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Abstrakt

Specializované mikrobidlni metabolity jsou popisovany jako nizkomolekularni
bioaktivni latky, které svému producentovi neslouzi pro rist, vyvoj, ani reprodukci. Do
této skupiny latek se tadi také linkosamidy, produkované prevazné nékterymi druhy
bakterii z rodu Streptomyces. Soucasti biosyntézy téchto antibiotik jsou mimo jiné dva
nizkomolekularni thioly, ergothionein (ESH) a mykothiol (MSH). Mykothiol v této
biosyntetické draze figuruje jako zdroj siry, zatimco ergothionein tvoii s aminooktosovou
jednotkou konjugat, ktery je jakozto substrat neobvyklého kondenzac¢niho enzymu
nasledné schopny vazby s enzymaticky aktivovanou aminokyselinou.

Cilem této prace je izolace substraitu enzymu LmbD - linkomycinového
biosyntetické¢ho konjugatu ESH a aminooktosy. DalSim cilem je pak studovat propojeni
metabolismu MSH a ESH s biosyntézou linkosamidi, konkrétn€ linkomycinu,
celesticetinu a intervencinu, které jsou produkovany ttemi riznymi kmeny.

Bakteridlni kmeny byly kultivovany v laboratornich podminkach a k jednotlivym
analyzam byly pouzity metody kapalinové chromatografie s UV a MS detekcli, jejichz
konkrétni parametry byly vyvinuty a optimalizovany v rdmci této diplomové prace.

Vysledkem této diplomové prace je purifikovany konjugat ESH s aminooktosovou
jednotkou o hmotnosti 1,39 mg a cCistoté 71,4 %. Dale se podafilo zjistit, Ze minimalné
u dvou kmenti produkujicich linkosamidy souvisi mnozstvi vylou¢enych linkosamida do

kultivacniho média s mnozstvim thiolti v butikach produkénich kment.

Kli¢ova slova: ergothionein, mykothiol, linkosamidy, biosyntéza, LmbD substrat,

purifikace, UHPLC-DAD-MS, HPLC-UV



Abstract

Specialized microbial metabolites are described as low-molecular-weight bioactive
compounds, which are dispensable for the growth, evolution, or reproduction of its
producer. This group of substances includes the lincosamides, which are produced mainly
by the bacteria of the Streptomyces genera. Apart from other precursors, two
low-molecular-weight thiols, ergothioneine and mycothiol, are essential participants of
the lincosamide biosynthesis. Mycothiol (MSH) serves in this pathway as a source
of sulphur, on the other hand, ergothioneine (ESH) constitutes a conjugate with
the aminosugar moiety of lincosamide structure. The conjugate is condensed with
an activated amino acid, which is catalyzed by an unusual enzyme to form a core of
the lincosamide molecule.

The objective of this diploma thesis is to isolate the conjugate of ESH and
aminooctose, which serves as a substrate of the LmbD biosynthetic protein. Another aim
is to study the links between the thiol metabolism and the biosynthesis of three
lincosamides, lincomycin, celesticetin, and intervencin, which are produced by different
bacterial strains.

Bacterial strains were cultivated under laboratory conditions and methods of liquid
chromatography with UV and MS detection were used for the analysis. The parameters
of the methods were developed and optimized within this work.

The outcome of this diploma thesis is the purified conjugate of ESH and aminosugar
in an amount of 1.39 mg and purity of 71.4 %. Furthermore, it was found out that
the amount of the excreted lincosamides into the media relates to the amount of thiols in

the cells in the case of at least two the producing microorganisms.

Keywords: ergothioneine, mycothiol, lincosamides, biosynthesis, LmbD substrate,

purification, UHPLC-DAD-MS, HPLC-UV
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1 Uvod

Specializované mikrobialni metabolity jsou latky nizkomolekularniho charakteru, které
dosahuji vyznamu predevsim diky svému Sirokému rozmezi funkci. Tento typ latek je
produkovan fadou organismi, avSak mezi nejvyznamngj$i patfi bakterie a houby,
konkrétné¢ Aktinobakterie jsou zdrojem nepieberného mnozstvi bioaktivnich latek,
pfedevsim antibiotik, jakymi jsou napi. linkosamidy produkované ptrevazné nckterymi
pudnimi bakteriemi rodu Streptomyces. Biosyntéza téchto antibiotik plné zavisi na dvou
nizkomolekulérnich thiolech, ergothioneinu a mykothiolu, jejichz obvyklou roli v burice
je ochrana pted oxidativnim stresem a detoxifikace. Mykothiol zde pfitom slouzi jako
zdroj siry, kterd je vyznamnou soucasti chemické struktury linkosamidii. Ergothionein
zde na druhou stranu figuruje jako ucastnik pii kondenzaci dvou zakladnich stavebnich
slozek, aminokyselinové a aminooktosové jednotky, s niz tvofi ergothionein substrat pro

enzym LmbD.

Cile diplomové prace

Vyznam ucasti ergothioneinu a mykothiolu v biosyntéze linkosamidi naznacuje, Ze
metabolismus téchto thiold by mohl byt Gzce provazan s metabolismem linkosamidu.
Cilem prace je zjistit, zda je mnozstvi thioll, a tim i jejich metabolismis, jakkoliv
provazané s produkci linkosamidd a zda je rozdil v mnozstvi thiold u bakterii, které
linkosamidy produkuji a neprodukuji. Dalsim cilem je najit kmen, ktery produkuje

nejvetsi mnozstvi substratu pro enzym LmbD a tento substrat purifikovat.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Specializované metabolity

Prvni kapitola teoretické ¢asti se vénuje specializovanym metabolitim (SM). Obecné jsou
SM charakterizovany jako nizkomolekularni latky, které nejsou esencialni pro rist, vyvoj
nebo reprodukci svého producenta, a ackoli se miize zdat jejich role méné vyznamna,
opak je pravdou. Specializované metabolity hraji diky své strukturdlni rozmanitosti fadu
vyznamnych roli napf. jako zprostfedkovatelé mezibunééné komunikace, signalni
molekuly nebo jako latky s antimikrobidlnim u¢inkem [1].

Tento typ latek lze najit u velmi Sirokého spektra organismt, ale vyznamné jsou
pfedevSim bakterie a houby. Mezi nejdominantnéj§i kmeny, co se tyka klinického
i primyslového vyuziti SM, patii bezesporu Aktinobakterie, které jsou ptivodci mnoha
bioaktivnich latek. Pfedevsim plidni bakterie rodu Streptomyces, spadajici pod kmen
Aktinobakterii, jsou velmi bohatym zdrojem SM vyuzivanych napt. jako antibiotika [2].
Ta byla ve streptomycetach objevena jiz cca v polovin€ minulého stoleti a prvnimi z nich
byly aktinomycin (Streptomyces antibioticus, 1940) [3], streptothricin (Streptomyces
lavendulae, 1942) [4] a streptomycin (Streptomyces griseus, 1944) [5]. Mezi dalsi
antibiotika pochdzejici z Aktinobakterii patii mimo jiné latky ze skupiny aminoglykosidu,
makrolidti, linkosamidli a mnoho jinych. Vycet téch nejvyznamnéjsich je piehledné

shrnut v review [6].

2.1.1 Linkosamidy

V Laboratofi sekundarniho metabolitu Mikrobiologického ustavu AV CR, v. v. i. se
zabyvame biosyntézou a piipravou ucinngjsich linkosamidd, a proto je tato diplomova
prace zaméfena pouze na tato antibiotika. Linkosamidy jsou skupina latek, ktera cita
oproti jinym antibiotikim pomérné¢ malé mnozstvi zastupcli. V pfirodé se vyskytuje
pouze linkomycin A, celesticetin, intervencin [7] a slouCenina Bu-2545, ale existuje
i nékolik vedlejsich produktii téchto drah, napt. linkomycin B. Zaroven je znama i fada
semisyntetickych derivati odvozenych predevsim od struktury linkomycinu, pfi¢emz
nejvyznamnéj$im z nich je klinicky vyuZzivany klindamycin
(7-chloro-7-deoxylinkomycin). Nové vytvoreny derivait CELIN ziskany kombinaci

biosyntézy linkomycinu a celesticetinu je v soucasné dobé v preklinickych testech [8].
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2.1.1.1 Chemicka struktura linkosamidi

Chemicka struktura linkosamidovych antibiotik zahrnuje tfi zékladni stavebni kameny.
Prvnim z nich je unikdtni aminooktosova jednotka, ktera vznik4 kondenzaci pentosové
a tifuhlikaté jednotky a je poskytovatelem prostoru pro fadu modifikaci na C v pozici 7
(Obr. 1) [9]. Druhy stavebni kdmen, kterym je aminokyselinova jednotka, se miize podle

puvodu lisit délkou alkylového fetézce na C v pozici 4°.

Obr. 1: Zdkladni struktura linkosamidi. Aminokyselinova jednotka (Cervené), aminocukernd
Jednotka (Cerné), thiolova sira (modre). R je misto vazby alkylového zbytku, R>-R4 jsou mista

moznych modifikaci.

Pravé diky aminokyselinové jednotce pochazejici z L-tyrosinu [10] jsou linkosamidy
(konkrétné linkomycin a intervencin) zafazovany do skupiny APD latek, tedy latek
obsahujicich ve své struktutfe 4-alkyl-L-prolinovy derivat (APD), ktery obsahuji také
pyrrolobenzodiazepiny a hormaomycin (srovnani struktur na Obr. 2). Biosyntéza téchto
latek je kodovana geny uspotadanymi v biosyntetickych genovych shlucich, které
vSechny APD latky sdileji. Jedna se o sadu péti az Sesti homolognich gend, které kdduji
jednotny zéklad 4-alkyl-L-prolinové jednotky (pfehledné shrnuto v review [11]).
Pyrrolobenzodiazepiny (PBD) jsou latky s protinadorovou aktivitou [12], kterd prameni
z jejich schopnosti vazat se na specifické sekvence v malém zlabku DNA [13], a jsou
rovnéz jako linkosamidy produkovany pievazné bakteriemi z rodu Streptomyces. Mezi
zastupce PBD patii napf. anthramycin, tomaymycin, sibiromycin a porothramycin. Na
druhou stranu hormaomycin je signalni molekula, jejimz producentem je Streptomyces
griseoflavus W-384 [14], a je jedinym vyznamnym zastupcem své skupiny APD latek.
Kromé¢ jiného tato latka efektivné stimuluje produkci antibiotik ve streptomycetach

aisama je velmi u¢innym antibiotikem s uzkym spektrem uc¢inku proti kmenim jako
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jsou Corynebacteria a Arthrobacter, které jsou taxonomicky blizké bakteriim z rodu
Streptomyces [15].

Ttetim stavebnim kamenem struktury linkosamidu je sira, kterd pochdzi z mykothiolu,
je navazéna na aminooktosovou jednotku (Obr. 1) a opét funguje jako misto pro

modifikaci struktury linkosamidi.

NO, it

CH; O
auillINH HN
0

/ Cl

~N
HaC CH,

Obr. 2: Chemické struktury vybranych zastupcit APD latek s cervené zvyraznenou 4-alkyl-L-

prolinovou jednotkou. A: hormaomycin, B: linkomycin A, C: tomaymycin.

2.1.1.2 Biosyntéza linkosamidii

Tento oddil se blize zabyva biosyntézou jednotlivych ¢asti struktury linkosamidd,
jejich kondenzaci a naslednymi postkondenza¢nimi kroky. Jak jiz bylo zminéno vyse,
aminokyselinova podjednotka (APD), piestoze je strukturné velmi podobna L-prolinu,

pochézi z L-tyrosinu a jeji syntéza probiha za pfitomnosti péti nebo Sesti enzymu (Obr. 3).
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Prvnim krokem je bézné se vyskytujici reakce, hydroxylace L-tyrosinu na L-DOPA, ktera
ale v tomto pfipadé probihd za ptitomnosti neobvyklého enzymu LmbB2, jehoz
prostetickou skupinou je hem b [16], [17]. L-DOPA v nasledujicim kroku podléha stépeni
enzymem LmbB1 (L-DOPA-2,3-dioxygenasa) [17], ¢imZ vznikd intermediat 1, ktery se
spontanné¢ neenzymatickou cestou uzavie do kruhu a vytvoii slouceninu 3,
charakteristickou svou zlutou barvou [18]. LmbB1 patii do skupiny extradiolovych
dioxygenas typu I, které pouzivaji chelatované nehemové Fe(Il) k navazani a aktivaci
molekuly kysliku, diky niz dojde ke $tépeni aromatického kruhu tim, Ze jednotlivé atomy
kysliku jsou vlozeny do struktury [19]. Dalsim krokem je methylace slouceniny 3 za
pfitomnosti enzymu LmbW, SAM-dependentni C-methyltransferasy [20], nasledovana
reakci katalyzovanou enzymem LmbA, ktery z intermedidtu 4 odstépuje oxalat, ¢imz
vznikéd hypoteticky intermediat 5. LmbA jako N-koncova nukleofilni hydrolasa
(sekvenén¢ homologni k y-glutamyltransferasam) ma v tomto ptipadé nezvyklou ulohu,
a to rozstépeni vazby mezi dvéma uhliky [20]. Mechanismus této reakce neni zcela
objasnén. Predpoklada se vSak, ze v rdmci aminokyselinové sekvence proteinu hraje
diilezitou roli residuum threoninu [21]. V tuto chvili jsou navrzeny dva mechanismy lisici
se mistem nukleofilniho ataku alkoholatu vytvotfeného odtrzenim protonu z hydroxylové
skupiny uvedeného residua threoninu. Predpoklddanym mistem pro tuto reakci je bud’
oxo skupina [21], nebo heterocyklus intermedidtu [11]. Dvojna vazba slouceniny 5 pak
musi byt v nasledujicim kroku podrobena isomerizaci, aby mohl vzniknout intermediat
experimentll katalyzovana enzymem LmbX [20], ktery tak intermediat pfipravi na
redukci dvojnych vazeb. Ta probihd za ptfitomnosti F4z0Hz-dependentniho enzymu
LmbY [23], ¢imz vznika finalni produkt této drahy, 4-propyl-L-prolin (PPL, 7), z n¢hoz
vznika linkomycin A produkovany kmenem Streptomyces lincolnensis ATC 25466 (ptip.
78-11).

Vedlejsim produktem této biosyntetické drahy je 4-ethyl-L-prolin (EPL, 10), jehoz
biosyntéza oproti biosyntéze PPL postrada krok zahrnujici enzym LmbW, ktery u hlavni
cesty prodluzuje alkyl APD o jednu CH» skupinu (Obr. 3). Z EPL tak nasledné vznika
linkomycin B.
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L-tyrosin

JLmbB2
L-DOPA
JLmbB1
COOH HOOG, HOOC, HOOC, HOOC, 5
HoN N
N LmbW HN LmbA TR
o] K7
X \ (
HOOC HOOC. HOOC
HoOC
lebX

LmbA

HOOC 7

/ 8 N@\/\
N
O""//////

LmbX HOOC

W

LINKOMYCIN A
HOOC

% 10
HN@\/ C——> LINKOMYCINB

Obr. 3: Schéma biosyntézy prekurzoru aminokyselinové jednotky linkomycinu. Cervené
zvyraznény PPL, z néhoz po kondenzaci s aminooktosovou jednotkou a N-methylaci vznika
linkomycin A, modre zvyrazneny EPL, ze kterého vznika linkomycin B (vedlejsi produkt biosyntézy
linkomycinu A).

