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Abstrakt

Mikroorganismy se potiebuji rychle adaptovat na zmény prostiedi, coz vede k optimalizaci jejich genové
exprese a jejimu vyusténi v rizné fenotypické projevy. Dynamika a komplexnost této plasticity neni
za soucasného stavu poznani stale plné pochopena. Tato prace se zaméfuje na rezistencni proteiny ARES
podrodiny ABCF proteint, které udileji rezistenci vii¢i antibiotikiim inhibujicim translaci vazbou na velkou
508 ribozomalni podjednotku, konkrétné vici linkosamidiim, streptograminiim A a pleuromutilinim (LSAP).
U producenta linkomycinu Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 se nam podatilo popsat zapojeni ARES
proteinu LmrC do nové objevené signalni kaskady. Tato kaskada urychluje nastup produkce linkomycinu
v odpovédi na piitomnost antibiotik v prostiedi, ¢imz dochazi k synchronizaci produkce linkomycinu
v bakteridlni populaci. Protein LmrC spousti expresi pozitivniho regulatoru LmbU, ten déle spousti vlastni
produkci linkomycinu. Nasledné je produkce LmrC potlacena funkei zbylych dvou rezisten¢nich proteint
LmrA a LmrB, jejichz geny jsou kddovany v linkomycinovém biosyntetickém genovém klastru (BGC) spolu
s geny /mrC a ImbU.

Vliv na produkei sekundarnich metabolitl byl pozorovan také pro ARES proteiny TiaA (SCO0636)
a SCO6720 kodované v genomu bakterie Streptomyces coelicolor M145. Tyto proteiny moduluji v odpovédi
na pfitomnost LS4P antibiotik produkci redox-aktivniho, modie zbarveného antibiotika aktinorodinu (ACT),
jehoz produkce se aktivuje pritomnosti antibiotik inhibujicich translaci. TiaA je navic rozhodujicim
rezistencnim faktorem zodpovédnym za rezistenci S. coelicolor k pleuromutilinu, ktery je produkovan
houbou Clitopilus passeckerianus. Dle fylogenetické analyzy a spole¢né kultivace obou kment je tato
rezistence z hlediska mezidruhové interakce klicova.

V reakci na dudlni funkci proteinu LmrC se dale povedlo objevit adaptivni systém, ktery bakterii
S. coelicolor umoziuje dynamickou reakci na pfitomnost LSAP antibiotik odrazejici jejich koncentraci.
Zminény adaptivni systém spoléha na funkéni kooperaci TiaA s proteinem SCO6720. Tento protein je
zapojen v reakci bakterie na nizké koncentrace antibiotik. Déle byl potvrzen jeho vliv na WblC regulon, ktery
je zodpovédny za rezistenci k linkomycinu. Exprese fiad je naopak spousténa ve vysSich koncentracich
indukujicich antibiotik. Ponévadz zastupci kmene Actinobacteria dle fylogenetické analyzy ARES ABCF
proteinti obsahuji ustalené dvojice ARES proteintl, zda se, Ze je tento adaptivni mechanismus kooperace
konzervovany. Prostfednictvim své rezistencni funkce piisobi ARES ABCF proteiny zaroven jako globalni
translacni regulatory. Tato prace méni zazity pohled na ARES ABCF proteiny jako rezistencni proteiny a

zduraznuje jejich dualni, rezistencné-regulacni roli, ktera ma $irsi ekologicky a fyziologicky vyznam.
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ARE ABCEF proteiny, LmrC, TiaA, Streptomyces lincolnensis, Streptomyces coelicolor, LSAP antibioticka

rezistence, linkomycinovy BGC, mikrobidlni interakce, regulace BGC



Abstract

Microorganisms need to quickly adapt to environmental changes, which leads to optimization of their
gene expression and its manifestation in various phenotypic traits. The dynamics and complexity of this
plasticity are not yet fully understood given the current state of knowledge. This work focuses on ARES
resistance proteins of the ABCF protein subfamily, which provide resistance to antibiotics that inhibit
translation by binding to the large 50S ribosomal subunit, specifically to lincosamides, streptogramins A, and
pleuromutilins (LSAP). In the lincomycin producer Streptomyces lincolnensis ATCC 25466, we described
the involvement of the ARES protein LmrC in a newly described signalling cascade. This cascade accelerates
the onset of lincomycin production in response to the presence of antibiotics in the environment, leading to
synchronization of lincomycin production in the bacterial population. The LmrC protein triggers the
expression of the positive regulator LmbU, which further triggers lincomycin production itself. Subsequently,
LmrC production is suppressed by the function of the remaining two resistance proteins LmrA and LmrB,
whose genes are encoded in the lincomycin biosynthetic gene cluster (BGC) together with the /mrC and ImbU
genes.

The influence on secondary metabolite production was also observed for ARES proteins TiaA (SCO0636)
and SCO6720 encoded in the genome of Streptomyces coelicolor M145. These proteins modulate the
production of the redox-active, blue-coloured antibiotic actinorhodin (ACT) in response to the presence of
LSAP antibiotics, whose production is activated by the presence of translation-inhibiting antibiotics.
Moreover, TiaA is a crucial resistance factor responsible for S. coelicolor's resistance to pleuromutilin, which
is produced by the fungus Clitopilus passeckerianus. According to phylogenetic analysis and co-cultivation
of both strains, this resistance is crucial in terms of interspecies interaction.

In response to the dual function of the LmrC protein, we further discovered an adaptive system that allows
S. coelicolor to dynamically react to the presence of LSAP antibiotics reflecting their concentration. This
adaptive system relies on the functional cooperation of TiaA with the protein SCO6720. This protein is
involved in the bacterial response to low antibiotic concentrations. Furthermore, its influence on the WblC
regulon, which is responsible for lincomycin resistance, was confirmed. In contrast, tia4 expression is
triggered at higher concentrations of inducing antibiotics. Since members of the Actinobacteria phylum
contain established pairs of ARES proteins according to phylogenetic analysis of ARES ABCF proteins, this
adaptive mechanism of cooperation appears to be conserved. Through their resistance function, ARE5 ABCF
proteins also act as global translational regulators. This work changes the established view of ARE5S ABCF
proteins as resistance proteins and emphasizes their dual, resistance-regulatory role, which has broader

ecological and physiological significance.
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Abecedni seznam pouzitych zkratek

(p)ppGpp guanosine tetraphosphate/pentaphosphate guanosin tetrafosfat/pentafosfat
30S IC 30S initiation complex 308 inicia¢ni komplex

5'UTR 5’ untranslated region of mRNA 5" neptekladana oblast mRNA
ABC ATP-binding cassette protein ATP-vazebny protein

ABCF ATP-binding cassette proteins subfamily F ABC protein podrodiny F

ACT actinorhodin aktinorodin

AMP-PNP adenylyl-imidodiphosphate adenylyl-imidodifosfat

ARD antibiotic resistance domain doména antibiotické rezistence

ARE ABCF  antibiotic resistance ABCF rezistencni proteiny z podrodiny ABCF

A-misto aminoacyl/acceptor ribosome site aminoacylové/akceptorové misto ribozomu
ARNA  aminoscyl-tRNA minokysclinou v A-misé ribororm)
BGC biosynthetic gene cluster biosynteticky genovy klastr

CAM chloramphenicol chloramfenikol

cAMP cyclic adenosin monophosphate cyklické AMP

CARB carbenicilin karbenicilin

cDNA complementary DNA komplementarni DNA

CDA calcium-dependent antibiotic kalcium-dependentni antibiotikum
CLI clindamycin klindamycin

CP central protuberance centralni vybézek

CSR cluster-situated regulator regulator lokalizovany v BGC
CTD C-terminal domain C-terminalni doména

CTE C-terminal extension C-terminalni prodlouzeni

Cv column volume objem kolony

EF elongation factor elongacni faktor

EGT ergothioneine ergothionein

E-misto exit ribosome site vystupni misto ribozomu

Erm erythromycin-ribosome methylase -

ERY erythromycin erytromycin

EtBr ethidium bromide ethidium bromid

IF initiation factor inicia¢ni faktory
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mRNA

MRSA

MSg
MSH
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MTL
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NTP
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PKS
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ppGpp

large ATP-binding regulator of the LuxR
like family

lincomycin
linezolid
leader peptide

lincosamides, streptogramins A and
pleuromutilins

lincosamide

GDP-activated lincosamide
macrolide arrest motif

4-methoxy-2,2'-bipyrrole-5-carboxaldehyde
major facilitator superfamily
minimal inhibitory concentration

macrolides, lincosamides and
streptogramins B

messenger ribonucleic acid
methicillin-resistant Staphylococcus aureus

macrolides and streptogramins B
mycothiol

macrolide and streptogramin B resistance
methylthiolincosaminide
nucleotide binding domain
nascent peptide exit tunnel
nucleoside triphosphate

optical density

open reading frame

polyethylen glycol

phenicols, oxazolidinones
pristinamycin_IA
pristinamycin_IIA

polyketide synthase

peptidyl ribosome site

guanosine tetraphosphate

linkomycin
linezolid
vedouci peptid

linkosamidy, streptograminy A a
pleuromutiliny

linkosamid
linkosamid aktivovany pomoci GDP

motiv makrolidy indukovaného zastaveni
ribozomu

4-metoxy-2,2'-bipyrrol-5-karboxaldehyd

minimalni inhibi¢ni koncentrace
makrolidy, linkosamidy a stretograminy B

mediatorova ribonukleova kyselina

meticilin-rezistentni kmen Staphylococcus
aureus

makrolidy a streptograminy B
mykothiol
metylthiolinkosamid
nukleotid vazebna doména
vystupni kanal nascentniho peptidy
nukleosidtrifofat

opticka denzita

otevieny Cteci ramec
polyethylenglykol
amfenikoly, oxazolidinony
pristinamycin TA
pristinamycin ITA

polyketid syntetaza
peptidylové misto ribozomu

guanosin tetrafosfat
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PTC

PtIM

P-tRNA
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RNAP
ROS
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RT

Sa
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Sp

SD
SRC
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peptidyl-tRNA

puromycin
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reactive oxygen species
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ribosome release/recycling factor
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room temperature
streptogramin A

S-adenosyl methionine
Streptomyces antibiotic regulatory protein
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tetracycline
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puromycin

polyvinylidendifluorid

ribozom vazebné misto
undecylprodigiosin

retapamulin

terminac¢ni faktor

RNA polymeraza

reaktivni forma kysliku
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virginamycin M

vankomycin-rezistentni kmeny rodu
Enterococcus

divoky druh



1. Uvod

Zavedeni antibiotik do lékarské praxe mélo revolucni dopad na spolecnost, nebot’ piispélo ke kontrole
infekénich onemocnéni doprovazené vyznamnym snizenim umrtnosti. Z historickych prament je vSak
patrné, Ze antibiotika byla vyuzivana jiz pied nastupem moderni mediciny, jak doklada pritomnost
tetracyklinu v kosternich poztstatcich datovanych do 350-550 n.l. nebo pouzivani chleba pokrytého plisni
pro 1éébu ran a popalenin ve starovékém Egypté (1-3). Prestoze zavedeni antibiotik do 1ékatské praxe
pfineslo zasadni pokrok v mediciné bylo provazeno silnym selekénim tlakem, ktery vyustil ve vznik
rezistentnich bakterialnich kmenti (4). V soucasnosti piedstavuje vyskyt multirezistentnich bakterialnich
kmeni globalni hrozbu, na kterou upozortiuje i Svétova zdravotnicka organizace (WHO), ¢imz se dostal tento
problém do podvédomi Sirsi vetejnosti (5).

Velka cast klinicky pouzivanych antibiotik je ptirodniho ptivodu nebo je z pfirodnich latek odvozena.
Produkovana jsou zejména bakteriemi a houbami (6). Jejich produkce je neodvratné spjata i s ochranou
producentt pted jejich toxickym G¢inkem. Pfirodni prostiedi tak tvoii bohaty rezervoar rezisten¢nich gent,
které mohou byt pienaseny pomoci horizontalniho pfenosu na okolni bakterie (4, 7). Dlouhou dobu bylo
na antibiotika pohlizeno jen jako na latky pouzivané k 1é¢b€ infekci, v souCasnosti jsou vSak vnimana
mnohem komplexnéji. Castéji je studovana jejich ekologicka role, nebot’ krom kli¢ové role v eliminaci
infekei hraji také vyznamnou roli jako signalni molekuly v interakcich mezi mikroorganismy (6).

Antibiotika a s antibiotiky spojené rezistencni mechanismy byly v pfirod¢ dfive, nez se o n¢ zacalo
zajimat lidstvo. To znaci, Ze maji nezastupitelnou ulohu v celém ekosystému, protoze schopnost komunikace
je v dynamickém prostfedi, které mikroorganismy obyvaji, nepostradatelna. Funkce antibiotik se odviji
od jejich dosaZené koncentrace v prostfedi. Ve vysokych koncentracich negativné ovliviiuji rist okolnich
bakterii a tim poskytuji svym producentim selekéni vyhodu v kompetici o Ziviny. V subinhibi¢nich
koncentracich pak funguji jako signalni molekuly ovliviiujici genovou expresi okolnich organismi. Tim
dochazi k synchronizaci chovani v ramci populace a ovlivnéni fyziologickych vlastnosti jednotlivych
jedinct. Antibiotika maji tedy dudlni funkeci, ktera je zavisla na jejich koncentraci (6, 8, 9).

Dulezitymi producenty antibiotik jsou zastupci rodu Streptomyces obyvajici ptidu i vodni prostiedi. Mezi
témito antibiotiky maji nezastupitelnou roli skupiny, které inhibuji translaci prostfednictvim vazby na velkou
50S ribozomalni podjednotku. Rod Streptomyces produkuje riizné skupiny antibiotik cilenych na ribozom,
mezi které patii makrolidy, linkosamidy, streptograminy A a B (10, 11). Geny pro tyto biosyntetické drahy
jsou v genomu lokalizované v isecich nazyvanych biosyntetické genové klastry (BGC). Bakterie zpravidla
vyuzivaji kombinaci n€kolika rezistencnich mechanismi k vlastni ochrané, coz se odrdzi v castém vyskytu
vétsiho poctu rezistencnich gend v ramci jednoho BGC (12). V klastrech pro syntézu antibiotik cilenych
do peptidyltransferazového centra (PTC) a vystupniho tunelu ribozomu se casto nachdzi geny pro ARE
(antibiotic resistance) ABCF proteiny (13-17).

ABCEF proteiny patii do velké proteinové nadrodiny ABC proteintl, které jsou z velké ¢asti zapojeny
do transportu latek. Na rozdil od nich ABCF proteiny interaguji s ribozomem a ucastni se proteosyntézy jako
zachranné faktory. ARE ABCF proteiny udili rezistenci k transla¢nim inhibitorim mechanismem ochrany
ribozomu (18-21). ABCF proteiny oznacované v této praci jako regulacni se podili na udrzeni aktivni
proteosyntézy v pripad¢ obtizné translatovatelnych sekvenci (22-24). Ob¢ skupiny ABCF proteint maji tedy

schopnost zachranit ribozom zastaveny antibiotikem nebo komplikovanym mRNA templatem. Navic bylo
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ukézano, Ze regulacni ABCF protein EttA je zapojen do regulace translace enzymi primarniho metabolismu,
konkrétné citratového a glyoxylatového cyklu (23). Velka srovnavaci fylogeneticka analyza odhalila, ze se
ABCEF proteiny dale ¢leni do 45 podskupin, mezi kterymi je 7 oznacovanych jako ARE, avsak funkce vétsiny
z nich nebyla studovana. ABCF proteiny tak ziistavaji stdle malo prozkoumanou skupinou ABC proteinti
(25).

V ramci této prace jsem se zaméfila na charakterizaci funkce ARES ABCF proteini, a to konkrétné
na protein LmrC z linkomycinového BGC ze Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 a TiaA (SCO0636) a
SCO6720 ze Streptomyces coelicolor M145. Ukazuji, ze se tyto proteiny mohou vedle rezistence
k linkosamidim, streptograminiim A a pleuromutiliniim (LSAP) podilet na ovlivnéni genové exprese v reakci
na antibioticky signal. Konkrétné se viibec poprvé povedlo ukazat, ze ARES protein LmrC spousti produkci
linkomycinu v reakci na pfitomnost linkosamidovych antibiotik. V1iv na genovou expresi jsem nasledné
detekovala i u ARES proteind TiaA a SCO6720 jejichz geny nejsou spojeny s BGC. Zjistila jsem, Ze tyto
proteiny moduluji produkci aktinorodinu (ACT) indukovanou antibiotiky. Na zaklad¢ vysledkt jsme navrhli
mechanismus, kterym ARE ABCF proteiny prostfednictvim své rezistencni funkce reguluji genovou expresi
v zavislosti na koncentraci antibiotik. Tato prace sjednocuje pohled na ARE ABCF a regulaéni ABCF
proteiny, protoZe obé skupiny reguluji genovou expresi v zavislosti na inhibici translace, kdy se 1isi jen piivod

této inhibice.
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2. Literarni prehled

2.1. Antibiotika zacilena na translaci

Antibiotika jsou malé bioaktivni molekuly, které jsou produkovany v rameci sekundarniho metabolismu,
téz oznacovaného jako specializovany metabolismus, riznymi mikroorganismy jako jsou bakterie a houby
(26-28). Vazi se na zivotn¢ dilezité bunécné struktury a tim inhibuji klicové mikrobidlni procesy jakymi
jsou replikace, transkripce, ¢i syntéza bunécné stény. Velké mnozstvi klinicky vyznamnych antibiotik je pak
zacileno na inhibici translace (29, 30). Objev antibiotik byl pro lidskou spole¢nost velkym krokem vpied.
Umoznil 1écbu infekénich onemocnéni, ¢imz bylo mozné odvratit epidemie, které postihovaly lidstvo
v pribéhu déjin (3). Spolu s jejich zavedenim do 1ékatské praxe se vSak zacaly objevovat bakterialni kmeny,
které jsou k pouzitym antibiotikiim rezistentni (4).

Chemické modifikace piivodnich, v pfirodé se vyskytujicich, latek vedly k semisyntetickym a pozdé&ji
Cisté syntetickym derivatiim, které se vyznacuji lepSimi vlastnostmi nez pivodni antibiotika (31). Nékteré
dokonce piekonavaji vzniklé rezistence. Velkou skalu klinicky pouzivanych antibiotik produkuji zastupci
kmene Actinobacteria, ktefi maji nepostradatelnou tlohu nejen z medicinského, ale také ekologického

hlediska, kde jsou zapojeny do kolobéhu latek a mezidruhovych interakei.

2.1.1. Bakterialni proteosyntéza

vvvvvv

Dochazi pii ni k dekodovani informace obsazené v medidtorové RNA (mRNA) prostiednictvim
aminoacylované transferové RNA (tRNA) do aminokyselinové sekvence, ktera tvoii polypeptidovy fetézec.
Informace v templatové mRNA jsou kddovany ve formé tii nukleotidi zvanych kodén, které se paruji s tfemi
nukleotidy v antikodénové smycce tRNA nesouci prislusnou aminokyselinu. Pfesnost translace je velmi
dalezita pro spravnou funkci bunky (32, 33). K biosyntetickému procesu dochazi na velkém
ribonukleoproteinovém komplexu, ktery je nazyvan ribozom. Bakteridlni 70S ribozom je tvofen dvéma
podjednotkami — malou 30S ribozomalni podjednotkou a velkou 50S podjednotkou (Obr. 1A). Mala 30S
ribozomalni podjednotka je tvofena 16S ribozomalni RNA (rRNA) a 21 ribozomalnimi proteiny (S1-S21),
které strukturné tvofi ti zdkladni domény oznacované jako hlava, krk a t€lo. Role 30S podjednotky spociva
v dekodovani templatové mRNA véazané mezi hlavou a télem a v pfesnosti translace (Obr. 1C) (34-36).
Velkd 50S ribozomalni podjednotka se sklada z 23S rRNA, 5S rRNA a 34 proteind (L1-L34) (37).
Sekundarni struktura 23S rRNA je tvoiena Sesti doménami (I-VI). Velka 50S podjednotka obsahuje nékolik
vyznamnych mist (Obr. 1B). V peptidyltransferdzovém centru (PTC) dochazi k vytvoreni peptidové vazby.
Syntetizovany polypeptid vychdzi z ribozomu pies vystupni kanal (nascent peptide exit tunnel (NPET)),
ktery je ptiblizné 100 A dlouhy a 10-20 A Siroky se zazenim, ke kterému dochézi u proteinti L4 a L.22.
Dalsim vyraznym regionem je centralni vybézek (CP). Velka ribozomalni podjednotka dale obsahuje
dynamické struktury, jakymi jsou L1 doména (L1 stalk) a L7/L12 doména, ktera je soucasti GTPazového
centra, které obsahuje také ribozomalni proteiny L6, L11, L14, a kam se v pribéhu proteosyntézy vazi rizné
translacni faktory (36, 38—40). Proces translace do znacné miry zavisi na konformac¢ni dynamice ribozomu.
Rozséhlé piestavby ribozomil v priub&hu proteosyntézy umoznuji translokaci mRNA a tRNA. Na ribozomu

rozliSujeme tfi vazebna mista pro tRNA — aminoacylové (A), peptidylové (P) a vystupni (E) misto (33).
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Do A-mista se vaZe nova aminoacyl-tRNA, ktera nese aminokyselinu kddovanou na mRNA. V P-misté je
lokalizovana tRNA s navazanym polypeptidickym fetézcem, ktery je syntetizovan. Poslednim vazebnym
mistem pro tRNA je E-misto, kde je vazana deacylovana tRNA nez opusti ribozom. Translace je dynamicky
Vlastnimu procesu translace jesté pfedchazi dulezita ¢ast, pii které dochazi k aminoacylaci tRNA (41). Na

vSech fazich proteosyntézy se podileji translaéni faktory, které zajist'uji spravny priubéh (33).
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Obrazek 1: Struktura bakteridlniho ribozomu. (A) Celkovy pohled na 708 ribozom, (B) velkou 50S (hnéda) a (C)
malou 30S ribozomalni podjednotku (modrd). Vyznamna funkéni mista a domény ribozomu jsou zvyraznény.
Navazana mRNA je znazornéna ¢ernou barvou (pfevzato a upraveno (36)).

Pro efektivni zahajeni syntézy proteinu by mRNA méla obsahovat iniciacni kodon (u rodu Streptomyces
AUG, nebo GUG; (42, 43)) a tzv. Shine-Dalgarno (SD) sekvenci, ktera je komplementarni k sekvenci na 16S
(tRNA™¢Y) navazana na P-misto 30S ribozomalni podjednotky. Na formovani 30S iniciaéniho komplexu
(30S IC) se podileji tfi inicia¢ni faktory (IF) — IF1, IF2 a IF3. V dalsi fazi dochazi k navazani velké 50S
ribozomalni podjednotky a uvolnéni IF1 a IF3. Po disociaci IF2 spojené s hydrolyzou GTP dojde k vytvofeni
elonga¢niho komplexu 70S, ktery umoznuje tvorbu dipeptidu a translace vstupuje do faze elongace. Pro
tvorbu dipeptidu musi byt druha aminoacylovana tRNA umisténa do A-mista prostfednictvim elongacniho

faktoru Tu (EF-Tu) a nasledné je vytvorena peptidova vazba (33, 37).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni bakterialni translace véetné zapojenych translacnich faktoru (pfevzato a
upraveno (33)).

