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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 

 

Linkomycín je prírodne antibiotikum zaradené do skupiny linkozamidových 

antibiotík, ktorého zhluk biosyntetických génov je známy a funkcia mnohých génov 

z tohto zhluku uţ bola popísaná. 

Táto práca je zameraná na štúdium záverečného kroku bisyntetickej dráhy 

linkomycínu, metyláciu na dusíku pyrolového reťazca propylprolínovej podjednotky N-

demetyllinkomycínu (NDL). Cieľom práce bolo charakterizovať enzým LmbJ, 

katalyzujúci tento biosyntetický krok.  Všetky stanovenia boli uskutočnené pre enzym 

LmbJ s histidínovou kotvou, ktorý bol pripravený heterológnou expresiou v bunkách 

E.coli. Bolo stanovené teplotné a pH optimum metylačnej reakcie rovnako ako 

Michelisove konštanty pre oba substráty reakcie: N-demetyllinkomycín a S-

adenozylmetionín (SAM - donor metylovej skupiny). S výnimkou pH optima se všetky 

stanovené parametre výrazne odlišovali od publikovaných údajov pre enzým izolovaný 

z prirodzeného zdroja. Na základe porovnania výsledkov elektrónovej mikroskopie, 

natívnej elektroforézy a gélovej filtrácie bol vytvorený predpokladaný model kvartérnej 

štruktúry enzýmu. Na rozdiel od väčšiny doteraz popísaných metyltransferáz, ktoré sa 

vyskytujú v monomérnej, dimérnej alebo tetramérnej forme, sa v našom prípade jedná 

s najväčšou pravdepodobnosťou o hexamér. 

 

Kľúčové slová: linkomycín, metyltransferáza, LmbJ, antibiotiká, biosyntetický zhluk, 

enzýmová aktivita. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Zoznam použitých skratiek: 

 

APS – peroxodisíran amónny 

ATB – antibakteriálna látka – antibiotikum 

ATP – adenozíntrifosfát 

BH4 – tetrahydrobiopterin - (6R)-2-Amino-6-[(1R,2S)-1,2-dihydroxypropyl]-5,6,7,8-

tetrahydro-4(1H)-pteridinone 

BN-PAGE – natívna elektroforéza na polyakrylamidovom géli 

BPB – bromfenolová modrá 

COMT – katechol-O-metyltransferáza 

EM – elektrónová mikroskopia 

GNMT – glycín –N-metyltransferáza 

GTP – guanozíntrifosfát 

His tag-LmbJ – proteín LmbJ fúzovaný s histidínovou kotvou, tvorenou 20 

aminokyselinami 

L-DOPA – L-3,4-dihydroxyfenylalanín 

LIN – linkomycín A 

MT – metyltransferáza, enzým prenášajúci CH3 skupinu z molekuly donora na molekulu 

akceptora 

MTL – metyltiolinkozamid 

NDL – N-demetyllinkomycín 

NDC – N-demetylcelesticetín 

NDL-MT – N-demetyllinkomycín-metyltransferáza 

ORF – otvorený čitací rámec  

ORI – centrálny replikačný počiatok  

PHA – trans-N-metyl-4-n-propyl-L-prolín - kyselina propylhygrová  

PPL – 4-n-propyl-L-prolín (propylprolín) 

SAM – S-adenozylmetionín 

SDS PAGE – elektroforéza na polyakrylamidovom géli 

SAH – S-adenozylhomocysteín 

SAM-MT – metyltransferáza závislá na S-adenozylmetioníne 

TLC – chromatogarfia na tenkej vrstve  

UPLC – vysokošpecifická kvapalinová chromatografia 

ÚEB –  ústav experimentální botaniky, Akademie věd České Republiky 
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1. ÚVOD 
 

Zvyšujúci sa výskyt rezistencie baktérií na antibiotiká sa najmä v posledných rokoch 

ukazuje ako veľká hrozba pre človeka. Výskum a vývoj nových liečiv (antibakteriálnych 

látok) je pomerne zdĺhavá a finančne náročná činnosť a zároveň sa rýchlosť produkcie 

nových liečiv len ťaţko vyrovná rýchlosti s akou sa objavuje rezistencia na nich. Z tohto 

dôvodu sa dnes kladie zvýšená pozornosť mechanizmom modifikácie uţ existujúcich 

antibakteriálnych látok na nové a často ešte účinnejšie látky. Laboratórium, v ktorom 

vznikla táto diplomová práca, sa dlhodobo zaoberá výskumom biosyntézy 

linkozamidových ATB. Modifikácia linkozamidových antibiotík má za cieľ zlepšiť ich 

účinnosť, predovšetkým rozršíriť ich antibakteriálne spektrum, zníţiť minimálnu inhibičnú 

koncenráciu a upraviť rýchlosť (spôsob) ich absorbcie. Prírodné ATB linkomycín 

a predovšetkým polosyntetický derivát klindamycín sú dve najvýznamnejšie 

linkozamidové ATB pouţívané v klinickej praxi. Klindamycín sa vyznačuje vysokou 

absorbciou ústnou dutinou, schopnosťou preniku tkanivom (tieţ kosťou) a stimulačným 

účinkom na imunitný systém hostiteľa (Řezanka et al., 2007). 

Podrobné informácie o biosyntetických dráhach a zhlukoch génov pre syntézu 

sekundárnych metabolitov nám umoţňujú cielene zasahovať do genetickej informácie 

producentov a tým priamo ovplyvňovať, buď vznik nových produkčných kmeňov ktoré 

potom produkujú pozmené antibiotikum, alebo prípravu kmeňov nadprodukujúcich uţ 

známe antibiotikum. Tento proces by mal prispieť k postupnému zjednodušeniu produkcie 

nových účinných látok a tieţ k zníţeniu na to vynaloţených nákladov.  

 Linkomycín je prírodené antibiotikum (ATB) zaradené do skupiny linkozamidových 

antibiotík, ktorého zhluk biosyntetických génov je známy a funkcia mnohých génov 

z tohto zhluku bola uţ popísaná. Záverečným krokom v biosyntetickej dráhe linkomycínu 

je metylácia na dusíku PPL podjednotky N-demtyllinkomycínu (NDL – priamy 

metabolický prekurzor) za vzniku konečného produktu biosyntetickej dráhy – linkomycínu 

(LIN). V poslednom kroku tejto syntetickej dráhy vystupuje v úlohe katalyzátora 

proteínový produkt génu lmbJ zo zhluku linkomycínových génov produkčných kmeňov S. 

lincolnensis ATCC 25466 a S. lincolnensis 78-11. Za prítomnosti donoru metylovej 

skupiny S-adenozylmetionínu (SAM) uskutočňuje enzým LmbJ konečnú premenu NDL na 

LIN a je teda záverečnou SAM-dependentnou-NDL-metyltransferázou. 

Hlavným cieľom práce bolo charakterizovať enzým LmbJ biochemicky a stanoviť 

jeho kinetické parametre.   
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2.  PREHĽAD LITERATÚRY 

 

2.1.  Streptomycéty 

 

Streptomycéty sú grampozitívne, vláknité baktérie osídľujúce v prírode takmer 

všetky biotopy. Jedná sa prevaţne o pôdne saprofytické baktérie. Sú dôleţitou zloţkou 

pôdy v ktorej plnia svoju úlohu pri biodegradáciách. Streptomycéty (substrátové 

mycélium) vyuţívajú extracelulárne hydrolytické enzýmy na získavanie ţivín z 

organických zloţiek pôdy (polysacharidy bunkových stien vyšších rastlín a húb, exoskelety 

ţivočíchov). Z taxonomického hľadiska ich zaraďujeme do radu Actinomycetales. 

Zástupcovia sú zaraďovaní do rodu Streptomyces predovšetkým na základe sekvenčnej 

analýzy 16S rRNA, typu bunkovej steny, podielu zastúpenia mastných kyselín a iných 

fenotypových prejavov (Anderson a Wellington, 2001). Streptomycéty sa odlišujú od 

ostatných aktinomycét typom bunkovej steny, ktorá sa u streptomycét označuje ako Typ I 

sensu. Pre tento typ bunkovej steny je charakteristická prítomnosť LL-diaminopimelovej 

kyseliny, glycínu a zároveň absencia obvyklých cukrov.  

Chromozóm streptomycét je lineárny s rôznou veľkosťou (od 5 do 11 Mbp) v závislosti od 

druhu. Pre DNA streptomycét je charakteristický vysoký obsah G + C párov, pohybuje sa 

medzi 69 - 78 % (Korn-Wendisch a Kutzner, 1992). Lineárny chromozóm streptomycét sa 

replikuje z centrálneho replikačného počiatku ORI. Chromozóm streptomycét je vysoko 

nestabilný, na jeho koncoch dochádza k častým deléciám. V priebehu replikácie ostávajú 

5´ konce chromozómu nedosyntetizované čím vznikajú na oboch koncoch úseky 

jednoreťazcovej DNA (ssDNA). Tieto ssDNA koncové úseky obsahujú niekoľko 

replikujúcich sa palindromatických sekvencií umoţňujúcich ohyb v reťazci a vytvorenie 

sľučkových štruktúr na oboch koncoch chromozómu tzv. ochranných koncových telomér. 

U väčšiny kmeňov streptomycét nachádzame tieţ lineárne alebo cirkulárne plazmidy, ktoré 

môţu obsahovať aj gény pre rezistenciu alebo biosyntézu sekundárnych metabolitov 

(Saadoun et al., 1999). Najpodrobnejšie geneticky zmapované kmene s úplne 

osekvenovaným genómom sú Streptomyces coelicolor A3(2), Streptomyces griseus IFO 

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

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

rozpracovaných ďalších 25 projektov sekvenácie genómu u vybraných kmeňov 

streptomycét (niektoré čiastočne, iné takmer kompletne osekvenované), 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/microbial_taxtree.html). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.%20cgi?taxid
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.%20cgi?taxid
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist.%20cgi?taxid
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/microbial_taxtree.html
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Kolonizácia pôdy streptomycétami je značne uľahčená schopnosťou tvorby 

vegetatívnych hýf diferencujúcich na spóry, ktoré sú zároveň jediným jednobunkovým 

štádiom v ich ţivotnom cykle. Spóry sú odolné voči nedostatku ţivín a vody, slúţia na 

preţitie nepriaznivých podmienok a rozširovanie organizmu v prostredí. Povrch stien spór 

tvoriaci závitnicu spoločne s tvarom a usporiadaním obalu spór, sú jedinečné pre kaţdý 

druh a slúţia pri rozlíšení jednotlivých druhov streptomycét. Spóra klíči na vegetatívne 

substrátové mycélium tvorené viacjadrovými hýfami s nepravidelnými priehradkami, 0,5 – 

1 µm širokými. Rast na vrcholoch hýf je spojený s ich rozvetvením a tvorbou husto 

prepletených klbiek substrátového mycélia. Po skončení vegetatívneho rastu začínajú 

vyrastať vzdušné hýfy, ktorých konce sú stočené do tvaru závitnice a rozpadajú sa na 

retiazky exospór. Tvorbou exospór je ţivotný cyklus streptomycét ukončený.  

 

 

Obr. 2.1. Ţivotný cyklus Streptomyces coelicolor A3(2). Ţivotný cyklus začína 

jednobunkovou spórou, ktorá klíči na vegetatívne substrátové mycélium. Vegetatívny rast 

ukončuje morfologická diferenciácia a tvorba vzdušného mycélia. Na koncoch (do 

závitnice stočených) hýf vzdušného mycélia dochádza k tvorbe retiazok exospór. Vznikom 

exospór je ţivotný cyklus ukončený (http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb 

/projects.html). 

http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb%20/projects.html
http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb%20/projects.html
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2.3. Sekundárne metabolity 

 

Niektoré taxonomické skupiny mikroorganizmov, jednobunkových organizmov a 

rastlín majú schopnosť syntetizovať pomerne zloţité chemické zlúčeniny. Takéto látky 

majú špecifický význam len pre svojho producenta (Roessner a Scott, 1996), alebo ich 

funkcia nie je známa. Veľká skupina látok produkovaných mikroorganizmami je v 

súčasnej dobe klasifikovaných ako sekundárne metabolity a súhrn chemických dráh 

vedúcich k ich vzniku ako sekundárny metabolizmus (Karlovsky, 2008). Hoci sekundárne 

metabolity nie sú nevyhnutnou súčasťou rastu a reprodukcie produkčnej kultúry, sú 

dôleţitou súčasťou ţivota mikroorganizmov ţijúcich vo väčších spoločenstvách 

(prostriedok - mediátor komunikácie medzi mikrooragnizmami osídľujúcimi rovnaké 

prostredie), (Karlovsky, 2008). Väčšina sekundárnych metabolitov je produkovaná 

mikroorganizmami, ale produkujú ich aj ďalšie organizmy (huby, riasy, vyššie organizmy).  

Charakteristickou črtou sekundárnych metabolitov je ich obmedzená produkcia v 

rámci druhov resp. rodov, len málokedy sa vzťahuje aj na vyššie taxóny. Na rozdiel od 

sekundárneho metabolizmu, zahŕňa produkcia primárneho metabolizmu aj vyššie taxóny - 

kmeň a ríša (Karlovsky, 2008). Hoci sa primárny a sekundárny metabolizmus zdajú byť 

navzájom odlišné platí, ţe produkt jednej reakcie je substrátom pre tú nasledujúcu a 

zároveň, ţe prvá reakcia býva rýchlosť určujúci krok. Z toho vyplýva, ţe obidva typy 

metabolizmov musia byť navzájom úzko prepojené (hlavné rozdiely medzi primárnym a 

sekundárnym metabolizmom sú zhrnuté v Tab. 1). Niektoré organizmy pouţívajú na 

syntézu sekundárnych metabolitov existujúce enzýmy primárneho metabolizmu, iné 

syntetizujú rovnakú skupinu sekundárnych metabolitov pomocou špeciálnych enzýmov 

(príkladom môţu byť niektoré typy bakteriálnych peptidových antibiotík). Sekundárny 

metabolizmus vyuţíva ako základné kamene (východzie molekuly) svojich syntetických 

dráh medziprodukty z metabolických dráh primárneho metabolizmu. Kľúčovými 

medziproduktmi, ktoré sa podieľajú na syntéze väčšiny sekundárnych metabolitov sú:  

a) Sacharidy 

b) Kyselina šikimová a/alebo aromatické kyseliny 

c) Nearomatické aminokyseliny 

d) Zlúčeniny obsahujúce 1 uhlíkový atóm – C1 

e) Krátke mastné kyseliny (najčastejšie octová a propionová) 

f) Medziprodukty citrátového cyklu 

g) Puríny a pyrimidíny 
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Tab. 1 - Základné rozdiely primárneho a sekundárneho metabolizmu (Prebrané a upravené 

podľa: http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/bioch.pdf). 

Vlastnosti a vzťahy Primárny metabolizmus Sekundárny 

metabolizmus 

Vzťah k existencii ţivota Zásadný, nevyhnutný pre ţivot Nie je nevyhnutný pre 

ţivot 

Vzťah k rastu Zásadný, produkcia stavebných 

materiálov bunky 

Nebýva spojený s rastom 

Fyziologický význam Presne definovaný Často nie je presne známy 

Aktivita v priebehu 

ţivotného cyklu 

Aktívny v priebehu celého 

ţivotného cyklu 

Aktívny len v určitej fáze 

ţivotného cyklu 

Aktivita vo vzťahu k 

podmienkam 

vonkajšieho prostredia 

Vţdy aktívny Aktívny len za určitých 

podmienok vonkajšieho 

prostredia 

Existencia vo vzťahu k 

typu organizmu 

Vyskytuje sa vo všetkých 

ţivých organizmoch 

Výskyt len u určitých 

druhov a rodov 

Povaha produktov Jednoznačne definované 

zlúčeniny, často s jednoduchou 

štruktúrou 

Často zmesi látok majúce 

komplexnú chemickú 

štruktúru 

 

Štruktúra sekundárnych metabolitov je veľmi rozmanitá, kaţdý metabolit je 

produkovaný  určitým počtom bakteriálnych druhov. Sekundárne metabolity bývajú často 

zapojené do mechanizmov preţitia v prírodnom prostredí ako efektory ekologického boja o 

ţiviny, ale fungujú aj ako signálne molekuly v procese chemickej komunikácie medzi 

pôdnymi mikroorganizmami (Yim et al., 2007). Okrem vyššie popísaných funkcií 

sekundárnych metabolitov sa predpokladajú aj ďalšie ako napr. podiel na symbióze 

mikroorganizmov s hmyzom, rastlinami a vyššími ţivočíchmi. Dôkladnejšie testovanie 

týchto hypotéz je však zloţité a preto je ohľadom tejto problematiky publikovaných len 

málo výsledkov (Demain a Fang, 2000). Produkcia sekundárnych metabolitov nastáva 

primárne počas stresu spôsobeného vyčerpaním niektorej ţiviny v prostredí. Tento podnet 

je producentom signálov spúšťajúcich kaskádu regulačných procesov a vyúsťujúcich do 

chemickej diferenciácie (sekundárny metabolizmus) a morfologickej diferenciácie 

(morfogenéza). Signálom býva často induktor s nízkou molekulárnou hmotnosťou 

vystupujúci v úlohe negatívneho kontrolóra napr. naviazaním a inaktiváciou regulačného 

http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/bioch.pdf
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proteínu - inhibítora sekundárneho metabolizmu a morfogenézy pri vyváţenom raste a 

dostatku ţivín (Demain, 1999).  

Dnes je známych vyše 20 000 rôznych mikroorganizmami produkovaných 

sekundárnych metabolitov (Knight et al., 2003). Medzi mikrobiálne sekundárne metabolity 

(„idiolity“), nízkomolekulárne produkty sekundárneho metabolizmu, zaraďujeme 

antibiotiká, pigmenty, toxíny, feromóny, enzýmové inhibítory, imunomodulačné látky, 

pesticídy, protinádorové látky a rastové promótory. Väčšinou sa jedná o relatívne malé 

molekuly, kde kaţdá je produkovaná jedným mikrobiálnym kmeňom alebo určitým 

limitovaným počtom mikrobiálnych kmeňov (Demain, 1998). U rodu Streptomyces je 

vstup do fázy morfologickej diferenciácie úzko spätý s produkciou sekundárnych 

metabolitov (Obr. 2.2.).  

 

 

 

Obr. 2.2. Ukáţka produkcie sekundárnych metabolitov u kolónie Streptomyces coelicolor 

1 cm x 1 cm. Kolónie typu wild-type pokryté sivým vzdušným mycéliom a spórami verzus 

červené mutantné kolónie, ktoré netvoria vzdušné mycélium. Červenú farbu mycélia a 

tmavé pozadie spôsobujú antibiotiká produkované Streptomyces coelicolor (John Innes 

Centre, Department of Photography 2005). 
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Na základe biologickej aktivity môţeme rozdeliť sekundárne metabolity 

streptomycét do štyroch skupín (Tarkka a Hamp, 2008): 

a) antagonistické látky – antibakteriálne (ATB), antivírusové (antivirotiká), látky 

účinné v boji proti hubám a prvokom (antimykotiká a antiparazitiká) 

b) farmakologické látky – protinádorové látky, imunomodulátory, enzýmové 

inhibítory 

c) biologicky aktívne látky v poľnohospodárstve -  insekticídy, pesticídy a herbicídy 

d) látky s regulačnými vlastnosťami - rastové faktory, siderofóry a morfogénne látky 

 

2.2.1.  Špecifické vlastnosti génov pre produkciu sekundárnych metabolitov 

 

Usporiadanie génov pre produkciu sekundárnych metabolitov má v porovnaní s 

usporiadaním génov pre syntézu primárnych metabolitov niektoré charakteristické rysy 

(Spíţek a Tichý, 1995; Spíţek et al., 1998; Fox a Howlett, 2008). 

