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Abstrakt  

Bakterie rodu Streptomyces jsou zn§m² producenti mnoha biologicky aktivn²ch 

metabolitŢ. Jejich sekund§rn² metabolismus je zdrojem mnoha vĨznamnĨch skupin 

aktivn²ch l§tek, pŚi jejichģ vĨzkumu se posledn² dobou uplatŔuje cel§ Śada novĨch metod 

zaloģenĨch napŚ. na bioinformatick® analĨze genomovĨch dat, modern²ch LC-MS 

technik§ch a metod§ch metabolick®ho modelov§n².  

Tato pr§ce vych§z² z genetick®ho screeningu na pŚ²tomnost specifick®ho genu 

(als) pro cyklizuj²c² aminolevulin§t synt§zu, kterĨ dle dŚ²vŊjġ²ch studi² mŢģeme 

povaģovat za genetickou znaļku producentŢ sekund§rn²ch metabolitŢ s tzv. C5N 

jednotkou (2-amino-3-hydroxycyklopent-2-enonem). Mezi takov® l§tky se Śad² nŊkolik 

skupin metabolitŢ s variabiln² strukturou i biologickou aktivitou, mezi nimi i 

manumyciny. Jedn§ se o mal® polyketidy se slabou antibiotickou aktivitou zejm®na proti 

gram-pozitivn²m bakteri²m. DŢleģitŊjġ² jsou vġak jejich kancerostatick® a protiz§nŊtliv® 

¼ļinky. Kmeny Streptomyces monomycini BCCO10 1552 a Streptomyces capoamus 

BCCO10 1636 jsou pozitivn²mi izol§ty poch§zej²c²mi z genetick®ho screeningu 

zamŊŚen®ho na pŚ²tomnost genu als, kter® se ve fylogenetick®m stromu sestrojen®m na 

z§kladŊ podobnosti sekvenc² genu als nach§zej² v bl²zkosti producentŢ manumycinovĨch 

l§tek. C²lem t®to pr§ce bylo zjistit, zdali tyto nov® pŚ²rodn² izol§ty produkuj² nŊjak® l§tky 

s C5N jednotkou, a bl²ģe je charakterizovat. V obou pŚ²padech byly tedy vytvoŚeny jak 

kmeny mutantn² v als genu, tak kmeny exprimuj²c² als pod kontrolou siln®ho 

konstitutivn²ho promotoru. Dle pŚedchoz²ch zkuġenost² v²me, ģe nadprodukce cyklizuj²c² 

aminolevulin§t synt§zy velmi ļasto z§sadnŊ zvyġuje produkci l§tek s C5N jednotkou. U 

kmene BCCO10 1636 jsme takto prok§zali produkci l§tek, kter® by mŊly m²t pŚ²mou 

souvislost s pŚ²tomnost² genu pro cALAS a kter® vykazuj² slabou antibiotickou aktivitu 

proti referenļn²mu kmeni B. subtilis. V pŚ²padŊ kmene BCCO 1552 nejsou vĨsledky pŚ²liġ 

jednoznaļn®, nav²c analĨza pozdŊji dostupnĨch genomovĨch dat uk§zala, ģe v genomu 

chyb² esenci§ln² gen pro enzym pŚipojuj²c² C5N jednotku ke kostŚe antibiotik a t®ģ dalġ² 

pŚ²tomn® geny v dan®m genomov®m lokusu pŚ²liġ nenaznaļuj², ģe by zde mohl bĨt 

pŚ²tomen biosyntetickĨ genovĨ shluk k·duj²c² produkci nŊjak®ho sekund§rn²ho 

metabolitu.  

Kl²ļov§ slova: streptomycety, sekund§rn² metabolismus, manumyciny, cyklizuj²c² 5-

aminolevulin§t synt§za  



 
 

Abstract 

Streptomyces bacteria are well-known producents of many bioactive metabolites. 

Its secondary metabolism is a source of many important groups of active compounds that 

are recently investigated by means of many new methods based on bioinformatic analyses 

of genome data, modern LC-MS techniques, and metabolic modeling methods. 

This thesis originates from the genetic screening for a specific gene (als) for 

cyclizing 5-aminolevulinate synthase. Based on earlier studies, we consider this gene as 

a genetic tag of the producers of secondary metabolites containing the C5N unit (2-amino-

3-hydroxycyklopent-2-enon). Such metabolites include several groups with variable 

structures and biological activities, which include manumycins as well. Manumycins are 

small polyketides with a weak antibiotic aktivity, especially against gram-positive 

bacteria. However, its cancerostatic and anti-inflammatory effects are of greater 

importance. Streptomyces monomycini BCCO10 1552 and Streptomyces capoamus 

BCCO10 1636 strains were found positive for the presence of the als gene in the targeted 

genetic screening. By the als phylogeny, they cluster near the producents of manumycin 

compounds. This thesis aimed to determine whether these new natural isolates produce 

any compounds containing C5N unit, and to characterize them in more detail. In both 

cases, als gene-deficient mutants and strains expressing als under the control of a strong 

constitutive promoter were created. According to previous experience, we already know 

that the overproduction of cyclizing aminolevulinate synthase often increases the 

production of substances with a C5N unit significantly. In the BCCO10 1636 strain, we 

have proven the production of substances that seem to be directly linked to the presence 

of the gene for cALAS and which show weak antibiotic activity against the reference B. 

subtilis strain. In the case of BCCO10 1552 strain, the results are not so clear. Moreover, 

the analysis of its genomic data, available later, showed that the genome lacks an essential 

gene for the enzyme attaching the C5N unit to the antibiotic backbone. Also, the other 

genes present in a given genomic locus do not suggest that a biosynthetic gene cluster 

encoding the production of a secondary metabolite may be present.  

 

Key words: streptomycetes, secondary metabolism, manumycins, cyclizing 5-

aminolevulinate synthase 
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1 Đvod  

Bakteri§ln² metabolismus je napŚ²ļ vġemi druhy bakteri² velmi rozmanitĨ. Vedle 

prim§rn²ho metabolismu, kterĨ zajiġŠuje pŚeģit² buŔky, existuje souļasnŊ i sekund§rn² 

metabolismus, kterĨ se tak® obļas nazĨv§ specializovanĨm. Tento n§zev napov²d§, 

ģe se jedn§ o metabolismus, jenģ zahrnuje takov® biosyntetick® dr§hy, kter® jsou spuġtŊny 

pouze za urļitĨch podm²nek, jako je napŚ²klad stres z vyļerp§n² ģivin. Tento typ 

metabolismu nen² zn§mĨ jen u bakteri², ale tak® u hub anebo rostlin. V pŚ²padŊ bakteri² 

je obvykle spojen se stacion§rn² f§z² a pŚ²padnou sporulac² (BŊhal 2000). Doch§z² 

ke zmŊnŊ zpŢsobu vyuģit² energie a zmŊnŊ toku uhl²ku od produkce biomasy k produkci 

malĨch bioaktivn²ch molekul, kter® napom§haj² pŚeģit² buŔky, ale nejsou pro jej² funkci 

esenci§ln². N²zkomolekul§rn² biologicky aktivn² l§tky pŚ²rodn²ho pŢvodu se tradiļnŊ 

vyuģ²vaj² v hum§nn² a veterin§rn² medic²nŊ. řad² se mezi nŊ molekuly napŚ²klad 

s protin§dorovĨmi, antibiotickĨmi, imunosupresivn²mi anebo cholesterol sniģuj²c²mi 

¼ļinky atd. (Ruiz et al., 2010).  

Streptomycety jsou jednŊmi z vĨznamnĨch producentŢ sekund§rn²ch metabolitŢ 

s bioaktivn²mi vlastnostmi. Jedn§ se o vl§knit® sporuluj²c² bakterie ģij²c² pŚev§ģnŊ v pŢdŊ. 

T®mŊŚ dvŊ tŚetiny souļasnŊ zn§mĨch antibiotik jsou produkov§ny pr§vŊ streptomycetami 

(Khattab et al. 2016) a Śad² se mezi nŊ i manumyciny. PŢsob² proti gram-pozitivn²m 

bakteri²m a pl²sn²m, maj² kancerostatick®, imunosupresivn² a protiz§nŊtliv® ¼ļinky (Hu 

2000). Typickou strukturu manumycinŢ tvoŚ² ġestiļetnĨ kruh nazĨvanĨ mC7N jednotka 

(2-amino-4-hydroxycyklohex-2-enon), k n² pŚipojenĨ variabiln² horn² ŚetŊzec 

a konzervovanĨ doln² ŚetŊzec, oba vznikaj²c² polyketidovou synt®zou. Doln² ŚetŊzec mŢģe 

zŢstat zakonļen v podobŊ karboxylov® kyseliny anebo, ļastŊji, je k nŊmu pŚipojena jeġtŊ 

C5N jednotka (2-amino-3-hydroxycyklopent-2-enon). Prekurzorem t®to C5N jednotky je 

kyselina 5-aminolevulov§, kter§ vznik§ kondenzac² glycinu a sukcinyl-CoA, pŚiļemģ 

doch§z² i k n§sledn® cyklizaci, a to vġe d²ky unik§tn²mu enzymu cyklizuj²c² 5-

aminolevulun§t synt§za (Zhang et al. 2010). Tento unik§tn² enzym je k·dov§n genem als, 

homologem genu hemA, kterĨ byl pouģit jako genetick§ znaļka pŚi vyhled§v§n² novĨch 

producentŢ l§tek obsahuj²c²ch C5N jednotku (PetŚ²ļkov§ et al. 2015). Pro tuto pr§ci byly 

vybr§ny dva kmeny pozitivn² na pŚ²tomnost genu als. 
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2 C²le pr§ce a hypot®za 

2.1 C²le pr§ce 

Prov®st analĨzu vybranĨch novĨch potenci§ln²ch producentŢ: 

a. ovŊŚit aktivitu als genu a cel®ho souvisej²c²ho biosyntetick®ho genov®ho 

shluku 

b. pokusit se identifikovat l§tky, kter® aktivitou genov®ho shluku vznikaj² 

c. ovŊŚit jejich biologickou aktivitu 

 

2.2 Hypot®za 

 Pozitivn² izol§ty kmenŢ BCCO10 1552 a BCCO10 1636 na pŚ²tomnost genu als 

produkuj² sekund§rn² metabolity obsahuj²c² bioaktivn² l§tky s C5N jednotkou. U kmene 

BCCO10 1636 oļek§v§me produkci manumycinŢ vzhledem k tomu, ģe kmen je 

na z§kladŊ als genu um²stŊn ve fylogenetick®m stromŊ mezi producenty manumycinŢ.  

Kmen BCCO10 1552 je v r§mci fylogenetick®ho stromu samostatnŊ um²stŊnĨ izol§t, 

kromŊ manumycinŢ mŢģeme oļek§vat produkci i zcela jinĨch l§tek s C5N jednotkou. 
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3 PŚehled literatury 

3.1 Charakteristika bakteri² rodu Streptomyces 

Streptomycety jsou vl§knit® sporuluj²c² bakterie patŚ²c² do kmene Actinobacteria, 

Ś§du Actinomycetales a ļeledi Streptomycetaceae, pŚiļemģ se jedn§ o nejpoļetnŊjġ² rod 

tohoto Ś§du (Goodfellow 2012). Jsou to gram-pozitivn², oblig§tnŊ aerobn² saprofytick® 

bakterie vyskytuj²c² se pŚedevġ²m v pŢdŊ, napŚ²klad jako souļ§st rhizosf®ry nebo jako 

endofyt® kolonizuj²c² vnitŚn² ļ§sti rostliny (koŚeny, xyl®m). Streptomycety tvoŚ² aģ 40 % 

vġech pŢdn²ch bakteri² a hraj² velmi dŢleģitou roli pŚi pŚemŊnŊ organick®ho materi§lu 

a mineralizaci (Manteca a Sanchez 2010; Seipke et al. 2012). Pr§vŊ streptomycety jsou 

d²ky svĨm metabolitŢm pŢvodcem typick®ho pŢdn²ho zemit®ho z§pachu, kterĨ je 

obzvl§ġŠ patrnĨ pŚi deġti (Boone et al. 2010; Vurukonda 2018). PŚ²kladem takov®ho 

metabolitu je geosmin (Gerber a Lechevalier 1965). PŚesto, ģe streptomycty jsou 

pŚev§ģnŊ mezofiln² organismy (ide§ln² teplota pro rŢst se pohybuje od 15 ÁC do 37 ÁC, 

pŚiļemģ optimum je 25 ÁC), mŢģeme mezi nimi naj²t termotolerantn² i termofiln² druhy, 

kter® dok§ģou rŢst v teplotn²m rozmez² od 28 ÁC do 55 ÁC (Kim et al. 1996). Streptomyces 

thermofucus a Streptomyces thermofilus dokonce dok§ģ² rŢst pŚi 65 ÁC (Waksman et al. 

1939). Pro takov® termofiln² druhy je potom ide§ln² prostŚed² pro rŢst napŚ²klad kompost, 

sopeļn® pŢdy nebo pouġtn² stepn² pŢdy (Kim et al. 1999; Zenova et al. 2009; Kurapova 

et al. 2012). Streptomycety mŢģeme ale naj²t i ve sladkĨch vod§ch ļi v moŚ²ch, napŚ²klad 

v moŚsk®m sedimentu, jako symbionty moŚskĨch Śas, hub nebo kor§lŢ (Hakvag et al. 

2008; Zhao et al. 2009; Hodges et al. 2012; Xu et al. 2019). Mimo jin® se streptomycety 

vyskytuj² i jako patogeny rostlin ï mohou zpŢsobovat nemoci podzemn²ch ļ§st², 

napŚ²klad koŚenŢ a hl²z. Mezi nejzn§mŊjġ² onemocnŊn² rostlin zpŢsoben® 

streptomycetami je tzv. strupovitost brambor a dalġ²ch plodin (Obr. 1), nejļastŊji 

na brambor§ch, za kter® je odpovŊdn§ pŚedevġ²m bakterie Streptomyces scabies (Zhang 

a Loria 2017; Zhang et al. 2018).  
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Obr. 1 Strupovitost brambor po infekci Streptomyces scabiesΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ 
ǘǾƻǊōǳ ǎǘǊǳǇǻ ƴŀ ǎƭǳǇŎŜ ōǊŀƳōƻǊ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ [ƛƴ et al. 2018). 

Streptomycety se rovnŊģ mŢģou vyskytovat jako symbionti ģivoļichŢ (Nechitaylo 

et al. 2014). NejļastŊji se nach§zej² v gastroinestin§ln²m traktu bĨloģrav®ho hmyzu 

(Pinheiro et al. 2016). V tab. 1 jsou uvedeny pŚ²klady interakc² mezi streptomycetami 

a bezobratlĨmi. 

 

Ģivoļich M²sto symbi·zy ZpŢsob symbi·zy  

Termiti 

(Isoptera) 

tr§vic² trakt tr§ven² lignocelulosy 

pomoc² celulolytickĨch 

enzymŢ streptomycet 

 

Schªfer et al. 

1996 

Oblovka ģrav§ 

(Achatina 

fulica) 

 

tr§vic² trakt tr§ven² lignocelulosy 

pomoc² celulolytickĨch 

enzymŢ streptomycet 

Pinheiro et al. 

2016 

KvŊtolib vļel² 

(Philanthus 

triangulum) 

 

ģl§zy na tykadlech 

samic; n§sledn® 

oļkov§n² stŊn 

mateŚskĨch komŢrek 

ochrana kokonu pŚed 

napaden²m pl²snŊmi 

produkc² antibiotik 

Kaltenpoth et 

al. 2005 
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tropiļt² 

mravenci 

(angl. fungus-

growing ants, 

lat. Attina) 

 

kutikula samic 

peļuj²c²ch o tzv. 

Ăzahr§dkyñ k potravŊ 

(obr. 2) 

produkce antibiotik 

selektivnŊ inhibuj²c² rŢst 

parazitick® virulentn² 

houby rodu Escovopsis, 

kter§ napad§ mravenļ² 

zahr§dky 

Currie et al. 

1999 

¢ŀōΦ м tǌƝƪƭŀŘȅ ƛƴǘŜǊŀƪŎŜ ƳŜȊƛ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘŀƳƛ ŀ ōŜȊƻōǊŀǘƭȇƳƛΦ 

 

hōǊΦ н {ƴƝƳƪȅ Ȋ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞƘƻ ǎƪŜƴƻǾŀŎƝƘƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ ȊƻōǊŀȊǳƧƝŎƝ ǳƳƝǎǘŠƴƝ 
ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘ ƴŀ ǘŠƭŜ ƳǊŀǾŜƴŎǻΦ aŠǌƝǘƪƻ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧŜ млл ҡƭ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ /ǳǊǊƛŜ et al. 1999). 

Dalġ² oblast² interakce streptomycet s jinĨmi druhy ģivoļichŢ je interakce 

s obratlovci. VŊtġina druhŢ streptomycet je nepatogenn², nach§zej²c² se na tŊle nŊkterĨch 

zv²Śat, dokonce i v jejich trusu (Ohta a Ikeda 1978; Moore et al. 1988; Cao et al. 2012). 

V roce 2017 Nicholls et al. zm²nil pŚ²pad dermatitidy psa, kde na byl z§kladŊ sekvence 

16S RNA odhalen druh Streptomyces cyaneus jako pŢvodce tohoto onemocnŊn², jeģ se 

projevovalo vznikem hnisaj²c²ch vŚedŢ a l®z² (Nicholls et al. 2017).  

Streptomycety interaguj² i s ļlovŊkem, kolonizuj² lidskou kŢģi nebo napŚ²klad 

respiraļn² syst®m. V Ļesk® republice existuje unik§tn² sb²rka nepatogenn²ch izol§tŢ 

streptomycet poch§zej²c²ch z klinickĨch vzorkŢ lidskĨch plic, avġak konkr®tn² dopad 
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tŊchto streptomycet na lidsk® zdrav² je zat²m nezn§mĨ (Herbrik 2019). Avġak vedle 

nepatogenn²ch streptomycet existuj² i patogenn², pro ļlovŊka nebezpeļn®. JednŊmi 

z nejzn§mŊjġ²ch patogenn²ch druhŢ jsou Streptomyces somaliensis a Streptomyces 

griseus zpŢsobuj²c² onemocnŊn² zvan® mycetom. Mycetom je chronick® granulomat·zn² 

onemocnŊn² kŢģe zpŢsoben® houbami nebo aktinomycetami, pŚiļemģ infekce 

aktinomycetami je mnohem v²ce agresivn² a destruktivn² (Reinke et al. 1986). Nen² zn§m 

ģ§dnĨ pŚenaġeļ ļi ģivoļiġnĨ rezervo§r. Projevuje se otoky a l®zemi podkoģn²ch tk§n², 

nejļastŊji nohou. PŚi nel®ļen® formŊ se mŢģe infekce dostat aģ do kost². Toto onemocnŊn² 

je nejrozġ²ŚenŊjġ² v tropickĨch a subtropickĨch oblastech, nev²ce pŚ²padŢ je hl§ġeno 

ze S¼d§nu, Mexika a Indie (Hassan et al. 2001; Zijlstra et al. 2016). Mycetom je vġak 

jeden z m§la pŚ²padŢ, kdy je bakterie z rodu Streptomyces zn§ma jako pŚ²m§ pŚ²ļina 

nemoci. Obvykle jsou takov§ onemocnŊn² sp²ġe vz§cn§. ĻastŊjġ²mi pŚ²pady jsou infekce 

streptomycetami u imunodeficientn²ch paciantŢ, napŚ²klad pacientŢ s HIV (Dunne et al. 

1998).  

3.1.1 ZpŢsob ģivota  

CharakteristickĨm rysem streptomycet je tvorba vegetativn²ho v²cejadern®ho 

mycelia, kter® mŢģe na prvn² pohled pŚipom²nat niģġ² houby. Tvorba mycelia je pro pŢdn² 

bakterie jako jsou streptomycety velmi vĨhodnou vlastnost². D²ky myceliu mohou 

streptomycety efektivnŊ prorŢstat pŢdou a vzduchovĨmi prostory v n², t²m p§dem mohou 

interagovat mezi sebou nebo s jinĨmi mikroorganismy a jejich rŢst nen² omezen 

pŚek§ģkami ve formŊ pŢdn² matrice (Schªfer et al. 1998; Vetsigian et al. 2011).  

Ģivotn² cyklus streptomycet zaļ²n§ sporogenez² ï procesem, pŚi kter®m spora 

vznik§ (= sporulace) a dozr§v§.  Jedn§ se o odpovŊŅ na stres, kterĨ je zpŢsoben pŚedevġ²m 

vyļerp§n²m ģivin. Po nastolen² vhodnĨch podm²nek zaļne spora kl²ļit (= germinace), 

ļ²mģ je z§roveŔ iniciov§n ģivotn² cyklus streptomycet (Migu®lez et al. 1999; Chater et 

al. 2010). Spora prorŢst§ a doch§z² k pol§rn²mu rŢstu na hrotech (rŢstovĨch vrcholech) 

hyf (Jones a Elliot 2018). Za tento jev je zodpovŊdnĨ tzv. polarisom, multiproteinovĨ 

komplex, kterĨ posiluje tvorbu peptidoglykanu pr§vŊ v hrotech hyf (Fuchino et al. 2013).  

Takto dojde k vytvoŚen² hust® s²tŊ hyf, kter§ pŚech§z² ve vegetativn² substr§tov® 

mycelium. To slouģ² mimo jin® i k ukotven² streptomycet v substr§tu. Jist§ ļ§st mycelia 

lyzuje (dojde k programovan® bunŊļn® smrti) a jeho obsah je vyuģit jako n§hrada 
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chybŊj²c²ch ģivin. Pr§vŊ v t®hle f§zi ģivotn²ho cyklu se aktivuje t®ģ bohatĨ sekund§rn² 

metabolismus streptomycet, doch§z² k produkci cel® Śady bioaktivn²ch l§tek, nejļastŊji 

antibiotik, fungicidn²ch l§tek a pigmentŢ. Antimikrobi§ln² metabolity slouģ² jako obrana 

pŚed dalġ²mi organismy, kter® tak® usiluj² o z²sk§n² ģivin (Manteca a Sanchez 2010; 

Bobek et al. 2017). Z§roveŔ doch§z² k diferenciaci tzv. vzduġn®ho mycelia. ñSametovĨñ 

vzhled koloni² streptomycet je d§n pr§vŊ vznikem vzduġn®ho mycelia, jehoģ hyfy jsou 

pokryty hydrofobn² proteinovou vrstvou (Claessen et al. 2003; Manteca et al. 2007). Jak 

uģ n§zev napov²d§, vzduġn® mycelium se ze substr§tov®ho mycelia prodluģuje d§le 

do vĨġky, do vzduchu. Doch§z² ke tvorbŊ sept (obr. 3) a vzniku jednojadernĨch 

kompartmentŢ, kter® se diferencuj² a d§vaj² tak vzniknout spor§m, kter® jsou propojeny 

a vytv§Ś² tzv. Śet²zky (Chater 1993; Manteca a Sanchez 2010). Tyto dormantn² buŔky 

pŚetrv§vaj² tak dlouho, dokud nejsou nastoleny vhodn® podm²nky pro jejich opŊtovn® 

vykl²ļen². T²mto je vĨvojovĨ cyklus streptomycet uzavŚen.  

 

Obr. 3 Fotografie z ǘǊŀƴǎƳƛǎƴƝƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞƘƻ ƳƛƪroǎƪƻǇǳ ȊƻōǊŀȊǳƧƝŎƝ ǾȊƴƛƪ ǎŜǇǘ 
ve ǾȊŘǳǑƴŞƳ ƳȅŎŜƭƛǳ S. coelicolor όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ CƭŅǊŘƘ нллоύΦ 

Streptomycety se ale od tohoto klasick®ho sch®matu, skl§daj²c²ho se z tŚ² 

morfologicky odliġnĨch vĨvojovĨch f§z² (vegetativn² substr§tov® mycelium, vzduġn® 

mycelium, spory), mohou odchĨlit (obr. 4). F§ze, kdy buŔky vegetativn²ho mycelia 

zaujmou nevŊtvenou vl§knitou konformaci, se nazĨv§ ĂprŢzkumn§ñ (Ăexplorer cellsñ), 
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kterou poprv® v roce 2017 pojmenovala Jones et al. na pŚ²kladu interakce Streptomyces 

venezuelae a Saccharomyces cerevisiae. V t®to f§zi mohou streptomycety rychle 

prozkoum§vat ģiv® i neģiv® povrchy tzv. ĂprŢzkumnĨm rŢstemñ, pŚiļemģ buŔky se rychle 

pohybuj² a rozrŢstaj². PŚipom²naj² vzduġn® hyfy a mikroskopickĨm pozorov§n²m bylo 

odhaleno, ģe tyto buŔky rostou jako nevŊtven§ vegetativn² vl§kna, a to 10x rychleji neģ 

pŚi klasick®m vegetativn²m rŢstu (Jones et al. 2017). Tento jev se vġak netĨk§ vġech druhŢ 

streptomycet. PŚi pokusech na Streptomyces coelicolor a Streptomyces griseus se tento 

ĂprŢzkumnĨ rŢstñ neprojevil, coģ tak® vysvŊtluje, proļ tato ģivotn² f§ze streptomycet 

nebyla doposud pozorov§na. PŚi genetick®m screeningu kmenŢ, kter® nebyly tohoto 

prŢzkumn®ho chov§n² schopny, bylo odhaleno, ģe pro tento druh rŢstu jsou 

pravdŊpodobnŊ esenci§ln² geny k·duj²c² cytochrom bd oxidasu. PrŢzkumn® buŔky totiģ 

pŚi rŢstu zvyġuj² pH pevn®ho m®dia a cytochrom bd oxid§zovĨ komplex by mohl bĨt 

dŢleģitĨ pŚi toleranci takto vysok®ho pH (Jones a Elliot 2018). 

 

tƻǇƛǎ ƻōǊłȊƪǳ ƴŀ ŘŀƭǑƝ ǎǘǊŀƴŠ 
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Obr. п {ŎƘŞƳŀ ȌƛǾƻǘƴƝƘƻ Ŏȅƪƭǳ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘΦ {ǇƻǊŀ Ǉƻ ƴŀǎǘƻƭŜƴƝ ǾƘƻŘƴȇŎƘ ǇƻŘƳƝƴŜƪ 
ǾȅƪƭƝőƝΦ U ƴŠƪǘŜǊȇŎƘ ŘǊǳƘǻ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘ ƳǻȌŜ ƴŀǎǘŀǘ ǘȊǾΦ αǇǊǻȊƪǳƳƴł ŦłȊŜάΣ ƪǘŜǊł ƧŜ ŀƭe mezi 
ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘŀƳƛ ǎǇƝǑŜ ǾȇƧƛƳƪƻǳΦ hōǾȅƪƭŜ Ǉƻ ǾȅƪƭƝőŜƴƝ ǎǇƻǊȅ ȊŀőƴŜ ǾȊƴƛƪŀǘ ǾŜƎŜǘŀǘƛǾƴƝ 
sǳōǎǘǊłǘƻǾŞ ƳȅŎŜƭƛǳƳΦ tƻ ǇǊƻƎǊŀƳƻǾŀƴŞ ǎƳǊǘƛ ōǳƴŠƪ ŘƻƧŘŜ ƪ ƭȅȊƛ őłǎǘƛ ǾŜƎŜǘŀǘƛǾƴƝŎƘ 
ǎǳōǎǘǊłǘƻǾŞƘƻ ƳȅŎŜƭƛŀ ŀ ȊŀőƴŜ ǾȊƴƛƪŀǘ ƳƴƻƘƻƧŀŘŜǊƴŞ ǾȊŘǳǑƴŞ ƳȅŎŜƭƛǳƳΦ błǎƭŜŘƴŠ ŘƻŎƘłȊƝ 
k ǘǾƻǊōŠ ǎŜǇǘ ŀ ǾȊƴƛƪǳ ƧŜŘƴƻƧŀŘŜǊƴȇŎƘ ǇƛƎƳŜƴǘƻǾŀƴȇŎƘ ǎǇƻǊ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ WƻƴŜǎ et al. 2017). 