V pribéhu elongace dochazi k syntéze polypeptidu. Elongace je cyklus tvofeny opakovanim procest
dekddovani mRNA, formovani peptidové vazby a nésledné translokace. V pribéhu dekddovani je nova
aminoacyl-tRNA pfinesena pomoci GTPazy EF-Tu do volného A-mista ribozomu (36). V pfipadé, ze dojde
ke spravnému parovani a ovéfeni, ze jde o vhodnou kédujici tRNA je GTP hydrolyzovano a dojde k uvolnéni
EF-Tu. Po disociaci EF-Tu je 3" koncova sekvence -CCA tRNA nesouci ptislusnou aminokyselinu vzdalena
80A od PTC. Vribozomu dojde ke konformaénim zménam, které stabilizuji tRNA s vhodnou
aminokyselinou v A-misté ribozomu a jejimu posunu do PTC. Velka ribozomalni podjednotka nasledné
katalyzuje formovani peptidové vazby, ¢imz dojde k preneseni polypeptidu z tRNA nachazejici se
v P-misté (P-tRNA) na tRNA nachazejici se v A-misté (A-tRNA). Vytvorenim vazby zlstane v P-misté
deacylovana tRNA a polypeptid je vazan na A-tRNA. Nasleduje translokace zahrnujici sérii krokt
synchronizujicich pohyb mRNA a tRNA pftes ribozom, ¢imz dojde k posunu o jeden kodén. Translokace je
podporovana elonga¢nim faktorem EF-G (32, 33).. Elongace ptechazi do faze terminace ve chvili, kdy se
v A-misté ribozomu objevi terminaéni kodon (36).

Terminace je u bakterii zprostiedkovana pomoci terminaénich faktort (release factor, RF) RF1 a RF2,
které rozeznavaji terminacni kodony (RF1 - UAA/UAG a RF2 - UAA/UGA) na mRNA. RF faktory obsahuji
dvé domény. Jedna je zodpovédna za rozeznani stop kodoénu a druhd, katalytickd, za hydrolyzu

peptidyl-tRNA v PTC (33, 44). Cely proces terminace lze rozdélit do tfi ¢asti: rozeznani termina¢niho
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kodonu RF faktorem, hydrolyza esterové vazby mezi peptidem a tRNA a nasledné uvolnéni RF faktoru (32).
Disociace RF1 je zprostiedkovana pomoci RF3 a uvolnénim peptidu z ribozomu. RF2 je schopen disociace
samovolng. Nasledné je 70S ribozom s navdzanou mRNA a tRNA pfipraveny na disociaci podjednotek, aby
mohl zahajit nové kolo translace. V uvolnéni tRNA, mRNA a disociaci podjednotek hraji Glohu ribozomalni

recyklaéni faktor (RRF) a EF-G (33).

2.1.2. Antibiotika vazajici se na 50S ribozomalni podjednotku

Tyto skupiny antibiotik zahrnuji chemicky riznorodé latky, které vSak sdileji podobna vazebna mista

na velké 50S ribozomalni podjednotce. Jejich navazani vede k inhibici proteosyntézy.

2.1.2.1. Linkosamidy

Linkosamidy jsou malou, ale vyznamnou skupinou antibiotik. Jsou aktivni proti grampozitivnim
patogenim a vybranym gramnegativnim anaerobum a protozoim (45). Vyznamnymi v pfirod¢ se
vyskytujicimi zastupci jsou linkomycin (LIN), produkovany nékolika zastupci rodu Streptomyces
(Streptomyces lincolnenesis, Streptomyces espinosus a Streptomyces pseudogriseolus), a celesticetin
produkovany bakterii Streptomyces caelestis (46). Klinicky vyznamnym linkosamidem je klindamycin
(7(S)-chloro-7-deoxylinkomycin, CLI), chlorovany semisynteticky derivat LIN (Obr. 3). Vyhodou CLI je
jeho vyssi ucinnost v porovnani s LIN zapti¢inéna ptitomnosti chloru v molekule. Kvili schopnosti pronikat
do tkani a kosti je CLI vyuzivany také k 1é¢bé pojivovych tkani (47). Dal§imi vyznamnéj$imi linkosamidy
jsou semisyntetické derivaty pirlimycin a RB02 odvozené od LIN, a syntetické antibiotikum iboxamycin.
Iboxamycin je schopen prekonat rezistence k LIN a CLI zpisobené metylaci 23S rRNA a ma navic Sirsi
spektrum ucinku (31).

Linkosamidy jsou tvofeny prolinem spojenym s aminocukrem pomoci amidové vazby. V zavislosti
na typu linkosamidu mize byt prolin dale alkylovan. V piipadé LIN je aminokyselinovou casti N-metyl-
propylprolin a sacharidovou ¢asti metylthiolinkosamid (MTL). K syntéze dochazi oddélené s vyslednymi
meziprodukty propylprolinem (PPL) a GDP aktivovanym linkosamidem (LSM-GDP). Nasledné jsou obé
stavebni ¢asti spojeny zminénou amidovou vazbou a modifikovany na kone¢ny produkt (Kap. 2.2.3.).

Vsechna studovana linkosamidova antibiotika se vazou do stejného vazebného mista (Obr. 3A). Dochazi
k inhibici Casné faze elongacniho cyklu jejich interakci s A- a P-mistem ribozomu v PTC. Cukerna cast
linkosamidii je umisténa u Usti vystupniho tunelu a prekryva se s vazebnym mistem deosaminové cukerné
slozky makrolidovych antibiotik. Prolinova ¢ast naopak brani spravnému navazani 3" koncové casti A-tRNA.
P1i vazbé linkosamidi na ribozom hraji dulezitou roli interakce s 23S rRNA, kde maji tilohu vodikové vazby
a van der Waalsovy sily (48-51). V této siti dochdzi k drobnym zménam v zévislosti na konkrétnim
navazaném antibiotiku, napt. LIN a RB02 tvoii rozdilné van der Waalsovy interakce s 23S rRNA (51). Dle
kinetickych studii se pfedpokladd, ze k vazbé CLI na ribozomu dochazi ve dvou fazich. V prvni fazi dojde
k blokovani A-mista ribozomu navazanym antibiotikem. V nasledujici fazi dochazi k pomalému posunu
antibiotika k P-mistu (52, 53). Vazebné misto linkosamidi stericky blokuje syntetizovanému proteinu vstup
do NPET. V pripad¢ CLI je proteosyntéza ukoncena po syntéze polypeptidu o délce dvou az Ctyf

aminokyselin. Délka uvolnéného peptidu odpovida vazebnému mistu linkosamidt (54).
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2.1.2.2. Streptograminy

Streptograminova antibiotika zahrnuji dvé strukturné odlisné skupiny antibiotik se synergistickym
ucinkem (A a B), které jsou produkovany ve smési v poméru 70:30 zastupci rodt Streptomyces, Actinoplanes,
Actinomadura a Micromonospora. Streptograminy A (Sa) jsou polynesaturované cyklické makrolaktony,
které se vazi do PTC a tim zvysuji afinitu ribozomu k streptogramintim B (Sg) zménou orientace A2062.
Tento synergicky efekt vede k dosazeni baktericidni aktivity. Samostatné maji pouze primérny
bakteriostaticky u¢inek. Sg jsou cyklické hexadepsi- nebo heptadepsi-peptidy, které interaguji s ribozomem
u NPET (49, 55, 56). Ob¢ latky inhibuji translaci rozdilnym mechanismem. Sg interaguji s 23S rRNA
vtunelu a tim brani prichodu syntetizovaného polypeptidu (Obr. 3B); (49). Vysledkem je uvolnéni
nedosyntetizovaného proteinu o délce 6 aminokyselin (54). Sa inhibuji formovani peptidové vazby v PTC
zménou konformace A- a P-mist ribozomu (Obr. 3A); (57).

Streptograminy nemohou prochéazet skrz vnéj$i membranu gramnegativnich bakterii a jsou primarné
aktivni proti grampozitivnim bakteriim (58). Nékteré byly schvaleny pro lékatrské vyuziti. Pristinamicin,
smés pristinamycinu IIA (PIIA) a pristinamycinu IA (PIA; Obr. 3), byl do 1ékai'ské praxe zaveden v roce
1965. Jeho nevyhodou je jeho nizkd rozpustnost. Jeho semisynteticky derivat, komeréné znamy pod
oznatenim Synercid® — smés dalfopristinu a quinupristinu, ma vyssi rozpustnost (55). Mezi dal$i zndmé

streptograminy patfi virginiamycin M (VGM) a virginiamycin S (58).
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Obrazek 3: Vazebna mista antibiotickych skupin cilenych na velkou 50S ribozomalni podjednotku. (A)
Linkosamidy, pleuromutiliny a streptograminy A se k velké 50S ribozomalni podjednotce vazi v blizkosti PTC, (B)
Vazebné misto makrolidii a streptograminii B se nachazi v okoli NPET, (C) Amfenikoly a oxazolidinony se vazi
v blizkosti PTC. (D) Interakce antibiotik hygromycinu A a A201A s 23S rRNA a amynoacyl-tRNA. Pro vybrané zastupce
je ukazana chemicka struktura (pievzato a upraveno (30, 59, 60)).
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2.1.2.3. Makrolidy

Makrolidy jsou velkou skupinou klinicky dulezitych antibiotik zavedenych do Iékaiské praxe jiz
v 50. letech minulého stoleti. Maji relativné Siroké spektrum vyuziti. Bézné se pouzivaji k 16€b¢ respiracnich
a gastrointestinalnich infekcei, ale také k 1é¢b¢ ktize a mekkych tkani. Jsou G€inna jak proti grampozitivnim
bakteriim, jako je napi. Streptococcus pneumonie, tak nékterym gramnegativnim patogeniim, jako jsou
Haemophilus influenzae ¢i Neisseria gonorrhoeae. Jsou i dulezitym lékem proti Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila a Chlamydia pneumoniae, které jsou zodpovédné za atypickou pneumonii. Dale
jsou alternativnim lékem pfi precitlivosti k betalaktamovym antibiotikiim. Dale se uplatiluji ve veterinarni
praxi (29, 61).

Typickym zéstupcem této tfidy je erytromycin (ERY), produkovany bakterii Streptomyces erythraeus,
ktery je vyuzivany v experimentalni ¢asti této prace (Obr. 3). Makrolidova antibiotika jsou Casto pfirodniho
puvodu, nebo maji semisynteticky ptivod. Mnoho z nich je produkovano zastupci rodu Streptomyces,
nicméné nekterd jsou produkovana i rodem Micromonospora (61). Jadro makrolidd je tvofeno 12-16
¢lennym makrolaktonovym kruhem s navazanym jednim nebo vice amino-, ¢i deoxy-cukry. Postranni fetézce
urcuji biologické a klinické vlastnosti makrolidd (61—63). Do této antibiotické skupiny patii také ketolidy,
coz jsou semisyntetické derivaty 14¢lennych makrolidi charakteristické 3-keto skupinou na laktonovém
kruhu v misté L-kladinosy a alkyl-aryl postrannim fetézcem (54, 61, 64).

Makrolidova antibiotika se vazi do NPET nedaleko PTC (Obr. 3B). Makrolaktonovy kruh je podobné
orientovany u vSech makrolidt. K vazb¢ mezi ribozomem a makrolidy dochézi prostfednictvim 23S rRNA,
kde dochazi k interakci s A2058, podobné jako u linkosamidil. Antibiotikum je dale stabilizovano pomoci
dalsich interakci s nukleotidy 2611 a 2057 (48-50, 61, 65). V klasickém pohledu makrolidy vytvareji
proteinovou zatku a dochazi k neselektivni blokaci prichodu vznikajiciho peptidu vedouci k predcasné
terminaci a uvolnéni peptidu o délce 3—10 aminokyselin (54, 63, 66). Nicméné mechanismus inhibice je
zastavena (63). Dochazi k selektivnimu zastaveni proteosyntézy jen uréitych proteind, které obsahuji motiv
makrolidy indukovaného zastaveni ribozomu (macrolide arrest motifs (MAMs)). Nejvyraznéj$im motivem
je R/K-X-R/K, kde X je libovolna aminokyselina, obklopena lyzinem, nebo argininem, nazyvany téz jako
+X+ motiv. Ribozom s navdzanym makrolidovym antibiotikem neni schopny tento motiv spravné
polymerovat a dojde k sekven¢né specifickému zastaveni (63, 66—68). Zajimavym aspektem je, ze
v okamziku zastaveni, je MAM motiv v PTC a ne vedle molekuly makrolidu. Dal§imi objevenymi MAM
motivy jsou napi. RXVD, XDK (X znaci libovolnou aminokyselinu), IFVI anebo IAVV motiv (63, 67). Tato
schopnost je vyuzivana i v regulaci exprese (Kap. 2.3.5.). Klasicky pohled na makrolidy jako globalni

inhibitory proteosyntézy byl zménén na kontextové specifické inhibitory tvorby peptidové vazby.

2.1.2.4. Pleuromutiliny

Pleuromutilinova antibiotika vykazuji silné antibakteridlni ucinky proti grampozitivnim a nékterym
gramnegativnim bakteriim. Své vyuziti nasly jak ve veterinarni medicin€ (napf. tiamulin (TTA) a valnemulin),
tak klinické praxi (napf. retapamulin (RET) a lefamulin); (69, 70). Jedna se o semisyntetické derivaty
pleuromutilinu, antibiotika produkovaného basidiomycetami Pleurotus mutilus (Clitopilus scyphoides)

a Pleurotus passeckerianus (Clitopilus passeckerianus); (71). Struktura pleuromutilin je tvofena

20



tricyklickym mutilinovym jadrem, na jehoz C;; je pfipojena keto skupina a na Ci4 jsou navazany razné
substituenty (72). V experimentdlni ¢asti této prace je vyuzivan producent pleuromutilinu Clitopilus
passeckerianus a semisynteticky derivat TIA (Obr. 3).

Vsechny zatim testované pleuromutiliny se vazi do A- a P-mista ribozomu v PTC na velké 50S
ribozomalni podjednotce (Obr. 3A). Konkrétné dochazi k interakcim s doménou V 23S rRNA. Tricyklické
jadro molekuly se vaze do A-mista a postranni fetézec navazany na Ci4 zasahuje do P-mista (70-72). Tento
postranni fetézec zesiluje interakci s 23S rRNA a to v pfipad¢ TIA skrze vodikovou vazbu s C2063 a
interakce s nukleotidy A2062, U2585 a C2586 (73). Vazbou antibiotika dochdzi k naruseni vazby tRNA do

A- a P-mista ribozomu a k blokovani peptidyltransferazové reakce (74, 75).

2.1.2.5. Amfenikoly a oxazolidinony

Amfenikoly jsou Sirokospektra antibiotika s bakteriostatickym uc¢inkem. Nejzndméj$im zastupcem této
antibiotické skupiny je dfive medicinsky pouzivany chloramfenikol (CAM) produkovany bakteridlnim
kmenem Streptomyces venezuelae (Obr. 3); (58, 76). Od poloviny 60. let byly detekovany zdvazné nezadouci
ucinky, mezi které patfi napt. aplasticka anemie, a proto se v souc¢asné dobé pouziva jen ve vyjimeénych
ptipadech (58, 77).

Oxazolidinony jsou naopak skupinou vysoce Géinnych, Cisté syntetickych antibiotik. Jsou ucinna proti
Sirokému spektru grampozitivnich bakterii a to véetné multirezistentnich bakterii, jakymi jsou vankomycin-
rezistentni kmeny rodu FEnterococcus (VRE) nebo meticilin-rezistentni kmen Staphylococcus aureus
(MRSA). Jejich ucinky jsou také bakteriostatické (78). Nejznaméjsim zéastupcem je, od roku 2000 klinicky
vyuzivany, linezolid (LNZ; Obr. 3); (79). Dalsimi medicinsky vyuzivanymi oxazolidinony jsou tedizolid,
ktery patii mezi druhou generaci oxazolidinond, a radezolid, ktery je efektivni i proti LNZ rezistentnim
kmentim (80). Nejnovéjsim oxazolidinonem s klinickym vyuzitim je contezolid, ktery byl v roce 2021
schvalen v Cing (81).

I kdyz jsou LNZ a CAM chemicky odlisné latky, obé se vazi do PTC velké 50S ribozomalni podjednotky,
¢imz inhibuji proteosyntézu. Jejich vazebné misto se prekryva s aminoacylovou skupinou tRNA vazanou
v A-misté ribozomu, ¢imz ovliviiuje vazbu a vhodnou orientaci A-tRNA (Obr. 3C); (48, 50, 57, 65, 82).
Konformace PTC s navazanym LNZ zamezuje formovani peptidové vazby, ¢imz dochazi k inhibici translace
(82). Dtive se predpokladalo, Ze inhibice proteosyntézy zptisobend LNZ i CAM je univerzalni a inhibovana
v ¢asném stadiu. Dalsi studie odhalily, Ze zastaveni translace je sekvencné specifické v reakcei
na pfedposledni aminokyselinu nachazejici se v syntetizovaném peptidu. Pokud je touto aminokyselinou
alanin, serin, ¢i threonin dochazi k zastaveni proteosyntézy (83, 84). Vyraznou ulohu ma také akceptorova
aminokyselina. Pokud je na A-misté ribozomu tRNASY, dojde k prekonani zastaveni ribozomu zptisobené
ptfitomnosti CAM a translace dale pokraCuje (83). Oxazolidinony se vazou a jsou schopné inhibovat
bakterialni i archealni ribozomy, nikoliv ale lidské cytoplazmatické ribozomy. Nevyhodou této skupiny lé¢iv
je jejich potencial vyvolat myelosupresi a negativné ovlivnit lidské mitochondrie, a tim zpUsobit nezadouci

reakce. Schopnost inhibice mitochondrialnich ribozomii sdili obé skupiny antibiotik (85-87).
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2.1.2.6. Aminonukleosidova antibiotika a hygromycin A

Aminonukleosidova antibiotika patfi mezi riznorodou skupinou nukleosidovych antibiotik
mikrobialniho ptivodu se slozitou strukturou (Obr. 3). Krom antibakteridlni funkce maji tyto latky Siroké
spektrum dalSiho vyuziti diky svym herbicidnim, antifungicidnim, antivirovym a insekticidnim u¢inkim
(88). Znamym zastupcem této antibiotické skupiny je puromycin (89). Dal§im antibiotikem patficim do této
skupiny je antibiotikum A201A, které bylo prvné izolovano z bakterie Streptomyces capreolus NRRL 3817.
Je slozeno zpéti podjednotek — 6-N-dimetylaminopurinu, 3’-amino-3’-deoxyribosy, a-metyl kyseliny
p-kumarové, hexofuranosy a 3,4-di-O-metyl-D-rhamnosy, spojenych linearné pomoci jedné amidové a tiech
glykosidickych vazeb (90). A201A je aktivni proti grampozitivnim bakteriim a anaerobnim gramnegativnim
bakteriim. Slab¢ toxicky je pak i pro aerobni gramnegativni bakterie a nékteré houby a savce (60, 91).
Strukturné podobny hygromycin A, téz oznaovan jako totomycin (92), produkovany bakterii Streptomyces
hygroscopicus je slozeny ze ti podjednotek - 5-dehydro-o-L-fukofuranosy,
(E)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-metyl kyseliny akrylové a aminocyklitolu (60). Je to Sirokospektré
antibiotikum s niZ§i u¢innosti proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Nové studie ukazuji jeho
dobrou ucinnost proti Borreliella burgdorferi a Treponema pallidum (93). Hygromycin A a jeho derivaty
maji také herbicidni G¢inky (94).

A201A i hygromycin A se vazi na prekryvajici se misto v PTC velké 50S ribozomalni podjednotky (Obr.
3D). Jejich pfitomnost blokuje spravné navazani A-tRNA, coz zplsobuje strukturni deformace
aminoacylového CCA ramene A-tRNA. A201A, které ma delsi strukturu v porovnani s hygromycinem A,
zasahuje hloubéji do ribozomu az k NPET a ptekryva se i s vazebnym mistem pro makrolidova antibiotika.
I kdyz ma A201A vétsi vazebny povreh, in vitro testy ukazuji, Ze je hygromycin A ucinnéj$im translacnim
inhibitorem. Tato antibiotika neinterferuji s pocateéni vazbou ternarniho komplexu (aminoacyl-tRNA,
EF-Tu s GTP), ale zpomaluji kontrolu spravnosti (30, 60). Puromycin se také vaze do A-mista ribozomu, ale
mechanismus je rozdilny. Po vazbé puromycinu do A-mista dojde k navazani syntetizovaného polypeptidu

na antibiotikum s naslednou pted¢asnou terminaci proteosyntézy (95).

2.1.3. Role antibiotik v pFirodé

Dlouhou dobu se na antibiotika pohlizelo hlavné z medicinského hlediska v souvislosti s eliminaci
puvodcii onemocnéni a rozvojem rezistenci. Z tohoto pohledu jsou antibiotika latky inhibujici rast bakterii
(bakteriostatické), nebo pfimo schopné bakterie zabit (baktericidni); (96). Tento smér zUstava
ve stfedu zajmu z diivodil rostouci hrozby v podobé multirezistentnich mikroorganismi, u kterych bézné
pouzivand antibiotika nefunguji, a vyzvou, které budeme muset v budoucnosti Celit (97, 98). Antibiotika a
geny pro antibiotickou rezistenci byly ale v pfirodé dfive, nez jsme je zacali vyuzivat, a hraji zde dilezitou
ulohu (4).

Mikroorganismy ziji ve velmi dynamickém prostiedi s limitovanymi zdroji Zivin, kde se méni fyzikalné-
chemické vlivy, jakymi je napt. pH, teplota, ¢i vlhkost. Ve vSech pfirodnich nikach vznikaji slozita
mezidruhova spolecenstvi, kde dochazi k neustalé kompetici o Ziviny, ale také ke spolupraci napfic riznymi
zivocisnymi druhy, coz umoziuje neustaly kolobéh latek v prirode (28, 99, 100). Napiiklad u bakterii kmene
Actinobacteria byly prokazany symbiotické, saprofytické a parazitické vztahy s rostlinami i Zivocichy.

Nekteré tyto bakterie mohou produkci svych sekundarnich metabolitl ochraiiovat rostliny pied patogeny
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(101, 102). Velmi zndmy je symbioticky vztah bakteridlniho rodu Frankia fixujictho vzdu$ny dusik
suritymi druhy krytosemennych rostlin. Tyto slozit¢é mezidruhové vztahy stoji v kontrastu
ke klasickym laboratornim podminkam (101, 103, 104).

Na antibiotika Ize nahliZet jako na zbrané, které zabijeji konkuren¢ni mikroorganismy. V tomto hledisku
produkce antibiotik poskytuje selekéni vyhodu v kompetici s ostatnimi citlivymi organismy. Dilezitym
aspektem v tomto pohledu je, Ze se koncentrace antibiotik musi pohybovat v takové vysi, aby byla schopna
eliminovat citlivé konkurenty (6, 8). Z ekologického hlediska dochazi k ovlivnéni struktury a slozeni
mikrobidlni komunity, coz miize vést k snizeni mikrobialni diverzity a dominanci jednoho druhu a tim pfispét
k destabilizaci ekosystému (6, 105). Mikroorganismy hraji klicovou roli v biogeochemickych cyklech, jako
je cyklus dusiku, uhliku nebo siry. Antibiotika mohou ovlivnit aktivitu téchto mikroorganismi, a tim i
rychlost a efektivitu téchto cyklu (6, 28). Naptiklad sulfonamidy Caste¢né inhibuji denitrifikaci a tim by
mohly predstavovat riziko pro ekosystém (106). Denitrifikace je jednim zkli¢ovych procesi
v biogeochemickém cyklu dusiku, pfi némz dochazi k pfeméné dusi¢nanu na vzdusny dusik. Celkovou
diverzitu mikrobialnich komunit zapojenych do procesu denitrifikace ovliviiuje také vankomycin, ale vliv
na ucinnost denitrifikace byl mensi pravdépodobné z diivodu rezistence téchto bakterii (107). Bakterie jsou
zapojeny i v pfeméndch toxickych latek jakou je napf. arsen. Ve vodnim prostfedi se vyskytuje hlavné
ve dvou anorganickych formach AsY a As™, ktery je vice toxicky diky své vyssi pohyblivosti. CAM ma vliv

M za kterou jsou zodpovédni hlavné

na mikrobidlni slozeni a ma inhibujici efekt na aerobni oxidaci As
zastupci kmene Proteobacteria, ktefi jsou citlivi na CAM (108). Pfi hodnoceni vlivu antibiotik
na ekosystémy bychom méli klast diiraz na koncentraci, kterou jsou v téchto prostiedich schopné dosahnout,
a zda je dostate¢na pro jejich ovlivnéni.