 

a) V zhlukoch organizované gény, kódujúce enzýmy pre syntézu sekundárnych 

metabolitov, sú často lokalizované na bakteriálnom chromozóme a tieţ na 

plazmidoch.  

b) Gény nie sú obvykle usporiadané ako jeden operón ale obvykle predstavujú 

niekoľko transkripčných jednotiek. 

c) Gény kódujúce rezistenciu na určitý metabolit sú často tesne viazané so zhlukom 

biosyntetických génov, prípadne sa nachádzajú priamo v takomto zhluku. 

d) Expresia génov kódujúcich biosyntézu sekundárnych metabolitov spoločne s 

génmi pre rezistenciu na určitú látku je obvykle regulovaná spoločným regulačným 

mechanizmom. 

e) Vo vnútri zhluku sú často aspoň niektoré transkripčné jednotky regulované 

produktmi špecifických regulačných génov. 

f) Tieto špecifické regulačné gény sú obvykle umiestnené v tesnej blízkosti 

biosyntetických génov. 

 

Produkčné kmene, ktoré v dôsledku mutácie stratili gény pre produkciu 

sekundárnych metabolitov a tým produkčnú schopnosť, rastú v laboratórnych 

podmienkach normálnym, vyváţeným rastom. Genómy niektorých produkčných 

organizmov obsahujú viac ako 20 sád génov podieľajúcich sa na syntéze sekundárnych 
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metabolitov (Challis a Hopwood, 2003). Z nezistených dôvodov však väčšina z nich nie je 

exprimovaná v laboratórnych podmienkach. Pre vyuţitie tohto nevyuţitého zdroja 

potenciálne cenných prírodných produktov potrebujeme lepšie pochopiť genetické 

parametre a vlastnosti prostredia, predovšetkým látky vstupujúce do metabolických dráh a 

samotnú produkciu sekundárnych metabolitov (Wezel et al., 2009). Riadiace mechanizmy 

sú integrované s fyziologickými funkciami produkčných organizmov. 

 

2.3.  Antibiotiká (ATB) 

 

Antibakteriálne látky – antibiotiká (ďalej ATB) sú látky, ktoré cielene blokujú 

niektoré kľúčové procesy v bunkách mikroorganizmov. Podľa pôvodu vzniku delíme ATB 

na dve skupiny: 

a)  Prírodné ATB - organické látky s nízkou molekulárnou hmotnosťou produkované 

mikroorganizmami (baktérie, plesne, huby), vyššími rastlinami (riasy, lyšajníky), 

alebo ţivočíchmi, ktoré potláčajú v malých koncentráciách rast iných organizmov 

(baktérií a húb) (Demain, 1999).  

b) Umelo (syntetickým procesom) vytvorené ATB ktoré ďalej delíme na dve 

podskupiny:  

1. Polosyntetické ATB – vyrobené syntetickým postupom z prírodných produktov. 

2. Syntetické ATB – plne synteticky vytvorené látky vychádzajúce zo štruktúry 

prírodných látok medzi ktoré zaraďujeme tri hlavné skupiny pouţívané v klinickej 

praxi: sulfátové ATB (od roku 1930), chinolóny (od roku 1960) a oxazolidinové 

ATB od roku 2000 (Christopher Walsh, 2003).  

 

Mechanizmus účinku ATB je rôzny, rozdelenie do skupín podľa mechanizmu 

účinku je v Tab. 2. ATB  inhibujú určité fázy proteosyntézy, tvorbu bunkovej steny 

baktérie, spôsobujú zmeny v priepustnosti (permeabilite) cytoplazmatickej membrány a 

blokujú syntézu nukleových kyselín. ATB selektívne inhibujú alebo usmrcujú 

mikroorganizmy v koncentráciách, ktoré ešte nie sú toxické pre makroorganizmus. Preto 

na rozdiel od dezinfekčných a antiseptických látok môţeme ATB pouţívať v liečbe. 

Väčšina dodnes v klinickej praxi pouţívaných antibiotík sú sekundárne metabolity baktérií, 

húb a ich polosyntetické deriváty. Najvýznamnejším producentom prírodných antibiotík sú 

zástupcovia rodu Streptomyces a ďalšie vláknité aktinomycéty. 
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Tab. 2  Prehľad mechanizmov účinku klinicky významných skupín antibakteriálnych 

látok. (Prevzaté od: Greenwood a Whitley, 2003). 

Mechanizmus účinku Látka / Skupina látok a primárny cieľ ich účinku  

Bunková stena – 

inhibítory syntézy 

bunkovej steny (BS) 

Penicilíny: inhibícia transpeptidázovej väzby BS vďaka štruktúrnej 

podobe s terminálnym D-alanyl-D-alanínom (transpeptidázová rekcia) 

Cefalosporíny: podobný mechanizmus ako u penicilínov 

Bacitracin: blokuje defosforyláciu izoprenylfosfátu (transportný lipid) 

Glykopeptidy: väzbou na acyl-D-alanyl-D-alanín poslednej molekuly 

peptidoglykánu blokujú pripojenie ďalšej stavebnej jednotky BS 

Cykloserín: inhibícia činnosti L-alanín racemázy a D-alanín syntetázy 

(racemizácia L-alanínu na D-alanín, spojenie 2 jednotiek D-alanínu) 

Fosfomycín: inhibícia činnosti enzýmu pyruvyltransferázy 

Izoniazid: desaturácia mastných kyselín - syntéza mykolovej kyseliny 

Etambutol: inhibícia arabinozyltransferázy – enzým  polymerizujúci 

arabinózu na polysacharid arabinan (komponent BS u mykobaktérií) 

Ribozómy – inhibítory 

bakteriálnej 

proteosyntézy 

Chloramfenikol: inhibícia činnosti peptidyltransferázy – enzým 

pripájajúci aminokyseliny k rastúcemu peptidovému reťazcu 

Tetracyklíny: blokujú prístup aminoacyl-tRNA do ribozomálneho 

miesta A 30 S podjednotky ribozómu 

Aminoglykozidy: inhibícia tvorby iniciačného komplexu translácie 

chybným čítaním mRNA, zastavenie elongácie reťazca 

Makrolidy: inhib. translokácie – blokujú pripojenie aminoacyl-tRNA 

Linkozamidy: blok. peptidyltransferázovej reakcie, väzba do P miesta 

Kyselina fusidová: väzbou na elongačný faktor G+GTP blokujú 

elongáciu 

Oxazolidinóny: väzbou na 50 S podjednotku ribozómu bráni spojeniu 

s 30 S podjednotkou a vytvoreniu70S iniciačného komplexu ribozómu 

Mupirocin: kompetitívny inhibítor izoleucyl-tRNA-syntetázy 

Nukleové kyseliny - 

inhibítory syntézy 

nukleových kyselín 

(NK) 

 

 

 

Inhibícia syntézy 

kyseliny listovej  - 

nepriame ovplyvnenie 

syntézy NK 

Chinolóny: inhibícia činnosti DNA gyrázy(α-podj.)/topoizomerázy IV 

Novobiocin:  inhibítor činnosti DNA gyrázy (β-podjednotka) 

Rifampicin: inhibítor činnosti RNA polymerázy (β-podjednotka) 

5-Nitroimidazoly: spôsobujú zlomy v reťazcoch DNA 

Nitrofurány: zlomy v reťazcoch DNA a tieţ blokujú proteosyntézu 

Sulfonamidy: analóg P-aminobenzoovej kyseliny, inhibítora 

pteroatsyntázy 

Diaminopyrimidíny: inhib. dihydrofolatreduktázy, dráha kys. listovej 

Cytoplazmatická 

membrána (CM) –

zmena permeability 

membrány 

Polymyxíny: ako katiónové detergenty pôsobia na voľné fosfátové 

skupiny fosfolipidov a porušujú CM bunky 

Ionofory: ako inhibítory bránia transportu katiónov cez CM 
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ATB zastavujúce rast baktérií sú bakteriostatické, ATB spôsobujúce smrť 

bakteriálnych buniek sú baktericídne (Tab. 3). Toto rozdelenie na bakteriostatické versus 

baktericídne ATB však nie je úplne presné, pretoţe mnoho bakteriostatických ATB pôsobí 

vo vyšších koncentráciách tieţ baktericídne (chloramfenikol u meningokokovej infekcie) a 

naopak niektoré baktericídne ATB neusmrcujú určité baktérie ani vo vysokých 

koncentráciách (penicilín u enterokokov).  

Najčastejšími štruktúrnymi zloţkami molekúl ATB sú aminokyseliny (často D-

enantioméry), acetátové alebo malonátové jednotky, cukry a ich deriváty, steroidné 

skelety, pričom veľká skupina antibiotík je odvodená od purínových a pyrimidínových 

derivátov.  

 

Tab. 3 Rozdelenie antibiotík na základe intenzity účinku 

Bakteriostatické Baktericídne 

Nitrofurantoin 

Makrolidy 

Tetracyklín 

Chloramfenikol 

Sulfonamidy 

Trimetoprim 

Linkomycín, Klindamycín 

Etambutol 

Beta-laktámové ATB: 

1. Penicilíny 

2. Cefalosporíny 

Monobaktamy, Karbapenemy 

Aminoglykozidy 

Bacitracin 

Metronidazol 

Polymyxíny 

Pyrazinamid 

Chinolony 

Rifampicin 

Vankomycín, Teikoplanín 

 

Baktérie a huby produkujúce antibiotiká vyuţívajú niekoľko mechanizmov na 

ochranu vlastnej bunky pred účinkom ATB. Benveniste a Davies (1973) ukázali, ţe 

aktinomycéty obsahujú viacero antibiotikum - modifikujúcich enzýmov, ktoré sú svojimi 

vlastnosťami podobné enzýmom identifikovaným u patogénnych organizmov nesúcich 

gény rezistencie voči ATB. Jednalo sa o enzýmy inaktivujúce aktívne látky zo skupiny 

aminoglykozidových ATB (do ktorej patrí aj streptomycín) mechanizmom pripájania 

fosfátových, octanových alebo adenylových skupín k ich reťazcom. Hoci nie je moţné 

dokázať evolučnú hypotézu, nepriame dôkazy nahromadené za posledných tridsať rokov 

ukazujú na to, ţe mnoho génov pre rezistenciu voči ATB pochádza od aktinomycét 

(horizontálny prenos). Predpokladá sa ţe takto boli prenesené mnohé gény rezistencie proti 

širokospektrálnym tetracyklínom a makrolidom (erytromycín), ale aj ďalším 
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špecializovaným novodobým antibiotikám ako je vankomycín (D'Costa et al., 2006). Tento 

mechanizmus modifikácie ATB je len jedným z troch hlavných spôsobov ochrany 

producenta pred letálnymi účinkami produkovaných ATB.  

Druhým spôsobom je modifikácia koncového miesta účinku ATB v produkčnom 

kmeni (Cundliffe, 1989). Mikroorganizmy produkujúce ATB inhibujúce činnosť 

ribozómov tvoria enzým, ktorý pripája metylovú skupinu v určitom špecifickom mieste k 

ribozómovej RNA. Táto metylová skupina potom bráni naviazaniu ATB do cieľového 

miesta účinku a tým chráni ribozóm pred účinkami vlastných metabolitov. Tento 

mechanizmus ochrany je rovnaký u producentov erytromycínu (napr. aktinomycéta 

Saccharopolyspora erythraea) aj u erytromycín - rezistentných mikroorganizmov 

(Hopwood, 2007).  

Tretí spôsob, pozorovaný u producentov tetracyklínu z rodu Streptomyces a 

patogénov so získanou rezistenciou voči tetracyklínu, je zaloţený na transmembránovom 

proteínovom kanále, teda na exporte hotovej látky z vnútorného prostredia bunky do 

vonkajšieho prostredia čím sa udrţiava jej nízka intracelulárna koncentrácia (Hopwood, 

2007). Jedná sa o antiport spriahnutý s transportom protónov z extracelulárneho prostredia 

do bunky. Niektoré ATB, ako napríklad aminoglykozid - streptomycín a makrolid - 

oleandomycín sú transportované mimo bunku v nedosyntetizovanej (inaktívnej) forme a 

posledný krok syntézy (aktivácia ATB) tak prebieha extracelulárne. U rezistentných 

patogénnych organizmov je ATB vstupujúce do bunky z vonkajšieho prostredia 

prostredníctvom membránového kanálu ihneď vylúčené späť mimo bunku. Mechanizmom 

kotransportu je tak bunka chránená pred dosiahnutím kritickej - toxickej koncentrácie ATB 

v cytoplazme. Tetracyklín produkujúce streptomycéty zase pumpujú endogénne 

produkovaný tetracyklín mimo mycélium, čím chránia bunkové zloţky pred jeho 

inhibičným pôsobením a zároveň im extracelulárna produkcia ATB uľahčuje preţitie v 

prostredí v konkurencii iných mikróbov. 

 

2.4.  Linkozamidy 

 

Linkozamidy tvoria skupinu antibiotík s chemickou štruktúrou pozostávajúcou                        

z  aminokyseliny a sacharidového zvyšku. Vyznačujú sa pomerne širokým spektrom 

účinku voči anaeróbnym (druh Bacteroides), ale obmedzeným spektrom účinku voči 

aeróbnym mikroorganizmom. Väčšina G+ kokov je na linkomycín citlivá, ale mnoho G- 

baktérií, mykoplaziem a klostrídií je v dnešnej dobe rezistentných. Okrem prírodného ATB 
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linkomycínu sa v klinickej praxi pouţíva polosyntetický derivát - klindamycín (7-chloro-

analóg vyrobený z linkomycínu A), ktorý je účinný proti niektorým anaeróbnym kmeňom 

G- baktérií. To je umoţnené predovšetkým vďaka jeho lepšej rozpustnosti v tukoch ktorá 

mu uľahčuje prienik cez vonkajšiu membránu G- baktérií. Pouţitie jednotlivých ATB 

v klinickej praxi je podrobnejšie zhrnuté v nasledujúcom texte. 

Linkomycín A (LIN) bol prvý raz izolovaný v roku 1962 z pôdnej aktinomycéty 

nájdenej v blízkosti mesta Lincoln v Nebraske. Táto pôdna aktinomycéta bola následne 

klasifikovaná ako nový druh streptomycéty Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis 

NRRL 2963.  Prvé správy o účinnosti linkomycínu  A ukazovali na jeho potenciálne in vivo 

aj in vitro vyuţitie voči širokému spektru G+ mikroorganizmov (Lewis et al., 1963).  

V spojení s LIN bolo z fermentačného média kmeňa Streptomyces lincolnensis var. 

lincolnensis izolované r. 1965 veľmi podobné antibiotikum s chemickou štruktúrou 4´-

depropyl-4-etyllincomycin (Argoudelis et al., 1965a). Táto látka bola popísaná a označená 

ako linkomycín B (Lin B), balastný produkt pozorovaný v kultúre S. lincolnensis. Lin B sa 

od  LIN odlišuje absenciou jednej metylovej skupiny v postrannom reťazci 

aminokyselinovej štruktúrnej podjednotky. Lin B  má v porovnaní s LIN len 25% jeho 

antibiotickej aktivity. Podrobná schéma štruktúry linkomycínu a niektorých odvodených 

linkozamidových ATB je v kapitole 2.4.2. 

Neskôr bolo v kultivačnom médiu Streptomyces caelestis pozorované a ako neznámy 

produkt z neho izolované aj ďalšie prírodné antibiotikuum, člen skupiny linkozamidov 

(Hoeksema et al., 1955). Bola popísaná chemická štruktúra tejto látky a izolovaná látka 

označená ako celesticetin (Hoeksema, 1968). Celesticetin predstavuje široké 

antibakteriálne spektrum, predovšetkým proti G+ baktériám ale dosahuje len zhruba 5% 

biologickej aktivity LIN in vivo (Mason a Lewis, 1964). V súvislosti s podrobným 

skúmaním produkčného kmeňa S. caelestis boli z fermentačného média izolované ešte 

ďalšie deriváty celesticetinu, a to: desalicetin, celesticetin B, C a D (Argoudelis, 1972). 

Prírodné linkozamidy sú produkované mnohými kmeňmi rodu Streptomyces, sú to hlavne 

Streptomyces lincolnensis, S. roseolus, S. caelestis a tieţ Micromonospora halophytica. 

Na báze prírodných linkozamidových antibiotík bolo vytvorených mnoho 

polosyntetických derivátov linkomycínu, z ktorých však len klindamycín vykazuje vysokú 

biologickú aktivitu a preto je najčastejšie pouţívaným linkozamidovým ATB v klinickej 

praxi. Klindamycín je polosyntetické ATB vyrobené z LIN substitúciou hydroxylovej 

skupiny za C1 na C7 uhlíku reťazca za pouţitia N-chlorosukcinamidu a trifenylfosfínu 

(Bowden a Stevens, 2000). Klindamycín je často pouţívaný pri liečbe intraabdominálnych 
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infekcií, faryngitíd a ďalších streptokokových infekcií (streptokoky skupiny A), pri liečbe 

chlamýdiových (Chlamydia trachomatis), pľúcnych ochorení a ďalších infekcií kostí a 

mäkkých tkanív spôsobených anaeróbnymi baktériami. Okrem toho je účinný aj proti 

prvokom ako sú Plasmodium falciparum a Toxoplasma gondii (Fishman, 1998). 

Klindamycín bol dlhú dobu pouţívaný aj pri zubárskych zákrokoch ako profylaktikum 

brániace vzniku endokarditídy (Řezanka et al., 2007). Remington (1990) dokázal, ţe 

klindamycín v kombinácii s primaquinom je vysoko účinný v liečbe pneumónií 

(Pneumocystis carinii) u pacientov s AIDS. Ďalším príkladom aktívneho derivátu 

klindamycínu je N-demetylklindamycín účinný proti infekcii Plasmodium berghei u myší, 

čo viedlo k príprave antimalarickej látky na báze klindamycínu avšak s modifikovaným 

heterocyklickým kruhom (Lewis, 1981).  

 

2.4.1. Mechanizmus účinku linkozamidov 

 

Linkozamidy patria spoločne s makrolidmi a streptogramínom B do skupiny MLS B 

antibiotík a ich spoločným znakom je, ţe sa všetky viaţu do blízkosti peptidyl-

transferázového centra 50 S podjednotky ribozómu (Schlunzen et al., 2001). Toto centrum 

pozostáva výhradne z RNA a katalyzuje vznik peptidovej väzby v procese elongácie 

bakteriálnej proteosyntézy (Nissen et al., 2000). Mechanizmus účinku linkozamidov je 

formou reverzibilnej väzby do miesta vzniku peptidovej väzby nazývanej 

peptidyltransferázová slučka v oblasti V 23S rRNA 50 S podjednotky. Po naviazaní 

antibiotika do tohto miesta dochádza k zastaveniu tvorby peptidovej väzby medzi 

aminokyselinami v rastúcom peptidovom reťazci (Tenson et al., 2003). Schématicky je 

mechanizmus účinku linkozamidov popísaný na Obr. 2.4.1. 

Do oblasti V 23S rRNA 50 S podjednotky sa okrem linkomycínu viaţu aj ďalšie 

antibakteriálne látky ako napr. chloramfenikol, makrolidové deriváty, quinupristin – 

dalfopristin a linezolid. Vzhľadom k spoločnému aktívnemu miestu môţu tieto látky 

pôsobiť navzájom protichodne (antagonisticky), preto by pri liečbe nemali byť podávané 

súčasne s linkomycínom. 
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Obr. 2.4.1. Mechanizmus účinku linkozamidov na priebeh proteosyntézy. Naviazaním 

ATB do A miesta 50 S podjednotky ribozómu sa zablokuje prístupu ďalšej (v poradí na 

základe tripletu mRNA) aminoacyl-tRNA, dochádza k uvoľneniu čiastočne syntetizovaého 

(nedosyntetizovaného) aminokyselinového reťazca z P miesta ribozómu a tým k zastaveniu 

proteosyntézy. 