Jak jiz bylo nastinéno v oddilu 2.1.1, dalSim krokem biosyntézy linkomycinu je
vytvofeni neobvyklé aminooktosové jednotky (Obr. 4). Prvnim krokem této biosyntetické
drahy je kondenzace pétiuhlikatého akceptoru, ribosa-5-fosfatu (11), a tfiuhlikatého
donoru pochézejiciho z pentosafostatového cyklu, jimz mize byt bud’ fruktosa-6-fostat
(12), nebo sedoheptulosa-7-fostat (13) [9]. Kondenzace je katalyzovana transaldolasou
LmbR [24] a vznik4 tak oktulosa-8-fosfat (14). Nasledujici reakce probihajici za katalyzy
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enzymem LmbN je 1,2-isomerace, diky niz se dostdvame k prvnimu kli¢ovému
intermediatu této biosyntetické drahy, oktosa-8-fosfatu (15) [24]. V pfistim kroku je 15
fosforylovan kinasou LmbP, ¢imz vzniké oktosa-1,8-bisfosfat (16), ale tato reakce stale
zustava v hypotetické roving, kvili komplikacim s provedenim experimentu in vitro [25].
Dalsim postupem v biosyntéze je defosforylace 16 katalyzovand fosfatasou LmbK
na oktosa-1-fosfat (17) a naslednda aktivace enzymem LmbO, ¢imz vznika
GDP-oktosa (18) [25]. Nadchézejicimi kroky jsou epimerace C4 hydroxylové skupiny,
methylace primarniho alkoholu v poloze C8 a konverze C6 hydroxylové skupiny na
aminoskupinu, ale neni zcela objasnéno, v jakém poradi tyto reakce probihaji. V Obr. 4

jsou uvedeny dvé mozné cesty vzniku findlniho produktu 23 (drdhy A a B).
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Obr. 4: Schéma biosyntézy aminooktosové jednotky linkomycinu. Funkce enzymii oznacenych

hvézdickou neni experimentalné objasnéna. (Prevzato z [11], upraveno.)

Autofi schématu vychézeji z predpokladu, ze by zména prostorové orientace C4
hydroxylové skupiny z ekvatoridlni na axidlni mohla vést k lepsi sterické dostupnosti C6
hydroxylové skupiny pro enzymy ucastnici se jeji transformace na amin, a proto by méla
byt prvnim krokem ke zméné hydroxylové skupiny na aminovou [11]. Pocet gent

nezbytnych pro realizaci prvnich tii krokti drahy A a jejich odhadovana funkce [26]
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odpovidaji nasledujicimu postupu. Prvni reakci je jiz zminovand epimerace hydroxylové
skupiny na C4 (hypotetickd epimerasa LmbM) nésledovand oxidaci v pozici C6
hypotetickou dehydrogenasou LmbL na intermedidt 20. Pomoci hypotetické
aminotransferasy LmbS dochazi v téze pozici k ndhradé¢ ketonu za imin a vznika
intermediat 21, ktery je v dal$im kroku redukovan hypotetickou oxidoreduktasou LmbZ
na amin (22). Gen enzymu pro posledni reakci v draze A, kde dochéazi k preméné
intermediatu 22 na findlni produkt 23, ovSem nebyl dohleddn v biosyntetickém
genetickém klastru linkomycinu, ani celesticetinu [11].

Druhou variantou findlniho utvofeni aminooktosové jednotky je draha B, kterd za¢ina
redukei hydroxylové skupiny v pozici C8 (poslednim krokem drahy A), kde dochazi
k preméné intermediatu 18 na intermediat 24. Zbylé tfi reakce jsou analogické k tém
z drahy A; epimerace na 25, néslednd oxidace a vznik 26, transaminace 26 na 27
a kone¢na redukce iminu na amin, finalni produkt (23).

Na tvod dalsi ¢asti biosyntézy linkosamid je nutné zminit, Ze nasledujici kroky byly
objasnény za pouziti linkomycinovych nebo celesticetinovych rekombinantnich proteint
(Lmb# nebo Ccb#). Predpoklada se, ze biosyntéza obou sloucenin probihd stejnym
zpusobem [11], [27], [28], rozdilnym krokem je pouze inkorporace L-prolinu do
celesticetinové struktury a PPL do té linkomycinové.

Na zacatku kondenzace aminokyselinové (PPL/L-prolinu) a aminooktosové jednotky
vstupuje do hry velmi vyznamny ucastnik této biosyntetické drahy, ergothionein (ESH),
ktery pomoci enzymu LmbT/CcbT substituuje GDP na aminooktosové jednotce za
vytvoteni f-S-vazby (Obr. 5, intermediat 28) [29]. Nasleduje reakce, pti niz LmbC/CcbC
jako tzv. A-domény specificky rozeznéavaji a aktivuji APD (LmbC), ptipadné L-prolin
(CcbC) [30]. Takto aktivovany APD (L-prolin) se navaze na tzv. CP doménu proteinu
LmbN/CcbZ [26] a je pfipraven se navazat na aminooktosovou jednotku. Kondenzaci
téchto dvou struktur vytvofenim amidové vazby katalyzuje vyjimeény enzym
LmbD/CcbD, ktery je odlisny od veskerych sekvenci dostupnych v databazich, a jevi se
tedy jako jedine¢ny produkt vznikly specificky v rdmci evoluce biosyntézy linkosamida
[26]. Ze vzniklého kondenzatu (29, 30) je néasledn¢ ESH substituovan mykothiolem
(MSH) za katalyzy enzymem LmbV/CcbV, a dochazi tak ke zméné konformace vazby
thiolu na aminooktosovou jednotku z 8-S na a-S-vazbu, kterd je zachovana az do finalni

podoby struktury linkosamida [29], [31]. Mykothiol je z intermediatu béhem dalSich
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krokli biosyntézy postupné odstépovan. Prvnim elimina¢nim krokem je odstranéni
1-O-glukosamin-D-myoinositolu amidasou LmbE/CcbE [29] nasledované deacetylaci V-
acetylcysteinového zbytku enzymem LmbIH-LmbQ/CcbIH-CcbQ (Vobruba, ACS
Chemical Biology, v revizi). Vysledny intermediat (35, 36) je hlavnim pfirozenym
substritem SAM-dependentni N-methyltransferasy LmblJ/Ccb], kterd methyluje
aminokyselinovou jednotku a vznika intermediat 37 nebo 38 [31].

Od nasledujiciho kroku se linkomycinova biosyntetickd draha zacne odliSovat od té
celesticetinové. Prvnim krokem obou drah je reakce katalyzovand homolognimi
pyridoxal-5‘-fosfat-dependentnimi enzymy LmbF a CcbF, které ale disponuji odliSnymi
funkcemi. U intermediatu 37 dochazi k f-eliminaci enzymem LmbF, diky niz vznikne
intermediat 39 obsahujici pouze sulfthydrylovou skupinu [31]. Timto je zakoncena
eliminace MSH a dostavame se k findlnimu kroku, methylaci S-methyltransferasou
LmbG, ¢imz vznika konecny produkt této biosyntetické drahy, linkomycin A [26], [31].

Enzym CcbF na druhou stranu katalyzuje neobvyklou dekarboxylaci 38 spojenou
s oxida¢ni deaminaci, ¢imz vznikd dvouhlikaty aldehyd navazany na siru (40) [32].
Reaktivni aldehydova skupina je pak redukovana enzymem Ccb5 (NADPH-dependentni
reduktasa) na alkohol (41) [33]. Nasleduje reakce na hydroxylové skuping v pozici C7,
ktera je vlivem SAM-dependentni O-methyltransferasy Ccb4 methylovana a vznika tak
intermediat 42, desalicetin [32]. Poté dochdzi k vytvoteni esterové vazby mezi alkoholem
navazanym na siru a kyselinou salicylovou (44). Zdrojem této kyseliny je pravdépodobné
kyselina chorismova (43), kterd je transformovana hypotetickou salicylat-synthasou
Ccb3 [26]. Nez ale dojde k vazbé mezi desalicetinem a kyselinou salicylovou, je nutné
tuto kyselinu adenylovat a ptenést na koenzym-A pomoci salicylyl-CoA ligasy Ccb2 [8].
Tento konjugat je pak spolu s desalicetinem (42) substratem pro neobvykly enzym Ccbl,
coz je celesticetin-specifickd acyltransferasa, ktera katalyzuje kondenzaci aktivované
kyseliny salicylové a intermediatu 42, a tim ziskdme celesticetin, findlni metabolit této

biosyntetické drahy Aktinobakterie Streptomyces caelestis ATC 15084 [8].
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2.1.1.3 Biologicka aktivita a klinické vyuZziti linkosamidu

Tento oddil pojednava o biologické aktivité a vyuziti linkomycinu A (dale jen
linkomycinu) a jeho semisyntetickém derivatu klindamycinu (struktura na Obr. 6). Ob&
tyto latky jsou klinicky hojné vyuzivana antibiotika s izkym spektrem tGcinku, plsobici
na grampozitivni bakterie ptfedevsim z rodu Streptococcus a Staphylococcus [34]-[36].
Gramnegativni bakterie jsou viici témto linkosamidiim obecné povazovany za rezistentni,
nicméné klinicky velmi dtlezitd je G¢innost klindamycinu proti nékterym anaerobiim

nejen ze skupiny grampozitivnich bakterii [37].

Hs;C

Obr. 6: Chemicka struktura klindamycinu.

Klindamycin je na zéklad¢ experimentll obecné povazovan za ucinnéjsi antibiotikum
nez linkomycin a byla u néj dokazana vyssi efektivita pfi 1é€bé vaznych infekcei
zpusobenych kmeny Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes, nez u jinych
antibiotik [38]. Kromé jiného navic klindamycin disponuje velmi vyznamnou
antiplasmodidlni aktivitou [39], [40], cili totiz na proteosyntézu probihajici
v apikoplastu [41], specifické organele pfitomné u vétSiny protozodrnich paraziti z rodu
Apicomplexa, do které patii kmeny Plasmodium nebo Toxoplasma [42]. Diky své nizké
toxicit¢ je klindamycin doporuovan v kombinaci s chininem pro lécbu malarie
zpusobené parazitem Plasmodium falciparum, a to pro pacienty z rizikovych skupin
a jako 1é¢ivo prvni volby pro 1é¢bu zen nemocnych v prvnim trimestru té¢hotenstvi [43].

Mechanismem u¢inku linkosamidu je jejich vazba na 50S podjednotku bakterialniho
ribosomu v misté pro peptidyl transferasu, ¢imz dochéazi k zamezeni iniciace translace
a zabranéni proteosyntéze [44]. Dvé ze tifi hydroxylovych skupin na aminooktosové
jednotce klindamycinu se uc€astni tvorby vodikovych mistkll s 23S rRNA, kam se vaze

také atom siry, coz dokazuje vyznam jeji i celé specidlni aminooktosové jednotky ve
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struktufe linkosamidd a jejich biologické aktivité [45]. Mono-/dimethylace ribosomu
v misté pro utvoreni vodikovych vazeb s hydroxylovymi skupinami zptisobuje rezistenci
vici linkosamidim [46]. V neposledni fadé je dalezitym mistem 4-alkyl-L-prolinova
jednotka, kterd mifi k A-mistu tRNA a fyzicky tak brani prodluzovéani vznikajiciho

peptidového fetézce [45].

2.1.1.4 Vyznam syntézy novych antibiotik
Antibiotika jsou latky podavané k profylaxi nebo 1é€b¢ bakterialnich infekci. Pokud ale
u bakterie dojde ke zmén¢ odpovédi na danou latku, mluvime o antibiotické rezistenci,
ktera nasledn¢ vede ke komplikacim souvisejicim s 1é¢bou daného onemocnéni, piipadné
s umrtnosti. Celosvétoveé dochdzi k rychlému nartstu antibiotické rezistence, a piestoze
se jedna o velmi zavazny problém dosahujici stejné vyznamnosti jako napft. klimatické
zmény, povédomi o této antibiotické krizi neni zdaleka tak Siroké. Proto byl na zaklad¢
podnétu cClenskych statlh Svétové zdravotnické organizace (WHO) vytvofen seznam
dvanacti kmend, pro kter¢ je prioritné potfeba najit nova funkcni antibiotika, aby tak byla
podpoiena snaha o jejich vyzkum a vyvoj [47]. Krom¢ multirezistentniho patogenu
Mycobacterium tuberculosis, jsou podle dat primarnim problémem multirezistentni
arozsahle rezistentni gramnegativni bakterie, které zplsobuji akutni infekce
v nemocni¢nim i v komunitnim prosttedi [47]. Pfi¢inou mlze byt mimo jiné i fakt, ze za
uplynulych dvacet let byly objeveny pouze dvé zcela nové skupiny antibiotik (lipopeptidy
a oxazolidinony), které jsou ale U¢inné pouze proti grampozitivnim bakteriim [48].
Posledni nova skupina 1é¢iv efektivnich proti gramnegativnim bakteriim byly chinolony,
objevené v roce 1962 [47]. Po nich nésledovalo pouze nékolik latek napt. z tfady
tetracyklind, které vykazuji urCitou aktivitu i vii¢i tomuto typu bakterii (omadacyklin
[49], eravacyklin [50]) [47], ale zcela nova skupina antibiotik objevena nebyla.

Problém antibiotické rezistence ale nesouvisi pouze s nedostateCnou produkci
a vyvojem novych latek. Naduzivani antibiotik, které jde ruku v ruce s jejich nespravnym
predepisovanim, ji rovnéz prokazatelné umociiuje a komplikuje. Patogeny si mohou
schopnost rezistence pieddvat mezi sebou horizontdlnim genetickym pfenosem, ktery
umoznuje jeji Sifeni 1 mezi riznymi bakterialnimi druhy [51]. V mnoha zemich navic
neprobiha zadna regulace antibiotik, jsou voln¢ prodejna bez lékatrského predpisu a tudiz

velmi snadno dostupna a levnd [52]. Nevhodné uzivana antibiotika rovnéz podnécuji
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rozvoj rezistence u bakterii, protoze subinhibi¢ni a subterapeutické koncentrace antibiotik
podporuji zmeény genové exprese, horizontalni geneticky pienos a mutagenezi [53].

Dalsi pfic¢inou antibiotické rezistence je i velmi rozsifené pouzivani antibiotik
v zemedélstvi, a to jak v rozvojovych, tak i ve vyspélych zemich [54]. Jednd se
o pridavani téchto latek do potravy hospodaiskych zvitat, odkud se pak skrze n¢ rozsiti
napt. hnojivem do podzemni vody a povrchového odtoku, piipadné potravou do téla
cloveéka, kde mohou selekénim tlakem piispét k rozvoji antibiotické rezistence nebo
zpisobit nezddouci zménu stfevni mikroflory.

V neposledni fad¢€ je pfi¢inou antibiotické krize také to, Ze vyvoj novych antibiotik
farmaceutickym priimyslem, ale i na akademickém poli, byl v podstaté zastaven vlivem
ekonomickych a regula¢nich komplikaci [54].

