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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACP - protein nesouci acyl (acyl carrier protein)

AK - aminokyselina

BULIN - 4’-butyl-4"-depropyllinkomycin

BUPL - 4-L-butylprolin

CCB - biosyntéza celesticetinu (celesticetin biosynthesis/biosynthetic)
DMSO - demethylsulfoxid

FLP - rekombinasa (flippase recombination enzyme)

FRT - mista rozpoznavana rekombinasou (flippase recognition target sites)
HPLC - kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
KLI - klindamycin

LIN - linkomycin

LMB - biosyntéza linkomycinu (lincomycin biosynthesis/biosynthetic)
LOD - limit detekce (limit of detection)

LOQ - limit kvantifikace (limit of quantification)

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLS - makrolid, linkosamid a streptogramin B

MS - hmotnostni spektrometrie

MTL - methylthiolinkosamid

NDL - N-demethyllinkosamid

Pb - par bazi

PCR - polymerazova retézcova reakce (polymerase chain reaction)
PELIN - 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycin

PEPL - 4-L-pentylprolin

PP - fosfopantethein

PPL - 4-L-propylprolin

TLC - tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)

SPE - extrakce pevné faze (solid-phase extraction)

UPLC - kapalinova chromatografie (ultra-performance liquid chromatography)
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lékarstvi. Kratce po uvedeni antibiotik na trh v 40. letech minulého stoleti jejich
ucinky proti patogennim organizmim byly natolik vysoké, Ze byla vyslovena
mysSlenka o ukonceni hrozby infek¢nich onemocnéni. Avsak, zanedlouho se objevily
prvni odolné kmeny patogeni, ¢asto k vice druhiim antibiotik najednou. Ke dnesnimu
dni byly popsany mechanizmy rezistence prakticky ke vSem klinicky pouzivanym
antibiotikiim (D’COSTA et al. 2006).

V literature bylo popsano kolem 12 000 antibiotik a jim podobnych biologicky
aktivnich latek. Jednu z nejvétsich skupin producentti antibiotik tvoii prislusnici rodu
Streptomyces a jiné vlaknité aktinomycety. Z prirozené produkovanych biocidnich
latek vychazi vice nez 100 000 semisyntetickych a syntetickych derivat(i, avSak v
praxi se pouziva pouze 160 znich (BERDY 2005). Pro¢ jsou nevhodna ostatni
prirozena antibiotika nebo jejich derivaty? Dlivodem muze byt nizka ucinnost,
toxicita, naro¢na kultivace producentt, slozita chemicka syntéza atd.

Vzhledem krostoucimu poctu rezistentnich patogennich kmeni a novym
druhiim infekce, existuje potfeba neustale hledat a vyvijet nové antimikrobialni latky.
Tyto latky snovymi strukturami, které by mohly byt aktivni vicéi rezistentnim
bakteriim a mit dobré farmakologické vlastnosti, mohou pochazet z prirodnich zdroji
anebo byt pripraveny modifikaci jiZ zndmych antibiotik (DEMAIN 2009). Modifikace
se provadi napt. chemickou cestou, kterd je z hlediska finan¢nich a ¢asovych narokit
vhodna pro mensi Upravy, napft. chloraci. OvSem mnohem elegantnéjsi zptlisob je
produkce novych latek geneticky upravenym mikroorganizmem. Tento pristup
samoziejmé vyZaduje ndkladny vyzkum a vyvoj, ale pak takto modifikovany kmen
mize produkovat piimo Zadouci latku jen s potfebou minimalnich nebo dokonce
zadnych chemickych tprav. Pristup kombinatorni biosyntézy je zaloZen na kombinaci
riznych geni ¢i drah z riznych producentt antibiotik za c¢elem vzniku hybridnich
latek s lepsimi antimikrobialnimi a farmakologickymi vlastnostmi. V sou¢asné dobé
existuje Ttada hybridnich slouCenin odvozenych od klinicky vyznamnych

makrolidovych, peptidovych a dalSich antibiotik (WALSH 2002).
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Pro uspésné navrzeni a pripravu hybridni biosyntetické drahy je nutné splnit
prvotni predpoklad, a tim je dokonala znalost jednotlivych krokd biosyntézy, vCetné
jejich regulace. NaSe laborator se zabyva vyzkumem biosyntézy linkosamidovych

antibiotik za ucelem pripravy hybridnich latek na jejich bazi.

Cile predkladané dizertacni prace byly:

1. Analyza gent ucastnicich se biosyntézy jednoho z linkosamidovych
antibiotik linkomycinu s nezndmou nebo piredpokladanou funkci,
potencialné vyuzitelnych k ptipravé novych latek.

2. Navrzeni a vyzkouseni metod pro pripravu derivatl linkomycinu,
napi. mutasynteticky postup.

3. Charakterizace sbirky ptidnich kment jako mozného zdroje novych

genl sekundarniho metabolizmu.
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Aktinomycety jsou rozsdhlou tfidou grampozitivnich bakterii, mezi nimiz
nachazime mnoho rodl vyznamnych zhlediska lidské cinnosti. Aktinomycety
nalézame volné v padé (Streptomyces), jako symbionty vyssich rostlin (Frankia), ale
také jako patogeny zvirat a clovéka (Mycobacterium). Nazev Actinomycetes,
v prekladu ,paprscita plisen”, vznikl podle prvniho znamého zastupce téchto bakterii,
ktery mél mycelium podobné houbovému. Pozdéji byly popsany aktinomycety i jinych
tvarti. Nejjednodussi tvar maji tyCinky rodu Corynebacterium, do Kkterého patii
ptivodce zaskrtu C. diphtheriae a také primyslové vyznamny C. glutamicum,
producent kyseliny glutamové. Ostatni aktinomycety, jako napf. mykobakterie,
pivodce tuberkulézy a lepry; streptomycety, znami producenti antibiotik, maji
vlaknité mycelium.

Vétsina rodl aktinomycet tvori spory o rtizném poctu a morfologii (Obr. 1). Rod
Micromonospora tvoii na koncich hyf jednotlivé spory, rod Streptomyces - dlouhé
Fetizky spor, rod Streptosporangium - sporangium.

Nukleotidové sloZeni DNA radi aktinomycety do skupiny bakterii s bohatym
zastoupenim GC part.

Vdalsi Casti literarniho tuUvodu se budeme vénovat rodu Streptomyces,

nejpodrobnéji popsanému rodu z tridy aktinomycet.

3.1. Rod Streptomyces

vvvvvv

zastupci produkuji az 95% dnes zndmych a pouzivanych antimikrobialnich latek.
Poprvé byl tento rod popsan Ferdinandem Cohnem koncem 19. stoleti. Ale
nazev Streptomyces zavedl aZ ve 40 letech minulého stoleti Selman Waksman,
kterému patfi objev prvniho antibiotika uvedeného do Kklinické praxe -
streptomycinu (WAKSMAN et al. 1946). Do rodu Streptomyces patii pres 500
popsanych druhti. Jsou to aerobni vlaknité bakterie se slozitym Zivotnim cyklem.
Nachazime je vétsinou v ptidé, kde se podileji na rozkladu organické hmoty, ale také
i ve vodé. Do této skupiny patii jak nepatogenni, tak i patogenni druhy. S.
somaliensis a S. sudanensis zpuisobuji mycetomy u lidi, hlavné v africkych zemich, a S.

scabies je celosvétové znamym plvodcem strupovitosti brambor.

10
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Obr. 1: Strom fylogenetické pribuznosti bakterii s vysokym obsahem GC

pari v genomu zaloZeny na analyze sekvenci 16S rRNA (MIYADOH 1997).
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3.1.1. Zivotni cyklus streptomycet

Nejvice prostudovanym a popsanym zastupcem rodu Streptomyces je
Streptomyces coelicolor. Zivotni cyklus tohoto modelového organizmu (Obr. 2)
zacina vyklicenim spory jako odpovédi na vysoky obsah rozpustnych Zivin
v prostredi. Jedna nebo dvé hyfy rostou apikalnim prodluZovanim, vétvi se a davaji
vznik substratovému mnohojadernému myceliu. Po vycerpani rychle dostupnych
zivin zacinaji bunikky mycelia vyluCovat extracelularni enzymy nutné pro rozklad
nerozpustnych latek. Vtéze dobé zacind vznikat vzdusSné mycelium a dochdazi
k postupné lyzi bunék substratového mycelia. Tyto mrtvé bunky pak slouZzi k vyzivé
nové vznikajictho mycelia. Konce vzdusnych hyf se zacinaji spiralovité zatacet a
oddélovat jednotlivé chromozémy pirepazkami. Po ukonceni rlistu vzdusného
mycelia jsou na koncich hyf retizky spor, z nichZ kazda ma po jednom chromozému.
Tlustosténné spory obsahuji pigment a jsou odolné vii¢i vysokym teplotdam a
vysychani. Spory jsou roznaseny do okolniho prostiedi vétrem a zviraty (KIESER et

al. 2000).

3.1.2. Regulace Zivotniho cyklu

Vyvoj vzdusného mycelia a spor u streptomycet je rizen nékolika regula¢nimi
mechanizmy, které dosud nebyly plné objasnény. Kaskadda bld geni zpracovava
intracelularni a extraceluldrni signadly a ma klicovou ulohu v iniciaci vzniku
vzduSnych hyf (CHATER 2006). Kmeny S. coelicolor s mutacemi v bld kaskaddé nejsou
schopny vytvaret vzdusné mycelium a proto dostaly nazev bld mutanty (bld - holy,
angl. bald). Zatim bylo popsano nékolik bld gent patricich do této kaskady (Obr. 2).
Gen bldA koduje tRNA, kterd rozpoznava kodon UUA na mRNA (LAWLOR et al
1987). Kodon UUA je jeden ze Sesti kodont pro leucin, ktery muize byt pielozen
pouze pomoci tRNA kddované genem bldA. Vzhledem k tomu, Ze je DNA S. coelicolor
podobné jako u ostatnich aktinomycet, bohatd na G a C baze, kombinace TTA se

v chromoz6ému nachazi jen vzacné.

12
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Obr. 2: Zivotni cyklus Streptomyces coelicolor.

Ze spory nejdiive vznika mnohojaderné substratové mycelium, které se postupné méni na

mycelium vzdu$né. Ve vzdusném myceliu dochazi k oddélovani jednotlivych chromozémi

prepazkami a vzniku spor. Regulac¢ni geny jsou uvedeny u ptislusnych stadii Zivotniho cyklu

(prevzato z KIESER et al. 2000).
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Ze 7825 gent S. coelicolor pouze 145 obsahuje TTA kodon (BENTLEY et al. 2002).
V nékolika pripadech byla prokdzana pritomnost této sekvence u nékterych genii
pro regulaci diferenciace a produkce antibiotik (NGUYEN et al. 2003).

Kaskada bld gent reguluje mimo jiné tvorbu aktivnich latek - surfaktantd
(surface active compounds), které snizuji povrchové napéti vody a umoZziuji tim
hyfam vertikdlni rast. Jedna ztéchto latek byla objevena vroce 1993 skupinou
z Harvardské univerzity, ktera popsala jev extracelularni komplementace. Bylo
pozorovano, Ze kmeny s mutacemi v riznych bld genech ziskavaji schopnost tvorby
vzdusného mycelia, pokud rostou v blizkosti divokého kmene S. coelicolor, nebo
urcitych typl bld mutantl. Bylo zjiSténo, Ze za tento jev odpovida extracelularni
hydrofobni protein SapB, ktery difunduje od divokého kmene k mutantim (WILLEY
et al. 1991, 1993). SapB sniZuje povrchové napéti vody ze 72 na 32 mJ/m? a tim
napomaha ristu hyf do vysky. Surfaktanty streptofactin z S. tendae a SC3 hydrofobin
z vlaknité houby Schizophyllum commune mohou funk¢éné nahradit SapB a obnovit
tvorbu vzdusného mycelia u bld mutantd (TILLOTSON et al. 1998). OvSem aktivni
latky surfaktin a fengicin z Bacillus subtilis a viskosin z Pseudomonas tuto schopnost
nemaji (RICHTER et al. 1998). Pravdépodobnym vysvétlenim daného jevu mtze byt
vlastnost mnoha surfaktantli naruSovat integritu cytoplazmatické membrany
(WOSTEN et al. 1999).

Biosyntéza a transport proteinu SapB jsou kédovany shlukem genti ram na
chromozému S. coelicolor. Gen ramS kéduje preprotein, jehoZ posttranslacni
modifikaci vznikd protein SapB, strukturné podobny lantibiotikim - skupiné
peptidovych antimikrobialnich latek. Tuto dpravu provadi protein RamC, jehoz C
konec je homologni s odpovidajicimi konci enzym@ MrsM a CinM zodpovédnymi za
modifikace lantibiotik (KODANI et al. 2004). Geny ramAB kéduji ABC transporter a
ramR - regulani protein. Gen ramR je prepisovan z vlastniho promotoru, protein
RamR se pak vaze na promotor operonu ramCSAB, a tim aktivuje jeho transkripci.
Gen ramR neni prepisovan v nékterych zbld mutantd, coz poukazuje na jeho
zavislost na bld regula¢ni kaskadé (KEIJSER et al. 2002).

Regulacni kaskada bld rovnéz aktivuje piepis geni chpE a chpH kodujicich jiné
povrchové aktivni proteiny, tzv. chapliny. Spole¢né s proteinem SapB se chapliny
podileji na sniZzovani povrchového napéti v okoli kolonie a tim umozZnuji tvorbu

vzdusného mycelia (CLAESSEN et al. 2003). Produkce chaplinii neni zavisla na
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slozeni média na rozdil od SapB, ktery je produkovian pouze pri rdstu na
komplexnim médiu (CLAESSEN et al. 2006).

U jiného modelového organizmu Streptomyces griseus byla popsana dalsi
regulacni draha aktivujici morfologickou diferenciaci a produkci sekundarnich
metabolitli, ve které klicovou roli hraje tzv. A-faktor (KHOKHOLOV et al. 1967). A-
faktor patii do rodiny y—butyrolaktonovych signalnich molekul a podobné jako jiné
molekuly ztéto rodiny se ucastni jevu zvaného quorum sensing. A-faktor vznika
¢innosti enzymu AfsA a jeho koncentrace s ¢asem stoupa. V poloviné exponencialni
faze ristu koncentrace A-faktoru dosahuje urcité kritické hladiny, pri které dochazi
k vazbé molekuly na represor ArpA, jeZ se vaZze na promotorovou oblast genu adpA a
tim inhibuje jeho transkripci. Gen adpA kéduje transkripcni faktor, ktery aktivuje
celou fadu proteinli nutnych pro zahajeni syntézy sekundarnich metabolitii a pro
spravny morfologicky vyvoj kolonie (HORINOUCHI 2002). NejznaméjSim cilem
aktivatoru AdpA je transkrip¢ni faktor StrR, ktery reguluje biosyntetickou drahu
antibiotika streptomycinu (TOMONO et al. 2005). Homology A-faktoru a Adp proteinu
byly popsany i u dalSich streptomycet (HORINOUCHI 2002, 2007, Obr. 3).

Béhem prvnich fazi tvorby vzduSného mycelia na koncich hyf dochazi ke
tvorbé apikalni sporogenni burky. V urcité fazi vyvoje tato buiika zastavi rist a
spusti synchronizované mnohonasobné bunécné déleni. Prechod od apikalniho
ristu hyf vzdusného myecelia ke sporulaci ridi kaskada whi genti (CHATER 2001).
Whi geny kdduji radu regulacnich proteini a sigma faktort, které reguluji jednotlivé
kroky sporulace. Mutanty S. coelicolor defektni v nékterych z téchto genti tvoii bilé
(angl. white) vzduSné mycelium, ale nejsou schopny tvorby spor zbarvenych Sedym
pigmentem. Geny whiA a whiG jsou nezbytné pro zahajeni tvorby prepazek ve
sporogenni butice (FLARDH a BUTTNER 2009). DiileZitou roli pti vzniku buné¢nych
pirepazek hraje, podobné jako u ostatnich bakterii, protein FtsZ (Obr. 4). Tento
protein interaguje s transmembranovym proteinem FtsW, ktery pilisobi jako tzv.
membranova kotva pro FtsZ. Ostatni proteiny pomahajici usporadani FtsZ
proteinového komplexu u E. coli a B. subtilis (FtsA, ZipA, ZapA, ZapB, EzrA a SpollE)
podle vSeho u streptomycet chybi, a zatim nebyly popsany jiné systémy, které je

nahrazuji (FLARDH a BUTTNER 2009).
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Obr. 3: Signalni kaskada rizena A-faktorem.

V poloviné exponencialni faze riistu koncentrace se A-faktor vaze na represor ArpA, ktery je

navazan na promotorovou oblast genu adpA. Gen adpA kéduje transkripc¢ni faktor, ktery

aktivuje celou Fadu proteinti nutnych pro zahajeni syntézy sekundarnich metaboliti a pro

spravny morfologicky vyvoj kolonie, napt. transkrip¢ni faktor StrR pro regulaci biosyntézy

antibiotika streptomycinu. Dale to jsou faktory regulujici vznik surfaktantu SapB a dalsi

proteiny nutné pro morfologickou diferenciaci mycelia (pievzato a upraveno z FLARDH a

BUTTNER 2009).
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Obr. 4: Reorganizace bunéc¢nych procesti béhem diferenciace vzdusného
mycelia na spory (pievzato a upraveno z FLARDH a BUTTNER 2009).

a. Usporadani bunécné stény a déleni bunky. Béhem apikalniho ristu vzdusna hyfa na
koncich obsahuje protein DivIVA. Vznik koncové sporogenni buiiky zastavuje rist mycelia.
Protein FtsZ se sklada nejdriv do helikalnich filament a pak do Z-kruht, které ridi bunécné
déleni. Po vzniku prepazek budouci spory tvori tlustou bunécnou sténu za pomoci
bakterialniho aktinu MreB.

b. Segregace chromozému. ParA ATPasa se nejdiiv nachazi ve $pi¢kdch vzduSnych hyf,
pozdéji se skladd do helikdlnich filament podél sporogenni buiiky. ParB tvofi
nukleoproteinové komplexy v oblastech replikacnich pocatkd. FtsK DNA translokasy jsou

umistény u vznikajicich prepazek a pomahaji priichodu DNA.
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Sporogenni bunikka mize obsahovat az 50 kopii chromozomalni linedrni DNA.
Za spravné umisténi a segregaci chromozémul béhem sporulace odpovidaji proteiny
ParA, ParB a FtsK. ParB se vaZe na DNA v okoli oriC a tvori velké nukleoproteinové
komplexy. Tyto komplexy jsou s pomoci ParA ATPasy pravidelné distribuovany
podél sporogenni bunky tak, Ze vznikajici spory nesou jen jednu kopii chromozému
(Obr. 4) (JAKIMOWICZ et al. 2007). Proteiny ParAB jsou regulovany kaskadou whi
geni (JAKIMOWICZ et al. 2006). Dals{ protein - translokasa FtsK - zajiStuje priichod
linearni DNA vznikajici bunécnou pirepazkou. Kmeny s odstranénym genem ftsK jsou
geneticky velice nestabilni, 71% mutanti obsahuje chromozémy s velkymi
terminalnimi delecemi, v nékterych pripadech azZ 10% chromozému (WANG et al.

2007).

3.1.3. Genom streptomycet

SloZita regulace Zivotniho cyklu se zakonité odrazi i na genovém vybaveni
streptomycet. Streptomycety na rozdil od vétSiny jinych bakterii maji linearni
chromozém o primérné velikosti 8 Mb, s vysokym podilem GC part (vic nez 70%)
(LIN et al. 1993). Ke dneSnimu dni byly dokonceny a publikovany tfi kompletni
sekvence genomi streptomycet, a to S. coelicolor, S. avermitilis a S. griseus (Obr. 5)
(BENTLEY et al. 2002, IKEDA et al. 2003 a OHNISHI et al. 2008). Srovnavaci sekven¢ni
analyza ukdazala, Ze chromozém streptomycet se déli na centralni ¢ast o velikosti
priblizné 6,5 Mb a ramena - pravé (cca 2 Mb) a levé (cca 1 Mb), dohromady 9,5 Mb
(OHNISHI et al. 2008). Geny nezbytné pro primarni metabolizmus a déleni buiiky se
nachazeji v centralni ¢asti chromozému, ktera je vysoce konzervovana a strukturné
podobna cirkuldrnim chromozémim jinych bakterii (IKEDA et al. 2003). Naopak
neesencialni geny, kddujici napt. biosyntézu sekundarnich metabolit(i, jsou zpravidla
umistény na ramenech, coz vysvétluje jejich genetickou nestabilitu z diivodu castych
rekombinaci na koncich chromozému (CHEN et al. 2002). Zajimavosti je, Ze pravé na
ramenech se nachazi vic nez polovina gend specifickych pro jednotlivé druhy
streptomycet, stejné jako vétSina mobilnich element(, napt. transpozénu. Na zakladé
tohoto pozorovani se predpoklada, Ze streptomycety a bakterie s cirkularnim
chromozémem mohou pochazet ze spolecného predka (IKEDA et al
2003). Replikacni pocatek oriC je umistén uprostred chromozému streptomycet a
replikace probiha na obé strany. Na koncich ramen linearniho chromozému se

nachazeji terminalni invertované repetice, tzv. telomery, na jejichz 5" konce se vazou
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specifické termindlni proteiny, které plisobi jako primery pro dokonceni replikace 3°
konce (BAO a COHEN 2001).

Jak uZz bylo uvedeno vySe, Zivotni cyklus streptomycet vyZaduje sloZité
regulacni mechanizmy. Skute¢né, az 13% genl S. coelicolor kdéduje proteiny
s regulacni funkci, v¢etné 65 o- faktort, z nichz 45 jsou tzv. ECF (extra cytoplasmic
function). ECF o-faktory odpovidaji na externi podnéty a aktivuji geny ucastnici se
napriklad tvorby vzdusného mycelia (BENTLEY et al. 2002).

Popsané genomy S. coelicolor a S. avermitilis obsahuji také velké mnoZstvi
dvouslozkovych systémi (BENTLEY et al. 2002, IKEDA et al. 2003). DvousloZkové
systémy se obvykle skladaji ze senzorové kinasy, kterd rozpoznava signaly z okoli a
piredava je na regulacni protein, ktery pak pozitivné nebo negativné ovliviiuje prepis
prislusnych gend. U S. coelicolor bylo identifikovdno 85 senzorovych kinas a 79
regulatorii odpovédi, véetné 53 pard senzorova kinasa/reguldtor odpovédi. Dalsi
zajimavosti genomu S. coelicolor je pritomnost 44 predpovidanych serin/threonin
proteinovych kinas. Tyto typicky eukaryotni regulatory jsou dnes sice znamy i u
jinych bakterii, ale jsou v nich vyrazné méné cetné.

DalS$im zajimavym rysem chromozomu streptomycet je pritomnost genovych
shlukl determinujicich syntézu znamych i predpovidanych sekundarnich metabolitti.
Ve vSech trech osekvenovanych genomech bylo popsano vic neZ dvacet takovych
shluki, prevazné na ramenech chromozémi (BENTLEY et al. 2002, IKEDA et al. 2003,
OHNISHI et al. 2008). Tento objev podporuje teorii, Ze k velké diverzité sekundarnich
metabolitli u streptomycet prispiva horizontalni genovy transfer a vyrazna vymeéna
genetického materialu (DONADIO et al. 2002).

U nékolika druhli streptomycet byla popsana pritomnost linedrnich plazmidi
(KINASHI 1994). Na koncich plazmidd, podobné jako u chromozému se nachazeji
invertované repetice snavazanymi terminalnimi proteiny. Linearni plazmidy o
velikosti od nékolika desitek do nékolika set tisic part bazi casto obsahuji geny
sekundarniho metabolizmu, v¢éetné biosyntézy antibiotik (KIRBY a HOPWOOD 1977,
SUWA et al. 2000). Nékteré plazmidy jsou schopny integrace do chromozémalni DNA
(HOPWOOD et al 1973), coz mohlo mit vliv na evolutni vznik linedrniho

chromozému z pivodniho cirkularniho (VOLFF et al. 2000).
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Obr. 5: Mapa chromozému S. coelicolor (prevzato a upraveno z BENTLEY et al.
2002).

Vnéjsi kruh cislovan (v Mb) proti sméru hodinovych rucicek a barva oznacuje centralni ¢ast
(tmavé modrd) a ramena (svétle modra). Kruhy 1 a 2 (pocitdno smérem k centru) oznacuji
geny s barevné kédovanou funkci (Cerna, energeticky metabolizmus; cervena, pienos
informace a sekundarni metabolizmus; tmavé zelena, povrchové asociované funkce;
modrozelend, degradace velkych molekul; tmavé fialova, degradace malych molekul; Zlutj,
centralni nebo intermedidlni metabolizmus; svétle modra, regulatory; oranzova,
konzervované hypotetické geny; hnéda, pseudogeny; svétle zelena, nezndmé geny; Sedj,
rizné). Kruh 3 oznacuje vybrané esencialni geny (bunécné déleni, transkripce, translace,
biosyntéza aminokyselin) - barevné kdédovani viz drive. Kruh 4 oznacuje vybrané geny
»Vyjimecnych situaci“ (¢ervena, sekundarni metabolizmus; svétle modra, exoenzymy; tmaveé
modra ,konzervon®; zelend; proteiny plynovych vezikulli). Kruh 5 zahrnuje mobilni elementy
(hnéd3, transposasy; oranzova, geny ziskané pravdépodobné horizontalnim prenosem). Kruh
6 oznacuje G+C obsah. Kruh 7 ((G-C)/(G+C)), khaki, hodnoty>1 a rizova hodnoty <1. OriC a
termindln{ protein (modré krouzky) jsou také oznaceny.
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3.2. Sekundarni metabolizmus streptomycet

3.2.1. Definice sekundarniho metabolizmu

Sekundarni metabolity jsou nizkomolekularni latky, postradatelné pro preziti
organizmu. Jsou produkovany predevsim bakteriemi, houbami, ale téZ rostlinami a
zivocichy. Do skupiny mikrobialnich sekundarnich metaboliti patii antibiotika,
pigmenty, toxiny, feromony, autoregulacni faktory, siderofory a dalsi (DEMAIN 1998).
Tyto latky maji riznorodou a slozZitou molekuldrni strukturu a jsou produkovany
specifickymi biosyntetickymi drahami, které jsou citlivé ftizeny a stimulovany
sniZzenim Kkoncentrace zivin, prfechodem do stacionarni faze rlstu a piitomnosti
indukcnich latek. Jsou tedy odliSné od drah primarniho metabolizmu.

Ke dnesnimu dni bylo popsano 23 000 bioaktivnich sekundarnich latek, ze
kterych 7600 je produkovano zastupci rodu Streptomyces. Ztoho je 150 latek
s antimikrobialnimi, protinddorovymi, imunosupresivnimi a jinymi funkcemi
vyuzivano v 1ékatstvi, zemédélstvi a priimyslu (BERDY 2005).

Od samého pocatku objevu sekundarnich metabolitli se diskutuje jejich
ekologicka role a vyznam v zivotnim cyklu producentt. Teorie, Ze to jsou odpadni
produkty primarniho metabolizmu, byla pfekonana a prohlaSena za nevérohodnou
z diivodu slozitosti genetickych determinant biosyntézy a interakci riznych typt
sekundarnich metaboliti s cilovymi molekulami (WILLIAMS et al. 1989). Antibiotika
v mikrobidlnim spolecenstvi mohou hrat roli v kompeti¢nim boji o Ziviny a prinaset
tak selekéni vyhodu svému producentovi (WIENER 1996). Sekundarni metabolity
mohou téZz slouzit jako signalni molekuly pro interakci mezi mikroorganizmy
(HORINOUCHI a BEPPU 1992). Byl také vysloven nazor, Ze antibiotika maji dvojitou
funkci, za nizkych koncentraci plisobi jako regula¢ni molekuly tak, Ze ovliviiuji
transkripci a translaci, a za vysokych koncentraci maji antimikrobidlni u¢inky (GOH et

al. 2002, TSUI et al. 2004).
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3.2.2. Regulace biosyntézy sekundarnich metabolitt

Geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitd jsou u bakterii a niZSich hub
uspoiadany ve shlucich. Shluky se ve vétSiné pripadli nachazeji na chromozému, ale
vzacné také na plazmidech (MARTIN a LIRAS 1989). KaZzdy shluk obsahuje nejen
biosyntetické geny, ale téZ geny udavajici resistenci ke kddovanému metabolitu a
regulacni geny specifické pro danou drahu. Exprese biosyntetickych genl
sekundarniho metabolizmu je obvykle zahajena na zacatku stacionarni faze rlistu
v tekutém médiu nebo morfologické diferenciace kultury na agaru. Exprese je
regulovana predevSim na urovni transkripce a to pomoci jak specifickych, tak i

centralnich kontrolnich okruhi, které casto vykazuji pleiotropni efekt (BIBB 2005).

3.2.2.1. ppGpp acAMP

Molekula ppGpp, ktera funguje jako globalni regulator mnoha bunécénych proces,
ovliviiuje také biosyntézu sekundarnich metaboliti (CHAKRABURTTY a BIBB 1997,
HESKETH et al. 2007). Byl prokazan negativni vliv této signalni molekuly na produkci
kyseliny klavulanové a cefamycinu C u S. clavuligerus. Kmeny defektni v genu relA,
kédujicim synthetasu ppGpp, vykazovaly zvySenou produkci téchto dvou antibiotik
(GOMEZ-ESCRIBANO et al. 2008).

Obdobnym zplisobem - deleci genu zodpovédného za pripravu cyklického AMP -
bylo pozorovano pozitivni ptisobeni molekuly cAMP na morfologickou diferenciaci a

produkci antibiotik u S. coelicolor (SUSSTRUNK et al. 1998).

3.2.2.2. vy -butyrolaktony

Malé signalni molekuly, jako napt. y-butyrolaktony nebo homoserinové laktony,
byly popsany u riznych druhti bakterii a hraji roli v mnoha fyziologickych procesech,
jako morfologicka diferenciace, produkce antibiotik, tvorba biofilmu, virulence, atd.
(Obr. 6).

Poprvé byla y-butyrolaktonova signalni molekula, A-faktor, objevena u S. griseus,
kde reguluje sporulaci a produkci antibiotika streptomycinu (Kap. 3.1.2.). Podobné
signalni latky byly popsany i u jinych streptomycet, napt. SCB1 u S. coelicolor
(TAKANO et al. 2000), IM-2 u S. lavendulae (RUENGJITCHATCHAWALYA et al. 1995) a
VB u S. virginiae (KINOSHITA et al. 1997). U téchto druhii nejsou y-butyrolaktony
nezbytné pro morfologickou diferenciaci a reguluji predevSim produkci

antimikrobialnich latek.
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Regulacni kaskada ridici produkci antibiotik pomoci y-butyrolaktonové signalni
molekuly byla nejlépe popsana u S. coelicolor (Obr. 7). Protein ScbA je klicovym
enzymem biosyntézy molekuly SCB1 a také se predpoklada jeho ucast v regulaci
produkce této latky. Receptorovy protein ScbR v neptritomnosti SCB1 se vaze na
vlastni promotorovou oblast a téZ na promotory regulacnich gent pro produkce
antibiotik, kde ptsobi jako represor. Po navazani SCB1 se ScbR uvoliiuje z téchto
oblasti, ¢imz umoziuje prepis regulacnich genli a naslednou syntézu antibiotik.
Homology ScbA a ScbR byly nalezeny u vSech streptomycet, majicich y-
butyrolaktonové signalni molekuly a také u jinych druht aktinomycet (TAKANO
2006).