 

2.4.2. Chemická štruktúra linkomycínu 

 

Linkomycín (LIN) je biela aţ ţltá zlúčenina ktorá v reakcii s kyselinami tvorí soli a 

estery. Je dobre rozpustný vo vode a zároveň chemicky veľmi stabilný ako v roztoku tak aj 

v pevnom skupenstve. Linkomycín sa komerčne pouţíva vo forme hydrochloridu. 

Štruktúrne je linkomycín tvorený aminokyselinou trans-N-metyl-4-n-propyl-L-prolín 

(propylhygrová kyselina - PHA) spojenou peptidovou väzbou s cukrom 6-amino-6,8-

dideoxy-1-tio-D-erytro-α-D-galaktopyranozid (metyltyolinkozamid - MTL). Linkomycín 

patrí teda k skupine antibiotík charakterizovanej alkyl6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-

erytro-α-D-galacto-octopyranozidom spojeným amidovou väzbou s prolínovym zvyškom 

(Spíţek a Novotná, 2004). Kyselina propylhygrová (PHA) vzniká z prekurzora - 

propylprolínu (PPL), metyláciou na dusíku jeho pyrolového reťazca v záverečnom kroku 

biosyntézy linkomycínu. Prekurzory sacharidovej podjednotky (MTL) linkomycínu sú 

medziprodukty pentózového cyklu utilizácie glukózy (cyklus analogický glykolýze).  
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Obr. 2.4.2 Štruktúra linkomycínu a niektorých odvodených linkozamidových antibiotík 

 R1 R2 R3 R4 R5 

Linkomycín A CH3 CH3 CH3 OH H 

Linkomycín B CH3 H CH3 OH H 

Linkomycín C CH3 CH3 CH3-CH2 OH H 

Linkomycín D H CH3 CH3 OH H 

Linkomycín S CH3-CH2 CH3 CH3-CH2 OH H 

1-Demetyltio-1-

hydroxylinkomycín 
OH CH3 CH2CH2CH3 OH H 

Celesticetin B S(CH2)2OOCCHCH2CH(CH3)2 CH3 H OCH3 H 

Celesticetin A 

 

 

 

CH3 

 

 

H 

 

 

OCH3 

 

 

H 

 

 

Celesticetin C 

 

 

 

CH3 

 

 

H 

 

 

OCH3 

 

 

H 

Celesticetin D SCH2CH2OOCCH3 CH3 H OCH3 H 

Klindamycin SCH3 CH3 CH2CH2CH3 H Cl 

1´-demetyl-

klindamycín 
SCH3 H CH2CH2CH3 H Cl 
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2.4.3. Biosyntetická dráha a gény pre biosyntézu linkomycínu 

 

Biosyntetická dráha linkomycínu vedie cez dve heterogénne cesty ktorými sa tvoria 

dva hlavné prekurzory linkomycínu - propylprolín (PPL) a metyltiolinkozamid (MTL). 

Spojením týchto dvoch základných prekurzorov vzniká N-demetyllinkomycín (NDL), 

ktorý je ďalej metylačne upravený na konečný produkt syntézy – linkomycín. Výskumy 

štruktúry linkomycínu ukázali, ţe priamym metabolickým prekurzorom propylprolínu 

(PPL) je L-tyrozín. Spôsob vzniku sacharidového zvyšku 

metyltiolinkozamidu (MTL) vychádza z nukleotidom 

aktivovanej hexózy (medziprodukt pentózového cyklu 

utilizácie glukózy analogický glykolýze) s aminoskupinou 

pripojenou transamnináciou a S-metylovou skupinou, ktorá je 

pridaná ako samostatná jednotka (Argoudelis, 1965). 

Schéma biosyntézy linkomycínu v jednotlivých krokoch: 

I.   Biosyntéza aminokyselinovej podjednotky (PPL) 

II.  Biosyntéza sacharidovej podjednotky (MTL) 

III.  Kondenzácia podjednotiek (NDL) 

IV. Metylácia: NDL- metyltransferáza (NDL-MT) 

Gény pre biosyntézu, gény pre reguláciu  a gény spôsobujúce rezistenciu na 

linkomycín sú v produkčnom kmeni Streptomyces lincolnensis 78-11 lokalizoavné v 

niekoľkých operónoch jedného zhluku. Celková veľkosť zhluku je 35 kbp (Janata et al., 

2001, Peschke et al., 1995) a obsahuje celkom 29 hypotetických génov (Tab. 4), vrátane 

troch génov pre rezistenciu: lmrA, lmrB a lmrC (lincomycin resistance genes), vďaka 

ktorým bol celý zhluk izolovaný (Zhang et al., 1992). Okrem týchto troch génov sa v 

zhluku vyskytuje 26 otvorených čítacích rámcov kódujúcich biosyntetické a regulačné 

funkcie génov lmbA – lmbW (lincomycin biosynthetic genes). V niekoľkých prípadoch sú 

funkcie produktov týchto génov neznáme. Celá DNA sekvencia linkomycínového zhluku 

je v databáze GeneBank uloţená pod prístupovým číslom X79146. 

Gény pre rezistenciu lmr (lincomycin resistance genes): 

Ako prvý bol Zhang et al. (1992) izolovaný gén lmrA kódujúci integrálny 

membránový proteín pre export linkomycínu. Kmene s inaktivovaným génom lmrA 

inzerciou transpozónu Tn4560 boli stále čiastočne rezistentné, čo viedlo k identifikácii 

ďalších dvoch génov rezistencie na likomycín: gén lmrB kóduje proteín podobný viacerým 

23S RNA metyltransferázam modifikujúcim miesto účinku linkomycínu a gén lmrC 
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obsahuje podobnú sekvenciu aká bola pozorovaná u génov pre známe transportné proteíny 

zo skupiny ABC (Hyde et al., 1990). 

Gény pre biosyntézu a regulačné funkcie lmb (lincomycin biosynthetic genes):  

Túto skupinu génov môţeme rozdeliť do 5 hypotetických podskupín na základe 

funkcie ich proteínových produktov v biosyntetickej dráhe linkomycínu. A to: 

a) gény pre syntézu a úpravu aminokyselinovej časti (PPL): lmbA, lmbB1, lmbB2, 

lmbW, lmbX, lmbY          

b) gény pre syntézu a úpravu sacharidovej časti (MTL): lmbL – lmbV, lmbG 

11 génov zhluknutých do jednej skupiny (gény lmbL - lmbV) aj gén lmbG leţiaci 

mimo túto skupinu je v paralelnej orientácii (M. Jelínková, nepublikované data). 

U génov lmbQ a lmbV sa účasť na syntéze MTL len predpokladá na základe zhodnej 

lokalizácie a orientácie oboch génov vnútri alebo v tesnej blízkosti zhluku génov pre 

syntézu MTL. Presné funkcie a podiel týchto dvoch génov na syntéze MTL zatiaľ nie 

sú známe. 

c) gény pre NDL-syntetázu ( NDLS - kondenzácia podjednotiek): lmbC, lmbD, lmbE, 

lmbF, a časť génu lmbN 

d) gén pre záverečnú metyláciu NDL za vzniku LIN: lmbJ 

e) gény s neznámou a predpokladanou regulačnou funkciou: LmbIH, LmbU, LmbK a 

pravdepodobne aj gény LmbQ a LmbV 

Podrobný popis všetkých linkomycínových génov obsiahnutých v biosyntetickom 

zhluku u S. lincolnensis 78-11 a S. lincolnensis ATCC 25466 je na Obr. 2.4.3 a v Tab. 4. 

 

 
Obr. 2.4.3.  Zhluk linkomycínových génov S. lincolnensis 78-11 a S. lincolnensis ATCC 

25466 (Peschke et al. 1995). Červenou farbou sú na obrázku označené gény pre 

rezistenciu, modrou farbou gény pre syntézu PPL, zelené sú gény pre syntézu MTL, 

fialové sú gény pre kondenzáciu podjednotiek PPL+MTL za vzniku NDL. Sivou farbou je 

označený gén pre záverečnú premenu NDL na LIN. Pruhované a ţltou farbou sú označené 

gény ktorých funkcie buď len predpokladáme (na základe ich umiestnenia medzi určitými 

špecifickými génmi a/alebo podobnosti s ortológnymi génmi biosyntetického zhluku S. 

caelestis ATCC 15084, M. Koběrská – nepublikované data), alebo gény ktorých funkcie 

nie sú presne známe. Označenie génov A-U a RA-RC na tomto obrázku zodpovedá génom 

pre biosyntézu LIN: lmbA–lmbU, respektíve génom pre rezistenciu na linkomycín: lmrA, 

lmrB, lmrC. 
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Tab. 4  Predpokladané funkcie proteínov kódovaných génmi z linkomycínového zhluku 

génov u kmeňov Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 a S. lincolnensis 78-11 (Upravené 

podľa Koběrská – nepublikované údaje). Farebné označenie génov sa zhoduje s ich 

popisom podľa obrázku 2.4.3.  

Gén Podiel génu na mechanizme Predokladaná funkcia proteínu 

lmrA Rezistenica Proteín transmembránového efluxného systému 

lmbA Syntéza PPL Neznáma funkcia 

lmbB1 Syntéza PPL 
L-DOPA štiepiaci enzým (Novotná et al. 2004, 

Colabroy et al. 2008) 

lmbB2 Syntéza PPL L-Tyrozín monooxygenáza (Neusser 1998) 

lmbC Kondenzačná  reakcia Adenylácia PPL 

lmbD Kondenzačná  reakcia Neznáma funkcia 

lmbE Kondenzačná  reakcia GlcNAc acetyláza 

lmbF Kondenzačná  reakcia Aminotransferáza 

lmbG 
Predpokladaná účasť na 

syntéze MTL 
Metyltransferáza 

lmbIH Neznámy Neznáma funkcia 

lmbJ Metylácia NDL NDL-metyltransferáza (Janata et al. 2001) 

lmbK Syntéza MTL Fosfatáza 

lmbL Syntéza MTL Dehydrogenáza 

lmbM Syntéza MTL Dehydrogenáza 

lmbN Syntéza MTL Izomeráza 

lmbZ Syntéza MTL Oxidoreduktáza 

lmbP Syntéza MTL Kináza 

lmbO Syntéza MTL Nukleotidyl-transferáza 

lmbS Syntéza MTL Aminotransferáza 

lmbR Syntéza MTL Transaldoláza 

lmbQ 
Predpokladaná účasť pri 

syntéze MTL 
Neznáma funkcia 

lmbT Syntéza MTL Glykozyltransferáza 

lmbV 
Predpokladaná účasť pri 

syntéze MTL 
Neznáma funkcia 

lmbW Syntéza PPL Metyltransferáza 

lmrB Rezistencia  rRNA Methyltransferáza 

lmbX Syntéza PPL Neznáma funkcia 

lmbY Syntéza PPL Oxidoreduktáza 

lmbU Neznámy Neznáma funkcia 

lmrC Rezistencia ABC transportér  
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2.4.3.1. Syntéza aminokyselinového zvyšku (PPL)  

  

Aromatická aminokyselina L-tyrosin hydroxylovaná na 

L-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) je priamym 

metabolickým prekurzorom propylprolínu (PPL) a z neho 

(metyláciou na dusíku pyrolového reťazca) vznikajúcej 

kyseliny propylhygrovej (PHA) (Chung et al., 1997). Bolo 

zistené, ţe L-tyrosin alebo L-dihydroxyfenylalanin pridaný 

do kultivačného média indukuje okrem tvorby propylprolínu 

aj tvorbu etylprolínu, hoci v menšej miere. Propylprolín je 

teda prekurzorom kyseliny propylhygrovej (PHA) 

linkomycínu A a etylprolín je prekurzor kyseliny 

etylhygrovej linkomycínu B (Reusser a Argoudelis, 1974; 

Witz, 1972).  

Glukóza je v procese glykolýzy a hexózo-monofosfátového skratu transformovaná na 

fosfoenolpyruvát a erytrózu-4-fosfát, ktoré sú ďalej jednotlivo transformované 

prostredníctvom dráhy kyseliny šikimovej na tyrozín. L-tyrozín je potom hydroxylovaný 

na L-3,4-dihydroxyfenylalanín (L-DOPA) enzýmom LmbB2 (Novotná et al., 2008). 

Proteín LmbB2 je monooxygenáza katalyzujúca pripojenie hydroxylovej skupiny ku 

kruhovému reťazcu L-tyrozínu v 1. kroku biosyntézy PPL za vzniku medziproduktu L-

DOPA (Novotná et al., 2008), (Obr. 2.4.3.1). Porovnávaním s ďalšími enzýmami 

hydroxylujúcimi kruhovú molekulu tyrozínu bolo zistené, ţe LmbB2 je unikátny proteín 

obsahujúci prostetickú hemovú skupinu typu B. Redukujúcim kofaktorom tejto hemovej 

skupiny je pravdepodobne BH4 vystupujúci v tejto reakcii ako donor 1 elektrónu. 

Nasledujúcim krokom je zostrih kruhovej molekuly L-DOPA na medziprodukt 2,3-

sekodopamín (2,3-secodopa) za účasti enzýmu LmbB1. Proteín LmbB1 vystupuje v tomto 

kroku ako jednodoménová L-3,4-dihydroxyfenylalanín 2,3-extradiol štiepiaca dioxygenáza 

typu I zaradená do superrodiny dioxygenáz chelatujúcej kyslík (Novotná et al., 2004; 

Colabroy et al., 2008). Podrobne zahŕňa tento krok rozštiepenie kruhovej molekuly L-

DOPA (LmbB1) a naviazanie dvoch atómov kyslíka na štiepením uvoľnené konce 

molekuly za vzniku medziproduktu syntézy 2,3-sekodopamín (2,3-secodopa), (Obr. 

2.4.3.1). 
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Vznikajúci medziprodukt (2,3-secodopa) je pravdepodobne za prítomnosti enzýmu 

LmbY (oxidoreduktáza) cirkularizovaný do molekuly pozostávajúcej z novovzniknutého 

5-C pyrolového reťazca a alyfatického zvyšku pôvodného reťazca L-DOPA, ktorý 

obsahuje atóm dusíka (Novotná et al., 2004; Colabroy et al., 2008). V súčasnej dobe sa 

vedú diskusie ohľadom pravdepodobnej spoluúčasti proteínu LmbB1 na tomto procese 

spoločne s jeho podielom na vzniku ďalších medziproduktov biosyntetickej dráhy 

odvodených od 2,3-secodopamínu a 4,5-secodpamínu (Novotná et al., 2004). Konečný 

produkt biosyntetickej dráhy - propylprolín, vzniká dvojitou redukciou odštiepením dvoch 

uhlíkov (reakcia katalyzovaná pravdepodobne enzýmom LmbY) a metyláciou C-atómu na 

alyfatickej strane reťazca (katalyzovanou enzýmom LmbW) (Obr. 2.4.3.1.).  Obdobná 

postupnosť jednotlivých krokov bola pozorovaná aj v syntetických dráhach 

heterocyklických podjednotiek húb a vyšších rastlín (Bugg, 1998).  

 

 

Obr. 2.4.3.1.  Biosyntetická dráha propylprolínu (PPL). Pripojenie hydroxylovej skupiny 

na L-tyrozín a jeho premena na L-DOPA za prítomnosti enzýmu LmbB2 a následný 

zostrih molekuly L-DOPA na medziprodukt 2,3-sekodopamín (2,3-secodopa) za účasti 

enzýmu LmbB1. 2,3-secodopamín je pravdepodobne za prítomnosti enzýmu LmbY 

cirkularizovaný do molekuly pozostávajúcej z novovzniknutého 5-C pyrolového reťazca a 

alyfatického zvyšku pôvodného reťazca L-DOPA. Odštiepením dvoch uhlíkov (LmbY?) a 

metyláciou C-atómu na alyfatickej strane reťazca za účasti proteínu LmbW vzniká dvojitou 

redukciou konečný produkt tejto časti biosyntetickej dráhy – propylprolín. 
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2.4.3.2. Syntéza sacharidového zvyšku (MTL)  

 

Pravdepodobná biosyntetická dráha vedúca od glukózy k 

metyltiolinkozamidu (MTL) bola predstavená Brahme et al., 

(1984b), ktorý vyhodnotením nameraných údajov (na základe 

analýzy 13C-13C väzbových párov v MTL a derivátoch 

linkomycínu) zistil, ţe kostra MTL pozostávajúca z 8 uhíkov 

(C8) vzníká spojením pentózy C5 (5-uhlíková podjednotka) a 

triózy C3 (3-uhlíková podjednotka). C5 podjednotka môţe 

vznikať z glukózy prostredníctvom hexózomonofosfátového 

skratu alebo spojením glyceraldehyd-3-fosfátu s donorom C2  

(napríklad sedoheptulóza-7-fosfát) pomocou transketolázovej 

reakcie. C3 podjednotka pravdepodobne vzniká z vhodnej 

molekuly donora, napr. sedoheptulózy-7-fosfátu a je spojená 

transaldolázovou reakciou s C5 podjednotkou za vzniku októzy C8, ktorá je následne 

transformovaná na MTL (Obr. 2.4.3.2.). Bolo tieţ zistené, ţe S-metyl skupina  

metyltiolinkozamidovej podjednotky vzniká z jednouhlíkových fragmentov C1 na úrovni 

oxidácie metylových skupín (Brahme et al., 1984b ). 

 

Konečná premena C8 skeletu na MTL zahŕňa pravdepodobne procesy:  

a)  izomerizáciu oktulózy na októzu (LmbN?) 

b)  defosforyláciu a redukciu C8 zlúčeniny  

c ) transamináciu prekurzora 6-ketooktózy (LmbS?) 

d)  záverečnú tiometyláciu na C1 uhlíku (LmbG?) 

 

Sekvenácia zhluku linkomycínových génov, spoločne s analýzou poradia 

aminokyselín v proteínoch, viedla k neskoršiemu doplneniu poznatkov o biosyntetickej 

dráhe LIN (Peschke et al., 1995). Proteín LmbG je podľa všetkého zodpovedný za 

tiometyláciu na C1 uhlíku (metyltransferáza) v záverečnom kroku syntézy MTL. Desať 

ďalších génov (lmbL – lmbR, lmbT) tvorí menší zhluk (tzv. podzhluk) v zhluku génov 

kódujúcich produkciu LIN, ktorý podľa predpokladu obsahuje gény pre proteíny zapojené 

do premeny prekurzora MTL podjednotky, vstupujúceho do biosyntetickej dráhy (Čermák 

et al., 2007; Koběrská - nepublikované výsledky). Proteíny LmbO, LmbM a LmbS majú 

určitú funkčnú podobu s enzýmami ktoré sa zúčastňujú hlavných krokov NDP-6-
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deoxyhexózových dráh: aktivácia pyrofosforyláz sacharidovými jednotkami (LmbO – 

nukleotidyl-transferáza), dehydratácia NDP-hexózy (LmbM - dehydrogenáza) a NDP-

ketohexózové alebo ketocyklické aminotransferázy (LmbS), (Spíţek et al., 2004). Génu 

lmbT (glykozyltransferáza) je pripisovaná aktivačná a transportná funkcia v posledných 

krokoch biosyntézy MTL podjednotky (Čermák et al., 2007). Homologické proteínové 

produkty vyššie popísaných génov objavené u viacerých Gram-pozitívnych aj Gram-

negatívnych baktérií sa podieľajú na produkcii aj ďalších sekundárnych metabolitov 

aktinomycét (Piepersberg, 1994), alebo na tvorbe extracelulárnych polysacharidov 

zapojených do bunkovej ochrany (Thorson et al., 1993). Genetický výskum vedie k záveru, 

ţe biosyntéza MTL zahŕňa sériu krokov, pri ktorých dochádza najprv k aktivácii 

sacharidových medziproduktov nukleotidom (pravdepodobne dNTP) a ich následným 

modifikáciám. 