Krokt ke zlepSeni této situace je samoziejmé nespocet, chtéla bych zde ale zminit
jeden konkrétni, a tim je vyvoj ucinngjSich antibiotik, pokud mozno cenové méné
naroc¢nou cestou, kterym se v ramci linkosamidii zabyva nasSe laboratot. Toho Ize docilit
napf. produkci v mikroorganismech, ¢imz je mozné ziskat pfirodni latky a pfipadné je
déale modifikovat. Touto cestou byla z Aktinobakterii ziskéna jiz fada slou€enin, nejen
antibiotického charakteru. Jednou z takovych skupin jsou i linkosamidy, které stéle
nabizeji Siroké pole moznosti tvorby novych derivatii a hybridnich latek. Bylo dokézano,
ze aktivita téchto antibiotik je zavisld na jejich struktufe, napt. na délce alkylového
fetézce navdzané¢ho na L-prolinovou jednotku — s del§im alkylovym fetézcem roste
1 aktivita linkosamidu [55], [56], protoZe antibiotikum navazané na ribosom pak uc¢innéji
brani proteosyntéze. Stejn¢ tak funguje i navazani salicylatu na dvouhlikaty fetézec
pfipojeny pies atom siry k aminooktosové jednotce, coz nebylo donedédvna znamo
(Obr. 5) [11]. Na zakladé téchto poznatki byl vytvotren CELIN, enzymaticky pfipraveny
hybrid, ktery kombinuje dvouhlikaty fetézec a salicylat celesticetinu a APD jednotku
linkomycinu s tffuhlikatym postrannim fetizkem [8]. Nasledn€ byla CELINu struktura za
ucelem zvySeni t¢innosti modifikovana a vytvoreny tak derivaty, z nichz n¢které jiz byly
rozsahle testovany. Ukazalo se, ze jsou efektivnéjsi vici stafylokokiim, streptokokiim
a dal$im bakteriim, véetné nékterych z prioritniho seznamu WHO [47]). Vyznamna
aktivita byla zaznamendna i vi¢i methicilin-rezistentnim stafylokokiim, zahrnujici
1 methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) a vaci

makrolid-linkosamid-streptogramin B (MLSg) rezistentnim kmentim. Bohuzel, ne
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u vSech testovanych kmenti bylo dosazeno tak dobrych vysledki, a ptestoze doslo
k zesileni vazby mezi molekulou antibiotika a ribozomem, stale nebyla zcela prekonéna

MLSg zktizena rezistence a je zde tedy nadale prostor pro dalsi experimenty a zlepSovani.

2.1.2 Nizkomolekularni thioly

Tato podkapitola se zabyva nizkomolekularnimi ldtkami obsahujicimi thiolovou skupinu.
Vétsina zivych organismi obsahuje vysokou koncentraci alespont jednoho
nizkomolekularniho thiolu, ktery obecné slouzi jako redoxni pufr pii ochrané bun¢k proti
toxickym slou€enindm, jimiz jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS),
polokovy, reaktivni elektrofilni latky a nékterd antibiotika [57]. Nizkomolekularni thioly
mohou byt také vyuzity k reverzibilni S-thiolaci cysteinovych zbytkl v proteinech, ¢imz
slouzi jako ochrana pfed nadmérnou oxidaci na sulfonové kyseliny, a zdroven jsou
schopné regulovat rist bunék, jejich diferenciaci a dal§i vyznamné mechanismy [58].
Skryvaji ale 1 specifictejsi vlastnosti, mezi které patii napt. i€ast v biosyntéze ¢i soucast
struktury biologicky aktivnich metabolitii. Vyhodou nizkomolekularnich thioll je navic
jejich schopnost vzajemné zastupitelnosti, tudiz pokud nedochazi k syntéze jednoho
thiolu, je jiny schopen ho nahradit [59], [60]. NejrozsifenéjSim nizkomolekularnim
thiolem je bezesporu glutathion, ale velké fada organismu produkuje i jiné latky jako své
hlavni thioly. K takovym je fazen napf. ergothionein, mykothiol, bacillithiol, cystein

a y-glutamylcystein, které budou rozebrany v nasledujicich oddilech.

2.1.2.1 Ergothionein (ESH)

Ergothionein (ESH) je nizkomolekuldrni latka, neobvykly derivat L-histidinu (Obr. 7),
vyskytujici se u velkého mnozstvi organismt, €itajici i rostliny, zivocCichy a lidské télo
[61]. K jeho biosyntéze ale dochazi pouze u nékterych hub, Cyanobakterii (sinic)
a Aktinobakterii (véetné Mycobacterium tuberculosis [62], u néhoz ovliviuje
napf. citlivost vii¢i antituberkulotikiim [63]), ostatni organismy ho ziskavaji z vné&jSiho
prostfedi, napt. potravou [64] nebo z pidy [65]. ESH se nejcastéji vyskytuje ve forme
thionu [66] a jeho specidlni vlastnosti je, Ze jeho redoxni potencial thiol-disulfid je oproti
ostatnim thiolim podstatné¢ vyssi [67]. Kombinace téchto dvou vlastnosti zajistuje
schopnost ESH nepodIéhat tak snadno auto-oxidaci, jako ostatni thioly (napf. glutathion),
a neprodukovat tak nebezpecné volné radikaly [68]. V prostiedi iontd tézkych kovi, kdy

bézn¢ dochazi k oxidaci thiolt, dokdaZze ESH tyto kovy chelatovat a tvofit s nimi
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komplexy [69]. Tvorba disulfidu ESSE miize probihat pouze za velmi nizkého pH
a pfitomnosti médi nebo peroxidu vodiku, ale ne v neutralnich ¢i alkalickych
podminkéch [70].

Funkce ESH spociva predevSim v jeho ochrané organismii proti oxidativnimu
z peroxidu vodiku, ktera je zavisld na iontech Zeleza nebo médi [72]. Byla potvrzena
1 kooperativni interakce mezi ESH a kyselinou askorbovou, které by méli hrat dulezitou
roli v ochrané biologickych systémt proti ROS [73]. Dalsi funkci ESH je ti¢ast v drahdch
vedoucich ke wvzniku specializovanych metabolitli, jako naptiklad biosyntéza
linkomycinu A (Streptomyces lincolnensis ATC 25466) [29], kde ESH figuruje jako
dilezitda slozka pro kondenzaci aminooktosové a aminokyselinové jednotky.
V neposledni fadé muze byt rovnéz soucasti struktury biologicky aktivnich latek, mezi
n¢z patii spithionein A a B [74], benzastatin JBIR-73 [75], clithionein [76]
a gastrolatathionein [77]; struktury t€chto metabolitd jsou uvedeny v piiloze této prace
ashrnuti vSech dosud rozpoznanych funkci ESH u mikroorganismi Ize najit
v review [78].

Biosyntéza ESH byla poprvé kompletné popsana v roce 2010 [79], kdy byl
identifikovan biosynteticky geneticky klastr ESH u kmene Mycobacterium avium
a charakterizovano pét enzymt (EgtA-E) (Obr. 7, ¢erné). Prvnim krokem je trojnasobna
SAM-dependentni methylace a-aminoskupiny L-histidinu katalyzovana enzymem EgtD,
¢imz vznikd intermediat 45. Nésledné dochézi k napojeni této latky na y-glutamylcystein,
ktery vznika reakci L-glutamové kyseliny a L-cysteinu za pfitomnosti enzymu EgtA [79].
Enzym EgtB, ktery dava vzniknout intermediatu 46 vytvorenim C-S vazby, je zajimavy
svou vysokou substratovou specifitou, reaguje totiz pouze s t€émito dvéma intermediaty,
45 a y-glutamylcysteinem [80]. Dal§im krokem dochdzi k hydrolyze intermediatu 46
glutamin amidohydrolasou EgtC, kdy se odstépuje se L-glutamova kyselina a vznika
intermediat 47 [79], [81]. Poslednim krokem biosyntézy ESH je eliminace pyruvatu
a amoniaku za katalyzy PLP-dependentni f-lyasou EgtE, pro niZ je intermediat 47
(sulfoxid) pfirozenym substratem [79], [82].

K produkci ESH ale dochazi také u hub a anaerobnich bakterii, jejichz biosynteticka
dréha je v obou piipadech mirn¢ odlisnd. Zatimco za aerobnich podminek je u bakterii

biosyntéza Ctytkrokova, u hub ma kroky pouze tfi (Obr. 7, modie) [83]. Lisi se v druhé
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reakci, kdy dochdzi ke kondenzaci intermediatu 45 a L-cysteinu katalyzované enzymem
Egtl, ¢imz je oproti prvni varianté z drahy zcela vynechan glutamat. Posledni reakce,
probihajici za ptitomnosti enzymu Egt2, je op¢t totoznad s biosyntézou za aerobnich

podminek [83].
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Obr. 7: Biosyntéza ESH. Biosyntéza u aerobnich bakterii (Cerné), biosyntéza u hub (odlisné kroky

modre), biosyntéza u anaerobnich bakterii (odlisné kroky cervené).

K produkci ESH ale dochazi také u hub a anaerobnich bakterii, jejichz biosynteticka
dréha je v obou ptipadech ¢aste¢né odlisna. Zatimco za aerobnich podminek je u bakterii
biosyntéza Ctytkrokova, u hub ma kroky pouze tfi (Obr. 7, modie) [83]. Lisi se v druhé
reakci, kdy dochdzi ke kondenzaci intermediatu 45 a L-cysteinu katalyzované enzymem

Egtl, ¢imz je oproti prvni varianté z drahy zcela vynechan glutamat. Posledni reakce,
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probihajici za ptitomnosti enzymu Egt2, je op€t totoznad s biosyntézou za aerobnich
podminek [83].

Varianta této biosyntetické drahy u anaerobnich bakterii je necekana vzhledem k tomu,
ze enzymy EgtB a Egtl vyzaduji pfitomnost kysliku. Dal$i zptsob biosyntézy ESH je
koédovéan v genomu anaerobni zelené sirné bakterie Chlorobium limicola, kde byl nalezen
homolog genu egtD, gen eanA. Enzym EanA ma schopnost katalyzovat methylaci
L-histidinu za vzniku intermediatu 45, stejné tak jako EgtD [84]. Specidlnim enzymem je
sulfotransferasa EanB, u niz byl jako u prvniho enzymu tohoto typu prokazéan ptenos siry
bez aktivace uhliku a kterd katalyzuje vznik ESH pfimo z intermediatu 45 (Obr. 7,
cervené) [84]. Zjisténi, ze biosyntéza ESH muze probihat i u anaerobnich organismi,
neni v souladu s obecnym ptedpokladem, ze tato latka figuruje jako antioxidant, ktery
odstranuje reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), jez jsou produkovany za
aerobnich podminek, a vyvolava tedy otdzky o jeho dalsi funkci u anaerobnich

organismd.

2.1.2.2 Mykothiol (MSH)
Mykothiol (MSH) je hlavnim thiolem u vétSiny Aktinobakterii (napf. u kment
Mycobacterium, Corynebacterium a Streptomyces), kde slouzi jako nadhrada za glutathion
(GSH), ktery témito bakteriemi produkovany neni [85]. Jeho chemicka struktura se sklada
z N-acetyl-L-cysteinového zbytku navazaného pies karboxylovou skupinu amidovou
vazbou na D-glukosamin, ktery je propojen s myo-inositolem (Obr. 8). Tato amidova
vazba je pak velmi specidlni soucasti struktury MSH, protoze mlize byt rozstépena pouze
specifickym enzymem, jakym je napiiklad MSH S-konjugat amidasa [86], coZ je enzym
zodpovédny za konverzi konjugatu MSH-toxin na kyselinu merkapturovou [87].
Vlastnosti MSH, podobné¢ jako ESH, je jeho schopnost rezistence k auto-oxidaci
v prostiedi kysliku a iontl tézkych kovi, ktera probiha nékolikanasobné pomaleji nez
u cysteinu nebo GSH [88]. U Aktinobakterii se také vyskytuje enzym MSH-disulfid
reduktasa, ktera redukuje disulfid MSSM zpét na MSH v ramci zachovani intracelularni
redoxni homeostazy pottebné pro spravny prubeh fady biologickych funkci [89]. MSH
slouzi jako kofaktor u fady dalSich enzymti. Mezi né patii napt. NAD/MSH-dependentni
formaldehyd dehydrogenasa, ktera detoxifikuje nebezpecny formaldehyd vytvorenim
thioesterové vazby s MSH a naslednou produkeci kyseliny mravenci zdroven s regeneraci

thiolu [90]. V neposledni fadé existuje MSH-dependentni maleinylpyruvat isomerasa, jez
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katalyzuje pfeménu maleinylpyruvatu na fumarylpyruvat. Tato reakce je soucasti dulezité
dréhy Stépici aromatické slouceniny [91].

Kromé antioxida¢niho uc¢inku patii mezi vyznamné funkce MSH také vliv na
rezistenci vici dvéma antituberkulotikim prvni volby [92] a na detoxifikaci toxint
a antibiotik, napft. alkyla¢niho ¢inidla monobromobimanu (mBBr), které se snadno
dostava do bunky pasivni diftzi [93]. MSH velmi rychle reaguje s mBBr za vzniku
derivatu MSmB, ¢ehoz Ize vyuzit pfi analyze thiolti [94]. Role MSH spociva rovnéz
v ochran¢ Mycobacterium tuberculosis proti oxidantim a MSH je také stejn¢ jako ESH
zapojen do biosyntézy linkosamidl, do niz vstupuje po kondenzaci aminooktosové
a aminokyselinové podjednotky a jeho thiolova sira zistdva soucasti finlni struktury jak
linkomycinu, tak celesticetinu. MSH nebo nékterd z jeho casti se zdroveit mohou
objevovat jako soucast struktury i dalSich latek. Mezi takové patii nanaomycin H [95], |
a J [96], analogy geldanamycinu [97], cyslabdan A [98], lucensimycin D-G [99]
a cysrabelomycin [100]. Struktury téchto latek jsou uvedeny v piiloze této prace.
V neposledni fad¢ zastava funkci zasobarny cysteinu u Aktinobakterii a nahrazuje tak
funkci chybéjiciho glutathionu [101]. Obecné je ale kvili slozité stereochemii molekuly
MSH odhalovani jeho vlastnosti siln¢ omezeno. Velmi naro¢na chemické syntéza zatim
nedosahla uspokojivych vytézka, a proto je efektivnéjsi cestou biosyntéza a izolace
z mikroorganismi, coz ma za nasledek nedostupnost komeréniho standardu [86].

Biosyntéza MSH byla poprvé objasnéna u Mykobakterii a sestava z péti kroki, kterym
pfedchazi vznik inositol-1-fosfatu z glukosa-6-fosfatu za katalyzy inositolfosfat
synthasou Ino1l (Obr. 8) [86]. V prvnim kroku biosyntézy dochazi ke vzniku intermediatu
48 reakci inositol-1-fosfatu s UDP-N-glukosaminem katalyzovanou glykosyltransferasou
MshA [102]. Nasledujici krok zahrnuje defosforylaci intermediatu 48 potencidlnim
enzymem MshA?2 za vzniku intermediatu 49, pficemz gen pro tuto fosfatasu nebyl dosud
objeven. Guo a kol. se ale podaftilo u Corynebacterium glutamicum objevit a biochemicky
charakterizovat novou inositolmonofosfat fosfatasu (IMPasu) Cg0911, ktera vykazuje
selektivitu viuci intermediatu 48 a mohla by tak byt hledanym enzymem MshA2, piestoze
je vzhledem k ostatnim homolognim IMPasdm vyskytujicim se u Mycobacterium
tuberculosis [86] velmi odlisnd a unikatni [103]. Tfetim krokem biosyntézy je
deacetylace intermediatu katalyzovana enzymem MshB, ktery byl objeven jako homolog

MSH S-konjugat amidasy [104], s niz sdili amidasovou aktivitu [105]. Touto deacetylaci
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vznikd vyznamny intermediat 50, ktery se Casto vyskytuje v extraktech Mykobakterii
[92]. Dalsi reakci je ATP-dependentni ligace cysteinu s intermedidtem 50 katalyzovana
enzymem MshC [106]. Findlnim krokem je pak acetylace aminoskupiny cysteinu na

intermediatu 51 N-acetyltransferasou MshD [107], ¢imz vznik4 kone¢ny produkt, MSH.
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Obr. 8: Biosyntéza mykothiolu (MSH).

