG 7500, a 12 mM
MgSO,) predchladeného na 4°C. Bunky boli opatrne premiesané, rozdelené na alikvéty po

100 pl, zamrazené a uskladnené pri -70°C.

4.2.1.2. Transformacia buniek E. coli plazidovou DNA metodou Heat-Shock

Ku 100ul zmrazenych kompetentnych buniek bolo pridanych 25 ng plazmidovej
DNA (pET ImbJ), zmes opatrne premieSana a inkubovana na l'ade 20 minut (teplota by
pocas inkubacie nemala prekrocit’ 4°C). Bunky boli prenesené do 15 ml kultiva¢nych
skimaviek a vystavené teplotnému Soku 42°C vo vodnej lazni po dobu 50 sekund. Zmes
bola nasledne chladena pri 4°C po dobu 2 minut. Po uplynuti tejto doby bolo do zmesi
pridanych 800ul SOC média predhriateho na 37°C a celd zmes kultivovana 1 hod pri 37°C
za dostatocného prevzdusnenia, ¢o umoznilo bunkdam exprimovat gény =zaistujuce
rezistenciu K antibiotiku. Bunky boli vysiate na pripravené platne s LB médiom

obsahujucim kanamycin (30pug/ml) a inkubované cez noc v termostate pri 37°C.
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4.2.2. Pracas DNA

4.2.2.1. Izolacia plazmidovej DNA z E. Coli - Midiprep

100 ml LB média s obsahom kanamycinu bolo naockovanych cerstvou (z LB agaru
izolovanou) bakterialnou koloniou. Inkubacia prebichala za staleho prevzdusnovania pri
37°C cez noc a bola centrifugovana 10 min x 3500g pri 4°C. Pelet bol resuspendovany v 3
ml roztoku | (Cell Resuspension Solution), k zmesi boli pridané 3 ml roztoku II (Cell Lysis
Solution), zmes premieSana a neutralizovana 3ml roztoku III (Neutralization Solution).
Zmes bola znovu premieSana a centrifugovand 15 min x 14000g pri 4°C. Supernatant
s obsahom DNA bol zmieSany s 10 ml roztoku zivice (Resin) a naneneseny na kolonu
obsahujucu imobilizované sklenené¢ castice pripojeni k vdkuovemu odsavaciemu
zariadeniu. Po odsati roztoku z kolony bola koldna preplachnutd 2 x 15ml roztoku IV
(Column Wash Solution) s obsahom etanolu. Po odsati tekutiny sa kolona susila 30s, jej
spodna cast’ bola vlozend do mikroskumavky a centrifugovana 2 min x 10 000g. Na kolénu
bolo nanesenych 150 pl dH,O predhriatej na 80°C, ponechana 1 min pri RT (izbova
teplota) a nasledne bola centrifugovana najprv 20 s x 10 000g, potom 5min x 10 000g.
DNA uvolnena z kolony bola uskladnena pri -20°C.

4.2.2.2. Kontrolné Stiepenie DNA restrikénymi enzymami

Reakcie prebiehali pocas dvoch az troch hodin vo firemnych pufroch za optimalnych
podmienok stanovenych vyrobcom. Restrikéné enzymy boli inaktivované pridanim DNA
vzorkového pufra alebo zahriatim na stanovenu teplotu pocas doby presne uréenej

vyrobcom v priloZenom manuale.
4.2.2.3. Elektroforéza v agar6zovom géli

DNA bola analyzovana pomocou horizontalnej agarézovej elektroforézy v TAE
pufri. Bol pouzity 1 % agar6zovy gél obsahujuci 0,005% etidiumbromidu. K vzorkam

DNA bol v pomere 1 : 5 pridany 5 x DNA vzorkovy pufer a fragmenty boli separované pri
napiti 3-5 V/cm.
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4.2.3. Pracas proteinmi

4.2.3.1. Heterologna expresia proteinu

Bunky E. Coli BL21(DE3) boli transformované expresnym vektorom pET ImbJ.
1000 ml sterilného LB média s kanamycinom (30pg/ml) bolo naockovanych cerstvymi
bunkami E. coli BL 21 (DE3), ktoré niesli plazmid s danym génom (kapitola 4.2.1.2.) na
vyslednu ODssg < 0,1. Kultura bola kultivovana pri 37°C za dostato¢ného prevzduSnenia
a priebezne boli odoberané vzorky na meranie OD kultary. Po dosiahnuti ODsso 0,6 bola
expresia proteinu indukovana pridanim IPTG na vysledni koncentraciu 0,4 mM
a kultivacia pokracovala d’alsich 90 minut. Po skonceni kultivacie bola kultira rozdelena
na 4 alikvoty po 250 ml a scentrifugovand 10 min x 3000g pri 4°C, bol odstraneny
supernantant, pelet buniek resuspendovany v 50 ml 1x sonifikacného TS-8 pufra
(preCistenie, odstranenie neziaducich latok metabolizmu), zmes centrifugovana 10 min x

3000g, 4°C, supernatant bol odstraneny, a alikvoty boli uskladnené pri —20°C.

4.2.3.2. Izolacia proteinu z buniek

K bunkam zkroku 4.2.3.1. bola pridana 1/40 povodného objemu (50ml/40 =
1,25ml) 1x sonifikaéného TS-8 pufru. Bunky boli za neustaleho chladenia na l'ade rozbité
pomocou ultrazvuku — sonifikacia 6 x 10 sekund s intervalom 1 min pre dostato¢né
ochladenie (zahriatie mo6ze viest’ k poSkodeniu proteinu). Po sonifikacii bola centrifugaciou
30 min x 14 000g pri 4°C oddelena rozpustna frakcia s proteinom od nerozpustnej frakcie
obsahujicej zvySky Struktir buniek. Po centrifugacii bol supernatant preneseny do
mikroskumaviek, ktoré boli ulozené na l'ade v chladovej komore pri 4°C. Koncentracia
proteinu bola stanovena metodou podla Bradforda, 1976. Ako Standard bol pouzity Bio-
Rad Quick Start - Bovine Serum Albumin Standard Set (BSA). K 5 ul vzorky proteinu
bolo pridanych 250 pl Dye reagent Cinidla, reakcia prebiehala 15 min pri RT (izbova

teplota), koncentracia proteinu bola zistend pomocu spektrofotometra pri A = 560 nm.

4.2.3.3. Elektroforeticka analyza proteinu

Na analyzu proteinu bola pouzitd vertikdlna SDS-polyakrylamidova gélova

elektroforéza (SDS-PAGE). Koncentracia separacného gélu bola 8, 10 alebo 12%
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Vv zéavislosti na poziadavkach metody, koncentracia zaostrovacieho gélu bola 3%. Presné
zlozenie jednotlivych gélov je v popisané v kapitole 4.1.4. Roztoky, pufre a gély.

Analyzovana vzorka bola pred nanesenim zmie$ana s SDS-vzorkovym pufrom
v pomere 1:1 a zahrievana 10 min pri teplote varu vo vodnej lazni aby doslo k denaturacii
proteinov. SDS udeluje proteinom jednotkovy néboj aumozni tak ich rozdelenie
v elektrickom poli len na zaklade ich velkosti. Merkaptoetanol vo vzorkovom pufri je
redukéné Cinidlo narusajuce disulfidické mostiky. Spolo¢ne so vzorkami bol naneseny
Standard molekulovych hmotnosti.

Elektroforéza prebichala v SDS elektrodovom pufri pri konstantnom napiti 180 V
Vv zaostrovacom g¢li a pri 280 V v separa¢nom géli. Po skonceni bol gél farbeny.Farbeniu
predchddzala fixacia proteinov fixatnym roztokom (10% kyselina octovd, 10%
izopropanol) po dobu niekol’kych mintt. Nasledne bol gél umiestneny do horuceho

farbiaceho roztoku a po cca 20 minttach odfarbeny zohriatym odfarbovacim roztokom.

4.2.3.4. Purifikécia proteinu

Purifikacia proteinu prebiechala v dvoch krokoch pomocou metaloafinitnej
chromatografie. Chelata¢na koldona bola pred pouzitim premyta 25 ml dH,O (odstranenie
etanolu, ktorym sa kolona plni pre skladovanie), a nabita ionmi kovu: 1,5 ml 0,1M NiSO,.
Nabita kolona bola pomocou peristaltickej pumpy P-1 (Pharmacia) premyta postupne 25
ml dH,O, 30 ml 1x TS-8 pufru a potom bola na kolénu nanesena vzorka (protein). Po
naneseni proteinu bola koldona premyta 10X TS-8 pufrom so zvySujucou sa koncentraciou
imidazolu (Tab. 6). Na preplach aj uvolnenie proteinu z kolony boli pouzité vychladené
roztoky a vsetky tikony vykonané tak, aby nedoslo k tepelnej degradacii proteinu. Frakcie
pretecené kolonou boli zbierané v alikvotnych mnozstvach, uloZzené na l'ade a nasledne

kontrolované pomocou SDS-PAGE.