 

3.1.2 Genom bakteri² rodu Streptomyces 

Chromozom streptomycet je line§rn², o velikosti v prŢmŊru okolo 8-9 Mbp. 

Ve sv®m stŚedu (pŚibliģnŊ polovina chromozomu) nese pŚev§ģnŊ esenci§ln² geny 

pro bunŊļn® dŊlen², DNA replikaci, transkripci, translaci atd., kdeģto na okraj²ch ramen 

se nach§z² geny adaptivn², neesenci§ln² jako napŚ²klad geny sekund§rn²ho metabolismu 

nebo hydrolytick® exoenzymy (Bentley et al. 2002; Hopwood 2006). Replikace takov®ho 

line§rn²ho chromozomu prob²h§ klasicky obousmŊrnŊ z centr§ln²ho oriC m²sta, 

ale replikaļn² vidliļky se nemohou potkat jako je to v pŚ²padŊ kruhovĨch chromozomŢ. 

Ukonļen² replikace maj² na starost tzv. terminaļn² proteiny nach§zej²c² se na volnĨch 5ó-

konc²ch. Ty aktivuj² tvorbu Ăz§platyñ na 3ó-mezeŚe, jeģ vznik§ po odstranŊn² RNA 

primeru z posledn²ho Okazakiho fragmentu na opoģŅuj²c²m se vl§knŊ (Hopwood 2006). 

DNA streptomycet je bohat§ na G-C p§ry baz², kter® ļin² 66 aģ 73 % z celkov® DNA 

(Kªmpfer et al. 2006).  

3.3 Sekund§rn² metabolity  

Sekund§rn² metabolity jsou produkty sekund§rn²ho metabolismu, tedy 

slouļeniny, kter® nejsou pro mikroorganismus esenci§ln², tzn., nejsou zapojeny v procesu 

rŢstu nebo rozmnoģov§n² (BŊhal 2000). Exprese genŢ sekund§rn²ho metabolismu, kter® 

se obecnŊ dle pŚ²sluġnosti k biosynt®ze urļit®ho metabolitu na chromozomu soustŚeŅuj² 

do genovĨch shlukŢ (BCG, biosynthetic gene clusters) je obecnŊ pod kontrolou rŢznĨch 

druhŢ regulaļn²ch proteinŢ, pŚiļemģ nŊkter® jsou pŚ²tomny pouze v aktinomycet§ch 

a mohou bĨt aktivov§ny jak vnŊjġ²mi, tak vnitŚn²mi sign§ln²mi molekulami. Sekund§rn² 

metabolismus streptomycet je zdrojem bioaktivn²ch l§tek s antibiotickĨmi ¼ļinky 

ļi jinĨmi l®ļivĨmi vlastnostmi. Je nejaktivnŊjġ² pŚi vzniku vzduġn®ho mycelia na pevn®m 

m®diu a pŚi pŚechodu do stacion§rn² f§ze pŚi kultivaci v tekut®m m®diu (Bibb 2005; 

Proc·pio et al. 2012). VŊtġina druhŢ streptomycet m§ schopnost syntetizovat celou Śadu 

biologicky aktivn²ch l§tek. Jedn§ se jak o antibiotika, tak o antifung§ln² l§tky, herbicidy, 
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pesticidy, imunosupresivn² l§tky, kancerostatika, anti-parazitick® pŚ²pravky a enzymov® 

inhibitory (BŊhal 2000; Avignone-Rossa et al. 2013; Nandhini a Selvam 2013). Tyto 

l§tky jsou ļasto toxick® i pro samotn® streptomycety, proto v sobŊ streptomycety obsahuj² 

mechanismy, kter® je pŚed jejich pŢsoben²m chr§n². Jedn²m z nich je napŚ²klad sestaven² 

exportn²ho syst®mu, jenģ pŚedch§z² samotn® biosynt®ze tŊchto l§tek anebo ji doprov§z². 

Dalġ²m pŚ²kladem mŢģe bĨt produkce antibioticky neaktivn²ho prekurzoru, kterĨ 

indukuje u streptomycet rezistenci. Bohuģel streptomycety jsou z§roveŔ zdrojem 

rezistence vŢļi antibiotikŢm i pro jin® patogenn² druhy bakteri², jeģ rezistenci z²sk§vaj² 

pomoc² horizont§ln²ho pŚenosu genetick® informace (Hopwood 2007; Tahlan et al. 2007).  

DvŊ tŚetiny zn§mĨch antibiotik jsou produkov§ny pr§vŊ streptomycetami, 

pŚiļemģ vŊtġina je pouģ²van§ pŚ²mo pro l®kaŚsk® ¼ļely (BŊhal 2000; Khattab et al. 2016). 

Prvn²m izolovanĨm antibiotikem produkovanĨm streptomycetami byl aktinomycin D 

(zn§mĨ t®ģ jako daktinomycin; obr. 5), objev byl publikov§n Waksmanem a Woodruffem 

roku 1940. Aktinomycin D patŚ² do skupiny l§tek zvan® aktinomyciny, coģ jsou barevn® 

(oranģov® aģ ļerven®) metabolity streptomycet, kter® i pŚes svou vysokou toxicitu naġly 

roku 1957 uplatnŊn² jako chemoterapeutika. Pod§vaj² se v netoxickĨch d§vk§ch 

samostatnŊ nebo v kombinaci napŚ. s antracykliny nebo s radioterapi² a d²ky svĨm 

protin§dorovĨm ¼ļinkŢm je moģno aktinomyciny vyuģ²t pŚi l®ļbŊ Wilmsova tumoru, 

tumorŢ mŊkkĨch tk§n² anebo pŚi l®ļbŊ rakoviny placenty (Hollstein 1974; Koba a Konopa 

2005). Poļet novŊ objevenĨch antimikrobi§ln²ch l§tek produkovanĨch rodem 

Streptomyces narŢstal od tohoto okamģiku kaģdĨm rokem t®mŊŚ exponenci§lnŊ, pŚiļemģ 

maxim§ln²ho vzestupu tyto objevy dos§hly v 70. letech. Pot® poļet novŊ objevenĨch 

antibiotik opŊt prudce poklesl (Watve et al. 2001).  
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Obr. 5 Vzorec aktinomycinu D (upraveno podle Koba a Konopa 2005). 

3.3.1 Manumyciny 

Manumyciny jsou ¼ļinn® bioaktivn² l§tky pŢsob²c² proti gram-pozitivn²m 

bakteri²m a pl²sn²m, naopak nepŢsob² proti gram-negativn²m bakteri²m a kvasink§m 

(Thiericke et al. 1990). Maj² siln® protiz§nŊtliv® a kancerostatick® ¼ļinky. Roku 1963 

byla objevena slouļenina pojmenov§na jako manumycin A, jeģ dala n§zev i cel® skupinŊ 

antibiotik ï manumycinŢm. Manumycin A je produkov§n Streptomyces parvulus 

a obsahuje dva nenasycen® uhl²kat® ŚetŊzce (doln² a horn²) pŚipojen® k unik§tn²mu 

ġestiļetn®mu kruhu odvozen®mu od kyseliny aminohydroxybenzoov®, nazĨvan®ho 

mC7N jednotka (2-amino-4-hydroxycyklohex-2-enon). Horn² ŚetŊzec je k mC7N jednotce 

pŚipojen pŚes dus²k a spodn² ŚetŊzec je pŚipojen pŚes C7 uhl²k.  C5N jednotka (2-amino-

3-hydroxycyklopent-2-enon) je pŚipojena k doln²mu ŚetŊzci (obr. 6). mC7N jednotka je 

spolu s doln²m a horn²m postrann²m ŚetŊzcem charakteristick§ pro vġechny z§stupce 

skupiny manumycinŢ, pŚiļemģ nejv²ce strukturn²ch variac² mŢģeme naj²t v horn²m 

ŚetŊzci (Stattler et al. 1998). Doln² postrann² ŚetŊzec je m®nŊ variabiln², obvykle se jedn§ 

o trieny v trans uspoŚ§d§n² (PetŚ²ļkov§ et al. 2014).  
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Obr. 6 Vzorec manumycinu A (upraveno podle Sattler et al. 1998). 

3.3.1.1 Đļinky manumycinŢ 

VŊtġina manumycinŢ byla objevena pomoc² genetick®ho screeningu (viz d§le 

kapitola 3.3.2). Tento vŊdeckĨ z§jem je zapŚ²ļinŊn schopnost² manumycinŢ vykazovat 

nejrŢznŊjġ² biologick® aktivity.  

Antibakteri§ln² pŢsoben² manumycinŢ je jejich typickou vlastnost². Tuto 

schopnost vġak vykazuj² pouze manumyciny typu I (viz d§le kapitola 3.3.1.3) jako 

napŚ²klad manumycin A, E, F, G, asukamycin, kolabomycin, alisamycin, nisamycin atd., 

a to pouze proti gram-pozitivn²m bakteri²m. Tato vlastnost souvis² nejsp²ġe s epoxidovou 

skupinou na uhl²c²ch C5/C6 (oxiran), kterou manumyciny typu II nemaj² a t²m p§dem 

nevykazuj² ģ§dn® antibakteri§ln² ¼ļinky (Hu 2000). U manumycinŢ E, F a G byla 

pozorov§na slab§ aktivita tak® proti E. coli (Shu et al. 1994). 

Manumyciny maj² Śadu enzym-inhibiļn²ch aktivit ï napŚ²klad inhibuj² Ras 

farnesyltransferasu tak, ģe silnŊ a selektivnŊ kompetuj² s jej²m substr§tem, 

farnesylpyrofosf§tem (FPP). Ras farnesyltransfer§za pŚen§ġ² farnesylovou skupinu 

na Ras proteiny, d²ky kter® se st§vaj² funkļn²mi (jedn§ se o posttranslaļn² modifikaci). 

Ras proteiny jsou proteiny s n²zkou molekulovou hmotnost², jeģ v§ģ² GTP a spouġt² ļi 

reguluj² procesy vedouc² k bunŊļn® proliferaci. Mutace ras genŢ zpŢsobuj²c² pŚ²liġnou 

aktivitu Ras proteinŢ je jednou z nejbŊģnŊjġ²ch genetickĨch abnormalit pŚi onemocnŊn² 
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rakovinou u ļlovŊka. Kompetic² manumycinŢ s FPP doch§z² k antiproliferaļn²m 

¼ļinkŢm v buŔk§ch n§doru (Zhou et al. 2003). Tato protin§dorov§ vlastnost byla 

objevena roku 1993 u manumycinu A Harou et al. Kompetici umoģŔuje epoxidov§ 

skupina na mC7N jednotce manumycinu A a pŚ²tomnost horn²ho ŚetŊzce, kterĨ je 

strukturnŊ podobnĨ FPP (Hara et al. 1993). Takto manumyciny pŢsob² pŚi nesļetnĨch 

onemocnŊn²ch rakovinou, napŚ²klad pŚi hepatocelul§rn²m karcinomu anebo pŚi rakovinŊ 

prostaty (Li et al. 2014). Manumyciny pŢsob² protin§dorovŊ i bez jejich zapojen² pŚi 

inhibici enzymŢ. PŚi onemocnŊn² kolorekt§ln² rakovinou inhibuj² manumyciny proliferaci 

n§dorovĨch bunŊk tak, ģe zpŢsobuj² jejich apopt·zu indukc² produkce reaktivn²ch 

kysl²kovĨch radik§lŢ (ROS). NahromadŊn² ROS je zpŢsobeno sn²ģenou fosforylac² 

fosfatidylinositol 3-kin§zy (PI3K) a proteinkin§zy B neboli AKT (z angl. thymomas of 

AKR mice). Tato PI3K-AKT intracelul§rn² sign§ln² dr§ha je zapojena pŚi regulaci 

bunŊļn®ho cyklu, a t²m p§dem pŚi vĨvoji rakovinnĨch bunŊk. Vznik ROS vede ke dvŊma 

na sobŊ nez§vislĨch jevech ¼st²c²ch v apopt·zu rakovinn® buŔky: ROS zpŢsobuj² 

dvouvl§knov® zlomy DNA, tak® ale pomoc² ROS doch§z² k expresi kasp§zy-9 v lidskĨch 

CRC (z angl. colorectal cancer cell line) buŔk§ch. Kasp§za-9 je hlavn² inici§tor 

kask§dovit® apoptick® dr§hy, kter§ je aktivov§na poruchou mitochondri². Kasp§za-9 

aktivuje kasp§zu-3, kter§ n§slednŊ aktivuje dalġ² Śadu kasp§z vedouc²ch k inaktivaci 

DNA opravn®ho enzymu PARP (poly(ADP-rib·za) polymer§zy; Zhang et al. 2016).  

Manumyciny maj² rovnŊģ i protiz§nŊtliv® a imunosupresivn² ¼ļinky. Manumycin 

A inhibuje expresi mRNA proz§nŊtlivĨch genŢ a inhibuje uvolŔov§n² interleukinŢ IL-

1beta, IL-6 a IL-8 z makrof§gŢ (Cecrdlova et al. 2015). IL-1beta je izoformou 

interleukinu 1 (IL-1), jeģ je produkov§n aktivn²mi monocyty a makrof§gy a bŊhem 

onemocnŊn² stimuluje z§nŊtlivou reakci. Produkov§n je v inaktivn² formŊ a pro jeho 

aktivaci je potŚeba interleukin-1beta konvertuj²c² enzym (ICE). NŊkter® manumyciny 

(manumycin A, manumycin B a ent-Alisamycin) v in vitro podm²nk§ch prok§zaly 

schopnost aktivitu ICE inhibovat (Tanaka et al. 1996). 

3.3.1.2 Biosynt®za manumycinŢ 

Biosynt®za manumycinŢ byla nejl®pe prostudov§na na biosynt®ze asukamycinu 

(obr. 7) produkovan®m druhem Streptomyces nodosus subsp. asukaensis.  
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ObrΦ т .ƛƻǎȅƴǘŜǘƛŎƪł ŘǊłƘŀ ŀǎǳƪŀƳȅŎƛƴǳ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ wǳƛ et al. 2010). 

K objevu asukamycinu doġlo roku 1976 Omurou et al. v Japonsku. Jeho struktura 

je t®mŊŚ totoģn§ s manumycinem A, liġ² se vġak strukturou horn²ho ŚetŊzce ï manumycin 

A m§ ve sv®m horn²m ŚetŊzci methylovan® vŊtven® nenasycen® mastn® kyseliny, kdeģto 

asukamycin nese trien zakonļenĨ cyklohexanem (Hu 2000). GenovĨ shluk 

pro asukamycin (asu) byl Ruiem et al. v roce 2010 osekvenov§n a jednotliv® geny byly 

pops§ny (obr. 8). 

 

hōǊΦ у hǘŜǾǌŜƴŞ őǘŜŎƝ ǊłƳŎŜ Ǿ ƎŜƴƻǾŞƳ ƪƭŀǎǘǊǳ ŀǎǳƪŀƳȅŎƛƴǳΦ DŜƴȅ Ƨǎƻǳ ǊƻȊŘŠƭŜƴȅ 
do ƻǎƳƛ ǎƪǳǇƛƴ ǇƻŘƭŜ ƧŜƧƛŎƘ ŦǳƴƪŎŜΥ ǎƪǳǇƛƴŀ ! ǎƭƻǳȌƝ ƪ ōƛƻǎȅƴǘŞȊŜ ŀ ŀŘŜƴȅƭŀŎƛ оΣп-AHBA, skupina 
. ƪ ōƛƻǎȅƴǘŞȊŜ ŎȅƪƭƻƘŜȄȅƭƪŀǊōƻƴȅƭ-CoA (CHC-CoA) ς ǎǘŀǊǘƻǾŀŎƝ ƧŜŘƴƻǘƪȅ ƘƻǊƴƝƘƻ ǌŜǘŠȊŎŜΣ 
skupina C ke skƭłŘłƴƝ ǇƻƭȅƪŜǘƛŘƻǾȇŎƘ ǌŜǘŠȊŎǻΣ ǎƪǳǇƛƴŀ 5 ƪ ōƛƻǎȅƴǘŞȊŜ /5N podjednotky, skupina 
E k ƻȄȅƎŜƴŀŎƛΣ ǎƪǳǇƛƴŀ w ǎƭƻǳȌƝ ƪ regulaci transkripce, AsuM1 k ŜŦƭǳȄǳ όǇǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ Rui et al. 2010). 

Kostrou cel® molekuly manumycinŢ je mC7N jednotka. Horn² i doln² ŚetŊzec 

vznik§ polyketidovou synt®zou, pŚiļemģ na doln² ŚetŊzec mŢģe zŢstat v podobŊ 
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karboxylov® kyseliny anebo k nŊmu mŢģe bĨt pŚipojena C5N jednotka (PetŚ²ļkov§ et al. 

2014).  

Biosynt®za polyketidŢ  

Polyketidov® ŚetŊzce jsou souļ§st² mnoha bioaktivn²ch l§tek jako napŚ²klad 

antibiotik, kancerostatik, antiparazitik nebo imunosupresorŢ (Fischbach a Walsh 2006). 

Polyketidy tvoŚ² velmi rozmanitou skupinu pŚ²rodn²ch l§tek, kter® jsou syntetizov§ny 

z kr§tkĨch acetyl-CoA jednotek pomoc² polyketidsynthas (PKS). Tyto synt§zy jsou 

charakteristicky uspoŚ§d§ny do modulŢ a vyvinuly se pravdŊpodobnŊ z enzymŢ 

prim§rn²ho metabolismu mastnĨch kyselin (Hopwood 1997; Austin a Noel 2002; Chen 

a Du 2015). ObecnŊ se PKS moduly skl§daj² z jednotlivĨch dom®n, kter® jsou 

zodpovŊdn® za vĨbŊr a zpracov§n² jednotlivĨch stavebn²ch blokŢ vĨsledn® molekuly. 

Pro samotnĨ vĨbŊr a aktivaci poģadovan®ho substr§tu, jenģ se m§ st§t souļ§st² 

polyketidov®ho ŚetŊzce, jsou dŢleģit® acyl-transfer§zov® dom®ny (AT), kter® n§slednŊ 

aktivovanĨ substr§t pŚedaj² na acyl-pŚen§ġej²c² protein (acyl carrier protein, ACP). 

Ketosynt§zov§ dom®na (KS) umoģŔuje dekarboxylaci a kondenzaci substr§tu 

a prodluģuj²c²ho se polyketidov®ho ŚetŊzce. Tato kondenzace se dŊje tzv. Claisenovou 

kondenzac², kdy vnik§ vazba mezi dvŊma uhl²ky, respektive mezi Ŭ-uhl²kem vznikaj²c²ho 

polyketidov®ho ŚetŊzce a mezi karbonylem ACP nesouc² substr§t (Chen a Du 2015). 

Po ketosynt§zov® dom®nŊ nastupuj² na Śadu tzv. tailoring dom®ny, kter® maj² za ¼kol 

upravit vĨslednou molekulu do jej² fin§ln² podoby. Jedn§ se o ketoreduktasu (KR), 

dehydrogenasu (DH) a enolreduktasu (ER; Fischbach a Walsh 2006).  

Polyketidsynt§zy se dŊl² do nŊkolika skupin na z§kladŊ organizace jejich dom®n. 

PKS typu I se skl§daj² z velk®ho polypeptidov®ho komplexu modulŢ. Na nich se nach§z² 

dom®ny, kter® jsou Śazeny postupnŊ podle toho, jak jsou v jednotlivĨch prodluģovac²ch 

kroc²ch potŚeba, pŚiļemģ kaģd§ je vyuģita jen jednou.  Nach§zej² se v houb§ch nebo 

bakteri²ch. PKS typu II jsou tvoŚeny samostatnĨmi proteiny, pŚiļemģ kaģdĨ protein m§ 

odliġnou ¼lohu pŚi synt®ze polyketidu. Dom®ny jsou vyuģ²v§ny pŚi synt®ze opakovanŊ 

a tvoŚ² proteinov® komplexy. Obvykle se tyto PKS nach§z² v bakteri²ch a jejich typickĨmi 

produkty jsou atomatick® polyketidy (Zhang a Tang 2009; Chen a Du 2015). Nemaj² AT 

dom®ny. PKS typu III maj² jednoduchou strukturu ï jsou tvoŚeny homodimerem 

identickĨch KS dom®n. PŚij²maj² acetyl-CoA ve formŊ thioesteru pŚ²mo nam²sto 

prostŚednictv²m ACP (Austin a Noel 2002). PKS typu III  produkuj² rovnŊģ aromatick® 

slouļeniny a vyskytuj² se hlavnŊ v rostlin§ch (Chen a Du 2015). 
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Biosynt®za mC7N jednotky 

 Chemick® slouļeniny stejn®ho typu jako mC7N jednotka v pŚ²padŊ jinĨch 

antibiotik obvykle vznikaj² cestou biosynt®zy kyseliny ġikimov®, ovġem pro manumyciny 

je typickĨ jinĨ zpŢsob (Thiericke et al. 1990). Prekurzorem mC7N jednotky je 3-amino-

4-hydroxybenzoov§ kyselina (3,4-AHBA), jej²ģ ļ§st poch§z² z intermedi§tu Krebsova 

cyklu (L-aspart§t-4-semialdehyd) a ļ§st z metabolismu trios (dihydroxyaceton 

ļi dihydroxyfosf§t; Hu et al. 1997). DvŊ molekuly kysl²ku v molekule mC7N jednotky 

poch§z² z atmosf®rick®ho kysl²ku a jsou do molekuly zapojeny pomoc² oxygen§z 

(Thiericke et al. 1990). Prvn² se kysl²k pŚipojuje k C4 uhl²ku, coģ d§v§ vzniknout 4-

hydroxyprotoasukamycinu. D§le na uhl²ku C5/C6 vznik§ epoxidov§ skupina. Na z§kladŊ 

oxidac² molekuly mC7N mŢģeme proto rozdŊlit manumyciny na dva typy ï typ I vypad§ 

tak, jak bylo pops§no ļili nese epoxidovou skupinu na uhl²c²ch C5/C6 (oxiran). 

Manumycinu typu II vznikaj² enzymatickou nebo neenzymatickou redukc² epoxidu 

na C5/C6 za vzniku hydroxyethylenu (Hu 2000; Rui et al. 2010; PetŚ²ļkov§ et al. 2014). 

Biosynt®za postrann²ch ŚetŊzcŢ a C5N jednotky 

Horn² i doln² ŚetŊzec vznik§ polyketidovou synt®zou (PetŚ²ļkov§ et al. 2014). 

Horn² ŚetŊzec vznik§ prodluģov§n²m startovn² molekuly jako je napŚ²klad acetyl-CoA, 

isopropyl-CoA nebo cyklohexylkarbonyl-CoA. Manumyciny se na z§kladŊ stavby 

horn²ho ŚetŊzce mohou rozdŊlit na manumyciny typu A (horn² ŚetŊzec je line§rn²) 

a na manumyciny typu B (horn² ŚetŊzec je vŊtvenĨ). Horn² ŚetŊzec je velmi variabiln² 

napŚ²ļ vġemi manumyciny a obecnŊ je tvoŚen nenasycenĨmi mastnĨmi kyselinami, jeģ 

nesou jednu aģ ļtyŚi dvojn® vazby (Thiericke et al. 1990; Hu 2000; Rui et al. 2010). 

Manumyciny typu B pouģ²vaj² jako startovn² molekulu acetyl-CoA, jeģ prodluģuj² pomoc² 

methylmalonyl-CoA anebo malonyl-CoA. Manumyciny typu A pouģ²vaj² rŢzn® startovn² 

molekuly. V pŚ²padŊ asukamycinu je startovac² molekulou cyklohexylkarbonyl-CoA 

(CHC-CoA), kterĨ vznik§ z kyseliny ġikimov®. N§sleduje jeho kondenzace se tŚemi 

molekulami malonyl-CoA.  Jako startovn² molekula ale mohou bĨt vyuģity napŚ²klad 

jeġtŊ dekarboxylovan® nebo deaminovan® vŊtven® aminokyseliny (Hu 2000). 

 Startovn² molekula pro doln² ŚetŊzec je 3,4-AHBA ļili doln² ŚetŊzec vznik§ 

z§roveŔ s biosynt®zou mC7N jednotky. Doln² ŚetŊzec vznik§ pomoc² PKS typu II (Rui 

et al. 2010). Tento syst®m obvykle bakterie vyuģ²vaj² k tvorbŊ aromatickĨch (cyklickĨch) 

polyketidŢ, ale v pŚ²padŊ manumycinŢ se PKS typu II pod²l² na synt®ze line§rn²ho ŚetŊzce 

(Hopwood 1997; Thiericke et al. 1990).  3,4-AHBA je v§z§na na ACP (acyl carrier 
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protein) a je pŚenesena ke ketosynt§ze, kter§ m§ za n§sledek kondenzaci 3,4-AHBA 

s malonyl-CoA, rovnŊģ pŚipojenĨm na ACP. Poļet kondenzac² odpov²d§ tomu, zd§ se m§ 

jednat o vĨslednĨ trien nebo tetraen. V procesu je zapojena jeġtŊ ketoredukt§za 

a dehydrogen§za, kdy vĨsledkem je dvojn§ vazba (Rui et al. 2010). 

Doln² ŚetŊzec mŢģe zŢstat v podobŊ karboxylov® kyseliny anebo k nŊmu mŢģe bĨt 

pŚipojena C5N jednotka, jeģ vznik§ nez§visle na zbytku molekuly. L§tky obsahuj²c² C5N 

jednotku jsou uvedeny na obr§zku ļ. 9. Jej²m prekurzorem je kyselina 5-aminolevulov§ 

(5-ALA). Ta je intermedi§tem prim§rn²ho metabolismu vŊtġiny organismŢ a z§roveŔ 

prekurzorem tetrapyrolov® dr§hy d§vaj²c² vzniknout hemŢm, bilinŢm nebo chlorofylŢm. 

Pro ¼ļely formace manumycinŢ vznik§ kondenzac² glycinu a sukcinyl-CoA (tzv. C4 

dr§ha) pomoc² enzymu 5-aminolevulin§t synt§zy (ALAS), respektive cyklizuj²c² 5-

aminolevulin§t synt§zy (cALAS; viz d§le kapitola 3.3.1.3). 5-ALA mŢģe vznikat jeġtŊ 

jinĨm zpŢsobem, tzv. C5 drahou (obr. 10), jeģ je vĨvojovŊ starġ². Takov§ 5-ALA je 

odvozena z glutam§tu a neslouģ² jako prekurzor C5N jednotky, ale zŢst§v§ zapojena 

pouze v prim§rn²m metabolismu, pŚiļemģ se obvykle pŚ²tomnost obou drah v jednom 

organismu navz§jem vyluļuje (Yang a Hoober 1995; PetŚ²ļek et al. 2006; Zhang et al. 