3.2.2.3. Dvouslozkovy fosforyla¢ni systém

Dvouslozkové fosforylacni systémy bakterii se skladaji ze senzorové histidinové
kinasy, kterd zachycuje signdly zokolniho prostiedi a prendsi je dal pomoci
fosforylace aspartatového zbytku regula¢niho proteinu, ktery negativné ¢i pozitivné
reguluje transkripci prislusnych geni. Tyto systémy jsou u bakterii velice rozsireny a
byla popsana jejich role vregulaci biosyntézy antibiotik u nékolika druht
streptomycet. Kinasa AfsQ1 a regula¢ni protein AfsQ2 kladné ovliviiuji transkripci
genl, Kkodujicich regulacni proteiny specifické pro biosyntézu antibiotik
aktinorhodinu, undecylprodigiosinu a antibiotika zavislého na vapniku u S. coelicolor
(ISHIZUKA et al. 1992, SHU et al. 2009), zatimco dalsi systém AbsA1/AbsA2 plisobi na
produkci téchto tf{ antibiotik negativné (ANDERSON et al. 2001, RYDING et al. 2002).
Podobny systém CutRS negativné ovliviujici biosyntézu aktinorhodinu byl objeven

také u S. lividans (CHANG et al. 1996).
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Obr. 6: Ukazky malych signalnich molekul z riznych druhii bakterii (pirevzato a

upraveno z TAKANO 2006)
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Obr. 7: Signalni kaskada spousténa molekulami SCB a vedouci k biosyntéze
nékolika antibiotik.
ScbA - Ucastni se syntézy SCB; ScbR - represor, ktery se vaze na vlastni promotor,
promotor genu schA a také na promotorové oblasti dalSich regulacnich geni (upraveno a
prevzato z TAKANO 2006).
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3.2.2.4. AfsK/AfsR serin-threonin kinasy

Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze signalni kaskady serin-threoninovych kinas a
prisluSnych regula¢nich proteint jsou vylucnym jevem u eukaryotnich bunék. Ov§em
studie poslednich let prokazaly pritomnost téchto senzorovych kinas i u prokaryot
(ZHANG 1996). Prvni senzorovou kinasou s potvrzenou ucasti v regulaci
sekundarniho metabolizmu streptomycet je kinasa AfsK. DvousloZkovy systém
AfsK/AfsR u S. coelicolor reguluje pouze tvorbu sekundarnich metabolitii, zatimco u S.
griseus se navic ucastni regulace morfologické diferenciace (MATSUMOTO et al. 1994,
UMEYAMA et al. 1999). V odpovédi na zatim neznamy vnéjSi signal se tato kinasa,
ukotvena na vnitfni strané cytoplazmatické membrany, autofosforyluje na serinovém
a threoninovém zbytku. V zapéti dochazi k fosforylaci proteinu AfsR, ktery v této
formé plsobi jako regulator transkripce genu afsS (LEE et al. 2002). AfsS dale
ovliviiuje transkripci dalSich genu actll-orf4 a redD, iCastnicich se regulaci biosyntézy
antibiotik aktinorhodinu a undecylprodigiosinu (FLORIANO a BIBB 1996). Protein
KbpA se vaze na nefosforylovanou formu proteinu AfsK a brani tak jeho
autofosforylaci a to vede ke sniZeni produkce antibiotika (UMEYAMA a HORINOUCHI
2001). SloZitost této regulacni kaskady je umocnéna schopnosti jinych kinas PkaG a
AfsL fosforylovat AfsR a tim zvySovat jeho vazebnou afinitu k DNA (MATSUMOTO et
al. 1994). Téz se predpoklada, Ze AfsR mimo gen afsS ovliviiuje i dalsi geny pro
regulaci syntézy aktinorhodinu (UMEYAMA et al. 2002) (Obr. 8).

3.2.2.5. Anorganicky fosfat

Vysoké koncentrace anorganického fosfatu v prostiedi inhibuji produkce
sekundarnich metaboliti, vcetné antibiotik (MARTIN 2004). Zajimavym
dvouslozkovym systémem objevenym u S. coelicolor, S. lividans a S. natalensis
regulujicim produkci antibiotik v zavislosti na koncentraci anorganického fosfatu je
systém PhoR/PhoP (SOLA-LANDA et al. 2003). Pri vysoké koncentraci fosfatu
v médiu kinasa PhoR fosforyluje protein PhoP, ktery se pak vaZe na tzv. PHO sekvenci
v promotorovych oblastech fady geni jako napt. afsS gen, jehoz produkt ovliviiuje
transkripci genl actll-ORF4 a redD pro regulaci syntézy aktinorhodinu a
undecylprodigiosinu u S. coelicolor a S. lividans a pimaricinu u S. natalensis (SOLA-
LANDA et al. 2005). Bylo popsano, Ze vazebna oblast proteinu ProP se v promotoru

genu afsS prekryva s vazebnim mistem pro AfsR protein.
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Obr. 8: Dvouslozkové systémy AfsK/AfsR a PhoR/PhoP ze S. coelicolor fidici
biosyntézu sekundarnich metaboliti.
Kinasa AfsK se autofosforyluje na serinovém a threoninovém zbytku. V zapéti dochazi
k fosforylaci proteinu AfsR, ktery v této formé ptisobi jako regulator transkripce genu afss.
AfsS ovliviiuje transkripci genti actll-orf4 a redD regulujicich biosyntézu antibiotik
aktinorhodinu a undecylprodigiosinu. Protein KbpA brani tak jeho autofosforylaci AfsK, coz
vede zastaveni fosforylace regulatoru AfsR. Naopak, dalsi kinasy PkaG a AfsL fosforyluji AfsR
a tim zvysuji jeho vazebnou afinitu k DNA Predpoklada se, Ze AfsR mimo gen afsS ovliviiuje i
dalsi geny pro regulaci syntézy aktinorhodinu. Dal$im dvouslozkovym systémem, ktery
reguluje transkripci genu afsS je PhoR/PhoP systém (ptevzato a upraveno z UMEYAMA et al.
2002, MARTIN 2004).
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Proto je pravdépodobna teorie, Ze PhoP soutéZi o vazebni misto s pozitivhim
regulatorem AfsR a tim pisobi na transkripci genu afsS (SANTOS-BENEIT et al. 2009,
Obr. 8). Kmeny S. lividans a S. natalensis defektni v genech phoRP vykazovaly
zvySenou produkci danych antibiotik ve srovnani s divokym kmenem, coZ poukazuje
na negativni regulaci pomoci PhoP (SOLA-LANDA et al. 2003). Naopak, u S. coelicolor
je pozorovan opacny trend - PhoP zde plsobi na produkci antibiotika pozitivné.
Systém PhoPR se neucastni jen regulace biosyntézy antibiotik, ale téZ regulace

metabolizmu dusiku a fosfatu (SANTOS-BENEIT et al. 2009).

3.2.2.6. Drahoveé specifické regulacni proteiny

Geny koédujici regulacni proteiny specifické pro urcity biosynteticky shluk genti se
nachazeji uvnitt nebo v nejblizs§im okoli tohoto shluku.

VySe uvedené proteiny AfsR, ProP, ACTII-ORF4, RedD a KasO patfi do velké
skupiny regulacnich proteinti fidicich biosyntézu antibiotik u streptomycet
(Streptomyces antibiotic regulatory proteins - SARPs). Tato skupina je
charakteristicka pritomnosti DNA vazebné domény na N-Kkonci, ktera je strukturné
podobna C-koncové doméné regulacniho proteinu OmpR z enterobakterii. Dané
proteiny podléhaji kontrole globalnich regula¢nich drah a vdZou se na promotorovou
oblast genli pro biosyntézu antibiotik, ¢imz pozitivné ovliviiuji jejich prepis
(WIETZORREK a BIBB 1997).

Transkripéni aktivator StrR, jehoZz vlastni transkripce je kontrolovana y-
butyrolaktonovou signalni kaskadou (Kap. 3.2.2.2.), se vaZe na konsensus sekvenci
GTTCGACctG(N)11CagTcGAAc v promotorové oblasti cilovych genli pro biosyntézu
streptomycinu a tim pozitivné ovliviiuje jejich prepis a produkci antibiotika
(RETZLAFF a DISTLER 1995). Homology tohoto proteinu byly nalezeny i u jinych
streptomycet, napt. NovG u S. spheroides, ktery reguluje biosyntézu novobiocinu
(EUSTAQUIO et al. 2005b)

Byla popsana skupina proteinli s predpokladanou regula¢ni funkci, které nesou
vzacny TTA koddn (Kap. 3.1.2.). Sem patii napt. NovE protein ze novobiocinového
shluku (EUSTAQUIO et al. 2003, DANGEL et al 2008). Presna funkce téchto

regulacnich proteinti zatim nebyla objasnéna.

Na zaveér této kapitoly je nutné zdiiraznit, Ze znalost regulac¢nich drah je dtlezita

piredevsim pro uc¢innou modifikaci kmeni produkujicich antibiotika.
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U nékterych biosyntetickych shlukd hladina koncentrace specifickych regulacnich
proteini je jedinym limitujicim faktorem pro zacatek genové exprese. Jejich
konstitutivni prepis milize vést k casnému zahdjeni produkce a vétSim vytézkim
antibiotika (GRAMAJO et al. 1993, TAKANO et al. 1992).

Pomoci delece represoru nebo zvySeni poctl kopii aktivatoru se da ziskat kmen
s vysSi produkci Zadouci latky (OLANO et al 2008). Priklady zvySené produkce
antibiotika v pritomnosti vice kopii regulatniho proteinu ze skupiny SARP byly
popsany u producentli aktinorhodinu, undecylprodigiosinu, nikkomycinu, tylosinu a
daldich (NARVA a FEITELSON 1990, FERNANDEZ-MORENO et al. 1991, LIU et al.
2005, STRATIGOPOULOS et al. 2004). Také globalni regulatory, napi. AfsS a
AfsQ1/AfsQ2, ve vysSim mnozstvi mohou zvySovat produkci aktinorhodinu u S.

coelicolor (VOGTLI et al. 1994, ISHIZUKA et al. 1992).

3.3.  Antibiotika - hlavni skupiny antibiotik

Ke dnesnimu dni bylo popsano vice nez 20 000 biologicky aktivnich sekundarnich
metabolitli mikroorganismi. Patfi sem antibiotika, imunomodula¢ni latky, inhibitory
enzymatické aktivity, pesticidy, insekticidy, potravinové dopliiky a dalsi latky. Z toho
se v praxi pouziva 150 - 200 latek, coZ predstavuje jen maly zlomek nejen znamych,
ale i dosud neobjevenych biologicky aktivnich sloucenin (BERDY 2005, WATVE
2001). Nejvice bioaktivnich latek bylo objeveno u aktinomycet z rodu Streptomyces a
dale u vzacnych aktinomycet, priCemz antibiotika predstavuji znacnou ¢ast této
skupiny latek.

Vhumanni mediciné se pouZivaji jak antibiotika izolovana z ptirozenych
producentd, tak i jejich derivaty pripravené bud c¢astecnou, nebo tplnou chemickou
syntézou, které maji lepsSi antimikrobialni a farmakokinetické vlastnosti.

Klinicky nejvyznamnéjsi prirodni antibiotika se podle struktury daji rozdélit do

nékolika skupin (Obr. 9).
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Obr. 9: Zastupci hlavnich skupin antibiotik.
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3.3.1. B-laktamy

Do velké skupiny B-laktamovych antibiotik patfi penicilin a jeho derivaty,
cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy a inhibitory p-laktamas. VSechny tyto
latky spojuje pritomnost p-laktamového jadra v molekule. Cefalosporiny a
semisyntetické derivaty penicilinu jsou celosvétové nejvic prodavanymi antibiotiky
(WALSH 2003).

B-laktamova antibiotika jsou predevsim pouzivana k1écbé infekci zptsobenych
grampozitivnimi mikroorganizmy. Sirokospektré B-laktamy, jako napt. karbapenemy,
jsou navic uc¢inné i proti gramnegativnim patogentim.

Tato antibiotika se vaZou na transpeptidasy, proteiny zodpovédné za tvorbu
peptidovych mistkli mezi jednotlivymi molekulami peptidoglykenu, ¢imz blokuji
syntézu bunécné stény bakterii. Soucasné cCinnosti hydrolas dochazi ke Stépeni
existujiciho peptidoglykanu, coZ vede klyzi a smrti buriky. Byly popsany dva
mechanizmy odolnosti bakteridlnich bunék viici plisobeni p-laktamovych antibiotik.
NejrozsifenéjSim mechanizmem je pritomnost [-laktamas, které inaktivuji
antibiotikum Stépenim p-laktamového jadra. Proto jsou B-laktamy casto aplikovany
v kombinaci s inhibitory p-laktamas, napf. kyselinou klavulanovou. Dal$im
mechanizmem je muta¢ni zména vazebného mista transpeptidasy, ktera znemoznuje
vazbu antibiotika. Pfitomnost takovych mutaci byla popsana u rady rezistentnich

kment stafylokoki a streptokokti (CHAMBERS 1999).

3.3.2. Makrolidy

Dalsi klinicky hojné vyuZivanou skupinou antibiotik jsou makrolidova antibiotika
s nejzndméjSim zastupcem erythromycinem a jeho derivaty - azithromycinem,
Klarithromycinem a dal$imi. Zakladnim rysem struktury makrolidd je piitomnost
makrolaktonového kruhu, na které jsou napojené molekuly deoxycukrli, napf.
desosaminu a kladinosy u erythromycinu. Makrolidova antibiotika se podle poctu
uhlikovych atomt v kruhu rozliSuji na 14 az 16 clenné a patii do skupiny
polyketidovych sekundarnich metaboliti (WALSH 2003).

Makrolidova antibiotika inhibuji proteosyntézu vazbou na velkou podjednotku
bakteridlniho ribozému, ¢imZ brani translokaci peptidyl-tRNA. Jsou uc¢inné vuci
grampozitivnim a gramnegativnim patogeniim rezistentnim k peniciliniim, a navic

vici mykoplazmam a chlamydiim.
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Rezistence k makrolidiim je ve vétSiné pripadii dana Cinnosti methyltransferasy
methylujici adenin v pozici A2058 na 23S ribozomalni RNA a znemoZiujici tim vazbu
antibiotika na ribozém. Tento mechanizmus je spoleény pro rezistence
k linkosamidiim a streptograminiim B, které se také vazou na ribozém (tzv. MLS
rezistence). Varianty genu kédujiciho 23S rRNA methyltransferasu, erm4, B a C, byly
popsany u riiznych patogennich mikroorganizmt (DEPARDIEU et al. 2007).

Studiem genu ermC na plazmidu pE194 ze stafylokoki bylo zjisténo, Ze kmeny
nesouci dany plazmid jsou rezistentni ktzv. indukujicim antibiotiklim, jako
erythromycin a jeho derivaty, a naopak jsou citlivé k neindukujici 16ti ¢lennym
makrolidiim, napf. spiramycinu, a dale klinkosamidim a streptograminim B
(HORINOUCHI a WEISBLUM 1980, WEISBLUM 1995). Indukce rezistence probiha na
postranskrip¢ni drovni pomoci mechanizmu atenuace translace. Na 5° konci mRNA
genu ermC se nachazi vedouci sekvence, atenudtor, a ctyri invertované repetice.
Invertované repetice v nepritomnosti indukujiciho antibiotika tvoii dvé smycky tak,
ze oddéluji vazebné misto pro ribozém od iniciatniho kodénu, ¢imZ zabranuji
translaci (Obr. 10A). Za nizkych koncentraci erythromycinu dochazi kvazbé
antibiotika na ribozém a zastaveni jeho funkce. Zastaveni cCinnosti ribozému
navazaného na mRNA ermC genu v oblasti vedouci sekvence vede k destabilizaci a
reorganizaci smycek tvorenych invertovanymi repeticemi. Vznika alternativni
smycka, kterd nebrani translaci pomoci ribozémi bez navazaného antibiotika nebo
s methylovanou 23S rRNA (Obr. 10B). Na strukture jednotlivych atenuatort zavisi,
které antibiotikum muze indukovat rezistenci. Erythromycin indukuje expresi ermC a
ermA genli u stafylokoktli, kdeZto spiramycin je bézny induktor genli ermB u
streptokokili a enterokokli (DEPARDIEU et al. 2007). Schopnost urcitého antibiotika
indukovat expresi genu ermC miiZe byt testovana diskovou difuzni metodou: umisténi
disku s neindukujicim antibiotikem, ke kterému je bakterie citliva, pobliz disku
s induktorem (napf. erythromycinem) vede k indukci rezistence a tim i ke vzniku
inhibi¢ni zény rastu ve tvaru pismena D (Obr. 11). U ¢asto pasazovanych klinickych
izolatl byla pozorovana konstitutivni rezistence k makrolidim vyvolana mutacemi
nebo deleci oblasti atenuatoru (SCHMITZ et al. 2002). Rezistence k makrolidim mize
byt vyvoldna i pritomnosti genu msrA, kddujictho ABC transporter pro 14 a 15 ¢lenna

makrolidova antibiotika z buriky (ROSS et al. 1990).
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Obr. 10: Alternativni konformace mRNA inducibilné exprimovaného genu ermC
z plazmidu pE194.
Konformace mRNA v nepritomnosti A), nebo v pritomnosti B) erythromycinu. RBS, vazebné
misto pro ribozom; LP, kontrolni peptid; ORF, otevreny ¢teci ramec; 1, 2, 3, a 4, invertované

repetice. Zelena a Cerven ¢ara, kédujici sekvence (prevzato z DEPARDIEU et al. 2007).

Obr. 11: Diskovy induk¢ni test.

DA - klindamycin (2 pg), E - erythromycin (15 pg). Erythromycin indukuje rezistenci u
kmene za neindukénich podminek citlivého ke klindamycinu (pfevzato z NOVOTNA 2007).

32



LITERARN{ PREHLED

3.3.3. Tetracykliny

Tetracykliny jsou polyketidova antibiotika uc¢inna proti grampozitivnim a
gramnegativnim bakteriim a nékterym prvokim. V sou¢asné dobé jsou predevSim
pouzivana klécbé akné a ve veterinarni mediciné. Tetracykliny inhibuji
proteosyntézu tak, Ze se vazou na malou podjednotku bakterialniho ribozému a brani
tim navazani aminoacyl-tRNA. Hlavnim mechanizmem rezistence vii¢i tetracyklinim

jsou transportni proteiny vylucujici antibiotikum z buiniky ven (WALSH 2003).

3.3.4. Aminoglykosidy

Nejznaméjsim zastupcem skupiny aminoglykosidovych antibiotik je streptomycin,
ktery se sklada ze tfi molekul cukrii: N-methyl-L-glukosaminu, streptosy a streptidinu.
Streptomycin a dal$i aminoglykosidy jsou uc¢inné proti gramnegativnim bakteriim,
napi. pseudomonadam, akinetobakteriim a enterobakteriim a také Mycobacterium
tuberculosis. Antibakteridlni plisobeni streptomycinu spociva ve vazbé antibiotika na
malou podjednotku ribozému, ¢imZ dochazi k inhibici translokace peptidyl-tRNA z A
mista na misto P a zastaveni proteosyntézy. NejrozSifenejSim mechanizmem
rezistence k aminoglykosidiim je modifikace molekuly antibiotika pomoci enzymi N-
acetyltransferasy, O-adenyltransferasy a O-fosfotransferasy, coz déla antibiotikum
nefunkénim. DalSimi mechanizmy jsou transport antibiotika z buriky a muta¢ni zména

vazebného mista na ribozomu (WALSH 2003).

3.3.5. Glykopeptidy

Glykopeptidy jsou neribozomalné syntetizované peptidy, ornamentované
molekulami cukrt. Klinicky nejvyznamnéjsimi zastupci jsou vankomycin, teikoplanin
a bleomycin. Pouzivaji se k1écbé infekci zpilisobenych grampozitivnimi koky, ¢asto
jako antibiotikum ,posledni volby“ u multirezistentnich patogenti, napf.
Staphylococcus aureus rezistentniho k methicilinu (WALSH 2003). Glykopeptidy se
vazou na dipeptid D-alanyl - D- alanin vbunélné sténé bakterii a brani tim
transpeptidacnimu a  transglykosylacnimu  spojeni jednotlivych  molekul
peptidoglykanu. Rezistence k vankomycinu je vétSinou indukovana pritomnosti
antibiotika v prostredi. Signal je prendaSen pomoci dvoukomponentového systému
kinasy VanS a regula¢niho proteinu VanR. VanR funguje jako transkrip¢ni aktivator
shluku genti pro biosyntézu D-alanyl - D-laktatu nebo D-alanyl - D-serinu, které se
zabudovavaji do bunécné stény misto dvojice D-alanind. Takovym zplisobem je

amidova skupina, diilezita pro vazbu antibiotika, nahrazena skupinou esterovou, coz
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vyrazné sniZuje vazebnou afinitu k vankomycinu a zabranuje jeho interakci s

bunécnou sténou (DEPARDIEU et al. 2007, HONG et al. 2008).

3.3.6. Linkosamidy

Do skupiny linkosamidovych antibiotik patii ptrirozené slouceniny linkomycin a
a aminokyselinové casti (Obr. 12). Cukerna slozka linkomycinu, 6-amino-6,8-dideoxy-
1-thio-D-erythro-a-D-galaktooktopyranosid, je trivialnim nazvoslovim oznaCovana
jako methylthiolinkosamid (MTL) (SCHROEDER et al. 1967). K ni je amidovou vazbou
pripojen aglykon, trans-N-methyl-4-n-propyl-L-prolin, trividlnim nazvem kyselina
propylhygrova (PHA) (MAGERLEIN et al. 1967). Molekula celesticetinu ma jednak
aminocukr s mirné odliSnou ornamentaci, nez MTL, jednak je vni misto PHA
zabudovan prolin. Navic tato molekula obsahuje salicylatovou slozku (Obr. 12)
(HOEKSEMA 1968). Linkomycin je klinicky pouZivan proti grampozitivnim kokiim,
napt. stafylokokiim a streptokok@im (SPIZEK a REZANKA 2004a).

Jednim z ptirozenych derivati linkomycinu je linkomycin B produkovany
spole¢né s linkomycinem jako minoritni frakce, jehoZ aglykonem je N-methyl-4-n-
ethylprolin. Rada dalsich derivatd linkomycinu byla izolovina po zméné
fermenta¢niho média producentd (ARGOUDELIS et al. 1970, SPIZEK a REZANKA
2004Db).

Velké mnozstvi derivatli linkomycinu bylo pripraveno téz semisyntetickou nebo
kompletni chemickou cestou. Tyto derivaty Casto vykazovaly lepsi antimikrobidlni
ucinnost a také farmakologické vlastnosti nez linkomycin (MAGERLEIN 1971). Jednim
z nejucinnéjsich derivati je klindamycin, pripraveny zaménou hydroxyskupiny
v pozici C7 cukerné ¢asti linkomycinu za chlor (Obr. 13).

Klindamycin ma S$ir$i spektrum ucinku a vys$i antimikrobidlni aktivitu, nez
linkomycin. Kromé pouZiti ve stejnych pripadech jako linkomycin, je klindamycin
navic aplikovdn proti anaerobnim mikroorganizmiim, nékterym prvokim
(Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii) a vkombinaci sjinymi antimalariky pri
16¢bé malarie zplisobené Plasmodium falciparum (SPIZEK a REZANKA 2004a,
KREMSNER a KRISHNA 2004, BORMANN et al. 2006).
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Obr. 12: Chemicka struktura piirozenych linkosamidii linkomycinu A a celesticetinu.

Zelené jsou oznaceny skupiny, kterymi se molekuly lisi.
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Obr. 13: Chemicka struktura klindamycinu a minimalni inhibi¢ni koncentrace

linkomycinu, klindamycinu a derivatii klindamycinu (prevzato z MAGERLEIN 1971).
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Mnohem ucinnéjsi skupinou latek jsou derivaty klindamycinu, u nichZ se misto
propylu v pozici C4” nachazi delSi alkylovy retézec, pricemz nejicinnéjSim se ukazaly
byt derivaty s péticlennym nebo delSim alkylem. Pokud dané derivaty navic
neobsahuji methyl na dusikovém atomu v pozici 1, je jejich antimikrobialni a
antimalaricka aktivita nékolikandsobné vyssi, nez u methylovanych derivati
(MAGERLEIN a KAGAN 1969). Zajimavosti je, Ze podobna demethylace v pripadé
linkomycinu vede naopak k vyznamnému poklesu jeho u¢innosti (MAGERLEIN 1971).

DalSim semisyntetickym derivatem klindamycinu pouZivanym ve veterinarni
mediciné je pirlimycin, ktery obsahuje v aminokyselinové ¢asti misto péticlenného
kruhu kruh Sesti¢lenny a je demethylovan v pozici 1" (AHONKHAI et al. 1982).

Vétsina derivatli linkomycinu a klindamycinu vyzZaduje slozitou a nakladnou
chemickou syntézu, coz limituje jejich zavedeni do Kklinické praxe.

Linkosamidy jsou z pohledu mechanizmu ucinku, a tedy i rezistence, fazeny do
skupiny MLS antibiotik spole¢né s makrolidy a streptograminy B. Antibiotika této
skupiny se vaZzou na velkou podjednotku bakteridlniho ribozému blizko
peptidyltransferasového centra katalyzujiciho tvorbu peptidovych vazeb pri elongaci
proteinu a zplsobuji tak disociaci peptidyl-tRNA z ribozému (TENSON et al. 2003).

Mechanizmus rezistence k linkosamidiim se ¢astec¢né prekryva s makrolidovymi a
streptograminovymi antibiotiky (viz 3.3.2.). Spoletnym mechanizmem je methylace
23S rRNA pomoci RNA monomethyltransferas, jejichz prikladem je LmrB z
linkomycinového biosyntetického shluku (PESCHKE et al. 1995) a dimethyltransferas,
napriklad ErmC stafylokokli (THAKKER-VARIA et al 1985). Specifickym
mechanizmem rezistence k linkosamidiim je naopak modifikace antibiotika pomoci
nukleotidyltransferasy kdédované genem InuA katalyzujici adenylaci linkosamidi
(BRISSON-NOEL a COURVALIN 1986).

Rezistence klinkosamidlim miiZe byt zplsobena i aktivnim efluxem antibiotika
z buiiky. Tento typ rezistence je zajiStén dvéma skupinami transportnich proteind.

Prvni je skupina MFS (major facilitator superfamily) transportérii, které pro
export latek vyuZivaji protonovy gradient, a dale ABC (ATP binding cassette)
transportéry, které ziskavaji energii pro transport hydrolyzou ATP. Do prvni skupiny
patii protein LmrA a do druhé LmrC. Oba proteiny patfi do genového shluku pro
biosyntézu linkomycinu (ZHANG et al. 1992, PESCHKE et al. 1995). U klinickych

izolati byl popsan i dalsi ABC transportér VgaAic, ktery zprostiedkovava aktivni
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transport streptograminu A a linkosamida u Staphylococcus haemolyticus. Zajimavym
faktem je, Ze protein VgaAic se lisi od pribuzného transportéru VgaA, udilejiciho
rezistenci jen k streptograminu A, pouze zdmé&nou sedmi aminokyselin (NOVOTNA a

JANATA 2006).

3.4. Antibiotika - zpisoby vyhledavani novych antibiotik

Rostouci pocet patogennich kmend, napt. Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa a dalSich,
rezistentnich k pouZivanym antibiotiklim, je celosvétovym problémem soucasné
doby. Tyto bakterie mohou byt bud’ prirozené rezistentni, nebo ziskat rezistenci
z okolniho prostiredi. Predpoklada se, Zze se geny pro rezistenci kantibiotikiim
vyvinuly v environmentalnich bakteridlnich spoleCenstvich a nasledné byly
preneseny do patogennich bakterii (MARTINEZ 2009). Zajimavosti je, Ze geny
rezistence k nékterym antibiotiklim objevené u patogennich bakterii se fylogeneticky
lisi od funk¢éné podobnych genl producentli antibiotik, coZz poukazuje na jejich
odlisny evoluc¢ni ptivod (AMINOV a MACKIE 2007).

Potfeba novych antimikrobidlnich latek stale existuje nejen kvili znamym
rezistentnim patogenlim, ale také z diivodu se nové objevujicich ptivodci nemoci a
toxicity soucasné pouzivanych pripravkia (DEMAIN 2009).

Nyni pouzivana antibiotika byla prevdzné objevena v 40. az 70. letech minulého
stoleti, tzv. ,zlatém véku“ antibiotik izolaci mikroorganizmi a jejich kultivaci
klasickymi metodami (WALSH 2003). PocCet kment izolovanych témito metodami a
produkujicich zatim nepopsana antibiotika postupné klesal, coZ vedlo k zaméreni
pozornosti na vyvoj modernich vysokoucinnych kultiva¢nich, izola¢nich a
molekularné-biologickych pristupli k vyhledavani novych antimikrobialnich latek
(KOEHN 2008, DONADIO et al. 2009, VAN WEZEL et al. 2009)

V soucasnosti zakladni vyzkum a vyvoj antibiotik se stava doménou malych
biotechnologickych firem a vyzkumnych instituci. Velké farmaceutické firmy od toho
ustupuji a investuji bud’ do vylepsSeni vlastnosti jiZ znamych antibiotik anebo kupuji
licence na velmi slibné a i¢inné latky. Divodem poklesu zajmu jsou vysoké naklady a
Casové naroky nutné na objev a zavedeni nového antibiotika na trh, spojené s rizikem
rychlého vzniku rezistence (KATZ et al. 2006).

Posledni dobou roste snaha o hledani antimikrobidlnich latek piisobicich na jina

zasahova mista, nez dosud pouZivana antibiotika. Byly popsany antibakterialni
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slouceniny negativné plisobici na syntézu mastnych kyselin, déleni bakterialni bunky
a také na signalni kaskadu pro spousténi virulence (WANG et al. 2006, HAYDON et al.
2008, RASKO et al. 2008).

Velké usili se téZ klade na objevovani novych zdroji antimikrobidlnich latek.
Mikroorganizmy izolované z morské vody a dalSich extrémnich lokalit se zdaji byt
slibnymi producenty zajimavych bioaktivnych latek (Kap. 3.4.1.). Neustalé pribyvajici
udaje o genomech bakterii umoziiuji vyhledavani shlukG gend pro nova, zatim
neznama, antibiotika (Kap. 3.4.2. a 3.4.3.).

Pomoci molekularné biologickych metod mohou byt ziskany latky odvozené z jiz
znamych antibiotik, které maji lepsi ucinnost ¢i nizsi toxicitu. Takové latky vznikaji
bud’ kombinaci chemickych a biologickych postupi nebo jen pomoci geneticky

upraveného producenta (Kap. 3.4.4.a 3.4.5.).

3.4.1. Izolace a kultivace novych producentti

Producenti nyni pouzivanych antibiotik byli z prevazné casti izolovani z piidniho
prostredi. Posledni dobou vzrostl pocet pripadii znovuobjeveni znamych latek pfii
izolaci dalSich kmeni z béZnych typl pld. Proto se pozornost obratila na zatim
neprozkoumana prostiredi, jako napi. moiska povrchova voda a sedimenty. Byl
vysloven nazor, Ze podminky zivota v mofi se liS§i od podminek v ptidé, proto moiské
mikroorganizmy mohou produkovat odliSné sekundarni metabolity s novymi
vlastnostmi (LAM 2006).

Skute¢né, morské aktinomycety se ukazaly byt vybornym zdrojem novych
bioaktivnich latek. Tyto aktinomycety byly nalezeny v povrchové motské vodé,
sedimentech a také jako symbionty moiskych hub a koralt (JENSEN et al. 2005). Za
poslednich nékolik let byla izolovana cela fada morskych sekundarnich metabolitii se
zajimavymi antimikrobialnimi a protinadorovymi ucinky (LAM 2006). Ztohoto
mnozstvi se tri latky zdaji byt nejslibnéjSimi zhlediska klinického vyuziti.
Abyssomicin C inhibuje syntézu kyseliny listové a je uc¢inny vii¢i grampozitivnim
bakteriim vcetné rezistentnich kment Staphylococcus aureus (BISTER et al. 2004).
ucinky (CHARAN et al 2004). Salinosporamid A produkovany aktinomycetou
Salinispora tropica pusobi jako inhibitor proteazémili a indukuje apoptézu bunék
myelomu (FELING et al. 2003). Tato latka se stala prvnim zastupcem moiskych
bioaktivnich metabolitli, ktery vstoupil do Klinickych zkousek pro ucely 1écby
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nadorovych onemocnéni. VSechny tyto latky maji unikatni molekularni strukturu
odliSnou od jiz znamych latek.

Podobné, izolace aktinomycet z ptidniho prostiedi s extrémnimi hodnotami pH,
teploty, koncentrace soli apod. miize taktéz vést knalezeni novych kment
produkujicich zajimavé slouceniny (ROY a SEN 2002, OKORO et al. 2009).

V poslednich letech vzrostl pocet nové popsanych tzv. ,vzacnych druht
aktinomycet. Do této skupiny patfi napf. Micromonospora, Catenulispora, Actinospica
a dal$i. Tyto mikroorganizmy rostou za béZnych kultivacnich velmi pomalu nebo
dokonce nerostou viibec. Vyvoj novych kultivacnich metod a zafizeni umoZiuje
péstovat tyto bakterie a tim studovat jejich fyziologii a produk¢ni potencial (BUSTI et
al. 2006, BREDHOLDT et al. 2007).