V subinhibi¢nich koncentracich antibiotik byla detekovana zména expresniho profilu bakterii. Slouzi
tedy i jako signalni molekuly ovliviujici rizné fyziologické procesy, jakymi jsou stresova odpovéd’,
virulence, tvorba biofilmu a zména metabolického profilu. Tim koordinuji nékteré procesy v ramci
mikrobialni populace (6, 9, 109). Subinhibi¢ni koncentrace metronidazolu, vankomycinu, CLI, ¢i LNZ
mohou béhem exponencialni ristové faze indukovat dfiveéjsi transkripci genl kodujicich faktory virulence
tedA (toxinA) a tcbB (toxinB) u patogenni bakterie Clostridium difficile, ktera je zodpovédna za prijmova
onemocnéni (110). Naopak subinhibi¢ni koncentrace CAM a ERY méni u kmene Bacillus subtilis 168
expresi genll zapojenych do aminokyselinového metabolismu. Antibiotika také méni produkéni profil (111).
Po pfidani LIN se spousti produkce streptomycinu u Streptomyces griseus. V ptipade€ Streptomyces
coelicolor byl pro subinhibi¢ni koncentraci LIN popsan jeho globalni efekt. Krom spusténi produkce
antibiotik aktinorodinu (ACT) a undecylprodigiosinu (RED) dochazi ke zvyseni exprese rezistencnich genti
a také genu sco6720 kdédujiciho ARES ABCF protein. Naopak docasné snizeni exprese bylo pozorovano
u nékterych esencialnich, tzv. housekeeping, genti (napf. FoFy ATP syntetdzy, RNA polymerazy (RNAP) a
ribozomalnich proteinll). Po vystavéni bakterie LIN doSlo také k docasnému zvySeni intraceluldrni
koncentrace nukleotidli (NTP) a navyseni biomasy (112, 113). Dale bylo zjisténo, Zze antibiotika mohou
fungovat jako induktory pro svou vlastni produkci. Vyskyt antibiotika v prostfedi podporuje synchronizaci
produkce sekundarnich metaboliti, vcetné aktivace rezisten¢nich mechanismii v ramci mikrobialni

komunity, a to i pied zacatkem stacionarni faze, béhem které je produkce bézné spousténa (114). Tato
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chemicka komunikace mtze byt klicova pro preziti v ur€itych podminkach. Také se zvysuje selekéni tlak,
coz zvysuje rychlost adaptivni evoluce véetné rozvoje rezistence (4).

Antibiotika jsou Siroce pouzivana jak v lidské medicing, veterinaiské praxi, tak u hospodatskych zvirat
k zvySeni vynosi. Vzhledem k tomu, Ze vétSina antibiotik neni v téle lidi a zvifat plné metabolizovana,
dochazi k uvoliiovani velkého procenta podanych antibiotik do vody a pudy prostfednictvim komunalnich
odpadnich vod a zviteciho hnoje. Tim dochazi k vytvoteni potencialni hrozby pro organismy obyvajici tyto
prostiedi ovlivnénim mikrobidlniho slozeni pidy a potencidlnimu naruSeni signalizace ptisobenim lidské
¢innosti. Rychlost degradace antibiotik v pidé zavisi na chemické struktufe a ovliviiuje ji mnoho faktorti
od vlhkosti, pH, typu ptidy az k biologickému sloZeni a katabolické aktivit¢ pfitomnych organismd (6, 115).

Na funkce antibiotik v pfirodé tedy mizeme nahliZzet ze dvou thl pohledu. Bakterie potiebuji mezi sebou
komunikovat a synchronizovat své chovani, ¢im mohou napodobovat mnohobunééné organismy. Chemicka
komunikace, pfi které dochazi k produkci a uvolnéni malé signalni molekuly do prostiedi, ktera néasledné
ovlivni okolni bakterie a tim dochézi k synchronizaci jejich chovani, je nepostradatelna. Z tohoto pohledu
jde o nizké koncentrace antibiotik, které negativné neovliviiuji rist bakterii. Pfi vyssich koncentracich slouzi
antibiotikum jako zbran a produkce je selekéni vyhodou v kompetici o ziviny. Zda se tedy, Ze antibiotika

maji dualni funkeci, kterd je zavisla na jejich koncentraci (6, 8, 9).

Biosyntéza antibiotik a producenti

Bakterie a houby produkuji velké mnozstvi malych molekul, které nejsou zapojeny v primarnim
metabolismu. Tyto sekundarni metabolity maji dilezitou a rozmanitou roli v ekologii a fyziologii organismi
(Kap. 2.1.3.). Casto se jedna o primyslové zajimavé latky napf. s antivirovymi, protinadorovymi,
antifungalnimi, herbicidnimi a antibakteridlnimi ucinky. Dvé tietiny antibiotik je produkovano zastupci
kmene Actinobacteria a vétsina pak rodem Streptomyces. Mezi vyznamnéj§i metabolity mizeme zaradit
streptomycin, tetracyklin, CAM, ERY nebo LIN (27, 116, 117). Mnoho bakterii produkuje vét§i mnozstvi
metabolitti a jednotlivé bakterialni druhy se vzajemné 1i§i svym produkénim profilem (10).

Geny kodujici proteiny nezbytné pro syntézu téchto komplexnich sloucenin jsou v bakterialnim genomu
seskupeny a tvofi tzv. biosyntetické genové klastry (BGC). Tyto klastry zahrnuji geny kodujici enzymy, které
katalyzuji jednotlivé kroky biosyntetické drahy, regulacni geny, rezistencni geny a piipadné¢ dale proteiny
zapojené v transportu vzniklého metabolitu. Biosyntetické drahy jsou komplexni a slozeny i z vice jak
40 proteind, které jsou koédovany v sekvenci dlouhé i okolo 100 kb (27, 116). Napi. BGC pro syntézu
makrolidového antibiotika tylosinu obsahuje 43 gentl, které jsou kodované v useku dlouhém 85 kb (118).
Prekurzory pro biosyntézu jsou Casto latky, které se bézn€ vyskytuji v primarnim metabolismu (117).
Néklady na syntézu sekundarnich metaboliti a udrzeni té€chto biosyntetickych drah v genomu jsou znacné.
Ptes silny evolucni tlak ziistavaji geny spojené se syntézou sekundarnich produktt piitomny v genomu, a to
pravdépodobné diky selekéni vyhodé, kterou poskytuji v urcitych podminkach. Velka diverzita BGC také
vypovida o jejich rychlém vyvoji, v ¢em muize hrat roli i jejich horizontalni pfenos. Rozdilny produkéni profil
v ramci bakterialni populace naopak podporuje strategii, ve které se zvysuje paleta metaboliti na populacni
urovni, ale snizuje se pocet klastrli, ktery nesou jednotlivé kmeny ve své genetické informaci (119). Dalsim
zajimavym evolucnim jevem je skuteCnost, ze rod Streptomyces a dalsi bakterie maji ¢asto v genomu tzv.

tiché BGC. Jedna se o neaktivni BGC, které nejsou za normalnich kultiva¢nich podminek exprimovany (120).
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2.2.1. Regulace BGC

Biosyntéza antibiotik a obecné sekundarnich metaboliti je zavisla na ristové fazi bakterie a odpovida
pocatku tvorby vzdusného mycelia pii kultivaci na agarové misce a stacionarni fazi pfi kultivaci v tekutém
médiu, kdy v prostiedi dochazeji ziviny (116, 121). Kli¢ovym aspektem regulace BGC je jejich organizace,
kterd umoziuje koordinovanou expresi celého metabolického procesu. Cely klastr je casto délen do n¢kolika
transkripcnich jednotek, jejich exprese je dale vzajemné synchronizovana. Regulace mize probihat nejen
na urovni transkripce, ale i translace (12, 26, 122, 123). Schopnost dynamicky regulovat a optimalizovat
produkci sekundarnich metabolitd podle potieb organismu v reakci na podminky prosttedi zvysuje schopnost
prezit v konkuren¢nim prostedi. Striktni kontrola se spravnym nacasovanim produkce, ktera je spojena
s koordinaci v ramci populace, je pro sekundarni metabolismus a s nim spojenou selekéni vyhodou klicova.
Vznikaji slozité signalni kaskady, na které maji vliv rizné signaly a vnéj$i podminky od mnozstvi okolnich
bunék, dostupnosti zivin (uhliku, dusiku, fosfatu), energetického stavu bunky, po signalni molekuly a dalsi
typy stresti (oxidativni, osmoticky). Takto vzniklé komplikované regulacni sit¢ mohou reagovat na rizné
signaly z prostiedi (Obr. 4); (27, 124, 125).

Nejblizsi k biosyntetické draze jsou specifické transkripéni regulatory situované piimo v klastrech (CSR),
v jejichz ramei reguluji ostatni geny a tim i vlastni produkci sekundarniho metabolitu. Transkripéni faktory
pii tom mohou pusobit jako pozitivni nebo negativni regulatory genovych klastri. CSR kontroluji
antibiotickou biosyntézu piimo prostiednictvim regulace transkripce biosyntetickych gent a stoji tudiz
na konci regulacni kaskady. BGC obvykle obsahuji jeden a vice CSR (122). Tyto regulatory nejcastéji patii
do proteinovych rodin SARP (Streptomyces antibiotic regulatory protein) a LAL (large ATP-binding
regulators of the LuxR-like family); (122). SARP regulatory se vyskytuji vylucné u kmene Actinobacteria.
Dle zastoupeni riznych domén a délce proteinu se SARP proteiny déli do tii skupin (malé, stfedni a velké).
Vsechny maji na N-konci proteinu DNA vazebnou doménu nasledovanou transkripéni aktivaéni doménou.
Mohou pusobit také jako globalni regulatory (126). Mezi CSR se vyskytuji také regulatory z jinych rodin,
napf. z proteinové rodiny LuxR nebo TetR. V modelovém organismu Streptomyce coelicolor je zndmo Sest
zastupci CSR: actll-ORF4 pro biosyntézu ACT (kap. 2.2.2.1.), redD a redZ pro produkci RED
(kap. 2.2.2.2.), cdaR pro syntézu kalcium-dependentniho antibiotika (CDA) a ¢pkO a cpkN kontrolujici
produkei zlutého pigmentu (124, 127). Nékteré CSR mohou mit vliv i na jiné klastry, nez ve kterych jsou
lokalizované. Jejich vliv mize byt pro obé biosyntetické drahy stejny, jako v ptipadé FscRI, ktery spousti
produkci kandicidinu i antimycinu u Streptomyces albus S4 (128). Naopak GdmRIII zvySuje produkeci
geldamycinu a snizuje syntézu elaiofylinu u Streptomyces autolyticus CGMCC0516 (129). U S. coelicolor
byl pro RedZ popsan vliv jak na RED produkei, tak na produkci ACT a CDA (130).

V regulaci BGC jsou dale zapojeny pleiotropni globalni regulatory, které piimo aktivuji nebo represuji
biosyntetické geny, nebo ovliviiuji vySe zminéné CSR. Tyto regulatory maji $irSi efekt nez CSR. Krom
ovlivnéni vice klastrii maji vliv i na morfologickou diferenciaci (27).

Mezi vyznamné signalni molekuly ovliviiujici sekundarni metabolismus patii y-butyrolaktony (napf.
A-faktor, IM-2, SCB1), P1 faktor, furany, sekundarni poslové (napt. cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)
a guanosin tetrafostat (ppGpp)), antibiotika a biosyntetické intermediaty. Tyto malé molekuly hraji zasadni
roli ve vnitrodruhové a mezidruhové komunikaci a ovlivituji dalsi vlastnosti bunék vcetné stresové odpovedi

(26,27, 114, 116, 131, 132).
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Mezi dalsi systémy, které ovliviiuji produkei sekundarnich metaboliti patii dvouslozkové regulacni
systémy, které funguji na mechanismu pfenosu signdlu ze senzorové proteinkindzy na transkripcni regulator
pomoci fosforylace. Na regulaci se také podili AfsK/AfsR systém, ktery je u S. coelicolor spojen
s globalni regulaci produkce ACT, RED, CDA a metylenomycinu. Systém je zaloZen na serin/threoninové
proteinkinaze AfsK, ktera prostfednictvim fosforylace ptenasi signal na globalni regulator AfsR. AfsR je
transkrip¢ni faktor pribuzny k SARP regulatorim. Po fosforylaci aktivuje transkripci genu, ktery koduje
protein AfsS. Ten déle reguluje sekundarni metabolismus. Globalni regulator AfsR mtze byt fosforylovan i
jinymi proteinkindzami (napt. AfsL); (27, 124, 133, 134). U S. griseus je AfsK/AfsR systém zapojen
ve formovani vzdu$ného mycelia v reakci na glukosu (135). Dal$im dalezitym mechanismem zapojenym

v regulaci produkce sekundarnich metabolitl je zpétnovazebna inhibice (27, 124).
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Obrazek 4: Komplexni regulace sekundarniho metabolismu u rodu Streptomyces. Schematické
znazornéni vzajemnych vztahtt mezi environmentalnimi podnéty, bunécnou signalizaci a regulacnimi
drahami kontrolujicimi produkci sekundarnich metabolitd.

Prvni kompletni regulacni draha vedouci k aktivaci BGC byla popsana u Streptomyces griseus pro
syntézu streptomycinu (Obr. 5). V regulaci je zapojen A-faktor, ktery se hromadi v médiu pied spusténim
biosyntézy. Za jeho produkci je zodpoveédny protein AfsA. A-faktoru se vaze na cytoplasmaticky receptorovy
protein ArpA, ktery inhibuje transkripci genu adpA. Po vazbé A-faktoru dojde k disociaci ArpA z promotoru
genu adpA, ¢imz dojde ke spusténi jeho exprese. AdpA je pleiotropni regulator ovlivilujici geny ucastnici se
jak sekundarniho metabolismu, tak morfologické diferenciace. Mezi nimi je i CSR regulator StrR regulujici

syntézu streptomycinu (27, 136).
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Obrazek 5: Signalni kaskada fizena A-faktorem regulujici morfologickou
diferenciaci a produkci sekundarnich metaboliti u S. griseus. Regula¢ni draha
ukazuje hlavni transkripéni aktivator a jeho globalni efekt, ktery zahrnuje i produkei
streptomycinu (pfevzato a upraveno (137)).

2.2.2. Streptomyces coelicolor

Rod Streptomyces patii mezi bakterie s linedrnim chromozomem (119). Modelovy organismus
Streptomyces coelicolor méa genom o velikosti 8,668 Mb s hustotou genti ur¢enou na 88,9 %. Chromozom se
déli na tii ¢asti. V centralnim regionu, ktery je dlouhy = 4,9 Mb, jsou pievazné lokalizovany esencialni geny.
Vzniklé periferni ¢asti jsou rizné dlouhé — levé rameno ma délku kolem 1,5 Mb a pravé 2,3 Mb (138). Na
ramenech se nachazi neesencialni geny, které jsou mimo jiné zapojeny v adaptabilnich funkcich, jakym je
rust na komplexnich sacharidech (napf. celuldza, chitin), a do produkce sekundarnich metabolitt (119, 138—
140). S. coelicolor obsahuje dle riznych predpokladi kolem 29 klastrui, které zabiraji vice jak 5 % celkového
genomu. Hlavnimi produkty bakterie S. coelicolor jsou ACT, RED, CDA, coelimycin P1, oznacovany téz
jako zluty pigment (yellow pigment) a metylenomycin (Obr. 6). Periferni regiony jsou nachylné k castym

prestavbam, coZ mize piispivat k metabolické diverzité rodu Streptomyces (26, 119, 124).
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Obrazek 6: Chemické struktury nejznaméjsich sekundarnich metaboliti produkovanych kmeny
8. coelicolor. Znézornénymi metabolity jsou aktinorodin (ACT) a jeho laktonovy derivat y-aktinorodin,
undecylprodigiosin (RED), metylenomycin, coelimycin P1 a kalcium-dependentni antibiotikum (CDA;
pfevzato a upraveno (26, 124, 141)).

2.2.2.1. Aktinorodin

Aktinorodin (ACT) byl prvné objeven ve 40. letech 20. stoleti jako viditelné modré halo obklopujici
kolonie S. coelicolor M145. ACT je benzoisochromanechinonové antibiotikum patfici mezi polyketidy typu
II (124, 142, 143). Polyketidy jsou skupinou sekundarnich metabolitd, které jsou produkovany
prostiednictvim polyketid syntetaz (PKS). Jedna se o strukturné a funkéné riiznorodou skupinu délenou do
né¢kolika skupin (144). ACT je latka produkovana intracelularng, extracelularné je sekretovan jako laktonovy
derivat zvany y-aktinorodin. V literatufe jsou ale ob¢ latky asto ozna¢ovany souhrnné jako ACT (143, 145).
Tim, ze je ACT diky své modré barvé dobie vizualné detekovatelny, slouzil jako modelova latka pro studium
sekundarniho metabolismu (146).

Z chemické stranky méa ACT tfi hlavni charakteristiky. M4 amfoterni charakter, coz znamena, ze mize
pusobit jako kyselina i zdsada, v z&vislosti na prostfedi, ve kterém se naléza. Jeho barva je zdvisla na pH.
V kyselém prostiedi mé Cervenou a v bazickém modrou barvu. Mtze byt tedy pouzit i jako pH indikator.
Dale je ACT redox-aktivni molekula. Konkrétné mutize redukovat chinonové skupiny, ¢imz dochazi
ke generovani elektrontl, které mohou interagovat s kyslikem za vzniku jeho reaktivnich forem (ROS) jako
je peroxid vodiku (H20,). Ten by mohl byt zodpovédny za antibakterialni vlastnosti molekuly. Mechanismem
ucinku spada ACT mezi redoxné aktivni antibiotika s aktivitou proti grampozitivnim bakteriim. Jeho

pusobenim dochazi k oxidativnimu poskozeni rGznych bunécnych cilii véetné DNA, proteinli, nebo
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bunééného obalu. Jeho bioaktivita je ovSem citliva na pH, aktivnéjsi je v kyselém prostfedi. Stale neni plné
znamo, zda se jedna o primarni cile ACT (146).

Geny pro biosyntézu ACT jsou kodovany v 22 kb dlouhém BGC obsahujicim 22 geni (Obr. 7A); (26,
124). Prekurzory pro biosyntézu jsou ¢erpany z primarniho metabolismu. Jedna se o acetyl-CoA a malonyl-
CoA, ze kterych je poskladan hlavni uhlikovy fetézec ACT (26). Za syntézu je zodpovédna PKS Actl-
ORF1,2,3. Nasleduje zacykleni linearniho uhlikatého fetézce a nasledné modifikace (26, 147). Unikatni je
pak enzymaticky kontrolovana dimeriza¢ni reakce, za kterou jsou zodpoveédné geny ActVA-ORF4 a ActVA-

ORF3 (148). Schéma biosyntézy ACT je znazornéno na Obr. 7B.
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Obrazek 7: Aktinorodinova biosyntéza. (A) Organizace BGC pro syntézu ACT s vyznacenymi transkripénimi
jednotkami. Zelené jsou znazornény regulacni geny, potencialni rezistencni geny Cervené. (B) ZjednodusSené
schéma biosyntézy ACT (pfevzato a upraveno (26, 147)).
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BGC je délen do 5 transkripcnich jednotek, které jsou zavislé na pozitivnim CSR regulatoru Actll-ORF4
patfici do SARP proteinové rodiny. Jeho N-¢ast ma DNA vazebnou doménu obsahujici strukturni motiv
,.helix-turn-helix“ a na C-konci je doména zodpovédna za aktivaci transkripce. Jedna se tedy o protein patiici
do skupiny malych SARP regulatort (125, 126). Tim, Ze se jedna o hlavni regulator ACT biosyntetické drahy,
je cilem globalnich regulatorGi reagujicich na bunécnou fyziologii a vné&jsi podminky, které ovliviuji
nacasovani a troven produkce. Cela regulac¢ni sit’, ktera kontroluje biosyntézu ACT, je velmi komplexni a
reaguje na mnoho podnétd, jak bylo nastinéno v uvodu (124). Jmenovité se jednd o dostupnost latek od
zakladnich jako jsou dusik a fosfat, pfes kovy (zelezo, zinek), az po komplexné&jsi molekuly jako je N-
acetylglukosamin, xyléza a S-adenosyl-metionin (SAM), déle o signalni molekuly, mezi které patii cAMP,
ppGpp spojeny se stringentni odpovédi a y-butyrolakton, jehoZ receptory spojenymi s ACT jsou AtrA a
ScbR2, ktery byl také identifikovan jako antibioticky receptor. Tim dochazi k pfesnému nacasovani spusténi
ACT produkce, které odrazi podminky prostiedi véetné hustoty bunééné populace (26, 27, 124, 149-151).
Na Obr. 8 je pro alespont ¢asteénou piedstavu o jeji sloZitosti znazornéna regulacni sit ACT BGC se
zapojenymi regula¢nimi proteiny, které byly identifikovany do roku 2013. Promotorovy region genu actll-
ORF4 je tizen prinejmensim 8§ regulacnimi proteiny — AdpA, LexA, AbsA2, DasR, DraR, AfsQ1, AtrA,
ROK7B7. Déle je do regulace ACT produkce pravdépodobné zapojen GInR a dalsich né€kolik regulatort
proteinové rodiny TetR, které maji ulohu jak v produkci antibiotik, tak v morfologické diferenciaci (26, 27,
124, 125). Transkripce genu act/I-ORF4 je kontrolovéna sigma faktorem c'™®, Disociovatelna podjednotka
o, ktera je dle svého typu zodpovédna za rozeznavani zacatkl transkripce dle specifickych potieb buniky, je
vyzadovana RNAP pro iniciaci transkripce. RNAP je vicepodjednotkovy enzym zodpovédny za transkripci,

HrdB je

jehoz jadro je, v piipadé bakterialni RNAP, slozeno z péti podjednotek — o, B, B° a ®. Sigma faktor o
spojen se stringentni odpovédi bunky (152—-154). Regulace Actll-ORF4 probiha i na translacni irovni.
V mRNA genu se vyskytuje vzacny leucinovy kodon (UUA), ktery €ini translaci genu actlI-ORF4 zavislou

na specifické tRNA, ktera je kodovana genem bldA (123).
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Obrazek 8: Regulaéni sit’ biosyntézy ACT v S. coelicolor. Schematické znazornéni komplexni regulaéni sité, kde
klicovy transkripéni aktivator Actll-ORF4 reaguje na signdly od riznych globalnich regulatorti a kontroluje tak
biosyntézu ACT (ptevzato a upraveno (26)).