2.1.2.3 Bacillithiol (BSH)

Bacillithiol (BSH) je thiol, ktery je spolu s cysteinem a koenzymem A hlavnim
nizkomolekularnim thiolem grampozitivnich bakterii Firmicutes, které neprodukuji ani
GSH, ani MSH [108]. Mezi takové¢ patii vétSina bakterii z rodu Bacillus a nékolik z rodu
Staphylococcus a Streptococcus [109]. BSH je velmi podobny MSH, s nimz sdili stejnou
zakladni strukturu, cysteinovy zbytek navazany amidovou vazbou na D-glukosamin. Na

rozdil od MSH ale neni tento cysteinovy zbytek acetylovany a inositolova cast je
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nahrazena L-malatem (Obr. 9). Oproti MSH je tedy jeho struktura o néco vice specidlni.
Blizkost karboxylové skupiny malatu, thiolové skupiny a aminu zajistuje podporu tvorby
chelatii s dvoumocnymi kovy [109] a je zodpovédnad i za vysSi reaktivitu s peroxidem
vodiku, rGznymi xenobiotiky a 1é¢ivy. BSH se tedy podili napf. na ochrané
mikroorganismu proti oxidativnimu stresu [108], na udrzovani homeostaze zine¢natych
iontll v cytoplasmé, pravdépodobné pro ucely jejich vyuziti jako kofaktord nékterych
enzymu [110], nebo na detoxifikaci fosfomycinu, kde figuruje jako ko-substrat enzymu
FosB, ktery je zodpoveédny za rezistenci vici fosfomycinu u bakterii Firmicutes [111].
Jakykoliv thiol, ktery slouzi jako redoxni pufr, pak musi mit také schopnost regenerovat
svou redukovanou formu poté, co doslo k jeho oxidaci na disulfid [108]. Proto i BSH
vyskytujici se ptevazné v redukované formé [109] ma enzym BSSB reduktasu, ktera ji
udrzuje. Zajimavou vlastnosti je i to, ze BSH ¢asto tvoii smiSené disulfidy s proteinovymi
thioly [61].

Diky strukturni podobnosti BSH a MSH byla identifikace prvnich dvou enzymu
biosyntézy BSH relativné snadnd, protoze se jedna o homology jiz diive objevenych
biosyntetickych enzymi MSH [112]. Tteti z nich ale neni homologem MshC a gen pro
jeho produkci byl dohleddvan u kment produkujicich BSH, které maji geny chybéjici
v jinych genomech [112]. Biosyntéza BSH tedy na rozdil od MSH probiha pouze ve tfech
krocich, z nichz prvnim je reakce L-malatu a UDP-N-glukosaminu katalyzovana
glykosyltransferasou BshA, ¢imz vznika intermediat 52 [112]. N-acetylhydrolasa BshB
pak v dalsim kroku odstranuje kyselinu octovou za vzniku intermediatu 53 [112]. Tento
enzym ma ale stejn¢ jako MshB dalsi funkci jako BSH S-konjugét amidasa, ktera $tépi
BSH béhem detoxifikacnich reakei [108]. Ve finalni reakci této biosyntetické drahy
vstupuje do hry L-cystein, ktery za ptispéni enzymu BshC kondenzuje s intermedidtem

53 a dostavame tak kone¢ny produkt, BSH [112].
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Obr. 9: Biosyntéza bacillithiolu (BSH).

2.1.2.4 Cystein (Cys)

Cystein (Obr. 10) se jako proteinogenni aminokyselina nachazi u vSech organismii, ¢asto
ve funkéné a strukturné dulezitych pozicich proteinti, kde se UcCastni Siroké Skaly
biologickych funkci, jakymi je katalyza, stabilizace struktury, pfenos signdlu, vazba
kovi, posttranslacni modifikace, detoxifikace xenobiotik apod. [61]. Volny Cys je kvili
své volné amino- a karboxyskupiné velmi nachylny k auto-oxidaci katalyzované ionty
tézkych kovt. Disulfid cystin se tvoii mnohem snadnéji a rychleji nez napt. u koenzymu
A nebo GSH a produkty této reakce zahrnuji toxické ROS [101]. Kviili bezpecnosti je
potieba minimalizovat auto-oxidaci Cys, coz muze byt zajiSténo niz$i dostupnosti
volnych iontl tézkych kovii nebo snizenim koncentrace Cys v bufice vytvofenim takové
formy, v niZ je mén¢ nachylny k oxidaci, napt. vytvorenim GSH nebo jinych thiolti [101].
Na druhou stranu pravé diky své reaktivité a tvorbé thiolatového aniontu mize Cys
zastavat tolik vyznamnych roli [113], ale jako intracelularni redoxni pufr si vétSina

organismul voli jiny nizkomolekularni thiol [61]. Kromé& fady funkci v peptidech mutze
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byt Cys také soucdsti struktury nebo biosyntézy dalSich latek. Mezi né patii nékteré zde
uvedené thioly, ale také napft. thiaplakorton A-C [114].

Cys je zéaroven jednim z komponentli S-thiolace, coz je reversibilni posttranslacni
modifikace mezi nizkomolekularnim thiolem a proteinovym cysteinem, ktera predchazi
nadbytec¢né oxidaci thiolu na sulfinovou, pfipadné sulfonovou kyselinu [61]. S-thiolace
mize probihat bud neezymatickou cestou reakci thioldtu s disulfidem
nizkomolekularniho thiolu, nebo enzymaticky pfenosem pies thiolovy redoxin
(mykoredoxin, bacilliredoxin apod.), pfipadné za pfitomnosti thiol S-transferasy, ktera
katalyzuje vznik smiSenych disulfidovych thioll. Bliz§i popis reakci véetné schématu je

dostupny v review [61].

HS OH

NH,

Obr. 10: Chemicka struktura L-cysteinu.

2.1.2.5 y-glutamylcystein (yGC)

y-glutamylcystein (yGC) je biosyntetickym intermediatem GSH (Obr. 11) a soucasti
biosyntézy ESH (Obr. 7), ale nckteré halobakterie [115] a bakterie mlééného
kvaseni [116] jsou schopné jeho produkce jako hlavniho nizkomolekularniho thiolu, aniz
by produkovaly GSH. Podobn¢ i nékteré kmeny, které ztratily schopnost produkce ESH
a MSH, jsou schopné vytvaret vyssi mnozstvi yGC, ale jinak jsou jeho fyziologické
hodnoty diky rychlému obratu béhem biosyntéz a vysoké reaktivité velmi nizké [60],
[61], [117]. Bakterie rodu Leuconostoc jsou ale schopné kvuli pfipadnému vysSimu
oxidativnimu stresu zvySit expresi genu gshA ucastniciho se biosyntézy GSH [116]
a stejn¢ tak Mycobacterium tuberculosis dokaze zvysit produkci yGC k odstranéni latek,
které zptusobuji oxidativni stres [118].

Vysokou reaktivitu yGC je samoziejmé mozné feSit enzymaticky. Z kmene
Halobacterium halobium byla jiz difive izolovana NADPH-dependentni disulfid
reduktasa, kterd redukuje yGC disulfid, ale ne GSH disulfid. To také podporuje
myslenku, ze yGC slouzi u téchto mikroorganismi jako redoxni pufr, piestoze volna

karboxyskupina cysteinu je velmi nachylnd k auto-oxidaci vlivem iontl tézkych kovt.
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V ptitomnosti vysoké koncentrace soli, ktera je typicka pro prosttedi halobakterii, je ale

rezistence yGC vici oxidaci srovnatelna s GSH [119].

2.1.2.6 Glutathion (GSH)

Glutathion (GSH) je pfevladajicim nizkomolekularnim thiolem mezi eukaryotnimi
buitkami, u vétSiny gramnegativnich a n¢kolika grampozitivnich bakterii [61], [120].
Jedna se o latku slozenou ze tfi aminokyselin (glycinu (Gly), cysteinu (Cys) a kyseliny
glutamové (Glu), Obr. 11), jejiz vnitrobunécna stabilita a souvisejici funkce jsou dany
pravé jeji charakteristickou strukturou — y-vazbou s Glu a thiolovou skupinou [121]. Za
fyziologickych podminek se v bufice pomér redukované formy GSH ku oxidované spise
priklani na stranu jednoduchého thiolu, pfic¢emz spravny pomér je udrzovan glutathion
reduktasou, flavoenzymem, ktery vyuziva redukéni sily NADPH k redukcei disulfidu zpét
na GSH [120].

GSH stejné jako ostatni thioly chrani buiiky proti toxicit¢ ROS, ucastni se reakci
zahrnujicich syntézu proteinti a nukleovych kyselin a detoxifikuje volné radikaly
a peroxidy. Zaroven miize tvorit konjugaty s fadou slou¢enin endogenniho i exogenniho
puvodu a je kofaktorem riznych enzymu [121]. GSH je také schopny uc¢inkovat jako
klicova signdlni molekula, kterd aktivuje expresi virulenéniho genu bakteridlniho
patogenu Listeria monocytogenes [122] a v neposledni tadé¢ figuruje spolu
s koenzymem A jako zdroj pfi biosyntéze ptirodnich produkti obsahujicich siru [123]
nebo jako zasobarna a transportni forma Cys [121]. GSH je zaroven schopny kovalentné
modifikovat cysteinové zbytky v proteinech reversibilnim procesem S-glutathionylace,
ktery chrani Cys zbytky pted irreversibilni oxidaci ¢i reguluje specifické proteiny, jejichz
Cys zbytky jsou nezbytné pro regulaci bunééné homeostazy [61]. Mechanismus tohoto
procesu muze byt bud’ ROS-dependentni nebo ROS-independentni, avsak vysledek obou
cest je totozny [124]. GSH je zaroven donorem siry v biosyntéze gliotoxinu, coz je toxin
produkovany nékterymi houbami (napt. druhem Aspergillus fumigatus) [125]. Tato
konkrétni role GSH byla potvrzena pied relativné kratkou dobou, kdy byl objeven novy
typ glutathion-S-transferasy (GliG) odpovédné prave za vytvoreni C-S vazby mezi GSH
a intermedidtem biosyntézy gliotoxinu [126]. Je zajimavé, Ze tento mechanismus
inkorporace siry je podobny glutathion-dependentnimu detoxifikacnimu procesu [127].
Pro tucely této diplomové prace byly vynechany nékteré funkce GSH u sav€ich

a rostlinnych bungk, které jsou shrnuty v jinych review [128], [129].
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Biosyntéza GSH probiha ve dvou krocich (Obr. 11). Prvnim krokem je vazba cysteinu
na kyselinu glutamovou za katalyzy y-glutamylcystein ligasou GshA, ¢imz vznika jiz
vyse zminény intermediat y-glutamylcystein. Ten je nasledn€ navazan amidovou vazbou
na glycin enzymem glutathion synthetasou (GshB) a vznikd tak finalni produkt,

GSH [130].
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Obr. 11: Biosyntéza glutathionu (GSH).

2.1.2.7 Derivaty glutathionu
Prvnim uvedenym derivatem je glutathionamid (GASH, Obr. 12) produkovany
y-proteobakteriemi Allochromatium vinosum, Marichromatium gracile a Isochromatium
buderi za fotoheterotrofnich podminek a v prostfedi s nizkou koncentraci sulfidi. Za
dostate¢ného ptistupu H»S jako vodikového donoru jsou tyto bakterie schopné vytvaret
z GASH glutathionamid perthiol (GASSH) [131], diky ¢emuz je mozné, ze GASH je
zapojen do metabolismu sulfidi vedouciho k tvorbé zasobnich globuli se sirou [101]. Ta
muze byt nasledné redukovéna na sulfid béhem transportu do cytoplazmy, kde slouzi jako
redukéni ¢inidlo pro fixaci oxidu uhlic¢itého, a podle hypotézy by méla konverze GASH
na GASSH byt do tohoto transportu zapojena [131]. Redukci perthiolu na thiol katalyzuje
enzym glutathionamid reduktasa [132].

Dal8im derivatem je glutathionspermidin (GSP, Obr. 12), ktery je produkovan bakterii

Escherichia coli na zacéatku staciondrni faze ristu [133], a to pfedevs§im za anaerobnich
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podminek [134]. GSP vznikd vazbou spermidinu na GSH katalyzovanou
ATP-dependentni GSP synthetasou [135]. Bylo prokdzano, Ze tento enzym obsahuje
C-termindlni synthetasu a N-terminalni amidasu, kterd dokaze vznikly GSP zase rozstépit
na spermidin a GSH, a hraje tedy vyznamnou roli v regulaci v mnozstvi GSP, GSH
a spermidinu v buiice [136]. Za fyziologickych podminek ma GSP kladny néboj, diky
kterému by mohl mit také schopnost odstraniovat DNA radikaly produkované radiaci,
obzvlast’, kdyz k jeho produkci dochazi béhem staciondrni faze bakteridlniho rtstu, ktera
je spojena se zvySenou potifebou ochrany DNA u nereplikujicich se bun¢k [137].
Trypanothion je poslednim uvedenym derivatem vytvofenym spojenim GSH a GSP
ajedna se tedy o dithiol, ktery je produkovan protozodrnimi parazity Crithidia
fasciculate, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei a Leishmania spp. [138]. Jeho
pritomnost ale nebyla prokazana u prokaryot, dokonce ani u E. coli, ktera produkuje GSP
[134]. Obvykle se vyskytuje v redukované formé (Obr. 12), kterd je udrzovana
NADPH-dependentni trypanothion-disulfid reduktasou [139], u niz bylo prokazano, ze je
nezbytnym enzymem pro rust a preziti parazitd produkujicich trypanothion [140]. Diky
tomuto muize byt metabolismus trypanothionu a jeho reduktasa cilem pro 1é€iva proti
trypanozomam, avSak pouze u nekterych latek bylo dosazeno kyzeného efektu (napf.

klomipramin [141] nebo analogy febrifuginu [142]).

N NH; 0
B c
Obr. 12: Chemicke struktury derivatii glutathionu. A — glutathionspermidin, B — glutathionamid,

C — trypanothion.
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2.1.2.8 Koenzym A (CoA)

Koenzym A (CoA) je esencidlnim thiolem, ktery se jako vyznamny kofaktor vyskytuje
u vSech zivych organismi a ktery je zapojen do centralnich metabolickych cest, jakymi
jsou napft. citratovy cyklus a metabolismus mastnych kyselin. Za fyziologickych
podminek se nachazi ve své méné reaktivni thiolové formé [61] a k auto-oxidaci
v prostiedi iontd tézkych kovl u néj dochazi pomaleji, nez u GSH [143]. Za redukci
CoA-disulfidu je zodpovédnad NAD(P)H-dependentni CoA-disulfid reduktasa, ktera byla
izolovana a charakterizovana z bakterie Staphylococcus aureus [144], Bacillus anthracis
[145], Borrelia burgdorferi [146] a Pyrococcus horikoshii [147], coz naznacuje, ze CoA
by mohl disponovat vnitrobunécnou redoxni funkci u bakterii, které neprodukuji GSH
nebo MSH [61]. Bioinformatické analyzy odhalily pfitomnost CoA-disulfid reduktasy
u mnoha kmend, mimo jiné i z domény Archea a také bylo zjisténo, Ze tyto enzymy
redukuji CoA-disulfid formaci smiSeného disulfidu s proteinovym cysteinem [148].

Néekteré bakterie, které vyuzivaji CoA-disulfid reduktasu a CoA (napt. Bacillus
anthracis a Staphylococcus aureus), zaroven produkuji i BSH, a to ve stejném ¢i vétSim
mnozstvi nez CoA [109]. Nadbytek zplisobeny ptitomnosti obou redoxnich pufri mize
poskytovat vyhodu pro virulenci a/nebo pieziti téchto patogenli i za nepfiznivych
oxida¢nich podminek zplsobenych hostitelem [149]. Podobné bylo také u bakterie
Borrelia burgdorferi prokézano, ze CoA a jeho disulfid reduktasa hraji roli v ochrané
buiiky a virulenci [150]. Podobné¢ jako u nékterych dalsich thiolti byla i u CoA prokézéna
jista biosynteticka funkce. Tento thiol je postupné ve tfech krocich §t€pen na mensi ¢asti,
z nichz findlni cysteamin (dekarboxylovany cystein) je pak pfimo zapojen do biosyntézy
p-laktamového antibiotika thienamycinu [151].