Pozoruhodnym faktem je, Ze mikroorganizmy produkujici zndma antibiotika za
klasickych kultiva¢nich podminek mohou byt rovnéz zdrojem novych latek. Zména
podminek kultivace, napt. sloZzeni kultivacniho média, stupenn vzdus$néni, objem
kultiva¢ni nadoby, ptridani inhibitord nebo aktivatorti enzymt, miiZe indukovat u
téchto kment syntézu novych sloucenin neprodukovanych za béznych laboratornich
podminek. Pomoci tohoto pristupu nazyvaného ,jeden kmen - mnoho sloucenin“ Ize
stanovit az dvacet raznych sekundarnich metabolitli u jednoho kmene. Takovyto
postup byl pouZit napt. u kmene S. parvulus Tii 64 (BODE et al. 2002).

Zajimavym zplisobem hledani novych latek je kultivace nékolika rtznych kmenti
ve spolecné nadobé (PETTIT 2009). Tato metoda je zaloZena na teorii nutri¢ni
kompetice mikroorganizmi vjednom prostiedi vedouci kindukci produkce
antimikrobidlnich latek (Kap. 3.2.1.). Vradé prikladi bylo prokdzano zvysSeni
produkce antibiotik, produkce novych latek a analogli latek zndmych pti spole¢né
kultivaci produkéniho organizmu v pritomnosti organizmu ,indukéniho“ (SLATTERY
etal 2001, PETTIT 2009).

Pro zvySeni ucinnosti izolace aktinomycet ze vzorkli pidy nebo vody byla
vyvinuta fada technologii umoznujici kultivace velkého poctu kment najednou, napf.

mikrokapsule pro péstovani jednotlivych bunék (ZENGLER et al. 2005).

3.4.2. Metody nezavislé na kultivaci

Odhaduje se, Ze pouze 1% vSech mikroorganizmi je za béZnych laboratornich
podminek kultivovatelné. To znamenda, Ze produkéni potencidl ostatnich

mikroorganizmi musi byt zkouman pomoci upravenych podminek kultivace (ALAIN
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a QUERELLOU 2009) nebo metodami na kultivaci nezavislymi, jako metagenomové
knihovny a heterologni exprese.

Metagenomika je rychle vyvijeci oborem pro studium biologické a metabolické
diverzity nekultivovatelnych mikroorganizmi z ptidniho a vodniho prostredi, a také
z travicich systémi lidi a zvitat. Princip pfipravy metagenomovych knihoven spociva
ve vlozeni chromozomalni DNA z environmentalnich vzorkli do vhodnych vektord,
napft. bakteridlnich imélych chromozémui nebo kosmidt, pro naslednou kultivaci a
v rychlé rostoucich streptomycetach nebo jiném nahradnim (heterolognim) hostiteli.
Data ziskana kultivacemi mohou byt analyzovana zhlediska funkce a sekvence.
Funkéni metagenomika se zabyva vyhledavanim urcitého fenotypu, napi. produkce
sekundarnich metabolit{, rezistence k antibiotiklim, zajimavé enzymatické aktivité, a
naslednou fylogenetickou analyzou klonované DNA (SLEATOR et al. 2008) (Obr. 14).

Na druhé strané, analyza sekvenci slouzi ktaxonomické identifikaci
mikroorganizmu pomoci sekvence 16S rRNA a zjiStovani dalSich zajimavych genf,
genovych shlukii nebo celych genomt (RIESENFELD et al. 2004). Tato metoda se
piredevsim osvédcila pti hledani genovych shlukii novych sekundarnich metaboliti
mofskych a suchozemskych bakterialnich symbiontti (BODE 2009, FENICAL a JENSEN
2006).

Jako indikatory shlukii mohou poslouzit tzv. sondy - sekvence jiz znamych
biosyntetickych nebo prislusnych rezistencnich gent, sjejichz pomoci miizeme
vyhledavat homologni geny v environmentdlni DNA nebo také u jednotlivych
izolovanych kmenii aktinomycet. Charakterizace vzorkli na pritomnost zajimavych
genl, vsoucasné dobé se nejvic vyhledavaji geny pro biosyntézu peptidovych a
makrolaktonovych antibiotik, mliZe pomoct kvytipovani lokalit bohatych na
mikroorganizmy produkujici antibiotika nebo také k nalezeni jednotlivych novych
kment s produkénim potencidlem (WAWRIK et al. 2005).

Heterologni exprese umoznuje praci s genovymi shluky z environmentalnich
knihoven, ale také ze znamych malo kultivovatelnych kmenid pomoci vlozeni a
exprese jejich DNA v nahradnim hostiteli. VétSina pouzivanych hostitelskych kment
ma znamou sekvenci genomii a vypracované genetické metody, coz znacné

zjednodu$uje praci s danym organizmem (WENZEL a MULLER 2005).
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Obr. 14: Schematické znazornéni postupu pripravy a analyzy metagenomové
knihovny. Funk¢ni analyza je zamérena na vyhledavani novych procesii a proteint,
zatimco analyza sekvenci studuje metabolicky potencial a ekologickou diverzitu

hledanim homologti v DNA databazich (prevzato ze SLEATOR et al. 2008).
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3.4.3. Analyza sekvenci

Sekvenovani genomi znamych producentt, jako napft. S. coelicolor, S. avermetilis a
S. griseus, vedlo k objeveni vétStho mnoZstvi biosyntetickych genovych shlukd pro,
nez je zndmo pro dané producenty sekundarnich metaboliti (BENTLEY et al. 2002,
IKEDA et al. 2003 a OHNISHI et al. 2008). Tyto kryptické shluky, kédujici neznamé
produkty, nejsou pirepisovany za béznych laboratornich podminek. Mohou mit
naruSenou regulaci, tfeba z dlvodid absence aktivatorli. Produk¢ni potencial
mikroorganizmi je tedy nutno zkoumat nejenom pomoci tradi¢nich kultiva¢nich
metod, ale je nutna i analyza genetické informace.

Vyhledavani je zjednoduSeno skutecCnosti, Ze geny pro biosyntézu sekundarnich
metabolitli jsou usporadany ve shlucich. Metodou genome mining se da in silico
(pomoci pocitacovych programi) predpovédét z genetického slozeni shluku a
znalosti znamych biosyntetickych drah nejen typ kdédovaného metabolitu, ale
v nékterych pripadech i jeho presna struktura. Nejlépe je to popsano na prikladech
shluki pro polyketidova a peptidova antibiotika, kde se na zakladé jednotného
biosyntetického pravidla a specifity urcitych enzymu da urcit poradi zabudovavanych
syntetickych jednotek (ZERIKLY a CHALLIS 2009, podrobny popis biosyntézy téchto
latek je v Kap. 3.5.).

Alternativni metoda skenovani genomu (angl. genom scanning) hleda
sekvence potencialné kodujici sekundarni latky ndhodnym sekvenovanim mnoha
kratkych dsekii DNA z genomovych knihoven (VAN LANEN a SHEN 2006). Tyto
kratké useky pak slouzi jako sondy pro izolaci celého biosyntetického shluku. Pomoci
této metody byly nalezeny genové shluky pro enedyinova antibiotika u 70 kmeni
aktinomycet, u kterych predtim produkce téchto latek prokazana nebyla. Na zakladé
ziskanych informaci byla provedena uprava kultiva¢nich médii a podminek, coz vedlo

k zahajeni produkce enediynii témito kmeny (ZAZOPOULOS et al. 2003).

3.4.4. Cilené zasahy do biosyntézy antibiotik - semisyntetické metody

Nové latky mohou byt pripraveny také chemickou syntézou. Na jednu stranu
vznikaji latky s velkou strukturni variabilitou, na druhou, tyto metody jsou velice
naroc¢né a finan¢né nakladné ve srovnani s biologickymi.

Semisyntetické metody kombinuji chemickou a biologickou syntézu.
Nejjednodussi metodou je biosyntéza rizena prekurzorem, ktera spociva v pridavani

chemicky pripraveného analogu(i) prekurzoru() prirozené produkovaného
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antibiotika do fermentacniho média producenta (KENNEDY 2008, Obr. 15).
Substratovy analog soutézi s prirozenym prekurzorem a vznikla smés latek obsahuje
jak prirozené antibiotikum, tak i jeho formu se zabudovanym analogem. Timto
zplsobem lze ziskat velké mnozstvi novych latek casto s lepsi aktivitou a
farmakologickymi vlastnostmi (DEMAIN a ELANBER 1999)

Tento pristup je limitovan substratovou specifitou Kklicovych enzymu(ii)
spojujictho(cich) tyto prekurzory. Sir$i enzymova specifita umoZiiuje pridavani
analogli o rtizné strukturni diverzité. Tato metoda ma ovSem i fadu nedostatkii:
potfeba pridavat vysoké koncentrace analogu pro kompetici s prirozenym
prekurzorem; slozité ¢isténi nové latky ze smési s plivodnim antibiotikem, vedouci ke
ztratam a niz$im vytézkim (KENNEDY 2008).

Tyto nedostatky jsou eliminovany pri mutasyntéze, ve které se pouzivd kmen
defektni v biosyntéze jedné ze strukturnich slozek (prekurzoru) antibiotika. Derivat
daného prekurzoru je pak piidavan do fermenta¢niho média (Obr. 15). Tato metoda
eliminuje kompetici mezi prirozenymi a neprirozenymi prekurzory a na konci vznika
pouze zadouci derivat antibiotika. Mutasyntéza byla dspésné vyuZitd pro pripravu
novych latek na bazi makrolidovych, aminokumarinovych a dalSich skupin antibiotik

(GUPTA et al. 2008, HEIDE 2009, WEIST et al. 2004).

3.4.5. Cilené zasahy do biosyntézy antibiotik - kombinatorni biosyntéza

Posledni dobou se velka pozornost vénuje vypracovani postupli pro pripravu
novych biosyntetickych drah kombinaci riznych enzymi ze stejného nebo
pribuzného organizmu, neboli kombinatorni biosyntéze. Neprirozend kombinace
genl prepisovanych v ptivodnim producentu nebo heterolognim hostiteli vede ke
vzniku tzv. hybridnich antibiotik. Hybridni antibiotika jsou definovana, jako
antibiotika syntetizovana enzymy kédované geny ze dvou ¢i vice kment (HOPWOOD
1981). DalSi definice téchto latek je - antibiotika produkovana artificialnimi
biosyntetickymi drahami, které byly pripraveny pomoci technologie rekombinantni
DNA. Prvni hybridni antibiotikum mederrhodin bylo popsano v roce 1985 a bylo
pripraveno vloZenim geni pro syntézu aktinorhodinu do producentu medermycinu

(HOPWOOD et al. 1985) (Obr. 16).
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A Pfirozena biosynteticka draha

C Mutasyntéza

Obr. 15: Schematické znazornéni principu semisyntetickych metod pro
pripravu derivatii znamych antibiotik.

V prirozené biosyntetické draze prekurzory vznikaji nejdriv oddélené a pak jsou spojeny
do finalniho produktu (A). Pri pridani derivatu jednoho z prekurzort je tvoren finalni
produkt a zaroven jeho derivat (B). Pii inaktivaci jedné z biosyntetickych vétvi a pridani
prislusného derivati vznika pouze derivat finalni latky (C) (prevzato a upraveno z KENNEDY

2008).

44



. 0
Medermycin
[ o4 o CH;
-\‘.H
- (o}
H
OH O COOH| ,
Aktinorhodin
OH OH ©O CHy
HaC. H
H (o}
o wH
H OH O COOH

Dihvdroaranaticin

OH ©OH O
HaC. H
H 0
; )
H OH O COOH

LITERARN{ PREHLED

Mederrhodin A
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Obr. 16: Vznik a struktura prvnich hybridnich antibiotik.

Kombinaci geni z riznych biosyntetickych shlukii doslo ke vzniku hybridnich latek

s vlastnostmi obou prirozenych molekul (ptevzato z FLOSS 2006).
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Jaké jsou soulasné strategie pro pripravu hybridnich latek? Nejjednodussi je
inaktivace biosyntetického(ych) genu(i) a izolace meziprodukti nebo latek
upravenych jinymi enzymy producenta. Zajimavym piikladem kombinace gent
zjednoho organizmu je vznik novych derivati makrolidovych antibiotik
methymycinu a pikromycinu pomoci inaktivace geni v Streptomyces venezuelae.
V této streptomyceté byl inaktivovan gen pro jeden z krokidi biosyntézy cukru
desosaminu. Intermediat cukru se hromadil v buiice a Cinnosti ketoreduktasy
pritomné v burice, ale nepatiici do této biosyntetické drahy, byl pfeménén na jiny
cukr a pripojen pomoci glykosyltransferasy k aglykonu. Vznikl tak novy analog
methymycinu neomethymycin (BORISOVA et al. 1999).

Dal$im zajimavym pristupem je vloZeni genii kodujicich riizné glykosyltransferasy
do producenta vankomycinu, coZ vedlo ke vzniku glykosylovanych derivati tohoto
antibiotika (SOLENBERG et al. 1997).

a prenos genu(li) nebo i celych biosyntetickych drah z jiného organizmu. Nékolik
prikladl bylo popsano u makrolidli, aminokumarint, peptidovych a dalsich antibiotik
(REEVES a RODRIGUEZ 2009, HEIDE 2009, WALSH 2002).

Expresi celé biosyntetické drahy lze popsat na nasledujicim prtikladu. Geny
koédujici biosyntézu dNTP-D-desozaminu byly preneseny do heterologniho hostitele S.
lividans. Do takto pripravené bakterie byla nasledné vnesena knihovna plazmidt
kodujicich syntézu riznych makrolaktoni a byla sledovana produkce novych
makrolidi (TANG a McDANIEL 2001).

Pri cilenych zasazich do biosyntetické drahy musime vzdy uvazovat o kritickych
bodech, které mohou mit vliv na dspéSnost celého pokusu. Mezi tyto body patii
specifita klicového enzymu, dostupnost potfebného prekurzoru v nahradnim
hostiteli, regulacni drahy, které se mohou negativné ovliviiovat vznik nového

produktu, atd. (FLOSS 2006).
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3.5.  Biosyntéza antibiotik vyuZitelnych pro Gcely kombinatorni biosyntézy

Posledni dobou roste pocet izolovanych a plné osekvenovanych genovych shlukt
pro biosyntézu antibiotik. Sekvenalni data umoziuji doplnit informace o
biosyntetickych drahach ziskané chemickou a biochemickou analyzou. Podrobna
znalost téchto drah je pak vyuzivana k navrzeni a pripravé hybridnich antibiotik. Ke
dneSnimu dni bylo nejvic kombinatorné biosyntetickych pokusti uskutetnéno na
polyketidech a neribozomalné syntetizovanych peptidech, a dale na

aminokumarinové skupiné antibiotik.

3.5.1. Polyketidova a neribozomalné syntetizovana peptidova antibiotika

Polyketidova antibiotika podle struktury a biosyntézy se déli na aromatickou
skupinu, zahrnujici napt. patfi tetracyklin, a makrolaktonovou, s nejznaméjsim
zastupcem erythromycinem (WALSH 2003). Biosyntéza téchto pomérné
komplikovanych latek se podoba biosyntéze mastnych kyselin. Vychazi z acyl-KoA a je
katalyzovana polyketidovymi synthetasami (PKS) dvou zakladnich typl. Modularni
PKS typu I jsou velké proteinové komplexy, které se skladaji z opakujicich se
jednotek, zndmych jako moduly, zodpovédnych za jednotlivé biosyntetické kroky
(CORTES et al. 1990, DONADIO et al. 1991). Kazdy modul obsahuje minimalné tri
funk¢éni domény, dvé s katalytickou funkci a jednu vazebnou doménu, které se
spole¢né podileji na vzniku zakladniho retézce. Dale obsahuje domény katalyzujici
rizné specifické modifikace (redukce, dehydratace, methylace, cyklizace, ale i
ukonceni syntézy) zvySujici strukturni variabilitu produktu. Kazdy modul se ucastni
pridani jedné jednotky za cely biosynteticky cyklus (pravidlo kolinearity).
Prekurzorovy acyl-KoA (nejcastéji propionyl-KoA, malonyl-KoA a methylmalonyl-
KoA) je rozpoznan a aktivovan pomoci adenylace acyltransferasovou (AT) doménou.
Aktivovany prekurzor je prenesen na fosfopantetheinovy zbytek posttransla¢né
navazany na tzv. acyl carrier protein (ACP). Pri tomto prenosu dochazi k odStépeni
molekuly AMP a tvorbé thioesterové vazby mezi acylovou skupinou a
fosfopantetheinovym zbytkem. Ketosynthetasova (KS) doména katalyzuje
dekarboxylativni kondenzaci dvou sousedicich acylovych skupin na rostouci retézec.
Dal$i domény s enzymatickymi aktivitami, jako je ketoreduktasa (KR), dehydratasa
(DH) a enoylreduktasa (ER), se podili na modifikaci rostouciho retézce. Obvykle
posledni doménou PKSI je thioesterasa (TE), ktera katalyzuje uvolnéni a cyklizaci

kompletniho fetézce. Struktura konec¢ného polyketidu je zavisld na strukture
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modularniho enzymu, tj. na potradi a po¢tu modulii. V enzymech mohou byt nékteré
moduly pouZity opakované nebo naopak preskoceny, coz vede k syntéze kratSiho
kone¢ného produktu, nebo mohou byt domény v modulech neobvykle usporadany.
Tyto abnormality zvySuji biosynteticky potencial téchto enzymd.

PKS typu II (repetitivni) jsou vicepodjednotkové enzymy. Jejich monofunk¢ni
podjednotky provadéji pri syntéze polyketidu stejnou funkci opakované v kazdém
cyklu (HERTWECK 2007). PKS typu III (iterativni) nepotrebuje ACP protein k aktivaci
acylCoA substratl (FUNA et al. 1999) (Obr. 17 a 18).

Peptidova antibiotika, jako vankomycin, bacitracin, B-laktamy a dalsi, jsou
syntetizovand moduldrnimi neribozomalnimi peptidovymi synthetasami (NRPS).
Uspoiadani téchto modularnich enzymi je podobné PKS typu I. Napftiklad, jednotlivé
aminokyseliny heptapeptidového zakladu vankomycinu jsou spojovany pomoci
synthetasy Cep, ktera ma ve trech podjednotkdch dohromady sedm moduldi, po
jednom pro jednotlivé aminokyseliny. Stejné jako pri biosyntéze polyketidli v kazdém
zmoduli dochazi kaktivaci prislusné aminokyseliny adenylatni doménou (A-
doménou), naslednym prenosem na PCP (peptide carrier protein) a spojenim
s aminokyselinou ze sousedniho modulu ¢innosti kondenza¢ni domény. Moduly také
mohou obsahovat dal$i domény, naptiklad epimerasovou a methyltransferasovou.
Posledni doménou je i vpripadé neribozomdalnich synthetas TE doména
s thioesterasovou funkci, ktera uvoliiuje a cyklizuje finalni produkt. Po syntéze
zdkladniho makrolaktonového nebo peptidového kruhu dochazi kdalSim
yornamentujicim“ Upravam cinnosti ,tailoring“ enzymi, do kterych patfi napft.

oxygenasy a glykosyltransferasy (WALSH 2002, 2003).
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Obr. 17: Schematické znazornéni struktury polyketidovych synthetas riiznych
typu (prevzato a upraveno z WEISSMAN 2009).
PKS - polyketid synthetasa, AT - adenylacni doména, ACP - prenaSec aktinovovaného

acylu, KS - ketosynthetasa, KR -ketoreduktasa, DH -dehydratasa, TE - thioesterasa
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Obr. 18: Prirozena biosynteticka draha avermektinu a jeji geneticka modifikace
vedouci ke vzniku hybridnich latek. K témto tcelim byla vnesena navic doména

s enoyl reduk¢ni funkei (ER) (prevzato a upraveno z WEISSMAN a LEADLAY 2005).
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Pri kombinatorni biosyntéze polyketidovych a peptidovych antibiotik se
pozornost zaméfuje na zménu poradi moduli a jednotlivych domén nebo jejich
zaménu na moduly z jinych biosyntetickych drah, coZ vede ke vzniku molekul s jinym
usporadanim stavebnich podjednotek (REEVES et al. 2004, NGUYEN et al. 2006) (Obr.
19). Velky diraz se také klade na zménu specifity adenylacnich (A-domén) NRPS
synthetas rozliSujicich jednotlivé aminokyseliny a tim urcujici sloZeni peptidového
kruhii. Strukturni analyzou adenyla¢ni domény pro fenylalanin a bioinformatickou
analyzou 150 sekvenci dalSich A-domén byl urc¢en ,kéd“ pro rozpoznavani riznych
aminokyselin aktivnim mistem téchto domén (STACHELHAUS et al. 1999). Také
ornamentujici enzymy, jako glykosyltransferasy, se daji vyuZit pro pripravu novych
latek. Tyto enzymy majici Sirokou substratovou specifitu mohou piipojovat na
zakladni kruh celou radu rznych cukri a tak zvySovat strukturni pestrost finalnich
produktt. Pro ucely téchto pokusli mohou byt geny kédujici riizné cukry vloZeny do
jednotlivych plazmidi a vneseny do producenti peptidovych ¢i polyketidovych
antibiotik (SALAS a MENDEZ 2007). DalSim zajimavym prikladem byla zaména
enzymu ketoreduktasy z biosyntézy doxorubicinu a daunorubicinu. Tento enzym,
katalyzujici vznik cukru vjedné sterické konformaci, byl deletovan v produkénim
kmenu S. peuceticus. Do takto pripraveného mutantniho kmene byly vneseny
ketoreduktasy s jinou stereospecifitou z producenti avermektinu a erythromycinu,
coz vedlo ke vzniku epimeru cukru a nasledné i hybridni latky - 4‘-epidoxorubicinu
(MADDURI et al. 1998). Jednotlivymi pristupy nebo kombinacemi vysSe uvedenych
byla ziskana cel4 fada hybridnich polyketidovych a peptidovych antibiotik (REEVES a
RODRIGUEZ 2009, WALSH 2002).

3.5.2. Aminokumariny

Aminokumarinova antibiotika novobiocin, chlorobiocin a koumermycin jsou
ucinnymi inhibitory bakterialni gyrasy (MAXWELL a LAWSON, 2003). Novobiocin a
chlorobiocin se skladaji ze tfi zakladnich Casti: 3-dimethylallyl-4-hydrobenzoylového
zbytku (tzv. kruh A), 3-amino-4,7-dihydroxykumarinového zbytku (kruh B), ktery ma
v pozici 8 methylovou skupinu nebo atom chléru, a 5-methyl-L-ramnosy (kruh C)

(Obr. 20).
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Obr. 19: Priklad kombinatorni biosyntézy peptidovych antibiotik.

Zadména adenylacnich domén pro alanin a serin v NRPS synthetase daptomycinu vedla ke

vzniku jeho derivati. Obé molekuly mély antimikrobialni aktivitu podobnou daptomycinu

(prevzato z BALTZ et al. 2006).
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Biosyntéza jednotlivych c¢asti probiha oddélené a kruhy jsou na konci spojeny do
intermediatové molekuly, ktera je pak upravena cinnosti dalSich enzymu na finalni
antibiotikum (HEIDE 2009). Koumermycin a chlorobiocin maji na kruhu C navic
pripojeny 5-methyl-pyrrol-2 -karboxylovy zbytek. Tato molekula vznika z L-prolinu
sérii reakci katalyzovanych adenylacni doménou, prenaseCem aktivovanych
aminokyselin a dehydrogenazou. Na rozdil od adenyla¢nich domén modularnich
NRPS enzymi, tato doména patii do skupiny samostatnych adenylacnich domén,
aktivujicich napft. L-prolin (GARNEAU et al. 2005).

Bylo popsano i par dalSich zastupcli aminokumarinové skupiny, simocyklinon D8
a rubradirin. Zajimavosti je, Ze simocyklinon D8 plisobi na jinou podjednotku gyrasy,
nez vySe uvedend antibiotika, a rubradirin nereaguje s gyrasou viibec (FLATMAN et
al. 2005, KIM et al. 2008). Dalsi aminokumarinova antibiotika zatim nebyla objevena,
coz vedlo k predpokladu, Ze chemicka diverzita aminokumarini je v prirodé omezena
(HEIDE 2009). Vzhledem k vysoké ucinnosti téchto antibiotik vii¢i grampozitivnim
patogentim se prirozené aminokumariny a jejich derivaty zdaji byt slibnou
alternativou ostatnich skupin klinicky pouZivanych latek.

Chemicka syntéza aminokumarinti je mozn3, ale je technicky a finan¢né naroc¢na.
Proto byla v poslednich letech vyvinuta fada genetickych a biotechnologickych metod
pro pripravu novych latek na bazi aminokumarint. Byly sekvenovany genové shluky
pro biosyntézu novobiocinu, chlorobiocinu a koumermycinu (STEFFENSKY et al.
2000, POJER et al. 2002, WANG et al. 2000), nasledné klonovany do vektorti a
vneseny do heterologniho hostitele S. coelicolor. Produkce v heterolognim hostiteli
probihala na stejné arovni jako v ptivodnim producentovi (EUSTAQUIO et al. 2005a).

Dalsi vyvoj hybridnich aminokumarint byl zaloZen na principu metabolického
inZenyrstvi - vyrazeni jednoho biosyntetického genu a vneseni genu s jinou funkci a
z jiného mikroorganizmu. Cilova mista pro modifikace byly pozice 8 na kruhu B a 3
na kruhu C. Jako priklad uvedeme inaktivaci genu novO v novobiocinovém genovém
shluku. Tento gen kéduje methyltransferasu, kterd methyluje novobiocin v pozici 8.
Heterologni kmen nesouci takto upraveny shluk produkoval derivat novobiocinu
s vodikem v pozici 8. Nasledné byl do tohoto producenta na expresnim vektoru
vnesen gen pro halogenasu, kterd na stejnou pozici pripojuje atom chléru. Ve
vysledku byla stanovena hybridni latka novchlobiocin 114, nesouci vlastnosti obou

biosyntetickych drah (EUSTAQUIO et al. 2004) (Obr. 20).

53



LITERARN{ PREHLED

Kruh B OH H 0O Kruh A KruhB OH H o KruhA
Kruh C Kruh C
H
HsCO (o]
< Ha ’

Novobiocin
0. & OH Chlorobiocin N O OH
(Streptomyces roseochromogenes) \'o'/ (Streptomyces spheroides)
NH

MePyK CHq ‘ Geneticka modifikace

| |

OH H o
W % W
o SH
H300 3oo 0”0 OH
CH cl

o H Novchlobiocin 102 ™ \6(0 °” Novchlobiocin 114

Obr. 20: Chemicka struktura aminokumarinovych antibiotik chlorobiocinu a
novobiocinu a jejich hybridnich derivatu.
Novchlobiocin 102 na rozdil od novobiocinu na kruhu C navic obsahuje zbytek MePyK
z chlorobiocinu. Novchlobiocin 114 je na kruhu B v pozici 8 chlorovan halogenasou
z producenta chlorobiocinu (pievzato a upraveno z FLOSS 2006).
Kruh A - 3-dimethylallyl-4-hydrobenzoylovy zbytek
KruhB - 3-amino-4,7-dihydroxykumarinovy zbytek
Kruh C - 5-methyl-L-ramnosa
MePyK - 5-methyl-pyrrol-2 -karboxylovy zbytek
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3.6.  Biosyntéza linkosamidl

3.6.1. Biosynteticka draha linkosamidi

Linkomycin, komercné vyrabény fermentaci, byl poprvé izolovan z fermentac¢niho
média Streptomyces lincolnensis (BERGY et al. 1963). Pozdéji byl také popsan i u rady
dalSich aktinomycet, napt. Streptomyces espinozus (ARGOUDELIS et al 1972),
Actinomyces roseolus (KUZNETSOV et al. 1974), Micromonospora halophytica
(BIBIKOVA et al. 1989).

Biosyntetickda draha linkomycinu nebyla zatim podrobné popsana. Schematické
znazornéni drahy bylo navrZeno na zakladé obohacovacich pokusti spojenych s NMR
a MS analyzou. Vbiosyntéze linkomycinu dochazi k oddélené syntéze dvou
prekurzori propylprolinu (PPL) a methylthiolinkosamidu (MTL), které jsou
kondenzaci spojeny na N-demethyllinkomycin (NDL) a ten je methylovan na
vysledny linkomycin (Obr. 21) (BRAHME et al. 1984a; BRAHME et al. 1984b, CHUNG
et al., 1997). Aglykonova slozka molekuly, PPL, vznikd z aminokyseliny L-tyrosinu.
V prvnim kroku biosyntetické vétvi je L-tyrosin preménén na dihydroxyfenylalanin
(L-DOPA) ¢innosti enzymu tyrosin hydroxylasy (NOVOTNA 2008). Dalsi krok je
katalyzovan dioxygenasou a spociva v 2,3-extradiolovém Stépeni aromatického kruhu
L-DOPA, s naslednou cyklizaci produktu za vzniku pyrrolového kruhu (NOVOTNA et
al. 2004). Zbyvajici kroky biosyntézy PPL nebyly zatim presné popsany a jsou
schematicky znazornény na Obr. 21 (BRAHME et al. 1984b, KUO et al. 1992).

Biosynteticka draha cukerné slozky linkomycinu MTL byla navrZena podobné jako
v pripadé PPL zvysledkli analyzy obohacovacich pokust, na zakladé kterych se
predpokladalo, Ze uhlikova kostra MTL vychazi s pentosového cyklu (BRAHME et al
1984a). Zadny intermediat této drahy zatim nebyl identifikovan. K modifikaci takto
navrzené drahy pomohly vysledky sekvenovani linkomycinového shluku, které
ukazaly, Ze geny pro biosyntézu MTL se nachazeji v tzv. cukerném shluku (PESCHKE
et al. 1995). Na zakladé analyzy homologie téchto geni sjinymi geny sekundarniho
metabolizmu se predpoklada, Ze na zacatku drahy vznika dTDP-aktivovana glukosa.
Ta je nasledné konvertovana na dTDP-deoxyamino intermediat, z néhoz glykosylaci
vznika Cg-cukerna slozka (PESCHKE et al. 1995). S-methylova skupina na C; uhliku
pravdépodobné pochazi z S-adenosylmetioninu (CHUNG et al 1997).
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Obr. 21: Biosyntéza linkomycinu. Pro biosyntézu cukerné Casti jsou znidzornény dvé alternativni cesty: z pentosového cyklu (A) a glukosy

(B) (pirevzato ze SPIZEK a REZANKA 2004b).
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Kondenzace PPL a MTL je =zajiStovana Ccinnosti vicepodjednotkové NDL-
synthetasy, ktera je zavisla na ATP a jejiz jednotlivé podjednotky nejsou
identifikovany (CHUNG et al. 1997).

Zavérecnym krokem biosyntézy linkomycinu je N-methylace molekuly NDL za
vzniku linkomycinu. Tuto reakci katalyzuje enzym NDL-methyltransferasa a
nezbytnym kofaktorem pro reakci je S-adenosylmethionin (CHUNG et al. 1997,
KADLEC 2000) (Obr. 21).

Druhé linkosamidové antibiotikum celesticetin je produkované kmenem
Streptomyces caelestis (HOEKSEMA 1968). Na zakladé podobnosti molekularnich
struktur se da usoudit, Ze tato antibiotika pravdépodobné sdileji cukernou a
kondenzacni cast biosyntetické drahy (Obr. 12). Na rozdil od linkomycinu chybi
v biosyntéze celesticetinu biosyntéza aglykonu PPL. Misto néj je v molekule
celesticetinu zabudovan prolin z aminokyselinového ,poolu” buiiky Navic, celesticetin
obsahuje methyl v pozici C7 a molekulu salicylatu v pozici C1 (JELINKOVA et al.
2004).

3.6.2. Genovy shluk pro biosyntézu linkomycinu

Sekvence genového shluku pro biosyntézu linkomycinu (dale Imb shluk) byla
nejprvé popsana u nadprodukéniho kmene S. lincolnensis 78-11 (PESCHKE et al.
1995). Tento shluk o velikosti cca 36 kb obsahuje 29 otevienych Ctecich ramct,
kédujicich jak biosyntetické proteiny, tak i proteiny zajiStujici rezistenci
k linkomycinu (JANATA et al. 2001). Nedavno byla publikovana i sekvence Imb shluku
z typového producenta S. lincolnensis ATCC 25466 (KOBERSKA et al. 2008)

Experimentalné byly prokazany funkce jen nékolika genti. Funkce zbyvajicich
genli byly predpovézeny na zakladé homologie s dostupnymi sekvencemi
v databazich (Tab. 1).