2.2.2.2. Undecylprodigiosin

Undecylprodigiosin (RED) je dal$im barevnym produktem S. coelicolor, ktery vykazuje antitumorové,
antifungalni, antimalarické, imunomodula¢ni a antibakterialni G¢inky (155). Je to Cervené zbarvené
antibiotikum, jehoz syntéza je kddovana v BGC dlouhém 30 kb obsahujici 23 genti (Obr. 9A); (26, 156, 157).
RED je sloudenina slozena ze tfi pyrolovych kruhi a postranniho fetézce tvofeného jedenacti uhliky.
Z chemického hlediska RED funguje jako amfoterickd molekula. Tato vlastnost hraje roli v biologické
aktivité odrazejici schopnost interagovat s biologickymi molekulami (156).

V syntéze je zapojeno nékolik prekurzord z primarniho metabolismu (prolin, serin, glycin, acetyl-CoA a
malonyl-CoA) a pro vytvoreni lipidové skupiny se vyuzivaji enzymy z biosyntézy mastnych kyselin.
Biosyntéza probihd vytvofenim dvou prekurzorii 4-metoxy-2,2'-bipyrrol-5-karboxaldehydu (MBC) a 2-
undecylpyrrolu s naslednou kondenzaci. Pii syntéze dochazi také k produkei streptorubinu B, ktery vznika

zacyklenim uhlikatého fetézce (26, 156). Prubéh biosyntézy je znazornén na Obr. 9B.
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Obrazek 9: Biosyntéza undecylprodigiosinu. (A) Organizace BGC pro syntézu RED s vyznaCenymi
transkripénimi jednotkami. Zelené jsou zndzornény regulacni geny, biosyntetické geny jsou znaceny modie a
Cervené. Geny nezapojené v biosyntéze jsou znaceny zluté¢ (B) ZjednoduSené schéma biosyntézy RED
(pfevzato a upraveno (156)).

V RED BGC jsou lokalizovany dva transkripéni regulacni geny — redD a redZ. RedZ je zodpovédny za
pfimou aktivaci RedD (SARP regula¢ni protein), ktery pak pfimo ptisobi na biosyntetické geny klastru.
Produkce RED reaguje komplexné na okolni prostiedi a je do znacné miry propletena s biosyntézou ACT
(124, 156). Reakce na vnéjsi podnéty ale neni u obou drah totozna. V prostiedi s vyssi koncentraci NaCl
dochazi k indukci produkce RED, coz je v kontrastu k ACT biosyntéze, ktera je inhibovana (158). Na Obr.
10 jsou uvedeny nékteré z regulatori zapojenych v indukci biosyntézy RED, které jsou totozné s témi pro
ACT BGC. Pleiotropni regulator ScbR2 vazajici y-butyrolakton je zapojen i v regulaci syntézy RED skrze
ovlivnéni genu redZ (150, 151, 156). Exprese redD je naopak opét pod kontrolou c'™B faktoru v reakci na
stringentni odpovéd’ organismu a produkci ppGpp (131, 156).
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Obrazek 10: Regula¢ni drahy biosyntézy ACT a RED. Schématické znadzornéni vzéjemného propojeni regulacnich
drah fidicich biosyntézu ACT a RED v S. coelicolor (pfevzato a upraveno (159)).

2.2.3. Linkomycinovy BGC

Linkomycin byl izolovéan z ptdni bakterie Streptomyces lincolnensis v roce 1962 (46). V soucasné dob¢
je k dispozici nékolik genomovych sekvenci této bakterie (NRRL 2936, B48, LC-G, nebo L4). Genom
referen¢niho kmene NRRL 2936 (ATCC 25466) o velikosti 10,32 Mb je k dispozici pod pfiristkovym ¢islem
GenBank CP016438.1 (160-163). Tento kmen je pouzivany v experimentalni ¢asti této veédecké prace.
Celkova organizace linkomycinového BGC se zda byt konzervovana, a to i u jinych producentt LIN (164).
BGC pro syntézu LIN je 32 kb dlouhy tsek obsahujici 25 strukturnich gent (/mb), dva rezistenéni geny (ImrA
a ImrB), jeden regulaéni gen (ImbU) a gen ImrC s dualni funkci kombinujici regulaéni a rezistenéni funkci
(Obr. 11A); (165). V piipadé vysokoprodukéniho kmene S. lincolnensis 78-11 je klastr duplikovany (164).

Linkomycin A je tvofen dvéma stavebnimi jednotkami — PPL a linkosamidem (LSM). Syntéza
jednotlivych ¢asti probiha oddélené a nasledné dochazi k jejich propojeni amidovou vazbou. Biosyntézu Ize
rozdelit do tii Casti: (i) draha sacharidové casti, (ii) draha aminokyselinové Casti a (iii) kondenzace
s nasledujicimi postkondenzaénimi kroky (166). Prekurzorem pro PPL je L-tyrosin. Pfed kondenza¢nim
krokem je PPL aktivovan navazanim AMP (166—169). Syntéza cukerné ¢asti vychazi z prekurzoru ribosa-5-
fosfatu a fruktosa-6-fosfatu, nebo sedoheptulosa-7-fosfatu (170). Vyslednym produktem této ¢asti drahy je
LSM aktivovany pomoci GDP (LSM-GDP). V procesu kondenzace jsou zapojeny dva thioly — ergothionein
(EGT) a mykothiol (MSH). Kondenzace probihd mezi aktivovanym PPL a linkosamidem napojenym na
EGT. MSH nasledné¢ nahrazuje EGT a je donorem siry, ktera je pfitomna v koncovém produktu (171).

Celkové schéma biosyntézy LIN vcetné zapojenych proteinti je znazornéna na Obr. 11B.
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Obrazek 11: Biosyntéza linkomycinu. (A) Organizace BGC pro syntézu LIN. Biosyntetické geny jsou znaceny bile,
regulacni gen ImbU zluté a rezistenéni geny jsou znazornény cervené. (B) ZjednoduSené schéma biosyntézy LIN
(pfevzato a upraveno (166, 172)).

Drive byl vétsi daraz kladen na popis biosyntetické drahy LIN nez na jeji regulaci. V nedavné dobé se
regulace biosyntézy dostala do popiedi zajmu, jak nasvédcuji aktualni publikace. LIN BGC obsahuje jeden
CSR oznaceny jako LmbU, pro ktery byl potvrzen pozitivni efekt na cely klastr. Krom pozitivniho ovlivnéni
genu v ramci BGC, LmbU ovliviiuje expresi dalSich vice jak dvaceti geni mimo klastr. Indukuje expresi
transportérti, oxidoreduktdz, gend zapojenych v bunééném metabolismu i nékterych genti pro proteiny
s hypotetickou funkci. Negativné reguluje expresi genu spdA z biosyntézy L-tyrosinu. Déle byl potvrzen vliv
na regulacni proteiny SLINC0469, SLINC 1037 a SLINC 8097. Regulac¢ni efekt LmbU neni tedy specificky
v ramci BGC, ale ma spise pleiotropni charakter (163, 165, 166). Tomuto pohledu odpovida i detekce
homolognich proteind u zastupci kmene Actinobacteria. Geny pro homologni LmbU proteiny jsou
univerzalné roz§iteny a lokalizovany jak v rdmci BGC klastrii, tak i mimo né. Pocet gendl na genom se pfi
tom 1i$i od jedné az po tii kopie. LmbU a jeho homology tvoii novou proteinovou rodinu regula¢nich proteint
(166). Exprese genu ImbU je pod kontrolou alternativniho ¢ faktoru, clq. Sigma faktor c* je u S. coelicolor
zapojen v bakteridlni odpovédi na osmoticky stres. U S. lincolnensis bylo potvrzeno, Ze 6-q pozitivné reguluje
biosyntézu LIN. Krom pfimého vlivu na gen /mbU kontroluje také transkripci genti ImrC, ImbV a ImbD. Ma
vliv i na mshC, gen zodpovédny za syntézu MSH (173). Vliv na LIN produkci byl potvrzen i pro dalsi
regulatory umisténé mimo klastr, mezi které patii TetR pozitivni regulator AtrA, AdpA, BIdA, BldD, GInR,
RamR, Rex, AflQ1-Q2, SLCG 2019, SLCG_Lrp (174-176). Celkovy obraz slozité sité¢ regulacnich vztaht
pro biosyntézu LIN jest¢ nebyl popsan.
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2.3.

V BGC pro LIN jsou situovany tii rezistencni geny — lmrA, ImrB a ImrC. Gen ImrA4 koduje protein o délce
484 aminokyselin patiici do proteinové rodiny MFS (Major facilitator superfamily) transportért. Jedna se
o velkou a velmi rozsifenou proteinovou rodinu nachazejici se u prokaryotnich i eukaryotnich organismu.
Jsou zapojeny do transportu velké skaly latek véetné iontll, aminokyselin az po slozitéjsi molekuly jako jsou
toxiny, lipidy, peptidy a antibiotika. Funguji jako uniportéry, symportéry a antiportéry. Pro ptenos latek pies
membranu vyuZivaji energii elektrochemického gradientu H* nebo Na* ionti (177, 178). Pii heterologni
expresi genu /mrA v bakterii Streptomyces lividans TK23 bylo pozorovano specifické zvyseni rezistence
kLIN (z64 pg/ml na >1000 pg/ml) (179). Protein LmrB patii do velké proteinové rodiny Erm
(erythromycin-ribosome methylase) metyltransferdz. Erm proteiny udileji rezistenci k makrolidiim,
linkosamidiim a streptograminim B (MLSg) pomoci Ns mono- nebo Ng dimetylace adeninu v pozici 2058
23S rRNA. Zastupce této rodiny najdeme jak u grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii a spirochét.
Vétsina genl této rodiny nese oznaceni erm, ale v pfipadé jejich lokalizace v BGC piejimaji oznaceni
konzistentni s oznac¢enim genti v daném klastru, tak jako v ptipadé /mrB (180, 181). Pfi heterologni expresi
genu /mrB v S. lividans TK23 bylo detekovano zvyseni rezistence k LIN a celesticetinu (179). Poslednim
genem tohoto BGC je gen /mrC kddujici protein pattici do velké proteinové nadrodiny ABC (ATP-binding
cassette) proteind, kterému se vénuje tato dizertacni prace. V predkladané praci se nasi védecké skupiné
povedlo poprvé popsat dudlni funkci ABCF proteinu LmrC, ¢imz doslo k prvnimu spojeni regulacni a

rezisten¢ni funkce pro ABCF proteiny (172).

Bakterialni ABCF proteiny

ABCF proteiny jsou jednou z osmi rodin (ABCA—-ABCH) velké nadrodiny ABC proteinti (182). Tato
proteinova nadrodina se vyznacuje schopnosti vazat a hydrolyzovat dvé molekuly ATP. Hydrolyza ATP je
spojena s konforma¢nimi zménami, které jsou spojeny s funkci proteinti. ABC proteiny jsou jednou
z nejvétsich, nejrozsitenéjsich a nejstarsich proteinovych skupin vyskytujicich se ve vsech tiech zivocisnych
doménach (Bacteria, Archaea, Eukarya) a u nékterych vird. Nejéastéji jsou spojovany s transportni funkei,
ale dvé rodiny (ABCE a ABCF) jsou tvofeny cytosolickymi proteiny zapojenymi v netransportnich
procesech. ABCF proteiny nejsou stale piilis dobfe charakterizovany, ale v posledni dobé se ukazuje, Ze jsou

zodpovédné za dilezité bunécné procesy (21, 25, 183).

2.3.1. Charakterizace ABCF proteini

Bioinformaticka analyza 4505 genomu ukazala, Ze se ABCF proteiny hojné vyskytuji u eukaryotnich
organismu a bakterii. Bakteridlni kmeny disponuji riznym poc¢tem ABCF proteint na genom, kdy zéstupci
kmene Actinobacteria kdduji ve svém genomu az 11 ABCF proteint. Pfes Siroké rozsifeni a vyskyt vyssiho
poctu kopii ABCF proteind na genom nejsou rozsifeny univerzalné. Mezi bakteriemi existuji vyjimky, mezi
které patii rod Aquificae, u kterého nebyly tyto proteiny viibec objeveny. Jejich témét uplna absence je
v genomech Archaea. V soucasnosti jsou ABCF proteiny detekovany pouze u Ctyi zastupcl archealniho
kmene  Euryarcheaota  (Candidatus  Methanomassiliicoccus  intestinalis, Methanomethylophilus
alvus, Methanomassiliicoccus luminyensis a Thermoplasmatales archaco BRNAL1); (25).

Rodina ABCF proteinti se dale ¢leni do velkého mnozstvi podrodin (Obr. 12); (25). Pfedpokladanou

spolenou vlastnosti téchto skupin je krom spolecné strukturni podobnosti také jejich funkcni spojeni
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s translaci a ribozomem, a to od maturace ribozomalnich podjednotek (napi. kvasinkovy protein Arb, ¢i
potencialni piimé, ¢i nepiimé zapojeni Uup), pies regulaci translace ve stresovych podminkach (napt. EttA
a Uup), az po rezistenci k antibiotikiim inhibujicim translaci. Nejvice prostudované jsou proteiny zapojené
do regulace a udileni rezistence, ale fyziologicka funkce vétSiny ABCF proteini je stale nejasnad. ABCF
proteiny zapojené v rezistenci (ARE ABCF) tvofi sedm podrodin oznacenych jako ARE1-ARE7. ARE1
v sobé& obsahuje dvé podskupiny, které se vzajemné odlisuji rezistencnim fenotypem. Dale byly predikovany
skupiny, které jsou potencialné zapojeny v rezistenci (BAF1-BAF3, FAF1-FAF2, PAF1 a AAF1-AAF6).
AAF skupiny se specificky vyskytuji pouze u zastupct kmene Actinobacteria, jehoz zastupci jsou casto
zapojeni do produkce sekundarnich metabolitd (25). Ardl je prvnim zastupcem skupiny AAF1, u kterého
bylo experimentalné potvrzeno jeho zapojeni do rezistenéniho mechanismu (184). Tato dizertacni prace se

zaméfuje na proteiny z podrodiny ARES u producentt antibiotik.

ARE4
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Obrazek 12: Fylogeneticka klasifikace ABCF proteinti. Skupiny ARE ABCF proteinti jsou ve fylogenetickém
stromé zndzornény ¢ervené (pievzato a upraveno (25)).

2.3.1.1. ABCEF proteiny s regula¢ni funkei

Nejvice testovanymi nerezistencnimi ABCF proteiny jsou YheS, Uup, YbiT a EttA z modelového
organismu Escherichia coli (22, 185, 186). Tyto proteiny se podileji na udrzeni aktivni syntézy proteind,
které obsahuji aminokyselinové sekvence obtizné pro translaci (22).

Proteiny jsou tvofeny riznymi kombinacemi aminokyselin. Sekvence vznikajiciho proteinu vyznamné

ovlivituje rychlost translace skrze interakce s ribozomem v oblasti NPET. Pro pfeziti potfebuje bakterie

36



translatovat rizné aminokyselinové kombinace s vyhovujici efektivitou. Tézce translatované motivy
zpisobuji zastaveni ribozomu ¢i predcasné ukonceni translace ndsledkem destabilizace ribozomu (187, 188).

Poly-prolinové useky maji za nasledek destabilizaci peptidyl-tRNA v P-misté ribozomu, ¢imz dojde
k zastaveni ribozomu. Univerzalné koédovany translacni faktor EF-P pomaha zachovat spravnou geometrii
pro tvorbu peptidické vazby a tim pomaha pfedchazet zastaveni ribozomu v tseku bohatém na prolin.
Homologni proteiny elongacniho faktoru EF-P se nachdzeji také u Archaea a Eukarya (alFSA, elF5A);
(125-127). Nutnost translace proteint s useky bohatymi na prolin je v souladu s nepostradatelnosti proteinu
EF-P ¢i proteinu s podobnou funkci. U bakteridlniho kmene B. subtilis ptebird ABCF protein YfmR ulohu
EF-P v ptipad¢ delece jeho genu (Aefp). Situace, kdy bakterie postradd oba proteiny, je pro bakterii letalni
(24). Schopnost zabranit zastaveni ribozomu pfi translaci poly-prolinové sekvence a tim zachovat aktivni
translaci proteinti obsahujicich sekvence bohaté na prolin byla detekovana i u proteinu Uup z E. coli, ktery
je schopen ptevzit ulohu YfmR pfii heterologni expresi v B. subtilis (22, 24).

Burika téZce translatované peptidy vyuziva také k regulaci genové exprese. Prikladem je protein SecM
obsahujici sekvenéni motiv FS'XXXXWIXXXXGIRAGP!®, ktery indukuje zastaveni ribozomu na prolinu
P166. Zastaveni ribozomu pii translaci SecM spousti syntézu proteinu SecA, jehoz gen se na polycistronni
mRNA vyskytuje za genem secM (187, 192). ABCF protein YheS je schopen obnovit translaci zastaveného
ribozomu v tomto motivu (22).

Pozitivné nabité aminokyseliny vznikajiciho proteinu mohou interagovat s negativné nabitym vystupnim
tunelem ribozomu. Naopak negativné nabité aminokyseliny maji destabilizujici u¢inek. ABCF proteiny YbiT
a EttA (energy-dependent translational throttle A) pomahaji ribozomu pickonat tato obtizna mista (22). EttA
vyuziva tento mechanismus k regulaci exprese ve stresovych podminkach. Byl navrzen model, ve kterém
EttA monitoruje energeticky stav bunky skrze pomér ATP/ADP a v zavislosti na ném reguluje prvni krok
translace (185, 186). V souladu s timto modelem bylo detekovano snizeni fitness ve stacionarni riistové fazi
pti deleci genu eft4A (186). Tento model ovSem neobjasiioval fyziologickou funkci proteinu. Produkce
proteinu EttA reaguje na stres zptisobeny vysokou koncentraci NaCl v kultiva¢nim médiu s aminokyselinami
jako zdrojem uhliku. V téchto podminkach byla detekovana schopnost proteinu EttA piimo regulovat
translaci enzymu zapojenych v citratovém a glyoxylatovém cyklu. Mimo to bylo objeveno jeho zapojeni
do regulace dalSich proteinti spojenych se stresovou odpovédi bakterie. Regulace je zaloZena na schopnosti
EttA obnovit translaci zastaveného ribozomu na kladn€é nabitych aminokyselinach v nové vznikajicim
proteinu. EttA hraje vyznamnou ulohu v unikatni regulaci probihajici skrze modulaci sekvencné specificky

zastaveného ribozomu zapojené ve stresové odpovedi bunky (23).

2.3.1.2. Rezistence zprostifedkovana ABCF proteiny

Problém antibiotické rezistence pii lé¢bé mikrobialnich infekci je v soucasné dobé vaznym celosvétovym
problémem (98). Bakterie si vyvinuly rizné mechanismy, které jim umoziuji uniknout a prezit expozici
témito latkami (4). Mezi klasické a dobfe popsané typy rezistence mizeme zaradit zménu zasahového mista,
snizeni akumulace antibiotik v buiice a inaktivaci antibiotik (193). Tato prace se zaméfuje na proteiny
udilejici rezistenci zprosttedkovanou skrze ochranu zdsahového mista, tedy v tomto pifipad€ ribozomu (20).
ARE ABCEF proteiny udili rezistenci ke klinicky vyznamnym skupindm antibiotik vazajicim se k velké 50S

ribozomalni podjednotce (Kap. 2.1.2.). Mezi nejlépe popsané zastupce patii ty, které se vyskytuji
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u patogennich bakterii, kde komplikuji jejich 1é¢bu. Pfevazné se jedna o rody Staphylococcus, Enterococcus,
Streptococcus, ale ARE proteiny byly detekovany i u rodt Pseudomonas, Corynebacterium, nebo Listeria
(19, 184). Geny pro ARE proteiny mohou byt kédovany na mobilnich genetickych elementech, coz
usnadnuje jejich $ifeni mezi bakterialnimi kmeny (194, 195). Dulezitou roli maji ARE ABCF proteiny
iu producentd antibiotik, kde se podileji na ochrané producenta pied toxicitou produkovaného metabolitu

(13-17). Na zaklade¢ jejich antibiotické specificity 1ze ARE ABCF proteiny rozdélit do tii skupin:

1. Vrezistenci k linkosamidiim, streptograminim A a pfilezitostné k pleuromutilinim (LSsP)
vazajicim se do PTC ribozomu je zapojeno nekolik fylogenetickych skupin (ARE2, ARE3, ARES,
ARES a jedna z podskupin ARE1). Mezi nejlépe popsané proteiny udilejici LSAP rezistenci patii
Vga proteiny (196, 197), VmIR (198), LsaA (199), SalA (200), VgaL (dfive oznacovany jako
Lmo0919); (194, 201, 202), SrpA (203) a LmrC (13) z producenta LIN.

2. Rezistenci k makrolidim (vcetné ketolidit) a streptograminim B (MSg) vazajicim se hloubé&ji
do ribozomu v oblasti NPET udili skupiny ARE4 a druhd podskupina ARE1. Mezi nejlépe
prostudované patii protein MsrA (Macrolide and streptogramin B resistance), poprvé popsany

u kmene Staphylococcus aureus, a jeho varianty (204, 205).

3. Mén¢ experimentalné charakterizované jsou fylogenetické skupiny ARE7 a ARES, které udili
rezistenci k amfenikoliim a oxazolidinontim (PhO). Prvnim objevenym ARE proteinem schopnym
udilet rezistenci k PhO antibiotikiim byl protein OptrA (ARE7) kdédovany na plazmidu pE349
u Enterococcus  faecalis (195). DalSim vyznamnéjSim zastupcem je PoxtA (ARES)
charakterizovany u MRSA kmene S. aureus (206). Tato skupina je z klinického pohledu vyznamna
pro schopnost OptrA a PoxtA udilet rezistenci k LNZ, oxazolidinonu, ktery patii mezi tzv. léky
posledni zachrany (21). Pro PoxtA byla popsana schopnost udilet rezistenci k tetracyklinu (206).
Toto pozorovani se nepovedlo nasledné potvrdit (207). Tetracykliny se vazi na malou 30S
ribozomalni podjednotku, a proto se nadale predpoklada, ze ARE ABCF k témto antibiotiklim
rezistenci neudileji (11). I pfestoZe se vazebna mista pro PhO a LSAP antibiotika pfekryvaji, nejsou

ARE proteiny schopné udilet rezistenci ke vSem témto latkdm najednou.

Pro proteiny VmIR z B. subtilis (198) a Ardl ze S. capreolus (208) byla potvrzena schopnost udilet
rezistenci k aminonukleosidovému antibiotiku A201A, ¢imz bylo spektrum antibiotik, ke kterym ABCF
proteiny udili rezistenci, rozsiteno. V ptipadé ARE2 proteinu VmIR byla jest¢ detekovana schopnost udilet
rezistenci k hygromycinu A (184).