2010). VĨjimkou jsou ale nŊkter® druhy streptomycet, kter® vyuģ²vaj² dr§hy obŊ ï C5 

dr§hu pro prim§rn² metabolismus 5-ALA a C4 dr§hu pro biosynt®zu C5N jednotky 

(PetŚ²ļek et al. 2006). Funkce obou enzymŢ (cALAS pro C5N jednotku a ALAS pro 5-

ALA) se nekŚ²ģ² d²ky evoluļn² zmŊnŊ v aktivitŊ cALAS (obr. 10).   C5N jednotka je 

nakonec ATP-dependentn² amid synt§zou pŚipojena na konec doln²ho ŚetŊzce (Thiericke 

et al. 1990). 
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hōǊΦ ф tǌƝƪƭŀŘȅ ōƛƻŀƪǘƛǾƴƝŎƘ ƭłǘŜƪ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝŎƘ /5N jednotku. Manumycin A ǇǻǎƻōƝ 
ǇǊƻǘƛȊłƴŠǘƭƛǾŠ ŀ ǘŀƪŞ ǇǊƻǘƛƴłŘƻǊƻǾŠ ǎǘŜƧƴŠ Ƨŀƪƻ ǎŜƴŀŎŀǊŎƛƴ !Φ !ƴƴƛƳȅŎƛƴ ς inhibuje diferenciace 
ǳ ŀƪǘƛƴƻƳȅŎŜǘ ŀ ƴŠƪǘŜǊŞ ƧŜƘƻ ŘŜǊƛǾłǘȅ ƳŀƧƝ ŀƴǘƛōƛƻǘƛŎƪƻǳ ŀƪǘƛǾƛǘǳΦ 9/h-лнолм Ƴł ǇǊƻǘƛǇƭƝǎƶƻǾŞ 
ǵőƛƴƪȅΦ [ƛƳƻŎǊƻŎƛƴ ƛƴƘƛōǳƧŜ ǊŜǾŜǊȊƴƝ ǘǊŀƴǎƪǊƛǇǘłȊȅΦ wŜŘǳŎǘƻƳȅŎƛƴ Ƴł ŀƴǘƛǾƛǊƻǾŞ ǵőƛƴƪȅΦ 
aƻŜƴƻƳȅŎƛƴ ! ŀ ŜƴƻǇŜǇǘƛƴ ! ǾȅƪŀȊǳƧƝ ŀƴǘƛōŀƪǘŜǊƛłƭƴƝ ǵőƛƴƪȅΦ IȅŀƭǳǊƻƳȅŎƛƴ ƧŜ ƛƴƘƛōƛǘƻǊŜƳ 
ƘȅŀƭǳǊƻƴƛŘłȊȅ όƻōǊłȊŜƪ Ǉƻǎƪȅǘƴǳǘ ǎ ŘƻǾƻƭŜƴƝƳ aƎǊΦ YŀǘŜǌƛƴȅ tŜǘǌƝőƪƻǾŞΣ tƘΦ5Φύ. 

 

 

hōǊΦ мл tƻǊƻǾƴłƴƝ /р ŀ /п ŘǊłƘȅ ƳƻȌƴŞ ōƛƻǎȅƴǘŞȊȅ ƪȅǎŜƭƛƴȅ 5-ŀƳƛƴƻƭŜǾǳƭƻǾŞ ŀ /5N 
jednotky (2-amino-3-hydroxycyklopent-2-ŜƴƻƴǳΤ ǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ tŜǘǌƝőŜƪ et al. 2006). 
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3.3.1.3 Cyklizuj²c² aminolevulin§t synt§za 

PŚ²mo pŚi formaci a pŚipojen² C5N jednotky k doln²mu ŚetŊzci manumycinŢ jsou 

zapojeny tŚi enzymy: cyklizuj²c² aminolevulin§t synt§za (cALAS), amid synt§za (AMS) 

a aminolevulin§t-CoA lig§za (ALL). Tyto enzymy jsou k·dov§ny geny, kter® se vģdy 

nach§z² v tŊsn® bl²zkosti v pŚ²sluġn®m genov®m klastru k·duj²c²m pŚ²sluġn® antibiotikum. 

Operon pro tyto tŚi enzymy je ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ konzervovanĨ napŚ²ļ vġemi producenty 

metabolitŢ s C5N jednotkou. Nicm®nŊ producenty C5N jednotky mŢģeme rozdŊlit na dvŊ 

skupiny ï s kongruentn²m a divergentn²m uspoŚ§d§n²m trojice genŢ. Z§stupci prvn² 

skupiny produkuj² jednoduch® line§rn² polyketidy a reduktomycin a uspoŚ§d§n² genŢ 

v operonu je v klasick®m konzervovan®m poŚad²: ams-als-all (obr. 11, A). Druh§ skupina 

je tvoŚena z§stupci producentŢ komplexn²ch slouļenin, napŚ²klad makrolidŢ nebo 

polyketidŢ obsahuj²c²ch cukry. Jedn§ se o producenty moenomycinŢ a bafilomycinŢ. Gen 

pro cALAS (als) se nach§z² v opaļn® orientaci leģ²c²m pŚed operonem ams-all (obr. 11, 

B; PetŚ²ļkov§ et al. 2015).  

 

hōǊΦ мм hǊƛŜƴǘŀŎŜ ƻǇŜǊƻƴǻ ƪƽŘǳƧƝŎƝŎƘ ŦƻǊƳŀŎƛ ŀ ǇǌƛǇƻƧŜƴƝ /5b ƧŜŘƴƻǘƪȅ ƪ ŘƻƭƴƝƳǳ ǌŜǘŠȊŎƛ 
ƳŀƴǳƳȅŎƛƴǻ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ tŜǘǌƝőƪƻǾł et al. 2015). 

Cyklizuj²c² aminolevulin§t synt§za je velmi komplexn² enzym ï nejen, ģe se pod²l² 

na kondenzaci glycinu a sukcinyl-CoA, ale rovnou jejich produkt, kyselinu 5-

aminolevulovou, cyklizuje (Zhang et al. 2010). Jedn§ se o unik§tn², novou vlastnost 

tohoto enzymu, kter§ byla nabyta evoluc² z klasick® ALAS konzervativn²mi z§mŊnami 

v sekvenci aminokyselin (obr. 12).   
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hōǊΦ мн tƻǊƻǾƴłƴƝ ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾȇŎƘ ǎŜƪǾŜƴŎƝ ǇǊƻ Ŏ![!{ όǘŜȄǘ őŜǊƴŠύ ǎ klasickou ALAS 
ǎǘŀƴŘŀǊŘƴƝŎƘ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘǻ ς proteobakterie (R. capsulatusύΣ őƭƻǾŠƪ όǘŜȄǘ ǑŜŘŠΣ őŜǊǾŜƴȇ ǇǳƴǘƝƪύΦ 
bŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾȇŎƘ ǎŜƪǾŜƴŎƝ ƳǻȌŜƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘ ȊƳŠƴȅ Ǿ sekvenci cALAS 
ƻǇǊƻǘƛ ǎŜƪǾŜƴŎƝƳ ƪƭŀǎƛŎƪȇŎƘ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘǻ ![!{Σ ƪǘŜǊŞ ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴŠ ƳƻƘƻǳ ǎƻǳǾƛǎŜǘ ǎŜ 
ǎŎƘƻǇƴƻǎǘƝ Ŏ![!{ ŎȅƪƭƛȊƻǾŀǘ ƪȅǎŜƭƛƴǳ р-aminoleǾǳƭƻǾƻǳΦ !ƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾŞ Ȋōȅǘƪȅ ƭƛǑƝŎƝ ǎŜ ƻŘ 
ƪƭŀǎƛŎƪŞ ![!{ Ƨǎƻǳ ȊǾȇǊŀȊƴŠƴȅ ǑŜŘŠ ŀ ǘȅΣ ƧŜƴȌ ǇǌƝƳƻ ǎƻǳǾƛǎƝ ǎ ŀƪǘƛǾƛǘƻǳ ŜƴȊȅƳǳΣ Ƨǎƻǳ ȊǾȇǊŀȊƴŠƴȅ 
őŜǊƴȇƳ ǊłƳŜőƪŜƳΦ ~ƛǇƪȅ ŀ ǘǳőƴŠ ȊƴŀőŜƴŞ ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾŞ Ȋōȅǘƪȅ ƻȊƴŀőǳƧƝ Ȋōȅǘƪȅ ǇǌƝƳƻ ǾłȊŀƧƝŎƝ 
ǎǳōǎǘǊłǘ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ tŜǘǌƝőƪƻǾł et al. 2015). 

cALAS je k·dovan§ genem als, homologem genu hemA, a ten lze povaģovat za 

genetickou znaļku producentŢ l§tek s C5N jednotkou. D²ky n² mohou bĨt tito producenti 

identifikov§ni genetickĨm screeningem (PetŚ²ļkov§ et al. 2015). Screening byl v roce 
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2015 proveden u cca 1500 izol§tŢ streptomycet z rozmanitĨch biotopŢ cel®ho svŊta. Bylo 

zjiġtŊno, ģe sekvence genu pro cALAS koreluje s typem syntetizovan®ho metabolitu. 

Z pŚibliģnŊ 1500 izol§tŢ streptomycet bylo na z§kladŊ PCR s vhodnŊ zvolenĨmi 

degenerovanĨmi primery urļeno 14 % jako pozitivn²ch na pŚ²tomnost genu als. Fragment 

odpov²daj²c² poģadovan®mu produktu PCR mŊl velikost 519 bp. Ten byl n§slednŊ 

osekvenov§n a na z§kladŊ sekvence byl sestaven fylogenetickĨ strom (obr. 13). Pro tuto 

pr§ci z nŊj byly vybr§ny dva pozitivn² izol§ty ï Streptomyces monomycini BCCO10 1552 

a Streptomyces capoamus BCCO10 1636. 
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hōǊΦ мо CȅƭƻƎŜƴŜǘƛŎƪȇ ǎǘǊƻƳ ǎŜǎǘŀǾŜƴ tŜǘǌƝőƪƻǾƻǳ et al. ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ 
ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾȇŎƘ ǎŜƪǾŜƴŎƝ ǇǊƻ gen alsΦ {ŜƪǾŜƴŎŜ ƎŜƴǳ ǇǊƻ Ŏ![!{ ǎƻǳǾƛǎƝ ǎ ǘȅǇŜƳ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾŀƴŞƘƻ 
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ƳŜǘŀōƻƭƛǘǳΦ WŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǾŠǘǾŜ Ƨǎƻǳ ƻŘŘŠƭŜƴȅ ōŀǊŜǾƴŠ ς ŦƛŀƭƻǾŞ ȊƴŀőƝ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘȅ ƭƛƴŜłǊƴƝŎƘ 
ǇƻƭȅƪŜǘƛŘǻ ŀ ǊŜŘǳƪǘƻƳȅŎƛƴǳΣ ȊŜƭŜƴŞ ȊƴŀőƝ ǇǊƻŘǳŎŜƴǘȅ ƳƻŜƴƻƳȅŎƛƴǻ ŀ ōŀŦƛƭƻƳȅŎƛƴǻΣ ƳƻŘǊŞ 
ȊƴŀőƝ ƪƳŜƴȅ ǎ als geny ǇǊƛƳłǊƴƝƘƻ ƳŜǘŀōƻƭƛǎƳǳΦ IƴŠŘƻǳ ŀ ƻǊŀƴȌƻǾƻǳ Ƨǎƻǳ ƻȊƴŀőŜƴȅ 
ǎŀƳƻǎǘŀǘƴŞ ǾŠǘǾŜ ōŜȊ ȌłŘƴŞ ǊŜŦŜǊŜƴőƴƝ ǎŜƪǾŜƴŎŜΦ LƴŘƛǾƛŘǳłƭƴƝ ƛȊƻƭłǘȅ Ƨǎƻǳ ȊǾȇǊŀȊƴŠƴȅ ȌƭǳǘŠΦ 
2ŜǊǾŜƴȇƳƛ ǑƛǇƪŀƳƛ Ƨǎƻǳ ƻȊƴŀőŜƴȅ ƪƳŜƴȅ ǇƻǳȌƛǘȅ ǇǊƻ ǘǳǘƻ ǇǊłŎƛ όǳǇǊŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ tŜǘǌƝőƪƻǾł et 
al. 2015). 

 3.3.2 Hled§n² producentŢ novĨch bioaktivn²ch l§tek 

V pŚedchoz² kapitole byl zm²nŊn genetickĨ screening izol§tŢ streptomycet, 

na jehoģ z§kladŊ byli vybr§ni producenti l§tek obsahuj²c²ch C5N jednotku. Z nich byly 

vybr§ny dva kmeny pro tuto pr§ci. Genetick® screeningov® techniky jsou z§visl® na dobr® 

znalosti genetiky biosyntetickĨch drah a maj² oproti tradiļn²m fenotypovĨm screeningŢm 

jednu z§sadn² vĨhodu ï lze jimi identifikovat i metabolicky neaktivn² genov® shluky, 

kter® lze dost ļasto n§slednĨmi vhodnĨmi technikami aktivovat. Jsou t®ģ levnŊjġ² 

a rychlejġ². NevĨhodou je, ģe zachyt§vaj² i kmeny, u kterĨch byla sekund§rnŊ 

biosyntetick§ dr§ha poġkozena d²ky mutac²m a genetickĨm pŚestavb§m, napŚ. inserc²m 

a delec²m ¼ļinkem integr§z a rekombin§z.  

Hled§n² producentŢ novĨch zaj²mavĨch bioaktivn²ch l§tek tedy nejļastŊji prob²h§ 

uvedenĨmi ļtyŚmi:  

a) Tradiļn² techniky na z§kladŊ hled§n² aktivity v in vivo testech  

Tyto techniky jiģ v dneġn² dobŊ pro ¼ļely nalezen² novĨch l§tek nejsou tolik 

¼ļinn® ï ļasto doch§z² k Ănalezen²ñ jiģ objevenĨch l§tek, pŚ²padnŊ mŢģe bĨt celĨ 

biosyntetickĨ genovĨ shluk (biosynthetic gene cluster; BGC) v laboratorn²ch 

podm²nk§ch neaktivn². Pro minimalizaci alespoŔ prvn²ho pŚ²padu (nal®z§n² jiģ 

objeven®ho) je moģno hledat mezi streptomycetami izolovanĨmi napŚ²klad 

z neobvyklĨch biotopŢ anebo pŚikroļit k hled§n² aktivity mezi neobvyklĨmi 

aktinomycetami, respektive mezi jinĨmi rody, neģ je rod Streptomyces (Mishra et 

al. 2019). Lze je t®ģ ¼spŊġnŊ vyuģ²t pŚi screeningu aktivity nam²Śen® proti novŊ 

identifikovanĨm c²lŢm, napŚ²klad pro vyhled§v§n² imunomodul§torŢ nebo 

kancerostatik. řada aktivn²ch l§tek byla totiģ pŚi sv®m objevu v druh® polovinŊ 

dvac§t®ho stolet² testov§na pouze na aktivity antibiotick®. 
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b) Aktivace kryptickĨch BGC v pŢvodn²m producentu  

Jak uģ bylo zm²nŊno, takovĨ BGC mŢģe bĨt v laboratorn²ch podm²nk§ch 

neaktivn². Nicm®nŊ pokud se jedn§ o kryptickĨ BGC, je moģn® jej aktivovat 

rŢznĨmi pŚ²stupy. Nejjednoduġġ²m zpŢsobem je prost§ zmŊna m®dia, ve kter®m 

mikroorganismus kultivujeme. Malou zmŊnou ve sloģen² m®dia mŢģeme 

dos§hnout velk® nadprodukce hledanĨch l§tek, ale tak® mŢģe doj²t k produkci 

¼plnŊ jinĨch, novĨch molekul (Bode et al. 2002). D§le mŢģe doj²t k aktivaci 

kryptick®ho BGC vystaven²m producenta stresu ï hladovŊn²m na zdroj uhl²ku 

nebo dus²ku, kokultivaci s patogenem (Onaka et al. 2011), osmotickĨm stresem, 

zmŊnou pH m®dia, pŚ²tomnost² tŊģkĨch kovŢ v m®diu atd. Jako konkr®tn² pŚ²klad 

je moģno uv®st experiment, kdy pŚid§n²m scandia (Sc) do m®dia zpŢsobilo 

u S. coelicolor A3(2) (producenta aktinohordinu), S. antibioticus (producenta 

aktinomycinu) a S. griseus (producenta streptomycinu) vĨraznou nadprodukci 

antibiotik (Kawai et al. 2007). Jinou moģnost² mŢģe bĨt genov§ manipulace pŚ²mo 

v dan®m genov®m shluku, jeho regulaļn² oblasti anebo v jeho okol² na z§kladŊ 

moģn®ho pleiotropn²ho efektu na danou biosyntetickou dr§hu (Baral et al. 2018). 

Ide§ln² je v takov®m pŚ²padŊ prov®st metabolickou srovn§vac² studii mezi 

divokĨm typem a mutantn²m kmenem v dan®m BGC a t²m danĨ produkt 

kryptick®ho BGC identifikovat. MŢģe se jednat se o inaktivaci (knock-out) genu, 

o nŊmģ se pŚedpokl§d§ jeho esenci§ln² role v dan® biosyntetick® dr§ze. 

Proveden²m extrakce sekund§rn²ch metabolitŢ divok®ho typu a mutantn²ho 

kmene, a jejich n§slednou analĨzou na LC-MS, mŢģeme produkt kryptick®ho 

BGC charakterizovat (Challis 2008). OpaļnĨm pŚ²stupem mŢģe bĨt utlumen² 

ostatn²ch biosyntetickĨch drah a pos²len²m dr§hy, jeģ produkuje prekurzory 

pro poģadovanĨ metabolit na z§kladŊ identifikace genŢ v detailn²m metabolick®m 

modelu producenta in silico. 

Samotn§ predikce existence takov®ho kryptick®ho BGC je v dneġn² dobŊ moģn§ 

jiģ d²ky rychle se rozġiŚuj²c² datab§ze sekvenc² DNA streptomycet za pomoc² 

softwaru pro vyhled§v§n² BGC (Baral et al. 2018).    

c) PŚenesen² genov®ho shluku do heterologn²ho producenta 

Produkce v heterologn²m producentu mŢģe bĨt vĨhodn§ napŚ²klad pro zjiġtŊn², 

zda se podaŚilo naklonovat celĨ genovĨ shluk dŢleģitĨ pro produkci 
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poģadovan®ho metabolitu. D§le je vhodn§ pro z²sk§n² metabolitu z producentŢ, 

kter® je sloģit® kultivovat v laboratorn²ch podm²nk§ch, nebo pro z²sk§n² ¼plnŊ 

novĨch metabolitŢ kombinac² genŢ z rŢznĨch biosyntetickĨch drah anebo jejich 

mutac² (Gomez-Escribano a Bibb 2013). V neposledn² ŚadŊ je rovnŊģ produkce 

v heterologn²m producentu ide§ln²m zpŢsobem, jak aktivovat BCG. 

Heterologn²ho producenta obvykle vol²me na z§kladŊ jeho schopnosti vyġġ² 

produkce poģadovanĨch sekund§rn²ch metabolitŢ, rychl®ho rŢstu a dobŚe 

charakterizovan® genetiky a metabolismu. V pŚ²padŊ streptomycet jsou ide§ln²mi 

heterologn²mi producenty S. lividans K4-114, s®rie kmenŢ odvozenĨch 

od S. coelicolor a S. albus J1074, kter® jsou geneticky upraveny k maximalizaci 

sekund§rn²ho metabolismu a z§roveŔ je synt®za jejich vlastn²ch nejdŢleģitŊjġ²ch 

sekund§rn²ch metabolitŢ poġkozena. Genom S. albus J1074 je velkĨ 6 841 649 bp 

a obsahuje 5 832 genŢ, coģ ho dŊl§ nejmenġ²m genomem napŚ²ļ streptomycetami 

(Zaburannyi et al. 2014). Dalġ²m vhodnĨm heterologn²m producentem je 

S. coelicolor (Gomez-Escribano a Bibb 2013). Mezi nejvyuģ²vanŊjġ² laboratorn² 

kmeny S. coelicolor patŚ² napŚ²klad S. coelicolor CH999, jenģ byl sestrojen za 

¼ļelem produkce polyketidŢ tak, ģe genovĨ shluk pro produkci aktinohordinu byl 

deletov§n a do genov®ho shluku pro produkci prodigininŢ byla vnesena mutace 

(McDaniel et al. 1993). Dalġ² laboratorn² kmeny jsou S. coelicolor M512, S. 

coelicolor M1146, S. coelicolor M1152 a M1154. Klonov§n²m a modifikov§n²m 

cel®ho biosyntetick®ho klastru tak, aby obsahoval m²stnŊ-specifick§ integraļn² 

m²sta (site-specific integration sites), mŢģe bĨt pŚenesen do heterologn²ho 

producenta (Ochi 2016).  

d) GenetickĨ screening vych§zej²c² ze znalosti specifickĨch enzymŢ 

Jedn§ se o variantu genetick®ho screeningu, kdy vych§z²me ze znalosti 

specifickĨch enzymŢ, kter® danou l§tku syntetizuj², ale nejsou z§visl® na aktivitŊ 

BGC v laboratorn²ch podm²nk§ch. T²mto zpŢsobem, za vyuģit² metod PCR, 

se postupovalo i v pŚ²padŊ hled§n² producentŢ sekund§rn²ch metabolitŢ 

obsahuj²c²ch homolog genu hemA, jehoģ produktem je enzym cyklizuj²c² 

aminolevulin§t synt§za zapojen§ pŚi biosynt®ze C5N jednotky.  

  



35 

 

4 Materi§l a metody 

4.1 Materi§l 

4.1.1 Bakteri§ln² kmeny 

- Streptomyces monomycini BCCO10 1552  

¶ Zdroj: pŢda, botanick§ zahrada Tbilisi, Gruzie 

- Streptomyces capoamus BCCO10 1636 

¶ Zdroj: pŢda, deġtnĨ prales, Mount Cameroon, Kamerun 

- Escherichia coli SURE È 

¶ jedn§ se o kmen pouģ²vanĨ pŚi procesu klonov§n² DNA ve formŊ 

plasmidovĨch vektorŢ 

¶ obsahuje gen lacZ pro ɓ-galaktosidasu, jenģ umoģŔuje tzv. Ămodro-b²lou 

selekciñ 

¶ je mutantn² v genech pro rekombinaci DNA (tzn., neobsahuje geny 

zpŢsobuj²c² ġtŊpen² nebo rekombinaci DNA) 

¶ nese geny pro rezistenci vŢļi tetracyklinu a kanamycinu 

¶ genotyp: endA1, glnV44, thi-1, gyrA96, relA1, lac, recB, recJ, sbcC, 

umuC::Tn5uvrC, e14-æ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 FË[proAB+ lacIq 

lacZæM15 Tn10] 

¶ kmen byl pro tuto pr§ci pouģit s dovolen²m Mgr. KateŚiny PetŚ²ļkov®, 

Ph.D. (Bakteriologick§ laboratoŚ, Đstav imunologie a mikrobiologie pŚi 1. 

LF UK) 

 

- Escherichia coli ET12567/pUZ8002 

¶ jedn§ se o kmen pouģ²vanĨ pŚi procesu mezidruhov® konjugace 

¶ kmen neobsahuje methylasy, tzn., nedoch§z² k methylaci DNA, ļ²mģ 

umoģŔuje pŚenos DNA do streptomycet, jenģ obsahuj² restrikļn² syst®m 

pro methylovanou DNA 

¶ v chromozomu nese geny pro rezistenci vŢļi chloramfenikolu, 

tetracyklinu 

¶ v plasmidu pUZ8002 nese geny rezistence vŢļi kanamycinu 
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¶ plasmid pUZ8002 m§ tak® mutaci v oriT (s§m se konjugac² nepŚen§ġ²), ale 

umoģŔuje konjugaci jinĨch plasmidŢ s oriT z plasmidu RP4 pomoc² tra 

genu 

¶ genotyp: dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR, zjj-202::Tn10, recF143, 

galK2, galT22, ara-14, lacY1, xyl-5, leuB6, thi-1, tonA31, rpsL136, hisG4, 

tsx-78, mtl-1, glnV44 

¶ kmen byl pro tuto pr§ci poskytnut Dr. Bertoltem Gustem (Department of 

Molecular Microbiology, John Innes Centre, Norwich Research Park, 

Velk§ Brit§nie) 

 

- Senzitivn² kmen Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 (DifcoTM, BD) 

¶ kmen vyuģ²vanĨ pro biologick® testy 

¶ kmen byl pro tuto pr§ci pouģit s dovolen²m Mgr. KateŚiny PetŚ²ļkov®, 

Ph.D. 

4.1.2 Vektory   

- pBluescript SK+ 

¶ klonovac² vektor E. coli  

¶ obsahuje tzv. multiple cloning site (MCS), v²cen§sobn® klonovac² m²sto, 

kter® se nach§z² v lacZ genu 

¶ pokud je vektor pŚ²tomnĨ v E. coli, umoģŔuje modro-b²lou selekci na LB 

m®diu obsahuj²c² X-gal a IPTG (isopropyl ɓ-d-1-thiogalaktopyranosid)  

¶ obsahuje gen pro rezistenci k ampicilinu 

¶ vektor byl pro tuto pr§ci pouģit s dovolen²m Mgr. KateŚiny PetŚ²ļkov®, 

Ph.D. (Bakteriologick§ laboratoŚ, Đstav imunologie a mikrobiologie pŚi 1. 

LF UK) 

¶ restrikļn² mapa vektoru je zobrazena na obr. 14 
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hōǊΦ мп wŜǎǘǊƛƪőƝ ƳŀǇŀ ǾŜƪǘƻǊǳ Ǉ.ƭǳŜǎŎǊƛǇǘ {YҌ ǎŜǎǘŀǾena v programu pDRAW32. Amp 
Ґ ƻōƭŀǎǘ ƪƽŘǳƧƝŎƝ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ ƪ ampicilinu. [ŀŎ½Ȱ = ƎŜƴ ǇǊƻ ʰ-ŦǊŀƎƳŜƴǘ ʲ-ƎŀƭŀƪǘƻȊƛŘłȊȅ.  

 

- pIJ778 

¶ jedn§ se o plasmid, jehoģ ļ§st (tzv. inzerļn² kazeta) byla pouģita pro 

disurpci als genu 

¶ inzerļn² kazeta obsahuje gen aadA pro spektinomycinovou rezistenci 

a oriT m²sto pro konjugaļn² pŚenos fin§ln²ho plasmidov®ho konstruktu 

do streptomycet 

¶ restrikļn² mapa vektoru je zobrazena na obr. 15 

¶ kmen byl pro tuto pr§ci poskytnut Dr. Bertoltem Gustem (Department of 

Molecular Microbiology, John Innes Centre, Norwich Research Park, 

Velk§ Brit§nie) 
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hōǊΦ мр wŜǎǘǊƛƪőƝ ƳŀǇŀ ǾŜƪǘƻǊǳ ǇLWтту ǎŜǎǘŀǾŜƴŀ Ǿ ǇǊƻƎǊŀƳǳ Ǉ5w!²он ǎŜ ȊŀȊƴŀőŜƴƝƳ 
ǇƻǳȌƛǘȇŎƘ ǊŜǎǘǊƛƪőƴƝŎƘ ƳƝǎǘΦ aadA Ґ ƻōƭŀǎǘ ƪƽŘǳƧƝŎƝ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ ƪ spektinomycinu. OriT Ґ ǊŜǇƭƛƪŀőƴƝ 
ǇƻőłǘŜƪ ǇǊƻ ƪƻƴƧǳƎŀőƴƝ ǇǌŜƴƻǎ ŦƛƴłƭƴƝƘƻ ǇƭŀǎƳƛŘƻǾŞƘƻ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Řƻ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘ. 

 

- pGM160 

¶ jedn§ se o multikopiovĨ Ăshuttleñ (bifunkļn²) vektor s replikac² prob²haj²c² 

jak v E. coli tak ve streptomycet§ch (Muth et al. 1989) 

¶ u streptomycet se jedn§ o termosenzitivn² replikaci 

¶ nese rezistenci na thiostrepton 

¶ restrikļn² mapa vektoru je zobrazena na obr. 16 

¶ vektor byl pro tuto pr§ci pouģit s dovolen²m Mgr. KateŚiny PetŚ²ļkov®, 

Ph.D. (Bakteriologick§ laboratoŚ, Đstav imunologie a mikrobiologie pŚi 1. 

LF UK) 
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hōǊΦ мс wŜǎǘǊƛƪőƝ ƳŀǇŀ ǾŜƪǘƻǊǳ ǇDaмсл ǎŜǎǘŀǾŜƴŀ Ǿ programu pDRAW32 s ǾȅȊƴŀőŜƴƝƳ 
ǇƻǳȌƛǘȇŎƘ ǊŜǎǘǊƛƪőƴƝŎƘ ƳƝǎǘΦ Bla Ґ ōŜǘŀƭŀƪǘŀƳłȊŀΦ Tsr Ґ ƻōƭŀǎǘ ƪƽŘǳƧƝŎƝ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ Ǿǻőƛ 
thiostreptonu. pSG5 Ґ ǊŜǇƭƛƪŀőƴƝ ǇƻőłǘŜƪ ǇƭƴƝŎƝ ǎǾƻǳ ŦǳƴƪŎƛ ǾŜ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘłŎƘΦ Ori E. coli = 
ǊŜǇƭƛƪŀőƴƝ ǇƻőłǘŜƪ ǇƭƴƝŎƝ ǎǾƻǳ ŦǳƴƪŎƛ Ǿ E. coli. Rep Ґ ǇƻőłǘŜƪ ǊŜǇƭƛƪŀŎŜΦ ±ŜƪǘƻǊ ƴŜƴƝ ƪƻƳǇƭŜǘƴŠ 
ƻǎŜƪǾŜƴƻǾłƴΦ 

- pALS4K  

¶ odvozen od pMS17 (Rodriguez-Garcia et al. 2005) 

¶ plasmid nesouc² als gen pod silnĨm konstitutivn²m promotorem silnĨm 

konstitutivn²m promotorem ermE* z producenta asukamycinu S. nodosus 

ssp. asukaensis.  