Shluk Imb genl (Obr. 22) obsahuje tfi geny pro rezistenci: ImrA, kédujici
membranovy protein pro transport antibiotika zbunky pomoci protonového
gradientu; ImrB, na proteinové urovni podobny 23S rRNA methyltransferasam; a
ImrC, kddujici pravdépodobny ABC transportni protein (ZHANG et al. 1992, PESCHKE
et al. 1995).

DalSich 26 genii shluku ma prokazanou ¢i predpoklddanou biosyntetickou nebo
regulacni funkci (Tab. 1). Nejucelenéjsi skupinu tvori tzv. cukerny podshluk,

sestavajici ze shodné orientovanych genti InbLMNZPOSRQTV (PESCHKE et al. 1995,
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KOBERSKA et al. 2008). Homology vétsiny genii z podshluku byly nalezeny i v jinych
producentech antibiotik, kde kéduji enzymy pro syntézu deoxyaminocukri. Geny
ImbO a ImbM pravdépodobné kdéduji synthetasu a dehydratasu TDP-D-glukosy,
zatimco ImbS na proteinové urovni se podoba aminotransferasam. Funkce ostatnich
genl podskupiny nejsou zatim presné znamy, ale podle predpokladu se prislusné
proteiny ucastni premény TDP-4,6-deoxy-4-amino-D-glukosy na MTL (NEDAL a
ZOTCHEV 2004). Podobna podskupina genti byla nalezena i v genovém shluku pro
biosyntézu ptibuzného antibiotika celesticetinu (dale cch shluk) (KOBERSKA et al.
2005, CERMAK et al. 2007) (Obr. 22).

Druhou podskupinu tvoti geny ImbA, B1, B2, W, X a Y, jejichZ homology byly
nalezeny v genovych shlucich pro biosyntézu pyrrolobenzodiazepinovych antibiotik
anthramycinu, tomaymycinu a sibiromycinu (HU et al. 2007, LI et al. 2009a, b). Tato
antibiotika sdileji slinkomycinem nékteré kroky pro biosyntézu derivatu prolinu
(HURLEY 1980). Funkce proteinti LmbB1 a LmbB2 v prvnich dvou krocich syntézy
PPL byla prokazana biochemicky (NEUSSER et al. 1998, NOVOTNA et al. 2004).
Obohacovaci pokusy s kmenem S. lincolnensis, ve kterém byl inaktivovan gen ImbX,
potvrdily ti¢ast tohoto genu v biosyntéze PPL (SMUTNA 2007). Funkce ostatnich genti
zatim nebyla experimentalné potvrzena.

Produktu genu ImbC byla prifazena funkce jedné z podjednotek NDL-synthetasy.
Biochemicky bylo prokazano, Ze LmbC protein adenyluje PPL a tim ho aktivuje pro
nasledujici kondenzaci s MTL. LmbC patii do skupiny samostatnych adenyla¢nih
domén, podobné jako adenyla¢ni domény v biosyntéze aminokumarint (Kap. 3.5.2.)
(KADLCIK et al. 2007). Dalsi podjednotky NDL-synthetasy zatim znamé nejsou.
Predpoklada se, Ze protein LmbE, ktery obsahuje katalytickou doménu pro tvorbu a
Stépeni amidové vazby, mliZe spojovat PPL a MTL (NOVOTNA 2008).

Gen Imb] kdduje NDL-methyltransferasu, katalyzujici finalni methylaci NDL za
vzniku linkomycinu (KADLEC 2000).

Homology genu ImbU byly nalezeny u rady jinych biosyntetickych shlukti: novE
z novobiocinového, cloE z chlorbiocinového a couE zkoumermycinového shluki
(STEFFENSKY et al. 2000, POJER et al. 2002, WANG et al. 2000). Delece genu novE
vede k poklesu produkce novobiocinu, proto se predpokladd, Ze tento gen a jeho
homology nemaji esencidlni biosyntetickou funkci, ale spiSe ptsobi jako pozitivni

regulatory biosyntézy (DANGEL et al. 2008).
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Geny ImbIH a Q jsou si casteCné homologni navzajem a maji konzervovanou
doménu, ktera byla nalezena u rodiny TIdD/TIdE proteind - moduldtoru DNA gyrasy
(MURAYAMA et al 1996). Protein LmbIH, ve srovnani s proteinem Lmb]
s prokdzanou biosyntetickou funkci, je v buiice pritomen v nizké koncentraci po
kratkou dobu. Tento fakt naznacuje, Ze LmbIH mtiZe mit spi$ regulaéni roli (HOLA et
al. 2003). Regulacni funkce je predpokladana i u dalSiho, homologniho s LmbIH,

proteinu CalR6 z biosyntézy sekundarniho metabolitu kalicheamicinu (AHLERT et al.

2002).

Tab. 1. Prokazané a piredpokladané funkce Lmb proteinti.

Protein Homologni proteiny Prokazana funkce Predpokladana funkce
LmrA Nadrodina MFS proteinti Transport linkomycinu
z buriky, rezistence
LmbA y-glutamyltranspeptidasy - -
(AM)
LmbB1 Dioxygenasy (AM) DOPA extradiol
dioxygenasa
LmbB2 - Tyrosin hydroxylasa
LmbC Adenylatni domény PKS a Adenylace PPL -
NRPS aktivace pro vstup do
(zejména samostatné A- kondenzacni reakce
domény)
LmbD - Podjednotka NDL-
synthetasy
LmbE Tvorba a Stépeni amidové Katalyticka podjednotka
vazby NDL-synthetasy
LmbF Aminotransferasy Podjednotka NDL-
synthetasy
LmbG methyltransferasy Methylace MTL v pozici
C1
LmbIH TIdD proteasy Regulac¢ni (podpiirna)
Lmb)] SAM-dependentni NDL-
methyltransferasy methyltransferasa
LmbK Hydrolasy, fosfatasy (CM) Regulacni, biosyntéza
MTL
LmbL Dehydrogenasy (CM) Biosyntéza MTL
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LmbM 4,6-dehydratasy (CM) Biosyntéza MTL
LmbN | ACP proteiny (acyl carrier Podjednotka NDL-
proteins), synthetasy,
Isomerasy (CM) biosyntéza MTL
LmbZ Dehydrogenasy (CM) Biosyntéza MTL
LmbP Kinasy cukri (CM) Biosyntéza MTL
LmbO Nukleotidyltransferasy Biosyntéza MTL
(CM)
LmbS Aminotransferasy (CM) Biosyntéza MTL
LmbR Transaldolasy (CM) Biosyntéza MTL
LmbQ TIdD proteasy Regulac¢ni (podpiirna)
LmbT Glykosyltransferasy (CM) Biosyntéza MTL,
regulac¢ni
LmbV - Biosyntéza MTL,
regulani
LmbW Methyltransferasy (AM) Biosyntéza PPL,
methylace postranniho
fetézce v pozici C4
LmrB 23S rRNA Modifikace 23S rRNA,
methyltransferasy rezistence
LmbX Biosyntéza fenazint (AM) Biosyntéza PPL
LmbY Flavin dependentni Biosyntéza PPL
oxidoreduktasy (AM)
LmbU | Predpokladané regulatory Regulacni
biosyntézy
aminokumarind (CloE,
NovE a CouE)
LmrC ABC transportéry Transport linkomycinu

z buiiky, rezistence

Proteiny jsou uspoiradany podle poradi genii v Imb shluku (Obr. 22)

CM - enzymy pro metabolizmus cukr

AM - enzymy pro metabolizmus aminokyselin
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Obr. 22: Biosyntetické genové shluky pro biosyntézu linkosamidovych
antibiotik a anthramycinu. Homologni geny a ¢asti molekul, jejichZ syntézy se
geny uéastni, jsou oznaéeny stejnou barvou (upraveno podle KOBERSKA et al.
2005, 2008, HU et al. 2007).

Modfe jsou oznaceny geny podle predpokladii se ucastnici biosyntézy PPL; cerné - MTL; zZluté
- predpokladané podjednotky NDL-synthetasy, k nim fadime i prenaSe¢ aminokyseliny (PP)
oznaceny rameckem; Sedé - pravdépodobné regulacni proteiny; Cervené - NDL -
methyltransferasa; oranzové - syntéza salicylatu; fialové - methylace v pozici C7 u

celesticetinu; zelené - methylace v pozici C1 linkomycinu; bile - rezistence.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Bakterialni kmeny
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (DSM 40355): typovy kmen produkujici

linkomycin. Kmen byl ziskdn ze sbirky Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH.

Streptomyces lincolnensis jAX: kmen odvozeny ztypového kmene Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466. Kmen ma inaktivovany gen ImbX metodou REDIRECT
targeting system a tim zastavenou produkci PPL a linkomycinu. Kmen byl ptipraven
v ramci diplomové prace Mgr. Yvonou Smutnou (SMUTNA 2007).

Streptomyces lincolnensis AIH - kmen odvozeny ztypového kmene Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466. Kmen ma inaktivovany gen ImbIH metodou REDIRECT
targeting system. Kmen byl ptipraven Mgr. Markétou Kobérskou (OLSOVSKA et al.
2007).

Streptomyces lincolnensis AQ - kmen odvozeny ztypového kmene Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466. Kmen ma inaktivovany gen ImbQ metodou REDIRECT
targeting system. Kmen byl pripraven Mgr. Markétou Kobérskou.

Streptomyces lincolnensis AU - kmen odvozeny ztypového kmene Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466. Kmen ma inaktivovany gen ImbU metodou REDIRECT
targeting system. Kmen byl pripraven Mgr. Markétou Kobérskou.

Escherichia coli DH5a: kmen s genotypem F-, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
deoR, recAl, endA1, hsdR17(rk,, mk*), phoA, supE44, X;, thi-1, gyrA96, relA1 (Takara,
Japonsko).

Escherichia coli JM109: kmen s genotypem el4—-(McrA-), recAl, endA1, gyrA96, thi-1,
hsdR17, (rK- mK*), supE44, relA1, A(lac-proAB), [F" traD36 proAB laclqZAM15]
(Promega, USA)

Escherichia coli DH5a/plJ773: kmen s genotypem F-, ¢@80dlacZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk, mk*), phoA, supE44, A, thi-1, gyrA96,
relA1, nesouci plazmid plJ773. Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich, Velka

Britanie.
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Escherichia coli BW25113/plJ790: kmen sgenotypem (A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-4), laclp-4000(lacI), A, rpoS369(Am), rph-1, A (rhaD-rhaB)568,
hsdR514), nesouci plazmid pIJ790. Kmen byl ziskdn z John Innes Centre, Norwich,
Velka Britanie.
Escherichia coli ET12567/pUZ8002: nemethylujici kmen s genotypem dam dcm
hsdS, nesouci plazmid pUZ8002. Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich, Velka
Britanie.
Escherichia coli GM2929: kmen s genotypem dami13:Tn9(Cam") dcm-6 mcrB1
hsdR2(ri mx*) mcrA recF143 - nemethylujici kmen (zachovana jen protektivni
methylace) (New England Biolabs).
Escherichia coli BT340: Kmen DH5a s genotypem: F-, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recAl, endA1l, hsdR17(rk, mk*), phoA, supE44, A, thi-1, gyrA96,
relA1, nesouci plazmid pCP20. Kmen byl ziskan z E. coli Genetic Stock Center, Yale
University, USA.
Kocuria rhizophila CCM 552: indikatorovy kmen citlivy k linkomycinu. Kmen byl
ziskan ze sbirky Czech Collection of Microorganisms.
Escherichia coli CCM 3988: indikatorovy kmen citlivy klinkomycinu. Kmen byl
ziskan ze sbirky Czech Collection of Microorganisms.
Sbirka Klinickych izolatii stafylokoku: Kklinické izolaty koagulasa-negativnich
methicilin-rezistentnich kment Staphylococcus z ceskych nemocnic (Brno Bohumin
(BB), Kr¢ (KR), Kralovské Vinohrady (KV), Olomouc (OL), Ostrava (OV), Plzen (PL),
Usti nad Labem (UL)) Rezistenéni fenotypy a genotypy téchto kmend byly
charakterizovany v nasi laboratoii (NOVOTNA et al. 2005, NOVOTNA 2007).
Staphylococcus aureus ATCC 29213: kontrolni kmen citlivy klinkosamidim (ze
sbirky American Type Culture Collection).
Staphylococcus aureus CIP 107907: kmen nesouci gen vgaA pro rezistenci
k streptograminiim B (ze sbirky Institut Pasteur Collection).
Shirka ptidnich aktinomycet: kmeny byly izolovany v nasi laboratofi z riiznych typt

ptid metodou popsanou ve ¢lanku CERMAK et al. 2008.

4.1.2. Plazmidy
plJ773 - konstrukt je odvozen od vektoru pBluescriptKS(+) (Stratagene) a nese

inaktiva¢ni kazetu. Soucasti inaktivacni kazety jsou: gen kodujici rezistenci
k apramycinu (aac(3)IV), pocatek replikace plazmidu pRP4 (oriT), a cilova FRT mista

rozpoznavana FLP rekombinasou (Obr. 23).
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pIJ790 - konstrukt s teplotné senzitivnim pocatkem replikace (repA101ts), ktery
nese gen koédujici rezistenci ke chloramfenikolu (cat). Konstrukt dale nese geny (gam,
bet a exo), jejichZz proteinové produkty napomahaji homologni rekombinaci mezi
okolim inaktivovaného genu a homologni sekvenci vloZenou do inaktivacni kazety.
Geny gam, bet a exo jsou pod kontrolou arabinosou indukovatelného promotoru P
araBAD. Plazmid se replikuje pri 30°C, jeho ztrata je navozena pri 37°C.
pUZ8002 - konstrukt, ktery slouzi k,in trans“ mobilizaci kosmidu nesouciho
inaktivac¢ni kazetu soriT. pUZ8002 postrada ,in cis“ fungujici lokus pro vlastni
transfer. Konstrukt nese gen pro rezistenci ke kanamycinu.
pCP20 - konstrukt s teplotné senzitivnim pocatkem replikace nese geny kédujici
rezistenci ke chloramfenikolu a ampicilinu a dale gen kédujici FLP rekombinasu; FLP
rekombinasa rozpoznava FRT sekvenci inaktivacni kazety a odstranuje jeji centralni
cast. Na misté kazety je zanechan 81 pb dlouhy uUsek DNA, tzv. jizvu. Plazmid se
replikuje ve 30°C. Syntéza FLP rekombinasy je indukovana ve 42°C a zaroven je
navozena ztrata pCP20.

LK6 - kosmid odvozeny od vektoru SuperCos1 (Stratagene, USA). Konstrukt nese cca
40 000 pb dlouhy fragment chromozomalni DNA S. lincolnensis ATCC 25466, ktery
obsahuje uplnou sekvenci linkomycinového biosyntetického shluku. Kosmid nese
geny pro kanamycinovou a karbenicilinovou rezistenci (KOBERSKA et al. 2008).
PGEM-T - kostrukt o velikosti 3 kpb dodavany v komer¢ni soupravé pGEM-T Vector
System (Promega, USA) v linearizované formé. Na obou koncich ma po jednom
presahujicim thyminu a je pouZivan pro vysoce ucinné AT klonovani. Plazmid dale
obsahuje gen pro rezistenci k ampicilinu, gen lacZ umoziujici modrobilou selekci a
mista pro nasedani primert pUCM13 forward a pUCM13 reverse.

pOSV556 - konstrukt o velikosti 9 kpb nese konstitutivni promotor genu ermE a oriT
misto. MlzZe byt pomnoZen VE. coli a pak pomoci konjugace prenesen do
streptomycety. M4 integracni att misto, pres které se muze vkladat do attB mista
v chromozomu (pokud je tam pritomno). Dale plazmid obsahuje geny pro rezistenci
k ampicilinu a hygromycinu. Plazmid byl ziskan darem od Dr. Gregory Challise

(University of Warwick, Velka Britanie).

4.1.3. Enzymy a chemikalie

Enzym Vyrobce

Restrik¢ni endonukleasy New England Biolabs
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DyNAzyme II DNA polymerase Finnzymes
LA DNA Polymerases Mix Top Bio
T4 DNA ligasa Promega
Lysozym Sigma

Vv v

Pouzité chemikalie byly béZné dostupné latky analytické cistoty (zakoupeno od
Lachemy (Ceska republika) nebo Sigma-Aldrich (Némecko)). Chemikélie pro UPLC
byly kvality HPLC grade.

Prekurzory linkomycinu PPL, MTL, NDL a také derivaty prolinu 4-L-butylprolin
a 4-L-pentylprolin byly pripraveny chemickou syntézou v laboratotich
Mikrobiologického tustavu, v.v.i. AV CR. Postup p¥ipravy MTL, NDL, PPL je uveden ve
¢lanku KAMENIK et al. 2009; 4-L-butylprolin (BUPL) a 4-L-pentylprolin (PEPL) byly
pripraveny Dr. Radkem Gazikem z Laboratofe biotransformaci, Mikrobiologicky

tistav, v.v.i. (dale jen MBU) a podrobny postup je uveden v ptiloze k dizerta¢ni praci.

4.1.4. Kultiva¢ni média
LB médium LB agar
trypton 10g LB médium 1000 ml
kvasni¢ni extrakt 5g agar 15g
NaCl 10g
dH20 do 1000 ml
pH 7,5
SOC médium: MS agar:
kvasni¢ni extrakt 55¢g agar 20g
trypton 20g manitol 20g
NaCl 1 M 10 ml s6jova mouka 20g
KCL 1M 2,5 ml vodovodni H20 do 1000 ml
dH20 970 ml pH neupravovano
pH 7,0
po sterilizaci pridat
2 M MgCl; 10 ml
2 M glukosa 10 ml
YEME: YEME produk¢ni:
kvasni¢ni extrakt 3g kvasni¢ni extrakt 4g
pepton 5g pepton 5g
sladovy extrakt 3g sladovy extrakt 10g
sacharosa 340 g dH20 do 1000 ml
glukosa 10g pH 7,2
dH20 do 1000 ml
pH 7,2

po sterilizaci pridat:

2,5M MgCl; 2 ml



GYM agar:
kvasni¢ni extrakt
sladovy extrakt
glukosa

CaCOs3

agar

dH20

pH 7,2

AVM médium:
(NH4)2 SO 4
kvasnicni extrakt
NaCl

K2HPO4

CaCOs3
FeS04.7H20
MnSO4.7H20
MgS04.7H20
dH20

pH 7,4

po sterilizaci pridat:
25% glukosa

2 x YT médium:
trypton
kvasnic¢ni extrakt
NacCl

dH,0

R2YE agar:
Sacharosa

K2S04

MgCl2.6H2 0
Glukosa
kasaminové kys.
Agar

dH:20

pH 7,2

Po sterilizaci pridat:

kvasnic¢ni extrakt (10%)

KH2P04 (0,5%)
CaClz 2H20 (3,68%)
L-prolin (20%)

TES (5,73%, pH 7,2)
stopové prvky

1M NaOH

MH agar
4¢g MH agar (Merck)
10g dH20
4g
2g
12 g
do 1000 ml
DNA agar:
2g Difco Nutrient Agar
2g dH20
2g
50 mg
5g
50 mg
50 mg
100 mg
ad 880 ml
120 ml
B1 agar:
l6g Hovézi extrakt
10g Pepton
5g NaCl
do 1000 ml Agar
dH20
pH 7,2
Stopové prvky:
103 g ZnCl;
0,25¢g FeCl3. 6 H20
10,12 g CuClz.2 H20
10g MnClz. 4 H20
01g NazB407.10 H20
20g (NH4)6Mo07024 . 4 H20
ad 800 ml dH20
50 ml
10 ml
80 ml
15 ml
100 ml
2 ml
5 ml

MATERIAL A METODY

34g
do 1000 ml

23 g
do 1000 ml

10g
10g
5g
20g
do 1000 ml

40 mg
200 mg
10 mg
10 mg
10 mg
10 mg
do 1000 ml
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4.1.5. Roztoky a pufry
TE pufr: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0
TE-1 pufr: 10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0
TE-1 RNAsa A: TE-1, 20 pg/ml ribonukleasa A
TAE pufr: 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0
10x DNA vzorkovy pufr: 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 20% glycerol, 0,002%
bromfenolova modf, pH 8,0

TES pufr: 20 mM Tris-HCl, 25 mM EDTA, 75 mM NaCl, pH 7,5

T pufr: P pufr:

sacharosa 25 ml sacharosa 103 g
H-0 75 ml K2S04 0,25g
stopové prvky 0,2 ml MgCl; . 6H20 2,02g
K2HPO4 (2,5%) 1ml stopové prvky 2 ml
K 9,3 ml smési pridat: Doplnit dH20 na 800ml

CaCl, 0,2 ml Po sterilizaci k 80 ml pridat:

1M Tris/kys. maleinova 0,5 ml K2HPO4 (0,5%) 1ml
(pH 8,0) CaClz.2H20 (3,68%) 10 ml

TES pufr (5,73%, pH 7,2) 10 ml

Izolace plazmidové DNA (miniprep)

Roztok I: 25 mM Tris.HCl, 50 mM glukosa, 10 mM EDTA, pH 8,0

Roztok II: 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS (ptipravovan vzdy cerstvy)

Roztok III: 3M CH3COOK pH 4,8 (pH upraveno ledovou kyselinou octovou)

Zasobni roztoky antibiotik (1000x koncentrované)

Ampicilin, Karbenicilin 100 mg/ml ( rozpusténo v dH20)

Apramycin 50 mg/ml ( rozpusténo v dH20)
Kanamycin 50 mg/ml (rozpusténo v dH20)
Hygromycin 50 mg/ml (rozpusténo v dH20)
Chloramfenikol 25 mg/ml (rozpusténo v 100% ethanolu)
Kyselina nalidixova 25 mg/ml (rozpusténo v 0,3 M NaOH)

Do meédia byla pridavana antibiotika v poméru 1:1000 (1 ml zasobniho roztoku do
1000 ml média).

VSechna antibiotika byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich (Némecko).

Disky napousténé klindamycinem (2 pg/disk), linkomycinem (2 pg/disk) a
erythromycinem (15 pg/disk) byly zakoupeny u firmy Oxoid (Velka Britanie).
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Roztoky pro modrobilou selekci:

Agar pro modrobilou selekci byl pripraven podle nasledujiciho postupu. Do 1
litru rozehratého agaru bylo pridavano 1,5 ml zasobniho roztoku Xgal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl B-D-galaktopyranosid) (20 mg/ml DMSO) do finalni koncentrace 30
pg/ml) a 0,4 ml zasobniho roztoku IPTG (isopropyl-B-thiogalakto-pyranosid) (1M) do

finalni koncentrace 0,4 mM.

4.1.6. Komerc¢ni soupravy

Izolace plazmidové DNA z E. coli - Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega) a JETSTAR Plasmid Midiprep (Genomed).

Izolace DNA z agarosového gelu a PCR reakéni smési - Wizard SV Gel and PCR Clean
-Up System (Promega).

Cisténi PCR produktid - Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) a MinElute PCR
purification kit (Qiagen).

TA Kklonovani - pGEM T Vector system (Promega). Souprava obsahuje linearizovany
vektor pGEM s T-presahem na obou koncich, T4 DNA ligasu a kompetentni buiky
JM1009.

Standard molekulovych velikosti pro DNA elektroforézu v agarosovém gelu- 1kb
PLUS DNA ladder (Gibco). Standard obsahuje 20 fragmentt od 100 bp do 12000 bp.

Pti pouZziti vSech komercnich souprav se postupovalo piesné podle ndvodu od vyrobce.
Desky pro tenkovrstvou chromatografii - Desky TLC Silica gel 60 F2s54 (Merck) jsou
pokryty sorbentem silikagelem, ktery je polarni a predstavuje pevnou stacionarni fazi.
Desky rovnéZz obsahuji fluorescen¢ni indikator, F254, ktery excituje pii vinové délce

254 nm.

4.2. Metody

4.2.1. Kultivace E. coli
Bunky E. coli byly kultivovany v tekutych mediich nebo na pevnych agarovych
plotnach (LB, SOC) pri 37°C, nebo se kultivacni teplota ridila vektorem, ktery burnky
nesly. Tekuté kultury byly inkubovany na rotac¢ni trepacce pri 200 RPM. Pro selekci

bunék nesoucich vektor byla do kultiva¢nich médii pridana odpovidajici antibiotika.

4.2.2. Priprava kompetentnich bunék

SOC médium (250 ml) bylo zaockovano pres noc narostlou kulturou na

0Ds50=0,01. Kultivace probihala na rotacni trepac¢ce do dosazeni ODsso = 0,4 - 0,6.
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Poté byla kultura chlazena 10 min v ledové lazni a buniky byly oddéleny centrifugaci
(10 min, 4°C, 1500x g), promyty 10% glycerolem za tychZ podminek a
resuspendovany v 1 ml 10% glycerolu. Suspenze bunék byla rozdélena na alikvoty a

zamrazena pri-70 °C, nebo primo pouZita k transformaci.

4.2.3. Transformace E. coli plazmidovou DNA elektroporaci

K 50 pl cerstvé pripravené suspenze kompetentnich bunék bylo pridano 100 ng
plazmidové DNA v objemu 2 pl. Suspenze byla promichana a inkubovana 20 min
v ledu. Poté byly bunky vystaveny pulzu elektrického napéti vledové vychlazenych
elektroporacnich kyvetdch v FPP elektroporatoru (vyroben vdilnach MBU)
nastaveném na 300 V, 32 uF. Po ném byly ihned resuspendovany v 1 ml LB média, 10
min chlazeny naledu a poté kultivovany pti 37°C nebo 30°C po dobu 1 - 1,5 h. Po
ukonceni kultivace byla kultura vyseta na misky se selek¢ni ptidou obsahujici

prislusné antibiotikum.

4.2.4. Transformace E. coli plazmidovou DNA teplotnim Sokem

K 50 pl suspenze kompetentnich bunék JM109 (Promega) bylo pridano 100 ng
plazmidové DNA v objemu 2 pl. Suspenze byla promichana a inkubovana 20 min
v ledu. Poté byly bunky vystaveny teplotnimu Soku pti 42°C po dobu 50 s. Po Soku
byly bunky inkubovany 2 min vledu, pak bylo pridano 950 ml SOC média
predehratého na 37°C. Buiiky byly kultivovany pti 37°C po dobu 1,5 hod. Po ukonceni
kultivace byla kultura vyseta na misky se selek¢ni pidou obsahujici prislusné

antibiotikum a péstovana pii 37°C pies noc.

4.2.5. Kultivace aktinomycet

Buniky Streptomyces lincolnensis (dale S. lincolnensis) byly kultivovany
v tekutych mediich (YEME, AVM) nebo na pevnych ptidach (R2YE, MS, DNA, GYM) pfi
28 - 30°C. Tekuté kultury byly inkubovany v Erlenmayerovych batikdch o objemu
500 ml, které byly opatieny vlisy pro zabranéni tvorby shluki mycelia, na rotac¢ni
trepacce pri 230 RPM. Pro selekci bunék nesoucich vektor byla do kultivacnich médii
pridana odpovidajici antibiotika.

Pldni aktinomycety byly kultivovany bud v tekutém nebo na pevném GYM
médiu pri 28°C.
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4.2.6. Ptiprava spor S. lincolnensis
Jeden mililitr pres noc narostlé kultury S. lincolnensis byl vyset na misky s MS
agarem o prumeéru 8 cm. Po péti dnech byla mycelia se sporami setfena, pomoci
vortexu resuspendovdna v odpovidajicim mnoZstvi sterilni destilované vody a
suspenze byla zfiltrovana pres sterilni vatovy filtr. Spory byly ze suspenze oddéleny
centrifugaci (4000x g, 10 min, 20°C) a resuspendovany ve 20% glycerolu. Suspenze

byla rozdélena na alikvoty a uchovana pfti - 20°C.

4.2.7. Kultivace S. lincolnensis pro sledovani produkce linkomycinu

Inokulum bylo ptipraveno zaockovanim 50 ml YEME média sporami ze Sikmého
GYM agaru a kultivaci na tfepacce po dobu 30 h. AVM médium (25 ml) bylo
zaoCkovano 1,25 ml inokula. Kultivace probihala na rota¢ni trepacce pri 28°C a po
péti dnech byla narostld kultura oddélena centrifugaci (4000x g, 10 min, 20°C).

Supernatant (fermenta¢ni médium) byl pouzit k dalsi analyze.

4.2.8. Kultivace ptidnich aktinomycet pro sledovani produkce sekundarnich
metabolitl

Inokulum bylo pripraveno zaockovanim 50 ml tekutého GYM média sporami
z GYM agaru a kultivaci na tfepacce po dobu 30 h. Cerstvé GYM médium (50 ml) bylo
zaoCkovano 2,50 ml inokula. Kultivace probihala na rota¢ni tfepacce pri 28°C a po
deseti dnech byla kultura oddélena centrifugaci (4000x g, 10 min, 20°C). Supernatant

(fermentacni médium) byl pouzit k dalsi analyze.

4.2.9. Ptiprava protoplastt S. lincolnensis

Inokulum bylo pripraveno zaockovanim 50 ml YEME média s 10% sacharosou a
5 mM MgCl; sporami ze Sikmého agaru a inkubaci na tfepacce ve 28°C po dobu 24 h.
Poté byl 1 ml inokula ptfeockovan do Cerstvého YEME média s 10% sacharosou, 5 mM
MgClza 0,5% glycinem a kultura byla inkubovana na tfepacce ve 28°C po dobu 16-17
h. Buiiky byly oddéleny centrifugaci (10 min, 12°C, 6000x g), dvakrat promyty 15 ml P
pufru za tychz podminek a resuspendovany v 10 ml P pufru s lysozymem (2 mg/ml).
Suspenze bunék byla inkubovana ve 30°C sobcasnym promichanim. Tvorba
protoplastii byla sledovana mikroskopicky. Zbytky mycelia byly odstranény
centrifugaci (10 min, 20°C, 1000x g). Protoplasty byly prefiltrovany pres sterilni
vatovy filtr, centrifugovany (10 min, 20°C, 3000x g) a dvakrat promyty P pufrem za
tychZ podminek. Nakonec byly sedimentované protoplasty resuspendovany ve 200 pl

P pufru a ihned pouZity pro transformaci.
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4.2.10. Transformace protoplasti S. lincolnensis
Pét mikrolitrd plazmidové DNA (100 ng/ul) bylo smichdno s 5 pul 50% sacharosy
a ke smési bylo pridano 100 ul suspenze protoplasti. Po promichani bylo k suspenzi
pridano 200 ul T pufru, suspenze protoplastli byla opét promichdna a ihned vyseta na
R2YE agar. Po 16 h inkubace ve 30°C byla miska s protoplasty prelita 1 ml vodného
roztoku odpovidajictho antibiotika (zde kanamycinu o koncetraci 200 pg/ml R2YE

agaru) a inkubovana ve 30°C dal$ich 7-10 dni.

4.2.11. Transformace S. lincolnensis plasmidovou DNA mezidruhovou konjugaci
s E. coli

Kompetentni bunky E. coli ET12567/pUZ8002 byly elektroporaci
transformovany kosmidem LK6 s inaktiva¢ni kazetou a selektovany na LB médiu s
apramycinem (50 pg/ml) a karbenicilinem (100 pg/ml). Jedna kolonie byla
zaocCkovana do 10 ml LB média obsahujiciho apramycin (50 pg/ml), chloramfenikol
(25 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml) a kultivovana pres noc. Sto mikrolitri narostlé
kultury bylo preoc¢kovano do 10 ml Cerstvého LB média obsahujiciho apramycin (50
ug/ml), chloramfenikol (25 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml) a inkubovano na trepacce
do dosaZeni ODeoo = 0,4 (3 - 4 h). Antibiotika byla z kultury odstranéna dvojnasobnym
promytim bunék 10 ml LB média a centrifugaci (1000x g, 10 min, 20°C). Buniky byly
poté resuspendovany v 1 ml LB média. K 10 pl sporové suspenze S. lincolnensis (108
cfu) bylo ptridano 500 pl 2 x YT média, spory byly podrobeny tepelnému Soku v 50°C
po dobu 10 min a ochlazeny na laboratorni teplotu. Pak 0,5 ml suspenze bunék E. coli
bylo smichano s 0,5 ml sporové suspenze S. lincolnensis a centrifugovano (10000x g, 5
s, 20°C). Sediment byl resuspendovan v 50 pl rezidualniho média. Ze suspenze byla
pripravena fedici fada od 10! to 10# (suspenze byla fedéna sterilni dH20). Sto
mikrolitri z kazdého redéni bylo vyseto na MS agar s 10 mM MgCl: bez selekce a
inkubovano ve 30°C. Po 16-20 h byla kazda miska o priméru 9 cm rovnomérné
prelita 1 ml sterilni destilované H20 obsahujici 0,5 mg kyseliny nalidixové a 1,25 mg

apramycinu a dale inkubovana ve 30°C po dobu 3 - 5 dnfi.