Pro nékterd antibiotika inhibujici translaci, jakymi jsou napt. CAM, LNZ, ¢i ERY, byla prokdzana
sekvencné specificka inhibice translace (63, 83, 84), coz je podobné jako v piipad¢ regulacnich ABCF
proteint, pro které bylo prokazano funk¢ni spojeni se zastavenym ribozomem pfi translaci specifickych
sekvenci (22). V obou piipadech je funkce ABCF proteini spojena s vystavenim bakterii stresovym

podminkam.
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2.3.2. Struktura

Struktura proteint ABCF rodiny je tvofena dvéma nukleotid vazebnymi doménami (NBD), které jsou
spojeny pomoci interdoménového linkeru. NBD domény jsou vysoce konzervované a v ramci celé ABC
proteinové nadrodiny sdili zékladni strukturni a sekvencni motivy (19, 21). Kazda z domén je tvofena tfemi
subdoménami (Obr. 13A). Centralni ¢ast tvoii subdoména konzervovana u mnoha dalSich NTPaz oznacovana
jako Rec-A like. Strukturn€ je slozena z Sesti B-listil a ¢ty a-helixt (oznacené jako A-D). Ta je doplnéna o
ABCp subdoménu skladajici se ze tfi antiparalelnich p-listii a a-helixovou subdoménu (ABCa). Vyznamnymi
motivy NBD domén jsou Walker A, Walker B a signature motiv, A-smycka, D-smycka, Q-smycka a H-
smyc¢ka (Obr. 13B); (183, 209). ABC proteiny s transportni funkci maji dale dvé transmembranové domény
(TMD), které tvoti prichod pfes membranu a nejsou sekvencéné piili§ konzervované. TMD zcela chybi u
cytosolickych ABC proteinti (ABCF a ABCE rodiny); (21, 183).

NBD domény jsou schopné vazat a hydrolyzovat dvé molekuly ATP, ¢imz ziskavaji energii pro funkci
proteinu. Kazdy z vyse zminénych motivil se néjakou mérou podili na vazbé a hydrolyze ATP. V Rec-A like
subdoméné je umistén Walker A motiv (GxxGxGK(S/T), kde x oznacuje libovolnou aminokyselinu), také
oznacovany jako P-smycka, ktery je zodpovédny za vazbu B- a y-fosfatu na molekule ATP, ¢imz pfispiva
ke spravné orientaci a hydrolyze ATP. Walker A motiv je také zapojen v koordinaéni vazb& Mg?* iontu, ktery
je kofaktorem pii hydrolyze ATP (209, 210). Ke spravné orientaci ATP pftispiva také A-smycka, ktera je
lokalizovana ve vzdalenosti pfiblizné¢ 25 aminokyselin pfed Walker A motivem. Jedna se o vysoce
konzervovany aromaticky aminokyselinovy zbytek, ktery interaguje s adeninem z vazaného ATP
prostiednictvim stacking interakce (209, 211). Q-smycka (¢(¢/Q)Q, kde ¢ oznacuje hydrofobni
aminokyselinovy zbytek) tvoii kratké spojeni mezi subdoménami a obsahuje konzervovany glutamin, ktery
se také podili na interakci s y-fosfatem ATP. V piipadé ABC transportéri hraje ulohu i v interakci s TMD.
Typickym motivem pro ABC proteiny je tzv. signature motiv (LSGGQ/E), téZ oznatovany jako C-smycka
(21, 210). Signature motiv se podili na vazbé ATP i jeho hydrolyze. Za Walker B motivem (¢dpdpdD, kde
¢ oznacéuje hydrofobni aminokyselinovy zbytek), ktery poskytuje aspartat tcastnici se koordina¢ni vazby
Mg?" iontu, se nachazi vysoce konzervovany glutamat. Ten je zdsadni pro hydrolyzu ATP, nebot polarizuje
molekulu vody, ktera atakuje y-fosfat na molekule ATP pfi jeho hydrolyze. V pfipadé mutace na glutamin
(tzv. EQ mutanta) ztraci protein schopnost hydrolyzovat ATP (21). Vhodnou pozici vody zajistuje také
D-smycka (SALD). Tak jako Q-smycka i H-smycka, nékdy oznacovana jako switch region, se podili
na interakci s y-fosfatem na molekule ATP. Vysoce konzervovany histidin nachazejici se v H-smy¢ce hraje
klicovou roli ve stabilizaci tranzitniho stavu katalyzované hydrolyzy (209). ABC proteiny vazi molekuly
ATP mezi obé NBD domény. Vznikly dimer je oznaovan jako ATP-sandwich (Obr. 13D). Molekula ATP
je tedy vazana mezi Walker A motiv, Walker B motiv, A-smycku, H-smycku a Q-smycku z jedné NBD a

signature motiv druhé NBD (Obr. 13C); (183, 209).
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Obrazek 13: Struktura NBD domén ABC proteinii. (A) Struktura dimeru NBD domén se zvyraznénymi
subdoménami Rec-A like, ABC ABCo. (B) Linedrni zobrazeni s vyzna¢enymi konzervovanymi sekven¢nimi motivy.
(C) Zobrazeni nukleotid-vazebného mista s vyznacenymi strukturnimi motivy zapojenymi do vazby ATP (AMP-PNP).
(D) Struktura dimeru NBD domén s navédzanymi nehydrolyzovatelnymi analogy ATP (AMP-PNP). Kofaktor Mg?" je
znazornén zelenou kulickou (pfevzato a upraveno (209)).

Krom vyse popsanych motivit ABCF proteiny obsahuji dalsi unikatni charakteristické regiony (Obr. 14).
Spole¢nym znakem ABCEF proteint je prostoroveé vyrazny interdoménovy linker propojujici NBD domény
(20, 21). Doména je oznaovana jako P-site tRNA interaction motif (PtIM). U proteint s rezisten¢ni funkci
(ARE ABCEF proteiny) je tento Gsek nazyvan antibiotic resistance domain (ARD); (186, 207). Linker o délce
60—100 aminokyselin je tvofen dvéma a-helixy spojenymi smyckou o variabilni délce. Delsi linkery se
vyskytuji u ARE ABCF proteinti. Doména je variabilni nejen v délce, ale také v aminokyselinové sekvenci
(19-21). ARD je pro aktivitu ABCF proteinti dulezita, coz doklada delece této domény u rezisten¢niho
proteinu MsrD a translacniho faktoru YheS vedouci ke ztrat¢ funkce téchto proteind (22, 212).

Nekteré ABCF proteiny maji v ABCa subdoméné NBD; vloZenou dalsi o-helikalni subdoménu
oznacovanou jako arm. Funkce této domény zatim nebyla pIné objasnéna (21, 185, 186, 213).

Dalsi specifickou strukturou je C-terminalni doména (CTD), neboli C-terminalni prodlouzeni (CTE).
CTD ma proménlivou délku a stejné jako arm subdoména neni pfitomna u vSech ABCF proteinti. Strukturalné
je tvofena dvéma o-helixy, které tvoii strukturu zvanou ,,coiled-coil“. Funkce CTD neni plné objasnéna, ale
je dulezita pro funkci proteinu (21). U ARE proteini VmIR, VgaA a transla¢niho faktoru YheS bylo
prokazano, Ze jeji delece ovliviiuje proteinovou funkci (snizuje uroven udilené rezistence, resp. schopnost
udrzeni aktivni syntézy); (22, 207, 214). Arm subdoména, linker i CTD jsou sice u ABCF proteinti variabilni

co do primarni sekvence, ale vykazuji strukturni konzervovanost a jsou bohaté na nabité aminokyseliny.
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Obrazek 14: Struktura vybranych ABCF proteinii se znazornénim specifickych
domén. ABCF proteiny jsou tvofeny dvéma NBD doménami, které jsou spojeny
linkerem. Tato doména je u regulacnich ABCF proteinti oznacovana jako PtIM a
u ARE ABCF jako ARD. Tyto domény mohou byt doplnény o subdoménu Arm, nebo
CTD (ptevzato a upraveno (21)).

2.3.3. Interakce ABCF proteint s ribozomem

ABCF proteiny jsou solubilni proteiny, jejichz funkce je spjata s translaci a ribozomem zejména
za stresovych podminek (21). Na zakladé dosud publikovanych struktur ABCF proteinti dochazi k jejich
vazb¢ na ribozom do podobného vazebného mista. Struktury komplexu ABCF proteind s ribozomem byly
ziskany pomoci mutantnich proteini neschopnych hydrolyzy ATP (EQ mutanty), nebo za pouziti
nehydrolyzovatelného analogu AMP-PNP (184-186, 202, 213, 215-217).

ABCEF proteiny se vazou do volného ribozomalniho E-mista. Pti aktivni translaci za béznych podminek
dochazi jen ziidka k situaci, kdy je E-misto volné, nebot’ uvolnéni deacylované tRNA z E-mista probiha
soubézné s posunem dalsi deacylované tRNA z P- do E-mista ribozomu. Pfi stresovych podminkach, jakymi
mize byt napt. vazba antibiotik do PTC ribozomu, dochazi k zastaveni translace a tim i k uvolnéni E-mista
pro vazbu ABCF proteinu (19, 21). V publikovanych strukturach interaguje NBD; s 23S rRNA (helixy H68,
H77/H78) a ribozomalnim proteinem L33 z velké 50S ribozomalni podjednotky. U proteini bez arm
subdomény je i v pfimém kontaktu a stabilizuje otevienou konformaci L1 domény (L1 stalk); (19, 213, 216).
U proteinu PoxtA je s timto regionem naopak v kontaktu zminéna arm subdoména prostiednictvim domény
II L1 proteinu (185, 186, 213). NBD: je naopak v kontaktu s loktem (elbow) P-tRNA, ribozomalnim
proteinem velké 50S ribozomalni podjednotky L5 a malou 30S ribozomalni podjednotkou prostfednictvim
16S rRNA (h41-h42) a ribozomalniho proteinu S7 (202, 213, 216). CTD proteinii VmIR, VgaAic a VgalL
navazujici na NBD, je lokalizovana mezi proteiny S7 a S11 malé 30S ribozomalni podjednotky (202, 216).
Linker spojujici obé NBD domény sméiuje smérem k PTC. V zavislosti na délce zasahuje bud ptimo do PTC
nebo jeho blizkosti. Je v kontaktu s akceptorovym ramenem a 3" koncovou sekvenci -CCA P-tRNA a 23S
rRNA (helixy H74-H75, H93). Interakci s ABCF proteiny dochazi k posunu P-tRNA ze standartni vazebné
pozice. Toto vychyleni je zavislé na konkrétnim ABCF proteinu (19, 213, 216).

2.3.4. Mechanismus funkce ABCF proteinii

ABCEF proteiny jsou zapojeny v riznych aspektech proteinové syntézy. Pfesny mechanismus funkce
ovSem zatim nebyl potvrzen. Na zékladé publikovanych strukturnich a molekulérnich dat 1ze oCekavat, ze i

pies funkéni riiznorodost je jejich funkce spojena s vazbou do E-mista ribozomu (Kap. 2.3.3.) a zékladni
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mechanismus funkce by mohl byt postaven na podobnych zakladech (21). Nejlépe popsané jsou ARE ABCF
proteiny zodpovédné za rezistenci k ribozom-vazebnym antibiotikim mechanismem ochrany zasahového
mista (20). Prvnim potvrzenim tohoto mechanismu byla obnova inhibované translace LIN a VGM pfidanim
vypurifikovanych ARE ABCF proteinti LsaA a VgaA v in vitro translacni eseji (18).

Vyraznym strukturnim motivem je do prostoru vystupujici ARD doména. Byl navrzen mechanismus,
ve kterém se Spicka ARD domény dostava do pfimé ¢i nepiimé interakce s antibiotikem, které vytésni z jeho
vazebného mista. V souladu s touto hypotézou jsou rtizn¢ dlouhé linkery ABCF proteinti. Proteiny zapojené
v rezistenci k makrolidovym antibiotiktim, ktera se vazou hloubéji v ribozomu, maji spise delsi ARD doménu
v porovnani s proteiny udilejicimi rezistenci k LSAP antibiotikim a translaénimu faktoru EttA.
Za substratovou specificitu u ruznych variant proteinu VgaA odpovidda aminokyselinova variabilita
v pozicich 218, 219, 220 a 226, které jsou lokalizované ve Spicce ARD domény (218). Z téchto pozic se
s vazebnym mistem pro antibiotika piekryva pouze pozice 219 a to s mistem pro LIN (Obr. 15E). Jeho mutace
na alanin ov§em neovliviiuje udilenou rezistenci (202). Vyrazna zména funkce proteinu nebyla detekovana
ani u ARE2 proteinu VmIR (F237V, F237A); (216). Pti mutaéni analyze translacniho faktoru YheS byla
potvrzena kli¢ova tloha nékolika pozic napfi¢ celou ARD doménou, které naznacuji vyznamnost udrzeni
struktury linkeru pro jeho funkci (22). Podobné vlastnosti vykazuje také protein LsaA (Obr. 15D).
Fenylalanin na pozici 257 lokalizovany ve Spicce ARD proteinu LsaA se piekryva s vazebnym mistem pro
LSAP antibiotika. Jeho zaména za alanin (F257A) nema vliv na udilenou rezistenci na rozdil od zamény
lysinu na pozici 244, ktery interaguje s nukleotidy G2251 a G2252 23S rRNA skrze vodikové mustky. V
pfipadé Vgal pak k zadnému piekryvu s vazebnym mistem LSAP antibiotik nedochazi (Obr. 15F). Pii
porovnani vazebného mista pro TIA s riznymi ARE proteiny bylo pozorovano, Ze del$i $pic¢ka u proteind
Ucastnici se rezistence k LSAP antibiotikiim se odklani od vazebného mista TIA smérem k 3" koncové ¢asti
P-tRNA (Obr. 15). V pripadé MsrE, spojeného s rezistenci k makrolidim, je Spicka ARD rozloZena jak do
sméru k P-tRNA, tak k vazebnému mistu pro ERY (Obr. 15C); (202). Z funkéniho hlediska hraje dulezitou
ulohu tedy spiSe struktura ARD nez aminokyselinové slozeni jeho Spicky. Pfima interakce mezi ARE ABCF
proteiny a antibiotiky nehraje v tomto mechanismu rezistence stézejni roli. Dulezitéjsi je zména konformace
pomoci interakce s 23S rRNA (Obr. 16A); (22, 202). Role dalsich subdomén neni zatim objasnéna. Delece
CTD u proteinu VmIR je spojena s niz§i Grovni rezistence, a proto budou v mechanismu funkce ABCF

proteintl i tyto regiony hrat dilezitou tlohu. Hydrolyza ATP pak vede k disociaci proteinu z ribozomu (217).
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Obrazek 15: Strukturni porovnani $picky ARD domény ARE ABCF proteini. Srovnani konformace $picky
ARD domény u vybranych ARE ABCF proteinti — VmIR (oranzova, B), LsaA (zelena, D), VgaALc (rizova, E)
a VgaL (zluta, F) v pfitomnosti TIA, a proteinu MsrE (modra, C) v pfitomnosti ERY. Struktura A ukazuje stav
bez vazby ARE ABCF proteinu. Pro proteiny LsaA, VgaALc a VgaL je znazornénd i jejich interakce v PTC s
antibiotiky TIA (fialova), VGM (zelena) a LIN (svétle hnéda; prevzato a upraveno (202)).

Nevyhodou vyse popsanych struktur je jejich zamceni ve stavu pred hydrolyzou ATP pomoci vyuziti
proteind neschopnych hydrolyzy (EQ mutanty) nebo vyuzitim nehydrolyzovatelného ATP. Cui Z. a kolegové
se pokusili za vyuziti kryoelektronové mikroskopie a rentgenové krystalografie popsat konformacéni zmény
pro komplex ABCF proteinu MtbEttA (Rv2477¢c) z Mycobacterium tuberculosis s ribozomem v prib&éhu
ATPéazovém cyklu. Pro zachyceni jednotlivych stavii vyuzili nehydrolyzovatelny analog AMP-PNP a ADP-
VO, analog napodobujici tranzitni stav pfi hydrolyze ATP. MtbEttA je vazan v E-misté ribozomu jak
ve stadiu pted hydrolyzou ATP, tak v tranzitnim stavu. Pfi porovnani ziskanych struktur bylo detekovano

protazeni Spicky PtIM (ARD) domény (Obr. 16B). Vazba MtbEttA do ribozomu snizuje celkovy pohyb malé
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30S podjednotky viici 50S podjednotce a zarovei stabilizuje tRNA v P/P pozici. ABC proteiny zaujimaji dvé
konformace — otevienou (po hydrolyze ATP) a zavienou (po vazbé ATP). Protein MtbEttA je slabou
ATPazou a bez ribozomu, ktery podporuje zaujeti zaviené konformace, neni schopny efektivné hydrolyzovat
ATP. Po hydrolyze ATP zaujima otevienou konformaci a byl zaznamenan pfekryv jeho arm subdomény

s ribozomalnimi proteiny S7 a L1, coz zabranuje jeho vazbé v ribozomu (217).
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Obrazek 16: Mechanismus ochrany ribozomu zprostiedkované ARE ABCF proteiny. (A) Model funkce ARE
ABCF proteini ukazujici antibiotikem zastaveny ribozom s volnym E-mistem, ktery je rozezndvan ARE ABCF
proteinem. Nasleduje uvolnéni navézaného antibiotika spojené s konforma¢nimi zménami a ptichod nové aminoacyl-
tRNA. Po hydrolyze ATP dochazi k uvolnéni ARE ABCF proteinu a pokracovani translace. (B) Strukturni zména $picky
ARD/PtIM domény v prubéhu ATPazového cyklu (pfevzato a upraveno (202, 217)).

2.3.5. Regulace exprese ABCF proteint

Bakterialni buniky ziji ve velmi dynamickém prostedi, které pfinasi nutnost rychlé reakce na stresové
podminky zménou genové exprese. Aktivitu a koncentraci proteinti lze regulovat na irovni transkripce,
translace i post-translacni kontroly. Pfi regulaci exprese hraje diilezitou tilohu 5 nepiekladana oblast mRNA
regulovaného genu, ¢i operonu (5'UTR), ktera obsahuje vnitini regulacni RNA elementy. Tyto elementy
reaguji na vnéjsi signaly a patii mezi n€ riboswitche a atenuatory (201). Signaly mohou byt jak fyzikalne-
chemického charakteru (teplota, pH), tak rizné molekuly (ionty, metabolity, tRNA). Nepickladané oblasti
jsou schopné zaujimat dvé rtizné vzajemné se vyluCujici sekundarni struktury a tim ovlivnit expresi
regulovaného genu odkrytim ¢i schovanim dtlezitych strukturnich motivi (napf. ribozom vazebného mista
(RBS)). V ptipad¢ transkripéni atenuace pak dochdzi k zformovani terminacni, ¢i antiterminacni vlasenky
(201, 219, 220).

Klasickym piikladem ribozomem zprostiedkované transkripéni atenuace je regulace trp operonu
u bakterie E. coli. Operon koduje pét gent pro biosyntézu L-tryptofanu (trpE, trpD, trpC, trpB a trpA). Tento
mechanismus regulace je bézny u gent Gcastnicich se biosyntézy i dalSich aminokyselin. Pied #7p operonem
se nachazi 5'UTR oblast obsahujici otevieny c¢teci ramec (ORF) kodujici leader peptid (LP) o délce
14 aminokyselin. Regula¢ni ORF je bézn€ oznacovan jako vedouci ORF (leader ORF), ¢i uORF (upstream
ORF); (221, 222). Tento uORF obsahuje dva po sobé jdouci kodony pro tryptofan monitorujici dostupnost
nabitych tryptofanyl-tRNA (tRNA™). V piipadé, ze bunka ma dostatek nabitych tRNA"™ dochazi
k plynulému procteni tohoto leader peptidu a k zformovani terminatorové vlasenky pro pfedCasnou terminaci

transkripce (Obr. 17A). Pfi akumulaci nenabitych tRNA" dojde k vazbé této nenabité tRNA do ribozomu.
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Vazba je nasledovana zastavenim ribozomu, ktery zformuje tzv. SRC komplex (stalled ribosomal complex).
Timto ,,uzamcéenim* ribozomu v uORF dojde k vytvofeni antiterminatorové vlasenky, ¢imz mtize pokracovat
pfepis genil pro biosyntézu tryptofanu (Obr. 17B). Operon je dale regulovan dalsim mechanismem, ktery
vyuziva regula¢ni protein — tzv. represor (219, 221-223).
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Obrazek 17: Model mechanismu regulace transkripce #rp biosyntetického operonu prostfednictvim atenuace.
(A) V pfitomnosti dostatecného mnozstvi aminoacylové-tRNA"™ dochézi k efektivni translaci LP, coz vede k tvorbé
terminacéni vlasenky doprovazené ukoncenim transkripce. (B) Ptfi nedostatku nabitych tRNA dochazi k pozastaveni
ribozomu na kontrolnich Trp kodoénech, coz umozni vznik antiterminac¢ni struktury a transkripce operonu.

Geny udilejici rezistenci k antibiotikim poskytuji bakteriim vyraznou vyhodu ve stresovych podminkach
(pfitomnost antibiotika), ale jejich exprese v prostfedi bez antibiotika ma Casto negativni vliv na fitness
bunky. Exprese rezisten¢nich gent je tedy bézné regulovana v odpovédi na pfitomnost indukujicich
antibiotik (220, 224). Modelovymi geny pro studium ribozomem zprostiedkované atenuace u rezistencnich
genl jsou geny pro Erm metyltransferazy (220, 225). V absenci antibiotika je exprese erm gend potlacena
tvorbou vlasenky maskujici RBS. Po vazbé indukujiciho antibiotika do ribozomu je translace uORF
zastavena, ¢imZ dojde k odhaleni RBS pro erm gen a nasledné k jeho pfepisu. Délka a aminokyselinové
slozeni LP ovliviuje specificitu indukce. Pro LP regulujici expresi makrolidy indukovanych gent bylo
popsano nékolik konzervovanych aminokyselinovych motivt (tzv. MAM —kap. 2.1.2.3.); (68, 226). Pro erm
geny existuji struktury popisujici SRC s prekladanym LP (226-229). Vedouci peptid pro gen ermB,
oznacovany jako ErmBL, je kodovan v regulacni oblasti genu ermB (Obr. 18). Celkova délka ErmBL je 27
aminokyselin. V pfitomnosti ERY je translace zastavena na kodonu pro Lys (K11) po ptekladu prvnich deseti
aminokyselin. P¥i tvorb& ErmBL-SRC je v P-mist& ribozomu vézana peptidyl-tRNAA® a tRNAYS je vazana
v A-misté. ERY zapficinuje konformacni zmény v PTC, které inhibuji formovani nové peptidové vazby a
vedou k zastaveni ribozomu. Vysledny peptid v sobé nese jeden z vyse zminovanych konzervovanych motivi

(MLVFQMRNYVD); (227, 229).

Uzaméeny ribozom
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Obrazek 18: Schématické znazornéni regulace genové exprese ermB. V reakci na piitomnost ERY dochézi
k zastaveni translace ErmBL spojené se zménou konformace mRNA vedouci k odkryti RBS a zahajeni translace proteinu
ErmB (pfevzato a upraveno (227)).