¶ obsahuje gen pro rezistenci k apramycinu a m²sto pro integraci 

do chromozomu z bakteriof§ga FC31 

¶ obsahuje rovnŊģ transferovĨ replikaļn² poļ§tek (oriT) umoģŔuj²c² 

konjugativn² pŚenos do streptomycet ï jedn§ se o Ăshuttle vectorñ  

¶ restrikļn² mapa vektoru je zobrazena na obr. 17 
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hōǊΦ мт wŜǎǘǊƛƪőƝ ƳŀǇŀ ǇƭŀǎƳƛŘǳ Ǉ![{пY ǎŜǎǘŀǾŜƴŀ Ǿ programu pDRAW32. ȰǇƘƛ/ом = oblast 
ƪƽŘǳƧƝŎƝ ƛƴǘŜƎǊŀŎƛ ǇƭŀǎƳƛŘǳ Řƻ attB ƳƝǎǘŀ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳǳ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎŜǘ ǇƻƳƻŎƝ ŦłƎƻǾŞ ƛƴǘŜƎǊłȊȅ 

όŦłƎ FC31). ȰƻǊƛ¢ Ґ ǇƻőłǘŜƪ ƪƻƴƧǳƎŀőƴƝƘƻ ǘǊŀƴǎŦŜǊǳ ƳŜȊƛ DǊŀƳ-ǇƻȊƛǘƛǾƴƝƳƛ ŀ DǊŀƳ-ƴŜƎŀǘƛǾƴƝƳƛ 
ōŀƪǘŜǊƛŜƳƛ ǇƻŎƘłȊŜƧƝŎƝ Ȋ ƪƻƴƧǳƎŀőƴƝƘƻ ǇƭŀǎƳƛŘǳ ǇwtпΦ Apra = oblaǎǘ ƪƽŘǳƧƝŎƝ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ 
k apramycinu. 6xHis-hemA-asuA Ґ ƪƻƴǎǘƛǘǳǘƛǾƴƝ promotor ermE* ǇƻŎƘłȊŜƧƝŎƝ Ȋ S. nodosus ssp. 
asukaensis. 

4.1.3 Kultivaļn² m®dia 

Nen²-li uvedeno jinak, tak: 

- pro pŚ²pravu m®di² byla pouģita destilovan§ voda (dH2O) 

- pro ¼pravu pH byly pouģity 1 M roztoky NaOH nebo HCl 

- sterilizace prob²hala v autokl§vu pŚi 121 ÁC, 101,5 kPa po dobu 25 min 

ĢivnĨ agar (Nutrient Agar) 

- 28 g ģivnĨ agar (Nutrient Agar, Oxoid) 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml 

LB (Lennox broth) m®dium 

- 10 g tryptonu (Tryptone, Oxoid) 

- 5 g kvasnicov®ho extraktu (Yeast extract, Oxoid) 
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- 5 g NaCl 

- pro tuh® m®dium pŚid§no nav²c 20 g agaru (Agar Bacteriological No. 1, Oxoid) 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml 

- pH 7,2 ï 7,4  

YEME m®dium 

- 3 g kvasnicov®ho extraktu (Yeast Extract, Oxoid) 

- 5 g peptonu (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid) 

- 3 g sladov®ho extraktu (Malt Extract, Oxoid) 

- 10 g gluk·zy (Lach-Ner) 

- 340 g sachar·zy (Lach-Ner) 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml 

- pH 7,2 

- po sterilizaci pŚid§n steriln² roztok 2,5 M MgCl2 (2 ml na litr m®dia) 

GYM m®dium 

- 4 g gluk·zy (Lach-Ner) 

- 4 g kvasnicov®ho extraktu (Yeast extract, Oxoid) 

- 10 g sladov®ho extraktu (Malt extract, Oxoid) 

- 1 g NZ Amin A (NZ-AmineÈ, Type A, Wako) 

- 2 g NaCl 

- 3 ml OB sol² 

¶ OB soli 

Á 0,166 g CuSO4Ł5H2O 

Á 0,25 g FeSO4Ł7H2O 

Á 0,12 g MnSO4Ł5H2O 

Á 0,5 g CaCl2Ł2H2O 

Á 0,3 g ZnSO4Ł7H2O 

Á doplnŊno do celkov®ho objemu 100 ml 

Á skladov§no v n§dobŊ z tmav®ho skla 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml  

- pH 7,3 

SOC m®dium 
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- 4 g tryptonu (Tryptone, Oxoid) 

- 1 g kvasnicov®ho extraktu (Yeast Extract, Oxoid) 

- 116 mg NaCl 

- 38 mg KCl 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 200 ml 

- pH 6,9 ï 7,1 

- po sterilizaci pŚid§ny steriln² roztoky (na 200 ml): 

¶ 2 ml Mg2+ roztok (1M MgCl2Ł6H2O a 1M MgSO4Ł7H2O) 

¶ 2 ml 2M D-gluk·zy 

2X YT m®dium 

- 16 g tryptonu (Tryptone, Oxoid) 

- 10 g kvasnicov®ho extraktu (Yeast extract, Oxoid) 

- 5 g NaCl 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml 

- pH 7,2 

MS m®dium (Mannitol soya flour) 

- 20 g manitolu (Lach-Ner) 

- 20 g s·jov® mouky 

- 20 g agaru (Agar Bacteriological No. 1, Oxoid) 

- doplnŊno do celkov®ho objemu 1 000 ml kohoutkovou vodou 

4.1.4 Roztoky a pufry 

TAE z§sobn² pufr (50x koncentrovanĨ) 

- 2 M Tris (Sigma-Aldrich) 

- 1 M kyselina octov§ (ApplyChem) 

- 50mM EDTA (pH 8,0) 

- doplnŊno dH2O na poģadovanĨ objem 500 ml 

- pro elektrofor®zu pouģ²v§n 1x ŚedŊnĨ 

Nan§ġec² pufr pro agarosovou elektrofor®zu (6x koncentrovanĨ) 

- 0,25 % bromfenolov§ modŚ (w/v) (Sigma-Aldrich) 
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- 30 % glycerol (w/v) (Sigma-Aldrich) 

- 5 x TAE pufr 

- doplnŊno dH2O na poģadovanĨ objem 

 

 

Skeln® ml®ko (Glass milk) 

- v 800 ml dH2O rozsuspendujeme 400 g skeln²ho prachu, prom²ch§v§me 60 min 

a nech§me 90 min. st§t  

- centrifugujeme (10 min pŚi 6 000 rpm) a vzniklĨ sediment rozm²ch§me v 200 aģ 

300 ml dH2O 

- pŚid§me HNO3 do 50% koncentrace a pŚivedeme t®mŊŚ k varu a ochlad²me 

- centrifugujeme (10 min pŚi 6 000 rpm) a sediment 4 aģ 6 kr§t promyjeme dH2O 

- pH 7 

- z§sobn² 50% suspenzi dlouhodobŊ uchov§v§me v ï 80 ÁC, jinak pŚi 4 ÁC 

Roztok NaI 

- ve 250 ml dH2O rozpust²me 450 g NaI  

- pH roztoku uprav²me pomoc² 20 mM Tris (Sigma-Aldrich) na pH 7,5 

- pŚid§me 1 g Na2SO3 

- skladujeme pŚi teplotŊ 4 ÁC v n§dobŊ z tmav®ho skla 

NEW WASH 

- 100mM NaCl (Lachema) 

- 1mM EDTA (Sigma-Aldrich) 

- 50 % etanol (v/v) 

- 10mM Tris (Sigma-Aldrich) 

- pH 7,5 

STET pufr 

- 8 g sachar·zy (Lach-Ner) 

- 5 g Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich) 

- 10 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) (Sigma-Aldrich) 

- 5 ml 1M Tris-HCl (pH 8,0) 
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- doplnŊno do celkov®ho objemu 100 ml dH2O 

- sterilizace prob²hala v autokl§vu pŚi 121 ÁC, 101,5 kPa po dobu 25 min 

KyselĨ fenol-chloroform 

- 5 g fenolu (Sigma-Aldrich) 

- 5 ml chloroformu (Lachema) 

- 1 ml dH2O 

- 5 mg 8-hydroxychinolinu (Sigma-Aldrich) 

- skladujeme v n§dobŊ z tmav®ho skla pŚi teplotŊ 4 ÁC 

Neutr§ln² fenol-chloroform 

- kyselĨ fenol-chloroform vytŚep§v§me s poloviļn²m objemem 1M Tris-HCl (pH 

8,8) po dobu 10 min  

- po oddŊlen² f§z² odstran²me horn² vodnou f§zi  

- ke zbyl® f§zi pŚid§me poloviļn² objem 0,1M Tris-HCl (pH 8,0) po dobu 10 min 

- po oddŊlen² f§z² opŊt odstran²me horn² f§zi  

- zbylou f§zi pŚeneseme do tmav® l§hve a uchov§v§me pŚi 4 ÁC 

TE pufr 

- 10mM Tris-HCl (pH 8,0) 

- 1mM EDTA (pH 8,0) 

- sterilizace prob²hala v autokl§vu pŚi 121 ÁC, 101,5 kPa po dobu 25 min 

IPTG (isopropyl-ɓ-D-1-thiogalaktopyranosid) 

- 0,2M z§sobn² roztok v dH2O 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 0,2 mM 

- uchov§v§me pŚi ï 20 ÁC 

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ɓ-D-galaktopyranosid) 

- 4% z§sobn² roztok v dimethylformamidu 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 40 Õg/ml 

- uchov§v§me pŚi ï 20 ÁC 

Pufry pro enzymy 
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10x T4 DNA ligaļn² pufr (10x T4 DNA Ligase buffer, Thermo Scientific) 

- 400mM Tris-HCl (pH 7,8 pŚi 25 ÁC) 

- 100mM MgCl2 

- 100mM DDT 

- 5mM ATP 

10x Klenow pufr (10x Klenow buffer, Thermo Scientific) 

- 500mM Tris-HCl (pH 8,0 pŚi 25 ÁC) 

- 50mM MgCl2 

- 10mM DDT 

10x FastAP pufr 

- 100mM Tris-HCl (pH 8,0 pŚi 37 ÁC) 

- 50mM MgCl2 

- 1M KCl 

- 0,2% Triton X-100 

- 1 mg/ml BSA 

10x B pufr (Thermo Scientific) 

- 10mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x G pufr (Thermo Scientific) 

- 10mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 50mM NaCl 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x O pufr (Thermo Scientific) 

- 50mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 100mM NaCl 

- 0,1 mg/ml BSA 
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10x R pufr (Thermo Scientific) 

- 10mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 100mM KCl 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x Tango pufr (Thermo Scientific) 

- 33mM Tris-acet§t 

- 66mM octan draselnĨ 

- 10mM octan horeļnatĨ 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x EcoRI pufr (Thermo Scientific) 

- 50mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 100mM NaCl 

- 0,02% Triton X-100 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x Ecl136II, SacI pufr (Thermo Scientific) 

- 10mM Bis-Tris Propan-HCl (pH 6,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 0,1 mg/ml BSA 

10x KpnI pufr (Thermo Scientific) 

- 10mM Tris-HCl (pH 7,5 pŚi 37 ÁC) 

- 10mM MgCl2 

- 0,02% Triton X-100 

- 0,1 mg/ml BSA 

Dalġ² pouģ²van® roztoky: 

- 0,5M EDTA (pH 8) 

- octan sodnĨ 3 M (pH 7) 

- 20 % glycerol 
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- 2,5M a 10 mM MgCl2 

- lysozym 10 mg/ml (v dH2O) 

¶ vġe sterilizov§no v autokl§vu pŚi 121 ÁC, 101,5 kPa po dobu 25 min 

4.1.5 Enzymy 

DNA lig§za 

- T4 DNA ligase (5 U/ɛl, Thermo Scientific) 

FastAP alkalick§ fosfat§za 

- FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/ɛl, Thermo Scientific) 

KlenowŢv fragment 

- Klenow Fragment (10 U/ɛl, Thermo Scientific) 

Restrikļn² endonukle§zy (Thermo Scientific) 

- BglII , BsteII , EcoRI, EcoRV, HindIII , KpnI, MscI, NaeI, NotI, PstI, SacI, SmaI, 

SpeI, XbaI, XhoI 

RN§za A ï roztok  

- 1 mg/ml ve steriln² dH2O 

- pŚevaŚit pŚi teplotŊ 100 ÁC po dobu 10 min pro inaktivaci DN§z 

- uchov§vat v ï 20 ÁC 

T4 PNK 

- T4 Polynucleotide Kinase (10 U/ɛl, New England Biolabs) 

4.1.6 Antibiotika  

Pokud nen² uvedeno jinak, tak: 

- na pŚ²pravu roztokŢ antibiotik byla pouģita steriln² dH2O 

- roztoky antibiotik byly uchov§v§ny pŚi teplotŊ ï 20 ÁC 

Ampicilin (amp) 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 100 mg/ml 
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- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 100 ɛg/ml 

Apramycin (apr) 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 100 mg/ml 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 50 ɛg/ml 

Chloramfenikol (cml) 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 100 mg/ml ve 100% ethanolu 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 25 ɛg/ml 

Kanamycin (kan) 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 50 mg/ml 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 25 ɛg/ml 

Kyselina nalidixov§ 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 50 mg/ml  

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 25 ɛg/ml 

Thiostrepton (thio) 

- koncentrace z§sobn²ho roztoku 30 mg/ml v DMSO 

- pouģ²van§ vĨsledn§ koncentrace v m®diu 30 ɛg/ml 

4.1.7 DNA oligonukleotidy 

N§zev DNA oligonukleotidu Sekvence DNA (5ó ï 3ó) 

1552LR-F TTC TGG TTG TAC GCC ACC AC 

1552LR-R CTG CAC CAG ACG CTG ATT TC 

1552PR-F CAT CTA CGT CCA GGC CAT CA 

1552PR-R GGT GAG CGA GAT CTC CAC CT 

1636LR-F GCA GAC CTC TTC GCC GTA GC 

1636LR-R TCT GGG AGG AAC TGG GCT TG 

1636PR-F CAC CGA GCT CTT CCA ACT CG 

1636PR-R AGA TGC TCT CCG TCC GCT AC 
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Spec200 ATT TTG CCA AAG GGT TCG TG 

Spec1300 TCA CCA AGG TAG TCG GCA AA 

1552wtL GTA TCC GGC CAT CAC GTT GT 

1552wtR ATC CGC TCC GAA CTG TCC TC 

1552wtonly GCT GAC CCA TGC CGA GAT AG 

1636wtL CCT GCG CGG GTA CTT GTA GG 

1636wtR TTC GGA ATG GAG ACG ACG AT 

1636wtonly ACA TCG TCT CCG TCC TGG TC 

Tab. 2 błȊŜǾ 5b! ƻƭƛƎƻƴǳƪƭŜƻǘƛŘǳ Ǿ ǇǊǾƴƝƳ ǎƭƻǳǇŎƛΣ Ǿ ŘǊǳƘŞƳ ǎŜƪǾŜƴŎŜ 5b!Φ 5b! 
ƻƭƛƎƻƴǳƪƭŜƻǘƛŘȅ ōȅƭȅ ŘƻŘłƴȅ ŦƛǊƳƻǳ DŜƴŜǊƛ .ƛƻǘŜŎƘΦ 

 

4.1.8 Velikostn² standard 

Thermo ScientificÊ GeneRulerÊ 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 10 000 bp 

 

hōǊΦ му ±ŜƭƛƪƻǎǘƴƝ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇ ǇǊƻ ŀƎŀǊƽȊƻǾƻǳ gelovou ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊǳΦ tǌŜǾȊŀǘƻ 
z: https://assets.fishersci.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0013004_GeneRuler_1kb_DNALadder_250ug_UG.pdf  

https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals/MAN0013004_GeneRuler_1kb_DNALadder_250ug_UG.pdf
https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals/MAN0013004_GeneRuler_1kb_DNALadder_250ug_UG.pdf
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4.1.9 Komerļn² kity 

Kit pro izolaci chromozom§ln² DNA (WizardÈ Genomic DNA Purification Kit, 

Promega): 

- Cell Lysis Solution 

- Nuclei Lysis Solution 

- Protein Precipitation Solution 

- RNase Solution ï 4 mg/ml 

- Roztok RNasy A v DNA Rehydratation Solution 

- DNA Rehydratation Solution ï 10mM Tris-HCl (pH 7,4), 1mM EDTA (pH 8,0) 

Kit pro izolaci plasmidov® DNA z E. coli (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche): 

- Suspension Buffer (50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, pH 8,0; skladovanĨ v lednici 

pŚi 4 ÁC) 

- RNAsa A 

- Lysis Buffer (0,2 M NaOH, 1% SDS) 

- Binding Buffer (4M guanidin hydrochlorid, 0,5M octan draselnĨ, pH 4,2) 

- Wash Buffer I (etanol, 5M guanidin hyrochlorid, 20mM Tris-HCl, pH 6,6) 

- Wash Buffer II (etanol, 20mM NaCl, 2mM Tris-HCl, pH 7,5) 

- Elution Buffer (10mM Tris-HCl, pH 8,5) 

- High Pure Filter Tubes 

- Collection Tubes 

KAPA 2G Robust PCR Kit: 

- KAPA 2G Robust HotStart DNA Polymerase (5 U/ɛL) 

- 5X KAPA 2G Buffer A with MgCl2 

- 5X KAPA 2G Buffer B with MgCl2 

- 5X KAPA2G GC Buffer with MgCl2 

- 5X KAPA Enhancer 1 

- MgCl2 (25mM) 

- dNTP Mix (10mM kaģdĨ dNTP) 

- vġe skladov§no pŚi - 20 ÁC 
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4.2 Metody 

4.2.1 Metody izolace DNA 

Izolace plasmidov® DNA z E. coli (Sambrook a Russell 2011) 

1. Kulturu bunŊk E. coli zaoļkujeme do 1,5 ml LB m®dia obsahuj²c² pŚ²sluġn§ 

antibiotika a kultivujeme pŚes noc ve 2 ml plastovĨch zkumavk§ch typu 

Eppendorf pŚi 37 ÁC na tŚepaļce (220 rpm). 

2. Kulturu zcentrigujumeme na stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

v chladov® m²stnosti (4 ÁC) pŚi 12 000 rpm, 30 s. 

3. Supernatant odlejeme a pelet rozsuspendujeme ve zbytku tekutiny. 

4. Do zkumavky pŚid§me 300 Õl STET pufru obsahuj²c² 200 Õg lysozymu. DŢkladnŊ 

zvortexujeme (Vortex GenieÈ2, Scientific Industries). 

5. Zkumavku inkubujeme na ledu po dobu 10 min.  

6. Pot® pŚeneseme zkumavky to termobloļku (QBT1, Grant) a inkubujeme 2 min 

pŚi 100 ÁC. 

7. Zkumavku centrifugujeme (Mini Spin Plus, Eppendorf) v chladov® m²stnosti (4 

ÁC) pŚi 12 000 rpm po dobu 25 min. 

8. Do nov® zkumavky odebereme ze supernatantu vrchn² ļ§st (200 Õl) a pŚid§me 

200 Õl vychlazen®ho (4 ÁC) isopropanolu. 

9. Obsah zkumavky dŢkladnŊ prom²ch§me a sr§ģ²me po dobu 30 min pŚi -20 ÁC. 

10. Pot® centrifugujeme (Mini Spin Plus, Eppendorf) v chladov® m²stnosti (4 ÁC) 

pŚi 12 000 rpm po dobu 10 min. 

11. Supernatant odlejeme a pŚid§me 200 Õl 75 % ethanolu. Centrifugujeme (Mini 

Spin Plus, Eppendorf) v chladov® m²stnosti (4 ÁC) pŚi 12 000 rpm po dobu 5 min. 

Supernatant odlejeme, opŊt pŚid§me 75 % ethanol a opŊt stejnŊ centrifugujeme. 

12. Pelet nech§me vysuġit na vzduchu a pot® rozpust²me v 50 Õl 1x TE pufru. 

Skladujeme pŚi 4 ÁC. 

Izolace plasmidov® DNA z E. coli pomoc² komerļn²ho kitu (High Pure Plasmid 

Isolation Kit, Roche) 

1. Kulturu bunŊk E. coli zaoļkujeme do 2 ml LB m®dia obsahuj²c² pŚ²sluġn§ 

antibiotika a kultivujeme pŚes noc ve 2 ml plastovĨch zkumavk§ch typu 

Eppendorf pŚi 37 ÁC na tŚepaļce (220 rpm). 
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2. Kulturu zcentrigujumeme na stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

v chladov® m²stnosti (4 ÁC) pŚi 14 500 rpm, 5 min. 

3. Supernatant odlejeme a pelet rozsuspendujeme v 250 ɛl Suspension Buffer. 

4. K smŊsi pŚid§me 250 ɛl Lysis Buffer, opatrnŊ prom²ch§me pŚevracen²m 

zkumavky. 

5. Inkubujeme 5 min pŚi pokojov® teplotŊ. 

6. K smŊsi pŚid§me 350 ɛl vychlazen®ho Binding Buffer a opŊt opatrnŊ prom²ch§me 

pŚevracen²m zkumavky. 

7. Inkubujeme po dobu 5 min na ledu. Pot® zcentrifugujeme na stoln² centrifuze 

(Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm, 10 min. 

8. Do zkumavky (Collection Tube) um²st²me filtraļn² kolonku (High Pure Filter 

Tube) a do n² pomoc² pipety pŚeneseme supernatant. SmŊs zcentrigujumeme na 

stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm, 1 min. 

9. Ze zkumavky odstran²me proġlou tekutinu. Do kolonky napipetujeme 500 ɛl 

promĨvac²ho roztoku Wash Buffer I a zcentrigujumeme na stoln² centrifuze (Mini 

Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm, 1 min. 

10. Ze zkumavky odstran²me proġlou tekutinu. Do kolonky napipetujeme 700 ɛl 

promĨvac²ho roztoku Wash Buffer II a zcentrigujumeme na stoln² centrifuze 

(Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm, 1 min. 

11. SbŊrnou zkumavku s proġlou tekutinou odstran²me a nahrad²me ji steriln² 1,5 ml 

plastovou zkumavkou typu Eppendorf, do kter® vloģ²me pouģitou kolonku. 

12. Do kolonky pŚid§me 50 ul 1x TE pufru a zcentrifugujeme na stoln² centrifuze 

(Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm, 1 min. 

13. Kolonku odstran²me a zkumavku obsahuj²c² plasmidovou DNA skladujeme 

pŚi 4 ÁC. 

Izolace genomov® DNA streptomycet  

Vġechna mnoģstv² jsou poļ²t§ny na 1 g mycelia. 

1. Mycelium kultivujeme v YEME m®diu obsahuj²c²m sachar·zu do ļtvrt®ho dne 

pŚi 28 ÁC na tŚepaļce pŚi 250 rpm.  

2. Mycelium zcentrifugujeme na centrifuze (Z 326 K, Hermle) 10 min pŚi 8 000 rpm 

pŚi pokojov® teplotŊ.  
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3. Zcentrifugovan® mycelium zv§ģ²me a rozsuspendujeme v 5 ml TE obsahuj²c²m 

34% sachar·zu.  

4. D§le k myceliu pŚid§me 10 mg lysozymu (Sigma-Aldrich) a prom²ch§me. SmŊs 

inkubujeme ve vodn² l§zni (JB Nova, Grant) pŚi 30 ÁC v plastov® zkumavce typu 

Eppendorf.  

5. KaģdĨch 15 min suspenzi 3x prot§hneme pipetou.  

6. Inkubace ve vodn² l§zni prob²h§ do doby, neģ dojde pŚid§n²m kapky 10% SDS 

ke kapce suspenze na mikroskopick®m podloģn²m skl²ļku t®mŊŚ k projasnŊn² 

suspenze a jej²mu zgelovatŊn².  

7. PŚid§me 1,2 ml EDTA (pH 8), opatrnŊ prom²ch§me a d§le pŚid§me 0,13 ml 

roztoku pronasy. Znovu smŊs prom²ch§me a inkubujeme 5 minut pŚi 30 ÁC 

ve vodn² l§zni.  

8. Pot® pŚid§me 0,7 ml 10% SDS, prom²ch§me a inkubujeme 1-2 h ve 37 ÁC ve vodn² 

l§zni.  

9. Suspenzi pŚeneseme do odpaŚovac² baŔky a pŚid§me 6 ml fenolu, protŚep§v§me 

10 min v pokojov® teplotŊ.  

10. PŚid§me 6 ml chloroformu a protŚep§v§me 5 min.  

11. SmŊs pŚeneseme do sklenŊnĨch centrifugaļn²ch kyvet a centrifugujeme pŚi 8 000 

rpm, 10 min. Horn² f§zi odebereme pomoc² sklenŊn® Pasteurovy pipety a proces 

zopakujeme ï znovu pŚid§me 6 ml fenolu, 10 minut protŚep§v§me v pokojov® 

teplotŊ, n§slednŊ pŚid§me 6 ml chloroformu, protŚep§v§me 5 min 

a centrifugujeme pŚi 8 000 rpm, 10 min.  

12. Horn² f§zi opŊt odebereme sklenŊnou Pasteurovou pipetou a pro odstranŊn² fenolu 

pŚid§me 6 ml chloroformu a protŚep§v§me 5 min.  

13. OpŊt smŊs zcentrifugujeme (8 000 rpm, 5 min) a horn² f§zi pŚeneseme do pŚedem 

zv§ģen® zkumavky a urļ²me hmotnost vzorku. Na kaģdĨ gram vzorku pŚid§me 

40 Õg pŚevaŚen® RN§zy A a smŊs inkubujeme 1 h pŚi 37 ÁC.  

14. Vzorek pŚem²st²me do ledu a pŚid§me ı objemu 5M NaCl a vġe prom²ch§me.  

15. SmŊs pŚeneseme do k§dinky, pŚid§me poloviļn² objem 30% PEG 6000 (tak, aby 

vĨsledn§ koncentrace byla 10%) a smŊs m²ch§me zatavenou sklenŊnou 

Pasteurovou pipetou. BŊhem sr§ģen² se DNA na zatavenou pipetu navine.  

16. Takto navinutou DNA 2x opl§chneme 1 ml vychlazen®ho 75% ethanolu 

a nech§me suġit na vzduchu.  
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17. Po uschnut² DNA pŚeneseme i s pipetou do plastov® zkumavky typu Eppendorf, 

kam pŚid§me nav²c 500 Õl 1x TE pufru. DNA se takto nech§ rozpouġtŊt pŚes noc 

v lednici pŚi 4 ÁC.  

18. Dalġ² den po rozpuġtŊn² DNA v pufru pŚid§me 0,6 ml 3M octanu sodn®ho a 1,2 ml 

100% vychlazen®ho ethanolu.  

19. Novou zatavenou Pasteurovou pipetou smŊs prom²ch§me a opŊt na pipetu DNA 

navineme.  

20. DNA znovu opl§chneme 1 ml vychlazen®ho 75% ethanolu a nech§me suġit 

na vzduchu.  

21. Po uschnut² DNA pŚeneseme i s pipetou do plastov® zkumavky typu Eppendorf, 

kam pŚid§me 200 Õl 1x TE pufru.  