4.2.12. Obohacovaci pokusy s mutantnimi kmeny S. lincolnensis

Obnoveni produkce linkomycinu pridavkem meziproduktli jeho biosyntézy anebo
produkce derivati linkomycinu po pridani derivatd prolinu bylo ovérovano
biologickym testem. Linkomycin, produkovany po pridani chybéjiciho prekurzoru,
difunduje z agarového bloCku a zabiji citlivy organizmus (Kocuria rhizophila CCM

552), a na misce je patrna inhibi¢ni zéna. Agarovy blocek, vyrobeny nalitim 200 pl
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GYM agaru do jamky mikrotitracni desticky, byl zaockovan 10 pl sporové suspenze S.
lincolnensis. Prekurzory linkomycinu byly pridavany do agaru do konelné
koncentrace 200 pg/ml. Desticka byla inkubovana ve 30°C po dobu sedmi dnd. Na
misku s B1 agarem bylo naneseno 1 ml suspenze bunék K. rhizophila ve sterilnim 150
mM NaCl (zakal mezi 0,5 - 1 McFarlandovy stupnice). Suspenze byla rozetrena po
povrchu misky a zbytek odebran pipetou. Agarovy blocek s kulturou S. lincolnensis byl
vyjmut z mikrotitra¢ni desticky a prenesen na misku zaockovanou K. rhizophila.
Miska byla inkubovana ve 30°C pres noc a inhibi¢ni zény byly dokumentovany
naskenovanim.

Pro tucely obohacovacich pokusi vtekutém médiu byla napéstovana kultura
v YEME médiu a prislusny intermediat byl pridavan na zacatku kultivace do AVM
meédia v kone¢né koncentraci 100 nebo 200 pg/ml. Zbytek kultivace probihal stejné

jako v ptipadé sledovani produkce linkomycinu (Kap. 4.2.7.).

4.2.13.  Kultivace K. rhizophila
Buiiky K. rhizophila byly kultivovany na B1 agaru pti 37°C po dobu 16 h.

4.2.14.  Kultivace klinickych izolatl stafylokok
Kmeny stafylokokii byly kultivovany na MH agaru ve 37°C po dobu 24 - 30 h.

4.2.15.  Diskovy difuzni test
Diskovy difuzni test byl proveden podle manualu URBASKOVA 1998. Kultura

stafylokokii byla zaockovana na misky s MH agarem a péstovana pri teploté 37°C po
dobu 16 h. Buiiky byly rovnomérné klickou rovnomérné rozetieny po celé plose
Petriho misky s MH agarem. Na takto pripravenou misku byly pokladany disky
obsahujici prislusné antibiotikum (2 pg/disk). Misky s disky byly inkubovany ve 37°C
po dobu 16 - 24 h. Velikost inhibi¢ni z6ny byla odec¢tena pomoci pravitka.

4.2.16.  Agarova dilu¢ni metoda

Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena pomoci agarové dilu¢ni metody
v mikrotitra¢ni desticce. Kultura stafylokokii byla zaockovana na misky s MH agarem
a péstovana pri teploté 37°C po dobu 16 h. Narostlé bunky byly pouZité pro pripravu
inokula. Vatovou tycinkou byl proveden stér z agaru a buriky byly resuspendovany ve
fyziologickém roztoku (0,15 M NaCl). Vysledny zakal odpovidal zakalu 0,5 - 1
McFarlandovy stupnice. Do 1 ml MH agaru temperovaného pri 55°C byla pridavana

takova mnozstvi zasobnich roztokt antibiotik (1 mg/ml), aby finalni koncentrace byly
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v rozmezi: linkomycin 0,25 - 256 pug/ml, klindamycin 0,125 - 16 ug/ml, PELIN 0,25 -
128 pug/ml. Do jamek mikrotitracni desti¢ky pak bylo pipetovano po 100 ul MH agaru
od kazdého redéni pro kazdy testovany kmen. Desticky s agarem byly suSeny ve flow-
boxu po dobu 15 min. Do jamek bylo nanaseno po 2 ul inokula. Desticky byly pak
inkubovany pri 37°C po dobu 24 h.

4.2.17.  lzolace plazmidové DNA z E. coli alkalickou lyzi

Kolonie E. coli byla zao¢kovana do 5 ml LB média a inkubovana na tiepacce pies
noc. Poté byly bunikky oddéleny centrifugaci (4000x g, 4°C, 10 min) a sediment byl
resuspendovan ve 100 pl Roztoku I. Builky byly lyzovany pridanim Roztoku II a
suspenze byla promichdna prevracenim. Smés byla ihned neutralizovdna pridanim
150 pl Roztoku III a promichana prevracenim. SraZzena chromozomalni DNA byla
odstranéna centrifugaci (5 min, 13000x g, 20°C). K supernatantu bylo pridano 400 pl
smési chloroform/fenol (1:1) a po promichani a 2 min inkubaci v laboratorni teploté
byla smés centrifugovana (5 min, 13000x g, 20°C). Vodna faze, ktera obsahovala
plazmidovou DNA, byla pirenesena do ¢isté mikrozkumavky a bylo k ni piridano 600 pl
2-propanolu. Precipitovand plazmidovd DNA byla oddélena centrifugaci (20 min,
13000x g, 20°C) a sediment byl promyt 200 ul 70% ethanolu za tychZ podminek.
Sediment byl poté vysusen pri laboratorni teploté a resuspendovan v 50 pl sterilni

destilované vody.

4.2.18. Izolace plazmidové DNA z Escherichia coli komercni soupravou

Pro izolaci plazmidové DNA byla pouZita komercni souprava Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). Princip metody je obdobny jako
v predchozim ptipadé, DNA vSak neni po renaturaci precipitovdna alkoholem, nybrz
precisténa vazbou na aktivované sklo vkolonce. Pri pouzivani soupravy bylo

postupovano presné podle pokynii vyrobce.

4.2.19. Izolace kosmidové DNA komer¢ni soupravou

Pro izolaci kosmidové DNA byla pouzita komerc¢ni souprava JETSTAR
(Genomed). Izolace pouziva iontoménicové kolonky a umozZnuje ziskavat velké
molekuly DNA ve vysoké koncentraci. Pri pouzivani soupravy bylo postupovano

presné podle pokyni vyrobce.
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4.2.20.  Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleas
Restrikéni reakce obsahovala 1/10 objemu restrik¢niho pufru, 1/100 BSA
(bovine serum albumin), restrikéni enzym 5 U/ug DNA, DNA 5 - 10 pg a vodu do
findlniho objemu 100 - 200 pl. Restrikéni reakce probihala pti 37°C po dobu 2 - 3 h.

Restrik¢ni enzymy byly inaktivovany zahiatim reakéni smési na 65°C.

4.2.21. Ligace

Ligacni smés obsahovala 1/10 objemu ligatniho pufru s ATP, vektorovou a
inzertovou DNA v molarnim pomeéru 1:3, T4 DNA ligasu 1 U a vodu do finalniho

objemu 10 - 20 pl. Ligace probihala pti 17°C po dobu 2 - 16 h.

4.2.22.  Izolace genomové DNA ze streptomycet fenolovou extrakci

Buniky z 50 ml kultury byly oddéleny centrifugaci (10 min, 4°C, 4000x g) a
promyty 50 ml TE pufrem za tychZ podminek. Sediment byl zvazen, 0,3 g bunék byly
resuspendovany v 0,5 ml TES pufru a ksuspenzi bylo pridano 25 pl zasobniho
roztoku lysozymu o koncentraci 20 mg/ml. Suspenze byla promichdna a inkubovana
ve 37°C do zacatku lyze (30 - 40 min), coz se projevilo zvySenim hustoty suspenze.
K lyzatu bylo ptridano 14 pl zasobniho roztoku proteinasy K o koncentraci 0,5 mg/ml
a 60 pl 10% SDS a lyzat byl inkubovan 2 h v 55°C. Lyzat byl pak protfepan se stejnym
objemem smési fenolu/chloroformu/isoamylalkoholu (25/24/1, pH 8,0),
centrifugovan (13000x g, 5 min, 20°C) a DNA, pfitomna v horni vodné fazi, byla
prevedena do Cisté zkumavky. Tento krok byl jednou opakovan. Poté byl k roztoku
DNA pridan stejny objem chloroformu, smés byla protfrepana, centrifugovana
(13000x g, 5 min, 20°C) a DNA, pritomna v horni vodné fazi, byla prevedena do Cisté
zkumavky. DNA byla pak precipitovana pridanim 0,6 objemu 2-propanolu a 0,1
objemu 3 M octanu sodného, jehoZ pH bylo upraveno kyselinou octovou na 4,7.
Precipitovana DNA byla natoena na sklenéné tycinky, oplachnuta ethanolem,

vysuSena a rozpus$téna v TE pufru pri 4°C.

4.2.23. DNA elektroforéza

Elektroforetickad separace DNA je zaloZena na rozdilné pohyblivosti molekul DNA
v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti, tvaru a flexibilité. Elektroforeticka
separace DNA byla, podle velikosti analyzovanych molekul, provadéna v 1,0% - 1,5%
agarosovém gelu v TAE pufru. Pro zviditelnéni DNA pod UV lampou byla DNA

barvena ethidiumbromidem, ktery byl pridavan do agarosy v konecné koncentraci
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0,005%. Pred nanesenim DNA byl ke vzorklim ptridavan DNA vzorkovy pufr v poméru
1:9. Molekuly DNA byly separovany pri konstantnim napéti 3 - 5 V/cm?.

4.2.24. lzolace DNA fragmentu z agarosového gelu

Po elektroforetické separaci byl prouZek gelu obsahujici poZadovany DNA
fragment vyriznut a DNA byla izolovana zagarosového gelu pomoci komer¢ni
soupravy Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) podle pokynt
vyrobce. Pfi izolaci byla agarosa rozlozena plisobenim chloristanu sodného a
uvolnéna DNA byla zachycena na kolonce obsahujici aktivované sklo, promyta a

nasledné eluovana roztokem o nizké iontové sile nebo sterilni destilovanou H>O.

4.2.25. Polymerasova retézova reakce

Polymerasova retézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) byla provadéna
v pristrojich T1 Thermocycler 96 (Biometra) v objemu 50 pl. Hybridiza¢ni teploty
primerd (Tann) byly navrzeny podle teploty tani (Tm) vypocitané ze vzorce 4*(G + C) +
2*(A + T). DyNAzyme II DNA polymerasa byla pouzivana pro syntézu inaktivacnich
kazet. Pro ucely ovérovaci a koloniové PCR byla poZivana LA polymerasa. V tomto
pripadé byla elongacni teplota 68°C.

Reak¢ni slozeni:

Pufr s pridanym MgCl» 5ul
Primer forward (10 pmol) 2l
Primer reverse (10 pmol) 2ul
dNTP (10mM) 1ul
Demethylsulfoxid (DMSO) 2,5ul
Templatova DNA (10 - 50 ng) 1l
Polymerasa (1U/ ul) 1ul
Voda 35,5 ul
Reak¢ni podminky:
e Syntéza inaktivacni kazety
Denaturace 94°C, 2 min
Pridani polymerasy (hot start)  68°C
Denaturace 94°C,45 s
Nasedani primert 50°C, 45 s 10 cyklt
Elongace 72°C,90 s
Denaturace 94°C, 45 s
Nasedani primert 55°C,45 s 15 cykla
Elongace 72°C,90 s
Zavérecna elongace 72°C, 5 min
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e Ovérovaci PCR

Denaturace 94°C, 2 min

Pridani polymerasy (hot start)  68°C

Denaturace 94°C, 45 s

Nasedani primeri 55°C,45s 30 cykla
Elongace 68°C,90 s

Finalni elongace 68°C, 5 min

4.2.26. Koloniova PCR

Pro ovéreni vloZeni inaktivacni kazety do genomu S. lincolnensis a testovani
sbirky plidnich aktinomycet na pritomnost hledanych genti byla pouzita metoda
koloniové PCR. Metoda byla prevzata a upravena z publikace GATHOGO et al. 2003.
Reak¢ni sloZeni:

e Ovéreni vlozeni kazety

Primery forward a reverse (10 pmol) po 2 ul
Pufr (Kompletni pro LA polymerasu) 5pl
dNTP (10 mM) 1ul
DMSO 5ul
Nonident P40 0,5 ul
Voda 34 ul
LA polymerasa (hot start) 0,5 ul

e Pudni aktinomycety

Pufr (pro LA polymerasu, bez MgCl;) 5ul
MgCl 3ul
Primery forward a reverse (10 pmol) po 2 ul
dNTP (10 mM) 1ul
100xBSA 3l
DMSO 2,5ul
Nonident P40 0,5 ul
Voda 30,5 ul
LA polymerasa (hot start) 0,5 pl
Templat:

Z misky snarostlou kulturou bylo bambusovym paratkem odebrano malé

mnozstvi bunék, preneseno do mikrozkumavky s reakéni smési a promichano.

Reak¢ni podminky:
Denaturace 98 °C 10 min
Pridani polymerasy 68 °C
Denaturace 95°C 1 min
Nasedani primeri 55 °C 45s } 35 cykli
Elongace 68 °C 1, 5 min
Finalni elongace 68 °C 10 min
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4.2.27. Seznam primeri

e Primery pro inaktivaci Imb gent

Inaktivované
Primer Sekvence
geny
N 5'TGAACCCGGCTCCGCCGGTGACGCAGTACCGCCCGCTCATGT
r
AGGCTGGAGCTGCTTC 3° Stop
5'TGCCGGCTCCCCCGCCTTCTCCAGGATCAGGGCGCGTGCTGT
Nr2 ImbN
AGGCTGGAGCTGCTTC3’
c 5'CACCGCCGCCGACACCCTCACCTGGGAGAAACCGTGAGCAT
N
TCCGGGGATCCGTCGACC 3° Start
3‘ konec ImbN
5'CCGGCCGCCATCGCCGCGACGGTGGCCCGTATCACCCATTGA
N-Cf (v kombinaci s
ATTCCGGGGATCCGTCGACC3’ Stop NE)
r

5° konec ImbN
5'GGACAGGAGGTTCCTCACAACACTCACAGGGGTCTCCTCTG
N-PPr (v kombinaci s
TAGGCTGGAGCTGCTTC 3’

Nf)
[Hf 5’GCCGCTACCACGTGTCCGTCTACGCCCGGGCGCACGGTGATT
CCGGGGATCCGTCGACC 3’ Start
ImbIH
[Hr 5’GTGAAACGTCGTGTGCAACGGGCGGTTGTGGGGTGGTCATG
TAGGCTGGAGCTGCTTC 3° Stop
Kf 5'TGGCCACTCGGCGAGCGGCCGCAGGGAGACGGTGGCATGAT
TCCGGGGATCCGTCGACC 3’ Start
Kr 5’CCGGTGCGCATGCCGCCCCGTGACCCGCCCCACCGGTCATGT mbK
AGGCTGGAGCTGCTTC 3° Stop
Qf 5’GGCCGACGCCGCGGTCGACAGGCTGGCGGAGGTGTCATGAT
TCCGGGGATCCGTCGACC 3° Start
ImbQ
Qr 5’GAGCGAGGAAGCTCGGAGGTGCTGAGCGGGGGCGGGCTATG
TAGGCTGGAGCTGCTTC 3° Stop
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uf 5'CCAAAGGCAAGAGCGTGAGAAAGGGATGGCAGCCGCGTGA
TTCCGGGGATCCGTCGACC 3° Start
ImbU
Ur 5’ACCGCCCGCGGGGCGGCAGGGCGGCGGGGCTCAGAGTTATGTAG
GCTGGAGCTGCTTC 3f Stop
Tf 5’GGCGCCCAGGTGGCTGCCGGCGGCGTGGCCGGCTATGTGATTCC
GGGGATCCGTCGACC 3¢
ImbT
Tr 5’'GGCGTCGGCCAACTCCCGGACGTTGGCGGCGAAGTCGAATGTAG
GCTGGAGCTGCTTC 3¢
Vf 5'CCCGGAAGCTGGGAGAGAGCCATTTACGCCATCGAGTTGATTCC
GGGGATCCGTCGACC 3° Start
ImbV
Vr 5’'CGAAGGCGAGCGCGCGCCCCCGTTCCGTCCGCGCCGTCATGTAG
GCTGGAGCTGCTTC 3° Stop

Podskrtnuté jsou useky homologni okoli inaktivovaného genu, zbytek primeru je
homologni sekvencim FRT oblasti. Start a stop kodony inaktivovanych gent jsou

vyznaceny tu¢nym pismem.
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Primer Sekvence

testNf 5" ACCGTCACCCGCCAGGAGTT 3’
testNr 5" AGCCCGTGAGCTCTTCGGTG 3’
chlHf 5" GCAACGCCTCCCACACCAACG 3’
chlHr 5" ACACGGAGCTGGACCTGATGG 37
ChKE 5" GGCCACACGTCGTAGACA 3’
chKr 5" CGCCCTGCCAGAACTC 37

chQf 5" TGCCGGCAGCCACTGTTCCACC 3°
chQr 5" CCGACGAGCGGCGGAGGATGC 37
chTf 5" GCCGAACTCGTACTGACC 3’
chTr 5" GCGGGCGAACCTCA 37

chUf 5" TTCGTCGCGCCCCGGCGCACG 3’
chUr 5" GCGCGACATCGATGAGCGTGG 3’
chVE 5" GCCCCGACGGATAGT 3’

chVr 5" AGCAGATTCCGCACATAG 3’

Primery pro klonovani genu ImbU

Primer

Sekvence

klonUf

5" GGGAAGCTTGGGCAAGAGCGTGAGAAAG 3’

HindlIIl

klonUr

5" AAACTCGAGTGATGGCTGGTGGGCAGA 3’

Xhol
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e Degenerované primery

Primer Sekvence
rC4f1 5" CTSGACGARCCSACYAA 3’
rC4r 5" GKYSGTSGGCTCGTC 3°
rB1f2 5" ARCWCGGYCAGAAYTTYCT 3’
rBlr 5" CGSGCSACYTCCCAYTG 3°
16Seu27f3 5" AGAGTTTGATAGAGTTTGATCMTGGCKCAG 3’
16Seu783r 5" CTACCAGGGTATCTAATCCTG 3’
(smés primerti) 5" CTACCGGGGTATCTAATCCCG 3’
5" CTACCCGGGTATCTCTACCCGGGTATCTAATCCGG 3°

Oznaceni bazi:S-Cnebo G; K-GneboT; R-AneboG;Y-CneboT; W-A
nebo T; M - A nebo C.

1primery rC4 pro vyhledavani homologt ImrC (KOPECKY, osobni sdéleni).
2primery rB1f pro vyhledavani homologi ImrB (CERMAK et al. 2008).
3 primery 16Seu - pro amplifikaci 16S rRNA (SAKAI et al. 2004).

e Sekvenacni primery

Primer

Sekvence

pUCM13f

5"GTTTTCCCAGTCACGAC 3’

pUCM13r

5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’

4.2.28. TA klonovani

LA polymerasa pridava jeden adenin na 3" konec PCR fragmentu. Takové PCR

produkty mohou byt vloZzeny do vektoru, obsahujictho na koncich presahujici

thyminy. Pro tzv. TA

klonovani byla pouzivana komer¢ni souprava pGEM-T Vector

System (Promega). Pii pouzivani soupravy bylo postupovano piesné podle pokynt

vyrobce. PCR produkt byl po precisténi ligovan do pGEM vektoru. Ligace probihala pri

4°C po dobu 16 h.

Dva mikrolitry liga¢ni smési pak byly transformovany do

kompetentnich bunék JM109 podle pokynt vyrobce. Bunky byly vysety na LB agar
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sIPTG a X-Gal a inkubovany pri 37°C, 16 hod. K dalsi analyze byly vybrany bilé

kolonie.

4.2.29. Sekvenaclni analyza

Sekvenacni analyza byla provedena na servisnim pracovisti Mikrobiologického
tistavuy, v.v.i. (MBU) a déle firmou Macrogen (Korea).

Vzorek DNA byl dodavan ve formé vodného roztoku, v koncentraci pozadované
pracovistém. VSechny dalsi apravy vzorki pred sekvencni analyzou byly provadény
laborantkou sekvenacniho pracovisté. Pro pripravu sekvenacni reakce byl pouzivan
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) Potiebna
sekvence byla pripravena sekvenacni reakci s pouzitim fluorescentné znacenych
nukleotidl. Fluorescenc¢ni signdl byl zpracovan na sekvenacnim pristroji ABI PRISM®

3130XL Genetic Analyzer (MBU) a 3730XL Genetic Analyzer (Macrogen).

4.2.30. Metoda inaktivace genti na chromozému streptomycet

Pro inaktivaci Imb geni byl pouzit systém ,REDIRECT PCR targeting system in
Streptomyces coelicolor A3(2)“ (GUST et al. 2003). Podrobny protokol Ize nalézt na
webovych strankach:

http://streptomyces.org.uk/redirect/protocol V1 4.pdf.

Metody inaktivace genl u streptomycet jsou casto zaloZeny na homologni
rekombinaci, tj. vyméné homognich usekl dvojitym ,crossing-over®, pti které je gen,
nebo jeho ¢ast nahrazena inaktivacni kazetou.

V systému REDIRECT je soucasti inaktivacni kazety (Obr. 23) gen kddujici
rezistenci k apramycinu; oriT, ktery umoZiiuje mobilizaci konstruktu; FRT sekvence,
které jsou cilovym mistem pro FLP rekombinasu a sekvence homologni k okoli
inaktivovaného genu, které jsou vneseny do kazety v PCR reakci tak, Ze jsou soucasti
primert (Obr. 23). Primer po sméru genu (dale ,forward“) obsahuje homologni oblast
pred start kodonem inaktivovaného genu, v€etné start kodonu, zatimco primer proti
sméru (,reverse“) - oblast za stop kodonem, v€etné stop kodonu. Kazdy homologni
usek ma délku 39 nt. K primeru ,forward“ se pak pridava 20 nt dlouha sekvence
homologni s,levym“ koncem inaktivacni kazety, a k primeru ,reverse“ - 19 nt
z ,pravého” konce kazety.

Vprvni fazi inaktivace probiha rekombina¢ni vyména (Obr. 24)
chromozomalniho genu, klonovaného v kosmidu SuperCos1, za inaktiva¢ni kazetu.

Rekombinace probiha v kmenu E. coli BW25113 s plazmidem pl]J790, ktery nese geny
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(gam, bet a exo), jejichZ proteinové produkty napomahaji homologni rekombinaci
mezi okolim inaktivovaného genu a jeho homologni sekvenci vloZené do inaktivacni
kazety. Tak vznika kosmid s mutaci v definované oblasti, v némz je inaktivovany gen
nahrazen inaktiva¢ni kazetou. Pritomnost oriT v inaktivacni kazeté umoZiuje prenos
mutovaného kosmidu do streptomycet mezidruhovou konjugaci, za pomoci
proteinovych produkti genti, kédovanych plazmidem pUZ8002. Tento plazmid
postrada ,in cis“ fungujici lokus pro vlastni transfer. V bunce streptomycet pak
dochazi krekombinaci mezi okolim chromozomdalniho genu, ktery ma byt
inaktivovan, a homologni sekvenci v okoli inaktiva¢ni kazety. Takto je chromozomalni
gen nahrazen inaktiva¢ni kazetou (Obr. 24).

Ve druhé fazi je v mutovaném kosmidu kazeta nahrazena kratkou ,in frame*
sekvenci, kterd nenese stop kodon z genu pro rezistenci k apramycinu a oznacuje se
jako ,jizva“ (Obr. 23). Kvyméné kazety za ,jizvu“ dochazi v kmenu E. coli BT340
¢innosti FLP rekombinasy, kterad je kédovana genem nesenym na plazmidu pCP20.
FLP rekombinasa rozpoznava FRT sekvenci vinaktivacni kazeté a odstranuje
centralni ¢ast inaktivacni kazety. Na jejim misté zanecha 81 pb dlouhy usek DNA -
sjizvu“, kterd nema polarni efekt na prepis genli ve stejné transkrip¢ni jednotce.
Mutovany kosmid s jizvou je pak vnesen do bunék streptomycetového kmene, ktery
ma jiz prisluSny gen nahrazen za inaktivatni kazetu. Homologni rekombinaci je

inaktivacni kazeta vyménéna za jizvu (Obr. 24).
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36 nt (sense) + start kodon 36 nt (antisense) + stop kodon

. — e
- e <G

59 nt primer

58 nt primer

kazeta

59 nt primer

>y

< > 58 nt primer
81 bp jizva

Obr. 23: Schematické znazornéni navrZeni primeri pro inaktivacni pokusy.
Modre a Sedé jsou oznaceny sekvence okoli inaktivovaného genu (36 nukleotidd a 3
nukleotidy start nebo stop kodénti), zelené - sekvence z FRT usekd inaktivacni kazety (20
nukleotidi u ,forward“ primeru a 19 nukleotidi u ,reverse” primeru) (obrazek byl prevzat

z diplomové prace SMUTNA 2007).
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Obr. 24: Schéma postupu inaktivace genu podle protokolu REDIRECT.

Navrh primert a amplifikace inaktivacni kazety

Transformace kosmidu obsahujiciho gen k inaktivaci do E. coli BW25113 /pI]790
VloZeni kazety do kosmidu homologni rekombinaci v E. coli BW25113/pl]790
Konjugac¢ni pienos kosmidu s inaktivovanym genem a vloZeni kazety do chromozému
streptomycety

Ptiprava jizvy a prenos kosmidu s jizvou do streptomycety, kde dojde k vyméné kazety
za jizvu

(obrazek pirevzat z diplomové prace SMUTNA 2007).
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4.2.31.  Priprava vzorki na kapalinovou chromatografii

Priprava vzorkll pro tucely UPLC a HPLC analyzy a samotna analyza byly
provedeny Mgr. Zdenikem Kamenikem z Laboratofe genetiky, fyziologie a
bioinZenyrstvi hub (MBU) podle protokolu popsaného v OLSOVSKA et al. 2007.

Linkomycin a jeho derivaty jsou produkovany do média, proto bylo médium
pred vlastnim stanovenim od mycelia oddéleno centrifugaci (4000x g, 15 min, 4°C).
Poté bylo 3 ml média naneseno na predem ekvilibrovanou (3 ml metanolu a nasledné
3 ml vody) SPE kolonu (SPE Oasis HLB 3cc, Waters). Soli a polarni latky byly
odstranény promytim 3 ml vody a 1 ml 10% methanolu. Linkomycin byl eluovan 80%
methanolem (1 ml), vysuSen a pred analyzou rozpustén v methanolu. Pri analyze
média typového produkéniho kmene byl vzorek rozpustén vtakovém mnoZstvi
methanolu, aby findlni objem vzorku k analyze byl 15x koncentrovan oproti vzorku
média. V pripadé mutantnich kmend, u kterych se o¢ekavala nizka az zadna produkce
linkomycinu, byl vzorek 30x koncentrovan. Derivaty linkomycinu byly z SPE kolony
eluovany 100% methanolem a vzorek k analyze byl desetkrat koncentrovan.

V nékterych pripadech byl linkomycin extrahovan zagarovych blocki
methanolem. Blo¢ky o objemu 0,5 ml byly homogenizovany v1 - 1,5 ml metanolu.
Zbytky agaru a bunék byly odstranény centrifugaci (4000x g, 5 min, 20°C). Poté
nadbytecny methanol byl odpafen na findlni objem 0,1 ml. Tento extrakt byl

aplikovan pfimo na chromatografickou kolonu.

4.2.32.  Stanoveni linkomycinu metodou UPLC

Linkomycin byl v produkénim médiu stanovovan metodou UPLC (ultra
performance liquid chromatography) na kapalinovém chromatografu UPLC, systém
Acquity s PDA detektorem 2996 (Waters). Data byla procesovana softwarem
Empower 2 (Waters).

Na analytickou kolonu BEH C 18 (50 x 2,1 mm LD. primér Castic 1,7um,
nepolarni stacionarni faze) (Waters) temperovanou pfri teploté 35°C bylo davkovano
5 ul vzorku. Analyt byl izokraticky eluovan dvousloZkovou mobilni fazi (1mM
mravencan amonny, pH 9.0 : acetonitril, 76:24 (v/v)), pti priatokové rychlosti 0,4
ml/min a detekovan pfi vinové délce A = 194 nm. Po kazdé analyze (3,5 min) byla
kolona 1 min promyvana 100% acetonitrilem a 0,5 min ekvilibrovana pfti po¢ate¢nich
podminkach sloZeni mobilni faze (tj. 1mM mravencan amonny, pH 9 : acetonitril,

76:24 (v/v)). Kidentifikaci linkomycinu byla pouZita metoda srovnavani reten¢nich
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Casti a UV spekter se standardem linkomycinu a pro kvantifikaci byla sestrojena

kalibra¢ni krivka.

4.2.33.  Stanoveni derivati linkomycinu metodou UPLC

Derivaty linkomycinu byly stanovovany na kapalinovém chromatografu UPLC,
systém Acquity s PDA detektorem 2996 (Waters).

Na analytickou kolonu BEH C18 (50 x 2,1 mm L.D., primér ¢astic 1,7um) (Waters)
temperovanou pri teploté 35°C bylo davkovano 5 pl vzorku. Analyt byl eluovan
mobilni fazi ze slozky A, 1 mM mravencan amonny (pH 9.0), a slozky B, acetonitril;
linearni gradientova eluce min/%B: 0/22, 3/22, 10/52.5; priitokova rychlost, 0,4
ml/min. Po kazdé analyze nasledoval vyplach kolony (100% acetonitril, 1 min) a jeji
ekvilibrace (1,5 min).

Pro preparativni Ucely analyza probihala za podminek linearni gradientové eluce
min/%B: 0/5, 10/52.5 pro 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycin (PELIN) a izokratické
eluce (24%B) pro 4’-butyl-4’-depropyllinkomycin (BULIN). Eluent za kolonou
obsahujici PELIN (retencni c¢as 6,40 min) nebo BULIN (retenc¢ni ¢as 5,10 min) byl

odebran, vysuSen do sucha a pouZit pro hmotnostni spektrometrii.

4.2.34.  Stanoveni prekurzori linkomycinu

Prekurzory linkomycinu (PPL, MTL a NDL) byly stanovovany podle postupu,
popsaného v publikaci KAMENIK et al. 2009. Jako standardy byly pouZivany roztoky
PPL (50 pg/ml), MTL a NDL (oboje 30 pg/ml).

Po ukonceni kultivace (Kap. 4.2.7.) byly buiiky oddéleny centrifugaci (4000x g, 15
min, 4°C). Fermentac¢ni médium bylo pouzito pro ptripravu vzorkl ke stanoveni PPL a
NDL.

V pripadé stanoveni MTL, byly buiiky a fermenta¢ni médium sonikovany (6 pulzi
po 30 s, 50 W, 30s piestavka mezi jednotlivymi pulzy); sonikator Ultrasonic aparatus
BBraun (Melsungen, Némecko). Zbytky bunék byly oddéleny centrifugaci (4000x g, 15
min, 4°C). Supernatant (dale jen vzorek) byl pouzit pro pripravu vzorki ke stanoveni
jednotlivych biosyntetickych intermediati:

e Derivatizace PPL

Sto mikrolitr 10 mM roztoku chloraminu-T v 400 mM Na3BO3 (pH 9.5) a DMSO,
4:1 (v/v) bylo predehrato ve vodni lazni (70°C) po dobu 1 min. Do této smési bylo
pridano 100 pl roztoku standardu PPL nebo vzorku. Smés byla zamichana a

inkubovana ve vodni lazni 1 min. Dale bylo pridano 100 pl 300 mM NaBH4 v 600 mM
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LiOH, smés byla zamichana a inkubovana pri 70°C. Po 10 min byla reakéni smés
centrifugovana (12000x g, 5 min, laboratorni teplota). Do 45 ul supernatantu bylo
pridano 10 pl derivatizacniho ¢inidla. Derivatizacni Cinidlo bylo pripraveno
rozpus$ténim 5 mg o-ftaldialdehydu v 50 pl acetonitrilu. Takto pripraveny roztok byl
pak fedén 50 pl 200 mM Na3BOs (pH 9.5) a 4 pl merkaptoethanolu.

e Derivatizace MTL a NDL

Dvé sté mikrolitrii standardniho roztoku MTL a NDL nebo vzorku bylo smichano s
250 pl roztoku 4-chlor-7-nitrobenzofurazanu (30 pg/ml, rozpusténo v methanolu) a
50 ul 1 M NaHCOs3. Smés byla vortexovana po dobu 20 s, inkubovana ve vodni lazni
(70 °C) po dobu 4 h a pak inkubovana 20 min v -20°C.

e Stanoveni intermediatli metodou HPLC

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC na kapalinovém chromatografu HPLC
Waters s pumpou 600, davkovacem 717 a fluorescen¢nim detektorem 474. Data byla
zpracovana pomoci programu Millenium 32.