I produkce ABCF proteinti je regulovana v zavislosti na pfitomnost antibiotik. Pro svou regulaci vyuzivaji
ribozomem fizenou atenuaci, kterd je v n€kterych ptipadech modifikovana. Experimentalné byla regulace
zkoumana u péti ARE ABCF protein (VmIR, MsrD, Vgal, VgaAic, CpIR). Pokryty jsou tedy ABCF
proteiny vyskytujici se u Firmicutes (nové oznacované jako Bacillota); (184, 198, 201, 212, 230, 231).
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ARE1 ABCF gen msrD je Casto lokalizovan v mefd/msrD operonu s dal§imi rezistencnimi geny mefA4 a
mefE spojenymi s makrolidovou rezistenci (Obr. 19A). Gen msrD je kontrolovan dudlni regulaci skrze
ribozom zprostfedkovanou transkripéni atenuaci. V 5"'UTR genu msrD je lokalizovany uORF pro vedouci
peptid MsrtDL (MYLIFM), ktery vylu¢né reguluje expresi mrsD genu. Transkripce celého operonu je
spusténa v pfitomnosti ERY z promotoru lokalizovaného pfiblizné 350 bp pted genem mefA. Transkripce
polycistronni mRNA je fizena pomoci LP MefAL (MTASMRLR), ktery je podobny ErmDL
(MTHSMRLRFPTLNQ) pro ErmD metyltransferazu. Oba maji ve své sekvenci konzervovany motiv spojeny
s makrolidem zptisobenou blokaci ribozomu (tzv. +X+ motiv); (212, 226, 232). Exprese msrD je indukovana
antibiotiky ERY a azitromycinem. Pro dal§i makrolidova antibiotika (telitromycin, tylosin a spiramycin)
formovani SRC nebylo detekovano. Tyto vysledky koreluji s rezistencnim fenotypem proteinu MsrD. Pro
MsrDL-SRC komplex byla publikovana struktura, ktera v kombinaci s genetickym pfistupem umoziuje
stanovit mechanismus regulace. Aminokyselinové slozeni LP, véetné STOP kodonu je dilezité pro translaéni
arest. N-konec proteinu MsrDL zaujima hackovity tvar a je v kontaktu s 23S rRNA. Konkrétné se jedna
o nukleotidy U2584, U2586, G2608 a C2610. Vyrazna je pak interakce aminokyseliny Y2 s U2584, ktera
vede k jeho vychyleni z kanonické pozice, a vytvoreni stacking interakce s G2586. I kdyz se L3 a 14, stejn¢
jako u ErmBL, nedostavaji do blizkého kontaktu s ERY hraji kliCovou ulohu v rozeznavani antibiotika.
V ptitomnosti ERY a tvorbé MsrDL-SRC komplexu je stericky branéno vazbé RF1 a RF2 diky F5 a
nukleotidim U2584 a U2585 23S rRNA. Mutace STOP kodonu vedou k snizeni Grovné exprese. Vyse
popsané strukturni zmény 23S rRNA maji za nasledek zamezeni formovani peptidické vazby a vazby RF.
SRC dale zabranuje formovani Rho-nezavislého transkripéniho terminatoru, ¢imz dojde k transkripci msrD
genu (Obr. 19B). Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ je exprese msrD pod duélni kontrolou, je potfeba
bakterie produkci MsrD striktné regulovat kvtli jeho toxicité v nepfitomnosti indukujicich antibiotik. Tyto
dva atenuatory také zajist'uji, ze k produkci MsrD dojde ve chvili, kdy transportér MefA nestaci k zajisténi
rezistence a stoupne vnitini koncentrace indukujiciho antibiotika. Tato dvoji kontrola zamezuje bazalni

expresi v absenci induktoru, k éemuz pfispiva i protein MsrD, ktery utlumuje svoji vlastni expresi (212).

Makrolidovy rezistenéni operon mefAfmsrD
mefAL msrOL
* h . 1kbp -

Transkripéni Transkripéni * Antibioticka rezistence

atenuator atenuator

Transkripéni
terminator

3 ot 2
i &%’L’Vﬂ };’ —_— &) }'[—1&1 —L—l ——ax P,
A @“‘,L y - ‘(i\/
U L_A{qe, Qo
Zastaveni RNAP v TTNTTT Terminator zabrafiujici expresi Ui EeRy ribGzoH
motivu genu msrD (leaky exprese)

Indukce msrD
Represe msrD

Obrazek 19: Model regulace genové exprese msrD. (A) Schématické znazornéni organizace makrolidového
rezistenéniho operonu mefd/msrD se zvyraznénymi regula¢nimi oblastmi. (B) Model regulace exprese msrD
prostfednictvim konformacni zmény 5 'UTR oblasti pfed genem v reakci na pfitomnost ERY. V pfitomnosti ERY dochazi
k zastaveni translace msrDL a nasledné zméné sekundarni struktury mRNA, coz umozni expresi msrD. Protein MsrD
nasledné negativné reguluje svoji vlastni expresi (pfevzato a upraveno (212)).

Dalsi charakterizované oblasti regulujici ABCF proteiny jsou indukovatelné LSAP antibiotiky. Pro

regulaci vyuzivaji senzorovy uORF kodujici casto kratky peptid o délce tii aminokyselin a tvorbu

46



antiterminatorové, ¢i terminatorové vlasenky. Tento mechanismus byl ovéfen delecemi v terminatorové a
antiterminatorové vlasence pro gen vgalL. Klicové ulohy uORF (kodovana sekvence peptidu MKF) a tvorby
SRC v regulaci vgaL genu byly potvrzeny mutaci start kodonu v uORF a expresi ErmC metyltransferazy,
ktera zamezila tvorbé komplexu. V obou piipadech doslo k utlumu exprese vgal. Produkce Vgal je
specificky aktivovana v pfitomnosti LIN, ale nikoliv ERY a CAM (201). Stejny regulacni mechanismus
reagujici na LIN a pleuromutilinové antibiotikum RET byl ovéfen i pro protein CplR z Clostridium difficile.
Regulaéni uORF opét koduje tripeptid (MRI). Pii bioinformatické analyze vedouciho peptidu u rodu
Clostridium byla pro tfeti pozici zjiSténa variabilita v aminokyselinové sekvenci (I/M); (184). U regulace
exprese proteinu VgaAic bylo potvrzeno zapojeni tripeptidu o sekvenci MIN. Specificita exprese vgad se
méni v zavislosti na jeho rezistenénim profilu. Lze tedy ocekavat, Ze regulace zapojujici ribozomem
zprostiedkovanou atenuaci bude komplexngjsi a neni jesté plné objasnéna (230).

Exprese genu vmlR vyuziva kombinovany regulaéni mechanismus vyuzivajici translaéni a transkripéni
atenuaci. Specificita regulacni oblasti je opét urena schopnosti antibiotik zastavit ribozom pii translaci
vedouciho peptidu. Efektivnimi indukujicimi antibiotiky jsou linkosamidy (LIN, iboxamycin),
pleuromutiliny (RET) a streptograminy A (virginamycin A). Toto spektrum odpovida rezistenénimu
fenotypu ARE2 ABCF proteinu VmIR. Pied genem vm/R je 219 nt dlouhy 5"UTR region obsahujici n¢kolik
regulacnich elementt (Obr. 20). V regulacni oblasti se v neindukujicich podminkach formuji ¢tyfi smycky
oznacené jako SL1-SL4. V oblasti SL1 se nachazi uORF kodujici tripeptid (MIN) a dochazi k tvorbé anti-
antiterminatorové vlasenky. SL1 region je pro expresi genu vm/R esencialni, nebot’ jeho delece vede k jejimu
potladeni. Region SL2 je zapojeny v zastaveni RNAP a SL3 je terminatorova vlasenka. Posledni smycka
(SL4) maskuje RBS pro translaci VmIR proteinu. Ulohou SL4 je inhibice produkce VImR v neindukujicich
podminkach, pokud selze ukonceni transkripce v regionu SL3. V pfitomnosti LIN dojde k uzamceni
ribozomu v uORF a tvorbé SRC. Tim dojde k zformovani antitermina¢ni vlasenky, transkripci celé mRNA a
produkci VmIR. Pro idedlni doladéni miry exprese je do regulace zapojena NusG-zavisla pauza RNAP.
TTNTTT motiv, ktery se podili na tomto typu zastaveni, je lokalizovany za SL2 regionem. NusG je globalnim
transkripénim elongacnim faktorem ovliviiujicim také terminaci transkripce. NusG zavislé zastaveni RNAP
dava Cas pro zformovani struktur potfebnych pro spravnou funkci regulacni oblasti (anti-antitermina¢ni
vlasenka v absenci induktoru, zformovani SRC pfi translaci LP v pfitomnosti LIN). Zapojeni NusG do
regula¢ni masinérie prispiva k eliminaci slabé nespecifické exprese genu vmlR (tzv. leaky exprese); (198,
201, 231). Zapojeni proteinu NusG do kontroly exprese rezisten¢niho genu bylo jiz dfive popsano pro 23S
rRNA metyltransferazu TltB z B. subtilis udilejici rezistenci k tylosinu (233). Dale se zvazuje i zapojeni
v expresi genu msrD nebot’ v msrDL byl nalezen TTNTTT motiv (212). Na indukci exprese vm/R se dale
podili mala signalni molekula guanosin tetrafosfat/pentafosfat ((p)ppGpp). Tato molekula hraje dilezitou
ulohu v adaptaci bun€k na nutri¢ni stres. Zapojeni této molekuly v regulaci exprese ABCF proteinti podporuje

jejich roli ve stresové odpovédi bakterii (231).
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Obrazek 20: Model regulace genové exprese vimlR. Schématické znazornéni konformacni zmény v 5"UTR oblasti genu
vmlR v reakci na pifitomnost indukujicich antibiotik. Tato strukturni zména reguluje expresi genu vm/R (pievzato a
upraveno (231)).

Na rozdil od uORF zapojenych v regulaci indukované makrolidovymi antibiotiky, které maji
konzervované aminokyselinové motivy, neni mezi uORF spojenych s LSAP antibiotiky vyrazna sekvencni
podobnost. Na rozeznani indukujicich antibiotik se vice nez aminokyselinové slozeni podili délka peptidu.
LSAP antibiotika se vazou do PTC a inhibuji translaci v jeji ¢asné fazi. Diky tomu muze dojit k zastaveni
ribozomu i na tomto kratkém peptidu. V piipadé makrolidovych antibiotik dochazi k inhibici translace

v pozd¢jsi fazi elongace, a tak jsou tyto kratké peptidy pfepsany, aniz by doslo k vytvoreni SRC (54).

2.3.6. ABCEF proteiny v biosyntetickych genovych klastrech

Nekteré ABCF proteiny jsou rozsifeny napftic¢ riznymi skupinami bakterii (EttA, Uup, YdiF a Ybit). Tyto
proteiny jsou doplnény o druhové specifické skupiny, jakymi jsou napt. ABCF proteiny oznacené jako
AAF1-AAFS, vyskytujici se pouze u bakterii z kmene Actinobacteria. Jedna se o proteiny potencialné
zapojené do udileni rezistence (Kap. 2.3.1.2.). Vyznam ABCF proteint pro producenty antibiotik naznacuje
jejich vyssi pocet v genomech téchto bakterii, ktery dosahuje az poétu 11, v porovnani se zastupci kmene
Firmicutes (25). Pravdépodobnym divodem je, Ze zastupci kmene Actinobacteria produkuji velkou skalu
bioaktivnich latek, mezi které patii antibiotika inhibujici translaci skrze vazbu do PTC a jeho okoli, ke kterym
pravé ARE ABCEF udili rezistenci (10, 20). Nékteré druhy bakterii nesou ve svém genomu vice gend pro
proteiny ze stejné skupiny ABCF proteint, napt. S. lincolnensis i S. coelicolor kéduji dva ARES proteiny
(LmrC a SLINC7152, respektive TiaA a Sco6720); (25).

ABCEF proteiny se v BGC velmi Casto vyskytuji spolecné s dal§imi rezisten¢nimi proteiny, které zajistuji
ochranu pomoci jinych mechanismil. To naznacuje, Ze producenti disponuji komplexnim systémem ochrany.
Napi. V BGC pro syntézu aminonukleosidového antibiotika A201A nachazejiciho se u Streptomyces
capreolus je AAF1 protein Ardl doplnén o rezistencéni gen kodujici protein Ard2 a MFS transportér (gen
ata9). Rezistencni protein Ard2 udili rezistenci prostiednictvim fosforylace antibiotika (208, 234, 235).
Podobna kombinace rezistencnich gent se nachazi také v BGC pro strukturné pfibuzny hygromycin A u
producenta Streptomyces hygroscopicus. V tomto klastru byly identifikovany homology vSech tii
rezistencnich proteini — Hyg28 (86% podobnost s Ardl), Hyg21 (66% podobnost s Ard2) a Hygl9 (65%
podobnost s Ata9); (236).
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V BGC pro syntézu makrolidovych antibiotik se naopak pfevazné vyskytuji ARE4 proteiny. Protein CarA
je soucasti BGC pro syntézu 16¢lenného karbomycinu, téZ zndmy pod oznaenim magnamycin, u
Streptomyces termotolerans. V klastru o 30 ORF je také kddovana metyltransferaza CarB zodpovédna za N
monometylaci adeninu v pozici 2058 23S rRNA (237, 238).

Podobné komplexni je i BGC pro syntézy tylosinu, ktery obsahuje 43 gent (¢ geny). U Streptomyces
fradiae je tento BGC lokalizovan v regionu dlouhém pfiblizné 85 kb a je ohraniCen rezistencnimi geny #/rB
a tlrC. Gen tlrB kdéduje metyltransferazu, ktera modifikuje nukleotid G748 23S rRNA (helix 35), zatimco
tirC koéduje ARE4 ABCF protein. Tyto rezistencni geny dopliluje tieti rezistencni gen #/rD pro Erm
monometyltransferdzu. Bakterie S. fradiae méa navic mimo tento klastr jest¢ Erm dimetyltrasferazu
kédovanou genem tlr4 (15, 118, 239).

Dalsim ptikladem muze byt ARE4 protein SrmB, ktery je lokalizovan v BGC pro syntézu 16¢lenného
makrolidu spiramycinu. V tomto pfipad¢ je rezistence k spiramycinu udilena skrze jeho inaktivaci pomoci
glykosylace. V klastru jsou kddovany Ctyfi glykosyltransferazy a dal$i GimA je lokalizovana mimo klastr.
V rezistenci je pravdépodobné krom GimA zapojena i jedna glykosyltransferdza z BGC, jeji presna
identifikace vSak zatim nebyla potvrzena. V klastru je dale pfitomen gen pro metyltransferazu oznaceny jako
SrmD (240).

ABCF proteiny vyskytujici se u producenti antibiotik nejsou stale pfiliS dobfe charakterizované.
Vyznamnéj§imi zastupci jsou vyse zminéné proteiny doplnéné o VarM (17), OleB (241) a LmrC (13), které
jsou také lokalizované v BGC pro antibiotika a pfedpoklada se jejich zapojeni v ochrané producentt pied
toxicitou syntetizovaného produktu. V soucasnosti nejlépe charakterizovanym proteinem z producentl
antibiotik je LmrC, ktery se nachazi v BGC pro syntézu LIN spolu s dal§imi dvéma rezistenéni proteiny,
MFS transportérem LmrA a monometyltransferazou LmrB (Kap. 2.2.3.); (13). Tento ARES protein je i

predmétem této dizertacni prace.

49



3. Cile dizertacni prace

Tato prace si klade za cil objasnit roli ARES ABCF proteinti u rodu Streptomyces s dirazem na propojeni
jejich rezistencni funkce s fyziologickou ulohou s moznym ekologickym piesahem. Prace se zaméiuje
na charakterizaci role ARE5 ABCF proteinu LmrC z kmene Streptomyces lincolnensis ATCC 25466, jehoz
gen je lokalizovan v BGC pro syntézu linkomycinu, a dvou ARES proteinti z organismu Streptomyces

coelicolor M145, jejichz geny se naopak nachazeji mimo BGC. Diléi cile této dizertacni prace jsou:

Studium biologické funkce ARES proteinu LmrC v S. lincolnensis ATCC 25466

1. Analyza vlivu rezisten¢nich proteinti z BGC pro syntézu linkomycinu na celkovou odolnost

bakterie S. /incolnensis vuci linkosamidovym antibiotikiim

- Ptiprava sady bakterialnich kmeni zahrnujici deleéni mutanty gend /mrA, ImrB a ImrC,
jejich komplementaci a heterologni expresi téchto rezisten¢nich gent ve S. coelicolor

- Stanoveni rezisten¢niho fenotypu udileného proteiny LmrA, LmrB a LmrC

2. Stanoveni vlivu proteinu LmrC a jeho ATPaza deficientnich variant na bakterialni rtst

- Pfiprava konstrukt pro expresi ATPaza deficientnich variant proteinu LmrC a jejich
vneseni do kmenu S. lincolnensis, AC, S. coelicolor M1154 a S. coelicolor M145

- Stanoveni vlivu proteinu LmrC a pfipravenych variant na bakterialni rist

3. Objasnéni role ARE5 ABCEF proteinu LmrC v biosyntéze linkomycinu u S. /incolnensis

- Posouzeni vlivu rezisten¢nich proteinii LmrA, LmrB a LmrC na produkci linkomycinu

- Stanoveni role proteinu LmrC v antibiotiky indukované produkci linkomycinu

4. Stanoveni podminek produkce proteinu LmrC v kontextu jeho rezistencniho fenotypu

- Analyza vlivu rezistenénich proteini LmrA a LmrB z linkomycinového BGC

na produkei proteinu LmrC
Studium biologické funkce ARES proteini v S. coelicolor M145
1. Charakterizace antibiotické specificity ARES proteinti TiaA a SCO6720 ze S. coelicolor M145
2. Fylogeneticka analyza podrodiny ARES ABCF proteint

3. Stanoveni vlivu LSAP antibiotik a ARES proteinti na sekundarni metabolismus S. coelicolor

M145
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4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Bakterialni kmeny
Escherichia coli
XL1-Blue (Agilent Technologies)

Bakterialni kmen E. coli XL1-Blue byl v této disertacni prace vyuzit ke klonovani a amplifikaci

plazmidi.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB lacl’ZAM15 Tnl0(Tet')]

JM109 (Promega)
Bakterialni kmen E. coli IM109 byl v této praci vyuzit ke klonovani DNA a amplifikaci plazmidu.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (ri mg*) supE44 reldl A(lac-proAB) [F traD36
proAB lacliZAM15]

ET12567/pUZ8002 (John Innes Center, Norwich, Velka Britanie)

E. coli ET12567/pUZ8002 je nemetylujici kmen obsahujici vektor pUZ8002, ktery zajistuje
mezidruhovy pfenos DNA pomoci konjugace. V dizertaéni praci byl kmen pouzit pro vneseni
plazmidi do kment Streptomyces coelicolor M1154, Streptomyces coelicolor M 145, Streptomyces

lincolnensis ATCC 25466 a od nich odvozenych mutant.

Genotyp: dam-13::Tn9 dem-6 hsdS Cm"

BL21 (DE3) (Sigma-Aldrich)

Bakterialni kmen umoznujici vysokou uroven produkce heterolognich proteinii. Kmen nese gen
kédujici bakteriofagovou T7 RNA polymerazu, jejiz exprese je pod kontrolou lacUV5 promotoru.

Exprese T7 RNA polymerazy je indukovana pomoci IPTG.

Genotyp: F- ompT [lon] hsdSp(rs mg) gal dem(DE3)
BL21 (DE3)/pGroESL (Sigma-Aldrich)

Bakterialni kmen umoznujici vysokou uroven produkce heterolognich proteinii. Kmen nese gen
kodujici bakteriofagovou T7 RNA polymerazu, jejiz exprese je pod kontrolou lacUV5 promotoru.
Exprese T7 RNA polymerazy je indukovana pomoci IPTG. Kmen navic nese vektor kodujici geny
pro chaperoniny (GroEL (60KDa) a GroES (10kDa)). Pfitomnost chaperoninii pomaha spravnému
slozeni produkovaného proteinu. E. coli BL21 (DE3)/pGroESL byl pouzit pro heterologni produkci

proteinu LmrC.

Genotyp: F- ompT [lon] hsdSp(rs” mg) gal dem(DE3)
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Streptomyces lincolnensis ATCC 25466

Typovy kmen produkujici linkomycin ziskany ze sbirky Deutsche Sammlung von Mikrooragismen

und Zellkulturen GmbH (DSZM).

Z tohoto typového kmene byla odvozena sada deleCnich mutant v rezisten¢nich genech
z linkomycinového BGC. Odvozené kmeny pouzité v této disertacni praci jsou uvedeny v Tab. 1 véetné
grafického znazornéni mutace. Kmeny byly ziskany pomoci metody REDIRECT PCR targeting system
in Streptomyces coelicolor A3(2) (242) za vyuziti inaktivacnich kazet 773 a 775. Bakteridlni kmeny byly
pripraveny Mgr. Markétou Kobérskou Ph.D.

Tabulka 1: Seznam deleénich mutant Streptomyces lincolnensis ATCC 25466. Pro zobrazeni genetického
kontextu pfipravenych dele¢nich mutant je pouzita graficka reprezentace linkomycinového BGC se znazornénou
orientaci ptipravené delece. Biosyntetické geny jsou reprezentovany bilou barvou, regula¢ni gen je oznacen zlutou
barvou a rezisten¢ni geny jsou cervené.

Bakterialni kmen Graficka reprezentace mutace
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 e s e R Yl Y VBVl Ll Lo LA e i
imrA A B1B2 € D E F G H J K L MNZ POSRQ T V WIinBX ¥ U ImC
Streptomyces lincolnensis AC (BN3001) e e e e il \vee B
ImrA A B1B2 € D _E F G IH J K L M N Z P D § R Q T v w Imr8 X_Y v I
Streptomyces lincolnensis AB (BN3002) = AT T == P = O R -
ImrA A Bl1BZ C D E F G IH JK L MNZ POSRQ T V WimBX Y U ImmC
Streptomyces lincolnensis AA (BN30024) e B R R e e e -
ImrA A BIBZ ¢ D E F 5 H J K L M N Z P 0 s Ra T ll WimBX ¥ U ImrC
Streptomyces lincolnensis ABC (BN3008) =X I RS = S Chm -
ImrA A HEBZ‘ .( D E F G M .} K. L m .N' r4 .‘P Cl _S ﬂ a T }i w Fmrﬂ.x Y U ImrC
Streptomyces lincolnensis AAB (BN3021) o0 : PR =
Imrd A B] BZ C D E F G H J K L MNZP G 5 i? Q T V WIimBX Y U ImrC
Streptomyces lincolnensis AAC (BN3018) o G HeEE = x

Streptomyces coelicolor
M145

Typovy bakterialni kmen odvozeny od Streptomyces coelicolor A3(2) deleci plazmidi SCP1 a SCP2.
V disertacni praci byl tento kmen vyuzit pro heterologni expresi rezistencnich gentt zkmene

S. lincolnensis. Déle byly z tohoto kmene odvozeny dele¢ni mutanty v genech tia4 a sco6720.

M1154

Kmen byl odvozen z bakterialniho kmene Streptomyces coelicolor M145 pies deleci Ctyt
biosyntetickych genovych klastri a zavedenim dobovych mutaci do genti 7poB a rpsL. Kmen S.
coelicolor M1154 vykazuje, v porovnani s matetskym kmenem, zhorSenou schopnost sporulace na
pevném médiu a ma snizenou pigmentaci spor (243). V disertacni praci byl tento kmen vyuzit jako

citlivy hostitel pro expresi testovanych rezistenc¢nich gend.
Genotyp: dact Ared Acpk Acda rpoB[C1298T]rpsL[A262G]
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Kocuria rhizophila CCM 552

Kmen pouzivany jako biomarker pro testovani produkce antimikrobidlnich latek z divodia jeho

citlivosti k testovanym antibiotikiim.

V ramci této disertacni prace byly dale pouzity vybrani zastupci kmene Actinobacteria pro stanoveni jejich

citlivosti vici TIA, CLI a ERY. Ziskan¢ citlivosti byly propojeny s fylogenetickym stromem pro ARES ABCF

proteiny. Tyto testované kmeny jsou uvedeny v Tab. 2.

4.1.2. Kmeny hub

Clitopilus passeckerianus CCBAS738

Houba patfici mezi Basidiomycota produkujici pleuromutilin. Kmen byl ziskany ze sbirky Culture

collection of Basidiomycetes (CCBAS).

Clitopilus passeckerianus CCBAS739

Houba pattici mezi Basidiomycota produkujici pleuromutilin. Kmen byl ziskany ze sbirky CCBAS.