22. Takto DNA skladujeme pŚi 4 ÁC.  

 

Izolace chromozom§ln² DNA ze streptomycet pomoc² komerļn²ho kitu (Wizard 

Genomic DNA Purification Kit, Promega) 

1. Kulturu streptomycet kultivujeme na tŚepaļce pŚi 220 rpm v YEME m®diu 

s pŚ²sluġnĨmi antibiotiky pŚes noc pŚi 30 ÁC. 

2. Do steriln² 2 ml plastov® zkumavky typu Eppendorf pŚeneseme 2 ml kultury 

a zcentrifugujeme na stoln² centrifuze centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

pŚi 14 500 rpm, 5 min. Odlejeme supernatant. 

3. K peletu pŚid§me 540 ɛl EDTA a 60 ɛl lysozymu, opatrnŊ prom²ch§me pomoc² 

pipety.  

4. Inkubujeme 10 min pŚi teplotŊ 37 ÁC v termobloļku (CH 100, Biosan). 

5. Zcentrifugujeme na stoln² centrifuze centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

pŚi 14 500 rpm, 7 min. Odstran²me supernatant. 

6. Do zkumavky pŚid§me 600 ɛl Nuclei Lysis Solution a opatrnŊ prom²ch§me 

pomoc² pipety. 

7. Inkubujeme 5 min pŚi teplotŊ 80 ÁC. Nech§me vychladnout na pokojovou teplotu.  

8. K smŊsi pŚid§me 3 ɛl roztoku RN§zy. Prom²ch§me opatrnĨm pŚevracen²m 

zkumavky. 

9. SmŊs inkubujeme pŚi 37 ÁC po dobu 45 min, pot® nech§me vychladnout 

na pokojovou teplotu. 
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10. PŚid§me 200 ɛl Protein Precipitation solution a dŢkladnŊ zvortexujeme. 

Inkubujeme na ledu po dobu 5 min.  

11. Zcentrifugujeme na stoln² centrifuze centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

pŚi 14 500 rpm, 3 min.  

12. Supernatant pŚeneseme do nov® plastov® 1,5 ml zkumavky typu Eppendorf, 

pŚid§me 600 ɛl isopropanolu. Prom²ch§me pŚevracen²m zkumavky. 

13. Zcentrifugujeme na stoln² centrifuze centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) 

pŚi 14 500 rpm, 3 min.  

14. Supernatant odstran²me a pelet nech§me vyschnout na vzduchu pŚi pokojov® 

teplotŊ. 

15. Po vysuġen² pŚid§me k peletu 600 ɛl 70% ethanolu. OpŊt zcentrifugujeme. 

16. Ethanol odstran²me a nech§me pelet uschnout na vzduchu.  

17. Po vyschnut² zkumavky pŚid§me 100 ɛl 1x TE pufru. 

18. DNA rehydratujeme inkubov§n²m po dobu 1 h pŚi 65 ÁC anebo pŚes noc v lednici 

pŚi 4 ÁC. Takto DNA tak® skladujeme. 

Glass milk izolace DNA z agarosov®ho gelu 

1. Na 1% agar·zovĨ gel neneseme DNA Ladder (Gene ruler 1 kb, Thermo 

Scientific). Vedle nŊj naneseme PCR produkt s poģadovanou DNA, ke kter®mu 

pŚid§me v 1/5 objemu 6x loading buffer.  

2. Po skonļen² elektrofor®zy pomoc² skalpelu odŚ²zneme prouģek obsahuj²c² DNA 

Ladder a ļ§st vzorku. Tento prouģek gelu 15 min inkubujeme v barv²c²m roztoku 

(5 Õl GelStarÊ Nucleic Acid (Lonza) rozpoġtŊnĨ v 50 ml 1x TAE).  

3. Po osv²cen² prouģku gelu UV svŊtlem urļ²me pozici fragmentu. Orientujeme 

se podle standardu a obarven® ļ§sti vzorku, kde si zaznaļ²me polohu fragmentu 

a pruhy gelu zase n§slednŊ pŚiloģ²me vedle sebe. DanĨ fragment n§slednŊ 

z neobarven®ho gelu vyŚ²zneme. 

4. GelovĨ fragment zv§ģ²me a na 0,1 g gelu pŚid§me 0,3 ml NaI roztoku.  

5. Gel v plastov® zkumavce typu Eppendorf inkubujeme v termobloļku (QBT1, 

Grant) pŚi 53 ÁC, dokud se agar·za nerozpust² (maxim§lnŊ vġak 5 min). BŊhem 

inkubace zkumavku p§rkr§t jemnŊ protŚepeme.  

6. Po skonļen² inkubace zkumavku pŚem²st²me do ledu a do zkumavky pŚid§me 5 Õl 

skeln®ho ml®ka a zvotexujeme (Vortex GenieÈ2, Scientific Industries).  
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7. Zkumavku inkubujeme 10 min v ledu a pot® 15 sekund centrifugujeme ve stoln² 

centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf).  

8. Supernatant odlejeme a sediment 2-3x promyjeme 1 ml New Wash roztokem. 

9. Po posledn²m promyt² zkumavku jeġtŊ jednou kr§tce odstŚed²me a pomoc² 

automatick® pipety odstran²me zbytek roztoku New Wash. Pelet rozsuspendujeme 

ve 20 Õl steriln² dH2O a DNA eluujeme pŚi 53 ÁC po dobu 5 min.  

10. Zkumavku na 1 min zcentrifugujeme a odebereme do ļist® steriln² zkumavky 

supernatant s eluovanou DNA.  
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4.2.2 Metody dalġ² pr§ce s DNA 

Fenol-chloroformov§ extrakce DNA 

1. K roztoku DNA v plastov® zkumavce typu Eppendorf pŚid§me neutr§ln² fenol-

chloroform ve stejn®m objemu jako je roztok DNA. 

2. Roztok s DNA a neutr§ln²m fenol-chloroformem prom²ch§me kr§tce na vortexu. 

3. Plastovou mikrozkumavku typu Eppendorf stoļ²me na stoln² centrifuze (Mini 

Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm po dobu 5 min. 

4. Odebereme vodnou f§zi obsahuj²c² DNA a pŚeneseme do ļist® zkumavky typu 

Eppendorf. 

5. DNA pŚesr§ģ²me metodou sr§ģen² DNA octanu sodn®ho a ethanolem. 

Sr§ģen² DNA octanem sodnĨm a ethanolem 

1. K vodn®mu roztoku DNA pŚid§me 3M octan sodnĨ (pH 7) o objemu 1/10 objemu 

roztoku DNA. 

2. D§le pŚid§me 100% vychlazenĨ ethanol (-20 ÁC) o 2-3 objemech roztoku DNA. 

3. Sr§ģ²me podobu 40 min v teplotŊ  -80 ÁC nebo pŚes noc v -20 ÁC.  

4. Roztok stoļ²me na stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm 

po dobu 15 min pŚi 4 ÁC v chladov® m²stnosti. 

5. Supernatant odstran²me a k peletu pŚid§me 2-3 objemy 75% vychlazen®ho 

ethanolu (-20 ÁC). 

6. OpŊt stoļ²me na stoln² centrifuze pŚi 14 500 rpm po dobu 5 min pŚi 4 ÁC 

v chladov® m²stnosti. 

7. Ethanol odstran²me a pelet nech§me v plastov® zkumavce vysuġit na vzduchu. 

8. Pelet DNA rozpust²me v 50 Õl 1x TE pufru nebo v dH2O. 

MŊŚen² koncentrace DNA 

1. Roztok DNA naŚed²me vodou stokr§t do objemu 500 Õl. 

2. Na spektrofotometru (Ultrospec IIE spectrophotometer, LKB Biochrom) mŊŚ²me 

absorbanci pŚi vlnov® d®lce 260 nm v kŚemennĨch kyvet§ch Q (Ultrospec Cells, 

Q, LKB Biochrom). Jako blank pouģijeme 100x naŚedŊnĨ roztok, ve kter®m je 

dan§ DNA rozpuġtŊn§ (obvykle 1x TE). 

3. Koncentraci DNA vypoļ²t§me na z§kladŊ vĨpoļtu z rovnice: 

Pokud A260 = 1, pak cDNA = 0,05 ɛg/ɛl 
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4. Ļistotu DNA (kontaminaci proteiny) zjist²me mŊŚen²m absorbance pŚi vlnov® 

d®lce 280 nm. Tu urļ²me na z§kladŊ vztahu . Pod²l by se mŊl pohybovat mezi 

1,8-2. 

 

ĠtŊpen² DNA restrikļn²mi endonukle§zami 

ĠtŊpen² DNA bylo prov§dŊno restrikļn²mi endonukle§zami (Thermo Fisher Scientific) s 

pomoc² pŚ²sluġnĨch pufrŢ. Roztok pro ġtŊpen² mŊl vŊtġinou celkovĨ objem 10 ɛl a skl§dal 

se z: 

- 3 ɛl roztoku DNA (0,1 ï 3 ɛg DNA)  

- 1 ɛl pŚ²sluġn®ho pufru 

- 1 ɛl restrikļn² endonukle§zy 

- 5 ɛl dH2O 

Doba ġtŊpen² byla 1-1,5 hodiny pŚi optim§ln² teplotŊ pro danĨ enzym (obvykle 37 ÁC) 

v termobloļku (CH 100, Biosan). 

Pro ġtŊpen² dvŊma restrikļn²mi endonukle§zami bylo od kaģd® pŚid§no do smŊsi 0,5 ɛl. 

Pufr byl zvolen takovĨ, jenģ se nejv²ce bl²ģil sloģen² ide§ln²ch pufrŢ obou enzymŢ.  

 

Ligace DNA (Sambrook a Russell 2011) 

1. DNA po fenol-chloroformov® extrakci a pŚesr§ģen² ethanolem vysuġ²me pelet 

na vzduchu a k peletu pŚid§me: 

- 2 ɛl 10x koncentrovan®ho T4 DNA ligaļn²ho pufru s ATP (Thermo Scientific) 

- 1 ɛl T4 DNA lig§zy (Thermo Scientific) 

- 2 ɛl PEG 4000 pro ligaci tupĨch koncŢ (Thermo Scientific) 

- 15 ɛl dH2O (pokud nepŚid§v§me PEG 4000, uprav²me objem vody na 17 ɛl) 

2. Inkubujeme 1-2 hodiny, pŚ²padnŊ pŚes noc pŚi 22 ÁC v termobloļku (ThermoStat 

plus, Eppendorf). 

3. Lig§zu inaktivujeme inkubac² 10 min pŚi 65 ÁC nebo rovnou sr§ģ²me ethanolem. 

 

Defosforylace 5ËkoncŢ DNA po ġtŊpen² restrikļn²mi endonukle§zami  

1. DNA ġtŊp²me zvolenou restrikļn² endonukle§zou v celkov®m objeme 10 ɛl.  
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2. Po ukonļen² ġtŊpen² pŚid§me do roztoku 1 ɛl FastAP alkalick® fosfat§zy, 1 ɛl 

pufru pro FastAP akalickou fosfat§zu a 8 ɛl dH2O 

3. Inkubujeme 10 min pŚi 37 ÁC 

4. Po inkubaci inaktivujeme fosfat§zu 5 min pŚi 75 ÁC. 

DNA agar·zov§ elektrofor®za v horizont§ln²m uspoŚ§d§n² (Sambrook a Russell 

2011) 

- Agar·zovĨ gel: 1% agar·za (SeaKemÈ LE Agarose, Lonza) v 1x TAE pufru 

+ 104x ŚedŊnĨ barv²c² pŚ²pravek GelStarÊ Nucleic Acid (Lonza). 

- ElektroforetickĨ pufr: 1x TAE (pŚipravenĨ ze z§sobn²ho 50Ĭ 

koncentrovan®ho TAE roztoku). 

- Nan§ġec² pufr: 6Ĭ koncentrovanĨ nan§ġec² pufr pro agar·zovou elektrofor®zu 

ve vĨsledn® koncentraci 1Ĭ. 

- Velikostn² standard: GeneRulerTM 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 

1000 bp (Thermo Scientific). 

- NapŊt²: 90 V. 

 

Vzorky naneseme do jamek a nech§me putovat ke kraji gelu. Gel pot® z elektroforetick® 

vany vyjmeme a DNA zviditeln²me nasv²cen²m pod UV svŊtlem na transilumin§toru 

(UVT-20 ME, Herolab) a vyfot²me. 

 

PCR reakce  

PCR reakļn² smŊs m²ch§me na ledu pomoc² steriln²ch ġpiļek. K PCR reakci pouģ²v§me 

KAPA2G Robust PCR Kit a postupujeme dle pŚiloģen®ho standardn²ho protokolu. 

Teplota nased§n² primerŢ se urļ² jako prŢmŊrn§ hodnota teplot t§n² Tm uvedenĨch 

vĨrobcem (Generi biotech). PCR prob²h§ v celkov®m objemu 25 Õl: 

¶ 16,3 Õl steriln² dH2O 

¶ 5 Õl 5x KAPA2G GC pufr obsahuj²c² MgCl2 

¶ 2,5 Õl 2mM dNTPs 

¶ 0,25 Õl Forward Primer 

¶ 0,25 Õl Reverse Primer 

¶ 0,5 Õl templ§tov® DNA 

¶ 0,2 Õl 5 U/Õl KAPA2G Robust DNA polymer§zy  
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Krok  Teplota Ļas Poļet cyklŢ 

Poļ§teļn² 

denaturace 

95 ÁC 3 min 1 

Denaturace 95 ÁC 15 s  

35 Nased§n² primerŢ PrŢmŊrn§ Tm 15 s 

Elongace 72 ÁC 90 s/kb 

Fin§ln² elongace 72 ÁC 5 min/kb 1 

Tab. 3 Rozpis PCR. 

Klonov§n² PCR fragmentu natupo  

Fragment 

1. PCR fragment pro klonov§n² byl nanesen na agar·zovou gelovou elektrofor®zu 

(Consort EV243, Merck) a poģadovanĨ fragment byl izolov§n z gelu pomoc² 

Glass milk metody. Eluce DNA byla provedena do 25 Õl steriln² dH2O. 

2. Pro fosforylaci 5ó koncŢ pŚid§me k eluovan® DNA 3 Õl 10x PNK pufru, 1,5 Õl 20 

mM ATP a 1 Õl PNK. 

3. Inkubujeme v termobloļku (ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 37 ÁC po dobu 30 

min.  

4. PNK inaktivujeme v termobloļku (QBT1, Grant) pŚi 70 ÁC po dobu 10 min.  

5. DNA extrahujeme neutr§ln²m fenol-chloroformem, stoļ²me ve stoln² centrifuze 

(Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm po dobu 5 min. Odebranou hodn² f§zi 

pŚesr§ģ²me pŚ²davkem 1/10 objemu 3M NaAc (pH 7) a 2-3 objemŢ 100% 

vychlazen®ho ethanolu (-20 ÁC). Sr§ģ²me 40 min v -80 ÁC.  

6. Centrifugujeme ve stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm 

po dobu 15 min. Supernatant odlejeme a pŚid§me 2-3 objemy 75% ethanolu 

a centrifugujeme ve stoln² centrifuze pŚi 14 500 rpm po dobu 5 min. 

7. Supernatant odlejeme a sediment vysuġ²me na vzduchu. 

8. SuchĨ sediment rozpust²me v 17 Õl steriln² dH2O a pŚid§me 2 Õl 10x Klenow 

pufru, 0,5 Õl 2 mM dNTPs a 1 Õl Klenow enzymu. Inkubujeme v termobloļku 

(ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 37 ÁC po dobu 15 min. Enzym inaktivujeme 

inkubac² pŚi 70 ÁC po dobu 10 min. 
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Vektor 

1. 0,5 ï 1 Õg (1 Õl) vektoru ġtŊp²me v plastov® zkumavce typu Eppendorf 

v celkov®m objemu 10 Õl pŚ²sluġnĨm enzymem, inkubujeme 1,5 ï 2 hodiny 

pŚi poģadovan® teplotŊ v termobloļku (ThermoStat plus, Eppendorf). 

2. Pro defosforylaci 5ó koncu pŚid§me po ġtŊpen² k objemu 8 Õl steriln² dH2O, 1 Õl 

pŚ²sluġen®ho 10x pufru a 1 Õl FastAP. Objem jsme takto upravili kvŢli pomŊru 

enzymŢ, kterĨ by mŊl bĨt maxim§lnŊ 10 %. Inkubujeme v termobloļku 

(ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 37 ÁC po dobu 10 min. 

3. FastAP inaktivujeme inkubac² pŚi 80 ÁC po dobu 15 min. 

 

Fragment a vektor spoj²me do jedn® zkumavky 

1. Do zkumavky pŚid§me stejnĨ objem neutr§ln²ho fenol-chloroformu 

a extrahujeme. Odebereme vodnou f§zi a pŚesr§ģ²me ethanolem. 

2. VyschlĨ sediment rozpust²me v 15 Õl steriln² dH2O a pŚid§me 2 Õl 10x legaļn²ho 

pufru s ATP, 1 Õl T4 DNA ligasy a 2 Õl PEG 4000). Inkubujeme v termobloļku 

s chlazen²m (ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 22 ÁC nejm®nŊ 2 hodiny, pŚ²padnŊ 

pŚes noc.  

3. DNA pŚesr§ģ²me pomoc² ethanolu. 

4. Provedeme elektroporaci bunŊk E. coli (viz d§le).  

Klonov§n² DNA fragmentu s kohezivn²mi konci  

Fragment 

1. Fragment DNA, ġtŊpenĨ restrikļn²mi endonukle§zami v celkov®m objemu 50 Õl, 

byl nanesen na agar·zovou gelovou elektrofor®zu (Consort EV243, Merck) a pot® 

izolov§n z gelu pomoc² Glass milk metody. Eluce DNA byla provedena do 20 Õl 

steriln² dH2O. 

Vektor 

1. 10 Õl vektoru ġtŊp²me v plastov® zkumavce typu Eppendorf v celkov®m objemu 

20 Õl pŚ²sluġnĨm enzymem, inkubujeme 2 hodiny pŚi poģadovan® teplotŊ 

v termobloļku (ThermoStat plus, Eppendorf). 
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2. Pro defosforylaci 5ó koncu pŚid§me po ġtŊpen² 1 Õl FastAP. Inkubujeme 

v termobloļku (ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 37 ÁC po dobu 10-15 min. 

3. FastAP inaktivujeme inkubac² pŚi 80 ÁC po dobu 15 min. 

4. ĠtŊpenĨ vektor byl nanesen na agar·zovou gelovou elektrofor®zu (Consort 

EV243, Merck) a pot® izolov§n z gelu pomoc² Glass milk metody. Eluce DNA 

byla provedena do 20 Õl steriln² dH2O. 

Fragment a vektor spoj²me do jedn® zkumavky 

1. Do zkumavky pŚid§me stejnĨ objem neutr§ln²ho fenol-chloroformu 

a extrahujeme. Odebereme vodnou f§zi. 

2. Vodnou f§zi pŚesr§ģ²me pŚ²davkem 1/10 objemu 3M NaAc (pH 7) a 2-3 objemŢ 

100% vychlazen®ho ethanolu (-20 ÁC). Sr§ģ²me 40 min v -80 ÁC.  

3. Centrifugujeme ve stoln² centrifuze (Mini Spin Plus, Eppendorf) pŚi 14 500 rpm 

po dobu 15 min. Supernatant odlejeme a pŚid§me 2-3 objemy 75% ethanolu 

a centrifugujeme ve stoln² centrifuze pŚi 14 500 rpm po dobu 5 min. 

4. Supernatant odlejeme a sediment vysuġ²me na vzduchu. 

5. VyschlĨ sediment rozpust²me v 17 Õl steriln² dH2O a pŚid§me 2 Õl 10x legaļn²ho 

pufru s ATP a 1 Õl T4 DNA ligasy. Inkubujeme v termobloļku s chlazen²m 

(ThermoStat plus, Eppendorf) pŚi 22 ÁC nejm®nŊ 2 hodiny, pŚ²padnŊ pŚes noc.  

6. DNA pŚesr§ģ²me pomoc² ethanolu. 

7. Provedeme elektroporaci bunŊk E. coli (viz d§le).  

4.2.3 Metody transformace bunŊk plasmidovou DNA 

PŚ²prava elektrokompetentn²ch bunŊk E. coli SURE a E. coli ET12567/pUZ8002 pro 

elektroporaci  

1. Do 5 ml LB m®dia s pŚ²sluġnĨmi antibiotiky zaoļkujeme poģadovanou kulturu E. 

coli a kultivujeme pŚi 37 ÁC pŚes noc na tŚepaļce (NB205L, N-Biotek) pŚi 

220 rpm. 

2. 2 ml narostl® kultury zaoļkujeme do 200 ml LB m®dia v litrov® baŔce 

bez antibiotik. TŚepeme na tŚepaļce pŚi 37 ÁC, 220 rpm. 

3. Kultivaci ukonļ²me, aģ kdyģ kultura dos§hne OD600 0,7 ï od t®to chv²le drģ²me 

kulturu neust§le na ledu. 

4. Kulturu stoļ²me v chlazen® centrifuze (Z 326 K, Hermle) pŚi 4 ÁC, 6 000 rpm 

po dobu 10 min. 
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5. Supernatant odlejeme a sediment rozpust²me ve 200 ml ledov® steriln² dH2O, tot®ģ 

opakujeme jeġtŊ jednou. 

6. Kulturu opŊt stoļ²me jako v bodŊ 4, supernatant odlijeme a buŔky 

rozsuspendujeme v 0,5 ml ledov®ho steriln²ho 10% glycerolu a rozdŊl²me 

po 50 Õl do steriln²ch 1,5 ml plastovĨch minizkumavek typu Eppendorf. 

7. BuŔky pouģijeme pŚ²mo k elektroporaci a nebo uchov§v§me v -80 ÁC. 

 

Elektroporace elektrokompetentn²ch bunŊk E. coli SURE a E. coli 

ET12567/pUZ8002 (Sambrook a Russell, 2001)  

1. K vysuġen®mu peletu DNA po sr§ģen² DNA octanem sodnĨm a ethanolem 

pŚid§me 50 ɛl kompetentn²ch bunŊk E. coli SURE nebo E. coli 

ET12567/pUZ8002, prom²ch§me a inkubujeme na ledu 10 min. 

2. SmŊs pŚem²st²me do vychlazen® elektroporaļn² kyvety a v elektropor§toru 

provedeme transformaci dle parametrŢ pŚ²stroje (Electro Square PoratorÊ ECM 

830, BTXÈ) pro E. coli: 

¶ napŊt² 2,0 kV 

¶ d®lka pulzu 99 Õs 

¶ 10 pulzu 

¶ ġ²Śka mezery v kyvetŊ 1 mm 

¶ intenzita pole 20 kV/cm 

3. Ihned pŚid§me 1 ml SOC m®dia a kulturu kultivujeme 1-1,5 h v inkub§toru 

(NB205L, N-Biotek) pŚi teplotŊ 37 ÁC za st§l®ho tŚep§n² (120 rpm). 

4. BuŔky vysejeme na misku s LB agarem s pŚ²sluġnĨmi antibiotiky. 

5. Misku s kulturou inkubujeme pŚes noc pŚi 37 ÁC v inkub§toru (Q-Cell, Poll Lab) 

 

Konjugaļn² pŚenos plasmidu z E. coli ET12567/pUZ8002 do streptomycet 

E. coli ET12567/pUZ8002 

1. BuŔky E. coli ET12567/pUZ8002 vyrostl® na LB m®diu s pŚ²sluġnĨmi antibiotiky 

pŚeoļkujeme do 2 ml tekut®ho LB m®dia obsahuj²c²ho opŊt pŚ²sluġn§ antibiotika. 

2. BuŔky E. coli ET12567/pUZ8002 kultivujeme na tŚepaļce (NB205L, N-Biotek) 

pŚi 37 CÁ, 220 rpm pŚes noc.  
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3. Dalġ² den pŚeoļkujeme 150 Õl kultury do 15 ml tekut®ho LB m®dia s pŚ²sluġnĨmi 

antibiotiky a kultivujeme pŚi 37 ÁC, 220 rpm do OD600 0,4.  

4. Po dosaģen² poģadovan® optick® denzity kulturu centrifugujeme (Mini Spin Plus, 

Eppendorf) pŚi 4 ÁC, 5 000 rpm po dobu 5 min.  

5. Supernatant odlejeme a pelet rozsuspendujeme v 10 ml LB m®dia, n§slednŊ opŊt 

centrifugujeme pŚi 4 ÁC, 5 000 rpm po dobu 5 min.  

6. Pot® proces zopakujeme.  

7. Po vyjmut² z centrifugy supernatant odlejeme a pelet rozsuspendujeme v 1 ml LB 

m®dia v mal® plastov® zkumavce typu Eppendorf.  

Streptomycety 

1. Spory poģadovan®ho kmene streptomycet vyrostl® na MS m®diu v Petriho misce 

sterilnŊ oġetŚ²me 3 ml 2x YT m®diem a setŚeme do mal® steriln² plastov® 

zkumavky typu Eppendorf.  

2. Spory ve zkumavce podrob²me teplotn²mu ġoku pŚi 50 ÁC (ThermoStat plus, 

Eppendorf) po dobu 10 min.  

3. Pot® k spor§m pŚid§me 0,5 ml kultury bunŊk E. coli ET12567/pUZ8002 a ty 

centrifugujeme pŚi 14 500 rpm po dobu 1 min.  

4. Ļ§st supernatantu odstran²me, ve zbyl® ļ§sti pelet rozsuspendujeme 

a napipetujeme jej na Petriho misku obsahuj²c² MS m®dium.  

5. Kulturu kultivujeme pŚes noc v termostatu pŚi 30 ÁC do druh®ho dne.  

6. Dalġ² den rozpust²me v 1 ml steriln² H2O poģadovanou koncentraci kyseliny 

nalidixov® a pŚ²sluġn®ho antibiotika, na nŊjģ nese rezistenci pŚen§ġenĨ plasmid, 

a t²mto roztokem pŚelejeme povrch misky pro usmrcen² ET bunŊk. Na kyselinu 

nalidixovou jsou streptomycety pŚirozenŊ rezistentn². 

7. Misky kultivujeme v termostatu, dokud se neobjev² prvn² kolonie. 

4.2.4 Analytick® a separaļn² metody 

Extrakce sekund§rn²ch metabolitŢ ze streptomycet 

Inokulum 

1. Do 30 ml GYM m®dia zaoļkujeme spory poģadovan®ho kmene streptomycet 

a kultivujeme 48 h pŚi 30 ÁC na tŚepaļce pŚi 220 rpm. 
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Fermentace 

1. Z inokula odebereme 8 ml a ty zaoļkujeme do 80 ml GYM m®dia a kultivujeme 

72 h. Kulturu stoļ²me pŚi pokojov® teplotŊ 10 min pŚi 5 000 rpm. Supernatant 

slejeme do odpaŚovac² baŔky a d§le pracujeme s buŔkami a supernatantem 

(m®diem) zvl§ġŠ. 

Supernatant 

1. V supernatantu rozpust²me NaCl tak, aby vznikl nasycenĨ rozrok (29,2 g NaCl 

na 100 ml supernatantu ï cca 5M roztok).  

2. K roztoku pŚid§me 1/3 objemu ethylacet§tu a v odpaŚovac² baŔce nech§me 30 

minut tŚepat na reciproļn² tŚepaļce pŚi 250 rpm v chladov® m²stnosti (4 ÁC), 

ve tmŊ.  

3. SmŊs stoļ²me pŚi pokojov® teplotŊ 15 minut pŚi 5 000 rpm.  

4. Horn² ethylacet§tovou f§zi pŚeneseme sklenŊnou pipetou do odpaŚovac² baŔky, 

kterou uloģ²me do -20 ÁC, dokud nedokonļ²me pr§ci s buŔkami. 

BuŔky 

1. K buŔk§m pŚid§me aceton o objemu ı celkov®ho objemu kultury (20 ml).  

2. Suspenzi tŚepeme na reciproļn² tŚepaļce v dŊl²c² n§levce 30 minut pŚi 250 rpm 

v chladov® m²stnosti, ve tmŊ.  