Biosyntéza CoA vychazi z kyseliny pantothenové (vitamin Bs) a probihd v péti
krocich. Prvnim z nich je fosforylace CoaA kinasou, ¢imz vznika intermediat 54, ktery je
nasledné kondenzovan s L-cysteinem a dochdzi k vytvofeni amidové vazby za vyuziti
enzymu CoaB a ATP. V dalsi reakci je vznikly intermediat 55 dekarboxylovan enzymem
CoaC, ¢imz vznika intermediat 56, u n¢jz poté dochazi ke konverzi na intermediat 57
enzymem CoaD, Mg?'-dependentni transferasou, kterd pfipojuje AMP jednotku

k intermediatu 56. Finalnim krokem je fosforylace enzymem CoaE za vzniku CoA [152].
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Obr. 13: Biosyntéza koenzymu A vychazejici z kyseliny pantothenové.
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2.1.2.9 Ovothioly

Ovothioly jsou skupina tii latek, které jsou stejné jako ESH derivaty L-histidinu, liSici se
od sebe stupném N-methylace (ovothiol A-C) [61]. Vyskytuji se pfedev§im v prostiedi
mofti a ocedndl, konkrétné u ostnokozct [153], riznych bezobratlych zivocicht [154],
halotolerantnich Cyanobakterii [155] a také, podobné¢ jako trypanothion, u paraziti
Crithidia fasciculata, Trypanosoma cruzi a Leishmania spp. [138]. Ovothioly maji
podobné¢ jako ESH vysoky redoxni potencial, tudiz jsou jako disulfidy velmi nestabilni
arychle se regeneruji thiol-disulfidovou vyménou s jinymi thioly, napt. GSH [156].
Znamena to tedy, ze za fyziologickych podminek se vyskytuji jako thiolatové
anionty [61].

Ovothioly slouzi podobné jako ostatni thioly pfedevsim k ochrané proti oxidativnimu
stresu, ale jsou schopné fungovat i jako signdlni molekuly nebo jako prekurzory
komplexnéjsich molekul [157]. Ovothiol A je soucasti struktury napi. adenochromu,
fialového pigmentu ziskdvaného z chobotnice pobiezni [158], nebo imbricatinu, coz je
cytotoxicky alkaloid produkovany hvézdici Dermasterias imbricata [159]. Pfitomnost
ovothiolu A jako hlavniho nizkomolekularniho thiolu protozodrniho parazita Crithidia
fasciculata byla prvnim naznakem, Ze ovothioly nejsou soucésti pouze moiskych druhti
organismi, a polozila tak otazku, zda tyto thioly mohou mit vliv na onemocnéni
zpusobend vyse uvedenymi prvoky, ptipadné ur€ity terapeuticky ucinek [157].

Biosyntéza ovothiolu A (Obr. 14) je stejn€ jako jeho struktura podobna biosyntéze
ESH. Vyznamny enzym této drahy, OvoA, byl navic objeven pii hledani EgtB
homologti [160] a je katalyzatorem hned prvniho kroku biosyntézy. Stejné jako C-S
oxidasy u ESH, vyuziva zeleznaté ionty a kyslik ke katalyze tvorby C-S vazby a L-cystein
jako zdroj siry ke vzniku intermedidtu 58 [160]. Tento intermediat je pak rozStépen PLP-
dependentni sulfoxid lyasou OvoB, coz je reakce analogicka k reakcim katalyzovanym
enzymy EgtE (pfipadné Egt2) v biosyntéze ESH, pficemz tak vznikd intermediat 59
a odstupuje pyruvat a amoniak [161]. Posledni reakci biosyntézy ovothiolu A katalyzuje
opet enzym OvoA, ktery tak uplatiiuje svou methyltransferasovou aktivitu v pritomnosti
intermediatu 59 a SAM [161]. Enzym, ktery by katalyzoval pfenos methylové skupiny na
a-aminoskupinu ovothiolu A a vytvofil tak ovothiol B, ptipadné C, nebyl doposud

objeven [157].
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Obr. 14: Biosyntéza ovothiolu A a nasledujici kroky biosyntézy ovothiolu B a C. Cervené

vyznaceny amin je mistem rozdilu mezi jednotlivymi thioly.

2.1.2.10 Ostatni thioly

Koenzym B (CoB) a koenzym M (CoM) jsou thiolové kofaktory ucastnici se finalnich
krokii produkce methanu u methanogennich bakterii [162], [163], ale pfitomnost CoM
byla také potvrzena u gramnegativni bakterie Xanthobacter (kmen Py2), kde hraje roli
jako koenzym v metabolismu kratkych alkenti [164].

Poslednim uvedenym thiolem je 6-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin (ACV),
ktery je svou chemickou strukturou velmi podobny GSH a je produkovan nékterymi
streptomycetami jako intermediat biosyntézy f-laktamovych antibiotik [101]. Jeho role
jako antioxidantu ale nebyla potvrzena, protoze jeho produkce oproti MSH je velmi nizka

a dochazi k ni az na konci exponencialniho ristu buiiky [94].
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Obr. 15: Chemické struktury ostatnich thiolii. A — §-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valin,
B - koenzym M, C - koenzym B.

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato kapitola se zabyva vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), jejimi
vybranymi mody a detekci. HPLC je jednou z nejznaméjSich a nejvyspélejSich
instrumentalnich analytickych metod Siroce vyuzivanych k separaci, kvantifikaci
a identifikaci latek. Charakteristickym rysem této metody je jeji spolehlivost, zajiSténa
plnou automatizaci a tlakem kontrolovanym pratokem mobilni faze (MF), a v§estrannost,
kterd spo¢ivd v moznosti vybéru stacionarni a mobilni faze. Metoda HPLC je bézné
pouzivana ve farmaceutickém primyslu, environmentalnich a toxikologickych analyzach
¢i pfi analyze potravin [165].

Pro HPLC jsou typické chromatografické kolony s délkou 30-300 mm, vnitinim
pramérem 2,1-4,6 mm a velikosti ¢astic staciondrni faze (SF) 3-10 um. Zékladnim
uspofadanim HPLC je pouziti polarni SF a nepolarni MF, poté se jedna o chromatografii
na normalnich fazich (NP-HPLC), nebo pouziti nepolarni SF a polarni MF, coz je
chromatografie na reverzich fazich (RP-HPLC) [166]. U NP-HPLC je typickou MF sm¢s
nepolarnich a méné polarnich organickych rozpoustédel (napt. hexan) a jako SF je
nejCastéji pouzivan silikagel, ptipadné alumina [167]. Pro RP-HPLC je vyuzivéna
kombinace vodné slozky a organického modifikatoru (acetonitril, methanol) jako MF
a pro SF jsou modifikované silikagelové sorbenty s vazbou na rizné ligandy (alkylové,

arylové), pficemz nejbéznéj$im z nich je oktadecylova skupina (C18) [166].
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2.2.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Snaha o zvySeni separacni ti¢innosti HPLC metod vedla k vyvoji nové, ti¢innéjsi metody
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC), ktera vyuziva kratSi a uzsi
kolony naplnéné casticemi mensimi nez 2 pm (sub-2 pum castice). Takovymto typem
hybridni SF jsou napt. BEH Ccastice, jejichz zvySena mechanickd a chemicka stabilita
spocivaji v zesitovani ethylenovymi mistky [168]. Na BEH sorbent je navazan ligand
rozhodujici o selektivité, napt. oktylova a oktadecylovéa skupina, fenyl nebo amidova
skupina [169]. Alternativou k celoporéznim sub-2 pm ¢ésticim jsou povrchové porézni
Castice (core-shell), které se skladaji z pevného jadra a tenké porézni vrstvy
modifikovaného silikagelu. Tyto ¢astice nezplsobuji tak vysoky zpétny tlak v koloné¢,
tudiz jsou na rozdil od BEH kompatibilni s HPLC systémem, a to i se zachovanim vysoké

ucinnosti a citlivosti [170].

2.2.2 Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je jednou z modernich variant kapalinové
chromatografie. V podstaté¢ se jedna o kombinaci tii médi, HPLC na normadlnich
areverznich fazich a iontové vyménnou chromatografii (Obr. 16), které nabizeji
alternativni pfistup k efektivni separaci malych polarnich molekul [171]. K tomu jsou
vyuzivany polarni SF, které jsou bézné pro NP-HPLC, a MF, kter¢ jsou velmi podobné
tém, pouzivanym v RP-HPLC mddu. HILIC mdd navic umoziiuje separovat nabité
analyty, stejné jako iontové vyménna chromatografie (IEC) [171].

HILIC ma ale oproti normalnimu a reverznimu modu fadu vyhod. Napf. je vhodny pro
analyzu latek v komplexnich systémech, které ¢asto eluuji blizko mrtvého ¢asu pii pouziti
reverzni faze. Polarni latky se vzdy dobfe rozpoustéji ve vodné mobilni fazi, kterd se
pouziva u HILIC, coz je vyhoda oproti NP-HPLC, kde je Spatna rozpustnost Castym
problémem. Zaroven neni potieba pouzivat ion-parova Cinidla, tudiz je tato metoda
vhodna pro pouziti v kombinaci s MS, obzvlast’ s elektrosprejovym ionizatorem [171].

SF pro HILIC je podobného charakteru jako u NP-HPLC a nejcastéji se jedna o béznou
silikagelovou kolonu nebo silikagelovou kolonu modifikovanou polarnimi funkénimi
skupinami. Specidlnim piikladem HILIC kolony je HILIC-Diol, jejiz SF obsahuje
silikagel modifikovany dihydroxypropylovymi skupinami poskytujicimi vysokou

polaritu, moznost tvorby vodikovych mustkl a vysokou reprodukovatelnost. Tento typ
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SF je ideélni pro polarni slouceniny, které nejsou zadrzovany na RP-HPLC, a pro Siroky
rozsah pH MF. Jinym specialnim ptipadem je kolona HILIC-Z (nebo ZIC-HILIC), ktera
obsahuje zwitterionickou sulfoalkylbetainovou SF. Ta obsahuje silné kyselou i silné
bazickou funkéni skupinu (sulfonova kyselina a kvartérni amin), jez na sebe vodikovymi
mustky vazou molekuly vody, pficemz vysledna vodna vrstva je zapojovana do kontroly
retencni mechanismy. Tato kolona je vhodna pro Siroké rozmezi pH a diky pouziti
organickych MF je idealni pro spojeni s MS detekci, poskytujici vysokou citlivost

méfeni [171].

NP-HPLC IEC
SF
HILIC

MF

RP-HPLC

Obr. 16: Schéma komponent spolecnych pro HILIC a ostatni mody.

2.2.3 Detekce v kapalinové chromatografii

Mezi bézné detektory pouzivané ve spojeni s HPLC patii napt. UV/VIS absorp¢ni
detektor, fluorescencni detektor, detektor s diodovym polem (DAD), rbzné
elektrochemické detektory nebo hmotnostni spektrometr (MS) [167]. Pro ucely této
diplomové prace se budu zabyvat pouze UV/VIS (DAD) a MS detektory.

Zarucen¢ jednim z nejpouzivanéjsich detektorti je UV/VIS absorp¢ni detektor, jehoz
odpovéd’ je piimo zavisld na koncentraci analytu a je tak pomoci Lambert-Beerova
zakona ziskévana kvantitativni informace o zkoumané latce. Tento typ detektoru pracuje
vzdy pro urcitou vybranou vinovou délku, je citlivy a nedestruktivni. Naopak detektor
s diodovym polem (DAD), ktery funguje na stejném principu, méfi v rozsahu celého

spektra. Detekce za pouziti téchto detektorti je urena predevsim pro analyty se systémem
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konjugovanych dvojnych vazeb, ktery je zodpovédny za absorpci v urcité oblasti svéta
[167].

Jinym velmi vyuzivanym detektorem je hmotnostni spektrometr (MS), ktery se sklada
z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru. Analyt je nejprve pfeveden v iontovém zdroji
na ionty v plynné fazi, které jsou unaseny do analyzatoru, v némz jsou rozdéleny podle
poméru hmotnosti ku néboji (m/z), a na zavér prochéazi do detektoru. MS je tedy schopen
podavat informace kvalitativniho i kvantitativniho charakteru a hodi se pro stanoveni
elementarniho slozeni vzorku ¢i pro objasnéni chemické struktury malych i velkych
molekul. Pro spojeni HPLC s MS je vhodné pouziti reverzniho médu, pro jehoz MF jsou
typicka tékava rozpoustédla usnadnujici odpafovani a ionizaci analyta [172].

Nejcastéji pouzivanymi iontovymi zdroji ve spojeni s HPLC jsou elektrosprej (ESI),
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického
tlaku (APPI). Jako analyzator se vétSinou vybira analyzator doby letu (TOF), ktery ma
Siroky hmotnostni rozsah, ptipadné také kvadrupoélovy analyzator, iontova past nebo
orbitrap [167], [173]. Moderni hmotnostni spektrometry ale mohou také byt sestaveny
z vice nez jednoho analyzétoru, a poté mluvime o tandemové ¢i vicerozmérné hmotnostni
spektrometrii MS/MS, ktera nabizi dal$i mody v méfeni. Mezi typické ptiklady patii
trojity kvadrupol (QqQ), kvadrupo6l-TOF (Q-TOF) nebo TOF/TOF [173].

2.3 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Extrakce na pevné fazi (SPE) je technika pouzivana k oddéleni rozpusténych latek od
matrice vzorku selektivnimi interakcemi a retenci na pevné fazi. Mechanismem SPE je
rozdil v afinitach jednotlivych komponent vzorku k sorbentu, ktery mtize byt zalozen na
odlisné adsorpci, velikosti ¢asti ¢i naboji. Odlisna selektivita pak miize byt dosazena
zménou pH, slozenim rozpoustédla a pouzitim odliSného sorbentu. SPE je hojné
vyuzivana k preciSténi vzorku pfed samotnou chromatografickou analyzou anebo jako
prekoncentracni krok pro stopovd mnozstvi analyti [167].

Sorbenty pro SPE jsou obvykle silikagely nebo chemicky modifikované silikagely
s alkylovymi fetézci (Cs a Cig), fenylem, amino nebo iontové vyménnymi skupinami.
Podle sorbentu jsou pak rozliSovany interakéni mechanismy, kterymi jsou analyty
zachycovany. Mezi nejbéznéjsi patii adsorpce, vodikové vazby, van der Waalsovy

a -7 interakce, vymeéna iontl, ptipadné jejich kombinace [167].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Bakterialni kmeny

Tab. 1: Prehled pouzitych bakterialnich kmenii s uvedenym kodem laboratorni databaze,

produkovanym linkosamidem a sbirkovym kodem.