Tabulka 2: Seznam pouzitych kmeni z kmene Actinobacteria

Bakterialni kmen

Zdroj

Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila NRRL B-24117

Kitasatospora phosalacinea CCM 4152
Micrococcus luteus DSM 20030

Streptomyces albus J1074

Streptomyces albus subsp. albus ATCC 39897
Streptomyces ambofaciens OSC2
Streptomyces antibioticus ISP 5234
Streptomyces avermitilis DSM 46492
Streptomyces catenulae DSM 40258
Streptomyces caelestis ATCC 15084 (DSM 40084)
Streptomyces globisporus DSM 40991
Streptomyces griseoflavus NRRL B-5312

Streptomyces griseoflavus Tu4000

Streptomyces griseus CCM 3178

Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1717
Streptomyces lividans OS45.6

Streptomyces niveus DSM 40088

Streptomyces prasinus NRRL B-12521

Streptomyces scabrisporus DSM 41855

Nocardia carnea CCM 2756

Nocardiopsis prasina DSM 43845

Nocardia tenerifensis DSM 44704

NRRL
Julian Guzman
(244)
ATCC
(245)
NRRL
DSZM
DSZM
DSZM
DSZM
NRRL

prof. Joshua A.V. Blodgetta,
(Washington University in Saint Louis)

KCTC (246)
(247)
DSZM
NRRL
DSZM
DSZM
DSZM
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4.1.3. Vektory
pMS81 (6 115 bp, ziskano z University of Cambridge, Velka Britanie)

Integracni vektor vhodny pro praci s mnoha druhy rodu Streptomyces. Vlozeni do genomu zajist'uje
integraza z bakteriofaga ®BT1. Plazmid obsahuje oriT pro mezidruhovou konjugaci mezi Escherichia
coli a rodem Streptomyces. Vektor nese selekéni marker pro rezistenci k hygromycinu (Obr. 21A); (248).

Z vektoru pMS81 byly odvozeny komplementacni plazmidy pMS81 + ImrA (pLVO012; dale znacen
jako Ay), pMS81 + ImrB (pLV013; dale znacen jako B,) a pMS81 + ImrC (pLVO017; dale znacen jako C,)
vyuzivané pro in trans komplementaci delecnich mutant kmene S. lincolnensis (Obr. 21A). Tyto
komplementac¢ni plazmidy byly pfipraveny v ramci mého magisterského studia. Plazmidy nesou

rezisten¢ni gen véetné jeho nekddujiciho regionu predchazejici piislusny rezistenéni gen.

plJ10257 (6 672 bp, ziskano z University of Cambridge, Velka Britanie)

Integraéni vektor plJ10257 byl vytvofen vloZenim konstitutivniho promotoru ermE”, klonovaciho
(multicloning site (MCS)) a ribozom-vazebného mista (RBS) do plazmidu pMS81 (249). Vektor tedy
nese gen pro integrazu z bakteriofaga ®BT1, hygromycinovou rezistenci a oriT zajistujici mezidruhovou
konjugaci (Obr. 21B). V této dizertacni praci byl vektor plJ10257 vyuzit k doplnéni chybéjicich
komplementacnich plazmida a pripraveé vektorti zajistujici konstitutivni expresi genti sco6720 (ARES
ABCF) a sco6742 (AAF1 ABCF).

Z vektoru plJ10257 byl vramci mé diplomové prace pfipraven komplementacni plazmid
plJ10257 + ImrC (pLVO018; dale znacen jako Cc) zajist'ujici konstitutivni expresi genu /mrC (Obr. 21B)
a dale plazmid produkujici protein LmrC znac¢eny pomoci histidinové kotvy (pLV020).

p1J6902 (4 334 bp)

plJ6902 je integracni expresni vektor obsahujici thiostreptonem indukovany promotor P4 (130).
Ponévadz vektor plJ6902 vyuziva pro své vlozeni do genomu integrazu z bakteriofaga ®C31 je
kompatibilni s pIJ10257, ptipadn€ pMS81 (248). Dale obsahuje oriT zajistujici mezidruhovou konjugaci

a nese gen acc(3)IV udilejici rezistenci k apramycinu (Obr. 21C).

pUZ8002 (55 693 bp, ziskano z John Innes Center, Norwich, Velka Britanie)

Pomocny plazmid zajist'ujici pfenos vektord z donorového kmene Escherichia coli do recipientniho
kmene pomoci mezidruhové konjugace. Vektor pUZ8002 postrada vlastni funkéni oriT pro svij prenos a
tim zajist'uje prenos pouze plazmidim obsahujicim funk¢ni oriT (250). V této praci byl plazmid pUZ8002
vyuzit v buiikdch nemetylujiciho kmene Escherichia coli ET12567 pro pfenos vektort do kment
Streptomyces lincolnensis a Streptomyces coelicolor. Vektor pUZ8002 nese gen pro kanamycinovou
rezistenci. Difve bylo uvadéno, ze pUZ8002 je derivat vektoru RK2 (RP4) s defektnim oriT, vektor byl
vSak pravdépodobné odvozen z plazmidu pUZS8 (251).

LKG6 (46 117 bp, Laboratof biologie sekundarniho metabolismu MBU AVCR, v.v.i.)

Kosmid LK6 byl pfipraven vlozenim klastru pro biosyntézu linkomycinu z typového kmene

Streptomyces lincolnensis ATCC 25444 (38,217 kbp) do vektoru SuperCosl (7,9 kbp, Stratagene).
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Kosmid LK6 obsahuje selekéni markery pro rezistenci ke kanamycinu a karbenicilinu. Kompletni

sekvence kosmidu LK6 je dostupna pod cislem EU124663 v databazi GenBank (13).

7G01 (49 511 bp, ziskano ze Streptomyces cosmid library, Earlham Institute, Norwich, Velka Britanie)

Kosmid 7G01 byl vytvoten v ramci piipravy nové kosmidové knihovny pro Streptomyces coelicolor
M145. Pro vytvofeni knihovny byl vyuzit vektor pWEB™ (8,179 kbp, Epicentre Biotechnologies). 7G01
v sobé nese usek genomu obsahujici geny v rozmezi sco0610-sco0647 (649 159 bp—690 490 bp). Kosmid

7G01 nese gen pro rezistenci ke karbenicilinu (252).

pET-42b(+)-ImrC (6 748 bp, vektor ptipraven Mgr. Jakubem Lenartem Ph.D.)

Vysokokopiovy plazmid pro heterologni expresi proteinu LmrC v E. coli. Protein LmrC je na svém
C-konci fuzovan s tzv. histidinovou kotvou (6xHis) pro naslednou afinitni chromatografickou purifikaci.

Plazmid je odvozen z expresniho vektoru pET-42b(+) a nese kanamycinou rezistenci (Novagene).

A.
Komplementaéni plazmidy odvozené od vektoru pMS81
A, (pLV012; 9061 bp) B, (pL\V013; 7065 bp) C, (pLVO17; 9477 bp)
Ted Imr8 sline 0261 €
—4m—— 2546bp - 958 bp [ —— —— 3367 bp

%/‘—/

Mes g

plI6902

pl110257 7340 bp

6672 bp
Apra’
aacf3)V

MCS Py
Hindlll e Ndel

Ce (plVO18; 8279 bp)

Obrazek 21: Schématické znazornéni pouZitych vektord. (A) Vektor pMS81 a od n¢j odvozené komplementacni
plazmidy. (B) Vektor plJ10257 a od n&j odvozeny vektor pLV018. (C) Vektor plJ6902. Zelené jsou znazornény
promotorové oblasti (Pem* a Pipa), rZova barva zvyraziiuje klonovaci misto, zluté jsou reprezentovany geny pro
integrazu a rezistencni geny zapojené v selekci plazmidi a ¢ervené vkladané rezistencni geny ImrA, ImrB a ImrC.
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4.1.4. Kultiva¢ni média

Pokud neni uvedeno jinak, byla vSechna kultivacni média pfipravovana v destilované vodé a nasledné

sterilizovana autoklavovanim pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.

LB médium LB agar
SloZeni roztoku SloZeni roztoku
Trypton 10 g.dm Trypton 10 g.dm™
Kvasni¢ny extrakt 5 g.dm? Kvasni¢ny extrakt 5 g.dm?
NaCl 10 g.dm™ NaCl 10 g.dm™
pH upraveno na 7,5 Agar 15 g.dm

Doplnéné LB médium (médium A)

SloZeni roztoku

pH upraveno na 7,5

SloZeni roztoku

Trypton 10 g.dm™ PEG (M; = 8000) 15 mM

Kvasni¢ny extrakt 5 g.dm Glycerol 36 % (V/v)

NaCl 10 g.dm™ MgSO4 12 mM

Po sterilizaci v autokldavu Pripraveno v LB médiu a nasledné sterilizovano

MgSO4 10 mM filtraci.

(sterilizovano filtraci)

Glukosa 0,2 % (w/v)

(sterilizovano filtraci)

pH upraveno na 7,5

SOC médium MH (Mueller-Hinton) agar

SloZeni roztoku SloZeni roztoku

Trypton 20 g.dm™ Mueller-Hinton broth 21 g.dm™

Kvasni¢ny extrakt 5,5 g.dm? Agar 15 g.dm?

NaCl 10 mM pH neupraveno

KCl1 2,5 mM

Po sterilizaci v autokldvu DNA agar

MgSO, 10 mM ..

(sterilizovéno filtraci) SloZeni roztoku

MgCl, 10 mM Difco™ Nutrient Agar 23 g.dm?

(sterilizovano filtraci)

Glukosa 20 mM pH neupraveno

(sterilizovano filtraci)

pH upraveno na 7,5

MS médium GYM agar

SloZeni roztoku SloZeni roztoku

Manitol 20 g.dm Kvasni¢ny extrakt 0,4 % (W/v)

S6jova mouka 20 g.dm Sladovy extrakt 1,0 % (w/v)

Agar 20 g.dm™ Glukéza 0,4 % (w/v)

pH neupraveno CaCOs 0,2 % (wiv)
Agar 1,2 % (w/v)

Médium pro uchovavani kompetentnich bunék

K piipravé média pouzita vodovodni voda

pH upraveno na 7,2
Meédium bylo autoklavovano dvakrat
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YEME produkéni

SloZeni roztoku

Kvasni¢ni extrakt 4 g.dm>
Pepton 5 g.dm?
Sladovy extrakt 10 g.dm™
pH upraveno na 7,2
2x YT médium

SloZeni roztoku

Trypton 16 g.dm™
Kvasni¢ny extrakt 10 g.dm™
NaCl 5 g.dm?

pH upraveno na 7,2

Nutrient agar

SloZeni roztoku

Pepton
Hovézi extrakt
Agar

0,5 % (w/v)
0,3 % (w/v)
1,5 % (w/v)

AVM médium
SloZeni roztoku
(NH4)st4 15 mM
Kvasni¢ny extrakt 0,2 % (w/v)
NaCl 34 mM
KoHPO4 0,29 mM
CaCOs3 50 mM
FeSO4 . TH,O 0,18 mM
MnSO;s . 7 H,O 0,18 mM
MgSO4 L7 Hzo 0,4 mM
Po sterilizaci v autoklavu
Glukéza 3 % (w/v)
(sterilizovano filtraci)
pH upraveno na 7,4
2x GM médium
SloZeni roztoku
Kvasni¢ny extrakt 1 % (W/v)
Casaminoacids 1 % (W/v)
Po sterilizaci v autoklavu
CaCl,
(sterilizovano filtraci) 10 mM
MM agar
SloZeni roztoku
L-asparagin 0,5 g.dm?
KoHPO4 0,5 g.dm?
MgSOs . 7 H,0O 0,3 g.dm?
FESO,4 .7 H,O 0,01 g.dm?
Agar 10 g.dm?
Po sterilizaci v autoklavu
Glukéza 3
(sterilizovano filtraci) 10 g.dm
B1 agar
SloZeni roztoku
Hovézi extrakt 10 g.dm™
Pepton 10 g.dm™
NaCl 5 g.dm?
Agar 20 g.dm™

BHI medium

SloZeni roztoku

Brain-heart infusion

20 g.dm?

pH neupraveno

SloZeni roztoku

Malt extract agar (ME agar)

Sladovy extrakt 20 g.dm™
Agar 20 g.dm™
pH neupraveno
TSA agar
SloZeni roztoku
Trypton Soya Broth 30 g.dm?
Agar 5 g.dm?

pH neupraveno
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4.1.5. Pufry a roztoky
Fyziologicky roztok

SloZeni roztoku

NaCl

0,9 % (w/v)

Sterilizace autoklavovanim (121 °C, 15 min)

TES pufr
SloZeni roztoku
Tris-HCI 20 mM
EDTA 25 mM
NaCl 75 mM
pH upraveno na 7,5

1x TAE
SloZeni roztoku
Tris-acetat 40 mM
EDTA 1 mM
pH upraveno na 7,5

1x SDS-PAGE pufr
SloZeni roztoku
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

Coomassie — barvici roztok

SloZeni roztoku

1x TE!
SloZeni roztoku
Tris-HC1 10 mM
EDTA 0,1 mM
10x DNA vzorkovy pufr
SloZeni roztoku
EDTA 100 mM
Glycerol 20 % (v/v)
SDS 1 % (W/v)

Bromfenolova modi 0,25 % (v/v)

2x SDS-PAGE vzorkovy pufr

SloZeni roztoku

Tris-HCl 125 mM
SDS 2 % (w/v)
Merkaptoetanol 5% (v/v)
Glycerol 20 % (v/v)
Bromfenolova modi 0,002 % (v/v)

pH upraveno na 6,8

Destain — odbarvovaci roztok

SloZeni roztoku

Metanol
Kyselina octova

20 % (v/v)
10 % (v/v)

Metanol 50 % (v/v)
Coomassie Brilliant o

Blue R-250 0.1 % (wiv)
Kyselina octova 10 % (v/v)

Pfenosovy pufr

SloZeni roztoku

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
Metanol 15 % (v/v)

pH upraveno na 6,8
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Roztoky pro piipravu vzorki na SDS-PAGE

Roztok I — 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl (pH 8,0)
Roztok IT — 50 mM Tris-HCI, 1x inhibitor proteas (pH 8,0)

Eluéni pufry pro purifikaci proteinu LmrC

Eluéni pufr A — 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1% Triton, 1 mM PEFA (pH 8,0)
Eluéni pufr B — 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 50 mM Imidazol, 1% Triton, | mM PEFA (pH 8§,0)
Elué¢ni pufr C — 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 100 mM Imidazol, 1% Triton, ] mM PEFA (pH 8,0)
Eluéni pufr D — 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 250 mM Imidazol, 1% Triton, 1 mM PEFA (pH §,0)

Zakladni roztoky

5% SDS — 5 g SDS/100 ml dH,O
2M NaOH - 8 g NaOH/100 ml dH>O
1x PBS — 1 tbl. PBS (Phosphate Buffer Saline) DulbeccoA (Oxo0id)/100 ml dH,O

Antibiotika

Roztoky antibiotik (Tab. 3) byly vyuzity k selekci, ¢i stanoveni minimalnich inhibiénich koncentraci
(MIC) bakterialnich kmend. Zasobni roztoky pouzitych antibiotik pro selekci bakteridlnich kment byly
pripraveny 1000x koncentrované oproti findlni koncentraci a sterilizovany pomoci filtrace. Uchovavany byly

pfi teploté -20 °C.

Tabulka 3: Seznam pouZitych antibiotik.

Zasobni koncentrace

Antibiotikum [mg/ml] Rozpustnost  Firma

Apramycin 50 dH,O Duchefa Biochemie B. V
Erytromycin 10 Etanol Duchefa Biochemie B. V
Hygromycin 40 dH,O0 Invitrogen™
Chloramfenikol 25 Etanol Duchefa Biochemie B. V
Kanamycin 50 dH,O Duchefa Biochemie B. V
Karbenicilin 100 dH,O Duchefa Biochemie B. V
Klindamycin 10 dH,O Duchefa Biochemie B. V
Linkomycin 250 dH,O Sigma-Aldrich
Nalidixova kyselina 25 0,3 M NaOH  Duchefa Biochemie B. V
Pristinamycin IA 10 Metanol -

Pristinamycin ITA 10 Metanol -

Puromycin 10 dH,O -

Tetracyklin 10 dH,O -

Tiamulin 10 dH,O Sigma-Aldrich
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4.1.6. Primery

Oligonukleotidy pouzité v této praci byly syntetizovany spolecnostmi Sigma-Aldrich a Eurofins
Genomics. Lyofilizované primery byly resuspendovany ve sterilni destilované vodé (dH>O) na finalni
koncentraci 100 uM (100 pmol.ul!). Seznam pouzitych oligonukleotidii véetné jejich pouziti je uveden

v Tab. 4.

4.1.7. Komer¢ni soupravy a standardy
Izolace plazmidové DNA

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Maherey-Nagel)

Izolace genomové DNA

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)

Izolace DNA z agarosového gelu a precisténi PCR produktu

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Standardy molekulové hmotnosti

1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen) — Standard molekulové hmotnosti pro DNA agarosovou
elektroforézu obsahuje 20 fragmentli v rozmezi velikosti 100 bp — 12 000 bp (Obr. 22A). Marker
muze byt pouzit pro priblizné stanoveni koncentrace DNA ve vzorku. Pfed pouzitim byl marker
natfedén do pracovniho roztoku (100 pl 1 kb Plus DNA ladder, 100 pl 10x DNA vzorkového pufru,
800 pl TE! pufru), ktery byl nanaSen v objemu 5 pl na agarosovy gel.

BlueElf Prestained Protein Marker (Jena Bioscience) — Standard molekulové hmotnosti pro
proteinovou SDS-PAGE elektroforézu obsahujici 13 purifikovanych proteinii v rozmezi
molekularni hmotnosti 5-254 kDa (Obr. 22B). Dle doporuceni vyrobce, proteinovy marker byl

pouzit v objemu 5 pl na jamku polyakrylamidového gelu.
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bp
12,000

5,000 -

2,000 -

1,650 -

1,000 -
850 -
650 -
500 -
400 - B

300

200 -

100 -
~B

1 Kb Plus DNA Tris-Glycin
Ladder 4-20%

Obrazek 22: Pouzité standardy molekuldrnich hmotnosti. (A) 1 Kb Plus DNA ladder
(pfevzato a upraveno z https://www.yumpu.com/en/document/view/9205264/lam-
marker-card-10-08-invitrogen). (B) BlueElf Prestained Protein Marker (pfevzato a
upraveno z www.jenabioscience.com/images/PDF/PS-105.pdf).

4.1.8. Protilatky a detek¢ni systém pro Western blot
Primarni protilatky

Specificka krali¢i polyklonalni protilatka proti proteinu LmrC (GenScript USA, Inc.)
Specificka protilatka proti ribozomalnimu proteinu S7 (Mee-Ngan F. Yap (253)).

Sekundarni protilatky

Stabilized Peroxidase Conjugated Goat Anti-rabbit (H+L) (Invitrogen) — kozi polyklonalni

protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou proti krali¢im protilatkam (IgG)

Substrat pro kienovou peroxidizu sekundarni protilatky

Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck)
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Tabulka 4: Seznam pouZitych primeri. Restrikéni mista pouzitd pro inzerci do vektoru jsou podtrzena. Pouzita oznaceni: LV — Mgr. Ludmila Veseld, GBN — Mgr. Gabricla Balikova Novotna Ph.D.,

NP — Mgr. Nikola Pind’akova

Nazev Sekvence (5" — 3") Pouziti Navrzeno
LmrAForplJ10257 GATCCATATGTCTGTCTTCGCTCGTGCCAC Amplifikace genu ImrA s pridanymi restrikénimi misty (Ndel a HindIII) LV
LmrARevplJ10257 GTTAAAGCTTTCAGTCCTCCTGCTCCCGGG pro vlozeni genu do vektoru plJ10257 LV
LmrBForplJ10257 GTTTCATATGCCCAGCCGATACGGCAG Amplifikace genu ImrB s piidanymi restrikénimi misty (Ndel a HindIII) LV
LmrBRevplJ10257 GTTTAAGCTTTCAGCCGCTGTTGCGCCGCG pro vloZeni genu do vektoru plJ10257 LV
ermLerpU6902F CAAAGAATTCGGTACCAGCCCGACCCGA Amphfikace genu ImrC véetné promotoru ermE* s pf‘ldan}'/ml LV
ermLmrCplJ6902R CCAAAGATCTTCACTTATCCCGATGAGG restrikénimi misty (EcoRI a BglII) pro vlozeni genu do vektoru plJ6902 LV
SLI_7152 plJ_F CCCCCATATGTCCCTGTCCATCACCTGCAC Amplifikace genu slinc7152 s ptidanymi restrikénimi misty (Ndel a LV
SLI 7152 plJ R CAAAAAGCTTCTAGGCGGGATACCCGACAGCCTC HindIII) pro vlozeni genu do vektoru plJ10257 LV
Sco6720plJFW AAACAAGCTTCTAGGCGGAATACCCG Amplifikace genu sco6720 s ptidanymi restrikénimi misty (Ndel a LV
Sco6720pIJREV CCTTCATATGTCTACTTCCCCCACTTCTCTC HindIII) pro vlozeni genu do vektoru plJ10257 LV
Sco6742plJFW CAAACATATGACTGCCACCCTCGTCGC Amplifikace genu sco6742 s ptidanymi restrikénimi misty (Ndel a LV
Sco6742plJREV AATTAAGCTTCTACGTGCGTTCCACCAC HindIII) pro vlozeni genu do vektoru plJ10257 NP
LmrC G499C For GCTGATCCTCGACCAACCCACCAACAACC . LV
- - Mistné specifickd mutageneze genu ImrC (G499C)
LmrC_G499C Rev GGTTGTTGGTGGGTTGGTCGAGGATCAGC LV
LmrC G1453C For CTCCTGCTGGACCAGCCGACGAACAAC . LV
- - Mistné specifickd mutageneze genu ImrC (G1453C)
LmrC _G1453C Rev GTTGTTCGTCGGCTGGTCCAGCAGGAG LV
testplJ10257FWnew TTGAAAAACGCTCACTGGTAC Testovaci primery pro ovéreni pripravenych konstruktl ve vektoru LV
testplJ10257REV CGAGCTGAAGAAAGACAATC plJ10257 (sekvenace, koloniova PCR) GBN
testplJ6902FW CTATTCTCACTCCGCTGAAAC Testovaci primery pro ovéreni piipravenych konstruktl ve vektoru LV
testplJ6902REV AGATGGAGTTCTGAGGTCATTA plJ6902 (sekvenace, koloniova PCR) LV
Complet upstream RT REV ~ GAGAAGGACAGGTCGGAGCA . LV
Primery pro RT-PCR analyzu okoli genu tiaA
Complet upstream_RT FW GGTGGGTGACGACGACATCT LV
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4.1.9. Enzymy

Restrikéni endonukleazy (New England BioLabs (NEB))

Ndel
HindIIl — HF
Bglll
EcoRI - HF
Dpnl
BamHI - HF
Sall
Xbal
EcoRV — HF
Pstl

DNA polymerazy

Tag-Purple DNA polymeraza (Top-Bio)

Phusion® High-Fidelity DNA polymerase (NEB)
Ostatni

T4 DNA ligasa (NEB)

Lysozym (Sigma-Aldrich)

Turbo DNase I (Invitrogen)

M-MuLV RT (NEB)

4.1.10. Bioinformatické nastroje

4.1.10.1.Software a internetové aplikace

BioRender — internetovy nastroj pro tvorbu védeckych ilustraci (https://www.biorender.com).

BLAST - Nastroj pro vyhledavani homolognich sekvenci vyuzivajici zvolenou anotovanou databazi (napft.