Tab. 6 Koncentracie a objemy roztoku imidazolu pouzité pri uvolneni proteinu z kolony

30mM imidazol Preplachujeme 15 ml pufru, zbierame do falkonky
100mM imidazol 3 ml pufru, zbierame frakcie po 1 ml —3x 1 ml
250mM imidazol 5 ml pufru, zbierame frakcie po 1 ml —5x 1 ml
500mM imidazol 5 ml pufru, zbierame frakcie po 1 ml - 5x 1 ml
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Cely postup izolacie proteinu bol spociatku kontrolovany pomocou SDS PAGE,
neskor pre rutinné izolacie bola pouzitd metdda farbenim Ponceau S na nitroceluldzove;j
membrane. Frakcie obsahujtice His tag-LmbJ boli spojené a odsolené na kolone.

Na kolonu preplachnutt 25 ml odsolovacieho pufra (20mM TrisHCI, pH 8,3) boli
nanesené vzorky o max. objeme 1,5 ml. Na uvolnenie proteinu z kolony bolo pouzitych 5
ml odsolovacieho pufra, frakcie preteCené cez kolonku boli zachytené (10 frakcii po
500ul) aulozené na lade. Pritomnost’ proteinu V jednotlivych frakciach bola zistena
opticky pomocou Ponceau S. Frakcie s obsahom His tag-LmblJ boli spojené a koncentracia
proteinu bola stanovend metédou podla Bradforda. Pre okamzité pouzitie boli
vzorky uskladnené pri 4°C. Dlhodobejsie je mozné protein LmbJ skladovat’ pri -20°C po

dobu dvoch az troch tyzdnov.

4.2.3.5. Trombinové Stiepenie

Aminokyseliny fazované s proteinom LmbJ nestce His kotvu (His tag-LmbJ) boli
odstiepené trombinom — proteazou Stiepiacou v sekvencii Leu-Val-Pro-Arg * Gly-Ser.
Ziskany protein (bez kotvy) obsahoval po odStiepeni navySe tri aminokyselinové zvysky
(Gly, Ser, His) kodované polylinkerom pET 28b(+).Pre zistenie optimalnych podmienok

reakcie bola pripravend reakénéd zmes:

10 x trombinovy pufor | 6 pl

Trombin (1,44U) 0,01U

Protein Lmb]J Oug

H,O doplnené do 60 ul

Rekacia bola ukoncena pridanim 10ul 100 mM fenylmetylsulfonylfluoridu (PMSF)
v izopropanole. Teplota kultivacie bola 30°C ajednotlivé reakcie boli ukoncované
v ¢asovych intervaloch TO’, T5’, T10°, T20", T40" a T60". Kontrola Stiepenia bola
vizualizovand pomocou SDS-PAGE.

Pre rutinné pouzitie prebichala reakcia v objeme 1000 ul, reakcia prebiehala
V trombinovom pufre, mnozstvo proteinu v reakcii bolo 300ug, ¢as reakcie 30 mintt,
teplota Stiepenia 30°C. Po Stiepeni bol protein prevedeny do pufra 20mM Tris-HCI; pH 8,3
pomocou odsolovacej kolony a zahusteny na pozadovanu koncentraciu pomocou kitu
Centricon YM -10 (Promega). Kontrola $tiepenia bola vizualizovana pomocou SDS —
PAGE.

52



MATERIAL A METODY

4.2.4. Stanovenie aktivity LmbJ

4.2.4.1.Priebeh a podmienky metylac¢nej reakcie

V pripravenej metylaénej reakcii boli pouzité oba substraity SAM aj NDL
v dostatocnom nadbytku tak, aby priebeh reakcie nebol limitovany koncentraciou
substratov (publikované hodnoty: Kyy NDL = 240uM; Ky SAM= 33uM (Chung, 1997);
nami pouzité koncentracie v reakcii boli: cNDL = 3220 uM a ¢cSAM = 500 uM, ¢o je 13,5
resp. 15-nasobok publikovanych hodnot). Koncentracia LIN vzniknutého premenou z NDL
bola detekovana orienta¢ne chromatografiou na tenkej vrstve (TLC) a neskor kvantitativne
metddouUPLC (Olsovska et al., 2007). Bola pouzita reakéna zmes (ak nie je v postupe
inak uvedené) podrla tab. 7. Reakcia bola pripravena v 4 alikvotnych mnozstvach (ak nie je
v postupe inak uvedené): 3 x s obsahom LmbJ a 1 negativna kontrola bez obsahu LmbJ.
Inkubacia prebiehala 60 min pri teplote 31°C, inaktivacia zahriatim na 80°C po dobu 2
min. Po inaktivaci boli vzorky ulozené na l'ade a pred meranim pomocou UPLC vzdy

centrifugované 5 min pri 4°C , 14000g na usadenie proteinu.

Tab. 7 ZlozZenie $tandardnej metylacnej reakcie

Reagencie Koncentracia/l Pridavané mnoZstvo Negativna kontrola
rekaciu

NDL (10mM) 3,22 mM 9,7 ul 9,7 ul

SAM (5mM) 0,5 mM 3pul 3ul

Tris-Cl, pH 8,3 (1M) 20 mM 0,6 ul 0,6 ul

LmbJ 30 g max 16,7 pl O ul

dH,0 doplnit’ do 30 pl 16,7 pl

4.2.4.2. Optické stanovenie premeny NDL na LIN - chromatografia na tenkej vrstve (TLC)

Linkomycin mozno od NDL oddelit’ chromatografiou na tenkej vrstve (Thin Layer
Chromatography) ¢o bolo vyuzité pri detekcii produktu metylacie NDL katalyzovanej
LmbJ. Na chromatograficku dosku Silikagel 60F2s4 Merck bolo pomocou Hamiltonovej
pipety nanesenych postupne 5 pl zmesi z metylacnej reakcie, vzdy v dostatocnej
vzdialenosti od seba (2 - 3cm). Standardy LIN 1pg/ul a NDL 1pg/ul boli nanasané v
mnozstve 1 pl. AKo vyvojka sltzila zmes chloroform-metanol-amoniak v pomere 12:3:0,1

V uzavrete] vysokej nadobe. Zluceniny linkomycinu boli na chromatografickej doske
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detekované orcinolovym ¢inidlom [250mg orcinol (3,5-dihydroxytoluen), 44 ml etanol, 6
ml H,SQO4] , ktoré $pecificky reagovalo s cukrovou ¢ast'ou oboch zlucenin (LIN aj NDL) za

vzniku detekovatel'nej skvrny na chromatografickej doske.

4.2.4.3. Kvantitativne stanovenie premeny NDL metodou UPLC (Olsovska et al., 2007)

Kvantitativne stanovenie koncentracie LIN metédou UPLC bolo uskutocnené v
spolupraci s RNDr. J. Olsovskou, PhD. (Mikrobiologicky ustav AV CR). Produkcia
linkomycinu bola stanovena pomocou Acquity UPLC systému (Waters, Milford, MA,
USA) vybaveného fotodiodovym snima¢om (vlnova dizka 194 nm, typ 2996). Vzorky boli
analyzovaé na kolone Waters BEH C18 (50 % 2.1 mm s velkost'ou Castic sorbentu 1.7 pm).
Mobilna faza pozostavala z roztoku (rozpustadla) A: 1mM amoénium formiat (pH 9,0) a
roztoku (rozpustadla) B: acetonitril (76 : 24, v/v). Rychlost’ prietoku mobilnej fazy cez
kolénu bola 0,5 ml/min, teplota kolony 35 °C, nanaSany objem vzorky na kolénu 10 pl a
Cas analyzy 1 vzorky bol 3,5 min. Kazdej nasledujucej analyze vzorky predchadzalo
Cistenie kolony (100% acetonitril, 1 min) a naslednd ekvilibracia (1.0 min). Namerané

hodnoty boli spracované pomocou softvéru Empower 2 (Waters).

4.2.4.4. Stanovenie Michaelisovej konStanty proteinu LmblJ pre substraty SAM a NDL

Pre enzymové rekacie je charakteristickd tzv. saturdcia alebo nasytenie enzymu
substratom. Reakcia prebieha tak, Ze enzym E (v naSom pripade LmblJ) reaguje so
substratom S (Vv naSom pripade 2 substraty NDL a SAM) za vzniku komplexu enzym-
substrat E+S, ktory sa v druhej faze reakcie Stiepi na enzym a produkt E+P (v naSom
pripade E+P a zvySok druhého substratu). Na vyjadrenie afinity enzymu k urcitému
substratu sa pouziva veli¢ina, ktord je na aktualnej (celkovej) koncentricii enzymu
nezavisla aje pre dani dvojicu E+S charakteristickou konStantou. Touto veli¢inou je
Michaelisova konstanta Ky, ktora oznacuje takt latkova koncentraciu substratu, pri ktorej
je rychlost’ enzymovej reakcie prave polovicou rychlosti maximalnej. Nizka hodnota Ky
znamena vysoku afinitu enzymu k substratu. Ku grafickému zndzorneniu Ky podla
Michaelisa a Mentenovej bola navrhnuta Gprava podla Lineweavera a Burka. Ak
vynesieme na os y prevrateni hodnotu rychlosti (1/v) ana os x prevratenid hodnotu
koncentrécie substratu (1/s), potom Ky/v je smernicou priamky (1/v je priese¢nik priamky

na osi y a 1/Ky je priese¢nik na osi x).
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Pre pripravu rady vzostupnych koncentracii substratov pre meranie kinetickych
parametrov boli pripravené zasobné roztoky 5mM SAM a 10mM NDL a z nich d’alej 10x
pracovné koncentracie. Vysledné koncentracie SAM Vv reakciach pre meranie kinetickych

parametrov vznikli pridanim alikvotneho mnozstva 10x pracovného roztoku (Tab. 8 a 9).