Kmen Linkosamid Kod
Streptomyces lincolnensis AlmbC kC 1 - MO0030
Streptomyces lincolnensis AlmbD kD 1 - MO0033
Streptomyces lincolnensis AlmbN jN - MO0054
Streptomyces lincolnensis AlmbN jN ac - MO0055
""" Streptomyces lincolnensis DSM 40355 linkomycin ~ C0020
Streptomyces caelestis DSM 40084 celesticetin C0021
Rhodococcus sp. 06-235-1A intervencin C0071
Streptomyces coelicolor A3(2) DSM 40783 - Co0016

3.2 Chemikalie

— Acetonitril LC-MS grade, 99,95 % (Biosolve, Nizozemsko)

— Monobromobiman, = 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

— Deionizovana voda Milli-Q (HPLC/UHPLC), (Millipore, USA)

— Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, > 99 % (Lach-Ner, Ceska republika)
— Ergothionein, > 98 % (Cayman Chemical, USA)

—  Glukosa, > 99 % (Lach-Ner, Ceska republika)

— Heptahydrat siranu hote¢natého, 99,5 % (Merck, Némecko)

— Heptahydrat siranu manganatého, 99-101 % (Merck, Némecko)

— Heptahydrat siranu zine¢natého, 99 % (Lachema, Ceska republika)
— Heptahydrat siranu Zeleznatého, > 99 % (Penta, Ceska republika)
— Hydrogenfosfore¢nan draselny, 99 % (Lach-Ner, Ceska republika)
— Hydrogenfosforec¢nan sodny, > 98,5 % (Sigma-Aldrich, USA)

— Hydroxid amonny, 28-30 % (Sigma-Aldrich, USA)

— Chlorid sodny, 99,5 % (Lachema, Ceska republika)

— Kukufi¢ny ptikrm (Sigma-Aldrich, USA)
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— Kvasni¢ny extrakt, > 99 % (Oxoid, Velka Britanie)

— Kyselina mravenci, = 99 % (VWR, USA)

— Kiyselina octova, 99 % (VWR, USA)

— Kiyselina p-toluensulfonova, 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
— Leucin-enkefalin acetat, > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
— Methanol LC-MS grade, 99,95 % (Biosolve, Nizozemsko)
— Pepton (VWR, USA)

— Sacharosa, = 99,8 % (Lach-Ner, Ceska republika)

—  Siran amonny, > 99 % (Lachema, Ceska republika)

— Sladovy extrakt, > 99 % (Oxoid, Ceska republika)

—  Sojova moucka (Paleta, Ceské republika)

— TRIS, biotechnology grade (VWR, USA)

— Uhli¢itan vapenaty, = 95 % (Lachema, Ceska republika)

3.3 Kultivac¢ni média

Tab. 2: Priprava tekutého AVM média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
CaCO; 5
(NH4)2SO04 2
kvasni¢ny extrakt 2
NaCl 2
K>HPO, 0,5
FeSO4 - 7 H20 0,05
MnSOs4 - 7 H20 0,05
MgSO4 - 7 H20 0,1
ZnSO4 -+ 7 H20 0,05
deionizovana voda* do objemu 880 ml
25% roztok glukosy** 120 ml

* Po pridani deionizované vody bylo pH média upraveno na hodnotu 7,4.

** Roztok glukosy byl ptidan az po sterilizaci média.
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Tab. 3: Priprava tekutecho GYM média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
kvasni¢ny extrakt 4
sladovy extrakt 10
glukosa 10
deionizovana voda* do objemu 1000 ml

* Po pridani deionizované vody bylo pH média upraveno na hodnotu 7,2.

Tab. 4: Priprava tekutého YEME média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]

kvasni¢ny extrakt 3
pepton 5
sladovy extrakt 3

sacharosa 100
glukosa 10

deionizovana voda* do objemu 1000 ml
2,5M roztok MgCly** 2 ml

* Po pridani deionizované vody bylo pH média upraveno na hodnotu 7,2.

** Roztok MgCl, byl ptidan az po sterilizaci média.

Tab. 5: Priprava tekuteho FM média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
glukosa 100
sojova moucka 25
kukufi¢ny ptikrm 2
(NH4)2SO4 8
KH2PO4 0,2
NaNOs3 8
NaCl 5
CaCO; 8
deionizovana voda* do 1000 ml

* Po pridani deionizované vody bylo pH média upraveno na hodnotu 7,0.
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Tab. 6: Priprava tekuteho BG média o objemu 1000 ml.

Nazev latky Hmotnost [g]
kvasni¢ny extrakt 4
sladovy extrakt 10
glukosa 4
CaCOs 2
deionizovana voda* doplnéno do 1000 ml

* Po pridani deionizované vody bylo pH média upraveno na hodnotu 7,2.

3.4 Pufry

Octan amonny — titrace kyseliny octové o pozadované koncentraci 32% vodnym
roztokem hydroxidu amonného

Mravencan amonny — titrace kyseliny mravenc¢i o pozadované koncentraci 32%
vodnym roztokem hydroxidu amonného

Tris-HCI — ptipraven Mgr. Lucii Steiningerovou

Fosfatovy pufr pH 8 — pfipraven smichanim 47,35 ml 0,2M roztoku
hydrogenfosfore¢nanu sodného a 2,65 ml 0,2M roztoku dihydratu

dihydrogenfosfore¢nanu sodného, doplnéno do 100 ml deionizovanou vodou

3.5 Instrumentace

Acquity UHPLC (Waters, USA), detektor s diodovym polem DAD ek (rozsah
vlnovych délek: 190-800 nm) a hmotnostni detektor LCT Premier XE (ESI
iontovy zdroj, TOF analyzator)

HPLC Alliance (Waters, USA), PDA detektor 2998 (rozsah vinovych délek:
194-600 nm)

Sbérac frakei Fraction Colector IIT (Waters, USA)

pH metr Hanna (Hanna instruments, USA)

Sonikator Ultrasonic Homogenizer 4710 Series (Cole-Parmer Instruments, USA)
Rotaéni inkubaéni tiepacka (Infors, Svycarsko)

Centrifuga miniSpin (Eppendorf, Némecko)

Analytické vahy OHAUS Pioneer PX124 (OHAUS, USA)
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— Vakuovy evaporator Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)

— Rotaéni vakuova odparka R-215 (Biichi Labortechnik AG, Svycarsko)
— Peristalticka pumpa P-1 (Pharmacia, Svédsko)

— Chlazena centrifuga Jouan MR23i (Thermo Scientific, USA)

3.6 Zpracovani dat a software

e Empower 3 (Waters)
e ChemDraw Proffesional 16.0
e Mass Lynx™ V4.1 (Waters)

3.7 Metody pouzité k produkci a purifikaci intermediatu 28

3.7.1 Kultivace kment pro produkci intermediatu 28

Zkoumané mutantni kmeny, u nichZ je deletovan vzdy jeden gen kdédujici enzym LmbD
nebo néktery z enzym aktivujici aminokyselinu pted jejim vstupem do kondenzace, jsou
uvedeny v prvni ¢asti Tab. 1. Prvni generace téchto kment byla z pfedem pfipravenych
agarovych misek inokulovdna do tekut¢ho YEME nebo GYM média, v nichz byla
kultivovéana v rota¢ni inkubacni tiepacce (180 RPM, 28 °C) po dobu ctyt dnd. Poté byl
1 ml od kazd¢ kultury pouzit pro inokulaci druhé generace do AVM, FM nebo BG média,

pfi¢emz kmeny byly kultivovany za stejnych podminek po dobu deviti dnt.

3.7.2 Extrakce médii obsahujicich intermediat 28

Po kultivaci byly buiiky sklizeny centrifugaci (4000 RPM, 4 °C, 15 min) a médium bylo
extrahovano na pevné fazi s vyuzitim kolonek Oasis MCX 3cc (60 mg) a Oasis WCX 3cc
(60 mg) (postup v Tab. 7 a 8) a poté na kolon¢ naplnéné sorbentem Alfa Aesar™ Amberlit
XAD-4 (Thermo Fisher Scientific, Némecko), kde byl pritok korigovan peristaltickou
pumpou P-1 (Pharmacia, Svédsko) (postup v Tab. 9). Takto upravené médium bylo
odpatfovano na rotacni vakuové odparce (200 RPM, 40 °C) do objemu 2 ml a intermediat

28 nasledné purifikovan metodou HPLC s PDA detektorem.
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Tab. 7: Postup extrakce na pevné fazi za pouziti Oasis MCX 3cc sorbentu.

Nazev latky Objem [ml]
methanol 3,0
2% vodny roztok kyseliny mravenci 3,0
vzorek 3,0
2% vodny roztok kyseliny mravenci 3,0
methanol 1,5
methanol:29% NH4OH (95:5 v/v) 1,5

Tab. 8: Postup extrakce na pevné fazi za pouziti Oasis WCX 3cc sorbentu.

Nazev latky Objem [ml]
methanol 3,0
100mM fosfatovy pufr, pH 8 3,0
vzorek 3,0
100mM fosfatovy pufr, pH 8 3,0
methanol 1,5
2% vodny roztok kyseliny mravenci 1,5

Tab. 9: Postup extrakce na pevné fazi se sorbentem Amberlit XAD-4 (vyska sloupce 10 cm,

priimér 5 cm), pritok 5 ml - min™.

Nazev latky Objem [ml]
methanol 300
0,1% vodny roztok kyseliny mravenci 300
kultiva¢ni médium obsahujici intermediat 28* 450
0,1% vodny roztok kyseliny mravenci 300
methanol:0,1% vodny roztok kyseliny mravenci (50:50 v/v) 300
methanol 300

* Médium bylo pied extrakci upraveno kyselinou mravenci na pH 3.

3.7.3 Preparativni HPLC metody pro izolaci intermediatu 28
Testované preparativni metody HPLC s UV/VIS detekci pro izolaci intermediatu 28 za
pouziti Triart Diol-HILIC kolony 250%20 mm, Spum ¢astice (YMC, Japonsko) a linearni
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gradientové eluce: 0/95; 5,0/95; 28,6/30; 32,0/95 ([min]/obj. % slozky B), davkovany
objem vzorku 100-150 pl:
- dvouslozkovéa mobilni faze SO0mM octan amonny pH 4,7 (slozka A) a acetonitril
(slozka B), pritok mobilni faze 8 ml - min!
- tiislozkovd mobilni faze S0mM octan amonny pH 8,0 (slozka A), acetonitril
(slozka B) a methanol (slozka C, izokraticky 5 obj. %), pritok mobilni faze
8 ml - min™'.

Pro stejnou chromatografickou kolonu a dvouslozkovou mobilni fazi ve slozeni 50mM
octan amonny pH 4,7 (slozka A) a acetonitril (slozka B) byly testovany také izokratické
podminky, A:B 55:45 (v/v) a 45:55 (v/v), pratok mobilni fize 7 ml - min™'.

Testovana byla také chromatograficka kolona Luna 5u C18(2) kolona 250X 15 mm
Sum c¢astice (Phenomenex, USA), s nasledujicimi podminkami: dvouslozkova mobilni
faze 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci (slozka A) a methanol (slozka B), linearni
gradientova eluce: 0/95; 5/95; 25/45; 30/0; 35/95 ([min]/obj. % slozky A), pratok mobilni

faze 3 ml - min’!.

3.7.4 UHPLC-DAD-MS analyzy intermediatu 28

Podminky analyzy intermediatu 28: Acquity UHPLC CSH™ C18 chromatograficka
kolona 50x2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 pm (Waters, USA), teplota na kolon¢ 40 °C,
dvouslozkova mobilni faze 0,1% vodny roztok kyseliny mravenéi (slozka A), methanol
(slozka B), linearni gradientova eluce: 0/5; 1,5/5; 4,0/17; 5,5/99; 7,0/5 ([min]/obj. %
slozky B), pritok mobilni fize 0,4 ml - min™!, davkovany objem vzorku 5 pl. Nastaveni

parametrtt MS je uvedeno v Tab. 10.
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Tab. 10: Nastaveni parametrii na MS v rezimu ESI+.

Parametr Hodnota
Rozsah métenych hodnot m/z 50-1000
Referencni latka (leucin-enkefalin) 2 ug - ml!
Prutok referenéni latky 5 ul - ml!
Napéti vlozené na kapilaru +2800 V
Napéti vlozené na vstup do analyzatoru +40 V
Doba skenu 0,15s
Doba mezi skeny 0,01s
Prutok desolvataéniho plynu (dusik) 8001-h'!
Prutok dusiku pfi vstupu do analyzatoru 501-h'!
Teplota dusiku 350 °C
Teplota bloku iontového zdroje 120 °C

Pro fragmentacni analyzu byla pouzita chromatograficka kolona InfinityLab Poroshell
120 HILIC-Z kolona 2,1x100 mm, velikost ¢astic 2,7 pm (Agilent Technologies, USA),
teplota na kolon¢ 30 °C, dvouslozkova mobilni fdze 100mM mravenc¢an amonny pH 4,7
(slozka A), ACN:100mM mravencan amonny pH 4,7 9:1 (v/v) (slozka B), linedrni
gradientova eluce: 0/99; 1/99; 10/60; 12/60; 15/99 ([min]/obj. % slozky B), pratok
mobilni faze 0,4 ml - min"!, davkovany objem 5 ul. Parametry nastavené na MS pii méfeni
fragmentacni analyzy byly shodné s hodnotami uvedenymi v Tab. 10, pouze s tim

rozdilem, ze zde bylo navic vlozeno napéti 50 V (aperture voltage).

3.8 Postup stanoveni ESH a MSH u riznych bakterialnich

kmeni rodu Streptomyces

3.8.1 Kaultivace bakterialnich kmenu

Bakteridlni kmeny (druha ¢ast Tab. 1) byly inokulovany z agarovych misek do GYM
médii a poté byly odebirdny vzdy 2 ml téchto médii s buiikami v rznych ¢asovych
intervalech. Kmen C0016, ktery neni producentem zadného linkosamidu, slouzil jako

referencéni kmen. Kultivace probihala v rota¢ni inkubacni tfepacce (180 RPM, 28 °C).

51



3.8.2 Extrakce médii s linkosamidy
Meédia odebirana v rtiznych ¢asovych intervalech byla pro analyzu linkosamidii nejprve

centrifugovéna (13400 RPM, 5 min), nasledné extrahovana pomoci SPE na Oasis HLB
3ce (60 mg) sorbentu (postup v Tab. 11) a analyzovana na UHPLC-DAD-MS.

Tab. 11: Postup extrakce na pevné fazi za pouziti Oasis HLB 3cc sorbentu.

Nazev latky Objem [ml]
methanol 1,0
deionizovana voda 1,0
kultivaéni médium 1,0
deionizovana voda 1,0
methanol 0,5

3.8.3 Derivatizace thioli pomoci monobromobimanu

Pii pozadovaném mnozstvi linkosamidli v kultivacnim médiu byly nasledujicim
zpusobem analyzovany thioly. Pfebyteéné kultivacni médium bylo odstranéno ze
zkumavek, odebrané buiiky byly desintegrovany a v nich obsazené thioly derivatizovany
metodou zalozenou na postupu z ¢lanku [94]. Do zkumavek s buiikami bylo pfidano
0,5 ml derivatiza¢niho ¢inidla o teploté 60 °C (50% vodny acetonitril s 20mM Tris-HCl
pufrem pH 8, monobromobiman o koncentraci 2 mM), poté byla tato smés sonikovana
20 s a zahfivana 15 min ve tm¢ v 60°C vodni lazni. Vysledny vzorek byl okyselen 50 pl
5M roztoku p-toluensulfonové kyseliny rozpusténé v 50% vodném acetonitrilu s 20mM
Tris-HCI pufrem o pH 8. Vzorek byl opét centrifugovan (13400 RPM, 5 min) a nasledné
analyzovan metodou UHPLC-DAD-MS. Ziroven byl pfipraven 1 vzorek
derivatizovaného standardu ESH: ke 100 ul standardniho roztoku ESH o koncentraci
0,5 mg * ml"!' bylo pfidano 10 pl horkého (60 °C) derivatizacniho ¢inidla. Smés byla

nasledné zahtivana 15 min v 60°C vodni 14zni ve tmé.