Derivatizované vzorky byly naneseny na analytickou kolonu Luna Cig (250 x 4.6
mm [.D.; priimér castic, 5 pm; Phenomenex), temperovanou pii laboratorni teploté.
Mobilni faze se skladala ze slozky A, 20 mM mravencan amonny (pH 4.7) a acetonitril
(10:1 v/v); a slozky B, acetonitril.

Derivatizovany vzorek PPL (25 pl) byl eluovan pfi priitokové rychlosti
1,25 ml/min, s naslednou linearni gradientovou eluci (min/%B): 0/30; 1/30; 13/65;
15/100. Po kazdé analyze byla kolona vyplachnuta (100% acetonitril, 4 min) a
ekvilibrovana pred dalsi analyzou (7 min). Eluent za kolonou byl analyzovan
fluorescencnim detektorem (Aex = 240 nm; Aem= 417 nm) se zménou hodnoty gain
(nastaveni citlivosti detektoru) z 10 do 100 v 6. minuté.

Derivatizovany vzorek MTL a NDL (10 ul) byl eluovan pii pratokové rychlosti
1 ml/min, s naslednou linedrni gradientovou eluci (min/%B): 0/15; 5/33; 15/44;
16/100. Po kazdé analyze kolona byla vyplachnuta (100% acetonitril, 4 min) a
ekvilibrovana pred dals$i analyzou (7 min). Eluent za kolonou byl analyzovan
fluorescenénim detektorem (Aex = 420 nm; Aem = 525 nm) s nastavenou hodnotou gain

100 po dobu celé analyzy.

4.2.35. Tenkovrstva chromatografie

Fermentacni média pidnich aktinomycet byla analyzovana na pritomnost
sekundarnich metaboliti metodou TLC (thin layer chromatography - tenkovrstvé

chromatografie). Na desku pokrytou sorbentem silikagelem (TLC Silica gel 60 F2s4,
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Merck) bylo nanaseno 30 pl fermentacniho média (Kap. 4.2.8.). Po zaschnuti
naneseného vzorku byla deska umisténa do vyvijeci komory, ktera byla predem
ekvilibrovana mobilni fazi po dobu 1 h. Slou€eniny byly déleny podle sily adsorpce ke
stacionarni fazi v pouzitém eluentu po dobu 1 h. Po ukonleni eluce deska byla
vyjmuta z komory a vysuSena. Pritomnost latek, které byly za danych podminek
eluovany, byla detekovana pomoci UV svétla o vinovych délkach 254 a 366 nm, a dale
reakci sdetekénimi Cinidly. Orcinolové a anisaldehydové Ccinidla byla nanesena
postiikem, po uschnuti byla deska zahtivana pti 100°C po dobu 5 min. Pri dal$im
zplisobu detekce byly krystalky jodu nasypany na dno cisté vyvijeci komory a TLC
deska byla umisténa nad né. Latky, které reagovaly s parami jodu, se zabarvily
doZluta.

Pomoci anisaldehydového cinidla se da detekovat celou fadu molekul s riznymi
reakénimi skupinami. Orcinol naopak specificky reaguje s molekulami obsahujicimi
cukernou cast, proto se pouziva také pro detekci linkomycinu. Jéd ma afinitu
k nenasycenym a aromatickym slouceninam.

Retencni faktor pro jednotlivé latky byl vypocitan podle vzorce:

Start - detekovana latka (cm) + start - Celo (cm)

Roztoky pro TLC
Mobilni faze:
A. Diethylether : methanol : 25% roztok amoniaku amoniak (90:9:2)
B. Chloroform : methanol : 25% roztok amoniaku amoniak (12:3:0,1)
C. Ethylacetat: methanol : 25% roztok amoniaku (85:10:5)
D. n-butanol : kyselina mravenci : voda (6:5:7)
Detek¢ni ¢inidla:
e Orcinolové ¢inidlo: 250 mg orcinol (3,5-dihydroxytoluen), 44 ml ethanol, 6 ml
H2S04
e Anisaldehydové cinidlo: ethanol (200 ml): H2SO4 (10 ml); p-anisaldehyd (10
ml)
e Krystalicky jod - pary jodu
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4.2.36. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla provedena Dr. Miroslavem Sulcem z Laboratoie
charakterizace molekularni struktury (MBU).

Hmotnostni spektra linkomycinu a jeho derivati byla méfrena na hmotnostnim
spektrometru MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionisation reflectron
time-of-flight) ultraFLEX (Bruker-Daltonics, Bremen, Némecko). Pozitivni spektra
byla externé kalibrovana s pouzitim monoizotopniho [M+H]* iontu lidského
angiotensinu I (1296,69 m/z), peptidu MRFA (Methionin-Arginin-Fenylalanin-Alanin,
524,26 m/z) a matricovy pik CCA (kyselina alfa-kyanoskoricova, 379,09 m/z). Jako
MALDI matrice byl pouzit roztok kyselina alfa-kyanoskoticové nebo 2,5 -
dihydrobenzoové kyseliny (10 mg/ml 50% MeCN/0.3% kyseliny octové).

Jeden mikrolitr matricového roztoku byl smichan s 0,5 pl vzorku rozpusténého v
methanolu. Jeden mikrolitr smési byl nanesen na terc¢ik a po uschnuti byl vzorek

analyzovan.

4.2.37. SOFTWARE
Sekvence shlukli genl pro biosyntézu linkomycinu S. lincolnensis 78-11 a S.
lincolnensis ATCC 25466, uloZené v databazi GenBank
(http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) pod pristupovymi CcCisly X79146 a
EU124663, byla analyzovana pomoci programu BLAST - Basic Local Alignment

Search Tools (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Analyzy sekvenci byly
provadény pomoci programu LASERGENE (DNASTAR).

Fylogenetické  stromy byly sestaveny pomoci programu PHYLIS
(http://www.eve.ucdavis.edu/rcthomson/phylis/). Stromy byly vyrobeny Ing. Janem
Kopeckym zVyzkumného ustavu rostlinné vyroby spouZitim metody
,bootstrapping”. Hodnota ,bootstrap“ udava miru spolehlivosti a divéryhodnosti

vétvi fylogenetického stromu (EFRON et al. 1996).
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5. VYSLEDKY

5.1. Inaktivace Imb genti s predpokladanou funkci

Tato cast prace byla vénovana vyhledavani a mutacni analyze Imb genii se zatim
neprokazanou funkci. Geny byly vytipovany na zakladé pocitacové srovnavaci analyzy
shlukii genli pro biosyntézu antibiotik linkomycinu a celesticetinu. Pak byla
provedena mutacni analyza urcenych gent. V kapitole 5.1.1. jsou uvedeny vysledky
mutacni analyzy genu ImbN podle predpokladu kédujiciho jednu z kliCovych soucasti
NDL-synthetasy.  Kapitola 5.1.2. popisuje analyzu gentd ImbIH, K, Q T, U a

V's neznamou funkci.

5.1.1. Mutacni analyza genu ImbN a jeho ¢asti

5.1.1.1.  Srovnavaci analyza genu ImbN a jeho homologu v ccb shluku

Srovnavaci analyza sousedicich gent ImbN a ImbZ a jejich homologl
v celesticetinovém shluku, cchN a ccbZ, ukazala na pritomnost sekvence koédujici
proteinovy modul o velikosti 80 AK s vazebnym mistem pro 4’-fosfopantethein (PP
vazebny protein) a vysokym stupném homologie s ACP doménami proteint
z biosyntézy polyketidovych antibiotik (Obr. 17). Pozoruhodnym faktem je rozdilné
umisténi této sekvence v ccb a Imb shlucich. Zatimco v pripadé Imb shluku je umisténa
na 5° konci genu ImbN, v ptipadé ccb shluku se nachazi na 3 konci genu ccbZ.
Zbyvajici vétsi ¢asti genli ImbN (3" konec) i cchZ (5 konec) kéduji proteiny tcastnici
se syntézy cukru MTL (Obr. 22). Na zakladé databazové analyzy byl udélan
predpoklad, Ze PP vazebny protein by mohl prendset aminokyselinovy prekurzor
linkosamidt (PPL nebo prolin) pri jeho kondenzaci s cukernou slozkou MTL.

Pro dalsi studium a analyzu tohoto proteinu byla provedena série inaktivacnich
pokusi, ve kterych byl zchromozému Streptomyces lincolnensis ATCC 25466
odstranén jednak cely gen ImbN a jednak jeho jednotlivé konce. Inaktiva¢ni pokusy

byly provedeny s pouZitim protokolu REDIRECT PCR targeting system (Kap. 4.2.30.).
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5.1.1.2.  Inaktivace genu ImbN a jeho casti

a. NavrZeni inaktivacnich primert
Primery pro zavedeni oblasti homologie do inaktivacni kazety byly navrZeny
podle schématu na Obr. 25. K navrhovani primert byla pouzita sekvence Imb shluku
z produkéniho kmene S. lincolnensis 78-11 pristupna v databazi pod cislem X79146
(PESCHKE et al. 1995). Gen ImbN je ve shluku orientovan v opatném (antisense)
sméru. Primer Nf a Nr obsahovaly prirozené start a stop kodony genu ImbN, kdeZto
primer N-Cf mél uméle zavedeny stop kodon pro vznik zkraceného genu ImbN
obsahujiciho pouze 5" koncovou ¢ast (PP modul). Ocekavané konstrukty po inaktivaci
se zavedenou jizvou a ohranic¢ené start a stop kodony jsou uvedeny na Obr. 25.
b. Priprava templatu pro PCR a vneseni oblasti homologie do
inaktivac¢ni kazety
Pro PCR na namnoZeni inaktiva¢ni kazety se zavedenymi useky homologie se
nedoporucuje pouzivat jako templat plazmid nesouci tuto kazetu. Diivodem je mozna
kontaminace nasledné transformacni reakce cirkularni formou plazmidu, coz miize
vést kselekci falesné pozitivnich kolonii. Proto kazeta o délce (1382 pb) byla
vyStépena zplazmidu pl]773 (4334 pb) restrikénimi enzymy EcoRI a HindlIIL
Fragment (1396 pb) obsahujici kazetu (1382 pb) a jeji kratké okoli (14 pb) byl pak
izolovan z gelu a pouzit jako templat pro PCR.
PCR byla namichana a provedena za podminek popsanych v Kap. 4.2.25. Byly
pouzity nasledujici kombinace primerii:
a. Nfa Nr -zavedeni homologie okoli celého ImbN genu
b. Nfa N-PPr - zavedeni homologie okoli 5 konce genu ImbN a 3°
konce PP modulu
c. N-Cfa Nr - zavedeni homologie okoli 3 konce genu ImbN
Vysledky reakci byly analyzovany elektroforézou v agarosovém gelu. Produkty
reakce, fragmenty o deélce 1460 pb (inaktivacni kazety prodlouzené o useky
homologie, které byly vneseny jako soucast primert, Obr. 26) byly po separaci

vytiznuty z gelu.
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— .
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Obr. 25: Inaktivace celého genu ImbN a jeho jednotlivych casti.

Pozice inaktivac¢nich primeri a ocekavané konstrukty:
Inaktivace celého genu ImbN (konstrukt jAN).
Inaktivace 5" koncové ¢asti ImbN, ktera kdduje PP doménu (ozna¢ena modrym
obdélnikem) (konstrukt jJAN_PP).

c. Inaktivace 3” koncové casti ImbN, kterd kéduje protein pro syntézu MTL

(oznacena cernou Sipkou) (konstrukt jAN_C).
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c. Integrace inaktivacni kazety do kosmidu nesouciho Imb shluk

Integrace inaktivacni kazety do kosmidu LK6 (Kap. 4.1.2.) vyménou za
inaktivovany gen probihala v bunkach E.coliBW25113/pl]790. Plazmid plIJ790
koéduje DNA-vazebny protein a exonukleasu, které umoznuji vysokoucinnou
rekombinaci mezi linearnim DNA fragmentem a cirkularnim kosmidem. Tento
plazmid ma teplotné senzitivni pocatek replikace, proto byl kmen péstovan pri

teploté 30°C.

Bunky E. coli BW25113/plJ790 byly nejprve transformovany kosmidem LK6
elektroporacni metodou (Kap. 4.2.3.). Transformanty E. coli BW25113/plJ790/LK6
byly selektovany na LB agaru s chloramfenikolem (25 pg/ml), kanamycinem (50
ug/ml) a karbenicilinem (100 pg/ml) pii 30°C.

Bunky E. coli BW25113/pl]790/LK6 pak byly elektroporacné transformovany
inaktiva¢nimi kazetami (purifikované produkty PCR) a selektovany na LB agaru
s apramycinem (50 pg/ml), kanamycinem (50 pg/ml) a karbenicilinem (100 pg/ml)
pri 37°C. Po 16 h inkubace byly vybrany velké kolonie transformovanych bunék
(plati pravidlo, ¢im vétsi jsou kolonie, tim vic kopii mutovaného kosmidu nesou). Z
téchto kolonii byla izolovana kosmidova DNA metodou alkalické lyze. Kosmidy
s deletovanym genem nebo jeho ¢astmi byly oznaceny symbolem A a jménem genu ¢i

casti (plati obecné i pro dalsi pokusy):
a. E. coliBW25113/ LK6AN - vyména celého genu ImbN za kazetu
b. E. coliBW25113/ LK6AN_PP - vyména 5 konce ImbN ( kéduje PP doménu)

c. E. coli BW25113/ LK6AN_C - vyména 3‘ konce ImbN (kdéduje protein pro
syntézu MTL)

d. Oveéreniintegrace kazety do kosmidové DNA

Pro ovéreni integrace kazet do LK6 byla pouzita dvojice primert testNf a testNr.
Primery byly navrzeny na zakladé sekvenci nachazejicich se ve vzdalenosti cca 200
pb od 5" a 3" konctli genu ImbN. Ovéreni bylo provedeno pomoci PCR (Kap. 4.2.25.).
Jako templat byla pouzita kosmidovd DNA z klonti LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C.
Kosmid LK6 s nemutovanou (,wild type“) formou genu ImbN byl pouzit jako kontrola.

Vysledky PCR byly analyzovany na agarosové elektroforéze (Obr. 27 (draha 3, 4,5 a
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7)). Délky jednotlivych fragmenti s genem ImbN a tfemi druhy inaktivacnich kazet

jsou uvedeny v Tab. 2.

Bylo prokazano, ze DNA z klonti LK6AN a LK6AN_PP obsahovala pouze kosmidy s
inaktivac¢ni kazetou, zatimco DNA z klonti LK6AN_C méla navic i kopie intaktniho
kosmidu. Intaktni kosmid byl eliminovan naslednou transformaci do bunék do E. coli

ET12567/pUZ8002 a selekci na agaru s apramycinem.

Tab. 2: Vypocet ocekavanych velikosti ovérovacich PCR fragmenta pii pripravé

kosmidti s inaktivovanym genem ImbN a jeho ¢astmi.

Inaktivovany usek WT1 Kazeta? Jizva3
(velikost (pb))
Cely ImbN (858 pb) 1250 pb 1774 pb 473 pb
5" konec ImbN (253 pb) 1250 pb 2394 pb 1093 pb
3" konec ImbN (620 pb) 1250 pb 2027 pb 726 pb

1. Stav vtypovém kmenu S. lincolnensis ATCC 25466 - velikost fragmentu nesouciho gen
ImbN (858 pb) a jeho okoli (392 pb)

2. Stav po vloZeni kazety misto genu ImbN nebo jedné z jeho casti - velikost kazety (1382
pb) a okoli genu (392 pb). V pripadé inaktivace jen jedné Casti genu se zapocitava
velikost zbyvajici ¢asti genu (5" konec ImbN (253 pb) a 3" konec ImbN (620 pb)).

3. Stav po vloZeni jizvy misto genu ImbN nebo jedné z jeho Casti - velikost jizvy (81 pb) a
okoli genu (392 pb). V pripadé inaktivace jen jedné ¢asti genu se zapocitava velikost

zbyvajici casti genu (5" konec ImbN (253 pb) a 3" konec ImbN (620 pb)).
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(1460 pb)

5. Kazeta z plJ773 (1382 bp)

Obr. 26: Kazety pro inaktivaci genu ImbN a jeho casti.

=

Standard (1kb PLUS DNA
ladder)

Negativni kontrola
LK6AN_C (2027 pb)
LK6AN_PP (2394 pb)
LK6AN (1774 pb)
LK6jAN (473 pb)

LK6 (1250 pb)
Negativni kontrola

. LK6jAN_PP (1093 pb)
0. LK6jAN_C (726 pb)

BOONG A WN

Obr. 27: Ovéreni vloZeni a vyStépeni inaktivac¢nich kazet do Imb shluku
v kosmidu LK6 s pouZitim primert testNf a testNr. Vypocet velikosti fragment je
uveden v Tab. 2. Kosmidy LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C maji vloZzenou kazetu. Kosmidy
LK6jAN, LK6jAN_PP a LK6jAN_C maji vyStépenou kazetu (jizva).
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e. Integrace inaktivacnich kazet do chromozomu S. lincolnensis ATCC

25466

Kosmidy LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C byly elektroporaci vneseny do E. coli
ET12567/pUZ8002 a transformanty E. coli ET12567 /pUZ8002/LK6AN, LK6AN_PP a
LK6AN_C byly selektovany na LB agaru s apramycinem (50 pg/ml) a karbenicilinem
(100 pg/ml). Poté byly kosmidy LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C mezidruhovou
konjugaci preneseny do S. lincolnensis ATCC 25466 a transkonjuganty S. lincolnensis
s kosmidy LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C byly selektovany prelitim MS agaru vodnim
roztokem kyseliny nalidixové (finalni koncentrace 25 pg/ml) a apramycinu (finalni
koncentrace 50 pg/ml). Po 6 dnech inkubace byly transkonjuganty S. lincolnensis
preockovany na DNA agar s kyselinou nalidixovou (25 pg/ml), apramycinem (50
ug/ml) a s/bez kanamycinu (50 pg/ml). U klonid rezistentnich k apramycinu a
senzitivnich ke kanamycinu doslo k vyméné chromozomalniho genu ImbN anebo jeho
Casti za inaktivacni kazetu. Od kaZzdého typu inaktivace bylo vybrano po jednom
klonu, které byly oznaceny S. lincolnensis AN, S. lincolnensis AN_PP a S. lincolnensis

AN_C.

f. Ovéreniintegrace kazety do chromozomu S. lincolnensis

Pro ovéreni pritomnosti mutace vchromozému byla ztranskonjugant S.
lincolnensis AN, AN_PP a AN_C izolovana chromozomalni DNA, ktera byla pouZita jako
templat pro PCR s ovérovacimi primery testNf a testNr. Podminky PCR byly stejné
jako pri ovérovani vlozeni kazety do kosmidové DNA. Vysledky reakce byly
kontrolovany na agarosové elektroforéze. VSechny kmeny obsahovaly fragmenty
oCekavané délky, odpovidajici vloZeni kazety do spravného mista v chromozému
(Obr. 28).

g. Vystépeni inaktivacni kazety z kosmidové DNA

Kosmidy LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C byly elektroporacné vneseny do E. coli
BT340 nesouciho plazmid pCP20 s genem pro FLP rekombinasu. Transformanty byly
selektovany na LB agaru s apramycinem (50 pg/ml) a chloramfenikolem (25 pg/ml)

pti 30°C, vzhledem k teplotné senzitivnimu pocatku replikace plazmidu pCP20.

Jednotlivé kolonie transformantd E. coli BT340 LK6AN, LK6AN_PP a LK6AN_C
byly zaockovany na LB agar bez antibiotik a inkubovany ptes noc ve 42°C. Pri této
teploté dosSlo k indukci exprese FLP rekombinasy a vyStépeni kazety z kosmidu. Pak

byly jednotlivé kolonie testovany na senzitivitu k apramycinu (50 pg/ml) a rezistenci
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ke kanamycinu (50 pg/ml). U téchto klont doslo cinnosti FLP rekombinasy
k vystiizeni stfedni Casti kazety, lezici mezi FRT rozpoznavacimi misty a z ptivodni
inaktivacni kazety zbyl tsek 81 bp, tzv. jizva. Ze ziskanych apras a kanR kloni byla
izolovana kosmidova DNA a pritomnost jizev byly ovéfena metodou PCR s primery
testNf a testNr. Vysledek PCR byl analyzovan DNA elektroforézou v agarosovém gelu.
Kosmidy LK6jAN, LK6jAN_PP a LK6JAN_C (j - jizva) obsahovaly fragmenty
ocekavané délky, odpovidajici velikosti jizvy s okolim genu (Tab. 2, Obr. 27 (draha 6,
9 a 10)). Kosmidova DNA byla transformovana do nemethylujiciho kmene E.coli
GM2929 a nemethylovana DNA byla izolovana kitem JETSTAR.

h. Odstranéni inaktiva¢nich kazet z chromozomii S. lincolnesis

Protoplasty S. lincolnensis AN, AN_PP a AN_C byly transformovany kosmidy
LK6jAN, LK6JAN_PP a LK6jAN_C a selektovany prelitim R2YE agaru 1 ml vodného
roztoku kanamycinu (findlni koncentrace 200 pg/ml). Transformanty byly
zaoCkovany na MS agar bez antibiotik. Jednotlivé kolonie pak byly testovany na
senzitivitu k apramycinu a kanamycinu.

U klonii senzitivnich k apramycinu i kanamycinu doSlo homologni rekombinaci
k vyméné inaktivacni kazety (v chromoz6ému) za Gsek s jizvou (v kosmidu).

Ovéreni tohoto procesu bylo provedeno pomoci PCR. Z bunék apra® a kanS byla
izolovana chromozomadlni DNA, ktera byla pouZita jako templat pro PCR s
ovérovacimi primery testNf a testNr. Vysledek PCR byl analyzovan elektroforézou
v agarosovém gelu. Produkty reakce mély o¢ekavanou velikost, odpovidajici velikosti
jizvy (81 pb) s okolim genu (Tab. 2, Obr. 29). Kmeny s jizvami byly oznaceny:

a. S.lincolnensis jAN - inaktivovany cely gen ImbN

b. S. lincolnensis jJAN_PP - inaktivovana 5" koncova ¢ast, kédujici PP doménu

c. S lincolnensis jAN_C - inaktivovana 3" koncova c¢ast, kodujici isomerasu pro

syntézu MTL
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Obr. 28: PCR ovéreni vloZeni inaktivacnich kazet do chromozomalni DNA

S. lincolnensis, primery testNf a testNr.

Vypocet velikosti fragmenti je uveden v Tab. 2.

10 11 12 13

6 7 8 9

Standard (1kb PLUS DNA ladder)
Negativni kontrola

S. lincolnensis jAN (473 pb)

S. lincolnensis ATCC 25466 (1250 pb)
S. lincolnensis JAN_PP (1093 pb)

S. lincolnensis JAN_C (726 pb)

Obr. 29: PCR ovéieni vloZeni jizev do chromozomalni DNA S. lincolnensis,

primery testNf a testNr.

Vypocet velikosti fragmentii je uveden v Tab. 2.
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5.1.1.3.  Stanoveni produkce linkomycinu a jeho prekurzori

Kmeny S. lincolnensis jAN, S. lincolnensis jJAN_PP a S. lincolnensis jAN_C byly
testovany na schopnost produkovat linkomycin. Ptislusny kmen byl kultivovan v AVM
médiu 5 dni (Kap. 4.2.7), pak byly buriky oddéleny centrifugaci, fermenta¢ni médium
bylo preciSténo na koloné SPE a analyzovdno pomoci kapalinové chromatografie
UPLC s UV detekci. Typovy produkcéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466 byl pouzivan
jako kontrolni produkujici kmen. Vysledky stanoveni jsou uvedeny na Obr. 30.

Analyza vzorku z média typového producenta linkomycinu S. lincolnensis ATCC
25466 ukazala pritomnost latky s retenc¢nim ¢asem (2,3 min), ktery odpovidal
reten¢nimu ¢asu linkomycinu. Spektrum latky rovnéz odpovidalo spektru standardu
linkomycinu. Koncentrace linkomycinu (30 pg/ml), stanovend v pripadé
dokumentovaném na Obr. 30, byla v rozmezi obvykle dosahovanych hladin produkce
(20 - 70 pg/ml).

Naopak, ve vzorcich z S. lincolnensis jAN, jAN_PP a jAN_C nebyla produkce
linkomycinu zjiSténa (Obr. 30). Mez detekce linkomycinu je 1 pg/ml. Objemy bunécné
masy kontrolniho a mutantnich kment byly srovnatelné. Da se tedy soudit, Ze kmeny
s mutacemi linkomycin neprodukovaly, nebo produkovaly v mnoZstvi mensim nez je
mez detekce.

Stanoveni prekurzorli linkomycinu v médiich typového a mutantnich kment
prokazala zvySenou produkci PPL kmenem S. lincolnensis jAN_PP (11 pg/ml) (Obr.
31). V dalSich analyzovanych vzorcich nebyla zjisténa pritomnost prekurzort nad

mez kvantifikace (2,50, 3,75 a 3,75 pg/ml pro MTL, NDL a PPL).

5.1.1.4.  Testovani obnoveni produkce linkomycinu

Schopnost obnoveni produkce linkomycinu u kment S. lincolnensis jAN, jAN_PP a
jJAN_C po obohaceni média o PPL nebo MTL bylo testovano pomoci citlivého
organizmu K. rhizophila CCM 552. Typovy kmen S. lincolnensis ATCC 25466 byl pouZit
jako kontrolni produkujici kmen. Kmeny S. lincolnensis jAN, jAN_PP a jAN_C byly
péstovany na agarovych bloccich s pfidavkem PPL a MTL po dobu 7 dni (Kap. 4.2.12.).

Kontrolni kmen S. lincolnensis ATCC 25466 rostl na agaru bez pridavk
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Obr. 30: UPLC chromatogramy fermentac¢nich médii:

JAN_C, JAN_PP, jAN - mutantni kmeny S. lincolnensis jAN_C, jJAN_PP a jAN
ATCC 25466 - typovy produkéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466
Standard - standard linkomycinu (250 pg/ml)

Latky sretenénim ¢asem a spektrem, odpovidajicimi linkomycinu, jsou oznaceny
Sipkami.

Vzorky jAN_C, jJAN_PP, jAN byly pred analyzou 30x koncentrovany. Vzorek ATCC
25466 byl pred analyzou 15x koncentrovan.

Podminky UPLC analyzy: analyticka kolona BEH C 18 (50 x 2,1 mm L.D., priimér ¢astic

1,7um), mobilni faze 1mM mravencan amonny, pH 9.0 : acetonitril, 76:24 (v/v),
pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce p¥i vinové délce A = 194 nm.

100



VYSLEDKY

10000,0
. ] PPL standard
s ] /
S 5000,0
4 ]
> | L‘L—L—J\—I—
2 r
L D,D’ L——/\-'J

1

0000’0- ATCC 25466
o |
] .
% 1
o 5000,07
8 ]
5 |
E o

10000,0_ AN PP
) - B
(]
E )
Q EDDD,I}_ /
o
Q
=
u L

0,01 k,.\/\___)

100 120 14,0

16,0 180 200 220
t (min)

Obr. 31: HPLC chromatogramy fermentac¢nich médii:

Standard - standard PPL (50 pg/ml) v kultivacnim médiu
JAN_PP - mutantni kmen S. lincolnensis jAN_PP
ATCC 25466 - typovy produkéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466

Latky s retencnim ¢asem a spektrem, odpovidajicimi PPL, jsou oznaceny Sipkami.

Podminky HPLC: Luna Cig (250 x 4.6 mm [.D.; primér ¢astic, 5 pm; Phenomenex),
laboratorni teplota. Mobilni faze: slozka A, 20 mM mravencan amonny (pH 4.7) a
acetonitril (10:1 v/v); a slozka B, acetonitril; pritokova rychlost 1,25 ml/min,
s naslednou linearni gradientovou eluci (min/%B): 0/30; 1/30; 13/65; 15/100;
fluorescencni detekce (Aex = 240 nm; Aem = 417 nm).
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Poté byly blo¢ky umistény na misku prelitou suspenzi K. rhizophila a miska byla

inkubovana pres noc. Produkovana antimikrobialni latka, difundujici z blockd, brzdila
rist citlivého kmenu K. rhizophila a vedla k tvorbé inhibi¢nich z6n v okoli blocku.

Inhibi¢ni zény byly pozorovany v okoli blo¢kili s narostlym typovym kmenem a

dale jen v pripadé kmene jAN_C rostouciho na agaru s pridavkem MTL (Obr. 32). To

znamena, Ze produkce antibiotika zruSena inaktivaci 3’koncové ¢asti ImbN genu byla

pridanim MTL obnovena. Agarovy blocek byl extrahovan methanolem a extrakt byl

analyzovan metodou UPLC, ktera potvrdila pritomnost latky s retencnim casem

shodnym s linkomycinovym standardem.

5.1.1.5. Nova inaktivace N

Pfi anotaci nové sekvenovaného shluku pro biosyntézu linkomycinu zS.
lincolnensis ATCC 25466 (KOBERSKA et al. 2008) byly nalezeny ¢etné odli$nosti od jiz
znamého shluku z nadprodukéniho kmene S. lincolnensis 78-11 (PESCHKE et al.
1995). Mimo jiné, bylo zjisténo, Ze konec genu ImbN v S. lincolnensis ATCC 25466 se
prekryva se zacatkem genu ImbM, na rozdil od Imb shluku kmene S. lincolnensis 78-
11, kde ImbN konci o nékolik part nukleotidii drive. V pocatecnych pokusech byl
primer Nr navrZen podle sekvence z kmene S. lincolnensis 78-11 tak, Ze pii inaktivaci
celého genu ImbN shluku S. lincolnensis ATCC 25466 a jeho 3 koncové ¢asti soucasné
doslo ke zruSeni start kodonu genu ImbM. Pro ucCely nové inaktivace genu ImbN a jeho
3‘ koncové casti byl proto navrzen primer Nr2, pti jehoZ pouZiti byla sekvence start
kodonu genu ImbM zachovana (Obr. 25). Nové inaktivacni pokusy s kombinacemi
primert Nf a Nr2 (cely gen) a N-Cf a Nr (3‘ konec) byly provedeny podle postupu
uvedeného v Kap. 5.1.1.2. Nové ziskané kmeny S. lincolnensis AN2 a AN_C2, nesouci
inaktivacni kazety, byly pouzity k obohacovacim pokusiim s PPL a MTL, podobné jak
bylo popsano v Kap. 5.1.1.4. Zény inhibice rastu K. rhizophila byla pozorovana i
vtomto pripadé pouze v okoli bloc¢ku S. lincolnensis AN_C2, ktery byl péstovan na

agaru s MTL, tedy shodné s prvnim pokusem.
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Obr. 32: Obohacovaci pokus s kmeny S. lincolnensis mutantnimi v genu ImbN

(jJAN ), jeho 5 a 3" koncovych ¢astech (JAN_PP a jAN_C).
wt - typovy produkéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466
MTL - cukerna slozka linkomycinu (200 pug/ml)

PPL - aminokyselinova sloZzka linkomycinu (200 pg/ml)
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5.1.2. Mutacni analyza genti ImbIH, K, Q, T, UaV

Dalsi ¢ast prace byla zamérena na analyzu Imb geni s predpokladanou regulacni ¢i
nedoresSenou funkci.