 

 

Obr. 2.4.3.2.  Biosyntetická dráha sacharidového zvyšku (MTL)  
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2.4.3.3. Kondenzácia podjednotiek PPL a MTL za vzniku N-demetyllinkomycínu (NDL) 

 

Predposledným krokom v biosyntéze linkomycínu je 

vytvorenie peptidovej väzby medzi karboxylovou skupinou 

PPL podjednotky a aminoskupinou MTL podjednotky za 

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

Kondenzácia podjednotiek MTL a PPL je zásadná, ale menej 

preskúmaná časť biosyntetickej dráhy linkomycínu. Enzým 

N-demetyllinkomycín-syntetáza (NDLS) závislý od adenozín-

5´-trifosfátu a nezávislý na ribozóme (ATP dependentná 

NDLS), katalyzujúci túto reakciu,  je proteínový komplex 

(oligomér) zloţený z ľahko oddeliteľných neidentických 

podjednotiek s rôznymi molekulárnymi hmotnosťami 

(Hausknecht a Wolf, 1986). NDLS vyţaduje ATP, Mg
2+

 a je 

teplotne labilná (Chung et al., 1997). Pokusy ukázali, ţe NDLS prednostne utilizuje 

propylprolín za vzniku linkomycínu A (Chung et al., 1997).  

Metódou inaktivácie génov a skúmaním interakcií medzi ich proteínovými 

produktmi (proteín-proteín interkacie) bolo dokázané, ţe produkty génov lmbC, lmbD, 

lmbE, lmbF tvoria jadro enzýmu NDLS katalyzujúceho posledný krok biosyntézy LIN 

(Koběrská – nepublikované údaje). Predpokladaná funkcia proteínu LmbC v tomto procese 

je identifikácia prekurzora PPL a následne jeho aktivácia adenyláciou (Kadlčík – 

nepublikované údaje). Proteín LmbE sa podieľa na tvorbe peptidovej väzby medzi PPL 

a MTL a je pravdepodobne katalytickou podjednotkou NDLS (Koběrská – nepublikované 

údaje). 

Funkcia dvoch zvyšných génov (lmbD a lmbF) zo skupiny NDLS génov nie je 

presne známa, ani porovnanie sekvencií oboch génov s inými podobnými génmi 

a databázou neukázalo ţiadnu významnejšiu zhodu. Pokus s inaktiváciou oboch génov mal 

za následok zastavenie produkcie antibiotika (LIN) a ani po pridaní zmesi chemicky 

syntetizovaných štruktúrnych podjednotiek (PPL a MTL) sa produkcia antibiotika 

neobnovila. Skúmanie vzájomných proteín - proteín interakcií potvrdilo jednak väzbu 

proteínov LmbE a LmbC medzi sebou navzájom, jednak väzbu LmbE a LmbC s obidvoma 

zvyšnými proteínmi (LmbD a LmbF) z tohoto úzko prepojeného proteínového kvarteta.  
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Do skupiny génov pre NDLS čiastočne zaraďujeme aj gén lmbN. Gén lmbN je 

súčasťou zhluku génov pre syntézu sacharidovej podjednotky LIN, jeho 5´ koncová časť 

však obsahuje sekvenciu pre ďalšiu súčasť NDLS komplexu – transportný proteín. (Obr. 

2.4.3.3.B). Proteín LmbN tak nesie na svojom N-konci doménu pre peptidyl–transportný-

proteín (PCP - peptidyl carrier protein), hlavnú súčasť mimoribozomálnej proteín-

syntetázy NDLS komplexu. Rovnaká sekvencia kódujúca PCP bola pozorovaná aj 

vrámci zhluku génov pre celesticetin u S. caelestis. Sekvencia sa narozdiel od 

linkomycínového zhluku vyskytuje v géne ccbZ susediacim s génom ccbN, ortológom 

génu lmbN v linkomycínovom zhluku.  Na základe týchto zistení predpokladáme, ţe sa 

sekvencia kódujúca PCP mohla pravdepodobne v priebehu evolúcie transpozíciou 

premiestniť medzi viacerými génmi.  

 

Obr. 2.4.3.3.A  Kondenzácia podjednotiek MTL a PPL za vzniku priameho prekurzora 

linkomycínu NDL. Na tomto kroku sa podiela enzým NDLS katalyzujúci vznik peptidovej 

väzby medzi podjednotkami. 

 
Obr. 2.4.3.3.B   Zhluk biosyntetických génov pre linkomycín S. lincolnensis 78-11. Na 

obrázku je označená 5´ koncová časť génu lmbN zo zhluku génov pre syntézu sacharidovej 

podjednotky obsahujúca doménu pre PCP (peptidyl carrier protein) peptidyl-transportný-

proteín, ktorý je súčasťou NDLS komplexu (gény pre kondenzáciu podjednotiek PPL 

a MTL sú označené fialovou farbou) a do génu lmbN sa mohol dostať pravdepodobne 

procesom transpozície v priebehu evolúcie. 
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2.4.3.4. Záverečná metylácia NDL a vznik LIN 

 

Záverečným krokom biosyntetickej dráhy linkomycínu 

je metylácia na dusíku pyrolového reťazca PPL podjednotky 

N-demetyllinkomycínu (NDL). Túto reakciu katalyzuje 

enzým N-demetyllinkomycín metyltransferáza (NDL-MT), 

ktorej kofaktorom je S-adenozylmetionín (SAM) a 

kompetitívnym inhibítorom je S-adenozylhomocysteín 

(Chung et al., 1997, Janata et al., 2001).  

Enzým podieľajúci sa na záverečnom kroku 

biosyntézy linkomycínu bol Chungom identifikovaný a po 

prečistení izolovaný ako homogénny produkt. Na základe 

sekvenovania N-koncovej časti tejto metyltransferázy bol 

pripravený zodpovedajúci syntetický oligonukleotid. Ten bol 

následne pouţitý ako hybridizačná sonda, za pomoci ktorej bol nájdený fragment 

obsahujúci gén pre metyltransferázu (Chung et al., 1997). Sekvenčne sa takto nájdený 

fragment zhodoval s uţ popísaným otvoreným čítacím rámcom pre gén lmbJ (Peschke et 

al., 1995). Subklonovaný fragment nesúci sekvenciu pre lmbJ sám o sebe však in vivo 

neindukoval metylačnú aktivitu. Chung sa na základe tohoto výsledku domnieval, ţe 

proteín LmbJ sa na NDL-metyltransferázovej aktivite podieľa len ako súčasť 

multimérneho komplexu podobne veľkých ale neidentických podjednotiek. Tejto teórii 

nahrával aj fakt, ţe zdanlivá molekulová hmotnosť natívnej NDL-MT izolovanej 

z prírodného zdroja bola pomocou gélovej filtrácie stanovená na 300 kDa. Ako kandidáta 

na ďalšiu podjednotku navrhli popri géne lmbJ produkt génu lmbG, obsahujúci tieţ 

sekvenciu typickú pre SAM-MT. Takýto záver by však znamenal, ţe na zvyšné dve 

metylácie v biosyntetickej dráhe linkomycínu by ostával produkt jediného génu, 

obsahujúceho tieţ sekvenciu pre SAM-MT, gén lmbW. 

Na tieto výsledky Chunga (1997) naviazal ďalšou prácou zaoberajúcou sa 

identifikáciou génu zodpovedného za záverečný krok biosyntézy linkomycínu J. Kadlec 

(Kadlec, 2000). Vo svojej práci dokázal, ţe proteín LmbJ sám v prítomnosti substrátu S-

adenozylmetionínu (SAM) in vitro premieňa NDL na LIN, teda ţe enzým LmbJ je sám 

o sebe terminálnou MT a pre svoju činnosť nepotrebuje ţiadne ďalšie podjednotky.  
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Hoci Kadlec kvalitatívne dokázal konverziu NDL na LIN metódou TLC, kinetické 

parametre proteínu nebolo moţné z dôvodu limitovanosti metódy určiť. Aţ nová 

technológia, vysokošpecifická kvapalinová chromatografia nám umoţnila meraním 

koncentrácie vytvoreného LIN v modelovej metylačnej reakcii stanoviť hodnoty 

kinetických parametrov pre enzým LmbJ. 

 

Obr. 2.4.3.4.  Hypotetická biosyntetická dráha linkomycínu - záverečná metylácia na 

dusíku pyrolového reťazca propylprolínovej podjednotky NDL za vzniku  konečného 

produktu biosyntetickej dráhy LIN. Premena NDL na LIN prebieha za účasti NDL-SAM-

dependentnej metyltransferázy a za prítomnosti donora metylovej skupiny (SAM) ktorý sa 

po odovzdaní CH3 skupiny mení na S-adenozylhomocysteín (upravené podľa Peschke et 

al.,1995.). 

 

 

2.5.   Metyltransferázy u mikroorganizmov 

    

Enzým LmbJ zraďujeme do rodiny SAM-dependentných metyltransferáz,  uloţený je 

v databáze UniProt KB pod číslom Q54363 a v databáze EMBL-CDS pod číslom 

CAA55756.1. Proteín LmbJ pozostáva z 250 aminokyselín. Metyltransferázy sú všeobecne 

definované ako enzýmy prenášajúce metylovú skupinu z molekuly donora na molekulu 
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akceptora. Donorom bývajú najčastejšie koenzýmy S-adenozylmetionín (SAM) alebo N5-

metyltetrahydrofolát, akceptorom bývajú nukleové kyseliny (DNA, RNA), aminokyseliny, 

lipidy, proteíny a ďalšie malé molekuly, u ktorých dochádza najčastejšie k  metylácii na 

atómoch  N, O, S, C. Pridanie metylovej (CH3) skupiny k biologicky aktívnym molekulám 

(hormóny, neurotransmitery, tuky, proteíny a nukleové kyseliny) často spôsobuje zmenu 

ich fyzikálno-chemických vlastností. Enzýmy katalyzujúce transfer metylovej skupiny 

obsahujú na povrchu molekuly obvykle dve špecifické subdomény. Jedna subdoména 

obsahuje väzbové miesto pre molekulu donora metylovej skupiny a druhá subdoména 

poskytuje väzbové miesto pre molekulu akceptora (Ansari et al., 2008). Metylačné reakcie 

sú súčasťou veľkého mnoţstva biologických procesov v bunkách: biosyntézy rôznych 

látok, metabolizmus (primárny aj sekundárny), detoxikácie, prenos signálu, rozpoznanie 

a oprava poškodených nukleových kyselín, proteínov a ďalšie procesy spojené s tvorbou a 

úpravou nukleových kyselín. 

 

2.5.1.  SAM dependentné metyltransferázy (SAM-MT) 

 

S-adenozyl-L-metionín (SAM) je po ATP druhým najčastejšie vyuţívaným 

substrátom pri enzýmových reakciách (Cantoni, 1975). Prevaţnú väčšinu týchto reakcií 

tvorí prenos metylovej skupiny enzýmami – metyltransferázami z donora na akceptora za 

súčasnej premeny SAM na S-adenozyl-L-homocysteín (SAH). Výhodou vyuţitia SAM ako 

substrátu voči ostatným donorovým molekulám je CH3 - skupina adenozylmetionínu (Obr. 

2.5.1.a) naviazaná na silne nabitý atóm síry, čo spôsobuje termodynamickú nestabilitu 

molekuly a beţne stabilná metyl-tiolová skupina metionínového zvyšku sa tak stáva 

vysoko reaktívnou (ΔG
o
 pre SAM + H → SAH + M = 17 kcal.mol

-1
), (Cantoni, 1975). Aj 

preto je prevaţná väčšina metylačných reakcií katalyzovaná S-adenozylmetionín-

dependentnými metyltransferázami (SAM–MT), ktoré podľa funkcie môţeme rozdeliť na 

MT zapojené do biosyntetických dráh; inaktivácie a eliminácie malých molekúl 

a xenobiotík; prenosu signálu; stabilizácie proteínových reťazcov, DNA, RNA a ich opráv; 

bunkovej signalizácie; regulácie chromatínu a génovej expresie; proteosyntézy (Cheng 

a Blumenthal, 1999). Prvou SAM-MT s podrobne popísanou proteínovou štruktúrou 

v roku 1993 bola DNA C5-cytozín MT - M.HhaI (Cheng et al., 1993). Neskôr bola 

popísaná štruktúra aj ďalšej MT - katechol O-metyltransferázy (COMT), čo bolo jedným 

z míľnikov v objavovaní nových účinných liečiv, nakoľko bola COMT cieľom podrobného 

výskumu z hľadiska jej farmaceutického vyuţitia.  
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Obr.  2.5.1.a  Chemická štruktúra donora metylovej skupiny – SAM. Červenou farbou je 

označená donorova metylová skupina prenášaná metyltransferázami na molekulu 

akceptora. Prevzaté a upravené podľa Martin a Mc Millan, 2002. 

 

Enzým SAM-MT vyţaduje pre svoju činnosť hydrolýzu všetkých troch fosfátových 

zvyškov molekuly ATP (Fauman et al., 1999). Dnes je v proteínových databázach: 

ExPASy, Protein Data Bank (PDB) a Brenda popísaných 165 proteínov zaradených do 

rodiny SAM-dpendentných metyltransferáz (http://www.brenda-enzymes.org/index.php4, 

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

Na základe rozdielnej substrátovej špecificity (malé molekuly, lipidy, proteíny, 

nukleové kyseliny), odlišnosti donorových miest - atómov v metylovaných substrátoch 

(N2, O2, C4, S) a usporiadaní reťazcov proteínov v jadre MT bolo popísaných päť 

štruktúrne odlišných skupín SAM-MT (I - V), (Schubert et al., 2003). Jadro väčšiny MT 

triedy I-V štruktúrne pozostáva prevaţne zo striedajúcich sa β-skladaných listov okolo 

ktorého sú po stranách uloţené α-helixy (Obr. 2.5.1.b). Väzbové miesta pre SAM aj 

pre druhý substrát sú uloţené variabilne buď na povrchu proteínu (tvoriac malý ţliabok), 

alebo na jeho koncových častiach (často C-koniec). Z hľadiska organizácie molekuly 

môţeme MT rozdeliť na monomérne, homodimérne, tetramérne alebo oligomérne 

proteíny. Z pomedzi všetkých štruktúrnych typov majú najväčšie zastúpenie monomérne 

MT.  

http://www.brenda-enzymes.org/index.php4
http://expasy.org/enzyme/2.1.1.-
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Obr.2.5.1.b Schematické znázor-

nenie terciárnej štruktúry (vľavo) 

a  štruktúrneho vzorca (vpravo) 

u vybraných MT (proteín: PDB 

kód) zaradených na základe 

štruktúry do jednotlivých skupín 

SAM-MT I-V. Na kaţdom 

obrázku sú vyznačené α-reťazce 

(modré kruhy/závitnice) a β-

reťazce (zelené trojuholníky/ 

šípky), spoločne s ich vzájomnou 

orientáciou a väzbovým miestom 

pre SAM (ţltý reťazec/obdĺţnik). 

C a N sú koncové časti molekuly. 

a) Skupina I – táto štruktúra bola 

popísaná u 33 členov rodiny 

SAM-MT, najčastejšie pozostáva 

zo 7 β-skladaných listov (β1-β7)  

lemovaných po stranách α-

helixmi (M.HhaI:6MHT) 

b) Skupina II – táto skupina 

býva tvorená dlhými β-listami, 

substrát sa naväzuje do malého 

ţliabku na povrchu molekuly 

(MetH:1MSK) 

c) Skupina III – štruktúra 

tvoriaca 2 αβα domény s 

väzbovým miestom pre SAM 

uprostred 2 domén, aktívne 

miesto pre druhý substrát je v 

blízkosti N-koncovej časti 

proteínu (CbiF:1CBF) 

d) Skupina IV – skupina RNA-

MT obsahuje zvláštnu sľučkovitú 

štruktúru podieľajúcu sa na 

tvorbe väzbového miesta pre 

druhý substrát: S-adenozyl-

homocysteín (YibK:1MXI).  

Ruţovou farbou sú na obrázku 

vyznačené α-helixy vyskytujúce sa len u niektorých zástupcov skupiny IV a V SAM-MT 

(nie sú však konzervované v rámci konkétnej skupiny).  

e) Skupina V – tvorená kombináciou 3 menších β-listov. Väzbové miesto pre SAM tvorí 

malý ţliabok na povrchu proteínu a väzbové (aktívne) miesto pre druhý substrát je 

v blízkosti C konca proteínu tvoriace zároveň sľučkovitú štruktúru na C konci molekuly 

(Set7/9:1O9S), (prevzaté a upravené podľa Schubert et al., 2003).
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3.     CIEĽ  DIPLOMOVEJ  PRÁCE  

 

Záverečným krokom biosyntézy linkomycínu je N-metylácia propylprolínovej časti 

N-demetyllinkomycínu (NDL) katalyzovaná proteínom LmbJ.  V roku 2000 bola v našom 

laboratóriu vypracovaná diplomová práca zaoberajúca sa štúdiom záverečného kroku 

biosyntézy linkomycínu. J. Kadlec v nej jednoznačne preukázal funkciu proteínu LmbJ ako 

terminálnej NDL-MT a stanovil niektoré biochemické vlastnosti tohto enzýmu. Len 

nedávno publikovaná, veľmi presná metóda stanovenia koncentrácie linkomycínu (UPLC), 

(Olšovská et al., 2007) nám však umoţnila presné meranie a stanovenie kinetických 

parametrov enzýmu LmbJ. 

 

Cieľom tejto diplomovej práce teda je: 

 

 Metódou heterológnej expresie pripraviť proteín LmbJ a za pomoci 

vysokošpecifickej kvantitatívnej metódy UPLC stanoviť jeho biochemické a kinetické 

vlastnosti - teplotné optimum, pH optimum a Michaelisove konštanty pre obidva substráty 

proteínu (NDL a SAM).  

 

 Pokúsiť sa definovať kvartérnu štruktúru biologicky aktívnej formy enzýmu 
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4.     MATERIÁL A METÓDY 

 

4.1.    Materíál 

 

4.1.1. Kmene baktérií 

 

Escherichia coli BL-21 (DE3): F-ompT [lon] hsdSB ( rB
-
 mB

-
 ) gal dcm – hostiteľský 

kmeň pre pET expresné vektory, kmeň defektný v génoch lon a ompT  kódujúcich 

proteolytické enzýmy a obsahujúci profág λ nesúci gén DE3 pre T7 DNA polymerázu pod 

kontrolou lacUV5 promótora, indukovateľný pomocou IPTG. 

Escherichia coli JM 109: F´ traD36 proA
+
B

+
 lacI

q
 Δ(lacZ)M15/ Δ(lac-proAB) 

glnV44 e14
-
 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi hsdR17 – kmeň vhodný pre klonovanie. 

 

4.1.2.Vektory 

 

pET 28b(+) (5,4 kbp: Novagen), (Obr. 3.1.2.a): expresný vektor obsahujúci gén pre 

rezistenciu na kanamycín, umoţňuje nadprodukciu proteínu vo forme natívnej alebo 

spojenej s  N - koncovým oligopeptidom (dvadsať aminokyselinových zvyškov 

kódovaných vektorom), ktorý obsahuje histidínovú kotvu (6 histidínových zvyškov) 

a cieľové miesto pre trombín. Histidínová kotva umoţňuje purifikáciu fúzneho proteínu 

metaloafinitnou chromatografiou. Expresia proteínu je pod kontrolou T7 promótoru. 

Vektor pET 28b(+) obsahuje úsek pre ribozomálne väzbové miesto (translačný štart) 

podieľajúci sa na nadprodukcii vloţeného génového úseku. 

 

pET lmbJ (6,1 kbp), (Obr. 3.1.2.b): expresný vektor pET 28b(+) (5,4 kbp) 

obsahujúci vloţený gén lmbJ (824bp) – kódujúci N-dmetyllinkomycín - metyltransferázu. 

Gén lmbJ bol vloţený do vektora cez restrikčné miesta Nde I (238) a Xho I (158). 
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Obr.3.1.2.a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.1.2.b 
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4.1.3. Média 

 

LB médium: 

Tryptón 

Kvasinkový extrakt 

NaCl 

H2O 

10 g 

5 g 

10 g 

doplnené do 1000 ml, pH upravené na 7,5 

Koncentrácia selekčného ATB (kanamycínu) v LB médiu bola 30µg/ml. 