3.8.4 UHPLC-DAD-MS analyza linkosamidii a derivatizovanych thioli

Linkosamidy v extraktech médii C0020, C0071 byly analyzovany na UHPLC-DAD-MS
za téchto podminek: Acquity UHPLC CSH™ C18 separac¢ni kolona 50x2,1 mm, velikost

castic 1,7 um (Waters, USA), teplota na kolon¢ 30 °C, dvouslozkova mobilni vaze ImM
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mravenc¢an amonny pH 9 (slozka A) a acetonitril (slozka B), linearni gradient: 0/5,0;
1,5/5,0; 8,0/36,3; 9,5/99,0; 11,0/5,0 ([min]/obj. % slozky B), pratok mobilni faze
0,4 ml - min"!' a davkovany objem 5 pl. Pro analyzu celesticetinu v extraktu média C0021
byly pouzity stejné podminky, pouze byla zménéna teplota na kolon¢ na 40 °C a slozeni
mobilni faze: 0,1% mravenci kyselina (slozka A), acetonitril (slozka B). Za téchto
podminek probihala i analyza derivatizovanych thioli. Nastaveni parametri na MS

odpovidalo hodnotdam uvedenym v Tab. 10.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Purifikace intermediatu 28

Prvnim krokem k ispé€$né purifikaci substratu pro enzym LmbD (déle jen intermediatu
28, struktura v Obr. 5) bylo testovani vhodného sorbentu pro extrakci na pevné fazi, Oasis
MCX 3cc (60 mg) a Oasis WCX 3cc (60 mg). Zaroven s touto prvni kultivaci byly
hledany vhodné podminky pro analyzu intermediatu na UHPLC-DAD-MS, aby bylo
mozné sledovat jeho mnozstvi béhem celého procesu purifikace. Jako vhodnéjsi sorbent
pro extrakci se osvédCil Oasis MCX, kdy bylo mozné v eluatu detekovat pomoci
UHPLC-DAD-MS s Cis kolonou relativné vysoké mnozstvi intermediatu 28, zatimco po
extrakci s Oasis WCX 3cc bylo mnozstvi hledaného intermediatu pouze stopové.

Po nalezeni Gispésné extrak¢ni a analytické metody pro intermediat 28 bylo cilem najit
vhodny mutantni kmen bakterie Streptomyces lincolnensis, ktery bude produkovat
nejvyssi mnozstvi intermediatu 28, poté optimalni kultivaéni médium pro produkci této
latky a metody pro jeji purifikaci.

Z bakteridlnich kment uvedenych v prvni €asti Tab. 1 se jako idealni producent
osveédcil kmen Streptomyces lincolnensis AlmbN jN ac (M0055), kdy v druhé generaci
kultivované v médiu AVM a FM bylo po deviti dnech kultivace naméteno vzhledem
k ostatnim kmenim nejvys$i mnozstvi intermediatu 28 (Tab. 13). K analyzam byla

pouzita metoda UHPLC-DAD-MS za podminek uvedenych v oddilu 3.7.4.

Tab. 12: Prehled detekovanych pseudomolekularnich iontii intermediatu 28 (m/z = 435,19)
v AVM a FM médiu.

Pocet detekovanych iontii [M+H]" ve vrcholu elu¢niho piku

Kmen médium AVM médium FM
MO0030 1,9 -10? 1,2-10?
MO0033 1,6 - 10? 67
MO0054 30 65
MO0055 1,6 -10° 8,1 -10?

S kmenem MO0055 byla testovana dalsi dvé kultivaéni média, GYM pro prvni generaci

a BG pro druhou generaci, z nichZ se ale ani jedno neprokazalo jako optimalni. Jako
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nejvhodnéjsi kultivaéni médium se osvédcilo piivodné zvolené médium AVM, v némz
dochazelo k nejvyssi produkcei intermediatu 28.

Po otestovani vSech podstatnych parametrii a metod bylo pfistoupeno ke kultivaci ve
vétsim metitku. Kmen M0055 byl kultivovan v AVM médiu (druhéd generace) po dobu
Sesti dni, pfi¢emz z kultivace bylo ziskano 1800 ml ¢istého média bez bun€k, z néhoz
byla pozadovana latka nasledné purifikovana. Prvnim purifikaénim krokem byla extrakce
na pevné fazi se sorbentem Amberlit, ktery funguje na mechanismu reverzni faze
a zachytava relativné nepolarni nenabité latky. Polarni intermediat 28 s timto sorbentem
neinteragoval, prochazel rovnou do eluétu a byl tak oddé€len od fady latek nachéazejici se
v matrici kultivaéniho média. Druhym krokem byla jiz otestovana extrakce na pevné fazi
s Oasis MCX 20 cc sorbentem, ktery je silnym ménicem kationtti a 1isi se od Oasis MCX
3cc pouze vetSim mnozstvim tohoto sorbentu. Béhem této extrakce jsou zadrzovany
kladné nabité latky, napt. latky s bazickymi skupinami v kyselém prostfedi. Diky
kladnému naboji by se sorbentem MCX m¢l interagovat také intermediat 28. K eluci
substratu byla pouzita smés methanolu a hydroxidu amonného, ¢imz doslo k uvolnéni
vazeb kladné nabitych latek se sorbentem. Takto upraveny vzorek stile predstavoval
velmi slozitou matrici a bylo tedy potieba pfistoupit k faddove Gi¢innéjSimu separacnimu
kroku. Vzhledem k naboji a polarité¢ intermediatu 28 byla pro prvni preparativni metodu
zvolena Actus Triart Diol-HILIC separacni kolona s dvouslozkovou mobilni fazi, 50mM
octan amonny pH 4,7 (slozka A) a acetonitril (slozka B), a line4rni gradientovou eluci.
Retence analytu byla dostatecna (29 min), aby byl vzorek oc¢istén od vyznamné Casti
matrice. Analyt ale stdle nedosahoval kyzené Cistoty, a proto byly testovany i dalsi
podminky pro preparaci metodou HPLC. Prvni variantou byla Luna 5u C18(2) separacni
kolona, kde nebyla o¢ekavana vyraznd interakce s intermediatem 28, ale naopak praveé
s latkami z matrice vzorku. Metoda bohuZzel nebyla ispé$nd, protoze se nepodafilo
hledany analyt viibec detekovat v zddné ze ziskanych frakci eluatu. Do testovani se tedy
vratila separacni kolona Actus Triart Diol-HILIC, kterd v prvnim purifikacnim kroku
poskytla dobré vysledky, avSak tentokrat s pouzitim izokratického médu, jehoz vysledky
ale nebyly z divodu posunu retenc¢nich Casti za téchto podminek reprodukovatelné.
Posledni variantou tedy byla zména mobilni faze, ktera v tomto kroku citala tfi slozky,
50mM octan amonny pH 8,0 (slozka A), acetonitril (slozka B) a methanol (slozka C).

Tyto podminky se ukdzaly pro preparaci intermediatu 28 jako vyhovujici. Findlni
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metodou purifikace byla znovu extrakce se sorbentem Oasis MCX 3cc, kterd ocistila
vzorek od soli a pufri pouzitych béhem ptredchozich purifikacnich krokd. Pro zavérecnou
kontrolu cistoty intermediatu 28 byla pouzita metoda UHPLC-DAD-MS s HILIC-Z
chromatografickou kolonou, ktera s intermedidtem 28 interaguje mnohem silnéji nez
kolona s Cig sorbetem. U Cis eluuje hledany intermediat téméf s mrtvym casem, zatimco
s pouzitim kolony HILIC-Z se reten¢ni Cas intermedidtu posouva az na sedmou minutu.
Na Obr. 17 je chromatogram extrahovany pro pseudomolekuldrni ion intermedidtu 28
(m/z 435,19 £ 0,04), BPI chromatogram intermediatu 28 a slepého vzorku. Z téchto
chromatogramii je vidét, ze signdl okolo paté minuty neni necistotou ve vzorku
purifikovaného intermediatu 28, protoze je patrny i ve slepém vzorku, a jedna se tedy o
systémovy signal zptisobeny pravdépodobné nelistotami v mobilni fazi. Cistota
purifikovaného intermediatu 28 byla vypocitana z plochy piku pii vinové délce A = 254
nm (Obr. 18). Podle vypoctu provedeného pomoci MassLynx V4.1 je Cistota intermedidtu
71,4 %. Pro srovnani je zobrazen i chromatogram slepého vzorku pfi stejné vinové délce.
Cistota ziskaného intermediatu by mohla byt jesté navysena provedenim dal§iho kroku
purifikace metodou preparativni HPLC s jinou mobilni fizi a experimentalnimi
podminkami, nez které byly uvedené v této diplomové praci. Vzhledem k tucelu, ke

kterému bude ziskana latka vyuzita je vSak docilena Cistota povazovana za dostatecnou.

Slepy vzorek

) L AARS RERAN LA R IS IS B
2.50 5.00 7.50 10.00
Intermediat 28
mw )
0""I""I""I""I""I""I""""I"'
2.50 5.00 7.50 10.00
Intermediat 28 m/z 435.19
100 1.25
"% k
o cas[min]
2.50 5.00 7.50 10.00

Obr. 17: MS chromatogramy intermediatu 28 (tx = 7,2 min) analyzovaného na HILIC-Z koloné

a srovnani pomoci BPI chromatogramii se slepym vzorkem.
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Intermediat 28

7.16 254 nm
2 365129
Cas  Vyska Plocha Plocha%
0.10 848 9.79 0.00
0.14 1267 54.08 0.01
077 893485 8108644 1585
242 228 8.50 0.00

3.48 32122 5022.97 1.16
4.08 4168 165.65 0.03
4.63 71800  12666.00 248
6.50 116646 4593897 8.98
7.16 2612889 36512856 71.39
8.91 3915 459.16 0.09
11.02 1324 18.07 0.00

0 sg23 12666
2000 200 400 600 800 1000 1200 14.00

Obr. 18: UV chromatogram intermediatu 28 (tx = 7,2 min) pro A = 254 nm spolu s vypocitanou

cistotou intermedidtu z plochy piku.

Zaveérem bylo nutné ovéfit identitu purifikované latky. Na Obr. 19 je zndzornéné
hmotnostni spektrum intermediatu 28, kde je patrny molekularni [M]" ion
(m/z=435,1887) a dale ion [2M—H]" (m/z = 869,3755). Teoretické hodnoty pro tyto
ionty jsou 435,1913 a 869,3749, cemuz odpovidaji chyby méfeni —6,0 ppm a —4,5 ppm,
jejichz hodnoty jsou v souladu s pouzitou instrumentaci, ktera diky analyzatoru doby letu

(TOF) dosahuje vysoce presného méteni s chybou do 10 ppm.

100- 435.1887
2
| 436.1967 792 9770
244.1615 870.3680
0 \\‘\\\\\M‘\\\\‘\\\\‘“\‘\l\\\‘\\t\\‘\\\\‘\\\\‘ m/Z

250 500 750 1000
Obr. 19: Hmotnostni spektrum intermediatu 28.
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Pro srovnani jsou na Obr. 20 uvedena UV spektra intermediatu 28 (A)
a nederivatizovaného ergothioneinu (B), kterd se od sebe vyrazné 1isi pravdépodobné
v dusledku vazby ESH na aminooktosovou jednotku linkosamidi, ¢imz je znemoZnéna

izomerie ESH mezi tiholem a thionem.

2427 232.7
A 3 B E 260.7
2.0e-1- E
E 1.5+
1.5e-1- E
o] E ] 1
< E < 1.0
1.0e—1§ E
5.00-2 5.0e-1-
0-05w”wHH\Hw”w”w”w nm O.OEwpumm\mmm\mwmw nm
200 250 300 350 200 250 300 350

Obr. 20: UV spektrum intermediatu 28 (A) a nederivatizovaného ergothioneinu (B).

K dalsimu potvrzeni identity latky 28 byl tento analyzovan s vyuzitim kolizné
indukované disociace, pfi které dojde k fragmentaci molekuly. Fragmenta¢ni hmotnostni
spektrum je zobrazeno na Obr. 21. VéEtSina majoritnich pikl ve fragmenta¢nim spektru
(ionty o nominalnich hodnotach 391, 230, 354, 186, 206) odpovida logickym fragmentim
molekuly intermediatu 28, které jsou zobrazeny v horni ¢asti Obr. 21. Nejvyssi intenzity
dosahuje fragment o m/z = 391,1960, ktery odpovidd intermediatu 28, z n¢hoz byla
odstépena karboxylova skupina, a poté fragment odpovidajici volnému ESH

(m/z=230,0957).
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391.1960 ~+ (+1H)

391.2015 (-5.56.mDa) (S:1.0, B:1)
C4gH31M4055 (-CHO2)

230.0957 ~+ (+1H)

230.0963 (-0.6.mDa) (5:0.5, B:1)
CagH4gMN3028 (-CgH1gMNO0s)

354.1086

e

-+ (-4H)

N
NJ}N’:_
>
o]
(o]

354.0098 (+8.8.mDa) (5:2.0,B:1
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Obr. 21: Fragmentacni spektrum intermedidtu 28 se strukturami fragmentii. Relativni intenzita

100 % odpovida 9,70 - 10° detekovanych iontii.

Vzorek vysuseny ve vakuovém evaporatoru byl poté zvazen na analytickych vahach

a jeho hmotnost ¢inila 1,39 mg. Takto purifikovany intermediét 28 bude dale vyuzit pro

vyzkum tykajici se enzymii LmbD a CcbD, které¢ se ucastni tvorby amidové vazby

v biosyntéze linkomycinu a celesticetinu. Konkrétn€ bude vyuzit ke krystalizaci proteinu
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CcbD s intermedidtem 28 jako substratem za ucelem objasnéni detailniho mechanismu

reakce katalyzované timto proteinem.

4.2 Stanoveni ESH a MSH

V druhé ¢asti diplomové prace jsem se veénovala stanoveni ergothioneinu (ESH)
a mykothiolu (MSH) u riznych bakterialnich kment prevazné rodu Streptomyces (druhé
cast Tab. 1) a hledanim zavislosti mezi obsahem téchto thiolti a produkci linkosamidu.

(chemické struktury derivatizovanych thiolti jsou v Obr. 22). Cilem bylo porovnat
mnozstvi thiolti v buiikdch v riznych stadiich produkce linkosamidi, tedy pfed jejim

zacatkem, v dob¢ zahajeni, béhem produkce a po ukonceni produkce.

2:( 0%0”3

(0] N/N
/ S NH
H
(0]
o OH
N OH
H o
HO, OH
HO (0]
HO
HO MSmB
OH
(0]
f( o
© N/N h \ +N
—
)AL A
N
0}
ESmB

Obr. 22: Chemické struktury derivatizovanych thiolii. Cervené zvyraznény monobromobiman

(mBBr).

Nejprve byly vzorky médii odebirany v pravidelnych intervalech a v nich detekovany
linkosamidy, které jsou do média vylucovany. U odbérl s rGznou urovni mnozstvi
linkosamidti byly nasledn¢ analyzovany derivatizované thioly v bunikdch jednotlivych

kment (Tab. 13).
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Tab. 13: Prehled vzorkii médii odebiranych v ¢ase a poté pouzitych pro derivatizaci ESH a MSH.
Odb. 1 = odber 1, Odb. 2 = odber 2 apod. (Uvedeny cas je pocitan od zacatku kultivace.)