3. SmŊs pot® pŚefiltrujeme pŚes filtraļn² pap²r do odpaŚovac² baŔky a d§le 

odpaŚujeme na rotaļn² vakuov® odparce (LABOROTA 4003 ï control, Heidolph 

Instruments) pŚi teplotŊ vodn² l§znŊ 37 ÁC, podtlak se pohybuje mezi 160-150 

mbar.  

4. Pot®, co v baŔce zbyde pouze mal® mnoģstv² vodn® f§ze, odpaŚov§n² ukonļ²me 

a ke zbytu kapaliny pŚid§me 2-3 objemy (6-8 ml) ethylacet§tu a tŚepeme 

v odpaŚovac² baŔce na reciproļn² tŚepaļce 30 min pŚi 250 rpm v chladov® 

m²stnosti ve tmŊ.  

5. Pot® smŊs stoļ²me pŚi pokojov® teplotŊ 15 min pŚi 5 000 rpm.  

6. Horn² ethylacet§tovou f§zi pŚid§me do odpaŚovac² baŔky obsahuj²c² 

ethylacet§tovou f§zi z extrakce ze supernatantu.  

7. Ethylacet§tovou f§zi odpaŚujeme do sucha na rotaļn² vakuov® odparce pŚi teplotŊ 

vodn² l§znŊ 37 ÁC a podtlaku 150-160 mbar.  
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8. Pot® do odpaŚovac² baŔky nalejeme pŚibliģnŊ 1 ml chloroformu, stŊny dŢkladnŊ 

opl§chneme sklenŊnou pipetou a extrakt n§slednŊ pŚeneseme do vialky z tmav®ho 

skla, kdy je extrakt zakoncentrov§n na 100 Õl. Skladujeme pŚi -20 ÁC.  

Chromatografie na tenk® vrstvŊ (TLC) 

Mobiln² f§ze byla tvoŚena benzenem a acetonem v pomŊru 3:2 (v/v). Stacion§rn² f§zi 

tvoŚily TLC hlin²kov® desky (TLC Silica gel 60 F254, Merck) pokryt® vrstvou silikagelu 

s fluorescenļn²m indik§torem F254. 

1. Vzorky naneseme na TLC desku tak, aby byly od kraje vzd§leny 1 cm a mezi 

sebou tvoŚily rozestupy o vzd§lenosti 1,5 cm. Startovac² linii naneseme 2 cm 

od spodn²ho okraje.  

2. Vzorky naneseme na startovac² linii pomoc² sklenŊn® mikrostŚ²kaļky Hamilton.  

3. Po zaschnut² skvrn TLC desku vloģ²me do sklenŊn® n§doby obsahuj²c² mobiln² 

f§zi do vĨġky 1 cm. Vyv²jen² ukonļ²me, kdyģ skvrna mobiln² f§ze dos§hne cca 

1 cm od horn²ho konce TLC desky.  

4. Po uschnut² desku vyfotografujeme pŚi oz§Śen² UV svŊtlem anebo pouģijeme 

pro biologickĨ test (viz d§le). 

BiologickĨ test 

Pro biologickĨ test byl pouģit senzitivn² kmen Bacillus subtilis. Ten byl kultivujeme 

ve 30 ml komerļn²ho TSB m®dia (Oxoid) pŚes noc pŚi 37 ÁC.  

1. Do ļtvercov® misky nalejeme ģivnĨ agar tak, aby v tenk® vrstvŊ m®dium zalilo 

dno. Misku s m®diem nech§me ztuhnout.  

2. Do dalġ²ch 25 ml rozvaŚen®ho (tekut®ho, ale m²rnŊ vychladl®ho) m®dia pŚid§me 

1 ml tekut® kultury obsahuj²c² spory Bacillus subtilis. T²mto opŊt pŚelejeme misku 

a opŊt nech§me zatuhnout.  

3. Na misku se zatuhlĨm m®diem pot® pŚiloģ²me TLC desku obsahuj²c² vzorky 

extraktŢ tak, aby mezi deskou a agarem nebyly bubliny. Deska s miskou se takto 

ponech§ 15 minut v lamin§rn²m boxu, pot® z povrchu agaru odstran²me desku 

a misku kultivujeme pŚi 30 ÁC pŚes noc.  

4. Dalġ² den pozorujeme inhibiļn² z·ny a vyfotografujeme.  
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Kapalinov§ chromatografie se spektrofotometrickou detekc² v UV/VIS oblasti 

a tandemovou hmotnostn² detekc² (LC-UV/VIS-MS/MS) 

Extrakty z kmenŢ BCCO10 1636 a BCCO10 1552 byly analyzov§ny pomoc² LC-

UV/VIS-MS/MS. AnalĨza a vyhodnocov§n² byly provedeny panem Ing. Davidem 

Kahoun, Ph.D. pŚi Jihoļesk® UniverzitŊ v ĻeskĨch BudŊjovic²ch.  

Kapalinov§ chromatografie (Liquid Chromatography, LC) slouģ² k separaci 

jednotlivĨch sloģek extraktu na z§kladŊ jejich rozd²ln® distribuce mezi stacion§rn² 

f§z² um²stŊn® v chromatografick® kolonŊ a mobiln² f§z², kter§ touto 

chromatografickou kolonou prot®k§. Hmotnostn² spektrometrie (Mass Spectrometry, 

MS) se ve spojen² s LC pouģ²v§ jako detekļn² technika, pŚi n²ģ jsou molekuly z elu§tu 

z LC nejprve pŚevedeny na ionty, kter® jsou n§slednŊ rozdŊleny podle jejich pomŊru 

hmotnosti a n§boje (m/z) a relativn² intenzity vġech jednotlivĨch iontŢ jsou 

zaznamen§ny ve formŊ hmotnostn²ho spektra.  

V kaģd® analĨze vzorku byly provedeny z§znamy absorbance v cel® UV i VIS oblasti, 

z§znamy jednoduchĨch skenŢ (full scan MS) i z§znamy skenŢ produktovĨch iontŢ 

vzniklĨch c²lenou fragmentac² z pŚedem definovanĨch vybranĨch prekurzorovĨch 

iontŢ (data dependent full scan MS/MS), a to vġe pŚi podm²nk§ch pozitivn² i negativn² 

ionizace vyhŚ²vanĨm elektrosprejem. V prŢbŊhu cel® analĨzy tak byly prŢbŊģnŊ 

z²sk§v§ny pln§ absorpļn² UV/VIS spektra a FSMS i ddFSMS/MS hmotnostn² spektra 

dle definovanĨch podm²nek. 

Pro kvalitativn² analĨzu byl pouģit program Xcalibur Qual Browser (Thermo 

ScientificÉ). Program je vhodnĨ pro analĨzu nezn§mĨch slouļenin a pro potvrzen² 

c²lovĨch slouļenin.  

PŚ²prava vzorku k analĨze: 

Vzorek byl pipetou pŚenesen do plastov® mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 

1,5 ml, kter§ byla centrifugov§na pŚi 20 000 g po dobu 10 min pŚi 7 ÁC. Pot® byl 

supernatant pŚenesen do sklenŊn®ho inzertu o objemu 400 Õl, kterĨ byl um²stŊn 

ve sklenŊn® HPLC vialce o objemu 1,5 ml. Vialka byla uzavŚena teflonovĨm septem 

a vzorek byl pot® ihned analyzov§n. 
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Podm²nky LC-UV/VIS-MS/MS analĨzy: 

Chromatografick§ separace byla provedena pomoc² chromatografick® kolony 

WATERS ACQUITY UPLC BEH C18 o rozmŊrech 50 x 2,1 mm s velikost² ļ§stic 

1,7 Õm (ļ²slo produktu: 186002350) na chromatografick®m syst®mu Thermo 

Ultimate 3000.  Jako mobiln² f§ze A byla pouģita voda s pŚ²davkem kyseliny 

mravenļ² (0,1 % obj.) a jako mobiln² f§ze B byl pouģit acetonitril s pŚ²davkem 

kyseliny mravenļ² (0,1 % obj.). Teplota z§sobn²ku vzorkŢ ļinila 7 ÁC, teplota 

kolonov®ho prostoru ļinila 30 ÁC, prŢtok mobiln² f§ze byl 0,5 ml za minutu a tlak 

syst®mu za vĨchoz²ch podm²nek gradientov®ho programu (tab. 4) dosahoval 400 bar. 

Objem n§stŚiku vzorku byl 2 Õl. 

 

Retenļn² ļas (min) Mobiln² f§ze A [%] Mobiln² f§ze B [%] 

0 95 5 

1 95 5 

21 5 95 

22 95 5 

29 95 5 

Tab. 4 DǊŀŘƛŜƴǘƻǾȇ ǇǊƻƎǊŀƳ. 

Spektrofotometrick§ detekce byla provedena v reģimu z§znamu plnĨch spekter 

v rozsahu 190-800 nm a z§roveŔ v reģimu z§znamu 4 fixn²ch vlnovĨch d®lek: 200, 

250, 300 a 500 nm.  Hmotnostn² detekce byla provedena za pouģit² vyhŚ²van®ho 

elektrospreje Thermo HESI II a line§rn² iontov® pasti Thermo Velos Pro 

pŚi n§sleduj²c²ch podm²nk§ch: napŊt² na kapil§Śe +/- 3 kV, teplota kapil§ry 350 ÁC, 

prŢtok hlavn²ho zmlģovac²ho plynu 60 arb., prŢtok pomocn®ho zmlģovac²ho plynu 

20 arb., potenci§l na brzd²c² elektrodŊ pŚed iontovou past² +/- 9.0 V. Byly provedeny 

z§znamy jednoduchĨch skenŢ (full scan MS) v rozsahu 200-1200 m/z i z§znamy 

skenŢ produktovĨch iontŢ (data dependent full scan MS/MS) z prekurzorŢ v rozsahu 

200-1200 m/z. 
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5 Vypracov§n² a vĨsledky 

5.1 Srovn§n² aminokyselinovĨch sekvenc² homologŢ genŢ als 

Oba kmeny BCCO10 1552 a BCCO10 1636 vyġly z genetick®ho screeningu jako 

pozitivn² na pŚ²tomnost genu als (hemA). Proto bylo vhodn® prov®st srovn§n² 

aminokyselinovĨch sekvenc² produktŢ danĨch genŢ (obr. 19) pro ovŊŚen², zda obsahuj² 

vġechna aminokyselinov§ residua konzervovan§ pro unik§tn² enzym cyklizuj²c² 5-

aminolevulin§t synt§zu a tak® zda obsahuj² i vġechna residua dŢleģit§ pro jej² funkci. Tyto 

aminokyseliny byly definov§ny jiģ PetŚ²ļkovou et al. 2015. Pro srovn§n² byli vybr§ni 

jednotliv² producenti zn§mĨch manumycinŢ obsahuj²c²ch C5N jednotku.  

 

tƻǇƛǎ ƻōǊłȊƪǳ ƴŀ ŘŀƭǑƝ ǎǘǊŀƴŠ 
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hōǊΦ мф tƻǊƻǾƴłƴƝ ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾȇŎƘ ǎŜƪǾŜƴŎƝ ǇǊƻŘǳƪǘǳ ƎŜƴǳ als ȊłǎǘǳǇŎǻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ 
ǇǊƻŘǳŎŜƴǘǻ ŀ ƪƳŜƴǻ .//hмл мррн ŀ .//hмл мсосΦ S. calvus ς producent annimycinu, S. 
aizunensis ς producent Eco-02301, S. parvulus ς producent manumycinu A, S. nodosus ssp. 
asukaensis ς producent asukamycinu, S. aureus ς producent colabomycinu E, S. 
xanthochromogenus ς producent reductiomycinu, S. bambergiensis ς producent moenomycinu 
A, S. hygroscopicus ς producent L-155,175, S. lohii ς producent bafilomycinu B1, kmen BCCO10 
мррн όȊŜƭŜƴł ȊƴŀőƪŀύΣ ƪƳŜƴ .//hмл мсос όŦƛŀƭƻǾł ȊƴŀőƪŀύΦ ±ǑŜŎƘƴŀ ŀƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾł ǊŜǎƛŘǳŀ 
ǎƘƻŘƴł ǎ produktem als genu S. nodosus ssp. asukaensis Ƨǎƻǳ ƴŀ őŜǊƴŞƳ ǇƻŘƪƭŀŘǳΦ 
!ƳƛƴƻƪȅǎŜƭƛƴƻǾł ǊŜǎƛŘǳŀΣ ƪǘŜǊł ǎŜ ƭƛǑƝ ƻŘ ƪƭŀǎƛŎƪŞ ![!{ ŀ Ƨǎƻǳ ǎǘǊƛƪǘƴŠ ƪƻƴȊŜǊǾƻǾłƴŀ ǇǊƻ cALAS, 
Ƨǎƻǳ ȊǾȇǊŀȊƴŠƴŀ ȌƭǳǘŠΦ wŜǎƛŘǳŀ ǇǌƝƳƻ ǎǇƻƧŜƴł ǎ aktivitou cALAS jsou v őŜǊǾŜƴȇŎƘ ǊłƳŜőŎƝŎƘ 
όtŜǘǌƝőƪƻǾł et al. 2015).   

5.2 Genetick§ analĨza kmene BCCO10 1636 

 Kmen BCCO10 1636 byl pro tuto pr§ci vybr§n na z§kladŊ genetick®ho screeningu 

na pŚ²tomnost homologu genu hemA. Genetickou analĨzou 50 kbp dlouh®ho ¼seku DNA 

byla zjiġtŊna pŚ²tomnost vġech tŚ² genŢ (all, als, ams) v operonu odpovŊdn®m za formaci 

C5N jednotky (obr. 20).  Byly objeveny i dalġ² geny homologn² s geny biosyntetick®ho 

genov®ho shluku pro asukamycin (Streptomyces nodosus subsp. asukaensis), kterĨ se Śad² 

mezi manumyciny. 

 

 

 

tƻǇƛǎ ƻōǊłȊƪǳ ƴŀ ŘŀƭǑƝ ǎǘǊŀƴŠ 
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hōǊΦ нл [ƻƪǳǎ ƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ рл ƪōǇ ǎ ƻǘŜǾǌŜƴȇƳƛ őǘŜŎƝƳƛ ǊłƳŎƛ όhwCύ Ǿ ƻƪƻƭƝ ƎŜƴǳ als kmene 
BCCO10 1636. Popis jednotliǾȇŎƘ őǘŜŎƝŎƘ ǊłƳŎǻ ǾƛȊ ǘŀōǳƭƪŀ р ƴƝȌŜΦ ¿ƭǳǘł Ґ hwC ƪƽŘǳƧƝŎƝ 
ǇƻǘŜƴŎƛłƭƴƝ ŜƴȊȅƳȅ ŀ ǇǊƻŘǳƪǘȅ ȊŀǇƻƧŜƴŞ Ǿ ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝƳ ƳŜǘŀōƻƭƛǎƳǳΣ őŜǊǾŜƴł Ґ hwC ƘƻƳƻƭƻƎƴƝ 
ƪŜ ƎŜƴǻƳ ƪƽŘǳƧƝŎƝƳ ōƛƻǎȅƴǘŞȊǳ ƳŀƴǳƳȅŎƛƴǻΣ ōƝƭł Ґ ƴŜǳǊőŜƴƻΣ ȊŜƭŜƴł = tranǎǇƻȊłȊȅΣ ƳƻŘǊł = 
ƻǎǘŀǘƴƝ hwCΦ  

 

ORF tƻŘƻōƴƻǎǘ ƪŜ ƎŜƴǻƳ ǇǊƻΥ Funkce bŜƧōƭƛȌǑƝ ǇǊƻǘŜƛƴ 

1 
!./ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƴƝ ǎȅǎǘŞƳ 
ό!¢tłȊƻǾłκǇŜǊƳłȊƻǾł 
podjednotka)  

tǌŜƴłǑŜƴƝ ƭłǘŜƪ ǇǌŜǎ ƳŜƳōǊłƴǳ 
Ȋŀ ǎǇƻǘǌŜōȅ !¢tΦ 

RPE38095.1 

2 
CƘƛǘƛƴłȊŀ wƻȊǇƻƧƻǾłƴƝ ƎƭȅƪƻǎƛŘƛŎƪȇŎƘ ǾŀȊŜō 

v chitinu. 
WP_123971906.1 

3 KƻŀƎǳƭŀőƴƝ ŦŀƪǘƻǊ  ±ŀȊōŀ ǎŀŎƘŀǊƛŘǻΦ WP_123971905.1 

4 

 

MFS (major facilitator 
ǎǳǇŜǊŦŀƳƛƭȅύ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŞǊ 

aŜƳōǊłƴƻǾȇ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ǇƻƳƻŎƝ ƴŀ 
ȊłƪƭŀŘŠ ƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳΦ 

 

WP_089106019.1 

5 

aŀǊw ǘǊŀƴǎƪǊƛǇőƴƝ ǊŜƎǳƭłǘƻǊ  wŜƎǳƭŀŎŜ ƻǇŜǊƻƴǳΣ ƧŜƴȌ ƪƽŘǳƧŜ 
ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ Ǿǻőƛ ǊǻȊƴȇƳ ŘǊǳƘǻƳ 
ŀƴǘƛōƛƻǘƛƪΣ ƴŀǇǌƝƪƭŀŘ ǘǾƻǊōƻǳ 
ŜŦƭǳȄƴƝŎƘ ǇǳƳǇΦ 

RPE38091.1 

6 
!!! !¢tłȊŀ IȅŘǊƻƭȇȊŀ !¢t ǎ ǾȅǳȌƛǘƝƳ ŜƴŜǊƎƛŜ 

ǇǊƻ ƪƻƴŦƻǊƳŀőƴƝ ȊƳŠƴȅΦ 
WP_143675131.1 

7 

¢Ŝǘwκ!ŎǊw ǘǊŀƴǎƪǊƛǇőƴƝ 
ǊŜƎǳƭłǘƻǊ 

±ŀȊōŀ ƴŀ 5b!Σ ƳƻƴƛǘƻǊƻǾłƴƝ ƻƪƻƭƝ 
ōǳƶƪȅ ς osmotƛŎƪȇ ǎǘǊŜǎΣ ŜŦƭǳȄΣ 
produkce antibiotik atd. 

 

WP_089104339.1 

8 
LLM F420-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ  

hȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_136722945.1 

9 Cytochrom P450  hȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_129251097.1 

10 
Ferredoxin  YŀǘŀƭȅȊłǘƻǊ ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪőƴƝŎƘ 

ǇǊƻŎŜǎǻΦ 
WP_030077822.1 

11 
MFS (major facilitator 
ǎǳǇŜǊŦŀƳƛƭȅύ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŞǊ 

aŜƳōǊłƴƻǾȇ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘ ƳŀƭȇŎƘ 
ƳƻƭŜƪǳƭ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ 
tlaku. 

WP_093713798.1 

12 
TetR ǘǊŀƴǎƪǊƛǇőƴƝ ǊŜƎǳƭłǘƻǊ WŜŘƴƻƪƻƳǇƻƴŜƴǘƻǾŞ ǊŜƎǳƭłǘƻǊȅ 

ǎǇƻƧŜƴŞ ǎ ŀƴǘƛōƛƻǘƛŎƪƻǳ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƝΦ 
WP_165234659.1 

13 aŀǊw ǘǊŀƴǎŎǊƛǇőƴƝ ǊŜƎǳƭłǘƻǊ  wŜƎǳƭŀŎŜ ƻǇŜǊƻƴǳΣ ƧŜƴȌ ƪƽŘǳƧŜ 
ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ Ǿǻőƛ ǊǻȊƴȇƳ ŘǊǳƘǻƳ 

WP_120682186.1 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RPE38095
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RPE38095
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_RPE38095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/RPE38095.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KJ4AFZ3014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_123971906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_123971906.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KJGSAHT011
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_123971905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_123971905.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KJV7MF7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_089106019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_089106019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_089106019.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KKD2RV2016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_093508471
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/RPE38091.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=8KKH4VPG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_143675131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_143675131.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KNAUSM0016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_089104339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_089104339.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KR8FVZM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_136722945
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_136722945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_136722945.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KRG09RB016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_129251097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_129251097.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=8KS6504F01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_030077822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_030077822.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KSF8K98011
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_089106019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_089106019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_093713798.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KSMYC8X014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_165234659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_165234659.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KSV93JZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_120682186
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_120682186.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KTNRFP8011
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ŀƴǘƛōƛƻǘƛƪΣ ƴŀǇǌƝƪƭŀŘ ǘǾƻǊōƻǳ 
ŜŦƭǳȄƴƝŎƘ ǇǳƳǇΦ 

14 

 

TǊŀƴǎŀƭŘƻƭłȊŀ tǊƻǇƻƧŜƴƝ ƎƭȅƪƻƭȅǘƛŎƪŞ ŀ ǇŜƴǘƽȊƻ-
ŦƻǎŦłǘƻǾŞ ŘǊłƘȅΦ 

WP_055587560.1 

15 
FAD-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ 

tǌŜƴƻǎ ŜƭŜƪǘǊƻƴǳ Ȋ ƧŜŘƴŞ 
molekuly na druhou. 

WP_030921499.1 

16 

¢Ŝǘwκ!ŎǊw ǘǊŀƴǎŎǊƛǇőƴƝ 
ǊŜƎǳƭłǘƻǊ  

±ŀȊōŀ ƴŀ 5b!Σ ƳƻƴƛǘƻǊƻǾłƴƝ ƻƪƻƭƝ 
ōǳƶƪȅ ς ƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǎǘǊŜǎΣ ŜŦƭǳȄΣ 
produkce antibiotik atd. 

 

WP_035865210.1 

17 
SDR NAD(P)-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ  

hȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_030921519.1 

18 IȅǇƻǘŜǘƛŎƪȇ protein  WP_165941468.1 

19 

[ƛƎłȊŀ ƳŀǎǘƴȇŎƘ ƪȅǎŜƭƛƴ 
s ŘƭƻǳƘȇƳ ǌŜǘŠȊŎŜƳ όlong-
chain fatty acid--CoA ligase) 
κ ŀƳƛŘ ǎȅƴǘłȊŀ (AMS) 

Homolog asuD1 ƪƽŘǳƧƝŎƝƘƻ ŀƳƛŘ 
ǎȅƴǘłȊǳΣ ƪǘŜǊł ǇǌƛǇƻƧǳƧŜ /5N 
jednotky k ŘƻƭƴƝƳǳ 
ǇƻƭȅƪŜǘƛŘƻǾŞƳǳ ǌŜǘŠȊŎƛ 
ƳŀƴǳƳȅŎƛƴǻ ŀƳƛŘƻǾƻǳ ǾŀȊōƻǳΦ 
рсΦлр҈ ǇƻŘƻōƴƻǎǘ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ 
ǎǊƻǾƴłƴƝ ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ ǎŜƪǾŜƴŎŜΦ 

WP_093508255.1 

als 
5-ŀƳƛƴƻƭŜǾǳƭƛƴłǘ ǎȅƴǘłȊŀ 
(ALS) 

Homolog asuD2. 81.53% 
ǇƻŘƻōƴƻǎǘ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǎǊƻǾƴłƴƝ 
ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ ǎŜƪǾŜƴŎŜΦ 

WP_093502023.1 

21 
5-ŀƳƛƴƻƭŜǾǳƭƛƴłǘ /ƻ!-ƭƛƎłȊŀ 
(ALL) 

Homolog asuD3. 68.97% 
podobnost na ȊłƪƭŀŘŠ ǎǊƻǾƴłƴƝ 
ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ ǎŜƪǾŜƴŎŜΦ 

BBA21084.1 

22 

 

¢ǊŀƴǎƪǊƛǇőƴƝ ǊŜƎǳƭłǘƻǊ 48% podobnost s asuR1 na 
ȊłƪƭŀŘŠ ǎǊƻǾƴłƴƝ ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ 
sekvence. 

SEF00489.1 

23 HypƻǘŜǘƛŎƪȇ protein  WP_078901157.1 

24 
NAD(P)/FAD-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ 

tǌŜƴƻǎ ŜƭŜƪǘǊƻƴǳ Ȋ ƧŜŘƴŞ 
molekuly na druhou. 

WP_120682158.1 

25 

Ketoacyl-!/t ǎȅƴǘłȊŀ LLL  Homolog asuC4. 62% podobnost 
ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǎǊƻǾƴłƴƝ ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ 
sekvence. 

YƽŘǳƧŜ ƪŀǘŀƭȅǘƛŎƪƻǳ ǇƻŘƧŜŘƴƻǘƪǳ 
tY{ ǘȅǇǳ н ǇǊƻ ǎȅƴǘŞȊǳ ƘƻǊƴƝƘƻ 
ǇƻƭȅƪŜǘƛŘƻǾŞƘƻ ǌŜǘŠȊŎŜΦ 

WP_037909573.1 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_055587560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_055587560.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KTTUZ5N016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_030921499
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_030921499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_030921499.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KU2237H014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_035865210
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_035865210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_035865210.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KUG5GU3011
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_030921519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_030921519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_030921519.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=8KUGU6ZT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_165941468.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KV7SPKX011
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_128510941
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi#alnHdr_WP_128510941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_093508255.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=8KVAFW4R014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_093502023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_093502023.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KVPV5VN016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BBA21084
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_BBA21084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/BBA21084.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KVWJMBS016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/SEF00489.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KW2KEB7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_078901157.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KW7SR0C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_120682158
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_120682158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_120682158.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KWDKZNB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_037909573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_037909573.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=8KWYT1D3016
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26 

 

TƘƛƻŜǎǘŜǊłȊŀ  Homolog asuC15. 48% podobnost 
ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǎǊƻǾƴłƴƝ ƴǳƪƭŜƻǘƛŘƻǾŞ 
sekvence. 

WP_157856180.1 

27 

tƻƭȅƪŜǘƛŘ ǎȅƴǘłȊŀ ǘȅǇǳ L {ǘŀǊǘƻǾŀŎƝ tY{Σ ƪǘŜǊł ȊǌŜƧƳŠ 
ȊǘǊŀǘƛƭŀ ȊōȅƭŞ tY{L ƎŜƴȅΣ ƳƻȌƴł ƛ 
ƴŠƪǘŜǊŞ ƳƻŘǳƭȅΦ hōǎŀƘǳƧŜ 
ƪŜǘƻŀŎȅƭ ǎȅƴǘłȊƻǾƻǳ ŘƻƳŞƴǳΣ 
ŀŎȅƭǘǊŀƴǎŦŜǊłȊƻǾƻǳ ŘƻƳŞƴǳ ŀ 
ǾŀȊŜōƴƻǳ ŘƻƳŞƴǳ ǇǊƻ 
ǇȅǊƛŘƻȄŀƭŦƻǎŦłǘƻǾȇ ƪƻŦŀƪǘƻǊ όttύΦ 
Neobsahuje acyl-carrier protein.   

WP_051950824.1 

28 
SDR NAD(P)-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ 

hȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ  WP_120682162.1 

29 
Acyl-!at ƭƛƎłȊŀ  !ƪǘƛǾŀŎŜ ƳŀǎǘƴȇŎƘ ƪȅǎŜƭƛƴ ŀ 

ǇǌŜƴƻǎ ƴŀ tY{Φ  
WP_078901158.1 

30 

TǊŀƴǎǇƻȊłȊŀ YŀǘŀƭȅȊǳƧŜ ǇǌŜƴƻǎ ǘǊŀƴǎǇƻȊƻƴǳ 
όƴŜōƻ ƻōŜŎƴŠ ƧŀƪŞƪƻƭƛ 5b! 
ƻƘǊŀƴƛőŜƴŞ ǊƻȊǇƻȊƴłǾŀƴȇƳƛ 
ǵǎŜƪȅ 5b!ύ Řƻ ƧƛƴŞ őłǎǘƛ ƎŜƴƻƳǳΦ 

WP_078901159.1 

31 
SDR NAD(P)-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ 

OȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_051950829.1 

32 NAD(P)-ǾłȊŀƧƝŎƝ ǇǊƻǘŜƛƴ  OȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_051950830.1 

33 
Enoyl-CoA 
ƘȅŘǊŀǘłȊŀκƛǎƻƳŜǊłȊŀ  

Katalyzuje konverzi cis- nebo 
trans- ŘǾƻƧƛǘȇŎƘ vazeb koenzymu 
A. 