 

LB agar: 

LB médium 

Agar 

1 l 

15 g 

Koncentrácia selekčného ATB (kanamycínu) v LB agare bola 30µg/ml. 

 

SOC médium: 

Tryptón 20 g 

Kvasinkový extrakt 5 g 

1M NaCl 0.5 g 

1M KCl 2.5 ml 

dH2O   doplnené do 1000 ml, pH upravené na 7,0 s 1M NaOH 

 

Tesne pred pouţitím pridať:       20 ml sterilnej 1M glukózy 

                                                  5 ml sterilného 2M MgCl2 

                                                 5 ml sterilného 2M MgSO4 

 

Média pre kompetentné bunky: 

Médium A: LB médium – sterilizované autoklávovaním; 10mM MgSO4 * 7H2O 

sterilizované filtráciou; 0,2% glukóza sterilizovaná autoklávovaním 

Médium B: LB médium; 36% glycerol; 12% PEG Mw 7500; 12mM MgSO4 – všetky 

sterilizované autoklávovaním 
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4.1.4.    Roztoky, pufre a gély: 

 

Pufre pre SDS elektroforézu:  

2 x SDS PAGE vzorkový pufer: 125mM Tris-HCl; 2% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 20% 

glycerol; 0,002% bromfenolová modrá; pH 6,8 

10 x SDS PAGE elektródový pufer: 30 g Tris; 144 g glycín; 10 g SDS; doplnené H2O do 1 l 

SDS PAGE fixačný roztok: 10% kyselina octová; 10% izopropanol 

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

Briliant Blue R250 

SDS PAGE odfarbovací roztok: 10% kyselina; octová 15% metanol 

Akrylamid: 40% AA + 1,7% bisAA 

 

Zloţenie malého SDS polyakrylamidového gélu (BioRad): 

Roztok Zaostrovací 8% 10% 12% 

40% AA/1,7% Bis AA 112μl 1 ml 1.25 ml 1.5 ml 

1,875M TrisCl, pH = 8,9 - 1 ml 1 ml 1 ml 

1M TrisCl, pH = 6,9 126 μl - - - 

4% SDS 32µl 125 μl 125 μl 125 μl 

Deionizovaná H2O  0.875 ml 2,875 ml 2.625ml 2.375 ml 

30% APS 2.5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 

TEMED 2.5 μl 5 μl 5 μl 5 μl 

 

Pufre pre natívnu elektroforézu (Blue Native PAGE Electrophoresis): 

Katódový pufer: 50mM Tricín; 15mM Bistris / HCl; 0,02% Coomassie blue G-250; pH 7,6 

Gélový pufer 3x: 150mM Bistris/HCl; 1,5M kyselina aminokapronová; pH 7,6 

Anódový pufer: 50mM Bistris/HCl; pH 7,6 

AB: 48 g akrylamid; 1,5 g bisakrylamid; H2O do 100 ml 

Vzorkový pufer: 50 mM Tris HCl; pH 8,6; 50 mM NaCl 

 

Zloţenie gélu pre natívnu elektroforézu: 

 Zaostrovací gél 8% gél 18% gél 

AB (49.5%T, 3%C) 83 µl 483 µl 916 µl 

Gélový pufer 3x 333 µl 1 ml 833 µl 

Glycerol - - 0,5 g 

APS 10% 8,3 µl 16,6 µl 8,3 µl 

TEMED 0,8 µl 1,6 µl 0,8 µl 

Doplnené H2O do    
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Pufre pre gélovú filtráciu: 

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

 

Pufre pre metaloafinitnú chromatografiu: 

Sonifikačný pufer TS-8 (10x): 20mM Tris-HCl; 100mM NaCl; pH upravené na 8,0 

Odsoľovací pufer: 20mM Tris-HCl; pH 8,3                                

TS-8 pufer + imidazol   0,5M imidazol dH2O 10x TS-8 pufer 

1x TS-8 pufer 0 ml 90 ml 10 ml 

15mM imidazol 3 ml 87 ml 10 ml 

30mM imidazol 6 ml 84 ml 10 ml 

50mM imidazol 10 ml 80 ml 10 ml 

100mM imidazol 20 ml 70 ml 10 ml 

250mM imidazol 50 ml 40 ml 10 ml 

500mM imidazol 100 ml 0 ml 0 ml 

 

Pufre pre prácu s DNA:  

TAE pufer: 40mM Tris-acetát; 1mM EDTA; pH 8,0 

TE
-1

 Pufer:10mM Tris-HCl; 1mM EDTA; pH 7.5 

10 x DNA vzorkový pufer: 40% sacharóza; 0,25% BPB; 10mM Tris-HCl; 50mM EDTA; 

pH 8,0 

 

Ostatné roztoky a pufre: 

Orcinolové činidlo: 250 mg orcinol (3,5-dihydroxytoluen); 44 ml etanol; 6 ml H2SO4 

PMSF: 100mM fenylmetylsulfonylfluorid v izopropanole 

Pufer pre elektrónovú mikroskopiu: 50mM Tris-HCl; pH 8,3; 100mM NaCl 

Glycínový pufer: 50 mM glycín, pH upravené NaOH na 8,6 

10x Trombínový pufer: 200 mM Tris-HCl; pH 8,4; 1,5 M NaCl; 25 mM CaCl2 
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4.1.5. Chemikálie, enzýmy a komerčné súpravy 

Chemikália, názov chemickej látky Výrobca Skratka 

Agaróza Promega  

Akrylamid Bio-Rad AA 

Ampicilín (100 g/ml) Serva AMP 

Bacto agar Difco  

Bacto tryptón Difco  

Bromfenolová modrá Bio-Rad BPB 

Coomasie brilliant blue R250 Serva  

Dodecylsulfát sodný Serva SDS 

Etidiumbromid Sigma ETBr 

Glycerol Merck Gly 

Hovädzí sérový albumín Bio-Rad BSA 

Imidazol Sigma  

Izopropyl-1-tio-β-D-galaktozid Serva IPTG 

Kanamycín (30µg/ml) Serva KAN 

Linkomycín  Sigma LIN 

Polyetylénglykol (7500) Sigma PEG 

Ponceau S Sigma  

Tris (hydroxymetyl) aminometán Serva Tris 

Kvasinkový extrakt Difco  

3,5-dihydroxytoluen Sigma  

S-adenozylmetionín Amersham SAM 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranozid Serva X-gal 

3,5-dihydroxytoluen Sigma  

Kys. etyléndiaminotetraoctová Sigma EDTA 

N,N´-metylénbisakrylamid Bio-Rad bisAA 

Peroxodisíran amónny Sigma APS 

N,N,N´,N´-tetrametyletylendiamin Serva TEMED 

N-(2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxymetyl)etyl)-glycín Sigma Tricín 

Kys.-6-aminohexanová / aminokapronová Sigma  

Polyetylénglykol (7500) Sigma PEG 7500 

NaCl, KCl, CaCl2, H2SO4, EtOH   

Síran nikelnatý, 0,1M Sigma NiSO4 

N-demetyllinkomycín *ÚEB-AVČR NDL 
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*NDL - komerčne nedostupný N-demetyllinkomycín bol synteticky pripravený Ing. 

Liborom Havlíčkom na Ústave experimentálnej botaniky Akademie vied Českej 

Republiky. 

 

Enzýmy:   

Trombín, Restriction Grade (Novagen) (1,44U/µl) 

Restrikčné endonukleázy New England Biolabs 

  

Komerčné súpravy: 

1. Ako štandard bol pre SDS PAGE pouţitý PageRuler Prestained Protein Ladder Plus 

(Fermentas) 

2. Ako štandard pre natívnu elektroforézu bol pouţitý High Molecular Weight Calibration 

Kit for native electrophoresis (Amersham) obsahujúci:  

- thyreoglobulín - Thyroglobulin, 76 μg, Mr 669000  

- feritín - Ferritin , 50 μg, Mr 440 000  

- kataláza - Catalase, 36 μg, Mr 232 000  

- laktát dehydrogenáza - Lactate dehydrogenase, 48 μg, Mr 140 000 

- albumín - Albumin, 40 μg, Mr  66 000  

3. Ako štandard pre gélovú filtráciu bol pouţitý Gel Filtration Calibration Kit HMW (GE 

Healthcare) obsahujúci lyofilizované proteínové štandardy:  

- feritín (Ferritin2 (15 mg), Mr 440 000 z koňskej sleziny) 

- aldoláza (Aldolase2 (50 mg), Mr 158 000 z králičieho svalového tkaniva)  

- conalbumín (Conalbumin (50 mg), Mr 75 000 z vaječného bielka)  

- ovalbumín (Ovalbumin (50 mg), Mr 44 000 zo slepačích vajec)  

- tyreoglobulín (Thyroglobulin (50 mg), Mr 669 000 zo štítnej ţľazy hovädzieho 

dobytka).  

- modrý dextran (Blue Dextran 2000) 

4. Pre metaloafinitnú chromatografiu boli pouţité nasledujúce kolóny: 

a) 5 ml HiTrap Chelating HP (Amersham Pharmacia Biotech , Uppsala, Sweden) 

naplnená Sepharosou obsahuje mnoţstvo agarózových guličiek na ktoré sa pomocou 

éterových skupín viaţe iminodiacetátová kysleina vyväzujúca ióny kovu niklu pri 

nabití kolóny. Na ióny kovu sa viaţe pomocou fúzovanej N-koncovej His kotvy 

proteín, ktorý je následne vymývaný z kolóny pufrom so zvyšujúcou sa 

koncentráciou imidazolu. 
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b)  5 ml Hi Trap Desalting kolóna (Amersham Pharmacia Biotech , Uppsala, 

Sweden)  naplnená  Sephadex™ G - 25 Fine. Ten zabezpečuje dobrú oddelitelnosť a 

vysokú priepustnosť kolóny. V jednom kroku je vzorka prečistená, prenesená do 

nového pufra a zbavená zvyškov neţiaducích solí. 

5. Na zahustenie proteínu boli pouţité kolóny Centricon YM -10 (Promega) 

6. Na kvantitatívne stanovenie koncentrácie proteínu bola pouţitá metóda podľa Bradforda 

(Bradford, 1976), ako štandard bol pouţitý hovädzí sérový albumín: Bio-Rad Quick 

Start - Bovine Serum Albumin Standard Set (BSA) 

7. Pre izoláciu plazmidovej DNA bol pouţitý kit Wizard Plus Midipreps DNA Purification 

systém od spoločnosti Promega (Technical Bulletin No 225, Promega) 

 

4.1.6. Software 

 

Mapy rekombinantných vektorov  boli vytvárané pomocou programu Clone Manager 

verzia 4.01 (Scientific and Educational Software) 

Výstupné hodnoty namerané chromatografickým prístrojom Waters UPLC boli 

spracované pomocou Waters Empower™ 2 Software. 

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

 (SIB) je proteomický server určený na analýzy proteínových sekvencií a štruktúr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.isb-sib.ch/
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4.2.      Metódy 

 

4.2.1.  Príprava a transformácia kompetentných buniek E. coli plazmidovou DNA 

 

4.2.1.1.Príprava kompetentných buniek 

 

Kompetentné bunky boli pripravené metódou popísanou Nishimura  et al. (1990). 

Postup spočíval v kultivácii buniek vo vhodnom médiu obsahujúcom Mg
2+

 a glukózu, 

ktorá zvyšuje účinnosť transformácie. Pripravené bunky sú uchovávané v roztoku 

glycerolu, PEG 7500 a Mg
2+

. 

Do 1000 ml média A bol naočkovaný 1 ml čerstvej (na LB agare cez noc narastenej) 

bakteriálnej kultúry a zmes kultivovaná pri 37°C za dostatočného prevzdušnenia aţ do 

dosiahnutia OD550 0,6 (logaritmická fáza rastu), kedy bola kultivácia ukončená a kultúra 

chladená po dobu 10 minút na ľade. Následne bola kultúra centrifugovaná (10 min, 1500g., 

4°C), oddelený supernatant a pelet resuspendovaný v 1 ml média A. Do zmesi bolo 

pridaných 5 ml média B (LB médium doplnené o 36% glycerol, 12% PEG 7500, a 12 mM 

MgSO4) predchladeného na 4°C. Bunky boli opatrne premiešané, rozdelené na alikvóty po 

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

 

4.2.1.2.Transformácia buniek E. coli plazidovou DNA metódou Heat-Shock 

 

Ku 100µl zmrazených kompetentných buniek bolo pridaných 25 ng plazmidovej 

DNA (pET lmbJ), zmes opatrne premiešaná a inkubovaná na ľade 20 minút (teplota by 

počas inkubácie nemala prekročiť 4°C). Bunky boli prenesené do 15 ml kultivačných 

skúmaviek a vystavené teplotnému šoku 42°C vo vodnej lázni po dobu 50 sekúnd. Zmes 

bola následne chladená pri 4°C po dobu 2 minút. Po uplynutí tejto doby bolo do zmesi 

pridaných 800µl SOC média predhriateho na 37°C a celá zmes kultivovaná 1 hod pri 37°C 

za dostatočného prevzdušnenia, čo umoţnilo bunkám exprimovať gény zaisťujúce 

rezistenciu k antibiotiku. Bunky boli vysiate na pripravené platne s LB médiom 

obsahujúcim kanamycín (30µg/ml) a inkubované cez noc v termostate pri 37°C.  
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4.2.2.    Práca s DNA 

 

4.2.2.1. Izolácia plazmidovej DNA z E. Coli - Midiprep  

 

100 ml LB média s obsahom kanamycínu bolo naočkovaných čerstvou (z LB agaru 

izolovanou) bakteriálnou kolóniou. Inkubácia prebiehala za stáleho prevzdušňovania pri 

37°C cez noc a bola centrifugovaná 10 min x 3500g pri 4°C. Pelet bol resuspendovaný v 3 

ml roztoku I (Cell Resuspension Solution), k zmesi boli pridané 3 ml roztoku II (Cell Lysis 

Solution),  zmes premiešaná a neutralizovaná 3ml roztoku III (Neutralization Solution). 

Zmes bola znovu premiešaná a centrifugovaná 15 min x 14000g pri 4°C. Supernatant 

s obsahom DNA bol zmiešaný s 10 ml roztoku ţivice (Resin) a nanenesený na kolónu 

obsahujúcu imobilizované sklenené častice pripojenú k vákuovemu odsávaciemu 

zariadeniu. Po odsatí roztoku z kolóny bola kolóna prepláchnutá 2 x 15ml roztoku IV 

(Column Wash Solution) s obsahom etanolu. Po odsatí tekutiny sa kolóna sušila 30s, jej 

spodná časť bola vloţená do mikroskúmavky a centrifugovaná 2 min x 10 000g. Na kolónu 

bolo nanesených 150 µl dH2O predhriatej na 80°C, ponechaná 1 min pri RT (izbová 

teplota) a následne bola centrifugovaná najprv 20 s x 10 000g, potom 5min x 10 000g. 

DNA uvolnená z kolóny bola uskladnená pri  -20°C.  

 

4.2.2.2. Kontrolné štiepenie DNA restrikčnými enzýmami 

 

Reakcie prebiehali počas dvoch aţ troch hodín vo firemných pufroch za optimálnych 

podmienok stanovených výrobcom. Restrikčné enzýmy boli inaktivované pridaním DNA 

vzorkového pufra alebo zahriatím na stanovenú teplotu počas doby presne určenej 

výrobcom v priloţenom manuále. 

 

4.2.2.3. Elektroforéza v agarózovom géli 

 

DNA bola analyzovaná pomocou horizontálnej agarózovej elektroforézy v TAE 

pufri. Bol pouţitý 1 % agarózový gél obsahujúci 0,005% etidiumbromidu. K vzorkám 

DNA bol v pomere 1 : 5 pridaný 5 x DNA vzorkový pufer a fragmenty boli separované pri 

napätí 3-5 V/cm. 
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4.2.3.     Práca s proteínmi  

 

4.2.3.1.  Heterológna expresia proteínu 

 

Bunky E. Coli BL21(DE3) boli transformované expresným vektorom pET lmbJ.  

1000 ml sterilného LB média s kanamycínom (30µg/ml) bolo naočkovaných čerstvými 

bunkami E. coli BL 21 (DE3), ktoré niesli plazmid s daným génom (kapitola 4.2.1.2.) na 

výslednú OD550 ˂ 0,1. Kultúra bola kultivovaná pri 37°C za dostatočného prevzdušnenia 

a priebeţne boli odoberané vzorky na meranie OD kultúry. Po dosiahnutí OD550 0,6 bola 

expresia proteínu indukovaná pridaním IPTG na výslednú koncentráciu 0,4 mM 

a kultivácia pokračovala ďalších 90 minút. Po skončení kultivácie bola kultúra rozdelená 

na 4 alikvóty po 250 ml a scentrifugovaná 10 min x 3000g pri 4°C, bol odstránený 

supernantant, pelet buniek resuspendovaný v 50 ml 1x sonifikačného TS-8 pufra 

(prečistenie, odstránenie neţiaducich látok metabolizmu), zmes centrifugovaná 10 min x 

3000g,  4°C, supernatant bol odstránený, a alikvoty boli uskladnené pri – 20°C. 

 

4.2.3.2. Izolácia proteínu z buniek 

 

K bunkám z kroku 4.2.3.1. bola pridaná 1/40 pôvodného objemu (50ml/40  = 

1,25ml) 1x sonifikačného TS-8 pufru. Bunky boli za neustáleho chladenia na ľade rozbité 

pomocou ultrazvuku – sonifikácia 6 x 10 sekúnd s intervalom 1 min pre dostatočné 

ochladenie (zahriatie môţe viesť k poškodeniu proteínu). Po sonifikácii bola centrifugáciou 

30 min x 14 000g pri 4°C oddelená rozpustná frakcia s proteínom od nerozpustnej frakcie 

obsahujúcej zvyšky štruktúr buniek. Po centrifugácii bol supernatant prenesený do 

mikroskúmaviek, ktoré boli uloţené na ľade v chladovej komore pri 4°C. Koncentrácia 

proteínu bola stanovená metódou podľa Bradforda, 1976. Ako štandard bol pouţitý Bio-

Rad Quick Start - Bovine Serum Albumin Standard Set (BSA). K 5 µl vzorky proteínu 

bolo pridaných 250 µl Dye reagent činidla, reakcia prebiehala 15 min pri RT (izbová 

teplota), koncentrácia proteínu bola zistená pomocu spektrofotometra pri λ = 560 nm. 

 

4.2.3.3. Elektroforetická analýza proteínu 

 

Na analýzu proteínu bola pouţitá vertikálna SDS-polyakrylamidová gélová 

elektroforéza (SDS-PAGE). Koncentrácia separačného gélu bola 8, 10 alebo 12% 
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v závislosti na poţiadavkách metódy, koncentrácia zaostrovacieho gélu bola 3%. Presné 

zloţenie jednotlivých gélov je v popísané v kapitole 4.1.4. Roztoky, pufre a gély. 

Analyzovaná vzorka bola pred nanesením zmiešaná s SDS-vzorkovým pufrom 

v pomere 1:1 a zahrievaná 10 min pri teplote varu vo vodnej lázni aby došlo k denaturácii 

proteínov. SDS udeľuje proteínom jednotkový náboj a umoţní tak ich rozdelenie 

v elektrickom poli len na základe ich veľkosti. Merkaptoetanol vo vzorkovom pufri je 

redukčné činidlo narúšajúce disulfidické mostíky. Spoločne so vzorkami bol nanesený 

štandard molekulových hmotností.  

Elektroforéza prebiehala v SDS elektródovom pufri pri konštantnom napätí 180 V 

v zaostrovacom géli a pri 280 V v separačnom géli. Po skončení bol gél farbený.Farbeniu 

predchádzala fixácia proteínov fixačným roztokom (10% kyselina octová, 10% 

izopropanol) po dobu niekoľkých minút. Následne bol gél umiestnený do horúceho 

farbiaceho roztoku a po cca 20 minútach odfarbený zohriatym odfarbovacím roztokom. 