Tab. 8 Priprava pracovnej koncentracie SAM pouzitej v rekacii pre meranie Ky

Roztok 5mM SAM - H.,O 10 x pracovna | Vysledna

priprava 10x pracovnej | doplnené | koncentracia koncentracia SAM

koncentracie SAM (ul) | do 100 ul | SAM v uM v reakcii uM
0 100 0 0
2 98 100 10
4 96 200 20
6 93,9 300 30
8 92 400 40
12 88,1 600 60
16 85,3 800 80
20 80 1000 100
30 69,9 1500 150

Tab. 9 Priprava pracovnej koncentracie NDL pouzitej v rekacii pre meranie Ky

Roztok 5mM NDL - H,0 10 x pracovna | Vysledna
priprava 10x pracovnej | doplnené | koncentracia koncentracia NDL
koncentracie NDL (ul) | do 100 ul | NDL v uM v reakcii uM
0 100 0 0
3 97 300 30
4,5 85,5 500 50
7,2 82,8 800 80
11,7 78,3 1300 130
16,2 73,8 1800 180
22,5 67,5 2500 250
27 63 3000 300
40,5 49,5 4500 450
54 36 6000 600
67,5 22,5 7500 750
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4.2.4.5. Gélova filtracia

Molekulova hmotnost’ proteinu LmbJ (nativha forma) bola stanovend metodou
gélovej filtracie na kolone Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia) v 50 mM Tris-HCI; 100
mM NaCl; pH 8,3 pufre (Mgr. J. Novotna, PhD. v nasom laboratdriu) . Ako vel'kostny
standard bol pouzity GE Healthcare Gel Filtration Calibration Kit HMW (GE Healthcare -

Amersham).

4.2.4.6. Nativna elektroforéza (BNPAGE)

BNPAGE bola prevedend podla postupu popisaného Schigger et al. (1994).
Elektroforéza prebiechala v 8 — 18% gradientovom géli (4.1.4.). Boli pouzité Standardy
Amersham High Molecular Weight Calibration Kit for native electrophoresis. Purifikovany
protein LmbJ bol nariedeny na koncentraciu 2 mg/ml pufrom 50mM Tris-HCI; 100mM
NaCl; pH 8,3 a dalej vzorkovym pufrom v pomere 1:1 na koncentraciu 1 mg/ml.
Lyofilizované $tandardy boli rozpustené¢ v 100 pul H,O a nariedené vzorkovym pufrom v
pomere 1:1. Standardy boli spojené a nanesené na gél v objeme 10, 20 a 40 ul, vzorka
proteinu bola nanesena na gél v objeme 10 a 20 pul. Po naneseni bol gél so vzorkami
prevrstveny katddovym pufrom. Elektroforéza prebichala pri teplote 4°C. Prva faza
(zaostrovacia) prebiehala pri napdti 100 V (5 mA) 20 mintt, druha faza (rozdel'ovacia)
prebichala 35 mintt pri napiti 470V (13 mA), zaverecna faza pri napiti 470V (4 mA) 35
minut. Gél bol farbeny a odfarbovany Standardnou metodou SDS PAGE.

4.2.4.7. Elektronova mikroskopia

Elektronova mikroskopiu prevadzal Dr. Benada, Mikrobiologicky tistav AV CR.
Protein LmblJ bol nariedeny pufrom (50mM Tris-HCI, pH 8,3; 100 mM NacCl) priblizne na
koncentraciu 100 pg/ml. 5 pl nariedeného roztoku LmbJ bolo nanesenych na
elektronmikroskopické sietky TESLA 800 pokryté ultratenkym uhlikovym filmom a
aktivované datnajucim vybojom. Absorbcia LmbJ komplexov prebiehala po dobu 30 s.
Sietky boli potom oplachnuté nikol’kymi kvapkami pufra a negativne zafarbené 2% (w/v)
roztokom uranyl acetatu. Po 30 sekudach bol roztok uranyl acetatu zo sietok odsaty

kaskami filtratného papiera a suché sietky boli ulozené do malych sklenenych Petriho
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misiek vylozenych filtratnym papierom. Alternativne boli sietky zafarbené 0,5% roztokom
uranyl formiatu.

Negativne farbené preparaty LmblJ boli postupne prehliadané v elektronovom
mikroskope Philips CM100 vybavenom digitalnou nizkorychlostnou, trojéipovou (slow
scan CCD) kamerou MegaViewll. Digitalne obrazky boli zaznamenavané pri zvéacseni

64000 x, ktoré dava vel'kost’ zaznamoveho pixelu 0. 98 nm.
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5.  VYSLEDKY

5.1. Heterologna expresia proteinu LmbJ s His-kotvou (His tag-LmbJ)

Pri expresii proteinu His tag-LmbJ sme postupovali podla kapitoly 4.2.3.1. Pred
indukciou IPTG boli odobrané¢ 2 ml kultary. Heterolognou expresiou sa podarilo ziskat’
protein v rozpustnej forme. SDS PAGE ukazuje na jediny produkt o Mw priblizne 31 kDa,
¢o zhruba zodpoveda vypocitanej Mw 29 346 Da pre His tag LmbJ.

L o —— 250 kDa
PRETn — 130 kDa
RETTo —— 100 kDa
—— 70 kDa
Gt 55 KkDa
«— 27 kDa
1 2 3 4 5

Obr. 5.1. Expresia proteinu His tag-LmbJ (SDS — PAGE), kontrola pritomnosti LmbJ
Vv bunkéach pred indukciou a po nej.

Draha ¢. 1: 3 pul rozpustnej frakcie vzorky odobranej pred indukciou IPTG

Draha ¢. 2: 3 ul nerozpustnej frakcie vzorky odobranej pred indukciou IPTG

Draha €. 3: 3ul velkostny standard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 — 250
kDa)

Draha €. 4: 3 ul rozpustnej frakcie (Cell Free Extract) proteinu z buniek po expresii
indukovanej IPTG

Draha ¢. 5: 3 ul nerozpustnej frakcie proteinu z buniek po expresii indukovanej IPTG
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5.2. Purifikécia proteinu His tag-LmbJ metaloafinitnou chromatografiou

Metaloafinitnou chromatografiou bol izolovany protein His tag-LmbJ v Cistej forme.
Celkovy vytazok predstavoval 5 - 7 mg proteinu na 1l kultary. Na obrazku 5.2.a je vidiet’
typicky priebeh purifikacie kde bolo zistené, ze protein His tag-LmbJ je z kolony

uvolnovany vo frakciach po premyti 100mM a 250mM imidazolom.

1234567 8§910TI9271394°15 6617(1%‘19\20(2122 BU

/250 kDa
- - - —130kDa
- - —— 100 kDa
- - 70kDa
- - ——55kDa
- -
——35kDa
“ __JFRRR— ‘.__. ... LmbJ
- —27kDa
~
g
~

l - hd —15kDa

Obr. 5.2.a Kontrolna SDS-PAGE po purifikacii His tag-LmbJ na chelata¢nej koléne.

Po metaloafinitnej chromatografii boli vSetky zozbierané vzorky testované na pritomnost’

His tag-LmbJ pomocou SDS-PAGE.

Draha €. 1: 3 ul vzorky s obsahom proteinu His tag-LmbJ, po indukcii

Draha €. 2: 5 pl frakcie zachytenej pri nanasani vzorky s obsahom proteinu na chelata¢na

kolonu (roztok ktory pretiekol cez kolonu)

Draha €. 3: 5 ul frakcie zachytenej pri premyvani chelata¢nej kolony premyvacim pufrom

(roztok ktory pretiekol cez kolonu pri premyvani)

Draha €. 4: 5 pl frakcie zachytenej pri nanaSani proteinu na kolonu

Draha €. 5: 5 pl frakcie ¢.1 zachytenej pri premyvani chelata¢nej kolony

Draha €. 6: 5 ul frakcie ¢.2 zachytenej pri premyvani chelatacnej kolony

Draha €. 7: 5 pl frakcie ¢.3 zachytenej pri premyvani chelatacnej kolony

Draha ¢. 8: 3 ul standard: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa)

Drahy €. 9 -13: 5 pl frakcie €.1 - €.5 uvol'nenej z kolony pri premyti 100mM imidazolom

Drahy ¢. 14-18: 5 ul frakcie ¢€.1 - ¢.5 uvol'nenej z kolony pri premyti 250mM imidazolom

Draha ¢. 19: 3 ul standard: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10- 250 kDa)

Drahy €. 20-24: 5 pl frakcie €.1 - €.5 uvolnenej z kolony pri premyti S00mM imidazolom
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Pre kontrolu pritomnosti proteinu bola pri d’alsich izolaciach pouzita uz len metoda
farbenim PONCEAU S (Obr. 5.2.b; 5.2.c) Frakcie s najvyssim obsahom proteinu boli
spojené aprevedené do vhodného pufra odsolenim na koléone. V pripade Ze bola
koncentracia proteinu po odsoleni nizka pre d’al§i postup, bola frakcia s proteinom

zahustena pomocou kitu Centricon YM -10 (Promega).