WP_157856181.1 

34 NAD(P)-ǾłȊŀƧƝŎƝ ǇǊƻǘŜƛƴ  OȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_051950831.1 

35 
SDR NAD(P)-ŘŜǇŜƴŘŜƴǘƴƝ 
ƻȄƛŘƻǊŜŘǳƪǘłȊŀ 

OȄƛŘŀőƴŠ ǊŜŘǳƪőƴƝ ǊŜŀƪŎŜΦ WP_051950832.1 

Tab. 5 hŘƘŀŘƻǾŀƴŞ ŦǳƴƪŎŜ ƻǘŜǾǌŜƴȇŎƘ őǘŜŎƝŎƘ ǊłƳŎǻ рл ƪōǇ ŘƭƻǳƘŞƘƻ ƭƻƪǳǎǳ ƪƳene 
BCCO10 1636. 

OtevŚen® ļtec² r§mce 27 - 33 jsou homologn² s geny Streptomyces yeochonensis, 

kter® tvoŚ² hypotetickĨ biosyntetickĨ klastr, jehoģ funkce je nezn§m§ a podobnost 

s ostatn²mi zn§mĨmi klastry n²zk§ (antiSMASH analĨza; Blin et al. 2019).  

5.3 Disrupce genu als u kmene BCCO10 1636 

I pŚesto, ģe m§me k dispozici genetickou informaci, nelze na z§kladŊ 

pravdŊpodobn® funkce k·dovanĨch proteinŢ pŚiliġ dobŚe predikovat strukturu 

syntetizovan®ho sekund§rn²ho metabolitu. Geny se vŢbec nemusej² biosynt®zy dan® l§tky 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_157856180
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_157856180.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KWYT1D3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_051950824.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=8KX8FV5E016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_120682162
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_120682162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_120682162.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KXGS63X016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_078901158
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_078901158.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KY82GVZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_078901159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_078901159.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=8KYG469M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950829
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950829
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_051950829.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=8KYG469M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_051950830.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=8KYG469M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_157856181
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_157856181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_157856181.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=8KYG469M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_051950831.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=8KYG469M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950832
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_051950832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_051950832.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=8M06JJJ9016
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¼ļastnit, mohou bĨt pouhĨm produktem pŚestaveb chromozomu a horizont§ln²ho 

genov®ho pŚenosu, kterĨ nen² aktivn². VhodnĨm zpŢsobem, jak toto ovŊŚit, je disrupce. 

Disrupc² genu dos§hneme jeho inaktivace, a t²m i zamezen² funkļnosti vĨsledn®ho 

proteinu. Disrupci genu lze prov®st jeho vĨmŊnou za kazetu k·duj²c² rezistenci 

k antibiotiku, a to metodami molekul§rn²ho klonov§n².  

Kmen BCCO10 1636 obsahuje 3 geny pro synt®zu a pŚipojen² C5N jednotky 

k doln²mu ŚetŊzci manumycinŢ, a to geny pro: lig§zu mastnĨch kyselin s dlouhĨm 

ŚetŊzcem, LCFCAL (long-chain fatty acid CoA ligase = all, ORF21), 5-aminolevulin§t 

synt§zu, als (hemA), a amidsynt§zu ams (ORF19). Gen als byl c²lem disrupce ï k·duje 

cyklizuj²c² aminolevulin§t synthasu, enzym, kterĨ kondenzuje glycin a sukcinyl-CoA 

za vzniku kyseliny aminolevulov®, kterou nav²c tak® cyklizuje. Je tedy pro vznik C5N 

jednotky kl²ļovĨ a je konzervovanĨ napŚ²ļ vġemi producenty metabolitŢ s C5N jednotkou.  

Disrupce genu byla provedena pomoc² rezistenļn² kazety obsahuj²c² gen aadA pro 

rezistenci ke spektinomycinu a oriT m²sto pro konjugaļn² pŚenos fin§ln²ho plasmidov®ho 

konstruktu do kmene BCCO10 1636. Inzerļn² kazeta byla spojena na lev® stranŊ (lev® 

rameno ï LR) s 1 491 bp dlouhĨm ¼sekem tvoŚenĨm genem all (lcfcal) a zbytkem genu 

als a na prav® stranŊ (prav® rameno ï PR) s 1 495 bp dlouhĨm ¼sekem tvoŚenĨm genem 

ams a zbytkem genu als. Homologie obou ramen (LR, PR) s okol²m genu als 

v chromozomu zajiġŠuje ¼ļinnou homologn² rekombinaci (obr. 20). PlasmidovĨ 

konstrukt byl sestrojen v elektrokompetentn²ch buŔk§ch E. coli SURE È, n§slednŊ 

pŚenesen do E. coli ET12567/pUZ8002 a odtud byl konjugov§n do kmene BCCO10 1636.  
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Obr. 20 ½ƧŜŘƴƻŘǳǑŜƴȇ ƳƻŘŜƭ ǇƻǎǘǳǇǳ Ǉǌƛ ŘƛǎǊǳǇŎƛ ƎŜƴǳ alsΦ ό!ύ hǇŜǊƻƴ ŘƛǾƻƪŞƘƻ ǘȅǇǳ 
kmene BCCO10 1636 s ƴłǎƭŜŘƴȇƳ ǇƻǌŀŘƝƳ ƎŜƴǻΥ lcfcal (all), als, amsΦ ό.ύ hőŜƪłǾŀƴł ǇƻŘƻōŀ 
ǾȇǎƭŜŘƴŞƘƻ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ ǎ ǾƭƻȌŜƴƻǳ ǊŜȊƛǎǘŜƴőƴƝ ƪŀȊŜǘƻǳ ƴŀƳƝǎǘƻ als ƎŜƴǳΦ 5ƻŎƘłȊƝ ƪ ƘƻƳƻƭƻƎƴƝ 
rekombinaci mezi plasƳƛŘŜƳ ŀ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳŜƳ ŘƛǾƻƪŞƘƻ typu kmene BCCO10 1636. (C) 
±ȇǎƭŜŘƴł ǇƻŘƻōŀ ƻǇŜǊƻƴǳ Ǿ chromozomu, kde byl gen als ƴŀƘǊŀȊŜƴ ǊŜȊƛǎǘŜƴőƴƝ ƪŀȊŜǘƻǳ aadA. 

 

Amplifikace lev®ho a prav®ho ramene pomoc² PCR a jejich vloģen² do 

vektoru 

Pro amplifikaci lev®ho ramene (LR) a prav®ho ramene (PR) byly navrģeny 

n§sleduj²c² dvŊ dvojice primerŢ (forward a reverse): 

1636LR-F GCA GAC CTC TTC GCC GTA GC PCR amplifikace 

lev®ho ramene 

Oļek§van§ 

velikost: 1 491 bp 
1636LR-R TCT GGG AGG AAC TGG GCT TG 

1636PR-F CAC CGA GCT CTT CCA ACT CG PCR amplifikace 

prav®ho ramene 

Oļek§van§ 

velikost: 1 495 bp 
1636PR-R AGA TGC TCT CCG TCC GCT AC 

Tab. 6 tǊƛƳŜǊȅ ǇƻǳȌƛǘŞ ǇǊƻ ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎƛ [w ŀ tw ƪƳŜƴŜ .//hмл мсосΦ 
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Amplifikace LR a PR probŊhla pomoc² PCR, kdy templ§tem byla chromozom§ln² 

DNA izolovan§ z divok®ho typu kmene BCCO10 1636 (viz kapitola 4.2.1). Produkty 

PCR reakce (5 Õl) byly naneseny na gelovou elektrofor®zu pro ovŊŚen², zda reakce 

probŊhla specificky a zda maj² produkty poģadovanou velikost. N§slednŊ byla provedena 

druh§ elektrofor®za, kde bylo naneseno 20 Õl vzorku a poģadovan® PCR fragmenty byly 

izolov§ny z agar·zov®ho gelu metodou Glass milk (viz kapitola 4.2.1). Jako vektor 

pro molekul§rn² klonov§n² byl pouģit plasmid pBluescript SK+ umoģŔuj²c² v E. coli 

SURE È modro-b²lou selekci. Fragmenty LR a PR izolovan® z gelu, n§slednŊ 

fosforylovan® na 5Ë konc²ch pomoc² polynukleotid kin§zy (PNK) a zatupen® pomoc² 

Klenow fragmentu, byly vloģeny zvl§ġŠ samostatnŊ do vektoru pomoc² klonov§n² natupo 

(viz kapitola 4.2.2). Fosforylovan® LR bylo vloģeno do SmaI ġtŊpen®ho m²sta 

v pBluescript SK+ a fosforylovan® PR bylo vloģeno do EcoRV ġtŊpen®ho m²sta 

pBluescript SK+ (obr. 21). ĠtŊpen² 1 Õl pBluescript SK+ pro n§sledn® vloģen² LR 

prob²halo za pouģit² 1 Õl RE SmaI v celkov®m objemu 10 Õl pŚi teplotŊ 30 ÁC po dobu 

1,5 h. ĠtŊpen² 0,5 Õg pBlueScript SK+ pro n§sledn® vloģen² PR prob²halo za pouģit² 1 Õl 

RE EcoRV. 5ó-konce vektoru byly defosforylov§ny pomoc² FastAP alkalick® fosfatasy 

a ligov§ny s LR ļi PR (viz kapitola 4.2.2).  
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Obr. 21 tƻǎǘǳǇ ǇǊǾƴƝƘƻ ƪǊƻƪǳ ƪƭƻƴƻǾłƴƝ ς ƪƭƻƴƻǾłƴƝ ƴŀǘǳǇƻ Ȋŀ ǾȅǳȌƛǘƝ Ǉ.ƭǳŜscript SK+ 
Ƨŀƪƻ ǾŜƪǘƻǊǳΦ [ŜǾŞ ǊŀƳŜƴƻ ό[wύ ōȅƭƻ ƪƭƻƴƻǾłƴƻ Řƻ ƳƝǎǘŀΣ ƪŘŜ ōȅƭ Ǉ.ƭǳŜ{ŎǊƛǇǘ {YҌ ǑǘŠǇŜƴ SmaI 
ǊŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŜƴŘƻƴǳƪƭŜłȊƻǳΦ tǊŀǾŞ ǊŀƳŜƴƻ όtwύ ōȅƭƻ ƪƭƻƴƻǾłƴƻ Řƻ ƳƝǎta, kde byl pBlueScript SK+ 
ǑǘŠǇŜƴ Ecow± ǊŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŜƴŘƻƴǳƪƭŜłȊƻǳΦ 

Po ukonļen² ligace byly konstrukty vloģeny do E. coli SURE È pomoc² 

elektroporace (viz kapitola 4.2.3) a 300 Õl kultury bylo vyseto na steriln² Petriho misky 

obsahuj²c² LB m®dium s ampicilinem, IPTG a X-gal pro modro-b²lou selekci. Inkubace 

prob²hala pŚes noc v termoboxu pŚi teplotŊ 37 ÁC. Vybr§no bylo 10 b²lĨch koloni², 

ze kterĨch byla izolov§na plasmidov§ DNA (viz kapitola 4.2.1). Izolovan§ DNA byla 

nejprve porovn§na s pr§zdnĨm plasmidem pBlueScript SK+ a byla vybr§na ta, kter§ se 

na agar·zov® gelov® elektrofor®ze jevila vŊtġ² o vloģenĨ fragment. Vybran® vzorky byly 

podrobeny restrikļn² analĨze pro ovŊŚen² spr§vnosti vloģen®ho fragmentu a jeho 
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orientace. Konstrukt o velikosti 4 452 bp obsahuj²c² LR byl oznaļen p1636LR a konstrukt 

o velikosti 4 456 bp obsahuj²c² PR p1636PR. 

Pro restrikļn² analĨzu p1636LR byly pouģity enzymy BglII a XbaI za vzniku 

fragmentŢ o velikosti 722 bp a 3 730 bp (obr. 22). Pro restrikļn² analĨzu p1636PR byl 

pouģit enzym KpnI za vzniku fragmentŢ 1 035 bp a 3 421 bp (obr. 23).  

 

Obr. 22 wŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсос[w Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ RE BglII a XbaI za vzniku 
ŦǊŀƎƳŜƴǘǻ ƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ тнн ōǇ ŀ о тол ōǇΦ tƻȊƛǘƛǾƴƝ Ƨǎƻǳ ǾȊƻǊƪȅ 3 a 5Σ ǇǌƛőŜƳȌ п ŀ с Ƨǎƻǳ 
ƻǊƛŜƴǘƻǾłƴȅ ƻǇŀőƴŠΦ Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ 
kapitola 4.1.8. 

 

tƻǇƛǎ ƻōǊłȊƪǳ ƴŀ ŘŀƭǑƝ ǎǘǊŀƴŠ 
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Obr. 23 wŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсосtw Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ w9 KpnL Ȋŀ ǾȊƴƛƪǳ ŦǊŀƎƳŜƴǘǻ 
1 035 bp a 3 421 bp. Vzorek 2 ƧŜ ǇƻȊƛǘƛǾƴƝΣ ǾȊƻǊŜƪ м ƧŜ Ǿ ƻǇŀőƴŞ ƻǊƛŜƴǘŀŎƛΦ Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ ǎǘŀƴŘŀǊŘ 
ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦмΦуΦ 

Spojen² lev®ho a prav®ho ramene v jeden konstrukt 

 ObŊ ramena byla k sobŊ v dalġ²m kroku spojena ve spr§vn® orientaci metodami 

molekul§rn²ho klonov§n² (viz kapitola 4.2.2), vĨslednĨ konstrukt o velikosti 5 947 bp byl 

nazv§n p1636LRPR (obr. 24): do p1636LR ġtŊpen®ho enzymy EcoRI a HindIII byl 

vloģen fragment EcoRI-HindIII z p1636PR nesouc² prav® rameno.  

 

Obr. 24 błǾǊƘ ƪƭƻƴƻǾŀŎƝƘƻ ǇƻǎǘǳǇǳ ǎǇƻƧŜƴƝ Ǉмсос[w ŀ Ǉмсосtw ǾŜ ǾȇǎƭŜŘƴȇ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘ 
p1636LRPR o velikosti 5 947 bp.  

Po ligaci byla smŊs jeġtŊ jednou 1 h pŚi 37 ÁC ġtŊpena 1 Õl EcoRV RE. PŚi ġtŊpen² 

vektoru p1636LR pomoc² EcoRI a HindIII doġlo k vyġtŊpen² kr§tk® (12 bp) sekvence 

obsahuj²c² pr§vŊ EcoRV ġtŊpn® m²sto. T²mto postupem jsme se efektivnŊ zbavili vġech 

plasmidŢ neobsahuj²c²ch ģ§dnĨ vloģenĨ fragment. BuŔky E. coli SURE È byly pomoc² 
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elektroporace transformov§ny konstruktem p1636LRPR. Postup kultivace a izolace 

plasmidov® DNA n§sledoval stejnŊ jako v kapitole 4.2.1. 

IzolovanĨ konstrukt byl opŊt podroben restrikļn² analĨze pro zjiġtŊn² pŚ²tomnosti 

fragmentu LR a jeho spr§vn® orientace. ĠtŊpen² prob²halo enzymem BglII a oļek§v§ny 

byly fragmenty o velikosti 225 bp, 1 214 bp a 4 508 bp (obr. 26).  

 

Obr. 26 wŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсос[wtw ƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ р 947 bp. Konstrukt byl 
ǑǘŠǇŜƴ ŜƴȊȅƳŜƳ BglLL Ȋŀ ǾȊƴƛƪǳ ŦǊŀƎƳŜƴǘǻ ƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ ннр ōǇΣ м нмп ōǇ ŀ п рлу ōǇΦ Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ 
ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦмΦуΦ 

 

Vloģen² rezistenļn² kazety mezi lev® a prav® rameno konstruktu 

Mezi obŊ ramena LR a PR byla d§le vloģena rezistenļn² kazeta osahuj²c² gen aadA 

pro rezistenci ke spektinomycinu a oriT umoģŔuj²c² konjugaļn² pŚenos konstruktu mezi 

E. coli SURE È a kmenem BCCO10 1636 (obr. 27). Tato inzerļn² kazeta poch§zela 

z plasmidu pIJ778 a byla vyġtŊpena restrikļn²mi endonukle§zami EcoRI a HindIII. 

Klonov§n² prob²halo metodou klonov§n² DNA fragmentu natupo (viz kapitola 4.2.2). 

VzniklĨ konstrukt nesl n§zev p1636LRspecPR a mŊl velikost 7 380 bp.  
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Obr. 27 błǾǊƘ ƪƭƻƴƻǾŀŎƝƘƻ ǇƻǎǘǳǇǳ ǇǊƻ Ǉмсос[wtw Ƨŀƪƻ ǾŜƪǘƻǊǳ ŀ ǇLWтту Ƨŀƪƻ ŘƻƴƻǊǳ 
ŦǊŀƎƳŜƴǘǳ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ ƎŜƴ aadA a oriTΦ ±ȇǎƭŜŘƴȇ ŦǊŀƎƳŜƴǘ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw ƳŠƭ ǾŜƭƛƪƻǎǘ т 380 bp.  

Restrikļn² analĨza pro ovŊŚen² pŚ²tomnosti inzerļn² kazety a jej² orientace 

ve vznikl®m fragmentu byla provedena ve dvou ġtŊpen²ch ï jednou byl konstrukt ġtŊpen 

pomoc² RE BstEII (s oļek§vanĨmi fragmenty 2 146 bp a 5 234 bp; obr. 28 A). Pot® byl 

konstrukt ġtŊpen dvojic² RE SpeI a HindIII (s oļek§vanĨmi fragmenty 2 925 bp a 4 455 

bp; obr. 28 B).  
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Obr. 28 ό!ύ wŜǎƪǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw ǇƻƳƻŎƝ w9 Bst9LLΦ ±ȊƴƛƪƭŞ 
ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ ƳŀƧƝ ǾŜƭƛƪƻǎǘ н мпс ōǇ ŀ р ноп ōǇΦ ό.ύ wŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw 
ǇƻƳƻŎƝ w9 SpeI a HindLLLΦ ±ȊƴƛƪƭŞ ŦǊŀƎƳŜƴǘȅ ƳŀƧƝ ǾŜƭƛƪƻǎǘ н фнр ōǇ ŀ п прр ōǇΦ Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ 
ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ kapitola 4.1.8. 

 

VytvoŚen² fin§ln²ho konstruktu urļen®ho pro transformaci do kmene 

BCCO10 1636 

Fin§ln² konstrukt byl tvoŚen fragmentem p1636LRspecPR a vektorem pGM160. 

Vektor pGM160 je multikopiovĨ Ăshuttleñ (bifunkļn²) vektor s termosenzitivn² replikac² 

prob²haj²c² jak v E. coli tak ve streptomycet§ch (viz kapitola 4.1.2).  

Konstrukt p1636LRspecPR byl ġtŊpen pomoc² RE SpeI a HindIII, vektor pGM160 

byl ġtŊpen enzymy XbaI a HindIII, oļek§v§n byl vznik vŊtġ²ho (6 144 bp) a menġ²ho 

fragmentu (1 636 bp), kterĨ nen² pro funkci vektoru esenci§ln². pGM160 obsahuje 2 

restrikļn² m²sta pro HindIII (HindIII 5889 a HindIII 7501; obr. 16) a n§vrh klonov§n² 

pŚedpokl§dal ¼pln® ġtŊpen² (tedy vypadnut² 1 636 bp velk®ho fragmentu). Avġak 

pŚi ġtŊpen² nedoġlo k ¼pln®mu ġtŊpen² vektoru a po defosforylaci vektoru pomoc² FastAP 

a ligaci fragmentu p1636LRspecPR do pGM160 doġlo k vloģen² p1636LRspecPR 

do restrikļn²ho m²sta HindIII 7501.Vznikl tak vŊtġ² konstrukt o velikosti 12 211 bp 

s n§zvem p1636LRspecPR-GM (obr. 29). 
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hōǊΦ нф błǾǊƘ ƪƭƻƴƻǾŀŎƝƘƻ ǇƻǎǘǳǇǳ ǇǊƻ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw ŀ ǇDaмсл Ȋŀ ǾȊƴƛƪǳ ŦƛƴłƭƴƝƘƻ 
konstruktu o velikosti 12 нмм ōǇ ƴŜǎƻǳŎƝ ƴłȊŜǾ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw-GM.  

Konstrukt p1636LRspecPR-GM byl transformov§n do bunŊk E. coli SURE È, 

kter® byly pot® vysety na Petriho misky obsahuj²c² LB m®dium jak se spektinomycinem, 

tak ampicilinem. Po izolaci koloni² probŊhla izolace plasmidov® DNA a jej² restrikļn² 

analĨza. 

Restrikļn² analĨza (obr. 30) prob²hala jak u p1636LRspecPR, tak u fin§ln²ho 

konstruktu p1636LRspecPR-GM pro lepġ² porovn§n², jelikoģ u vektoru pGM160 

nezn§me jeho kompletn² DNA sekvenci, a nejsou tak zn§ma vġechna restrikļn² m²sta. 

Oba plasmidy byly podrobeny ġtŊpen² RE BamHI, BstEII, MscI, SacI a XbaI 

s pŚedpokl§danou tvorbou n§sleduj²c²ch fragmentŢ (tab. 7): 
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 BamHI MscI PstI SacI XbaI 

p1636LRspecPR-GM 

A 

12 bp 

1 284 bp  

10 670 bp 

3 145 bp 

9 066 bp 

8 562 bp 

2 696 bp 

915 bp 

38 bp 

96 bp  

2 886 bp 

3 478 bp 

5 751 bp 

1 331 bp 

10 880 bp 

p1636LRspecPR 

B 

1 529 bp 

5 851 bp 

3 145 bp 

4 235 bp 

 

38 bp 

7 342 bp 

96 bp 

2 895 bp 

4 389 bp 

1 331 bp 

1 575 bp 

4 474 bp 

 

Tab. 7 tǌŜŘǇƻƪƭłŘŀƴŞ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘǻ ǳ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw ŀ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw-GM po 
ǊŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŜΦ ! ŀ . ȊƴŀőƝ ǾȊƻǊŜƪ ƴŀ ƻōǊłȊƪǳ олΦ 

 

hōǊΦ ол wŜǎǘǊƛƪőƴƝ ŀƴŀƭȇȊŀ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw-GM (A) a p1636LRspecPR (B). Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ 
ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦмΦуΦ 
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PŚenos fin§ln²ho konstruktu p1636LRspecPR-GM do kmene BCCO10 1636 

Prvn²m krokem byla transformace elektrokompetentn²ho kmene E. coli 

ET12567/pUZ8002 konstruktem p1636LRspecPR-GM pomoc² elektroporace.  

Po transformaci E. coli ET12567/pUZ8002 konstruktem p1636LRspecPR-GM 

byl kmen kultivov§n v pŚ²tomnosti spektinomycinu, kanamycinu a chloramfenikolu. 

PŚenos konstruktu z E. coli ET12567/pUZ8002 do BCCO10 1636 byl proveden konjugac² 

(viz kapitola 4.2.3). Po izolaci 4 vyrostlĨch koloni² transformovan®ho kmene BCCO10 

1636, byly kolonie opŊt rozoļkov§ny na MS m®dium obsahuj²c² spektinomycin 

a kyselinu nalidixovou pro ¼pln® vyļiġtŊn² od zbylĨch E. coli ET12567/pUZ8002.  

Z koloni² byla vybr§na jedna, ze kter® byla izolov§na chromozom§ln² DNA 

pomoc² komerļn²ho kitu Wizard Genomic DNA Purification Kit (viz kapitola 4.2.1). 

Pro ovŊŚen² pŚ²tomnosti plasmidu byla provedena PCR reakce se dvŊma kombinacemi 

primerŢ: 1636LR-F + spec200 a 1636PR-R + spec1300. Primery spec200 a spec1300 

byly navrģeny podle rezistenļn² kazety vloģen® mezi obŊ ramena obsahuj²c² gen 

pro rezistenci ke spektinomycinu. Nasedaj² uvnitŚ kazety a postupuj² v protismŊru proti 

primerŢm 1636LR-F a 1636PR-R (obr. 31). PCR produkty byly naneseny na gelovou 

elektrofor®zu. Pro srovn§n² byly naneseny do vedlejġ² jamky amplifikovan® lev® a prav® 

rameno. Produkt s primery 1636LR-F + spec200 a s primery 1636PR-R + spec1300 by 

mŊl bĨt pŚibliģnŊ o 200 bp vŊtġ² neģ produkt 1636LR-F + 1636LR-R (lev® rameno) a neģ 

produkt 1636PR-F + 1636PR-R (prav® rameno). VĨsledek vyhodnocen² elektrofor®zy je 

na obr. 32. 

 

hōǊΦ ом {ŎƘŞƳŀ ƴŀǎŜŘłƴƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсос[w-F (forward) + spec200 (reverse) a spec1300 
(forward) + 1636PR-w όǊŜǾŜǊǎŜύΦ ~ƛǇƪȅ ƴŀƘƻǌŜ ǳƪŀȊǳƧƝ ƻǊƛŜƴǘŀŎƛ ǊŀƳŜƴ ŀ ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜǘȅΦ  
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hōǊΦ он tǊƻŘǳƪǘȅ t/wΦ bŀ ƻōǊłȊƪǳ ǾƭŜǾƻ [wм ƧŜ ǇǊƻŘǳƪǘ t/w ǎ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ǇǊƛƳŜǊǻ мсос[w-
F a spec200 o velikosti 1 тлс ōǇΦ н[w ƧŜ ǇǊƻŘǳƪǘŜƳ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсос[w-F a 1636LR-w őƛƭƛ 
ŀƳǇƭƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ƭŜǾŞ ǊŀƳŜƴƻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос ƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ м 491 bp. Vpravo 1PR je produkt 
PCR s ǇƻǳȌƛǘƝƳ ǇǊƛƳŜǊǻ ǎǇŜŎмолл ŀ мсосtw-R o velikosti 1 594 bp. 2PR je PCR produktem za 
ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсосtw-F a 1636PR-w őƛƭƛ ŀƳǇƭƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǇǊŀǾŞ ǊŀƳŜƴƻ o velikosti 1 495 bp Jako 
ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦмΦуΦ 

 

Integrace inzerļn² kazety do chromozomu kmene BCCO10 1636 a disrupce 

genu als v chromozomu  

 Tento krok vedl k vytvoŚen² deleļn²ho mutanta kmene BCCO10 1636 

s pracovn²m oznaļen²m 1636ȹals.  

Konstrukt p1636LRspecPR-GM byl tvoŚen kromŊ inzerļn² kazety a dvou ramen 

(LR, PR) tak® zbytkem vektoru pGM160. 

 Kmen BCCO10 1636 obsahuj²c² plasmid p1636LRspecPR-GM byl zaoļkov§n 

do prolamovan® Erlenmeyerovy baŔky obsahuj²c² 80 ml YEME m®dia 

se spektinomycinem. Ta byla na dva dny um²stŊna do tŚepaļky s teplotou permisivn² 

pro replikaci plasmidu - 30 ÁC pŚi 220 rpm. Po uplynut² 48 h byla baŔka pŚenesena 

do tŚepaļky s teplotou 39 ÁC, nepermisivn² pro replikaci plasmidu. PŚ²tomnost 

spektinomycinu vytv§Ś² selekļn² tlak na integraci kazety do chromozomu pomoc² 

homologn² rekombinace. Ta se dŊje mezi sekvenc² LR (genu all) a PR (genu ams) 
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konstruktu a mezi sekvenc² genu all a ams na chromozomu kmene BCCO10 1636. Dojde 

ke ztr§tŊ genu als a jeho nahrazen² genem pro rezistenci ke spektinomycinu. 