 

4.2.3.4. Purifikácia proteínu 

 

Purifikácia proteínu prebiehala v dvoch krokoch pomocou metaloafinitnej 

chromatografie. Chelatačná kolóna bola pred pouţitím premytá 25 ml dH2O (odstránenie 

etanolu, ktorým sa kolóna plní pre skladovanie), a nabitá iónmi kovu: 1,5 ml 0,1M NiSO4. 

Nabitá kolóna bola pomocou peristaltickej pumpy P-1 (Pharmacia) premytá postupne 25 

ml dH2O, 30 ml 1x TS-8 pufru a potom bola na kolónu nanesená vzorka (proteín). Po 

nanesení proteínu bola kolóna premýtá 10x TS-8 pufrom so zvyšujúcou sa koncentráciou 

imidazolu (Tab. 6). Na preplach aj uvoľnenie proteínu z kolóny boli pouţité vychladené 

roztoky a všetky úkony vykonané tak, aby nedošlo k tepelnej degradácii proteínu. Frakcie 

pretečené kolónou boli zbierané v alikvótnych mnoţstvách, uloţené na ľade a následne 

kontrolované pomocou SDS-PAGE. 

 

Tab. 6  Koncentrácie a objemy roztoku imidazolu pouţité pri uvoľnení proteínu z kolóny 

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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Celý postup izolácie proteínu bol spočiatku kontrolovaný pomocou SDS PAGE, 

neskôr pre rutinné izolácie bola pouţitá metóda farbením Ponceau S na nitrocelulózovej 

membráne. Frakcie obsahujúce His tag-LmbJ boli spojené a odsolené na kolóne.  

Na kolónu prepláchnutú 25 ml odsoľovacieho pufra (20mM TrisHCl, pH 8,3) boli 

nanesené vzorky o max. objeme 1,5 ml. Na uvoľnenie proteínu z kolóny bolo pouţitých 5 

ml odsoľovacieho pufra, frakcie pretečené cez kolónku boli zachytené (10 frakcií po 

500µl) a uloţené na ľade. Prítomnosť proteínu v jednotlivých frakciách bola zistená 

opticky pomocou Ponceau S. Frakcie s obsahom His tag-LmbJ boli spojené a koncentrácia 

proteínu bola stanovená metódou podľa Bradforda. Pre okamţité pouţitie boli 

vzorky uskladnené pri 4°C. Dlhodobejšie je moţné proteín LmbJ skladovať pri -20°C po 

dobu dvoch aţ troch týţdňov. 

 

4.2.3.5.Trombínové štiepenie 

 

 Aminokyseliny fúzované s proteínom LmbJ nesúce His kotvu (His tag-LmbJ) boli 

odštiepené trombínom – proteázou štiepiacou v sekvencii Leu-Val-Pro-Arg * Gly-Ser. 

Získaný proteín (bez kotvy) obsahoval po odštiepení navyše tri aminokyselinové zvyšky 

(Gly, Ser, His) kódované polylinkerom pET 28b(+).Pre zistenie optimálnych podmienok 

reakcie bola pripravená reakčná zmes: 

 

 

 

 

 

Rekacia bola ukončená pridaním 10µl 100 mM fenylmetylsulfonylfluoridu (PMSF) 

v izopropanole. Teplota kultivácie bola 30°C a jednotlivé reakcie boli ukončované 

v časových intervaloch T0´, T5´, T10´, T20´, T40´ a T60´.  Kontrola štiepenia bola 

vizualizovaná pomocou SDS-PAGE.  

Pre rutinné pouţitie prebiehala reakcia v objeme 1000 µl, reakcia prebiehala 

v trombínovom pufre, mnoţstvo proteínu v reakcii bolo 300µg, čas reakcie 30 minút, 

teplota štiepenia 30°C. Po štiepení bol proteín prevedený do pufra 20mM Tris-HCl; pH 8,3 

pomocou odsoľovacej kolóny a zahustený na poţadovanú koncentráciu pomocou kitu 

Centricon YM -10 (Promega). Kontrola štiepenia bola vizualizovaná pomocou SDS – 

PAGE.  

 

10 x trombínový pufor 6 µl  

Trombín (1,44U) 0,01 U 

Proteín LmbJ  9 µg 

H2O doplnené do 60 µl  
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4.2.4. Stanovenie aktivity LmbJ 

 

4.2.4.1.Priebeh a podmienky metylačnej reakcie 

 

V pripravenej metylačnej reakcii boli pouţité oba substráty SAM aj NDL 

v dostatočnom nadbytku tak, aby priebeh reakcie nebol limitovaný koncentráciou 

substrátov (publikované hodnoty: KM NDL = 240µM; KM SAM= 33µM (Chung, 1997); 

nami pouţité koncentrácie v reakcii boli: cNDL = 3220 µM a cSAM = 500 µM, čo je 13,5 

resp. 15-násobok publikovaných hodnôt). Koncentrácia LIN vzniknutého premenou z NDL 

bola detekovaná orientačne chromatografiou na tenkej vrstve (TLC) a neskôr kvantitatívne 

metódouUPLC (Olšovská et al., 2007). Bola pouţitá reakčná zmes (ak nie je v postupe 

inak uvedené) podľa tab. 7. Reakcia bola pripravená v 4 alikvótnych mnoţstvách (ak nie je 

v postupe inak uvedené): 3 x s obsahom LmbJ a 1 negatívna kontrola bez obsahu LmbJ. 

Inkubácia prebiehala 60 min pri teplote 31°C, inaktivácia zahriatím na 80°C po dobu 2 

min. Po inaktiváci boli vzorky uloţené na ľade a pred meraním pomocou UPLC vţdy 

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

 

Tab. 7   Zloţenie štandardnej metylačnej reakcie 

Reagencie Koncentrácia/1 

rekaciu 

Pridávané mnoţstvo Negatívna kontrola 

NDL (10mM) 3,22 mM 9,7 µl 9,7 µl 

SAM (5mM) 0,5 mM 3 µl 3 µl 

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

LmbJ 30 µg max 16,7 µl 0 µl 

dH2O   doplniť do 30 µl 16,7 µl 

 

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

 

Linkomycín moţno od NDL oddeliť chromatografiou na tenkej vrstve (Thin Layer 

Chromatography) čo bolo vyuţité pri detekcii produktu metylácie NDL katalyzovanej 

LmbJ. Na chromatografickú dosku Silikagel 60F254 Merck bolo pomocou Hamiltonovej 

pipety nanesených postupne 5 µl zmesi z metylačnej reakcie, vţdy v dostatočnej 

vzdialenosti od seba (2 - 3cm). Štandardy LIN 1µg/µl a NDL 1µg/µl boli nanášané v 

mnoţstve 1 µl. Ako vývojka slúţila zmes chloroform-metanol-amoniak v pomere 12:3:0,1 

v uzavretej vysokej nádobe. Zlúčeniny linkomycínu boli na chromatografickej doske 
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detekované orcinolovým činidlom [250mg orcinol (3,5-dihydroxytoluen), 44 ml etanol, 6 

ml H2SO4] , ktoré špecificky reagovalo s cukrovou časťou oboch zlúčenín (LIN aj NDL) za 

vzniku detekovateľnej škvrny na chromatografickej doske. 

 

4.2.4.3. Kvantitatívne stanovenie premeny NDL metódou UPLC (Olšovská et al., 2007) 

 

Kvantitatívne stanovenie koncentrácie LIN metódou UPLC bolo uskutočnené v 

spolupráci s RNDr. J. Olšovskou, PhD.  (Mikrobiologický ústav AV ČR). Produkcia 

linkomycínu bola stanovená pomocou Acquity UPLC systému (Waters, Milford, MA, 

USA) vybaveného fotodiódovým snímačom (vlnová dĺţka 194 nm, typ 2996). Vzorky boli 

analyzovaé na kolóne Waters BEH C18 (50 × 2.1 mm s veľkosťou častíc sorbentu 1.7 µm). 

Mobilná fáza pozostávala z roztoku (rozpúšťadla) A: 1mM amónium formiát (pH 9,0) a 

roztoku (rozpúšťadla) B: acetonitril (76 : 24, v/v).  Rýchlosť prietoku mobilnej fázy cez 

kolónu bola 0,5 ml/min, teplota kolóny 35 °C, nanášaný objem vzorky na kolónu 10 µl a 

čas analýzy 1 vzorky bol 3,5 min. Kaţdej nasledujúcej analýze vzorky predchádzalo 

čistenie kolóny (100% acetonitril, 1 min) a následná ekvilibrácia (1.0 min). Namerané 

hodnoty boli spracované pomocou softvéru Empower 2 (Waters).  

 

4.2.4.4. Stanovenie Michaelisovej konštanty proteínu LmbJ pre substráty SAM a NDL 

 

Pre enzýmové rekacie je charakteristická  tzv. saturácia alebo nasýtenie enzýmu 

substrátom. Reakcia prebieha tak, ţe enzým E (v našom prípade LmbJ) reaguje so 

substrátom S (v našom prípade 2  substráty NDL a SAM) za vzniku komplexu enzým-

substrát E+S, ktorý sa v druhej fáze reakcie štiepi na enzým a produkt E+P (v našom 

prípade E+P a zvyšok druhého substrátu). Na vyjadrenie afinity enzýmu k určitému 

substrátu sa pouţíva veličina, ktorá je na aktuálnej (celkovej) koncentrácii enzýmu 

nezávislá a je pre danú dvojicu E+S charakteristickou konštantou. Touto veličinou je 

Michaelisova konštanta KM, ktorá označuje takú látkovú koncentráciu substrátu, pri ktorej 

je rýchlosť enzýmovej reakcie práve polovicou rýchlosti maximálnej. Nízka hodnota KM 

znamená vysokú afinitu  enzýmu k substrátu. Ku grafickému znázorneniu KM podľa 

Michaelisa a Mentenovej bola navrhnutá úprava podľa Lineweavera a Burka. Ak 

vynesieme na os y prevrátenú hodnotu rýchlosti (1/v) a na os x prevrátenú hodnotu 

koncentrácie substrátu (1/s), potom KM/v je smernicou priamky (1/v je priesečník priamky 

na osi y a 1/KM je priesečník na osi x).  
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Pre prípravu rady vzostupných koncentrácií substrátov pre meranie kinetických 

parametrov boli pripravené zásobné roztoky 5mM SAM a 10mM NDL a z nich ďalej 10x 

pracovné koncentrácie. Výsledné koncentrácie SAM v reakciách pre meranie kinetických 

parametrov vznikli pridaním alikvótneho mnoţstva 10x pracovného roztoku (Tab. 8 a 9). 

 

Tab. 8 Príprava pracovnej koncentrácie SAM pouţitej v rekacii pre meranie KM 

Roztok 5mM SAM - 

príprava 10x pracovnej 

koncentrácie SAM (µl) 

H2O 

doplnené 

do 100 µl 

10 x pracovná  

koncentrácia 

SAM v µM 

Výsledná 

koncentrácia SAM 

v reakcii µM 

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 Príprava pracovnej koncentrácie NDL pouţitej v rekacii pre meranie KM 

Roztok 5mM NDL - 

príprava 10x pracovnej 

koncentrácie NDL (µl) 

H2O 

doplnené 

do 100 µl 

10 x pracovná  

koncentrácia 

NDL v µM 

Výsledná 

koncentrácia NDL 

v reakcii µM 

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. Gélová filtrácia 

 

Molekulová hmotnosť proteínu LmbJ (natívna forma) bola stanovená metódou 

gélovej filtrácie na kolóne Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia) v 50 mM Tris-HCl; 100 

mM NaCl; pH 8,3 pufre (Mgr. J. Novotná, PhD.  v našom laboratóriu) . Ako veľkostný 

štandard bol pouţitý GE Healthcare Gel Filtration Calibration Kit HMW (GE Healthcare - 

Amersham). 

 

4.2.4.6. Natívna elektroforéza (BNPAGE) 

 

BNPAGE bola prevedená podľa postupu popísaného Schägger et al. (1994). 

Elektroforéza prebiehala v 8 – 18% gradientovom géli (4.1.4.). Boli pouţité štandardy 

Amersham High Molecular Weight Calibration Kit for native electrophoresis. Purifikovaný 

proteín LmbJ bol nariedený na koncentráciu 2 mg/ml pufrom 50mM Tris-HCl; 100mM 

NaCl; pH 8,3 a ďalej vzorkovým pufrom v pomere 1:1 na koncentráciu 1 mg/ml. 

Lyofilizované štandardy boli rozpustené v 100 µl H2O a nariedené vzorkovým pufrom v 

pomere 1:1. Štandardy boli spojené a nanesené na gél v objeme 10, 20 a 40 µl, vzorka 

proteínu bola nanesená na gél v objeme 10 a 20 µl. Po nanesení bol gél so vzorkami 

prevrstvený katódovým pufrom. Elektroforéza prebiehala pri teplote 4°C. Prvá fáza 

(zaostrovacia) prebiehala pri napätí 100 V (5 mA) 20 minút, druhá fáza (rozdeľovacia) 

prebiehala 35 minút pri napätí 470V (13 mA), záverečná fáza pri napätí 470V (4 mA) 35 

minút. Gél bol farbený a odfarbovaný štandardnou metódou SDS PAGE.  

 

4.2.4.7. Elektrónová mikroskopia 

 

Elektrónovú mikroskopiu prevádzal Dr. Benada, Mikrobiologický ústav AV ČR. 

Proteín LmbJ bol nariedený pufrom (50mM Tris-HCl, pH 8,3; 100 mM NaCl) pribliţne na 

koncentráciu 100 µg/ml. 5 µl nariedeného roztoku LmbJ bolo nanesených na 

elektrónmikroskopické sieťky TESLA 800 pokryté ultratenkým uhlíkovým filmom a 

aktivované dútnajúcim výbojom. Absorbcia LmbJ komplexov prebiehala po dobu 30 s. 

Sieťky boli potom opláchnuté nikoľkými kvapkami pufra a negatívne zafarbené  2% (w/v) 

roztokom uranyl acetátu. Po 30 sekudách bol roztok uranyl acetátu zo sieťok odsatý 

kúskami filtračného papiera a suché sieťky boli uloţené do malých sklenených Petriho 
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misiek vyloţených filtračným papierom. Alternatívne boli sieťky zafarbené 0,5% roztokom 

uranyl formiátu. 

Negatívne farbené preparáty LmbJ boli postupne prehliadané v elektrónovom 

mikroskope Philips CM100 vybavenom digitálnou nízkorýchlostnou, trojčipovou  (slow 

scan CCD) kamerou MegaViewII. Digitálne obrázky boli zaznamenávané pri zväčšení 

64000 x, ktoré dáva veľkosť záznamoveho pixelu 0. 98 nm. 
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5.      VÝSLEDKY 

 

5.1.   Heterológna expresia proteínu LmbJ s His-kotvou (His tag-LmbJ) 

 

Pri expresii proteínu His tag-LmbJ sme postupovali podľa kapitoly 4.2.3.1. Pred 

indukciou IPTG boli odobrané 2 ml kultúry. Heterológnou expresiou sa podarilo získať 

proteín v rozpustnej forme. SDS PAGE ukazuje na jediný produkt o Mw pribliţne 31 kDa, 

čo zhruba zodpovedá vypočítanej Mw 29 346 Da pre His tag LmbJ.   

 

 

                         1       2            3           4             5 

 

Obr. 5.1. Expresia proteínu His tag-LmbJ (SDS – PAGE), kontrola prítomnosti LmbJ 

v bunkách pred indukciou a po nej.  

Dráha č. 1: 3 µl rozpustnej frakcie vzorky odobranej pred indukciou IPTG 

Dráha č. 2: 3 µl nerozpustnej frakcie vzorky odobranej pred indukciou IPTG 

Dráha č. 3: 3µl veľkostný štandard PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 – 250 

kDa) 

Dráha č. 4: 3 µl rozpustnej frakcie (Cell Free Extract) proteínu z buniek po expresii 

indukovanej IPTG 

Dráha č. 5: 3 µl nerozpustnej frakcie proteínu z buniek po expresii indukovanej IPTG 



VÝSLEDKY 

 

59 

 

5.2.    Purifikácia proteínu His tag-LmbJ metaloafinitnou chromatografiou 

 

Metaloafinitnou chromatografiou bol izolovaný proteín  His tag-LmbJ v čistej forme. 

Celkový výťaţok predstavoval 5 - 7 mg proteínu na 1l kultúry. Na obrázku 5.2.a je vidieť 

typický priebeh purifikácie kde bolo zistené, ţe proteín His tag-LmbJ je z kolóny 

uvoľňovaný vo frakciách po premytí 100mM a 250mM imidazolom.  

 

 

Obr. 5.2.a Kontrolná SDS-PAGE po purifikácii His tag-LmbJ na chelatačnej kolóne. 

Po metaloafinitnej chromatografii boli všetky zozbierané vzorky testované na prítomnosť 

His tag-LmbJ pomocou SDS-PAGE. 

Dráha č. 1: 3 µl vzorky s obsahom proteínu His tag-LmbJ, po indukcii  

Dráha č. 2: 5 µl frakcie zachytenej pri nanášaní vzorky s obsahom proteínu na chelatačnú 

kolónu (roztok ktorý pretiekol cez kolónu) 

Dráha č. 3: 5 µl frakcie zachytenej pri premývaní chelatačnej kolóny premývacím pufrom 

(roztok ktorý pretiekol cez kolónu pri premývaní) 

Dráha č. 4: 5 µl frakcie zachytenej pri nanášaní proteínu na kolónu 

Dráha č. 5: 5 µl frakcie č.1 zachytenej pri premývaní chelatačnej kolóny  

Dráha č. 6: 5 µl frakcie č.2 zachytenej pri premývaní chelatačnej kolóny  

Dráha č. 7: 5 µl frakcie č.3 zachytenej pri premývaní chelatačnej kolóny  

Dráha č. 8: 3 µl štandard: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa) 

Dráhy č. 9 -13: 5 µl frakcie č.1 - č.5 uvoľnenej z kolóny pri premýtí 100mM imidazolom 

Dráhy č. 14–18: 5 µl frakcie č.1 - č.5 uvoľnenej z kolóny pri premýtí 250mM imidazolom 

Dráha č. 19: 3 µl štandard: PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10- 250 kDa) 

Dráhy č. 20–24: 5 µl frakcie č.1 - č.5 uvoľnenej z kolóny pri premýtí 500mM imidazolom 



VÝSLEDKY 

 

60 

 

Pre kontrolu prítomnosti proteínu bola pri ďalších izoláciách pouţitá uţ len metóda 

farbením PONCEAU S (Obr. 5.2.b; 5.2.c) Frakcie s najvyšším obsahom proteínu boli 

spojené a prevedené do vhodného pufra odsolením na kolóne. V prípade ţe bola 

koncentrácia proteínu po odsolení nízka pre ďalší postup, bola frakcia s proteínom 

zahustená pomocou kitu Centricon YM -10 (Promega).  

 

 

Obr. 5.2.b Kontrola prítomnosti His tag-LmbJ proteínu uvoľneného z chelatačnej 

kolóny (Hi-trap) na nitrocelulózovej membráne (farbenie Ponceau S). Čísla 100 a 250 

zodpovedajú koncentrácii imidazolu v roztoku ktorým bola kolóna premytá (Tab. 4.2.3.4.). 

Čísla 1-5 označujú vzostupne číslo frakcie a poradie v akom boli jednotlivé frakcie 

zbierané. Najsilnejšie stopy boli v tomto prípade pozorované u frakcií 250-1, 250-2 a 250-

3. Pre odsolenie boli pouţité frakcie 250-1 a 250-2. 

 

 
Obr. 5.2.c Kontrola prítomnosti proteínu po odsolení. Najsilnejšiu stopu na membráne 

dávajú vzorky č.2 a 3. Frakcie boli spojené a bola stanovená koncentrácia proteínu. 