100-1 100-2 100-3 250-1 250-2 250-3 250-4 250-5

Obr. 5.2.b Kontrola pritomnosti His tag-LmbJ proteinu uvol’neného z chelata¢nej
kolony (Hi-trap) na nitrocelul6zovej membrane (farbenie Ponceau S). Cisla 100 a 250
zodpovedaju koncentracii imidazolu v roztoku ktorym bola kolona premyta (Tab. 4.2.3.4.).
Cisla 1-5 oznaCujii vzostupne &islo frakcie a poradie v akom boli jednotlivé frakcie
zbierané. NajsilnejSie stopy boli v tomto pripade pozorované u frakcii 250-1, 250-2 a 250-
3. Pre odsolenie boli pouzité frakcie 250-1 a 250-2.

1 2 3 4 S 6 7 8

Obr. 5.2.c Kontrola pritomnosti proteinu po odsoleni. NajsilnejSiu stopu na membrane
davaju vzorky ¢.2 a 3. Frakcie boli spojené a bola stanovend koncentracia proteinu.
V pripade potreby bol protein zahusteny na pozadovanu koncentraciu.

5.3. Odstiepenie histidinovej kotvy LmbJ trombinom

Protein His tag-LmbJ bol premeneny na protein LmbJ bez kotvy trombinovym
Stiepenim (postup uvedeny Vv Kapitole 4.2.3.5.). Na obrazku 5.3.a je vidiet' priecbeh
odstiepenia histidinovej kotvy v jednotlivych ¢asovych intervaloch. K plnému odstiepeniu
kotvy od proteinu LmbJ dochddza za stanovenych podmienok po 20 minatach. Dréha 2
znazoriiuje nesStiepeny protein His tag-LmblJ, drahy 3, 4 CiastoCne Stiepeny protein a drahy
5, 6, 7 protein LmbJ s uplne odstiepenou His kotvou. Pre d’al$i postup sme dobu Stiepenia

za danych podmienok stanovili na 30 min.
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250 kDa — v
130 kDa—==
100 kDa — s
70 kDa— g
535 kDa —
35 kDa— ww

LmbJ His-tag — S v we b ey s LmbJ

27 kDa— |

T TS T10° T20" T40" Te60’
1 2 3 4 5 6 7

Obr. 5.3.a Premena His tag-LmbJ na protein LmbJ bez kotvy trombinovym
Stiepenim — zistenie optimalneho ¢asu Stiepenia, reakcie ukonéené v intervaloch 0, 5, 10,
20, 40 a 60 min.

Draha ¢. 1: 3ul vel’kostny Standard PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10-250kDa
Draha €. 2: 10 pl reakénej zmesi — kontrolna rekacia , protein His tag-LmbJ bez trombinu

Draha €. 3: 10 pl reakénej zmesi + trombin 1 pl (1,44 U/1 pl) — stiepenie 30°C; 5 min

Draha ¢. 4: 10 pul reakénej zmesi + trombin 1 pl (1,44 U/1 pl) — stiepenie 30°C; 10 min
Draha ¢. 5: 10 pul reakénej zmesi + trombin 1 pl (1,44 U/1 pl) — stiepenie 30°C; 20 min
Draha €. 6: 10 ul reakénej zmesi + trombin 1 pl (1,44 U/1 pl) — stiepenie 30°C; 40 min
Draha €. 7: 10 pul reakénej zmesi + trombin 1 pl (1,44 U/1 pl) — stiepenie 30°C; 60 min

5.4. Kontrola aktivity proteinu LmbJ

Aktivita proteinu (Schopnost’ premienat’ substrat NDL na LIN za pouzitia SAM ako
zdroja metylovej skupiny) bola zistovana pomocou metylacnej reakcie (4.2.4.1.). Pre
zistenie vplyvu histidinovej kotvy proteinu na metyldciu NDL boli pripravené reakcie
sobidvomi proteinmi (8 alikvot metylatnej reakcie: 2x negativna Kkontrola, 2X

inaktivovany protein, 2X rekacia s LmbJ, 2x rekacia s His tag-LmbJ).
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Z optického odcitania vysledkov merania TLC vyplyva, Ze histidinova kotva za
tychto podmienok nema vplyv na metylacni aktivitu proteinu. Vzhladom na to, Ze
pridanie d’alSieho izola¢ného kroku moze negativne ovplyviiovat’ kvalitu proteinu a teda
skreslit vysledky merani kinetickych parametrov sme sa rozhodli, ze v dalSich

experimentoch bude pouzity iba protein His tag-LmbJ.

LmbJ  His tag-LmbJ

/\ 0

—LIN
" 4 ) " —NDL
B, ; | } » | i — Start
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 5.4. Optické stanovenie premeny NDL na LIN- chromatografia na tenkej vrstve
(TLC)

Dréha €.1: Tug Standard NDL

Dréha €.2: 5 pl negativna reakcia I bez proteinu

Dréha €.3: 5 pl negativna reakcia II bez proteinu

Draha ¢.4: 5ul inaktivovany protein His tag-LmbJ - 1 min 80°C + reakcia na l'ade 4°C
Dréha ¢.5: 5ul inaktivovany protein LmbJ bez kotvy - 1 min 80°C + reakcia na 'ade 4°C
Draha €.6: reakcia Ia : protein LmbJ - 30ug, 60 min, 31°C, pH 8,3

Draha ¢€.7: rekacia Ila : protein LmbJ - 30ug, 60 min, 31°C, pH 8,3

Draha ¢.8: reakcia Ib : protein His tag-LmbJ - 30ug, 60 min, 31°C, pH 8,3

Draha ¢.9: reakcia I1b : protein His tag-LmbJ - 30pg, 60 min, 31°C, pH 8,3

Dréha ¢.10: 1ug Standard LIN
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5.5. Zistenie optiméalnych podmienok premeny NDL na LIN

Ulohou d’al§ich experimentov bolo sledovat’ priebeh metyla¢nej reakcie za réznych
podmienok s cielom stanovit’ idedlne podmienky premeny NDL na LIN. Boli zistované
fyzikalno-chemické parametre (teplota, pH) a Casovy priebeh reakcie. Na zaklade
ziskanych vysledkov bola pripravend metylacna reakcia pre meranie kinetickych

parametrov enzymu s optimalnym zloZenim a podmienkami.

5.5.1. Stanovenie optimalneho ¢asu (t-optimum) metylacnej reakcie

V tejto Casti sme sledovali priebeh metylacnej reakcie v zavislosti na ¢ase. Cielom
pokusu bolo stanovit’ optimdlnu dobu reakcie pre meranie Ky. Bolo pripravenych 10
reakcii - 1x negativna kontrola, 9x Casova zavislost’ (4.2.4.1). Reakcie prebiehali pri
teplote 31°C a ukoncované boli postupne v ¢asovych intervaloch 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21
a24 minat inaktivaciou pri 80°C po dobu 2 minut. Grafické zndzornenie casovej
zévislosti premeny substratu je na obrdzku 5.5.1. Ako optimélny €as reakcie bola zvolena

hodnota 5 min.

Zavislost’ premeny NDL na case - interval 3 min
90

80

/_—4— — +
. —

50 J//,

40 "/,

30 )/,
20

10

Koncentracia vytvoreného LIN (ug)

O T T T T T T T T I T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Cas (min)

Obr. 5.5.1 Zavislost’ premeny NDL na ¢ase. Os X udava ¢as v mintatach. Os Y udava
koncentraciu LIN v pg, vznikajiceho premenou NDL za ¢asovy interval enzymom LmbJ.
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5.5.2. Stanovenie teplotného optima reakcie

Dalsou ulohou bolo urdenie optimalnej teploty pre priebeh metylaénej reakcie.
Reakéna zmes bola pripravena podla 4.2.4.1. (jednotlivé reakcie boli pripravené v 3
paralelach). Kultivacia vzoriek prebichala v pristroji T-GRADIENT Thermocycler 96
(Biometra) pre gradientovi PCR, vyber vhodnych kultivaénych teplot zodpovedal
nastaveniam pristroja pre zvoleny rozptyl hodnot. Reakcie prebiehali pri teplotach: 26,4,
29,7, 34,1; 38,9; 43,6; 48,4; 53,1; 57,9; 62,2 a 66 °C po dobu 5 mintt. Reakcie boli
ukoncené teplotnou denaturaciou proteinu 2 min pri 80°C.