GenBank, NCBI Reference Sequence project).
CLC Main Workbench 6.8.1 — software pro analyzu a vizualizaci sekvenci.
Igor Pro 6.3. — software pro analyzu a vizualizaci naméfenych dat.

iTOL v6.9 — nastroj pro zobrazeni a upravu fylogenetickych stromu (https://itol.embl.de);(254) .

MAFFT version 7.526 — program pro vicenasobné sekvencni pfilozeni (sequence alignment)

aminokyselinovych, ¢i nukleotidovych sekvenci (255).

MassLynx v.4.1 — program pro vyhodnoceni dat z LC-MS analyzy.

Mendeley 1.19. 8 — program pro spravu védeckych publikaci a tvorbu citaci.

ModelTest-NG v0.1.7 — nastroj pro vybér nejlepsiho modelu pro fylogenetickou analyzu (256).

OligoAnalyzer™ — Nastroj pro analyzu a charakterizaci oligonukleotidii véetn& predikce sekundérnich

struktur a tvorby dimert (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).
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Operon mapper — nastroj pro predikci operond (https://biocomputo.ibt.unam.mx/operon_mapper) (257).

PASIFIC - nastroj pro predikci alternativnich struktur mRNA potencialné zapojenych v cis-regulaci genové
exprese (https://www.weizmann.ac.il/molgen/Sorek/PASIFIC); (258).
RAXML-NG v.1.2.2 — program pro fylogenetickou analyzu velkych soubort dat (259).

TrimAl v1.4.rev15 — nastroj pro automatické ofezani vicenasobnych sekvenénich zarovnani (260).

uORF4u — Nastroj pro analyzu 5'nepickladané oblasti a predikci uORF zapojenych v regulaci exprese

testovan¢ho proteinu (https://server.atkinson-lab.com/uorf4u); (261).

WebFlaGs — Nastroj pro analyzu konzervovanosti genomového okoli zajmového genu (262).

CHROMuLAN v0.91 — program pro sbér a analyzu spektrofotometrickych dat.

4.1.10.2.Databaze

GenBank — databaze sekvenci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

StrepDB - databaze obsahujici seznam dostupnych kosmidi pro kmen S. coelicolor

(http://strepdb.streptomyces.org.uk).

Codon Usage Database — databaze obsahujici druhové specifickou frekvenci vyskytu jednotlivych kodont

(https://www.kazusa.or.jp/codon).

4.1.10.3.Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie v ramci této prace byly latky analytické &istoty, b&Zn& dostupné na tuzemi Ceské

republiky. Seznam pouzitych chemikalii je uveden v Tab. 5.

Tabulka 5: Seznam pouZitych chemikalii

Chemikalie ZKkratka Vyrobce

40% Akrylamid/Bisakrylamid (37.5:1) - Merck
Adenosin trifosfat ATP Fermentas
Agarodza (elektroforéza) - Lonza
Albumin hovéziho séra BSA NEB
Bakteriologicky agar - Oxoid
Blotting-Grade Blocker - Bio-Rad
Bromfenolova modi - Bio-Rad
Deoxyadenosin trifosfat dATP NEB
Deoxycytidin trifosfat dCTP NEB
Deoxyguanosin trifosfat dGTP NEB
Deoxythymidin trifosfat dTTP NEB

Difco™ Nutrient Agar DNA BD
Dimetylsulfoxid DMSO NEB; Top-Bio
Dodecylsiran sodny SDS Sigma-Aldrich
Ethidium bromid EtBr Sigma-Aldrich
Glukéza Glu Lach-Ner
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Glycerol

Glycin

Heptahydrat siranu hote¢natého
Heptahydrat siranu manganatého
Heptahydrat siranu zeleznatého
Hovézi extrakt
Hydrogenfosforeénan draselny
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Imidazol

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina etylendiamintetraoctova
Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Manitol

Merkaptoetanol

Metanol

Miiller-Hinton broth

N,N,N,N - tetramethylethylendiamin
Nonidet P-40 oktylfenoxypolyethoxyethanol
Octan draselny

Pepton

Peroxodisiran amonny
Phosphate buffered saline
Polyethylen glykol (M, = 8000)
Protease inhibitor cocktail tablets
Sacharéza

Siran amonny

Siran hofecnaty

Sladovy extrakt

So6jova mouka
Tris(hydroxymetyl)aminomethan
Trypton

Uhlicitan vépenaty

MgSOs4 . 7TH,O
MnSO; . 7H,O
FeSO, . 7TH,O
K,HPO4
NaOH

KCl

NaCl

EDTA
HCl
CH;COOH

MetOH
TEMED
NONIDET
CH3;COOK
APS

PBS

PEG

(NH4)2S04
MgSO4

Tris

CaCOs3

Lach-Ner
Lachema
AppliChem
Merck
Lach-Ner
BD
AppliChem
Lach-Ner
Lachema

Lach-Ner

Lachema
Oxoid
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
Lach-Ner
AppliChem
Serva
Lachema
Oxoid
AppliChem
Amresco
Lach-Ner
BD

ICN Biomedicals

Oxoid
Sigma-Aldrich
Roche
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Lachema
Oxoid

Paleta

Fluka analytical
BD
AppliChem
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4.2. Metody

4.2.1. Podminky kultivace a nasledného uschovani mikrobialnich kultur

4.2.1.1. Kultivace a uchovani kmenu Escherichia coli

Rutinni kultivace kment E. coli probihala ptes noc (16—18 hodin) pii 37 °C na pevné pidé (LB agar), nebo
v tekutém médiu (LB médium, SOC médium). Pro okysliceni kultury byla tekutd média tfepana pti 200 RPM
(otacek za min). Pro selekci bun€k nesoucich vektor bylo do média pfidano piislusné antibiotikum. Pro
dlouhodobé uchovani byly kmeny E. coli setteny z pevného média do 20% glycerolu pfipraveného v LB médiu
auchovany pii -80 °C. Pro kratkodobé uschovani byly narostlé kultury uchovavany na Petriho miskach obalené

parafilmem pii 4 °C.

4.2.1.2. Kultivace a uchovani bakterii kmene Actinobacteria

Kultivace

Kultivace bakterii rodu Streptomyces lincolnensis a Streptomyces coelicolor probihala na pevné padé (MS
agar, DNA agar, MH agar), ¢i v tekutém médium (YEME médium, AVM médium) pii teploté 30 °C. Doba
kultivace byla zavisla na pouzitém médiu. Na DNA agaru byly kultury kultivovany po dobu 1—4 dni. Kultivace
na MS agaru byla ovlivnéna rychlosti sporulace rostoucich kmenti a primémeé se pohybovala v rozmezi
4-7 dnd. MH agar byl vyuzivan pfi testovani fenotypti kmentd a délka kultivace, ktera probihala v rozmezi
3-11 dnd, byla ovlivnéna pfislusnym typem experimentu. Tekuté médium bylo kultivovano pfi 220 RPM
po dobu 24-48 hodin. Pro zajisténi disperzniho ristu v tekutém médiu byly pouzity bud’ prolamované
Erlenmayerovy banky nebo kovové pruziny. Pro inokulaci tekutého média byly pouzivany naklicené spory
(viz Germinace spor).

Kultivace kmenti Micrococcus luteus DSM 20030 a Kocuria rhizophila CCM 552 probihaly na pevném
médiu. Kmen M. luteus DSM 20030 byl kultivovan na nutrient agaru pii 37 °C ptes noc (kolem 24 hod) a
K. rhizophila CCM 552 na B1 agaru pii 37 °C pies noc (16—18 hod). Oba kmeny byly uchovany ve stejnych
podminkach jako kmeny E.coli.

Ostatni pouzité kmeny byly kultivovany na pevném médium (MS agar, GYM agar) pii 30 °C po dobu
4-7 dnd. Pouzitd média pro jednotlivé kmeny jsou uvedena v Tab. 6. Zasobni sporové suspenze byly pripraveny

stejnym zptisobem jako pro kmeny S. lincolnensis a S. coelicolor.

Priprava sporové suspenze

Kratkodobé uchovani kmenl probihalo na pevném médiu pii 4 °C jako v pfipadé kmenl E. coli. Pro
dlouhodobé uschovani byly pfipraveny zasobni sporové suspenze (141). Spory byly setfeny sterilnim vatovym
tamponem z vysporulované kultury na MS agaru po 4—7 dnech kultivace pti 30 °C a resuspendovany ve sterilni
destilované vodé. K oddéleni spor od zbylych necistot, jakymi jsou zbytky agaru, byla suspenze prefiltrovana
pies sterilni vatovy filtr. Spory byly peletovany pomoci centrifugace (1 500 g, 15 min, 4 °C). Pelet byl
resuspendovan ve 20% glycerolu. Vznikl4 sporova suspenze byla rozdé€lena do alikvot o objemu 50 pl. Vzniklé

zéasobni sporové suspenze byly uchovavany pii -80 °C.
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Germinace spor

Germinace spor byla provedena dle publikovaného protokolu (141). Objem zasobni sporové suspenze nutné
pro inokulaci média na OD4so = 0.03—0.05 byl centrifugovan (1 500 g, 15 min, 4 °C) pro odstranéni glycerolu,
ktery by mohl snizit Zivotaschopnost spor pii jejich zahfati. Spory byly resuspendovany v TES pufru a nasledné
inkubovany pii 50 °C po dobu 10 min pro indukci kli€eni spor. Ke spordm bylo nasledné pridano stejné
mnozstvi 2x GM média o pokojové teploté (RT). Suspenze byla inkubovana pii 37 °C (300 RPM) po dobu
2-3 hodin. Naklicené spory byly pouzity jako inokulum.

Tabulka 6: PouZita média pro vybrané zastupce kmene Actinobacteria

Kmen Médium
Amycolatopsis keratiniphila subsp. keratiniphila NRRL B-24117 GYM agar
Kitasatospora phosalacinea CCM 4152 MS agar, GYM agar
Streptomyces albus J1074 GYM agar
Streptomyces albus subsp. albus ATCC 39897 MS agar, GYM agar
Streptomyces ambofaciens OSC2 MS agar
Streptomyces antibioticus ISP 5234 GYM agar
Streptomyces avermitilis DSM 46492 GYM agar
Streptomyces catenulae DSM 40258 MS agar
Streptomyces caelestis ATCC 15084 (DSM 40084) MS agar
Streptomyces globisporus DSM 40991 MS agar
Streptomyces griseoflavus NRRL B-5312 GYM agar
Streptomyces griseoflavus Tu4000 MS agar
Streptomyces griseus CCM 3178 MS agar
Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1717 GYM agar
Streptomyces lividans OS45.6 MS agar
Streptomyces niveus DSM 40088 MS agar
Streptomyces prasinus NRRL B-12521 GYM agar
Streptomyces scabrisporus DSM 41855 GYM agar
Nocardiopsis prasina DSM 43845 MS agar
Nocardia carnea CCM 2756 MS agar
Nocardia tenerifensis DSM 44704 MS agar

4.2.1.3. Kultivace Clitopilus passeckerianus

Kultivace kmenti Clitopilis passeckerianus probihala na TSA nebo Malt extract agaru (ME) pfi teploté
28 °C. Kmeny byly uchovavany na zaparafilmovanych Petriho miskdch s ME agarem pii 4 °C a pravideln¢

preockovavany.
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4.2.2. Transformace bakterialnich kmenu Escherichia coli

Cilem transformace je vneseni exogenni DNA do buiiky. Pro Gspésné piijeti této cizorodé DNA se
recipientni builky musi nachazet ve stavu tzv. kompetence. U kmenil E. coli 1ze tento stav navodit uméle
kultivaci v médiu obsahujici Ca*", ¢i Mg?" ionty do exponencidlni faze ristu. K zvySeni usp&Snosti
transformace prispiva také ptitomnost glukézy v kultivaénim médiu. V této prace byla pouzita transformace

tepelnym Sokem a elektroporace.

4.2.2.1. Transformace tepelnym Sokem

Transformace tepelnym Sokem byla pouzita k propagaci plazmidt a transformaci ligacni smési pfi
priprave novych vektorii. Vyuzivany byly kmeny E. coli XL1-Blue a E. coli IM109. Pfiprava kompetentnich
bunék pro transformaci tepelnym Sokem vychazi z diive publikovaného protokolu (263).

Pii ptipravé kompetentnich bunék byl pouzivan predchlazeny material a buiiky byly drzeny v chladu.
Zvyseni teploty vedlo ke sniZeni efektivity transformace. Zaroven s nimi bylo manipulovano Setrné€, nebot’

jsou citlivé na mechanické poskozeni (263).

Priprava kompetentnich bunék
1. Priprava inokula
- Kolonie ziskand ze zasobni bunécné suspenze byla zaockovana do 5 ml LB média. Pfi

kultivaci kmenu E. coli XL1-Blue byl do média pfidan tetracyklin o kone¢né koncentraci

10 pg.ml.

- Bunécna suspenze byla kultivovana pies noc pti 37 °C a 200 RPM.
2. Kaultivace bunék

- Do doplnéného LB média (médium A), které bylo pfedem vytemperovaného na teplotu
37 °C, o objemu 100 ml byl pfidan 1 ml pfes noc narostlé kultury. Pro kmen E. coli XL1-Blue

bylo médium doplnéno tetracyklinem na finalni koncentraci 10 ug.ml!.
- Bunécna suspenze byla kultivovana pii 37 °C a 200 RPM do dosazeni ODsoo (optické
denzity) = 0,4.

3. Promyti bun¢k a ptiprava alikvot

- Po dosaZeni pozadované ODgg byla kultura chlazena na ledu po dobu 10 minut.

- Bunéc¢na suspenze byla centrifugovana (1 500 g, 15 min, 4 °C) a vznikly bunécny pelet byl

Setrn€ resuspendovan v 1 ml vychlazeného média A.

- Vznikla homogenni bunécnad suspenze byla nafedéna 5 ml vychlazeného Média pro

uchovavani kompetentnich bun¢k a rozdé€lena do alikvot o objemu 100 pl.

- Kompetentni buniky byly bud’ okamzité pouzity k transformaci, nebo uschovany pti -80 °C.
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Transformace
1. Inkubace kompetentnich bun¢k s vnasenou DNA
- Kalikvoté kompetentnich bun€k byla priddna plazmidova DNA (50-100 ng), nebo ligacni
smes (1-15 pl). Pokud byly pouzity zamrazené kompetentni buriky, nechaly se pfed pfidanim
DNA rozpustit na ledu.
- Komponenty byly promichany poklepem.
- Bunécna suspenze byla inkubovana na ledu po dobu 25-30 minut, aby doslo k adhezi vnasené
DNA na povrch bunck.
2. Teplotni Sok

- Transformaéni smés byla vystavena teplotnimu Soku (42 °C, 1 min).

- Buné¢na suspenze byla zchlazena na ledu po dobu 2 minut.
3. Exprese rezisten¢niho fenotypu a kultivace

- K bunkam bylo ptidano 800 pl SOC média.
- Suspenze byla kultivovéana (37 °C, 200 RPM) bez selekénich antibiotik, aby doslo k expresi
plazmidem koédované rezistence, po dobu 1 hodiny.

- Kultura byla vyseta na LB agar s ptidavkem pfislusného selek¢éniho antibiotika a inkubovéana

pti 37 °C pfes noc.

4.2.2.2. Transformace elektroporaci

Tato metoda je vétSinou ucinnéj$i nez transformace tepelnym Sokem, nebot’ je zalozena na principu
vzniku pfechodnych pértt v membrané elektrickym pulzem. V této praci byla hlavné vyuzivana k vnaseni
plazmidd do kmene E. coli ET12567/pUZ8002. Takto pfipravené kmeny byly nasledné¢ pouzity pro
mezidruhovou konjugaci. Dale je nepostradatelna pro transformaci velkych DNA molekul jako jsou kosmidy

LK6 a 7GO01. Vyuzivana byla také pro transformaci ligacni smési pfi ptipraveé novych plazmida.
Piiprava kompetentnich bunék
1. Ptiprava inokula

- Kolonie ziskana ze zasobni bunétné suspenze byla zao¢kovana do 5 ml LB média. Dle
pouzitého kmene bylo médium doplnéno antibiotiky — pro kmen E. coli XL 1-Blue byl pfidan
tetracyklin (10 pg.ml™), pro kmen E. coli ET12567/pUZ8002 byl pfidin CAM a kanamycin
(KAN), oba ve finalni koncentraci 25 pg.ml™.

- Bunécna suspenze byla kultivovana ptes noc pti 37 °C a 200 RPM.
2. Kultivace bunck
- K zaockovani 10 ml SOC média bylo pouzito 100 pl ptipraveného inokula.

- Bunéc¢na suspenze byla kultivovana pii 37 °C a 200 RPM do dosazeni ODgo = 0,4.
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3. Promyti bunék a ptiprava alikvot
- Po dosazeni pozadované ODgoo byla kultura chlazena na ledu po dobu 10 minut. Dale
byly bunky chlazeny.
- Bunécna suspenze byla centrifugovana (1 500 g, 10 min, 4 °C) a vznikly bunécny pelet byl

dvakrat promyt 20 ml vychlazeného 10% glycerolu.

- Buné¢ny pelet byl resuspendovan v 1 ml vychlazeného 10% glycerolu a rozdélen do alikvot

o objemu 25 pL.

- Kompetentni buniky byly bud’ okamzité pouzity k transformaci, nebo uschovany pfi -80 °C.

Transformace
1. Inkubace kompetentnich bun¢k s DNA
- Kalikvoté kompetentnich bunék byla pfidana vnaSenda DNA (minimalné¢ 100 ng)
v maximalnim objemu 2 pl.
- Suspenze byla opatrné promichéna poklepem na mikrozkumavku.

- Transformacéni smés byla inkubovéna na ledu po dobu 20 minut, aby doslo k adhezi DNA

na povrch bunék.
- Suspenze byla pfenesena do vychlazenych elektroporacnich kyvet. Pfipadné vzduchové
bubliny byly odstranény poklepem na kyvetu.

2. Elektricky pulz

- Pro elektricky pulz byl pouzit MicroPulser Electroporator (BIO-RAD).
- Podminky elektroporace byly zvoleny dle manualu vyrobce v zavislosti na typu pouzité
kyvety (0,1 cm, nebo 0,2 cm) — program Ecl (18 kV/cm), nebo Ec2 (12,5 kV/cm).
3. Exprese rezisten¢niho fenotypu a kultivace
- Okamzité po elektrickém pulzu byl k bunécné suspenzi pfidan 1 ml vychlazeného LB média.
Pfi delsi prodlevé dochazi k snizeni G€innosti transformace.

- Inokulum bylo kultivovano (37 °C, 200 RPM) pro expresi rezisten¢niho fenotypu po dobu
1 hodiny.

- Kultura byla vyseta na LB agar doplnény o pfislu$né selekéni antibiotikum a inkubovana pies

noc pfi 37 °C.

4.2.3. Mezidruhova konjugace

V této praci byla pro pfenos plazmidové DNA do rodu Streptomyces vyuzitda mezidruhova konjugace,
ktera je ucinnéjsi nez transformace protoplasti. Jako donorovy kmen byl pouzit nemetylujici kmen E. coli
ET12567/pUZ8002, ktery obchazi restrikéni systém akceptorového kmene a tim zvysuje uc¢innost konjugace
(264).
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1. Piiprava donorového kmene

Plazmidova DNA uréena pro ptenos do kment S. lincolnensis, S. coelicolor M145 a
S. coelicolor M1154 a od nich odvozenych kment byla elektroporaci vnesena do bun¢k

E. coli ET12567/pUZ8002.

Transformované butiky byly vysety na LB agar se selekénimi antibiotiky (25 ng.ml"! CAM
pro selekci dam mutace, 25 ug.ml'! KAN pro selekci plazmidu pUZ8002 a antibiotikum pro
udrzeni pfenasené¢ho plazmidu).

Kultivace probihala pfi teploté 37 °C po dobu 16-18 hodin.

Do 10 ml LB média doplnéného o 0,1% glukézu byla zaockovana kolonie ziskana
po transformaci vnaseného plazmidu do kmene E. coli ET12567/pUZ8002. Kultivace
probihala pifi 37 °C a 200 RPM pres noc. Kvili ztraté rezistence bylo pracovano
v triplikatech.

Do ¢erstvého LB média doplnéného o glukdzu a selekéni antibiotika (viz predchozi bod)
o objemu 10 ml bylo pfeneseno 100 pl pfes noc narostlého inokula.

Kultura byla kultivovana pii 37 °C (200 RPM) do dosazeni ODggo = 0,4.

Po dosazeni pozadované ODggp byla bunééna kultura sto¢ena (1 500 g, 15 min, 4 °C) a

promyta pro odstranéni antibiotik, ktera by mohla inhibovat rist akceptorového kmene.

Vysledny bunéény pelet byl resuspendovan v 1 ml LB média.

2. Ptiprava akceptorového kmene

V prubéhu promyvani donorového kmene bylo 10 pl sporové suspenze akceptorového kmene
preneseno do 500 pl YT média a inkubovano pii 50 °C po dobu 10 minut za ucelem indukce

kliceni spor.

3. Konjugace na MS agaru

Zchladla sporova suspenze akceptorového kmene byla smichana s 500 pl promyté kultury

kmene E. coli. Vznikla smésna kultura byla okamzité stocena (13 000 g, 1 min, RT).

Pelet tvofeny sporami a buiikami E. coli byl resuspendovan ve zbylém médiu, které zlstalo

po odstranéni supernatantu, a zaockovan na MS agar s pfidavkem 10 mM MgCl.

Inkubace probihala pres noc pii 30 °C po dobu 16-20 hodin.

4. Selektivni kultivace transkonjuganti

MS agar byl ptevrstven 1 ml sterilni dH>O doplnéné o nalidixovou kyselinu (25 pg.ml™)

zajistujici inhibici ristu kmene E. coli a antibiotikem pro selekci prenasSeného plazmidu.
Miska byla dale kultivovana pti 30 °C dal$ich 5 dnd.

Narostlé kolonie byly pieockovany na Cerstvy MS agar obsahujici piislusna selekéni

antibiotika pro potvrzeni tspésného vneseni plazmidu do akceptorového kmene.
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4.2.4. Metody prace s DNA

4.2.4.1. DNA elektroforéza v agarosovém gelu

Pro separaci nukleovych kyselin byla pouZzita horizontalni elektroforéza v 1% (w/v) agarosovém gelu
pfipraveném v 1x TAE pufru. Elektroforéza probihala pfi stalém napéti 3-5 V/em v 1x TAE pufru.
Pro vizualizaci DNA pod UV svétlem byl pouzit 0,005% (w/v) ethidium bromid (EtBr) pfidany do gelu.
Analyzované vzorky byly pfed nanesenim na gel smichany s 10x DNA vzorkovym pufrem. Jako standard

byl pouzit 1Kb Plus DNA ladder v objemu 5 pl.

4.2.4.2. Izolace DNA fragmentii z agarosového gelu

Pro purifikaci DNA fragmentu urcité velikosti z agarosového gelu byla pouzita komeréni souprava
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Stejny kit byl vyuzit také k piecisténi PCR a
restrikénich reakei.

Po rozdéleni vzorku DNA elektroforézou byl pozadovany DNA fragment manualné vyftiznut

z agarosového gelu pod UV svétlem. Nasledovala extrakce DNA z gelu podle manudlu vyrobce.

4.2.4.3. Izolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA byly vyuzity dv& komeréni soupravy: Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) a NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel), které se lisily svym
vyuzitim. NucleoBond® Xtra Midi/Maxi byl pouzivan v piipadech, kdy bylo potfeba docilit vys§ich
koncentraci izolovanyc