 Po 24 hodin§ch kultivace pŚi 39 ÁC a d§le pravidelnŊ v dalġ²ch den byl proveden 

vĨsev tak, ģe byl odebr§n 1 ml kultury a vyset na Petriho misky obsahuj²c² MS m®dium 

se spektinomycinem a na misky obsahuj²c² MS m®dium s thiostreptonem v ŚedŊn² 10-2, 

10-4, 10-6 a 10-8. Misky byly kultivov§ny tĨden v termostatu pŚi teplotŊ 30 ÁC. Pot® bylo 

izolov§no 8 koloni² z misek s MS m®diem a spektinomycinem, kdy na jejich protŊjġku 

(MS m®dium + thiostrepton) ze stejn®ho dne a stejn®ho ŚedŊn² ģ§dn® kolonie nebyly. To 

znamenalo, ģe doġlo k homologn² rekombinaci mezi konstruktem p1636LRspecPR-GM 

a chromozomem aztr§tou zbytku vektoru pGM160 pŚiġel kmen i o rezistenci 

na thiostrepton. Naopak rezistence na spektinomycin zŢst§v§, jelikoģ se inzerļn² kazeta 

integrovala do chromozomu. TŊchto 8 koloni² bylo opŊt rozoļkov§no jednou na Petriho 

misku obsahuj²c² MS a spektinomycin a misku obsahuj²c² MS a thiostrepton.  Vġech osm 

vyrostlo v pŚ²tomnosti spektinomycinu, ale k thiostreptonu byly citliv® (obr. 33). 

 

tƻǇƛǎ ƻōǊłȊƪǳ ƴŀ ŘŀƭǑƝ ǎǘǊŀƴŠ 
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hōǊΦ оо ό!ύ tŜǘǊƛƘƻ Ƴƛǎƪȅ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ a{ ƳŞŘƛǳƳ ǎ ǘƘƛƻǎǘǊŜǇǘƻƴŜƳΦ aǳǘŀƴǘƴƝ ƪƳŜƴ 
.//hмл мсос όǇǊŀŎƻǾƴŠ ɲмсосύ ǎ ƛƴǘŜƎǊƻǾŀƴƻǳ ƛƴȊŜǊőƴƝ kazetou v ŎƘǊƻƳƻȊƻƳǳ ǇǌƛŎƘłȊƝΣ ƪǾǻƭƛ 
ȊǘǊłǘŠ Ȋōȅǘƪǳ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳΣ ƻ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ ƴŀ ǘƘƛƻǎǘǊŜǇǘƻƴΦ ¢ƘƛƻR ǎŜ ƴŀŎƘłȊŜƭŀ ǾŜ ǾŜƪǘƻǊǳ ǇDaмслΣ 
ƪǘŜǊȇ ǘǾƻǌƛƭ ǇǊłǾŠ ǇƻŘǎǘŀǘƴƻǳ őłǎǘ ƪƻƴǎǘǊǳƪǘǳ Ǉмсос[wǎǇŜŎtw-DaΦ ό.ύ tŜǘǊƛƘƻ Ƴƛǎƪȅ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ 
a{ ƳŞŘƛǳƳ ǎŜ ǎǇŜƪǘƛƴƻƳȅŎƛƴŜƳ ŀ ǊƻȊƻőƪƻǾŀƴȇŎƘ у ƪƻƭƻƴƛƝΦ ¢ȅǘƻ ƪƻƭƻƴƛŜ ƳŀƧƝ ŘƝƪȅ ƛƴǘŜƎǊƻǾŀƴŞ 
ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜǘŠ Ǿ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳǳ ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƛ ƴŀ ǎǇŜƪǘƛƴƻƳȅŎƛƴ ŀ ȊłǊƻǾŜƶ ǳ ƴƛŎƘ ŘƻǑƭƻ ƪ disrupci 
genu alsΦ ±ǑŜŎƘƴȅ ǘŜŘȅ ƴŀȊƴŀőǳƧƝΣ ȌŜ ƛƴǘŜƎǊŀŎŜ ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜǘȅ Řƻ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳǳ ǇǊƻōŠƘƭŀ 
ǵǎǇŠǑƴŠΦ 

 Spory z vybran® kolonie byly jeġtŊ nŊkolikr§t rozoļkov§ny na m®dium 

se spektinomycinem (vģdy pro kontrolu i na m®dium s thiostreptonem), abychom se 

zbavili pŚ²padn® kontaminace divok®ho kmene. Streptomycety totiģ maj² polyploidn² 

mycelia a jedinĨm bunŊļnĨm typem, kterĨ je zaruļenŊ haploidn², jsou spory. 

U polyploidn²ch vegetativn²ch myc®li² je moģn®, ģe rekombinace neprobŊhne u vġech 

kopi² genomu a v populaci se tak mohou st§le vyskytovat buŔky s WT genomem. Proto 

jsme pŚi PCR kontrole mutantn²ho kmene kontrolovali i nepŚ²tomnost PCR fragmentŢ 

typickĨch pro WT. Z jedn® kolonie byla potom izolov§na chromozom§ln² DNA pomoc² 

komerļn²ho kitu Wizard Genomic DNA Purification Kit. N§sledovaly tŚi PCR, kdy 

templ§tem byla izolovan§ chromozom§ln² DNA z 1636ȹals a DNA izolovan§ z divok®ho 

typu (WT) kmene BCCO10 1636. PCR prob²haly n§slednŊ s tŊmito kombinacemi 

primerŢ (tab. 8): 

Reakce Pouģit® primery Velikost 

produktu u 

1636ȹals 

Velikost 

produktu u 1636 

WT 

1.  1636LR-F + 1636wtonly - 1 686 bp 

2.  1636wtL + spec200 1 850 bp - 

3.  1636wtR + spec1300 1 885 bp - 

Tab. 8 wƻȊǇƛǎ ǘǌƝ t/w ǎ ƪƻƳōƛƴŀŎŜƳƛ ǇǊƛƳŜǊǻ ŀ ƻőŜƪłǾŀƴȇƳƛ ǾŜƭƛƪƻǎǘƳƛ ǇǊƻŘǳƪǘǻΦ 

V pŚ²padŊ prvn² reakce byly primery navrģeny tak, aby nasedaly pouze na DNA 

divok®ho typu obsahuj²c² als gen. Bylo potŚeba ovŊŚit, ģe produkt vznik§ pouze u WT 

1636 a ne u 1636ȹals, coģ by znamenalo, ģe delece genu als nebyla ¼spŊġn§.  

V pŚ²padŊ druh® a tŚet² reakce byly primery navrģeny tak, aby nasedaly d§le 

v chromozomu za levĨm i pravĨm ramenem divok®ho kmene i deleļn²ho, zato primery 

spec200 a spec1300 jsou specifick® pouze pro inzerļn² kazetu. Tento zpŢsob navrģen² 

primerŢ umoģŔuje odliġit i pŚ²padn® ĂpŚeģ²v§n²ñ nezaintegrovan®ho plasmidu v buŔce, 

respektive plasmidu, kterĨ se zaintegroval celĨ a nedoġlo k druhotn® rekombinaci 
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a vyġtŊpen² kopie s als genem vĨmŊnou za inzerļn² kazetu. T²m p§dem nemŢģe vzniknout 

PCR produkt ani u divok®ho, ani u voln®ho plasmidu, ani u zaintegrovan®ho cel®ho 

plasmidu. V pŚ²padŊ zaintegrov§n² cel®ho plasmidu (bez vĨmŊny als genu za addA gen) 

vznikne pouze jeden z fragmentŢ buŅto u druh®, nebo tŚet² reakce. V tomto pŚ²padŊ DNA 

WT 1636 slouģila jako negativn² kontrola. U 1636ȹals se naopak potvrdila pŚ²tomnost 

zaintegrovan® inzerļn² kazety pŚ²mo v chromozomu (obr. 34).  

 

hōǊΦ оп {ŎƘŞƳŀ ƴŀǎŜŘłƴƝ ǇǊƛƳŜǊǻ ƴŀ 5b! ŘƛǾƻƪŞƘƻ ƪƳŜƴŜ ŀ ƴŀ 5b! ƳǳǘŀƴǘƴƝƘƻ 
kmene BCCO10 1636.  

Produkty PCR byly naneseny na agar·zovou gelovou elektrofor®zu (obr. 35). 

 

hōǊΦ ор !ƴŀƭȇȊŀ t/w ƴŀ ŀƎŀǊƽȊƻǾŞ ƎŜƭƻǾŞ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŜΦ 1=мсосɲals, 2=WT 1636. (A1) 
WŜŘƴł ǎŜ ƻ мΦ ǊŜŀƪŎƛ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсос[w-F + 1636wtonlȅΦ tǊƻŘǳƪǘ ōȅƭ ƻőŜƪłǾłƴ ǇƻǳȊŜ ǳ WT 
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1636 o velikosti 1 686 bp, ale objevil se jak u WT 1636, tak u мсосɲalsΣ ŎƻȌ ȊƴŀƳŜƴŀƭƻΣ ȌŜ ǎŜ 
ƧŜŘƴł ƻ ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ ǎ ǇǌƝƳŠǎƝ ²¢ ōǳƴŠƪΦ  (A) 1. reakce Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсос[w-F + 
1636wtonly. 5ŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ ǎŜ ǇƻŘŀǌƛƭƻ ƻŘ ²¢ ōǳƴŠƪ Ǿȅőƛǎǘƛǘ ŀ ǇǊƻŘǳƪǘ ǎŜ ƴŀŎƘłȊƝ ǇƻǳȊŜ ǳ ²¢Φ 
(B) 2. reaƪŎŜ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǻ мсосǿǘ[ Ҍ ǎǇŜŎнллΦ ²¢ ǎƭƻǳȌƝ Ƨŀƪƻ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ƪƻƴǘǊƻƭŀΣ 
u мсосɲals ƧŜ ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘ ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜǘȅ Ǿ chromozomu potvrzena produktem o velikosti 1 850 
ōǇΦ ό/ύ оΦ ǊŜŀƪŎŜ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƝ ǇǊƛƳŜǊǳ мсосǿǘw Ҍ ǎǇŜŎмоллΦ ²¢ ǎƭƻǳȌƝ Ƨŀƪƻ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ƪƻƴǘǊola, 
u мсосɲals ƧŜ ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘ ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜǘȅ Ǿ chromozomu potvrzena produktem o velikosti 1 885 
bp. Wŀƪƻ ǾŜƭƛƪƻǎǘƴƝ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ ¢ƘŜǊƳƻ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ DŜƴŜwǳƭŜǊϰΣ ǾƛȊ ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦмΦуΦ 

5.4 PŚ²prava nadprodukļn²ho kmene BCCO10 1636 

 Pro pŚ²pravu nadprodukļn²ho kmene byl pouģit plasmid pALS4K, kterĨ 

s dovolen²m poskytla Mgr. KateŚina PetŚ²ļkov§, Ph.D. Tento plasmid nese gen als 

z producenta asukamycinu S. nodosus ssp. asukaensis pod silnĨm konstitutivn²m 

promotorem ermE* . 

 Plasmid pALS4K byl nejdŚ²ve elektroporac² transformov§n 

do elektrokompetentn²ch bunŊk E. coli ET12567/pUZ8002. BuŔky byly vysety na LB 

m®dium obsahuj²c² apramycin, kanamycin a chloramfenikol. U bunŊk byla izolov§na 

plasmidov§ DNA a pŚ²tomnost plasmidu byla ovŊŚena na agar·zov® gelov® elektrofor®ze. 

Jako standard k porovn§n² slouģil pŢvodn² plasmid. Pot® byla kolonie bunŊk E. coli 

ET12567/pUZ8002 nesouc² plasmid pALS4K kultivov§na v tekut®m LB m®diu a byla 

provedena konjugace (viz kapitola 4.2.3) mezi E. coli ET12567/pUZ8002/pALS4K 

a mezi divokĨm typem kmene BCCO10 1636.   

5.5 AnalĨza extraktŢ sekund§rn²ch metabolitŢ kmene BCCO10 1636  

AnalĨza extraktŢ sekund§rn²ch metabolitŢ kmene BCCO10 1636 prob²hala 

pomoc² TLC, biologick®ho testu a pomoc² LC-MS. LC-MS analĨza byla provedena 

panem Ing. Davidem Kahounem, Ph.D. pŚi Jihoļesk® univerzitŊ v ĻeskĨch BudŊjovic²ch. 

Postup extrakce a vġech analĨz je pops§n v kapitole 4.2.4. 

Pro TLC analĨzu bylo potŚeba zhotovit extrakty sekund§rn²ch metabolitŢ 

z divok®ho typu kmene BCCO10 1636 (WT 1636), z nadprodukļn²ho kmene BCCO10 

1636 obsahuj²c² plasmid pALS4K (1636+pALS4K) a z deleļn²ho kmene BCCO10 1636 

(1636ȹals) (Obr. 36). Kmen 1636ȹals se dobŊ prov§dŊn² analĨz jeġtŊ nepodaŚilo zbavit 

pŚ²mŊsi WT bunŊk, proto byl tento kmen vģdy pro extrakci kultivov§n v m®diu 

obsahuj²c²m spektinomycin pro minimalizaci pŚeģivġ²ch WT bunŊk mycelia. 
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Spektinomycin se jako antibiotikum Śad² do skupiny aminoglykosidŢ, tud²ģ jeho 

pŚ²tomnost v extraktu nem§ vliv na prŢbŊh TLC, jelikoģ se v soustavŊ nepol§rn²ch 

rozpouġtŊdel nepohybuje. Kmeny byly pro extrakci kultivov§ny v GYM m®diu, kde byla 

v jenom pŚ²padŊ jako zdroj cukrŢ pouģita gluk·za a v druh®m pŚ²padŊ glycerol.  

 

hōǊΦ ос ό!ύ 5ƛǾƻƪȇ ǘȅǇ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос ƴŀ a{ ƳŞŘƛǳΦ ό.ύ bŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝ ƪƳŜƴ 
.//hмл мсос ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ ǇƭŀǎƳƛŘ Ǉ![{пY ƴŀ a{ ƳŞŘƛǳ ǎ apramycinem. (C) DŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ 
BCCO10 1636 s ōǳƶƪŀƳƛ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƳƛ DNA s ŘŜƭŜǘƻǾŀƴȇƳ ƎŜƴŜƳ alsΣ ƳƝǎǘƻ ƴŠƘƻȌ ƻōǎŀƘǳƧŜ 
ƛƴȊŜǊőƴƝ ƪŀȊŜtu s ǊŜȊƛǎǘŜƴŎƝ ƴŀ ǎǇŜƪǘƛƴƻƳȅŎƛƴΦ a{ ƳŞŘƛǳƳ ǎŜ ǎǇŜƪǘƛƴƻƳȅŎƛƴŜƳΦ  

 

5.5.1 AnalĨza kmene BCCO10 1636 kultivovan®ho v GYM m®diu s glycerolem 

Sekund§rn²ch metabolity kmene BCCO10 1636, fermentuj²c²ho v GYM m®diu 

obsahuj²c² glycerol, byly extrahov§ny nepol§rn²mi rozpouġtŊdly (aceton, ethylacet§t) 

a rozpuġtŊny v chloroformu.  Na TLC desku byly extrakty naneseny v objemu 25 Õl jako 

je pops§no v kapitole 4.2.4 ve dvou proveden²ch. Jedna TLC deska byla pouģita 

pro detekci sekund§rn²ch metabolitŢ pŚi oz§Śen² kr§tkovlnnĨm a dlouhovlnnĨm UV 

svŊtlem (obr. 37 a obr. 38) a druh§ TLC deska byla pouģita pro biologickĨ test (obr. 39). 

Manumyciny totiģ obsahuj² konjugovan® vazby, kter® absorbuj² UV svŊtlo, a nav²c C5N 

jednotka UV svŊtlo absorbuje takt®ģ. I pŚesto, ģe ȹ1636 obsahuje v myceliu i buŔky WT, 

je na TLC zŚejm®, ģe ke zmŊn§m v produkci sekund§rn²ch metabolitŢ doġlo. 
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hōǊΦ от ¢[/ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ .//hмл мсос ŦŜǊƳŜƴǘǳƧƝŎƝƘƻ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƘƻ 
glycerolΦ ! Ґ ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ мсосɲalsΣ . Ґ ŘƛǾƻƪȇ ǘȅǇΣ / Ґ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝ ƪƳŜƴΦ όмύ CƻǘƻƎǊŀŦƛŜ ƴŀ 
ŘŜƴƴƝƳ ǎǾŠǘƭŜΦ όнύ CƻǘƻƎǊŀŦƛŜ ¢[/ ŘŜǎƪȅ ƻȊłǌŜƴŞ ¦± ǎǾŠǘƭŜƳ ƻ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ осс ƴƳΦ ~ƛǇƪŀ м 
ȊƻōǊŀȊǳƧŜ ǎƪǾǊƴǳ ƴŜƴŀŎƘłȊŜƧƝŎƝ ǎŜ Ǿ ȌłŘƴŞƳ Ȋ ƻǎǘŀǘƴƝŎƘ ŜȄǘǊŀƪǘǻΦ ~ƛǇƪŀ н ȊƻōǊŀȊǳƧŜ ǎƪǾǊƴǳΣ ƪǘŜǊł 
ƧŜ ǾƛŘƛǘŜƭƴł ǳ ²¢ a mutanta, ale nikoliv u ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜΦ όоύ CƻǘƻƎǊŀŦƛŜ ¢[/ ŘŜǎƪȅ 
ƻȊłǌŜƴŞ ¦± ǎǾŠǘƭŜƳ ƻ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ нрп nm.  
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hōǊΦ оу ¢[/ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ .//hмл мсос ŦŜǊƳŜƴǘǳƧƝŎƝƘƻ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƘƻ 
glycerol ǇǊƻǾŜŘŜƴŀ ȊƴƻǾǳΣ ǾȊƭƝƴłƴƝ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜ ǘŜƴǘƻƪǊłǘ ǇǊƻōƝƘŀƭƻ ƴŀ ŘŜƭǑƝ ¢[/ ŘŜǎŎŜ ǇǊƻ ǵǇƭƴŞ 
ǊƻȊƭƻȌŜƴƝ ǎƪǾǊƴΦ ! Ґ мсосɲalsΣ . Ґ ²¢Φ ~ƛǇƪȅ ƻȊƴŀőǳƧƝ ƻōƭŀǎǘƛ ǳ мсосɲalsΣ ƪǘŜǊŞ ǾȊƴƛƪƭȅ ƴƻǾŠ ƻǇǊƻǘƛ 
²¢Σ ƧŜƧƛŎƘ ǇǊƻŘǳƪŎŜ ōȅƭŀ ǇƻǎƝƭŜƴŀ ŀƴŜōƻ ŘƻǑƭƻ ƪ ƧŜƧƛŎƘ Ǉƻǎǳƴǳ Ǿǻőƛ ŘǊǳƘŞƳǳ ǾȊƻǊƪǳΦ 
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hōǊΦ оф .ƛƻƭƻƎƛŎƪȇ ǘŜǎǘ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос ŦŜǊƳŜƴǘǳƧƝŎƝƘƻ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳ 
ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƳ glyrecol. ! Ґ ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ мсосɲalsΣ . Ґ ŘƛǾƻƪȇ ǘȅǇ WTΣ / Ґ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝ ƪƳŜƴΦ 

 

Principem LC-MS analĨzy v naġem pŚ²padŊ bylo porovn§v§n² extraktŢ kmenŢ 

BCCO10 1636 mezi sebou. PŚi srovn§n² extraktŢ WT a kmene obsahuj²c²ho plasmid 

pALS4K bylo oļek§v§no pos²len² produkce l§tek obsahuj²c²ch C5N jednotku. Deleļn² 

kmen 1636ȹals byl pouģit jako negativn² kontrola.  
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Obr. 40 LC-a{ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос Ǿ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝƳ ƳƽŘǳΦ ! Ґ [/-MS 
ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘŜƭŜőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ 1сосɲals, B = LC-a{ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘƛǾƻƪŞƘƻ ǘȅǇǳΣ / Ґ 
LC-a{ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜΦ bŀ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀƳǳ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ǇƝƪȅ Ǿ UV 
oblasti v 2,40 a v пΣмл ƳƛƴǳǘŠΦ  

Slouļeniny jako colabomycin E, asukamycin A ļi manumycin A maj² za danĨch 

podm²nek pŚi LC-MS analĨze retenļn² ļas v oblasti 12 ï 16 min a velikost hmotnosti 500 

ï 600 m/z. Proto byl proveden full scan v retenļn² ļasov® oblasti 10 ï 15 min 

pro slouļeniny o hmotnosti 450 ï 700 m/z, coģ je oblast manumycinŢ (obr. 41). Full scan 

umoģnuje sledovat kvalitativn² sloģen² vzorku. UmoģŔuje skenov§n² v hmotnostn²m 

rozsahu od nejmenġ²ch fragmentŢ slouļeniny po nejvŊtġ². 
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hōǊΦ пм Cǳƭƭ ǎŎŀƴ a{ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ǎƭƻǳőŜƴƛƴ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос Ǿ ǊŜǘŜƴőƴƝ 
őŀǎƻǾŞ ƻōƭŀǎǘƛ мл ς 15 min o hmotnosti 450 ς тлл ƳκȊΦ ! Ґ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘŜƭŜőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ 
мсосɲalsΣ . Ґ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘƛǾƻƪŞƘƻ ǘȅǇǳΣ / Ґ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳene. 
¦ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ ƳǻȌŜƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘ ǎǇƻǳǎǘǳ ƴƻǾȇŎƘ ǎƭƻǳőŜƴƛƴΣ ƴŠƪǘŜǊŞ ƻǇǊƻǘƛ 
ȊōȇǾŀƧƝŎƝƳ ǾȊƻǊƪǻƳ ȊŀǎŜ ŎƘȅōƝΦ 

5.5.2 AnalĨza kmene BCCO10 1636 kultivovan®ho v GYM m®diu s gluk·zou 

Sekund§rn²ch metabolity kmene BCCO10 1636, fermentuj²c²ho v GYM m®diu 

obsahuj²c² gluk·zou, byly extrahov§ny nepol§rn²mi rozpouġtŊdly (aceton, ethylacet§t) 

a rozpuġtŊny v chloroformu.  Na TLC desku byly extrakty naneseny v pŚibliģn®m objemu 

25 Õl jako je pops§no v kapitole 4.2.4 ve dvou proveden²ch. Jedna TLC deska byla 

pouģita pro detekci sekund§rn²ch metabolitŢ pŚi oz§Śen² kr§tkovlnnĨm a dlouhovlnnĨm 

UV svŊtlem (obr. 42) a druh§ TLC deska byla pouģita pro biologickĨ test (obr. 43). 
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hōǊΦ пн ¢[/ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ .//hмл мсос ŦŜǊƳŜƴǘǳƧƝŎƝƘƻ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƘƻ 
ƎƭǳƪƽȊǳΦ ! Ґ ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ мсосɲalsΣ . Ґ ŘƛǾƻƪȇ ǘȅǇΣ / Ґ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝ ƪƳŜƴΦ όмύ CƻǘƻƎǊŀŦƛŜ 
na ŘŜƴƴƝƳ ǎǾŠǘƭŜΦ όнύ CƻǘƻƎǊŀŦƛŜ ¢[/ ŘŜǎƪȅ ƻȊłǌŜƴŞ ¦± ǎǾŠǘƭŜƳ ƻ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ осс ƴƳΦ ± ƪǊƻǳȌƪǳ 
Ƨǎƻǳ ƻōƭŀǎǘƛΣ ƪǘŜǊŞ ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴŠ ǘǾƻǌƝ ƛƴƘƛōƛőƴƝ Ȋƽƴȅ ƴŀ ōƛƻƭƻƎƛŎƪŞƳ ǘŜǎǘǳ όо) Fotografie TLC 
ŘŜǎƪȅ ƻȊłǌŜƴŞ ¦± ǎǾŠǘƭŜƳ ƻ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ нрп nm. 
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hōǊΦ по .ƛƻƭƻƎƛŎƪȇ ǘŜǎǘ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос ŦŜǊƳŜƴǘǳƧƝŎƝƘƻ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳ 
ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝƳ ƎƭǳƪƽȊǳΦ ! Ґ ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ мсосɲalsΣ . Ґ ŘƛǾƻƪȇ ǘȅǇΣ / Ґ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝ ƪƳŜƴΦ 
V krƻǳȌƪǳ Ƨǎƻǳ ȊǾȇǊŀȊƴŠƴȅ ƛƴƘƛōƛőƴƝ ȊƽƴȅΦ [ȊŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘΣ ȌŜ ŜȄǘǊŀƪǘ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ 
ȊǇǻǎƻōǳƧŜ ƧŜŘƴǳ ƛƴƘƛōƛőƴƝ Ȋƽƴǳ ƻǇǊƻǘƛ ²¢ ƴŀǾƝŎΦ LƴƘƛōƛőƴƝ Ȋƽƴŀ ǳ ! ƴŀ ǎǘŀǊǘƻǾŀŎƝ őłǌŜ 
ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴŠ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧŜ ƛƴƘƛōƛŎƛ Ǌǻǎǘǳ ȊǇǻǎƻōŜƴƻǳ ǎǇŜƪǘƛƴƻƳȅŎƛƴŜƳΣ ǎǇƻƭǳ ǎŜ ƪǘŜǊȇƳ ōȅƭ 
ŘŜƭŜőƴƝ ƪƳŜƴ ƛƴƪǳōƻǾłƴ Ǿ D¸a ƳŞŘƛǳΦ 

Principem LC-MS analĨzy v naġem pŚ²padŊ bylo porovn§v§n² extraktŢ kmenŢ 

BCCO10 1636 mezi sebou. PŚi srovn§n² extraktŢ WT a kmene obsahuj²c²ho plasmid 

pALS4K bylo oļek§v§no pos²len² produkce l§tek obsahuj²c²ch C5N jednotku. Deleļn² 

kmen 1636ȹals byl pouģit jako negativn² kontrola (obr. 44).  



99 

 

 

Obr. 44 LC-a{ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос Ǿ ǇƻȊƛǘƛǾƴƝƳ ƳƽŘǳΦ ! Ґ [/-MS 
ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘŜƭŜőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ мсосɲals, B = LC-a{ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘƛǾƻƪŞƘƻ ǘȅǇǳΣ / Ґ 
LC-MS spektrum extraktu ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜΦ V őŜǊǾŜƴŞƳ ǊłƳŜőƪǳ ƳǻȌŜƳŜ ǾŜ нлΣну 
ƳƛƴǳǘŠ ǳ ŘƛǾƻƪŞƘƻ ŀ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘ ǾȇǊŀȊƴȇ ǇƝƪΣ ƪǘŜǊȇ ǳ ǾȊƻǊƪǳ ŘŜƭŜőƴƝƘƻ 
ƪƳŜƴŜ ŎƘȅōƝΦ 

Ve vzorku poch§zej²c²ho z 1636 + pALS4K byl v negativn²m m·du ionizace 

pozorov§n p²k v hodnotŊ 6,14 min (obr. 45), kterĨ je opŊt vĨraznĨ u WT 

a nadprodukļn²ho kmene, u dekeļn²ho kmene chyb². 
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Obr. 45 LC-a{ ŀƴŀƭȇȊŀ ŜȄǘǊŀƪǘǻ ƪƳŜƴŜ .//hмл мсос Ǿ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝƳ ƳƽŘǳΦ ! Ґ [/-MS 
ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ŘŜƭŜőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜ мсосɲals, B = LC-MS spektrum extraktu ŘƛǾƻƪŞƘƻ ǘȅǇǳΣ / Ґ 
LC-a{ ǎǇŜƪǘǊǳƳ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ƴŀŘǇǊƻŘǳƪőƴƝƘƻ ƪƳŜƴŜΦ bŀ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀƳǳ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ǇƝƪ Ǿ UV 
oblasti v сΣмп ƳƛƴǳǘŠ. 

 U vzorku 1636 + pALS4K byla rovnŊģ v ļase 13,75 min pozorov§na plej§da 

novĨch slouļenin (obr. 46). Tyto l§tky maj² retenļn² ļas 13,9 min a maj² podobnou afinitu 

ke stacion§rn² f§zi (retenļn² ļas manumycinu A je 14,9 min), ale bohuģel vykazuj² velice 

n²zkou absorbanci pŚi vlnovĨch d®lk§ch 200 a 250 nm. Vzhledem k citlivosti metody by 

se mohlo se jednat o kontaminaci vzorku ftal§ty z plastovĨch pomŢcek.   






































