Z vysledkov merania vyplyva, ze teplotné optimum pre protein LmbJ sa pohybuje
okolo hodnoty 48,4 °C. Vzhl'adom k tomu, Ze paralelne s tymto pokusom prebiehal za
rovnakych podmienok pokus s proteinom CcbJ (ortolég génu Lmb] v celesticetinovom
zhluku génov Streptomyces caelestis ATCC 15084 vid’. kapitola 6. ), ktorého teplotné
optimum sa pohybovalo okolo hodnoty 43°C, zvolili sme si pre paralelné meranie
kinetickych parametrov obidvoch enzymov hodnotu 45°C (Obr.5.5.2.a). Tato hodnota je

blizka zistenému teplotnému optimu obidvoch enzymov.

Teplotné optimum
11,0
' 48,4 531
43,6 '

10,0 /‘A-.._‘\;:
90 389
-g- 8,0
5 34 62,2
£ ’
2 7,0
o 29,7
o
o 6.0
=
S 26 \
£ >0 4
<

4,0 ' x 66,1

== vytvoreny LIN
3,0 T T T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Teplota (°C)

Obr. 5.5.2.a Zavislost’ premeny NDL na teplote. Os X udava teplotu v °C, Os Y udava
aktivitu enzymu v mU (1 U =1 M LIN vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).
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Namerané hodnoty pre teplotné optimum boli vyrazne vyssie oproti publikovanej
hodnote 31°C (Chung et al., 1997; Kadlec, 2000). Dévod, pre¢o sa namerana hodnota 1isi
od publikovanej méze byt v pouziti proteinu His tag-LmbJ (Chung pouzil protein
Z prirodzeného zdroja, Kadlec zas protein s odStiepenou His-kotvou — protein blizky
nativnemu). Pre potvrdenie alebo vyvratenie mozného vplyvu histidinovej kotvy na
teplotnu stabilitu proteinu bol experiment uskuto¢neny znovu, paralelne pre obidva
proteiny: LmbJ ajHis tag-LmbJ. Zlozenie metyla¢nej rekcie bolo rovnaké ako
v predchadzajucom pripade, reakcie prebiehali 5 minut pri teplotach: 28 ; 36,1 ; 45,6 ;
55,1; 68°C (Obr.5.5.2.b). Denaturacia proteinu prebehla 2 min pri 80°C.

Porovnanie aktivity proteinu His tag-LmbJ/Lmb) bez kotvy

N
\
4 A\
\

—4—Lmbl bez kotvy

Aktivita proteinu (mu)
(=)

—4#— His tag-Lmbh)

O T T T T T T 1

10 20 30 40 50 60 70 80
Teplota (°C)

Obr.5.5.2.b Graf znazornujuci rozdiely v metyla¢nej aktivite (zavislost’ na teplote)
medzi proteinom His tag-LmbJ (¢ervena krivka) a proteinom LmbJ (modra krivka),
(1U =1 M LIN vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).

Vysledok pokusu ukazal, Ze hodnoty aktivity sa uoboch proteinov lisia len
minimalne a teplotné optimum je u oboch proteinov vysSie ako publikovand hodnota
(31°C). Rovnaké vysledky boli dosiahuté aj v prippade ked’ bol reka¢ny ¢as predizeny na
jednu, respektive dve hodiny. Z vysledku pokusu vyplyva, Ze histidinova kotva nema
stabilizany U¢inok na protein LmbJ. Zhodny vysledok bol dosiahnuty za rovnakych

podmienok reakcie aj s proteinom CcbJ.
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5.5.3. Stanovenie pH optima reakcie

Stanovenie pH optima prebiehalo za pomoci dvoch experimentov pri pouziti dvoch
rozdielnych pufrov (Tris-HCI a glycinového pufru, 4.1.4.). Zlozenie reakcie bolo podla
kapitoly 4.2.4.1., Cas reakcie bol 5 minat, hodnoty pH v reakciach boli pri pouziti

jednotlivych pufrov nasledovné:

Pufer Hodnoty pH
Tris-Cl | 6,95 | 7,25 | 75 | 7,7 | 7,9 8 8,1 | 826 | 85 | 8,75
Glycin | 86 [885(915|93 (9,74 | 10,1 | 10,3

pH optimum

11,00
10,00 /
— 9,00
=2
E
S 8,00
£
2 \
o 7,00
g \
©
=2 5,00
>
E H7-9 Tris-HCl puf \
< 500 —@—pH 7 - ris- pufor
—@—pH 8,6 - 10,6 Glycinovy pufor \
4,00 \
3,00 T T T T T T T T 1
6,5 7 7,5 8 8,5 9 8,5 10 10,5 11
pH

Obr. 5.5.3 Zavislost’ premeny NDL na pH. Os X udava hodnotu pH, Os Y udava
aktivitu enzymu v mU (1 U =1 M LIN vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).

V metylacnej reakcii bol Standardne pouzivany pufer 20mM Tris—HCI. Kedze
hranice ucinnosti pufra Tris—Cl st v rozmedzi hodnét 7,2 - 9,0 a pri vyssich hodnotach pH
uz nedokdze spravne pufrovat’ rekaciu, musel byt protein pred meranim pH optima v
rozsahu 8,6 — 10,3 prevedeny do 50mM glycinového pufru (zloZenie vid’ 4.1.4), ktorého
ucinnost’ sa pohybovala v rozmedzi hodnot pH 8,6 az 10,6. Reakcia prebiehala 5 min pri
teplote 45°C . Vysledné pH optimum sa pohybuje v rozmedi hodnét pH 8 - 8,6 (Obr.
5.5.3). Namerané hodnoty zodpovedaju publikovanej hodnote pH 8,3 (Chung, 1997;

Kadlec, 2000). Pre d’alSie experimenty sme pouzivali metylacnu reakciu s pH 8,3.
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5.6. Stanovenie Kinetickych parametrov enzymu

Hodnota Michaelisovej konstanty (Kpy) bola stanovend pre obidva substraty
metylacnej reakcie - SAM aj NDL. Pri merani kinetickych parametrov jedného substratu
bol druhy substrat do reakénej zmesi pridany v dostatoénom nadbytku (v porovnani
S hodnotami publikovanymi Chungom, 1997). Reakcie prebiehali za tychto podmienok:
koncentracia SAM v reakénej zmesi bola 0,5mM (15-nasobok publikovanej hodnoty
Kwm), koncentracia NDL 3,22 mM (13,5-nasobok publikovanej hodnoty Ky).
MnozZstvo proteinu v reakénej zmesi: 30 pg, reakcia prebiehala v pufri 20 mM Tris-
HCI za podmienok: pH 8,3; teplota reakcie 45°C; ¢as reakcie 5 min; inaktivacia
enzymu 2 min pri 80°C.

Prvym experimentom bol merany prirastok produktu metylac¢nej reakcie v zavislosti
na koncentracii substratu — NDL (Ky NDL, Obr.5.6.a; 5.6.b). Pre meranie Kinetickych
parametrov enzymu bola pripravend metylacna reakcia S rozptylom koncentracii NDL
podla 4.2.4.4. (¢ NDL: 0, 30, 50, 80, 130, 180, 250, 300, 450, 600, 750 uM). Druhy
substrat (SAM) bol do reakcie pridany v nadbytku.

K;; NDL (Michaelis-Mentenova)

_

0.8

i
0.4 ’//‘/
0 T T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Koncentricia NDL (uM)

Aktivita proteinu (mU)

Obr. 5.6.a Meranie Ky pre substrat NDL. Zavislost’ rychlosti enzymovej reakcie na
réznych koncentraciach substratu pri konStantnej koncentracii enzymu (zéavislost' podla
rovnice Michaelis-Mentenovej).
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Ky NDL (Lineweaver-Burke)

v=143.7x+0.531

4 — -
/ R==10.,970
3

1/Aktivita proteinu (mU)
B8]
\

0 0,005 0.01 0,015 0.02 0,025 0.03 0,035

1/Koncentracia (NDL pM)

Obr. 5.6.b Meranie Ky, pre substrat NDL, linearizacia hodnot 5.6.a podl'a Lineweavera
aBurka. Os X udava prevratenti hodnotu koncentracie substratu NDL a Os Y udava
prevratent hodnotu aktivity enzymu (1 U =1 M LIN vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).

Z nameranych vysledkov (Obr.5.6.b) sme stanovili Ky pre NDL = 270,6 pM, ¢o je
hodnota zodpovedajuca publikovanej hodnote 240 uM (Chung et al., 1997).

Dal§im krokom bolo meranie prirastku produktu v zavislosti na koncentracii
substratu SAM. Rozsah koncentracie SAM pouzitej pre meranie Ky sa pohyboval
v rozmedzi 0,3 - 4,5 nasobku publikovanej hodnoty Ky = 33uM (Chung et al., 1997), (0,
10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150 uM). Podmienky a zloZenie reakcie je uvedené na zaciatku
tejto kapitoly (vid. zvyrazneny text), druhy substrat (NDL) bol do reakcie pridany
v nadbytku. Vynesenim nameranych hodnét do grafu (Obr. 5.6.c) sme ziskali priamku.
Vysledok ukazuje pravdepodobne na nizku koncentraciu substrdtu SAM v metylacnej
reakcii. To zapriCinilo, Ze v rekacii nebola dosiahnutd maximalna rychlost premeny

substratu enzymom (Vmax) a Michaelisovu konstantu preto nebolo mozné stanovit’.
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Obr. 5.6.c Meranie Ky pre substrat SAM. Zavislost' rychlosti enzymovej reakcie na
roznych koncentraciach substratu pri konstantnej koncentracii enzymu (zavislost' podla
rovnice Michaelisa-Mentenovej). Os X udava koncentraciu substratu SAM v uM, Os Y
udava aktivitu enzymu v mU (1 U =1 M LIN vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).