V prípade potreby bol proteín zahustený na poţadovanú koncentráciu. 

 

 

5.3.   Odštiepenie histidínovej kotvy LmbJ trombínom 

 

Proteín His tag-LmbJ bol premenený na proteín LmbJ bez kotvy trombínovým 

štiepením (postup uvedený v kapitole 4.2.3.5.). Na obrázku 5.3.a je vidieť priebeh 

odštiepenia histidínovej kotvy v jednotlivých časových intervaloch. K úplnému odštiepeniu 

kotvy od proteínu LmbJ dochádza za stanovených podmienok po 20 minútach. Dráha 2 

znázorňuje neštiepený proteín His tag-LmbJ, dráhy 3, 4 čiastočne štiepený proteín a dráhy 

5, 6, 7 proteín LmbJ s úplne odštiepenou His kotvou. Pre ďalší postup sme dobu štiepenia 

za daných podmienok stanovili na 30 min. 
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                               1           2            3           4           5          6          7 

 

Obr. 5.3.a Premena His tag-LmbJ na proteín LmbJ bez kotvy trombínovým 

štiepením – zistenie optimálneho času štiepenia, reakcie ukončené v intervaloch  0, 5, 10, 

20, 40 a 60 min. 

Dráha č. 1: 3µl veľkostný štandard PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10-250kDa 

Dráha č. 2: 10 µl reakčnej zmesi – kontrolná rekacia , proteín His tag-LmbJ bez trombínu 

Dráha č. 3: 10 µl reakčnej zmesi + trombín 1 µl (1,44 U/1 µl) – štiepenie 30°C; 5 min 

Dráha č. 4: 10 µl reakčnej zmesi + trombín 1 µl (1,44 U/1 µl) – štiepenie 30°C; 10 min 

Dráha č. 5: 10 µl reakčnej zmesi + trombín 1 µl (1,44 U/1 µl) – štiepenie 30°C; 20 min 

Dráha č. 6: 10 µl reakčnej zmesi + trombín 1 µl (1,44 U/1 µl) – štiepenie 30°C; 40 min 

Dráha č. 7: 10 µl reakčnej zmesi + trombín 1 µl (1,44 U/1 µl) – štiepenie 30°C; 60 min 

 

 

5.4.   Kontrola aktivity proteínu LmbJ 

 

Aktivita proteínu (schopnosť premieňať substrát NDL na LIN za pouţitia SAM ako 

zdroja metylovej skupiny) bola zisťovaná pomocou metylačnej reakcie (4.2.4.1.). Pre 

zistenie vplyvu histidínovej kotvy proteínu na metyláciu NDL boli pripravené reakcie 

s obidvomi proteínmi (8 alikvót metylačnej reakcie: 2x negatívna kontrola, 2x 

inaktivovaný proteín, 2x rekacia s LmbJ, 2x rekacia s His tag-LmbJ). 
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Z optického odčítania výsledkov merania TLC vyplýva, ţe histidínová kotva za 

týchto podmienok nemá vplyv na metylačnú aktivitu proteínu. Vzhľadom na to, ţe 

pridanie ďalšieho izolačného kroku môţe negatívne ovplyvňovať kvalitu proteínu a teda 

skresliť výsledky meraní kinetických parametrov sme sa rozhodli, ţe v ďalších 

experimentoch bude pouţítý iba proteín His tag-LmbJ. 

 

    1           2          3           4  5    6         7      8       9        10 

 

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

(TLC) 

Dráha č.1: 1ug štandard NDL  

Dráha č.2: 5 µl negatívna reakcia I bez proteínu   

Dráha č.3: 5 µl negatívna reakcia II bez proteínu  

Dráha č.4: 5µl inaktivovaný proteín His tag-LmbJ - 1 min 80°C + reakcia na ľade 4°C  

Dráha č.5: 5µl inaktivovaný proteín LmbJ bez kotvy - 1 min 80°C + reakcia na ľade 4°C  

Dráha č.6: reakcia Ia : proteín LmbJ - 30µg, 60 min, 31°C, pH 8,3 

Dráha č.7: rekacia IIa : proteín LmbJ - 30µg, 60 min, 31°C, pH 8,3 

Dráha č.8: reakcia Ib : proteín His tag-LmbJ - 30µg, 60 min, 31°C, pH 8,3 

Dráha č.9: reakcia IIb : proteín His tag-LmbJ - 30µg, 60 min, 31°C, pH 8,3 

Dráha č.10: 1ug štandard LIN       
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5.5. Zistenie optimálnych podmienok premeny NDL na LIN 

 

Úlohou ďalších experimentov bolo sledovať priebeh metylačnej reakcie za rôznych 

podmienok s cieľom stanoviť ideálne podmienky premeny NDL na LIN. Boli zisťované 

fyzikálno-chemické parametre (teplota, pH) a časový priebeh reakcie. Na základe 

získaných výsledkov bola pripravená metylačná reakcia pre meranie kinetických 

parametrov enzýmu s optimálnym zloţením a podmienkami. 

 

5.5.1. Stanovenie optimálneho času (t-optimum) metylačnej reakcie  

 

V tejto časti sme sledovali priebeh metylačnej reakcie v závislosti na čase. Cieľom 

pokusu bolo stanoviť optimálnu dobu reakcie pre meranie KM. Bolo pripravených 10 

reakcií - 1x negatívna kontrola, 9x časová závislosť (4.2.4.1). Reakcie prebiehali pri 

teplote 31°C a ukončované boli postupne v časových intervaloch 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 

a 24 minút inaktiváciou pri 80°C po dobu 2 minút. Grafické znázornenie časovej 

závislosti premeny substrátu je na obrázku 5.5.1. Ako optimálny čas reakcie bola zvolená 

hodnota 5 min. 

 

 

Obr. 5.5.1 Závislosť premeny NDL na čase. Os X udáva čas v minútach. Os Y udáva 

koncentráciu LIN v µg, vznikajúceho premenou NDL za časový interval enzýmom LmbJ.  
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5.5.2. Stanovenie teplotného optima reakcie 

 

Ďalšou úlohou bolo určenie optimálnej teploty pre priebeh metylačnej reakcie. 

Reakčná zmes bola pripravená podľa 4.2.4.1. (jednotlivé reakcie boli pripravené v 3 

paralelách). Kultivácia vzoriek prebiehala v prístroji T-GRADIENT Thermocycler 96 

(Biometra) pre gradientovú PCR, výber vhodných kultivačných teplôt zodpovedal 

nastaveniam prístroja pre zvolený rozptyl hodnôt. Reakcie prebiehali pri teplotách: 26,4; 

29,7; 34,1; 38,9; 43,6; 48,4; 53,1; 57,9; 62,2 a 66 °C po dobu 5 minút. Reakcie boli 

ukončené teplotnou denaturáciou proteínu 2 min pri 80°C. 

Z výsledkov merania vyplýva, ţe teplotné optimum pre proteín LmbJ sa pohybuje 

okolo hodnoty 48,4 °C. Vzhľadom k tomu, ţe paralelne s týmto pokusom prebiehal  za 

rovnakých podmienok pokus s proteínom CcbJ (ortológ génu LmbJ v celesticetínovom 

zhluku génov Streptomyces caelestis ATCC 15084 viď. kapitola 6. ), ktorého teplotné 

optimum sa pohybovalo okolo hodnoty 43°C, zvolili sme si pre paralelné meranie 

kinetických parametrov obidvoch enzýmov hodnotu 45°C (Obr.5.5.2.a). Táto hodnota je 

blízka zistenému teplotnému optimu obidvoch enzýmov. 

 

 

Obr. 5.5.2.a Závislosť premeny NDL na teplote. Os X udáva teplotu v °C, Os Y udáva 

aktivitu enzýmu v mU (1 U = 1 M LIN vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 
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Namerané hodnoty pre teplotné optimum boli výrazne vyššie oproti publikovanej 

hodnote 31°C (Chung et al., 1997; Kadlec, 2000). Dôvod, prečo sa nameraná hodnota líši 

od publikovanej môţe byť v pouţití proteínu His tag-LmbJ (Chung pouţil proteín 

z prirodzeného zdroja, Kadlec zas proteín s odštiepenou His-kotvou – proteín blízky 

natívnemu). Pre potvrdenie alebo vyvrátenie moţného vplyvu histidínovej kotvy na 

teplotnú stabilitu proteínu bol experiment uskutočnený znovu, paralelne pre obidva 

proteíny: LmbJ aj His tag-LmbJ. Zloţenie metylačnej rekcie bolo rovnaké ako 

v predchádzajúcom prípade, reakcie prebiehali 5 minút pri teplotách: 28 ; 36,1 ; 45,6 ; 

55,1; 68°C (Obr.5.5.2.b). Denaturácia proteínu prebehla 2 min pri 80°C. 

 

 

Obr.5.5.2.b Graf znázorňujúci rozdiely v metylačnej aktivite (závislosť na teplote) 

medzi proteínom His tag-LmbJ (červená krivka) a proteínom LmbJ (modrá krivka),  

(1 U = 1 M LIN vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 

 

 

Výsledok pokusu ukázal, ţe hodnoty aktivity sa u oboch proteínov líšia len 

minimálne a teplotné optimum je u oboch proteínov vyššie ako publikovaná hodnota 

(31°C). Rovnaké výsledky boli dosiahuté aj v príppade keď bol rekačný čas predĺţený na 

jednu, respektíve dve hodiny. Z výsledku pokusu vyplýva, ţe histidínová kotva nemá 

stabilizačný účinok na proteín LmbJ.  Zhodný výsledok bol dosiahnutý za rovnakých 

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

 

Stanovenie pH optima prebiehalo za pomoci dvoch experimentov pri pouţití dvoch 

rozdielnych pufrov (Tris-HCl a glycínového pufru, 4.1.4.). Zloţenie reakcie bolo podľa 

kapitoly 4.2.4.1., čas reakcie bol 5 minút, hodnoty pH v reakciách boli pri pouţití 

jednotlivých pufrov nasledovné: 

 

Pufer Hodnoty pH 

Tris-Cl 6,95 7,25 7,5 7,7 7,9 8 8,1 8,26 8,5 8,75 

Glycín 8,6 8,85 9,15 9,3 9,74 10,1 10,3    

 

 

 

Obr. 5.5.3  Závislosť premeny NDL na pH. Os X udáva hodnotu pH, Os Y udáva 

aktivitu enzýmu v mU (1 U = 1 M LIN vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 

 

V metylačnej reakcii bol štandardne pouţívaný pufer 20mM Tris–HCl. Keďţe 

hranice účinnosti pufra Tris–Cl sú v rozmedzí hodnôt 7,2 - 9,0 a pri vyšších hodnotách pH 

uţ nedokáţe správne pufrovať rekaciu, musel byť proteín pred meraním pH optima v 

rozsahu 8,6 – 10,3 prevedený do 50mM glycínového pufru (zloţenie viď 4.1.4), ktorého 

účinnosť sa pohybovala v rozmedzí hodnôt pH 8,6 aţ 10,6. Reakcia prebiehala 5 min pri 

teplote 45°C . Výsledné pH optimum sa pohybuje v rozmedí hodnôt pH 8 - 8,6 (Obr. 

5.5.3). Namerané hodnoty zodpovedajú publikovanej hodnote pH 8,3 (Chung, 1997; 

Kadlec, 2000). Pre ďalšie experimenty sme pouţívali metylačnú reakciu s pH 8,3. 
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5.6. Stanovenie kinetických parametrov enzýmu  

 

Hodnota Michaelisovej konštanty (KM) bola stanovená pre obidva substráty 

metylačnej reakcie - SAM aj NDL. Pri meraní kinetických parametrov jedného substrátu 

bol druhý substrát do reakčnej zmesi pridaný v dostatočnom nadbytku (v porovnaní 

s hodnotami publikovanými Chungom, 1997). Reakcie prebiehali za týchto podmienok: 

koncentrácia SAM v reakčnej zmesi bola 0,5mM (15-násobok publikovanej hodnoty 

KM), koncentrácia NDL 3,22 mM (13,5-násobok publikovanej hodnoty KM). 

Množstvo proteínu v reakčnej zmesi: 30 µg, reakcia prebiehala v pufri 20 mM Tris-

HCl za podmienok: pH 8,3; teplota reakcie 45°C; čas reakcie 5 min; inaktivácia 

enzýmu 2 min pri 80°C. 

Prvým experimentom bol meraný prírastok produktu metylačnej reakcie v závislosti 

na koncentrácii substrátu – NDL (KM NDL, Obr.5.6.a; 5.6.b). Pre meranie kinetických 

parametrov enzýmu bola pripravená metylačná reakcia s rozptylom koncentrácií NDL 

podľa 4.2.4.4. (c NDL:  0, 30, 50, 80, 130, 180, 250, 300, 450, 600, 750 µM). Druhý 

substrát (SAM) bol do reakcie pridaný v nadbytku. 

 

 
 

Obr. 5.6.a  Meranie KM pre substrát NDL. Závislosť rýchlosti enzýmovej reakcie na 

rôzných koncentráciách substrátu pri konštantnej koncentrácii enzýmu (závislosť podľa 

rovnice Michaelis-Mentenovej).  



VÝSLEDKY 

 

68 

 

 

Obr. 5.6.b Meranie KM pre substrát NDL, linearizácia hodnôt 5.6.a podľa Lineweavera 

a Burka. Os X udáva prevrátenú hodnotu koncentrácie substrátu NDL a Os Y udáva 

prevrátenú hodnotu aktivity enzýmu (1 U = 1 M LIN vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 

 

 

  Z nameraných výsledkov (Obr.5.6.b) sme stanovili KM pre NDL = 270,6 µM, čo je 

hodnota zodpovedajúca publikovanej hodnote 240 µM (Chung et al., 1997).  

Ďalším krokom bolo meranie prírastku produktu v závislosti na koncentrácii 

substrátu SAM. Rozsah koncentrácie SAM pouţitej pre meranie KM sa pohyboval 

v rozmedzí 0,3 - 4,5 násobku publikovanej hodnoty KM = 33µM (Chung et al., 1997), (0, 

10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150 µM). Podmienky a zloţenie reakcie je uvedené na začiatku 

tejto kapitoly (viď. zvýraznený text), druhý substrát (NDL) bol do reakcie pridaný 

v nadbytku. Vynesením nameraných hodnôt do grafu (Obr. 5.6.c) sme získali priamku. 

Výsledok ukazuje pravdepodobne na nízku koncentráciu substrátu SAM v metylačnej 

reakcii. To zapríčinilo, ţe v rekacii nebola dosiahnutá maximálna rýchlosť premeny 

substrátu enzýmom (Vmax) a Michaelisovu konštantu preto nebolo moţné stanoviť. 
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Obr. 5.6.c Meranie KM pre substrát SAM. Závislosť rýchlosti enzýmovej reakcie na 

rôzných koncentráciách substrátu pri konštantnej koncentrácii enzýmu (závislosť podľa 

rovnice Michaelisa-Mentenovej). Os X udáva koncentráciu substrátu SAM v µM, Os Y 

udáva aktivitu enzýmu v mU ( 1 U = 1 M LIN vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 

 

 

Na základe výsledkov merania KM pre SAM (predpokladaná nízka koncentrácia 

SAM v reakcii =˃ nedosiahnutá Vmax) bol uskutočnený experiment pre stanovenie 

koncentrácie substrátu SAM, ktorá nebude limitujúca pre priebeh metylačnej reakcie. 

V ďalšom experimente bola teda pouţitá škála koncentrácií SAM aţ do 2900 µM (Tab. 

11). Ostatné podmienky a zloţenie reakcie je uvedené na začiatku tejto kapitoly - 

zvýraznený text.  
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Tab. 11. Príprava koncentračnej rady SAM pre meranie KM 

SAM 10 x pracovná  

koncentrácia (µM) 

Pridané mnoţstvo 10x 

pracovnej konc. (µl) 

H2O  doplnené 

do 20µl 

Výsledná koncentrácia 

SAM v reakcii (µM) 

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 

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 

 

  

Obr. 5.6.d Meranie KM pre substrát SAM. Závislosť rýchlosti enzýmovej reakcie na 

rôzných koncentráciách substrátu pri konštantnej koncentrácii enzýmu (závislosť podľa 

Michaelisa-Mentenovej a linearizácia hodnôt podľa Lineweavera a Burka). Os X udáva 

koncentráciu substrátu SAM v µM, Os Y udáva aktivitu enzýmu v mU ( 1 U = 1 M LIN 

vytvorený 1 mg proteínu /1 min). 
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Vynesením nameraných hodnôt do grafu podľa závislosti Michaelisa-Mentenovej 

sme získali krivku, znázorňujúcu vplyv koncentrácie substrátu na rýchlosť jeho 

enzymatickej premeny. Linearizáciou podľa Lineweavera a Burka bola získaná priamka 

a z jej rovnice bola vypočítaná hodnota KM (SAM) 787 µM. 

Nami stanovená hodnota KM (SAM) vysoko prevyšuje publikovanú hodnotu 33 µM. 

Z výsledku tieţ vyplýva, ţe koncentrácia SAM, pouţitá v reakciách pre stanovenie KM 

(NDL) nedosahovala ani reálnu hodnotu KM (Obr.5.6.a, 5.6.b). Výsledná krivka KM (NDL) 

preto nebola závislosťou rýchlosti reakcie na koncentrácii substrátu NDL, ale bola 

ovplyvnená koncentráciou oboch substrátov. Preto nemôţeme vypočítanú hodnotu KM 

(NDL) povaţovať za správnu a bolo nevyhnutné pokus zopakovať s dostatočne vysokou 

koncentráciou SAM, ktorá by nemala vplyv na rýchlosť reakcie. Pri ďalších meraniach 

bola preto pouţívaná konečná koncentrácia SAM v reakcii 4 mM. 

SAM je komerčne dostupný vo forme hydrochloridu a takéto zvýšenie jeho 

koncentrácie v reakcii môţe viesť k zmene pH reakcie. Pouţitím pH indikátorov bolo 

zistené, ţe výsledná hodnota pH nie je ovplyvnená, boli preto pouţité rovnaké 

koncentrácie roztokov ako v predchádzajúcich pokusoch. Vzhľadom k zmene parametrov 

metylačnej  reakcie, bola za nových podmienok znovu stanovená časová závislosť 

premeny NDL na LIN. Metylačné reakcie (pripravené podľa Tab. 12.) prebiehali pri 

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

 

Tab.12. Podmienky metylačnej reakcie pre meranie časového intervalu 

Reagencie Koncentrácia/1 

rekacia 

Pridávané mnoţstvo Negatívna kontrola 

NDL (10mM) 3,22 mM 9,7 µl 9,7 µl 

SAM (40mM) 4 mM 3 µl 3 µl 

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

LmbJ 20 µg max 16,7 µl 0 µl 

DH2O   doplniť do 30 µl 16,7 µl 
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Obr. 5.6.e Závislosť premeny NDL na čase. Interval 1min; 4 mM SAM. Os X udáva čas 

v minútach. Os Y udáva koncentráciu LIN v µg, vznikajúceho premenou NDL za časový 

interval enzýmom LmbJ.  