V linkomycinovém shluku byly vytipovany geny ImbU, ImbIH, ImbQ, ImbT, ImbK a
ImbV s nejasnou funkci, pravdépodobné regulacni ¢i podpiirnou (Kap. 3.6.2.). Gen
ImbU je specificky pro Imb shluk, zatimco ostatni geny maji své homology téz v ccb
shluku, coZ indikuje jejich moZnou roli v nékterych krocich spoletnych pro obé
biosyntetické drahy: syntéza MTL, kondenzace obou prekurzort nebo regulace. Pro
analyzu téchto gent byla zvolena inaktivace gent pomoci metody REDIRECT. Kmeny
S. lincolnensis AIH, AQ a AU, které mély geny ImbIH, ImbQ a ImbU nahrazené
inaktiva¢ni kazetou, byly pripraveny Mgr. Markétou Kobérskou. V ramci této prace
byly kazety v kmenech S. lincolnensis AIH, AQ a AU vyménény za jizvy a dale byly
provedeny celé inaktivacni pokusy s geny ImbT, ImbK a ImbV.

5.1.2.1. Inaktivace genti ImbK, ImbT a ImbV

Inaktiva¢ni primery byly navrZzeny podle sekvence Imb shluku zkmene S.
lincolnensis ATCC 25466, nové sekvenovaného v nasi laboratoii (KOBERSKA et al.
2008) a jsou uvedeny v Kap. 4.2.27. Primery pro vneseni oblasti homologie do kazety
pro inaktivaci ImbK a ImbV byly navrZeny tak, aby primer ,forward“ obsahoval
sekvenci start kodonu inaktivovaného genu a ,reverse - sekvenci stop kodonu.
V pripadé genu ImbT, jehoz stop kodon se prekryva se start kodonem genu ImbQ, byl
primer ,reverse“ posunut o nékolik part bazi dovniti genu, stejné tak i primer
»forward“ z dGvodu vzniku nespecifického produktu pti pouziti primeru se zacatkem
genu ImbT (Obr. 33). Ovérovaci primery zachycovaly oblasti po obou stranach
inaktivovanych gent o souhrnné velikosti 300 - 400 pb. PCR na namnoZeni
inaktiva¢ni kazety se zavedenymi useky homologie byla namichana a provedena za
podminek uvedenych v Kap. 4.2.25. Velikosti PCR fragmentt intaktnich forem gent a
genl s vlozenou inaktiva¢ni kazetou jsou pro jednotlivé geny uvedeny v Tab. 3.

Provedeni inaktivac¢nich pokust systémem REDIRECT bylo metodicky podobné
inaktivaci genu ImbN popsané v Kap. 5.1.1.2. Jedinou vyjimkou bylo ovéreni vloZeni
kazet do chromozému S. lincolnensis ATCC 25466, které bylo provedeno metodou

koloniové PCR s ovérovacimi primery.
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Start Stop Start Step
a.
forward
D e
reverse
Stop Start
b. Stop Start
reverse
biH Q. U d
forward jizva
Stop Stop Start
C. Start
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€ jizva
forward
Obr. 33: Inaktivace genti ImbIH, K, Q, T, Ua V.
Pozice inaktivacnich primert a o¢ekavané konstrukty:

a. VloZeni kazety misto genu ImbK

b. VloZeni jizev misto gend ImbIH, Q, Ua V

c. VloZeni jizvy misto genu ImbT

Tab. 3: Vypocet ocekavanych velikosti ovérovacich PCR fragmenta prii pripravé

kosmidii s inaktivovanymi Imb geny.

Inaktivovany gen Ovérovaci WT1 Kazeta? Jizva3
(pb) primery

ImbIH (1450) chlHf/r 1699 pb 1631 pb 330 pb
ImbK (573) chK f/r 885 pb 1687 pb -

ImbQ (1104) chQ f/r 1342 pb 1620 pb 319 pb

ImbT (1236) chTf/r 1471 pb 1610 pb 316 pb

ImbU (675) chUf/r 920 pb 1627 pb 326 pb

ImbV (717) chVf/r 1032 pb 1690 pb 396 pb

1. Stav vtypovém kmenu S. lincolnensis ATCC 25466 - velikost fragmentu nesouciho
prislusny gen a jeho okoli

2. Stav po vlozeni kazety misto piislusného genu - velikost kazety (1382 pb) a okoli
genu.

3. Stav po vloZeni jizvy misto prisluSného genu - velikost jizvy (81 pb) a okoli genu.

(-) - nepripravovano
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Jako templat pro reakci poslouZilo mycelium, sebrané z povrchu DNA agaru.
Vysledek PCR byl analyzovan elektroforézou v agarosovém gelu.
Ziskané kmeny S. lincolnensis s vlozenymi kazetami misto genli ImbK (Obr. 34),
ImbT a ImbV byly oznaCeny jako S. lincolnensis AK, S. lincolnensis AT a S. lincolnensis
AV. VSechny tyto kmeny obsahovali fragmenty oCekavané délky, odpovidajici vloZeni

kazety do spravného mista v chromozému (Tab. 3).

5.1.2.2.  Vyména kazety za jizvu u S. lincolnensis AIH, A Q, AT, AU a AV

Odstranéni kazety zchromozému bylo provedeno pouze v pripadé inaktivace
genl ImbIH, ImbQ, ImbT, ImbU a ImbV, které netvori samostatné transkrip¢ni
jednotky, kdy pritomnost kazety mizZe ovliviiovat prepis ,downstream” geni. Toto
ovSem nebylo nutné v pripadé genu ImbK, ktery tvori samostatnou transkrip¢ni
jednotku. Odstranéni kazet z kosmidové DNA a nasledné vneseni kosmidu s jizvou do
kmenu streptomycet bylo provedeno stejné jako v Kap. 5.1.1.2.

Ovéreni vymén kazet za jizvy u klond senzitivnich k apramycinu i kanamycinu
bylo provedeno metodou koloniové PCR s ovérovacimi primery. Jako templat pro
reakci poslouzilo mycelium, sebrané zpovrchu DNA agaru. Vysledek PCR byl
analyzovan elektroforézou v agarosovém gelu. Produkty reakce mély ocekavanou
velikost, odpovidajici velikosti jizvy s okolim genti (Tab. 3, Obr. 35). Kmeny s jizvami

misto prislusnych genti byly oznaceny S. lincolnensis jAIH, jAQ, jAT, jAU a jAV.

5.1.2.3.  Stanoveni produkce linkomycinu a jeho prekurzort

Schopnost produkce linkomycinu kmeny S. lincolnensis jAIH, AK, jAQ, jAT, jAU a
jAV byla zjiStovana pomoci UPLC analyzy fermenta¢niho média. Typovy kmen S.
lincolnensis ATCC 25466 byl pouZit jako pozitivni kontrola. Kultury bunék,
predpéstované v YEME médiu, byly kultivovany pét dni v AVM médiu, pak byly
oddéleny centrifugaci. Fermentatni médium bylo preciSténo na koloné SPE a
analyzovano na analytické koloné metodou UPLC.

V mediich kmenia S. lincolnensis jAIH, AK, jAQ a ATCC 25466 byla zjisténa
pritomnost latky s retencnim Casem (2,3 min) a spektrem odpovidajicim standardu
linkomycinu. Koncentrace linkomycinu byla stanovena s vyuzitim kalibra¢ni krivky a

pro jednotlivé kmeny je uvedena v Tab. 4.
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1650

1. Standard (1kb PLUS DNA ladder)
2. S. lincolnensis AK (1687 pb) — primery chKf a chKr

Obr. 34: PCR ovéreni inaktivace genu ImbK vloZzenim kazety

do chromozomalni DNA S. lincolnensis ATCC 25466.

Vypocet velikosti fragmentu je uvedena v Tab. 3.

2000
1650

,6.,9.,12, Standard (1kb PLUS DNA ladder)

. 3. S. lincolnensisjAV (396 pb) — primery chVf a chvr
,5 S. lincolnensisjAIH (330 pb) — primery chlHf a chlHr
S. lincolnensis AQ (1620 pb) — primery chQf a chQr
S. lincolnensis jAQ (319 pb) — primery chQf a chQr
10.,11. S. lincolnensis jAT (316 pb) — primery chTf a chTr

13. S. lincolnensis jAU (326 pb) — primery chUf a chUr

Obr. 35: PCR ovéreni vloZeni jizev misto genti ImbV, IH, Q, T a U do

chromozomalni DNA S. lincolnensis ATCC 25466.

Vypocet velikosti fragmenti jsou uvedeny v Tab. 3.
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Frakce z jednotlivych vzorki s reten¢nim ¢asem kolem 2,3 min byly extrahovany a
pritomnost linkomycinu byla potvrzena hmotnostni spektrometrii.

Produkce linkomycinu byla u kment S. lincolnensis jAIH a jAQ prokazana, avsak
jen tésné nad limitem detekce (1 pg/ml) (Tab. 4, Obr. 36). Vmédiu kmene S.
lincolnensis AK byla pritomnost linkomycinu zjiSténa na hranici meze detekce a byla
potvrzena dalsi kultivacni metodou (Kap. 5.1.2.4., Obr. 40).

Naopak, v mediich kmeni S. lincolnensis jAT, jAU a jAV linkomycin detekovan
nebyl vibec (Obr. 37). D4 se proto usoudit, Ze u danych mutant byla produkce
linkomycinu zastavena. Analyza fermenta¢nich médii vS§ech mutovanych kment na
pritomnost prekurzori linkomycinu PPL, MTL a NDL, prokazala zvySenou
koncentraci PPL pouze u kmene S. lincolnensis jAV (Tab. 4, Obr. 38). PPL a ostatni
prekurzory ve vzorcich medii dalSich kmentl byly stanoveny pod mez kvantifikace

(Tab. 4).

Tab. 4: Stanoveni linkomycinu a jeho prekurzort ve fermenta¢nim médiu

Kmen PPL MTL NDL (ug/ml) | Linkomycin (ug/ml)
S.lincolnensis (ng/ml) (ng/ml)
AU <LLOQ* <LLOQ <LLOQ <LOD**
AT <LLOQ <LLOQ <LLOQ <LOD
AV 13.5 <LLOQ <LLOQ <L.OD
AIH <LLOQ <LLOQ <LLOQ 1,4
AK <LLOQ <LLOQ <LLOQ 1
AQ <LLOQ <LLOQ <LLOQ 1,6
ATCC 25466 <LLOQ <LLOQ <LLOQ 50

*<LLOQ - pod mez kvantifikace (lower limit of quantification) (2,50, 3,75 a 3,75 ug/ml pro
MTL, NDL a PPL), ** <L.LOD - pod mez detekce (limit of detection) (1 ug/ml)

108



VYSLEDKY

1.0 'il e
’ W \/\/w
:_J /

0.0-

10 u jAIH
) W\MAV\W

: '
0.0

1.0 T

AU
L

AU
A L

'( ATCC 25466

0.

AU
A L

n.o-'—J A

1.0

LIN standard

0.

AU

PP L

D__.I"Vx -

0.5 1.0 15 20 2.5 3.0 3.5

t (min)
Obr. 36: UPLC chromatogramy fermentacnich médii:

JAQ a jJAIH - mutantni kmeny S. lincolnensis jAQ a jAIH
ATCC 25466 - produkcéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466
Standard - standard linkomycinu (250 pg/ml)

Latky sretenénim casem a spektrem, odpovidajicimi linkomycinu, jsou oznaceny
Sipkami.

Vzorky jAQ a jAIH byly pred analyzou 30x koncentrovany. Vzorek ATCC 25466 byl
pred analyzou 15x koncentrovan.

Podminky UPLC analyzy: analyticka kolona BEH C 18 (50 x 2,1 mm L.D., primeér ¢astic

1,7um), mobilni faze 1mM mravencan amonny, pH 9.0 : acetonitril, 76:24 (v/v),
pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce p¥i vinové délce A = 194 nm.
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Obr. 37: UPLC chromatogramy fermentacnich médii:

jAV, jAU a JAT - mutantni kmeny S. lincolnensis jAV, jAU a jAT
ATCC 25466 - produkcni kmen S. lincolnensis ATCC 25466

Latky sretenénim ¢asem a spektrem, odpovidajicimi linkomycinu, jsou oznaceny
Sipkami.

Vzorky jAV, jAU a jAT byly pred analyzou 30x koncentrovany. Vzorek ATCC 25466 byl
pred analyzou 15x koncentrovan.

Standard - standard linkomycinu (250 pg/ml).

Podminky UPLC analyzy: analyticka kolona BEH C 18 (50 x 2,1 mm L.D., primér ¢astic
1,7um), mobilni faze 1mM mravencan amonny, pH 9.0 : acetonitril, 76:24 (v/v),
prutokova rychlost 0,4 ml/min, detekce p¥i vinové délce A = 194 nm.
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Obr. 38: HPLC chromatogramy fermentacnich médii:

Standard - standard PPL (50 pg/ml) v kultiva¢nim médiu

JAV - mutantni kmen S. lincolnensis jAV
ATCC 25466 - produkeéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466

Latky s retencnim ¢asem a spektrem, odpovidajicimi PPL, jsou oznaceny Sipkami.

Podminky HPLC: Luna Cig (250 x 4.6 mm [.D.; primér ¢astic, 5 pm; Phenomenex),
laboratorni teplota. Mobilni faze: slozka A, 20 mM mravenan amonny (pH 4.7) a
acetonitril (10:1 v/v); a slozka B, acetonitril; pratokova rychlost 1,25 ml/min,
s nasledujici linearni gradientovou eluci (min/%B): 0/30; 1/30; 13/65; 15/100;
fluorescencni detekce (Aex = 240 nm; Aem = 417 nm).
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5.1.2.4. Obohacovaci pokusy

U kment S. lincolnensis jAIH, AK, jAQ, jAT, jAU a jAV byla sledovana schopnost
obnovit produkci linkomycinu po pridani jeho prekurzorii do media. Spory kmenti
byly zaoCkovany na blo¢ky agaru s pridavkem jednotlivych prekurzorti PPL a MTL.
Kmeny S. lincolnensis jAIH, AK, jAQ, jAU a jAV byly zaockovany také na agar obohaceny
0 oba prekurzory linkomycinu. Po tydnu kultivace v 28°C byly blo¢ky premistény na
agarovou plotnu prevrstvenou suspenzi K. rhizophila, a po 16 h byly odecteny z6ny
inhibice ristu.

Produkce linkomycinu byla u kmenu S. lincolnensis jAT obnovena po pridani MTL,
coZ ukazuje na roli ImbT v biosyntéze této cukerné molekuly (Obr. 39).

Kmeny S. lincolnensis jAIH, AK a jAQ produkuji linkomycin v nizkych
koncentracich i bez pridavku PPL a MTL, avsak zadné z6ny kolem kontrolnich blockt
s vodou zaznamenany nebyly. Zony, indikujici zvySeni produkce u téchto tfi kmend,
byly ale zaznamendny v okoli blockd jak sjednotlivymi prekurzory, tak i sjejich
kombinaci. V druhém pripadé produkce byla vyrazné vétsi, coz miize byt vyvolano
nadbytkem obou prekurzorii vmédiu (Obr. 39). Pro potvrzeni pritomnosti
linkomycinu ve vzorcich kmeni S. lincolnensis jAIH, AK a jAQ byly bloc¢ky agaru
homogenizovany v methanolu a analyzovany metodou UPLC (ukazka UPLC
chromatogrami pro kmen S. lincolnensis AK je na Obr. 40). Frakce s retencnim ¢asem
standardu linkomycinu byly extrahovany a analyzovany hmotnostni spektrometrii,
kterd potvrdila pritomnost linkomycinu ve vzorcich médii kmenit S. lincolnensis jAIH,
AK a jAQ pred a po obohacovacich pokusech (ukazka hmotnostniho spektru
linkomycinu je na Obr. 41).

V okoli bloc¢kt, na kterych byly péstovany kmeny jAU a jAV, nebyly zaznamenany
Zadné zony (Obr. 39).
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Obr. 39: Obohacovaci pokusy s mutantnimi kmeny S. lincolnensis jAIH, AK, jAQ,
jAT, jAU a jAV (WT - S. lincolnensis ATCC 25466).
Ptidané prekurzory:
H,0 - ptidana voda (kontrola)
PPL - aminokyselinova slozka linkomycinu (200 pg/ml)
MTL - cukerna slozka linkomycinu (200 pg/ml)
PPL + MTL - ptidano PPL a MTL (po 200 pg/ml)
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Obr. 40: UPLC analyza extrahovanych agarovych blockii z obohacovacich
pokusti:

AK+PPL - kmen S. lincolnensis AK, ktery rostl na agaru obohaceném o PPL

AK+ PPL a MTL - kmen S. lincolnensis AK, ktery rostl na agaru obohaceném o PPL a
MTL

AK+MTL - kmen S. lincolnensis AK, ktery rostl na agaru obohaceném o PPL

AK - kmen S. lincolnensis AK, ktery rostl na neobohaceném agaru

Standard - standard linkomycinu (3,9 pg/ml)

Latky s reten¢nim Casem a spektrem, odpovidajicimi linkomycinu, jsou oznaceny
Sipkami.

Podminky UPLC analyzy: analyticka kolona BEH C 18 (50 x 2,1 mm L.D., priimér ¢astic
1,7um), mobilni fize 1mM mravencan amonny, pH 9.0 : acetonitril, 76:24 (v/v),
pratokova rychlost 0,4 ml/min, detekce p¥i vinové délce A = 194 nm.
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Obr. 41: MS/MS spektrum linkomycinu, m/z 406,21.

Cisla u jednotlivych fragmentti vyjadi‘uji molekulovou hmotnost téchto fragmentd.

115



VYSLEDKY
5.1.2.5. Nadprodukce genu ImbU

Pro ucely vloZeni dalSi kopie potencialniho regulatniho genu ImbU (Kap. 3.6.2.) do
produkéniho kmene S. lincolnensis ATCC 25466 byl pouzit integra¢ni plazmid
pOSV556. Gen ImbU bez vlastniho promotoru byl namnoZen pomoci PCR s primery
klonUf (zacatek genu, vneseni restrik¢niho mista HindIIl) a klonUr (konec genu,
vneseni restrik¢niho mista Xhol). PCR fragment o velikosti cca 800 pb byl precistén a
Stépen enzymy Xhol a HindIIl. Pak fragment byl vloZen do vektoru oSetfeného
stejnymi enzymy. Restrikce inzertu a vektoru dvéma enzymy zajistila vloZeni genu ve
spravné orientaci ke konstitutivnimu promotoru ermE.

Plazmid svloZzenym genem ImbU byl transformovan do bunék E. coli
ET12567/pUZ8002 a transformanty E. coli ET12567/pUZ8002/p0OSV556+U byly
selektovdny na LB agaru shygromycinem (50 pg/ml). Poté byl plazmid
mezidruhovou konjugaci ptenesen do S. lincolnensis ATCC 25466 a transkonjuganty
byly selektovany prelitim MS agaru vodnim roztokem kyseliny nalidixové (finalni
koncentrace 25 pg/ml) a hygromycinu (50 pg/ml). Kmen S. lincolnensis
sintegrovanym plazmidem pOSV556+U byl pak preoCkovan na agar GYM
s hygromycinem.

Po deseti dnech kultivace ve 28°C byl kmen S. lincolnensis s dodate¢nou kopii genu
ImbU zaockovan do YEME média a po 30 h kultivace byl preoCkovan do AVM média.
Produkéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466 byl péstovan za stejnych podminek.
Kultivace byly provedeny v triplikdtech. Po ukonceni kultivace bylo fermentacni
médium analyzovano na pritomnost linkomycinu metodou UPLC.

Srovnani zjisténych koncentraci linkomycinu u produkéniho kmene (50 - 70
pug/ml) a kmene sdalsi kopii genu ImbU (100 - 120 pg/ml) ukazala priblizné

dvojnasobné zvyseni produkce v druhém pripadé.
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5.2. Cilena manipulace biosyntetické drahy linkomycinu

Rada derivati linkomycinu byla ziskana chemickou syntézou. Mezi né pati{ i latky
s delSim alkylovym fretézcem v pozici C4‘ - 4’-butyl-4’-depropyllinkomycin a 4’-
pentyl-4"-depropyllinkomycin (dale BULIN a PELIN, MAGERLEIN 1971).

Pro ziskani téchto derivatl linkomycinu cilenou apravou biosyntetické drahy byl
pouzit mutasynteticky pristup - pridavani derivati prolinu s del$sim alkylovym
retézcem do fermentacniho média kmene S. lincolnensis jAX, defektniho v biosyntéze
daného prekurzoru linkomycinu (Obr. 42). Tento kmen byl odvozen od typového
kmene S. lincolnensis ATCC 25466 a mél inaktivovany gen ImbX. Role genu ImbX
v biosyntéze PPL byla prokazana obohacovacimi testy. V dlisledku inaktivace kmen

ztratil schopnost produkovat linkomycin (SMUTNA 2007).

5.2.1. Mutasyntéza derivatil linkomycinu

Spory kmene S. lincolnensis jAX byly zao¢kovany na agarové blocky obohacené o
BUPL a PEPL. Jako pozitivni a negativni kontroly byly na blo¢ky bez ptidavki derivati
prolinu zaoCkovany kmeny S. lincolnensis ATCC 25466 a S. lincolnensis jAX. Po tydnu
kultivace v 28°C byly blo¢ky premistény na agarovou plotnu prevrstvenou suspenzi K.
rhizophila. Zoény inhibice ristu indikujici pritomnost antimikrobidlni latky byly
pozorovany po 16 h kultivace. Zény byly zjistény v okoli blocki s narostlym
kontrolnim kmenem S. lincolnensis ATCC 25466 (30 mm) a mutantnim kmenem S.
lincolnensis jAX rostoucim na médiu s pridanim BUPL (15 mm) a PEPL (30 mm).
Mutantni kmen rostouci na médiu bez piidavkl antimikrobialni latku neprodukoval.

Dale byly provedeny obohacovaci pokusy v tekutém médiu. Kmen S. lincolnensis
jAX byl kultivovan v AVM médiich s pridavkem PPL, BUPL a PEPL (200 ug/ml) po
dobu 5 dni (Kap. 4.2.12.). Pak bylo mycelium odstranéno centrifugaci, fermentac¢ni
média byla preciSténa na SPE koloné a analyzovana metodou UPLC slinearni
gradientovou eluci (Kap. 4.2.31. a 4.2.33.). Retencni Cas standardu linkomycinu za
téchto podminek byl 3,00 min.

Produkce linkomycinu nebyla zaznamenana u kmene S. lincolnensis jAX jak
v mediich bez pridavki, tak i vmédiich s BUPL a PEPL (Obr. 43). Minoritni pik

s reten¢nim ¢asem kolem 2,95 min mél UV spektrum odli$né od spektra linkomycinu.
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Obr. 42: Schematické znazornéni mutasyntetického pokusu:
. Biosyntéza linkomycinu v typovém produkénim kmenu S. lincolnensis ATCC

25466.

. Mutasyntéza v mutantnim kmenu defektnim v biosyntéze PPL. Po pridani

derivatl prolinu vznikaji derivaty linkomycinu.

(BUPL - 4-L-butylprolin, PEPL - 4-L-pentylprolin, LIN - linkomycin, BULIN - 4’-
butyl-4’- depropyllinkomycin, PELIN- 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycin).
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Naopak, UPLC analyza prokazala pritomnost piku s retencnim c¢asem a spektrem
linkomycinu ve vzorku média obohaceného o PPL (Obr. 43). V mediich s BUPL a PEPL
byly nalezeny piky s reten¢nimi €asy 5,10 a 6,40 min, odpovidajici predpokladanym
¢asim BULIN a PELIN a spektry podobnymi linkomycinu (Obr. 43). Frakce
s predpokladanymi derivaty linkomycinu byly extrahovany a analyzovany metodou
hmotnostni spektrometrie, ktera potvrdila pritomnost BULIN a PELIN v téchto
vzorcich (Obr. 44 a 45).

Pro ovéreni, zda koncentrace pridaného prekurzoru mize mit vliv na mnozstvi
produkovaného derivatu linkomycinu byl proveden obohacovaci pokus v tekutém
meédiu s BUPL a PEPL o finalni koncentraci 100 pg/ml. UPLC analyzou bylo zjiSténo,
Ze pri této koncentraci produkce derivati linkomycinu ztlistala fadoveé stejna (Tab. 5).

Pro srovnani byly obohacovaci pokusy provedeny rovnéz s typovym kmenem S.
lincolnensis ATCC 25466. Do kultivacnich médii bylo pfidano 200 ug/ml derivati
prolinu. Pfi stejném objemu biomasy byla v médiu pak zjisténa produkce jak
linkomycinu, tak i jeho derivatu PELIN, ovSem v nizs$i koncentraci, neZ u kmene S.
lincolnensis jAX (Obr. 46, Tab. 5). Nizka produkce linkomycinu typovym produkénim

kmenem na médiu obohaceném o BUPL se da vysvétlit nepovedenou kultivaci.

Tab. 5: Koncentrace linkomycinu (LIN) a jeho derivati (BULIN a PELIN)

ve obohacenych fermenta¢nich mediich typového a mutantniho kmeni.

Kmen LIN BULIN PELIN
WT 80
jAX -
jAX+PPL 36
WT+BUPL 2 8
jAX+BUPL (200) 57
jAX+BUPL (100) 52
WT+PEPL 15 24
jAX+PEPL (200) 38
jAX+PEPL (100) 49

Koncentrace linkomycinu a jeho derivatl (ug/ml) byla stanovena podle kalibrac¢ni krivky
standardu linkomycinu.

WT - typovy kmen S. lincolnensis ATCC 25466

jAX - kmen S. lincolnensis s inaktivovanym genem ImbX

200/100 - ptidano 200 nebo 100 pg/ml derivatu prolinu
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Obr. 43: UPLC chromatogramy fermentacnich médii:

Standard - standard linkomycinu (62,5 pg/ml)

JAX - mutantni kmen S. lincolnensis jAX

jAX +PPL, BUPL a PEPL - mutantni kmen S. lincolnensis jAX rostouci na médiich
obohacenych o PPL, BUPL a PEPL

Vzorky byly pted analyzou 10 x koncentrovany.

Podminky UPLC:

analyticka kolona BEH C18 (50 x 2,1 mm I. D., priimér ¢astic 1,7um) 35°C, davkovano
5 ul, mobilni faze ze slozky A, 1 mM mravenc¢an amonny (pH 9.0), a slozky B,
acetonitril; linearni gradientova eluce min/%B: 0/22, 3/22, 10/52.5; priatokova
rychlost, 0,4 ml/min.
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Obr. 44: MS/MS spektrum BULIN, m/z 421,2.
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Obr. 45: MS/MS spektrum PELIN, m/z 435,2.
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Obr. 46: UPLC chromatogramy fermentacnich médii:

ATCC 25466 - produkcéni kmen S. lincolnensis ATCC 25466
ATCC 25466+BUPL a PEPL - produké¢ni kmen S. lincolnensis ATCC 25466 rostouci na
médiich obohacenych o BUPL a PEPL

Vzorky byly pred analyzou 10 x koncentrovany.

Podminky UPLC:

analyticka kolona BEH C18 (50 x 2,1 mm LD., priimér ¢astic 1,7um) 35°C, davkovano
5 pl, mobilni faze ze slozky A, 1 mM mravencan amonny (pH 9.0), a slozky B,
acetonitril; linearni gradientova eluce min/%B: 0/22, 3/22, 10/52.5; priitokova
rychlost, 0,4 ml/min.
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5.2.2. Testovani citlivosti klinickych izolatl rodu Staphylococcus

Pro testovani antimikrobidlniho potencidlu derivati linkomycinu pripravenych
mutasyntézou byly pouZzity nékteré kmeny ze sbirky klinickych izolati koagulasa-
negativnich stafylokokli s definovanym rezistenénim genotypem. K vySetreni
citlivosti byly vybrany kmeny s rtznymi rezisten¢nimi profily charakterizovanymi
v piredeslych publikacich skupiny (NOVOTNA et al. 2005, NOVOTNA a JANATA 2006,
NOVOTNA et al. 2007). Obsahovaly jednak geny udilejici vysokou rezistenci
k linkosamidovym antibiotikim (ermC, ermA), dale geny pro stredni az nizkou
rezistenci (Inud, vgaAic) a nakonec geny rezistence pro jiné skupiny antibiotik (msrA
(nékteré makrolidy) a vgaA (streptograminy A)). Kmeny nesly bud’ jeden rezistenc¢ni
gen, nebo kombinaci nékolika geni. Jako kontrola byly pouzity indikatorové kmeny,
citlivé k linkosamidtim, mezi které patrily jak klinické izolaty (1180L a 174KV), taki
sbirkovy kmen Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Cast vybranych kmeni byla testovana na citlivost k BULIN a PELIN diskovou
difuzni metodou. Disky napusténé 2 a 5 pg antimikrobidlni latky byly umistény na
misku s Cerstvé naockovanou kulturou stafylokokd. Komerc¢né dostupné disky
s linkomycinem a klindamycinem (oboje po 2 pg/disk) byly pouZity jako kontrola.
Inhibi¢ni zény byly odecteny po 24 h kultivace ve 37°C. Vysledky testu jsou uvedeny
v Tab. 6. VSechny izolaty byly rezistentni k linkomycinu. Izolaty nesouci geny ermc,
ermA a vgaAic byly rezistentni ke vSem testovanym linkosamidiim, ovSem u dvou
kment s vgaAic byla namérena o néco vétsi zéna (10 - 13 mm) u klindamycinu a
derivati linkomycinu s nanesenim 5 pug na disk. U vSech sedmi kment s geny msrA a
InuA byly pozorovany zony kolem diskt s klindamycinem (15 - 30 mm) a u tfech z
nich -zény mezi 10 - 14 mm kolem diskii s 5 ug BULIN a PELIN.

Nasledujici stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) bylo provedeno u
kment, které mély inhibi¢ni zénou kolem diski s derivaty linkomycinu. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace byla stanovena agarovou dilu¢ni metodou. Do testovaného
souboru byly dale pridany kmeny Staphylococcus haemoliticus a Staphylococcus
epidermidis s inducibilnimi a konstitutivnimi ermC geny, a také kmeny se
samostatnymi [nuA, msrA a vgaA geny. Tak bylo dosaZeno vys$i variability
rezistenc¢nich profilli testovaciho soubort kment. Indikatorovy kmen S. aureus ATCC
29213 byl pouzit ke stanoveni hodnot MIC pro citlivy organizmus. Na zakladé

vysledkl diskovych testl byl k dalsimu testovani pouzit uz jen vice ucinny PELIN a
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také komercné zakoupeny klindamycin a linkomycin. Z divodu malého mnoZstvi
dostupného derivatu linkomycinu bylo méreni provedeno v mikrotitra¢nich
destickach. Agary srlznymi koncentracemi antibiotik byly rozpipetovany do
jednotlivych jamek v destickach (Kap. 4.2.16.). Jamky byly nasledné zaockovany
suspenzi testovanych kment. Desti¢ky byly inkubovany ve 37°C a minimaln{ inhibi¢n{
koncentrace byly odecteny po 24 h kultivace. Hodnoty MIC pro jednotlivé kmeny jsou
uvedeny v Tab. 7. Kmeny s konstitutivnimi ermC a vgaA.c geny mély vysoké hodnoty
MIC pro vSechna pouzitd linkosamidova antibiotika. Naopak, kmeny nesouci erm(:
geny s inducibilni expresi, byly ke vSem linkosamidiim citlivé. Stejné tak i kmeny se
samostatnym genem msrA, neudilejicim rezistenci klinkosamidiim, byly podle
ocekavani ve vSech pripadech citlivé. Kmeny se samostatnym genem InuA, podobné
jako v kombinaci s msrA, byly vysoce rezistentni k linkomycinu. Hodnoty MIC pro
PELIN u kmenu s InuA genem se bliZily hodnotam pro klindamycin. PELIN tedy mél
mnohem lepsi antimikrobialni ic¢inky viici témto kmenim neZ linkomycin.

Pro zjiSténi, zda PELIN umi indukovat expresi ermC genu, byl proveden diskovy
indukeni test. Ktomuto ucelu byly vybrany kmeny s inducibilnim a konstitutivnim
genem ermC, které byly naockovany na agarové plotny. Na tyto plotny byly pak
umistény disky s indukujicim antibiotikem erythromycinem a v jejich blizkosti disky
s PELIN a kontrolnim neindukujicim linkomycinem nebo klindamycinem. Plotny byly
inkubovany pri 37°C po dobu 16 h. Inhibi¢ni zény ve formé pismene D u kmenu
s inducibilnimi geny ermC a ermA prokazaly, Ze PELIN je, podobné jako linkomycin a

klindamycin, neindukujicim antibiotikem (Obr. 47).
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Tab. 6: Testovani citlivosti kmenii stafylokokti diskovou difuzni metodou.