Na zéklade vysledkov merania Ky pre SAM (predpokladana nizka koncentracia
SAM v reakcii => nedosiahnutd Vmax) bol uskutoéneny experiment pre stanovenie
koncentracie substratu SAM, ktora nebude limitujica pre priebeh metylacnej reakcie.
V d’alsom experimente bola teda pouzita $kala koncentracii SAM az do 2900 uM (Tab.
11). Ostatné podmienky a zlozenie reakcie je uvedené na zacliatku tejto kapitoly -

zvyrazneny text.
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Tab. 11. Priprava koncentra¢nej rady SAM pre meranie Ky

VYSLEDKY

SAM 10 x pracovna | Pridané mnozstvo 10x | H,O doplnené | Vysledna koncentracia
koncentracia (uM) | pracovnej konc. (ul) do 20ul SAM v reakcii (uM)
0 0 20 0
100 2 18 10
200 2 18 20
300 2 18 30
400 2 18 40
600 2 18 60
800 2 18 80
1000 2 18 100
1500 2 18 150
2000 2 18 200
3000 2 18 300
5000 2 18 500
3000 10 10 1500
5000 5 15 2000
5000 3,5 16,5 2900
Ky SAM (Michaelis-Mentenov:)
18
16 — —e
) /
S ) /
g / Ky SAM (Lineweaver-Burke)
= —~ 3
£ 10 / 2. y=25.97x+ 0,033 _»
< ix s R==10,998
g 8 3 i //
& S5
= i
- 4 f *E 0.5 /
j () / T T T T
27 0 0,02 004 006 008 01
0 l/Koncentracia SAM(uM )
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Koncentracia SAM (uM)

Obr. 5.6.d Meranie Ky pre substrat SAM. Zavislost’ rychlosti enzymovej reakcie na
roznych koncentraciach substratu pri konStantnej koncentracii enzymu (zavislost podla
Michaelisa-Mentenovej a linearizacia hodndt podla Lineweavera a Burka). Os X udava
koncentraciu substratu SAM v uM, Os Y udava aktivitu enzymu vmU (1 U =1 M LIN
vytvoreny 1 mg proteinu /1 min).
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Vynesenim nameranych hodnét do grafu podla zavislosti Michaelisa-Mentenovej
sme ziskali krivku, zndzornujlicu vplyv koncentracie substratu na rychlost jeho
enzymatickej premeny. Linearizaciou podl'a Lineweavera a Burka bola ziskana priamka
a Z jej rovnice bola vypocitana hodnota Ky (SAM) 787 uM.

Nami stanovena hodnota Ky (SAM) vysoko prevysSuje publikovanti hodnotu 33 pM.
Z vysledku tiez vyplyva, ze koncentracia SAM, pouzitd v reakciach pre stanovenie Ky
(NDL) nedosahovala ani realnu hodnotu Ky, (Obr.5.6.a, 5.6.b). Vysledna krivka Ky (NDL)
preto nebola zavislostou rychlosti reakcie na koncentracii substratu NDL, ale bola
ovplyvnena koncentraciou oboch substratov. Preto nemdzeme vypocitanii hodnotu Ky
(NDL) povazovat za spravnu a bolo nevyhnutné pokus zopakovat’ s dostatocne vysokou
koncentraciou SAM, ktord by nemala vplyv na rychlost’ reakcie. Pri d’al§ich meraniach
bola preto pouzivana kone¢na koncentracia SAM v reakcii 4 mM.

SAM je komercne dostupny vo forme hydrochloridu a takéto zvySenie jeho
koncentracie v reakcii moéze viest k zmene pH reakcie. Pouzitim pH indikatorov bolo
zistené, Ze Vyslednd hodnota pH nie je ovplyvnend, boli preto pouzité rovnaké
koncentracie roztokov ako v predchadzajucich pokusoch. Vzhladom k zmene parametrov
metylacnej reakcie, bola za novych podmienok znovu stanovena cCasova zavislost
premeny NDL na LIN. Metyla¢né reakcie (pripravené podl'a Tab. 12.) prebiehali pri

teplote 45°C a boli ukon¢ované v 1 min intervaloch (Obr. 5.6.e).

Tab.12. Podmienky metylacnej reakcie pre meranie ¢asového intervalu

Reagencie Koncentracia/l Pridavané mnoZstvo Negativna kontrola
rekacia

NDL (10mM) 3,22 mM 9,7 ul 9,7 ul

SAM (40mM) 4 mM 3ul 3ul

Tris-Cl, pH 8,3 (1M) 20 mM 0,6 nl 0,6 ul

LmbJ 20 pug max 16,7 ul 0l

DH,0 doplnit’ do 30 pl 16,7 ul
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Zavislost’ premeny NDL na case - intervall min
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Obr. 5.6.e Zavislost’ premeny NDL na ¢ase. Interval 1min; 4 mM SAM. Os X udava ¢as
v minutach. Os Y udava koncentraciu LIN v ug, vznikajuceho premenou NDL za casovy
interval enzymom LmblJ.

Z vysledkov experimentu je patrny podobny priebeh metylacnej reakcie ako
Vv pripade pouzitia 0,5 mM SAM. V oboch pripadoch bola dosiahutd maximalna produkcia
enzymu v ¢asovom intervale 10 minat. Pre dalSie meranie kinetickych parametrov bol
zvoleny ¢as 2 min. Tento Cas je z praktického hladiska dostato¢ne dlhy na uskutocnenie
experimentu a zaroveii spifia podmienku pre meranie kinetiky podl'a definicie Michaelisa,
7e meranie kinetickych parametrov enzymu by malo prebiehat’ za podmienok, kedy je
rychlost’ reakcie konStantnd a prirastok produktu linearny. ZloZenie reak¢nej zmesi pre
stanovenie Ky (NDL) je uvedené v Tab. 12, ¢as reakcie bol 2 min, koncentracie NDL:
333, 666, 1000, 1333, 1666, 2333, 3000 a 5000 uM (Tab.13.).
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Tab.13. Priprava koncentra¢nej rady NDL pre meranie Ky

SAM 10x pracovna | Pridané mnozstvo 10x | H,O doplnené | Vysledna koncentracia
koncentracia (uM) | pracovnej konc. (ul) do 20ul SAM v reakcii (uM)
0 0 20 0
500 13,3 6,7 333
1300 10,3 9,7 666
1300 15,4 4,6 1000
2500 10,6 9,4 1333
2500 13,3 6,7 1666
2500 18,6 1,4 2333
6000 10 10 3000
6000 16,6 3,4 5000

Ky NDL (Michaelis-Mentenova )
10

9

\
\

Ky NDL ( Lineweaver-Burke)
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Obr. 5.6.f Meranie Ky pre substrait NDL. Vynesenie vysledkov podla Michaelisa
a Mentenovej (krivka) aich linearizacia podla Lineweavera a Burka (priamka). Os X
udava koncentraciu NDL v uM a Os Y udava aktivitu enzymu vmU (1 U =1 M LIN
vytvoreny 1 mg proteinu/1 min).V mensom obrazku su to hodnoty 1/x a 1/y.

Km pre substrat NDL bola rovnako ako u Ky pre SAM vypocitand z rovnice
priamky (linearizace podla Lineweaver a Burke) z grafu (Obr. 5.6.f) . Hodnota Ky pre
NDL = 1202 pM.
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5.7. Nativna elektroforéza (BNPAGE)

Metdédou  nativnej elektroforézy BNPAGE (4.2.4.6.) bola zistena molekulova
hmotnost’ proteinu His tag-LmbJ. Na elektroforézu bolo nanesenych 10ug proteinu LmblJ
a CcbJ. Na obrazku je v pripade His tag-LmbJ pozorovatelna jedna majoritna forma

proteinu s molekulovou hmotnost'ou priblizne 140 kDa (Obr. 5.7).