Kmen Odb. 1 Odb. 2 Odb. 3 Odb. 4 Odb. 5 Odb. 6

C0020 76,5 h 80 h 96 h 100,5 h - -
C0021 52,5h 56 h 72h - - -
C0071 28,5h 32h 48 h 52,5h 56 h 72 h
C0016 32h 48 h 52,5h 56 h - -

Pro kmen Streptomyces lincolnensis (C0020) byly zjistény ctyfi odbéry (Obr. 23),
které zachytily kiivku narGstu mnozstvi linkomycinu v médiu a jejichz thioly v buiikdch
byly poté derivatizovany pomoci monobromobimanu. Z analyz provedenych na
UHPLC-DAD-MS vyplyva, ze s rostoucim mnozstvim linkomycinu ve vzorku zaroven
roste 1 mnozstvi obou thiolll v bunkach. Pfed zahdjenim produkce linkosamidi nebyly
thioly ve vzorcich detekovany, naopak v odbérech s vysokym mnozstvim linkomycinu
byly detekovany i oba. Mnozstvi MSH je celkové ve vSech odbérech pouze stopové, ale
vzrustajici tendence je zaznamenatelnd. U ESH byl pfi srovnani s derivatizovanym
standardem ESH je retencni ¢as v realném vzorku posunuty. Pravdépodobnym
vysvétlenim by mohl byt vliv slozité matrice bunéénych metabolitii. Tento ptedpoklad

byl ovéten metodou pridavku standardu do redlného vzorku, ktery vliv matrice potvrdil.
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Obr. 23: MS chromatogramy kultivacniho média Streptomyces lincolnensis (C0020)
produkujiciho linkomycin (tx = 6,7 min). Extrahovino pro [M+H]" ion linkomycinu
(m/z =407,222). Odb. 1 = 76,5 h, Odb. 2 = 80 h, Odb. 3 = 96 h, Odb. 4 = 100,5 h od zacatku
kultivace. Relativni intenzita 100 % odpovida 1,80 - 10° detekovanych ionti.
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Obr. 24: MS chromatogramy derivatizovaného MSH a ESH produkovanych kmenem C0020,
extrahované pro [M+H]" molekulovy ion o m/z = 677,235 (derivatizovany MSH) a [M]"
molekulovy ion o m/z = 420,171 (derivatizovany ESH). Relativni intenzita 100 % je pro
derivatizovany MSH 77, pro derivatizovany ESH 6,37 - 10° a pro derivatizovany ESH standard
3,56 - 10" detekovanych iontii. Casy odbérii odpovidaji casiim uvedenym pod Obr. 23 nebo
v Tab. 13.
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U kmene Streptomyces caelestis (C0021) produkujiciho celesticetin se zcela
nepodaftilo odebrat média v takovych casech, aby se hladina thiold od sebe vyrazné lisila
(Obr. 25). Analyzou na UHPLC-DAD-MS ale nebylo zaznamenano témét zadné, ¢i uplné
minimalni mnozstvi obou derivatizovanych thiolti. MoZnou ptic¢inou by mohla byt vysoka
produkce celesticetinu, a tedy zuzitkovani MSH pro jeho biosyntézu, ¢i zapojeni thiol

do jinych metabolickych funkci probihajicich v buiice.

Odb. 1
100
i 511
==
U_
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Odb. 2
100+
5.10
=
G ||||||||||||||||||||||||||||||||||'||'|r||
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
Odb. 3
100 =10
2]
0+ Cas [min]
4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

Obr. 25: MS chromatogramy celesticetinu produkované¢ho kmenem Streptomyces caelestis
(C0021) (tr = 5,1 min). Extrahoviano pro [M+H]" ion celesticetinu (m/z = 529,222).
Odb. 1 =52,5h, Odb. 2 = 56 h, Odb. 3 = 72 h. Relativni intenzita 100 % odpovida 1,48 - 1 0’

detekovanych iontii.
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Poslednim zkoumanym linkosamidem byl intervencin produkovany kmenem
Rhodococcus sp. (C0071) (Obr. 26). Zde bylo vybrano sedm odbéri, pro néz byla
provedena derivatizace thiol (Obr. 27), a stejn€ jako u kmene C0020 byl potvrzen trend
v naristu mnozstvi thiold spolu s nartstem produkce linkosamidu, v tomto ptipadé
intervencinu. Na rozdil ale od kmene C0020 bylo u kmene C0071 detekovano vyrazné&jsi
mnozstvi derivatizovaného MSH, které spolu s derivatizovanym ESH koreluje
s mnozstvim intervencinu. Zajimavé je, ze u chromatogramu pro ESH chybi pik
s retenc¢nim ¢asem 0,5 min, ktery se objevuje u kmene Streptomyces lincolnensis. Tento
rozdil by mohl byt zptisoben tim, Ze producent intervencinu neni bakterialnim kmenem
rodu Streptomyces, ale Rhodococcus a domnély isomer ESH se u néj nevyskytuje.

Podobné je i v chromatogramu derivatizovaného MSH mozné postfehnout naznak
druhého piku reprezentujici latku, kterd s derivatizovanym MSH koeluuje. Domnivam se,

ze by mohlo jit o dva isomery derivatizovaného MSH.
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Obr. 26: MS chromatogramy kultivacniho média kmene Rhodococcus sp. (C0071) produkujiciho
intervencin (tg = 6,2 min). Extrahovdano pro [M+H]" ion intervencinu (m/z = 393,2006).
Odb. 1 =285h, Odb.2=32h, Odb. 3 =48 h, Odb. 4 =52,5h, Odb. 5 = 52,5 h, Odb. 6 =72 h.
Relativni intenzita 100 % odpovida 8,83 - 10° detekovanych iontii.
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Obr. 27: MS chromatogramy derivatizovaného MSH a ESH produkované kmenem CO0071,
extrahované pro [M+H]" molekulovy ion s m/z = 677,235 (derivatizovany MSH) a [M]"
molekulovy ion o m/z = 420,171 (derivatizovany ESH). Relativni intenzita 100 % pro
derivatizovany MSH je 5,85 - 10°, pro derivatizovany. ESH je to 390 a pro derivatizovany ESH
standard 3,56 - 107 detekovanych iontii. Casy odbérii odpovidaji casiim uvedenym pod Obr. 26
nebov Tab. 13.
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U kmene Streptomyces coelicolor (C0016) byly rovnéz odebirany vzorky médii
v ruznych ¢asovych intervalech, ale vzhledem k tomu, ze tento kmen neni producentem
zadného linkosamidu, byly analyzovany pouze derivatizované thioly (Obr. 28). Analyzou
bylo zjisténo, ze tento kmen produkuje pouze stopové mnozstvi obou thioll, které
s Casem kolisd, ale neni zde zachytitelny linedrni nartist, ¢i pokles. Je pravdépodobné, ze
jsou tyto thioly zapojené do jinych biosyntetickych drah ¢i detoxifikac¢nich procesti a jsou
tedy spotiebovavany, nebo je hlavnim thiolem pro tento kmen jiny nizkomolekularni
thiol, coz by bylo mozné zjistit napt. hleddnim gentli pro biosyntézu jednotlivych thiolt
v genomu tohoto kmene. Podstatné je, Ze u tohoto kmene, kde nejsou thioly vyuzity pro
biosyntézu zadného specializovaného metabolit, neni na rozdil od producenti
linkomycinu a intervencinu pozorovan zadny trend ve zméné mnozstvi detekovanych

thiolt v buiikach.
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Obr. 28: Chromatogramy derivatizovaného MSH a ESH produkované kmenem Streptomyces coelicolor
(C0016), extrahované pro [M+H]" molekulovy ion s m/z = 677,235 (derivatizovany MSH) a [M]"
molekulovy ion o m/z = 420,171 (derivatizovany ESH). Relativni intenzita 100 % pro derivatizovany
MSH je 80, pro derivatizovany ESH 100 a pro derivatizovany standard ESH 3,56 - 10" detekovanych
iontii. Odb. 1 =32 h, Odb. 2 =48 h, Odb. 3 = 52,5 h, Odb. 4 = 56 h.
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Vyse popsana studie ukazala, Ze stejné jak se méni mnozstvi jednotlivych linkosamida
v Case kultivace, je i mnozstvi thioli potfebnych k jejich biosyntéze u jednotlivych
kment odlisné. Shodnym bodem alespoit pro kmen Streptomyces lincolnensis
a Rhodococcus sp. je narist produkce obou thioll spolu s narlistem mnozstvi
linkosamidii. Kmen C0020, v jehoz kultivaénim médiu bylo zjiSténo nejvyssi mnozstvi
vyuzit pravé na biosyntézu. Mnozstvi ESH bylo na druhou stranu relativné vysoké,
nejspis z toho diivodu, Ze béhem biosyntézy neni spotfebovavan. V médiu kmene C0071
bylo rovnéz detekovano vysoké mnozstvi linkosamidu a stejné¢ tak MSH. Naopak
mnozstvi ESH bylo oproti kmenu C0020 vyrazné nizs$i. Jak jiz bylo uvedeno vyse, tento
ucasti v biosyntéze intervencinu i jinou roli.

U analyz derivatizovaného MSH nebylo mozné srovnani reten¢niho ¢asu pomoci
standardu MSH, ktery neni kvili nakladné chemické syntéze prozatim komercéné
dostupny. Jeho identita byla ovSem ovétena na zakladé kolizn€¢ indukované disociacni
MS analyzy (Obr. 29). VétSina majoritnich pikti ve fragmentacnim spektru (ionty
o nominalnich hodnotach 273, 336, 419 a 497) odpovida logickym fragmentiim molekuly
derivatizovaného MSH. Fragment s nejvyssi intenzitou signalu (m/z = 497,1698)
odpovida molekule MSH s odstépenou inositolovou casti. Druhy nejvice zastoupeny
fragment o m/z = 336,1080 pak odpovidd molekule monobromobimanu s navazanym
zbytkem N-acetylovaného cysteinu.

Na Obr. 30 je znazornéné hmotnostni spektrum derivatizovaného mykothiolu
a derivatizovaného ergothioneinu z redlného vzorku kmene Streptomyces lincolnensis,
kde je v ¢asti A patrny molekularni [M+H]" ion derivatizovaného MSH (m/z = 677,2303)
a v ¢asti B molekularni [M]" ion derivatizovaného ESH (m/z = 420,1720). Teoretické
hodnoty pro tyto ionty jsou 677,2346 a 420,1706, ¢emuz odpovidaji chyby méfeni
—6,3 ppm a 3,3 ppm. Tyto hodnoty jsou stejné¢ jako u intermedidtu 28 v souladu
s pouzitou instrumentaci, ktera diky analyzatoru doby letu (TOF) poskytuje velmi citlivé

méteni s chybou do 10 ppm.

70



497.1698

o

i+ (+0H)

497 1706 -0.8.mDa) (8:0.5 B:1)
CzqHzghq0g5 (-CgH120g)

336.1080

|:|A~'E
Pt

S+ (+0H)

3361018 (+6.2.mDa) (8:0.5, B:1)
C15H1gM3043 (-CqzHzzMNO40)

419.1413 a+-3H)

4181302 (+11 1.mDa) (1.5, B:2)
C1gHzzMz041 -CqqH1gMN2035)

149.0733 T

1480688 (+4.5.mDa) (5:2.0, 8.3
CsHyqNOg -ConH30MN3 0450

149.0733 4 (+3H)

e

149.0814 (-8.1.mDa) {5:1.0, B:2)
CgH1304 -CzqHzgM4a0105)

273.1111 “+ (-TH)

2731087 (+ad.mDa) (51.0 B:2)
C4qH17Mz0g (-CqgHzaMN2055)

100. 497.1698

209.1005

336.1080
2
498.1710
208.0943 419.1413
273.1141 37.1120 499.1680 606.0376

¥ | ‘ 607.0396
0 TTT \\\\“\\\J\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\T‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\l\\‘\\\\‘\L\\\“\\L\\‘\\‘\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘J‘\‘\\\‘\\\\‘\\\\“\\
200 300 400 500 600 m/z

Obr. 29: Fragmentacni spektrum derivatizovaného mykothiolu se strukturami jednotlivych

fragmenti.
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Obr. 30: MS spektra derivatizovaného mykothiolu (A) a derivatizovaného ergothioneinu (B)
produkovanych kmenem Streptomyces lincolnensis (C0020).
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5 Zavér

Cile prvni ¢asti této diplomové prace byly splnény nasledujicim zptisobem. Pro produkci
intermediatu 28 byl nalezen optimalni bakterialni kmen a vhodné kultiva¢ni podminky:
Streptomyces lincolnensis AlmbNy., AVM médium. Byl vyvinut postup extrakce
a chromatografické analyzy s UV a/nebo MS detekci pro analytické i preparativni Gcely,
pfevazné s vyuzitim chromatografie na bazi HILIC. Vysledkem tohoto tusili byla
purifikace 1,39 mg intermediatu 28 z 1800 ml kultivaéniho média. Cistota latky byla dle
chromatografické analyzy pii 254 nm 71,4 % a nebyly detekovany zadné dal$i vyznamné
necistoty pomoci MS. Pripraveny biosynteticky intermediat 28 bude dale vyuzit
k vyzkumu tykajici se enzymti LmbD/CcbD.

V druhé c¢asti diplomové prace bylo cilem objasnit zavislost mezi produkci
nizkomolekularnich thiold a produkci linkosamidd. Bylo zjiSténo, Ze s rostoucim
obsahem linkosamidd v médiu roste zaroven mnozstvi obou thiold v bumkach, a to
u kmene Streptomyces lincolnensis (C0020) a Rhodococcus sp. (C0071), u kmene
Streptomyces caelestis (C0021) nebyly zadné thioly detekovany. I u prvnich dvou
zminénych kment je ale rozdil v poméru MSH produkovaného témito kmeny znacné
odlisny — na rozdil od kmene C0071 bylo u kmene C0021 detekovano pouze stopové
mnozstvi MSH. U referen¢niho kmene Streptomyces coelicolor (C0016) bylo detekovano
rovnéZ pouze stopové mnozstvi obou thiolll, které se v case nijak neménilo. Z vysledkt
je tedy mozné usoudit, ze metabolismus thiolli ptimo souvisi s produkei linkosamidi
minimalné v ptipad¢ kmeni Streptomyces lincolnensis (C0020) produkujici linkomycin

a Rhodococcus sp. (C0071) produkujici intervencin.
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Priloha

Metabolity obsahujici ve své strukture ESH (zvyraznén modre)

0 OH

Spithionein A 3

Producent: Streptomyces spinoverrucosus s

Zdroj: mote o) { >/\NH \’L+/
Bioaktivita: neznama NH = N —

COOH

Benzastatin JBIR-73
Producent: Streptomyces sp. RI118
Zdroj: ptida, Japonsko

Bioaktivita: neznama

Clithionein

Producent: neznamy

Zdroj: houby — Clytocybe acromealga, Japonsko NH2 ’/“MOH
Bioaktivita: neznama HOO CJ\(\S/QN T
H

Gastrolatathionein )J\
Producent: neznamy

N N
Zdroj: Gastrodia elata (tian ma), Cina — /\©\
HO OH

Bioaktivita: neznama
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Metabolity obsahujici ve své struktuie mykothiol nebo jeho ¢ast

(zvyraznéno modre)

OH O
N . OH
anaomyciny
Producent: Streptomyces rosa subsp. Q
notoensis OS-3966 COOH
Zdroj: Japonsko 5 S o
Bioaktivita: protinadorova o )k
OH N
H
HO NH
OH 0]
OH
o 0
COOH OH HO

)
OH
S
o) o]
‘ )k HO OH
»
HOOC H o .
Nanaomycin I Nanaomycin H
OH 0]
OH
HO
0 0
COOH
S
0O
i H OH (0] S
HOy,, WNH
Nanaomycin J Hooc”
o~ oH
OH . o]
Cysrabelomycin

Producent: Streptomyces sp. HN-A124

Bioaktivita: protinadorova
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Geldanamycin C
Producent: Streptomyces sp. AD-23-14

Bioaktivita: pravdépodobné protinddorova

Mccrearamycin A
Producent: Streptomyces sp. AD-23-14

Bioaktivita: pravdépodobné protinddorova

Cyslabdan
Producent: Streptomyces sp. K04-0144. 11
Bioaktivita: synergicky tc¢inek zvysujici

antimikrobialni vlastnost imipenemu

\\\\\\\

COOH 0}
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HOOC S

O 0}
Lucensimycin D > : \

NH ° =0
(0] N

Ol
I
T

Lucentamycin F (lucentamyciny)
Producent: Streptomyces lucensis MA7349

Bioaktivita: antimikrobialni

5

Ol
T
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