 

Z výsledkov experimentu je patrný podobný priebeh metylačnej reakcie ako 

v prípade pouţitia 0,5 mM SAM. V oboch prípadoch bola dosiahutá maximálna produkcia 

enzýmu v časovom intervale 10 minút. Pre dalšie meranie kinetických parametrov bol 

zvolený čas 2 min. Tento čas je z praktického hľadiska dostatočne dlhý na uskutočnenie 

experimentu a zároveň spĺňa podmienku pre meranie kinetiky podľa definície Michaelisa, 

ţe meranie kinetických parametrov enzýmu by malo prebiehať za podmienok, kedy je 

rýchlosť reakcie konštantná a prírastok produktu lineárny. Zloţenie reakčnej zmesi pre 

stanovenie KM (NDL) je uvedené v Tab. 12, čas reakcie bol 2 min,  koncentrácie NDL: 

333, 666, 1000, 1333, 1666, 2333, 3000 a 5000 µM (Tab.13.). 
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Tab.13. Príprava koncentračnej rady NDL pre meranie KM 

SAM 10x pracovná  

koncentrácia (µM) 

Pridané mnoţstvo 10x 

pracovnej konc. (µl) 

H2O  doplnené 

do 20µl 

Výsledná koncentrácia 

SAM v reakcii (µM) 

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 

 

Obr. 5.6.f Meranie KM pre substrát NDL. Vynesenie výsledkov podľa Michaelisa 

a Mentenovej (krivka) a ich linearizácia podľa Lineweavera a Burka (priamka). Os X 

udáva koncentráciu NDL v µM a Os Y udáva aktivitu enzýmu v mU (1 U = 1 M LIN 

vytvorený 1 mg proteínu/1 min).V menšom obrázku sú to hodnoty 1/x a 1/y. 

 

KM  pre substrát NDL bola rovnako ako u KM pre SAM vypočitaná z rovnice  

priamky (linearizace podľa Lineweaver a Burke) z grafu (Obr. 5.6.f) . Hodnota KM  pre 

NDL = 1202 µM. 
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5.7. Natívna elektroforéza (BNPAGE) 

 

Metódou  natívnej elektroforézy BNPAGE (4.2.4.6.) bola zistená molekulová 

hmotnosť proteínu His tag-LmbJ. Na elektroforézu bolo nanesených 10µg proteínu LmbJ 

a CcbJ. Na obrázku je v prípade His tag-LmbJ pozorovateľná jedna majoritná forma 

proteínu s molekulovou hmotnosťou pribliţne 140 kDa (Obr. 5.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             1  2  3 

Obr. 5.7. Natívna elektroforéza proteínu LmbJ 

Dráha č. 1: 10µl proteín CcbJ (1mg/ml) 

Dráhač. 2: 10µl proteín LmbJ (1mg/ml) 

Dráha č. 3: 20 µl veľkostný štandard Amersham High Molecular Weight 

Calibration Kit for native electrophoresis 
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5.8. Gélová filtrácia 

 

Stanovenie molekulovej hmotnosti metódou gélovej filtrácie uskutočnila Dr. Jitka 

Novotná (toto laboratórium, MBU). Metódou gélovej filtrácie (4.2.4.5.) bola stanovená 

molekulová hmotnosť proteínu His tag-LmbJ na 199,4 kDa (Obr. 5.8). Ako veľkostné 

štandardy boli pouţité: ferritín, aldoláza, conalbumín a ovalbumín s rozmedzím 

molekulových hmotností od 43.10
3
 po 440.10

3
. 

 

Obr. 5.8. Stanovenie molekulovej hmotnosti proteínov His tag-LmbJ (modrý štvorec) a 

His tag-CcbJ (zelený štvorec) metódou gélovej filtrácie. Červenými štvorcami sú 

na obrázku označené jednotlivé veľkostné štandardy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Na základe výsledkov metód natívnej elektroforézy a gélovej filtrácie bolo obtiaţne 

stanoviť kvartérnu štruktúru proteínu, pre ďalšie skúmanie štruktúry bola preto pouţitá 

elektrónová mikroskopia. 

 

Proteín tE/to 

Logaritmus 

molekulovej 

hmotnosti 

Molekulová 

hmotnosť 

Predpokladaný 

počet 

podjednotiek  

His tag-

LmbJ 
1. 4692957 5.2996463 199 363 6.7 

His tag-

CcbJ 
1.4484507 5.3499162 223 828 7.5 
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5.9. Elektrónová mikroskopia 

 

Elektrónovú mikroskopiu (EM) zrealizoval Dr. Benada na Mikrobiologickom ústave 

AVČR podľa postupu uvedenom v kapitole 4.2.4.7.  Proteín His tag-LmbJ bol pred 

skúmaním na EM prevedený odsolením na kolóne do pufra 50mM Tris-HCl, pH 8,3; 100 

mM NaCl. Proteín mal tendenciu tvoriť agregáty a oddelenie jednotlivých molekúl 

proteínu si vyţadovalo pouţitie zvýšenej koncentrácie NaCl v pufri. Pred meraním na EM 

bol proteín nariedený rovnakým pufrom pribliţne na koncentráciu 100 µg/ml. Pre 

pozorovanie na EM bolo pouţitých 5 µl roztoku s obsahom His tag-LmbJ. 

 

 

Obr. 5.9.a  Elektrónová mikroskopia proteínu His tag-LmbJ. Výrezy z obrázku (1-8) sú  

zväčšené 3x. 
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Monomér His tag-LmbJ má molekulovú hmotnosť 29 346 Da, čo je na samej hranici 

rozlíšiteľnosti pouţitej metódy. Na obrázku sú jasne pozorovateľné štruktúry tvorené 

štyrmi, piatimi alebo aţ šiestimi základnými jednotkami pričom najčastejšie sa 

vyskytujúcou je štvor-jednotková štruktúra (Obr.5.9.a – 1,4,6). Boli vytvorené dva 

pravdepodobné modely proteínu LmbJ: hexamérny a tetramérny (Obr.5.9.a, 5.9.b).  

 

 

 

 

 

Obr. 5.9.b Hexamérny model proteínu LmbJ, variabilnou orientáciou v priestore sa 

môţe táto štruktúra javiť v 2D priestore ako tetramér, pentamér alebo hexamér (foto: 

Marek Poľan, 3D model: Daniel Poľan) 
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   1     2    3 

Obr. 5.9.c Tetramérny model proteínu LmbJ, variabilnou orientáciou v priestore sa 

môţe táto štruktúra javiť v 2D priestore ako trimér alebo tetramér (foto: Marek Poľan, 3D 

model: Daniel Poľan). 

 

Na základe porovnania vypracovaných modelov s výsledkami EM sme dospeli 

k záveru, ţe tetramérny model (Obr. 5.9.c) je z hľadiska výskytu päťpočetných alebo 

šesťpočetných štruktúr (ktoré nemôţu vzniknúť natočením tetramérnej molekuly v 

priestore) nepravdepodobný a moţno ho tak vylúčiť. Proteín LmbJ je tak s najväčšou 

pravdepodobnosťou hexamér (Obr. 5.9.b). 
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5.10. Charakterizácia proteínu CcbJ 

 

Táto diplomová práca bola vypracovaná ako súčasť širšieho projektu charakterizácie 

a porovnania posledných dvoch krokov biosyntézy linkomycínu a celesticetínu. Niţšie 

uvedené výsledky nie sú súčasťou tejto diplomovej práce, avšak pre ľahšie pochopenie  

niektorých záverov je dôleţité ich uviesť aspoň v skratke. Paralelne s meraním kinetických 

parametrov enzýmu LmbJ prebiehalo analogické meranie aj pre enzým CcbJ. CcbJ je 

ortológom proteínu LmbJ v biosyntetickej dráhe celesticetínu. Jedná sa o metyltransferázu 

katalyzujúcu premenu N-demetylcelesticetínu na celesticetín. Obidva proteíny vykazujú 

značnú vzájomnú podobnosť - 59% identity (Protein Blast). 

Ako substrát metylačnej reakcie bol pre obidva enzýmy pouţitý NDL. V prípade 

CcbJ je prirodzeným substrátom N-demetylcelesticetín, ktorý však nie je komerčne 

dostupný. V prvej fáze bola teda dokázaná schopnosť CcbJ utilizovať NDL za vzniku 

konečného produktu - LIN. Fakt, ţe CcbJ utilizuje NDL s účinnosťou porovnateľnou 

s LmbJ, ukazuje na širokú substrátovu špecifickosť tohoto enzýmu. Optimálne podmienky 

metylačnej reakcie boli pre enzým CcbJ zisťované spoločne s enzýmom LmbJ a všetky 

reakcie prebiehali paralelne za rovnakých podmienok. 

 

 

Obr.6.a Meranie teplotného optima pre enzým CcbJ.  
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Z výsledkov merania vyplýva, ţe optimálna teplota premeny substrátu enzýmom 

CcbJ sa pohybuje zhruba na úrovni 43,6° C, optimálna teplota zistená pre enzým LmbJ 

bola 48,4°C. Pre ďalší postup bola pouţitá hodnota blízka optimálnej teplote obidvoch 

enzýmov 45°C.  

Ďalej bola zisťovaná optimálna hodnota pH pre priebeh metylačnej reakcie, zloţenie 

aj podmienky metylačnej reakcie zodpovedali hodnotám pouţitým v kapitole 5.5.3. pre 

meranie pH optima pre enzým LmbJ. 

 

 
Obr.6.b Meranie pH optima pre enzým CcbJ.  

 

Z výsledkov vyplýva, ţe pH optimum pre enzým CcbJ sa rovnako ako v 

prípade LmbJ pohybuje v rozmedzí hodnôt 8 - 8,6. Kinetické parametre boli zisťované 

rovnako ako v prípade LmbJ pre substráty (SAM a NDL). Z výsledkov merania boli 

vypočítané hodnoty: KM (SAM) 800 µM a KM (NDL) 1900 µM.  

Molekulová hmotnosť proteínu His tag-CcbJ bola spočítaná na 30 046 Da, čo 

zodpovedá hodnote zistenej pomocou SDS PAGE. Metódou natívnej elektroforézy bola 

zistená jedna majoritná forma natívneho proteínu s molekulovou hmotnosťou 140 kDa. 

Gélova filtrácia ukázala hodnotu Mr = 223 828 Da. V elektrónovom mikroskope boli 

podobne ako u proteínu LmbJ pozorované štruktúry tvorené štyrmi, piatimi alebo šiestimi 

základnými jednotkami. Najväčší výskyt bol pozorovaný u 4-členných jednotiek tvoriacich 

štruktúru pripomínajucu ihlan.
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6. DISKUSIA 

 

Táto práca je zameraná na štúdium záverečného kroku bisyntetickej dráhy 

linkomycínu, metyláciu na dusíku pyrolového reťazca propylprolínovej podjednotky N-

demetyllinkomycínu. Táto reakcia je katalyzovaná produktom génu lmbJ -  N-

demetyllinkomycín-metyltransferázou závislou na S-adenozylmetioníne. 

Proteín LmbJ s histidínovou kotvou ( 20 aminokyselín) na N-konci proteínu (His tag-

LmbJ) bol nadprodukovaný v kmeni E. Coli BL21(DE3) a purifikovaný metaloafinitnou 

chromatografiou. Pomocou SDS-PAGE bola zistená molekulová hmotnosť proteínu, 

zodpovedajúca vypočítanej molekulovej hmotnosti pre monomérny proteín s kotvou - 

29 346 Da. Pomocou gélovej filtrácie bola pozorovaná jediná forma enzýmu s 

molekulovou hmotnosťou 199,4 kDa, čo by pri veľkosti monomérnej molekuly proteínu 

His tag-LmbJ zhruba 30 kDa zodpovedalo pribliţne hexamérnej štruktúre. Metódou 

natívnej elektroforézy bola taktieţ zistená jedna majoritná forma proteínu, avšak 

s molekulovou hmotnosťou pribliţne 140 kDa. Tento výsledok naznačuje pravdepodobnú 

tetramérnu štruktúru proteínu. Ani jednu z metód však nemoţno povaţovať za úplne 

exaktnú (presnú). U obidvoch metód môţe byť totiţ výsledok skreslený tvarom 

a priestorovým usporiadaním molekuly proteínu, v prípade BN PAGE navyše aj nábojom.  

Ďalším zo spôsobov stanovenia počtu podjednotiek natívneho proteínu je 

elektrónová mikroskopia (EM). Proteín LmbJ sa svojou veľkosťou pohybuje na hranici 

rozlíšiteľnosti pouţitého elektrónového mikroskopu. Napriek tomu boli pomocou EM 

pozorované štruktúrne útvary pozostávajúce zo štyroch, piatich alebo šiestich štruktúrnych 

jednotiek. Na základe výsledkov EM boli navrhnuté dva modely kvartérnej štruktúry 

proteínu: tetramérny a hexamérny (5.9.b, 5.9.c). Hexamérny model sa v závislosti na uhle 

natočenia v priestore môţe javiť ako štruktúra tvorená štyrmi, piatimi alebo šiestimi 

jednotkami. Tetramérny model vyhovoval väčšine moţných pohľadov získaných z EM. 

Pomocou tetramérneho modelu však nemoţno ţiadnym spôsobom namodelovať päť 

a šesťpočetné štruktúry, ktoré boli v určitom mnoţstve na EM tieţ pozorované. Na základe 

tejto skutočnosti teda predpokladáme hexamérnu štruktúru natívneho proteínu LmbJ.  

Štandardnou metylačnou rekaciou bolo potvrdené, ţe enzým LmbJ je sám o sebe 

terminálnou NDL – metyltransferázou, katalyzujúcou premenu NDL na LIN. Paralelne 

s testovaním LmbJ prebiehali totoţné experimenty aj so sekvenčne podobným enzýmom 

CcbJ, ortologóm proteínu LmbJ v celesticetínovom biosyntetickom zhluku.V prípade CcbJ 

však nebolo moţné získať jeho prirodzený substrát N-demetylcelesticetín (NDC), preto bol 
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aj pre enzým CcbJ pouţítý ako substrát metylačnej rekacie NDL. Prekvapivo bola 

dokázaná schopnosť CcbJ vyuţívať substrát NDL s afinitou porovnateľnou s LmbJ aj 

napriek tomu, ţe nie je jeho prirodzeným substrátom.  

Táto širšia substrátová špecificita je v kontraste s veľmi úzkou špecificitou enzýmov 

katalyzujúcich predchádzajúci krok biosyntetickej dráhy - kondenzáciu podjednotiek. 

Tento krok je katalyzovaný enzýmovým komplexom N-demetyllinkozamid syntetázou 

(NDLS). Aminokyselinu rozpoznávajúca podjednotka NDLS zo S. lincolnensis (LmbC) 

vykazuje pre prolín, substrát (CcbC), (ortológ LmbC z biosyntetického zhluku S. 

caelestis), takmer nulovú afinitu. Táto skutočnosť platí aj opačne – CcbC, ktorého 

prirodzeným substrátom je prolín, nedokáţe rozpoznať a aktivovať propylprolín, substrát 

LmbC (Kadlčík, nepublikované data). Pravdepodobným dôvodom bude fakt, ţe v prípade 

NDLS je miesto pre rozpoznanie a väzbu substrátu tvorené akousi kapsou, do ktorej 

vstupuje celá rozpoznávaná aminokyselinová podjednotka. V takomto prípade má potom 

dôleţitú úlohu postranný trojuhlíkový reťazec, ktorým sa propylprolín (LIN) odlišuje od 

prolínu (celesticetin).  

Na rozdiel od NDLS je v prípade NDL-metyltransferázy pravdepodobne 

rozpoznávané len najbliţšie okolie metylovaného miesta, ktoré je u obidvoch ATB 

(celesticetínu aj linkomycínu) zhodné. Táto široká substrátová špecifita terminálnej 

metyltransferázy môţe byť veľmi výhodná pre vyuţitie tohoto enzýmu pri príprave 

hybridných antibiotík s rôzne dlhým a modifikovaným postranným reťazcom 

aminokyselinovej stavebnej jednotky. 

Pre obidva proteíny (LmbJ i CcbJ) bolo stanovené pH optimum 8,3; čo presne 

zodpovedá hodnotám nameraným pre enzým LmbJ izolovaný z prirodzeného zdroja 

(Chung et al., 1997) a tieţ výsledkom meraní publikovaným v práci J. Kadleca (Kadlec, 

2000). Meraním teplotného optima sme získali výsledky odlišné od publikovaných hodnôt. 

Nami nameraná optimálna teplota 48,4°C pre LmbJ a 43°C pre CcbJ je vyššia ako hodnota 

31°C publikovaná Chungom. Aby sme vylúčili stabilizačný účinok histidínovej kotvy na 

proteín, bola kotva odštiepená a proteín LmbJ bez kotvy bol pouţitý pri meraní teplotného 

optima paralelne s proteínom His tag-LmbJ. Výsledok bol rovnaký u oboch enzýmov, čo 

potvrdilo, ţe histidínová kotva nemá stabilizačný vplyv na enzým v metylačnej rekacii. Pri 

pouţití publikovanej teploty 31°C by bola aktivita nášho proteínu zhruba na 60% svojho 

maxima.  

Boli stanovené kinetické parametre enzýmu LmbJ. KM pre obidva substráty (NDL 

i SAM) značne prevyšuje hodnoty publikované Chung et al. (1997). Bohuţiaľ autor vo 
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svojej práci uvádza len výsledne hodnoty KM a nie je k dispozícii metóda ani graficky 

znázornený výsledok. V prvej fáze merania KM (NDL) sme dospeli k výsledku 

porovnateľnému s publikovaným  (270,6 µM oproti publikovanej hodnote 240 µM). 

Neskôr však bolo zistené, ţe nami stanovená hodnota KM (NDL) 270,6 µM nevyjadruje 

skutočnú hodnotu KM (NDL), pretoţe reakcia bola limitovaná veľmi nízkou koncentráciou 

druhého substrátu SAM. Nami stanovená KM (SAM) bola 787 µM, čo je hodnota takmer 

24-krát vyššia ako publikovaná (33 µM) ) a 1,5 x vyšší ako koncentrácia SAM pouţitá 

v rakcii pre stanovenie Km NDL. Po adekvátnej úprave reakčných podmienok zvýšením 

koncentrácie SAM bola stanovená KM (NDL) 1202 µM. 

Hoci sa naše hodnoty KM odlišujú od hodnôt nameraných Chungom, nie sú v rozpore s KM 

pre iné metyltransferázy vyuţívajúce ako substrát SAM vyskytujúce sa ako u prokaryot tak 

u vyšších organizmov. Metyltransferázy totiţ tvoria veľmi heterogénnu skupinu enzýmov. 

Hodnoty KM pre SAM alebo metylovaný substrát sa na základe údajov v databáze 

BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/index.php4) pohybují v rozmedzí od zhruba 

0,13 µM do 13 mM. V našom prípade bola teda dokázaná niţšia afinita k prirodzeným 

substrátom ako afinita popísaná v literatúre, avšak stále sa jedná o hodnoty beţné v rámci 

širokej rodiny SAM dependentných metyltransferáz.   
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7. ZÁVER 

 

 

 

1. Heterológnou expresiou bol získaný aktívny proteín His tag-LmbJ v rozpustnej 

forme. Boli zistené jeho biochemické vlastnosti: teplotné optimum a pH optimum 

sme stanovili ako 45°C a 8,3. Zároveň bol vyvrátený vplyv histidínovej kotvy na 

teplotnú stabilitu molekuly proteínu. V nasledujúcich pokusoch bol pouţitý proteín 

s kotvou.  

 

2. Meraním koncentrácie linkomycínu vzniknutého metylačnou premenou NDL 

enzýmom His tag-LmbJ boli stanovené kinetické parametre proteínu His tag-LmbJ 

pre obidva substráty (SAM a NDL). Michaelisova konštanta (KM) pre SAM bola 

stanovená na 787 µM, KM pre NDL bola 1202 µM.  

 

 

3. SDS PAGE ukázala jediný produkt o Mw pribliţne 31 kDa, metódou BNPAGE 

LmbJ bola zistená jedna forma proteínu s molekulovou hmotnosťou pribliţne 

140 kDa. Metódou gélovej filtrácie bola stanovená molekulová hmotnosť proteínu 

LmbJ na 199,4 kDa. Elektrónovou mikroskopiou bola zistená prítomnosť štruktúr 

tvorených 4, 5 a 6 jednotkami. Na základe týchto výsledkov boli vytvorené dva 

moţné modely usporiadania molekuly LmbJ, z čoho len model tvorený 6 

podjednotkami vyhovuje všetkým pozorovaným útvarom. Predpokladáme preto, ţe 

LmbJ se vyskytuje ve forme hexaméru. 
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