LmbJ CcbJ MW
standard
RS 669 kDa
Sl 440 kDa
232 kDa
o 140 kDa
67 kDa
1 2 3

Obr. 5.7. Nativna elektroforéza proteinu LmbJ

Draha ¢&. 1: 10ul protein CcbJ (Img/ml)
Drahad. 2: 10ul protein LmbJ (1mg/ml)
Draha €. 3: 20 ul velkostny standard Amersham High Molecular Weight
Calibration Kit for native electrophoresis
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5.8. Gélova filtracia

Stanovenie molekulovej hmotnosti metédou gélovej filtracie uskuto¢nila Dr. Jitka
Novotna (toto laboratorium, MBU). Metdédou gélovej filtracie (4.2.4.5.) bola stanovena
molekulova hmotnost’ proteinu His tag-LmbJ na 199,4 kDa (Obr. 5.8). Ako velkostné
Standardy boli pouzité: ferritin, aldolaza, conalbumin a ovalbumin srozmedzim

molekulovych hmotnosti od 43. 10° po 440.10°,

Gelova filtracia LmbJ

58
o : y =-2,4116x + 8,843
54 | Ferrit. R = 09966
440.10°
> 521 LmbJ Conagb.
S 5 Aldol. 1310
S 48 158.10°
46 -
44 Ovalb.
15 43.10°
4 . . : . r
12 1.3 14 15 1,6 1,7 18

tE/t0

Obr. 5.8. Stanovenie molekulovej hmotnosti proteinov His tag-LmbJ (modry Stvorec) a
His tag-Ccb] (zeleny 3$tvorec) metodou gélovej filtracie. Cervenymi §tvorcami su
na obrazku oznacené jednotlivé vel'kostné Standardy.

Logaritmus . |Predpokladany
Protein tE/to molekulovej N}I;)!;l;tll(l)c;za podet
hmotnosti podjednotiek
Histag- | 1 1602057 | 52096463 | 199 363 6.7
LmbJ
Hg'cag' 1.4484507 | 5.3499162 | 223828 75

Na zéklade vysledkov metod nativnej elektroforézy a gélovej filtracie bolo obtiazne
stanovit’ kvartérnu Struktiru proteinu, pre dalSie skimanie Struktiry bola preto pouzita

elektronova mikroskopia.
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5.9. Elektronova mikroskopia

Elektronovi mikroskopiu (EM) zrealizoval Dr. Benada na Mikrobiologickom tstave
AVCR podl'a postupu uvedenom v kapitole 4.2.4.7. Protein His tag-LmbJ bol pred
skumanim na EM prevedeny odsolenim na koloéne do pufra 50mM Tris-HCI, pH 8,3; 100
mM NaCl. Protein mal tendenciu tvorit agregaty a oddelenie jednotlivych molekul
proteinu si vyzadovalo pouzitie zvySenej koncentracie NaCl v pufri. Pred meranim na EM

bol protein nariedeny rovnakym pufrom priblizne na koncentraciu 100 pg/ml. Pre

pozorovanie na EM bolo pouzitych 5 pl roztoku s obsahom His tag-LmbJ.

Obr. 5.9.a Elektronova mikroskopia proteinu His tag-LmbJ. Vyrezy z obrazku (1-8) st
zvicsené 3x.
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Monomér His tag-LmbJ ma molekulovi hmotnost’ 29 346 Da, ¢o je na samej hranici
rozliSitelnosti pouzitej metddy. Na obrazku st jasne pozorovatelné Struktury tvorené
Styrmi, piatimi alebo az Siestimi zékladnymi jednotkami priCom najCastejSie sa
vyskytujucou je Stvor-jednotkova Struktira (Obr.5.9.a — 1,4,6). Boli vytvorené dva
pravdepodobné modely proteinu LmbJ: hexamérny a tetramérny (Obr.5.9.a, 5.9.b).

‘

Obr. 5.9.b Hexamérny model proteinu LmbJ, variabilnou orientaciou v priestore sa
moéze tato Struktira javit v 2D priestore ako tetramér, pentamér alebo hexamér (foto:

Marek Pol'an, 3D model: Daniel Pol'an)
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1 2 3

Obr. 5.9.c Tetramérny model proteinu LmbJ, variabilnou orientaciou v priestore sa

moze tato Struktlra javit' v 2D priestore ako trimér alebo tetramér (foto: Marek Polan, 3D

model: Daniel Pol’an).

Na zéklade porovnania vypracovanych modelov s vysledkami EM sme dospeli
k zaveru, ze tetramérny model (Obr. 5.9.c) je z hladiska vyskytu patpocetnych alebo
SestpocCetnych Struktar (ktoré nemoédzu vzniknit natoCenim tetramérnej molekuly v
priestore) nepravdepodobny a mozno ho tak vylucit. Protein LmbJ je tak s najvacsou

pravdepodobnost’ou hexamér (Obr. 5.9.b).
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5.10. Charakterizacia proteinu CchJ

Tato diplomova praca bola vypracovana ako sucast’ SirSieho projektu charakterizacie
a porovnania poslednych dvoch krokov biosyntézy linkomycinu a celesticetinu. NizSie
uvedené vysledky nie su sucastou tejto diplomovej prace, avSak pre l'ahSie pochopenie
niektorych zaverov je dolezité ich uviest’ aspon v skratke. Paralelne s meranim kinetickych
parametrov enzymu LmblJ prebiehalo analogické meranie aj pre enzym CcblJ. CchJ je
ortoldgom proteinu LmbJ v biosyntetickej drahe celesticetinu. Jedna sa o metyltransferazu
katalyzujiicu premenu N-demetylcelesticetinu na celesticetin. Obidva proteiny vykazujt
zna¢nu vzajomnu podobnost’ - 59% identity (Protein Blast).

Ako substrat metylacnej reakcie bol pre obidva enzymy pouzity NDL. V pripade
Ccb] je prirodzenym substratom N-demetylcelesticetin, ktory vSak nie je komercne
dostupny. V prvej faze bola teda dokazana schopnost’” CcblJ utilizovat NDL za vzniku
kone¢ného produktu - LIN. Fakt, ze CcbJ utilizuje NDL s ucinnostou porovnatel'nou
s LmbJ, ukazuje na Siroku substratovu Specifickost’ tohoto enzymu. Optimalne podmienky
metylacnej reakcie boli pre enzym Ccb] zistované spolo¢ne s enzymom LmbJ a vsetky

reakcie prebiehali paralelne za rovnakych podmienok.

Teplotné optimum
9,0
43,6
48,4 531

8,0
> 34,1
E 70 29,7
>
k= 26
- 6,0 d
g. 62,2
8 50
S \
=
B4
< 40

\ 66,1
—4—vytvoreny LIN
3,0 [ T | T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Teplota (°C)

Obr.6.a Meranie teplotného optima pre enzym Ccbl.
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Z vysledkov merania vyplyva, Ze optimdlna teplota premeny substratu enzymom
CcbJ sa pohybuje zhruba na tGrovni 43,6° C, optimalna teplota zistena pre enzym Lmb]J
bola 48,4°C. Pre dalsi postup bola pouzita hodnota blizka optimalnej teplote obidvoch
enzymov 45°C.

Dalej bola zistovana optimélna hodnota pH pre priebeh metylaénej reakcie, zloZenie
aj podmienky metyla¢nej reakcie zodpovedali hodnotam pouzitym v kapitole 5.5.3. pre

meranie pH optima pre enzym Lmb]J.

pH optimum

11,00 +

10,00 - 2

9,00 -
8,00 -

7,00 - //

6,00

5,00 - \\
490 4 —#—pH 7 -9 Tris-HCI pufor
3,00 — —®—pH8,6-10,6 Glycinovypufor

Aktivita proteinu (mU)

2,00

1,00 -+

6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11
pH

Obr.6.b Meranie pH optima pre enzym CcblJ.

Z vysledkov vyplyva, ze pH optimum pre enzym CcbJ sa rovnako ako v
pripade LmbJ pohybuje v rozmedzi hodnét 8 - 8,6. Kinetické parametre boli zistované
rovnako ako v pripade LmbJ pre substraty (SAM a NDL). Z vysledkov merania boli
vypocitané hodnoty: Ky (SAM) 800 uM a Ky (NDL) 1900 puM.

Molekulova hmotnost” proteinu His tag-CcbJ bola spocitana na 30 046 Da, ¢o
zodpoveda hodnote zistenej pomocou SDS PAGE. Metddou nativnej elektroforézy bola
zistena jedna majoritnd forma nativneho proteinu s molekulovou hmotnostou 140 kDa.
Gélova filtracia ukazala hodnotu Mr = 223 828 Da. V elektronovom mikroskope boli
podobne ako u proteinu LmbJ pozorované Struktury tvorené Styrmi, piatimi alebo Siestimi
zakladnymi jednotkami. Najvacsi vyskyt bol pozorovany u 4-¢lennych jednotiek tvoriacich

Struktaru pripominajucu ihlan.
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6. DISKUSIA

Tato praca je zamerand na Studium zdverecného kroku bisyntetickej drahy
linkomycinu, metylaciu na dusiku pyrolového retazca propylprolinovej podjednotky N-
demetyllinkomycinu. Tato reakcia je katalyzovana produktom génu ImbJ -  N-
demetyllinkomycin-metyltransferazou zavislou na S-adenozylmetionine.

Protein LmbJ s histidinovou kotvou ( 20 aminokyselin) ha N-konci proteinu (His tag-
LmbJ) bol nadprodukovany v kmeni E. Coli BL21(DE3) a purifikovany metaloafinitnou
chromatografiou. Pomocou SDS-PAGE bola zistena molekulova hmotnost’ proteinu,
zodpovedajuca vypocitanej molekulovej hmotnosti pre monomérny protein s kotvou -
29 346 Da. Pomocou gélovej filtracie bola pozorovanid jedina forma enzymu s
molekulovou hmotnostou 199,4 kDa, ¢o by pri velkosti monomérnej molekuly proteinu
His tag-LmbJ zhruba 30 kDa zodpovedalo priblizne hexamérnej Strukture. Metddou
nativnej elektroforézy bola taktiez zistena jedna majoritna forma proteinu, avSak
s molekulovou hmotnostou priblizne 140 kDa. Tento vysledok naznacuje pravdepodobnti
tetramérnu Strukturu proteinu. Ani jednu z metdod vSak nemozno povazovat za uplne
exaktni (presnu). U obidvoch metdéd moéze byt totiz vysledok skresleny tvarom
a priestorovym usporiadanim molekuly proteinu, v pripade BN PAGE navyse aj nabojom.

Dalsim zo sposobov stanovenia poétu podjednotiek nativneho proteinu je
elektronova mikroskopia (EM). Protein LmbJ sa svojou velkostou pohybuje na hranici
rozlisitel'nosti pouzitého elektronového mikroskopu. Napriek tomu boli pomocou EM
pozorované Struktiirne utvary pozostavajuce zo Styroch, piatich alebo Siestich Struktarnych
jednotiek. Na zéklade vysledkov EM boli navrhnuté dva modely kvartérnej Struktiry
proteinu: tetramérny a hexamérny (5.9.b, 5.9.c). Hexamérny model sa v zavislosti na uhle
natoCenia v priestore mozZe javit ako Struktira tvorend Styrmi, piatimi alebo Siestimi
jednotkami. Tetramérny model vyhovoval vicsine moznych pohladov ziskanych z EM.
Pomocou tetramérneho modelu vSak nemoZno Ziadnym spdsobom namodelovat’ péat’
a Sest’pocetné Struktary, ktoré boli v ur¢itom mnozstve na EM tiez pozorované. Na zaklade
tejto skutocnosti teda predpokladame hexamérnu Struktiru nativneho proteinu LmbJ.

Standardnou metylaénou rekaciou bolo potvrdené, ze enzym LmbJ je sam o sebe
terminalnou NDL — metyltransferazou, katalyzujicou premenu NDL na LIN. Paralelne
s testovanim LmbJ prebiehali totoZné experimenty aj so sekvencne podobnym enzymom
CcbJ, ortologém proteinu LmbJ v celesticetinovom biosyntetickom zhluku.V pripade CcbJ
vSak nebolo mozné ziskat’ jeho prirodzeny substrat N-demetylcelesticetin (NDC), preto bol
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aj pre enzym CcbJ pouzity ako substrat metylacnej rekacie NDL. Prekvapivo bola
dokazana schopnost’ Ccb] vyuzivat' substrat NDL s afinitou porovnatelnou s LmbJ aj
napriek tomu, Ze nie je jeho prirodzenym substratom.

Tato SirSia substratova Specificita je v kontraste s vel'mi tzkou Specificitou enzymov
katalyzujicich predchadzajuci krok biosyntetickej drahy - kondenzéciu podjednotiek.
Tento krok je katalyzovany enzymovym komplexom N-demetyllinkozamid syntetdzou
(NDLS). Aminokyselinu rozpoznavajica podjednotka NDLS zo S. lincolnensis (LmbC)
vykazuje pre prolin, substrat (CcbC), (ortolog LmbC z biosyntetického zhluku S.
caelestis), takmer nulovl afinitu. Tato skutonost’ plati aj opatne — CcbC, ktorého
prirodzenym substratom je prolin, nedokaze rozpoznat’ a aktivovat’ propylprolin, substrat
LmbC (Kadl¢ik, nepublikované data). Pravdepodobnym dévodom bude fakt, Ze v pripade
NDLS je miesto pre rozpoznanie avédzbu substratu tvorené akousi kapsou, do ktorej
vstupuje cela rozpoznavana aminokyselinova podjednotka. V takomto pripade ma potom
dolezita ulohu postranny trojuhlikovy retazec, ktorym sa propylprolin (LIN) odlisuje od
prolinu (celesticetin).

Na rozdiel od NDLS je vpripade NDL-metyltransferazy pravdepodobne
rozpoznavané len najblizSie okolie metylovaného miesta, ktoré je u obidvoch ATB
(celesticetinu aj linkomycinu) zhodné. Téato Sirok4 substratova Specifita termindlnej
metyltransferaizy moéze byt velmi vyhodna pre vyuzitie tohoto enzymu pri priprave
hybridnych antibiotik srézne dlhym a modifikovanym postrannym retazcom
aminokyselinovej stavebnej jednotky.

Pre obidva proteiny (LmbJ i1 CcbJ) bolo stanovené pH optimum 8,3; ¢o presne
zodpoved4d hodnotdm nameranym pre enzym LmbJ izolovany z prirodzeného zdroja
(Chung et al., 1997) a tiez vysledkom merani publikovanym v praci J. Kadleca (Kadlec,
2000). Meranim teplotného optima sme ziskali vysledky odlisné od publikovanych hodnot.
Nami namerana optimalna teplota 48,4°C pre LmbJ a 43°C pre CcbJ je vysSia ako hodnota
31°C publikovand Chungom. Aby sme vylucili stabilizacny Gc¢inok histidinovej kotvy na
protein, bola kotva odstiepena a protein LmbJ bez kotvy bol pouzity pri merani teplotného
optima paralelne s proteinom His tag-LmblJ. Vysledok bol rovnaky u oboch enzymov, ¢o
potvrdilo, Ze histidinova kotva nema stabilizaény vplyv na enzym v metylacnej rekacii. Pri
pouziti publikovanej teploty 31°C by bola aktivita naSho proteinu zhruba na 60% svojho
maxima.

Boli stanovené kinetické parametre enzymu LmbJ. Ky pre obidva substraty (NDL
i SAM) znacne prevySuje hodnoty publikované Chung et al. (1997). Bohuzial’ autor vo
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svojej praci uvadza len vysledne hodnoty Ky anie je k dispozicii metdda ani graficky
znazorneny vysledok. V prvej faze merania Ky (NDL) sme dospeli k vysledku
porovnatelnému s publikovanym (270,6 uM oproti publikovanej hodnote 240 uM).
Neskor vsak bolo zistené, Ze nami stanovena hodnota Ky (NDL) 270,6 uM nevyjadruje
skuto¢nt hodnotu Ky (NDL), pretoze reakcia bola limitovana vel'mi nizkou koncentraciou
druhého substratu SAM. Nami stanovena Ky (SAM) bola 787 uM, ¢o je hodnota takmer
24-krat vyssSia ako publikovana (33 uM) ) a 1,5 x vyssi ako koncentracia SAM pouzita
v rakcii pre stanovenie Km NDL. Po adekvatnej uprave reakénych podmienok zvySenim
koncentracie SAM bola stanovena Ky (NDL) 1202 uM.

Hoci sa nase hodnoty Ky odliSuju od hodno6t nameranych Chungom, nie su v rozpore s Ky
pre iné metyltransferdzy vyuZivajiace ako substrat SAM vyskytujlice sa ako u prokaryot tak
u vyssich organizmov. Metyltransferazy totiz tvoria vel'mi heterogénnu skupinu enzymov.
Hodnoty Ky pre SAM alebo metylovany substrat sa na zaklade udajov v databaze
BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/index.php4) pohybuji v rozmedzi od zhruba

0,13 uM do 13 mM. V nasom pripade bola teda dokazana nizsia afinita K prirodzenym
substratom ako afinita popisand v literature, avSak stile sa jedna o hodnoty bezné v ramci

Sirokej rodiny SAM dependentnych metyltransferaz.

83


http://www.brenda-enzymes.org/index.php4

ZAVER

ZAVER

Heterolognou expresiou bol ziskany aktivny protein His tag-LmbJ v rozpustnej
forme. Boli zistené jeho biochemické vlastnosti: teplotné optimum a pH optimum
sme stanovili ako 45°C a 8,3. Zaroven bol vyvrateny vplyv histidinovej kotvy na
teplotnu stabilitu molekuly proteinu. V nasledujucich pokusoch bol pouzity protein

s kotvou.

Meranim koncentracie linkomycinu vzniknutého metylachou premenou NDL
enzymom His tag-LmbJ boli stanovené kinetické parametre proteinu His tag-LmbJ
pre obidva substraty (SAM a NDL). Michaelisova konstanta (Ky) pre SAM bola
stanovena na 787 uM, Ky pre NDL bola 1202 uM.

SDS PAGE ukézala jediny produkt o Mw priblizne 31 kDa, metddou BNPAGE
LmbJ bola zistend jedna forma proteinu s molekulovou hmotnostou priblizne
140 kDa. Metodou gélovej filtracie bola stanovena molekulova hmotnost’ proteinu
LmbJ na 199,4 kDa. Elektronovou mikroskopiou bola zistena pritomnost’ Struktur
tvorenych 4, 5 a 6 jednotkami. Na zaklade tychto vysledkov boli vytvorené dva
mozné modely usporiadania molekuly LmbJ, z coho len model tvoreny 6
podjednotkami vyhovuje vSetkym pozorovanym utvarom. Predpokladame preto, ze

LmbJ se vyskytuje ve forme hexaméru.
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