Inhibi¢ni zéna (mm)

Kmena Druhb  Rezistencni geny Rezistence¢ LIN (2 ug)* KLI (2 pg)*  BULIN (2 pg/5 pg)* PELIN (2 ug/5 ng)*
1043UL STHA ermC ELK 5 5 5 5
1770L STEP ermA ELK 5 5 5 5
2220L STHA vgaAic LK 5 12 5/7 5/13
290L STHA vgaAic LK 5 10 5/10 5/10
140UL STHA vgaAic LK 5 5 5 5
45PL STHA vgaAic LK 5 8 5 5
1036UL STEP ermC, vgaAic ELK 5 5 5 5
1032UL STHA msr4, InuA EL 5 15 5/7 5/13
1001KR STHA msr4, InuA EL 5 18 7/10 8/14
141KV STHA msrA, [nuA EL 5 18 5/7 13/14
59BB STHA msrA, [nuA EL 5 28 5 8
1130L STHA msrA, [nuA EL 5 30 5 5
590V STHA msrA, [nuA EL 5 35 5 5
227KR STHA msrA, nuA EL 5 30 5 10
ermC, msrA,
64BB STHA vgaAic ELK 5 5 5 5
ermC, msrA,
71BB STHA vgaAic ELK 5 5 5/5 5
320L STEP  InuA, msrA, vgaAic ELK 5 10 5/5 5
citlivé
1180L ST 30 28 30 33
174KV ST 40 40 40 40

*LIN - linkomycin, KLI - klindamycin, oboje disky Oxoid (2 pg/disk), BULIN a PELIN pripravené disky po 2 a 5 pg/disk. Primér disku je 5 mm. Velikost zdny se

pocitala spolec¢né s velikosti disku.
aDvé pismena v nadzvu izolatu oznacuji ndzev nemocnice, odkud kmen pochazi (Kap. 4.1.1.).

bSTHA - S. haemolyticus, STEP - S. epidermidis, STAU - S. aureus, ST - Staphylococcus
¢E - erythromycin; L - linkomycin; K - klindamycin
Hrani¢ni prameér inhibi¢nich zén pro citlivé kmeny stafylokokd je v pripadé klindamycinu vétsi nebo se rovna 21 mm (URBASKOVA 1998).
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Tab. 7: Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC).

MIC pg/ml
Kmen? Druhb Rezisten¢ni geny Rezistence LIN KLI PELIN
44KR STEP ermC ELK 64 >16 64
134PL STHE ermC ELK 32 >16 32
32PL STEP ermCi ELiKi 1 0,125 0,25
31UL STHA ermCi ELiKi 1 0,5 0,5
290L STHA vgaAic LK 64 16 32
2220L STHA vgaAic LK 64 16 32
650L STHA ermC, vgaAic ELK 128 4 128
1036UL STEP ermC, vgaAic ELK >256 >16 64
1290V STEP msrA E 1 0,25 0,25
202BB STHA msrA E 1 0,125 0,25
167KV STHA msrA E 1 0,125 0,25
1020L STEP InuA L 64 1 2
123PL STHA InuA L 128 2 8
59BB STHA msrA, InuA EL 64 1 8
227KR STHA msrA, InuA EL 128 1 16
1032UL STHA msrA, InuA EL 64 0,5 8
1001KR STHA msrA, InuA EL 256 0,25 8
141KV STHA msrA, InuA EL 128 1 8
1130L STHA msrA, InuA EL 128 1 8
320L STEP  msrd, Inud, vgaAc ELK >256 16 64
CIP 107907  STAU vgaA 4 0,25 0,5
ATCC 29213  STAU 1 0,125 0,25
aKap. 4.1.1.

bSTHA - S. haemolyticus, STEP - S.epidermidis, STAU - S. aureus
CE - erythromycin; L - linkomycin; K- klindamycin; Li, Ki - inducibilni rezistence.
Hraniéni koncentrace klindamycinu pro citlivé kmeny stafylokokt je mensi nebo se rovna 0,5 pug/ml (URBASKOVA 1998).
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Kmen 181KV 64BB 125KR
Rezisten¢éni

profil ELiKiPi ELKP ELKiP
Rezisten¢éni

geny ermCi msrA ermCe msrA ermAi [nuA

Obr. 47: Diskovy induk¢ni test.

Kmeny 181KV a 125KR nesou geny ermC a ermA s inducibilni expresi.
Kmen 64BB nese ermC, ktery je pfepisovan konstitutivneé.

E - erythromycin (15 pg/disk) - induktor rezistence

L - linkomycin (2 pg/disk) - neindukujici antibiotikum

C - klindamycin (2 pg/disk) - neindukujici antibiotikum

P - PELIN (2 pg/disk)

ELiKiPi - inducibilni rezistence k lincomycinu, klindamycinu a PELIN

ELKP - konstitutivni rezistence
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5.3. Testovani (,screening”) sbirky ptidnich aktinomycet

Posledni ¢ast predkladané prace méla za cil prozkoumani a posouzeni prirodnich
zdrojii homologii genl specifickych pro biosyntetické shluky linkosamidovych
antibiotik.

V predchozich letech byly k témto tcelim provedeny odbéry vzorki plid z rliznych
lokalit v Ceské republice, Rakousku a Italii (SAGOVA-MARECKOVA et al. 2008,
CERMAK et al. 2008, SAGOVA-MARECKOVA a KOPECKY, osobni sdélenf). Tyto lokality
se liSily pH, typem pldy a rostlinnymi spoleCenstvimi (Tab. 8). Aktinomycety
z pldnich vzorki byly selektivné izolovany na agarovych plotnach s cykloheximidem
podle protokolu popsaného v CERMAK et al. 2008. V$echny izolované kmeny (celkem
719 kmend) byly testovany na schopnost produkce antimikrobidlnich latek
vySetrenim citlivosti indikatorovych kment K. rhizophila CCM 552 a E. coli CCM 3988
(PLHACKOVA, osobni sdelen).

Pro zjisténi Cetnosti vyskytu a diverzity producentii sekundarnich metabolitd, tedy
potencidlniho zdroje novych gent, v rtizném pldnim prostiedi byla provedena PCR
analyza vybranych kment z této sbirky. Kmeny byly vybirany podle morfologickych
znaki, typickych pro aktinomycety, a dale na zakladé vysledkl testii citlivosti.
Srovnani podle téchto dvou parametri vyloucilo potencidlné stejné mikroorganizmy

a celkovy pocet k analyze byl tak zredukovan na 386 kment.

Tab. 8: Nazvy a vlastnosti pokusnych lokalit. Poc¢ty testovanych kmenti

z jednotlivych lokalit.

Lokality pH ptdy podlozi vegetace pocet kmenti
Srbsko (SR) 7,7 kambizem smiseny les 52
Tiebon (TR) 4 podzol smiSeny les 73

Dévin (DE) 7,8 rendzina step 42
Oblik (OB) 7,9 kambizem step 7
Nechranice (NE) 6,1 smonica listnaty les 12
Zakopané (ZA) 3,7 ns borovice 9
Gargano (GA) ns ns ns 15
Stampftal (ST) 7,62 rendzina borovice 62
Merkenstein (ME) 8,1 rendzina borovice 114

ns- nebylo stanoveno
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5.3.1. Testovani kmenii na pritomnost genti rezistence

Jako ,sondy*“ potencialné novych genovych shlukd, byly vybrany geny rezistence k
linkomycinu - ImrB, kédujici 23S rRNA methyltransferasu a ImrC, jehoZ proteinovy
produkt patfi do rodiny ABC transportéri. K jejich vyhledavani u jednotlivych kmeni
byly pouZity degenerované primery, navrzené na zakladé srovnavaci analyzy
konzervovanych udsekl piibuznych rRNA methyltransferas a ABC transportéri.
Testovani sbirky ptidnich aktinomycet na pritomnost hledanych genti bylo provedeno
pomoci metody koloniové PCR. Mikroorganizmy byly péstovany na plotnach s GYM
agarem po dobu 5 - 7 dnii a malé mnoZstvi narostlého mycelia bylo odebrano a
pouzito jako templat do reakce. SloZeni a podminky PCR jsou uvedeny jsou uvedeny
v Kap. 4.2.26. Produkty PCR o ocekavané velikosti kolem 450 pb (Obr. 48) byly
preciStény soupravou MinElute PCR purification kit (Qiagen) a vloZeny do plazmidu
pGEM pomoci TA klonovani (Kap. 4.2.28.). Ligatni smés byla transformovana
teplotnim Sokem do bunék E. coli JM109. Buniky byly selektovany modrobilou selekci.
Bile kolonie byly testovany na pritomnost plazmidu s vloZenym inzertem koloniovou
PCR. Fragmenty PCR o velikosti cca 700 pb (450 pb - inzert a cca 200 pb - okoli
inzer¢niho mista) byly precistény soupravou a sekvenovany z sekvenacnich primeri
pUCM13.

Jako prvni byly vyhleddvany homology genu ImrB pomoci primert rB1f a rB1r.
23S rRNA methyltransferasy byly nalezeny u 7 (1,8%) ze vSech testovanych kmend.
Nejvic pozitivnich kmenl pochazelo z rakouskych oblasti Merkenstein (4 kmeny).
DalSi dva kmeny byly ze Srbska a jeden z Nechranic (tab. 9).

Ve spolupraci s Petrou Sanderovou z Vyzkumného dstavu rostlinné vyroby bylo
provedeno vyhleddvani homologl dalSitho rezisten¢niho genu ImrC svyuZitim
primerta rC4f a rC4r. Produkty koloniové PCR a velikosti kolem 900 pb (Obr. 49) byly
klonovany do plazmidu pGEM a sekvenovany. Homology ImrC byly nalezeny u 6,2%
kment (vtomto pripadé bylo testovano pouze 341 kmeni). U dvou kmeni byly
nalezeny najednou dva ABC transportéry homologni ImrC. Nékteré kmeny byly
zaroven pozitivni i na ImrB homology. I v tomto piipadé nejvice kmeni bylo pivodem

z lokalit Merkenstein a Stampftal (Tab. 9).
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Standard (1kb PLUS DNA ladder)
4.,5.,6.,7., Nespecifické produkty
Homolog ImrB

1.
2,
3.
8. ImrB ze S.lincolnensis ATCC 25466

Obr. 48: Priklad vysledkti koloniové PCR s pouzitim degenerovanych
primeru pro vyhledavani homologi genu ImrB.

1000
800

1. Standard (1kb PLUS DNA ladder)
2. Homolog ImrC

Obr. 49: Priklad vysledku koloniové PCR s pouzitim degenerovanych
primerit pro vyhledavani homologii genu Imrc.
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5.3.2. Fylogeneticka analyza kment

Dalsi analyza byla provedena jen s kmeny obsahujicimi homology Imr gent (37
kmenti). Naprosta vétSina kmenid vsouboru pochazelo zrakouskych oblasti
Merkensteinu a Stampftalu (33 kment).

Pro urceni druhové diverzity souboru u v§ech 37 kmenti byla udélana sekvenacni
analyza 16S rRNA. Useky 16S rRNA byly namnoZeny pomoci koloniové PCR
s pouzitim univerzalnich primeri 16Seu27f a 16Seu783r. Produkty PCR o velikosti
800 pb byly preciStény a sekvenovany z primeru 16Seu27f. Ze ziskanych sekvenci
16S rRNA byl sestaven fylogeneticky strom, do kterého pro srovnani byly pridany
sekvence 16S rRNA znamych kmend. Pomoci analyzy 16S rRNA se zjistilo, Ze
testovany soubor byl celkem riiznorody, a nékteré kmeny byly blizce ptribuzné jiz
znamym producentiim antibiotik. Dale se zjistilo, Ze soubor obsahuje nékolik
mikroorganizmt se stejnou sekvenci 16S rRNA a také jednu bakterii jiného rodu,
které byly z vybéru vylouceny. Celkem zbylo 24 kmeni (Tab. 9, Obr. 50).

K ucelim fylogenetické analyzy Imr homologl byly vybrany geny jen z kment
s odliSnou sekvenci 16S rRNA. Z DNA sekvenci homologti ImrB (7 sekvenci) a ImrC
(23 sekvence) byly sestaveny fylogenetické stromy. Pro srovnani byly piidany
sekvence ImrB a ImrC ze S. lincolnensis ATCC 25466.

Gen ImrB zS.lincolnensis tvoril fylogeneticky pribuznou vétev se tfemi geny
z celkovych sedmi analyzovanych homologt (Obr. 51). Gen ImrC tvoril fylogeneticky

pribuznou vétev jen s jednim homologem z celkovych 23 (Obr. 52).

5.3.3. Testovani produk¢éniho potencialu

U vybranych 24 kmeni byla provedena chromatograficka analyza fermentacniho
média na pritomnost sekundarnich metabolitti. Co se tyCe antimikrobialnich profilt,
vybér obsahoval kmeny produkujici latky s bioaktivitou proti K. rhizophila (14
kmenti) a kmeny s Zadnou aktivitou (10 kmenti). Kultury byly péstovany po dobu 10
dnti v50 ml GYM média (Kap. 4.2.8.), pak byly buiiky oddéleny centrifugaci a 30 ul
fermenta¢niho média bylo naneseno na hlinikovou desku pokrytou silikagelem.

Linkomycin (2 pg) byl nanesen jako standard.
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Tab. 9: Souhrnna tabulka vysledkii analyzy 24 kment ptdnich aktinomycet.

Kmen Lokalita ImrB ImrC TLC Bioaktivita

528 DE + - +

1 ME + - +
22 ME + - -
32b ME + - -
80 ME + 1 -
83 ME + 3 -
116 ME + + 2 +
118 ME + + 1 +
803 ME + - +
815 ME + -
818 ME + - -
829 ME + 2 -
830 ME + - -
905 ME + - +
229 NE + 3 -
150 OB + 1 +
49 SR + 1 +
87 SR + + 2 +
870 ST + 1 +
928 ST ++ 1 +
930 ST + - -
931 ST ++ 1 -
934 ST + 2 +
937 ST + - +

Kmen - popisné ¢islo kmenu

Lokalita - lokalita, kde byl kmen izolovan (viz Tab. 8)

ImrB - (+) kmen obsahuje gen homologni ImrB ze S. lincolnensis

ImrC - (+) a (++) kmen obsahuje jeden nebo dva geny homologni ImrC ze S. lincolnensis
TLC - pocet detekovanych metabolitti pomoci tenkovrstvé chromatografie (systém B,
detekce UV svétlem a postiikem orcinolovym ¢inidlem)

Bioaktivita - kmen produkuje (+) nebo neprodukuje (-) latky s aktivitou proti K.
rhizophila
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Pro vybér vhodné mobilni faze byla nejprve provedena chromatograficka analyza
médii dvou vybranych kment a linkomycinu se ¢tyfmi rliznymi smésmi o rozdilné
polarité (Kap. 4.2.35.). Latky byly detekovany pod UV svétlem, postiikem
orcinolovym a anisaldehydovymi ¢inidly, a dale parami jodu.

Lepsiho rozdéleni a detekce vice latek z testovanych vzorkl bylo dosazeno pfri
pouziti mobilni fazi B (chloroform, methanol a amoniak), ktera se béZné pouZiva pro
analyzu linkomycinu (Tab. 10). Proto pro analyzu dalSich fermentac¢nich médii se
pouZzivala tato soustava v kombinaci s detekci UV svétlem a orcinolovym cinidlem.

Pocet detekovanych latek u jednotlivych kment je zaznamenan v Tab. 9.

Tab. 10: TLC analyza linkomycinu a fermenta¢nich médii dvou nahodné

vybranych kmenii.
Retencni faktor
Mobilni faze/detekce Linkomycin* Kmen ¢.1 Kmen ¢.2
A (diethylether)/UV, anisaldehyd 0,06 0,45a 0,85 0,3
B (chloroform)/UV, orcinol 0,43 0,42a0,73 0,09;0,16; 0,43 a 0,57
C (ethylacetat)/UV, anisaldehyd 0,15 0,55a0,72 0,47
D (n-butanol)/UV, jéd 0,29 0,67 0,35a0,78

TLC analyza byla provedena s riiznymi mobilnimi fazemi a detekénimi ¢inidly. Linkomycin byl vzdy

detekovan reakci s orcinolovym c¢inidlem
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Obr. 50: Fylogeneticky strom pi‘ibuznosti kmenti na zakladé sekvence

16S rRNA.

K sestaveni stromu byly pouzity ziskané sekvence 16S rRNA zpldnich kmeni
aktinomycet (na obrazku jsou uvedena popisna ¢isla kment a dvé pocatecni pismena z nazvu
lokality) a 16S rRNA znamych producentii antibiotik. Strom byl sestaven metodou
,bootstrapping” s 1000 replikami. Hodnoty ,bootstrap“ u jednotlivych vétvi vyjadruji
v procentech mnozstvi replik, ve kterych se tvorily dané skupiny. Tato hodnota tedy udava

miru spolehlivosti fylogenetickych vétvi.
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Obr. 51: Fylogeneticky strom piiibuznosti skupin homologa ImrB.

K sestaveni stromu byly pouzity ziskané sekvence homologl ImrB z plidnich kmeni
aktinomycet (na obrazku jsou uvedena popisna ¢isla kmenid a dvé pocatecni pismena
znazvu lokality) a genu ImrB ztypového kmene S. lincolnensis ATCC 25466 (S.

lincolnensis).

Strom byl sestaven metodou ,bootstrapping” s 1000 replikami. Hodnoty ,bootstrap” u
jednotlivych vétvi vyjadiuji v procentech mnozstvi replik, ve kterych se tvorily dané
skupiny. Tato hodnota tedy udava miru spolehlivosti fylogenetickych vétvi.
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Obr. 52: Fylogeneticky strom piibuznosti skupin homologt ImrC.
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K sestaveni stromu byly pouzity ziskané sekvence homologi ImrC z plidnich kmeni
aktinomycet (na obrazku jsou uvedena popisna ¢isla kmenid a dvé pocatecni pismena
znazvu lokality) a genu ImrC ztypového kmene S. lincolnensis ATCC 25466 (S.
lincolnensis). Cisla 1 a 2 u kment 928 a 931 oznacuji riizné geny izolované ze stejného
kmene.

Strom byl sestaven metodou ,bootstrapping” s 1000 replikami. Hodnoty ,bootstrap“ u
jednotlivych vétvi vyjadruji v procentech mnozstvi replik, ve kterych se tvorily dané
skupiny. Tato hodnota tedy udava miru spolehlivosti fylogenetickych vétvi.
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6. DISKUZE

Linkosamidova antibiotika, napt. linkomycin a celesticetin, maji ve srovnani
s ostatnimi typy antibiotik pomérné jednoduchou molekularni strukturu. Nicméné
tyto molekuly obsahuji mista tzv. ,horké body"“, jejichZ modifikace vede ke vzniku
ucinnéjsich latek. Velké mnozZstvi zejména linkomycinovych derivatii bylo pripraveno
v60 - 70. letech minulého stoleti chemickou ¢i semisyntetickou cestou.
Klindamycin, vytvoreny chloraci linkomycinu, je jako jediny z téchto derivati klinicky
pouZzivan. Je uUCinny proti aerobnim a anaerobnim grampozitivnim bakteriim a
v kombinaci s dal§imi antimalariky p¥i 1é¢bé malarie (SPIZEK a REZANKA 2004a).
Dal$i semisynteticky derivat, pirlimycin, je vyuZivan ve veterinarnim lékafstvi.
Ostatni, Casto mnohem ucinnéjsi derivaty, nebyly zavedeny do klinické praxe
piredevsim kviili jejich ndkladné chemické syntéze. Proto je dtlezité hledat jiné, méné
nakladné zplisoby pripravy téchto i moznych dal$ich ucinnéjsich derivatt. Jednim ze
zpusobl je genetickd modifikace produkéniho kmene, ktera by vedla ke tvorbé
hybridnich latek na bazi linkosamidi.

Vyzkum v nasi laboratofi je zaméren na vyzkum biosyntetickych drah obou
linkosamidovych antibiotik. Podrobna znalost funkci jednotlivych gend v téchto
drahach je zakladem pro vznik hybridnich latek na bazi linkosamidi. Jako modelovy
organizmus je pouzivan kmen producenta linkomycinu S. lincolnensis ATCC 25466. Na
tomto kmenu byla v minulosti provedena série pokusli vedouci k objasnéni funkci
nékolika genti dcastnicich se biosyntézy linkomycinu.

Cilem predloZené dizertac¢ni prace bylo studium Imb genl vyuzitelnych pro
pripravu hybridnich latek. Prvni ¢ast prace byla zamérena na analyzu gent se zatim
neznadmou C¢i predpokladanou funkci v biosyntéze linkomycinu. Tyto geny byly
vytipovany na zakladé srovnavaci analyzy shluk pro biosyntézu linkomycinu a
celesticetinu, které byly sekvenovany v nasi laboratori (KOBERSKA et al. 2005, 2008,
KOBERSKA et al. ¢lanek v ptipravé).

Pomoci této analyzy byla nalezena jedna z potencidlnich podjednotek NDL-
synthetasy, fosfopantethein (PP) vazebna doména, ktera funguje jako prenaSec
aktivované aminokyseliny pred jeji kondenzaci s aminocukrem. Zajimavosti je, Ze gen
kédujici tento protein nebyl nalezen jako samostatny gen, ani jako soucast geni

kodujicich potencialni podjednotky NDL-synthetasy (NOVOTNA 2008). Potencialni
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prenaSeC tvoril vIimb shluku N-koncovou cast proteinu kédovaného genem ImbN,
zatimco jeho analog byl v cch shluku nalezen jako C-koncova doména proteinu CcbZ.
Takové usporadani, tedy propojeni s geny nesouvisejici funkce, je vyjimecné, navic
pozoruhodny je pohyb PP modulu mezi sousedicimi geny. Pro analyzu genu ImbN byl
navrzen inaktivacni pokus tak, aby byl cely gen ImbN nebo jeho jednotlivé koncové
casti vchromozomu S. lincolnensis ATCC 25466 nahrazeny tzv.,jizvami“, které
nezabranuji transkripci dalSich genti ve stejném ctecim ramci. U mutantnich kment
byla sledovana produkce linkomycinu a zkousena komplementace funkci obou ¢asti
genu ImbN pridanim jednotlivych prekurzorii antibiotika.

Inaktiva¢ni a nasledné fermentacni pokusy prokazaly, Ze ImbN gen a obé jeho
Casti jsou nezbytné pro biosyntézu linkomycinu, jelikoZ vSechny tii mutantni kmeny
ztratily schopnost produkovat linkomycin. Pomoci obohacovacich testli bylo
zjiSténo, Ze u kmene s odstranénou C-koncovou doménou doslo pfi ristu na médiu
s pridanym MTL kobnoveni produkce linkomycinu. Tento vysledek potvrdil
predpokladanou roli C-koncové c¢asti proteinu LmbN v biosyntéze cukerného
prekurzoru linkomycinu. Zaroven tento pokus prokazal, Ze potencionalni prenasec, je
aktivni i jako samostatnd doména, nezavisle na pritomnosti zbytku proteinu. To
znamena, Zze LmbN bude s nejvétsi pravdépodobnosti bifunkénim proteinem, jehoZz
domény se ucastni dvou raznych ¢asti biosyntetické drahy. Podobny protein EntB byl
popsan v biosyntéze sideroforu enterobactinu. Na C-koncovou doménu EntB je
posttranslacné navazan fosfopantetheinovy zbytek a protein ma funkci prenasece
arylu. Zbytek proteinu ma lyasovou aktivitu (GEHRING et al. 1997). Nelze vyloucit ani
to, Ze dochazi ke Stépeni proteinu LmbN na dvé oddélené fungujici ¢asti. AvSak pro
tuto moznost na druhé strané neni zadny dtikaz.

Jednim zdals$ich dikaz funkce proteinu LmbN jako podjednotky NDL-
synthetasy je jeho interakce s proteinem LmbE, pravdépodobnou katalytickou
doménou, zodpovédnou za vznik amidové vazby mezi obéma stavebnimi kameny
(NOVOTNA 2008). Analyza piitomnosti prekurzord linkomycinu ve fermentaénim
meédiu kmene S. lincolnensis AN_PP zjistila, Ze absence prenaSece aktivovaného PPL
vede k hromadéni tohoto prekurzoru v médiu. Podobny jev nebyl pozorovan v
pripadé inaktivace isomerasy a celého ImbN genu, ackoliv nebyl zretelné blokovan
zadny krok biosyntézy PPL. To miiZe napovidat o spolecné regulaci produkce obou
prekurzorid. Pokud je blokovana syntéza jednoho z prekurzort, neni aktivni ani druha

biosynteticka vétev. Zajimavym faktem ovSem je, Ze u kmene S. lincolnensis AN_PP
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zaroven s hromadicim se PPL nebyla zjiSténa zvySena koncentrace MTL. Vyznamné
koncentrace prekurzoru MTL nebyly zjistény viibec u Zadnych z testovanych kmenti.
MoZnym vysvétlenim je citlivéjSi regulace jeho produkce nebo rychld spotreba
k jinym bunéénym procestim.

DalSi inaktivacni pokusy byly provedeny s geny ImbIH, K, Q, T, Ua V:

Proteiny LmbIH a LmbQ maji vzajemnou homologii (46% shody v useku o
délce 50 aminokyselin) a patii do skupiny TIdD/TIdE proteinti. U proteint TldD a
TIdE byla navrZena funkce modulatort aktivity DNA gyrasy (MURAYAMA et al. 1996).
Mechanizmus plsobeni zatim neni piresné znam, predpoklada se jejich proteolyticka
aktivita, které bud’ pfimo, nebo nepiimo ovliviiuje $tépeni prekurzoru mikrocinu -
peptidového inhibitoru gyrasy - za vzniku jeho aktivni formy. Tato forma je pak
sekretovana z buiiky ven. Proteolyticka aktivita byla prokazana nepiimo genetickymi
pokusy (hromadénim prekurzoru mikrocinu vbuinikkdch mutantnich kmeni),
potvrzeni na proteinové urovni zatim provedeno nebylo (RODRIGUEZ-SAINZ et al.
1990, ALLALI et al. 2002). Tato skupina protein je vysoce konzervovana a piitomna
u mnoha druhii archebakterii a eubakterii, véetné aktinomycet. VétSinou se nachazi
vparech se vziajemnou homologii, z cehoz se da predpokladat jejich Sirsi
fyziologickou roli, nezZ maturace mikrocinu (ALLALI et al. 2002). Dalsi homolog genu
ImbIH byl nalezen jako soucast shluku genl ucastnicich se sekre¢ni drahy
v Bradyrhizobium japonicum (MULLER et al. 1995). Protein LmbIH ve srovnani
s biosyntetickym proteinem Lmb] je v buiikach pritomen v detekovatelné koncentraci
jen po kratkou dobu, lze proto predpokladat spiSe regulacni roli daného proteinu
(HOLA et al. 2003).

Inaktivace gent ImbIH a ImbQ vedla k poklesu produkce linkomycinu na 3%
obvyklé produkce. To potvrzuje predpoklad, Ze jimi kddované proteiny nemaji funkci
biosyntetickou, ale spi§ podplirnou nebo regula¢ni. Priddni jednoho ¢i obou
prekurzori do fermentacniho agaru zvysilo produkci, zvlast v posledné jmenovaném
pripadé. Na zdkladé daného pozorovani lze predpokladat, Ze proteiny LmbIH a
LmbQ zatim nezndmym mechanizmem ovliviiuji aktivitu nékterého zkrokul
biosyntetické drahy. Pii absenci jednoho ze dvou proteini muize dochazet ke sniZeni
aktivity prisluSného enzymu a tim i produkce linkomycinu, coZ je pravdépodobné
kompenzovano piiddnim MTL a PPL do média vnadbytku. Vysledky
dvouhybridovych testli prokazaly interakce LmbIH a LmbQ s potencialnimi
podjednotkami synthetasy LmbE a LmbD (NOVOTNA 2008), z ¢ehoZ lze uvaZovat o
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pomocné funkci LmbIH a LmbQ pri kondenzacni reakci. Oba proteiny maji nizky
stupenn homologie a jednim z hypotetickych vysvétleni je, Ze se mohou navzajem
vurcité mire zastupovat. OvSem neni mozZna uplna komplementace funkce
chybéjiciho proteinu druhym z dvojice. Stejny jev byl popsan rovnéz u proteinti TldD
a TIdE (ALLALI et al. 2002). Regulacni funkci budou s nejvétsi pravdépodobnosti mit i
homologni proteiny z biosyntézy celesticetinu CcbIH a CcbQ (KOBERSKA, osobni
sdéleni). Dalsi pokusy na trovni proteint jsou nutné pro potvrzeni dané teorie a
vysvétleni presného mechanizmu ptlisobeni téchto proteint.

Homology proteini LmbK patii podle BLAST analyzy do velké skupiny HAD
hydrolas (haloacid dehalogenase-like hydrolases). Tato skupina zahrnuje enzymy
s funkcemi dehalogenasy, epoxid hydrolasy, fosfatasy a dalsi. VSechny proteiny
obsahuji vysoce konzervovanou doménu a pouZzivaji aspartatovy zbytek pro
fosforylacni reakce. NejbliZ§Sim homologem proteinu LmbK je fosfatasa molekuly D-
heptosa-1,7-bisfosfatu z biosyntézy D-glycero-D-manno heptosy. Tento enzym
odstépuje fosfat pred navazanim cukerného zbytku na molekulu dGTP za vzniku
dGDP-heptosy (KNEIDINGER et al. 2001). LmbK zfejmé ma fosfatasovou funkci a
vzhledem k podobnosti i lokalizaci ve shluku souvisi s biosyntézou cukerné slozky
linkomycinu.

Inaktivace genu ImbK redukovala produkci linkomycinu na 2% obvyklé
produkce. Obohacovaci experimenty mély podobny vysledek jako v pripadé gent
ImbIH a ImbQ. Zachovani produkce, byt i na nizké drovni, opét indikuje roli proteinu
LmbK spiSe v regulaci biosyntézy. Na rozdil od vSech ostatnich Imb genti ma tento gen
vegetativni promotor (KOPECKY, osobni sdéleni). Lze proto predpokladat, Ze je
prepisovan od zacatku rlistu bakterie a miiZe plisobit jako regulator zahajeni bud’ celé
biosyntetické drahy, nebo jeji ¢asti. S nejvétsi pravdépodobnosti by se jednalo o
biosyntézu cukerného prekurzoru, jelikoZ byl homolog genu ImbK nalezen i v ccb
shluku (KOBERSKA et al. 2005).

Protein LmbT ma 24% homologii se skupinou bakterialnich glykosyltransferas
GT-B typu. Glykosyltransferasy katalyzuji prenos cukerného zbytku z dNDP-
aktivovaného donoru na molekulu akceptoru za vzniku glykosylové vazby. Tyto
enzymy se Uucastni biosyntézy oligo a polysacharidli, glykopeptidovych,
aminoglykosidovych, makrolidovych antibiotik a dal$ich glykosylovanych latek. Maji
velkou strukturni diverzitu a Sirokou substratovou specifitu (BRETON et al. 2006).

Vysledky inaktivacnich a obohacovacich pokusii skute¢né potvrdily, Ze protein LmbT
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je nezbytny pro biosyntézu cukerné slozky linkomycinu. Malo je znamo o
biosyntetické draze MTL, jelikoZ zatim nebyl izolovan Zadny z intermediatd této
drahy. Neni proto jasné, jakou presnou funkci ma LmbT vtéto draze. Pokud by
biosyntéza MTL zacinala aktivaci glukosy a pokracovala posloupnosti modifika¢nich
krokid na nejspiSe dTDP aktivovaném cukerném intermediatu, jak navrhuje studie
PESCHKE et al zroku 1995, se da predpokladat mozna ucast LmbT v prenosu
cukerného prekurzoru z aktivované formy do dalsi, napr. kondenzacni, reakce.

Geny podobné dalSimu zkoumanému genu ImbU byly nalezeny u fady jinych
aktinomycet, v€etné producentli aminokumarint a rubradirinu, a podle predpokladu
maji regulacni funkci (EUSTAQUIO et al. 2003). Inaktivace genu novE z biosyntézy
aminokumarinového antibiotika novobiocinu vedla k vyraznému poklesu produkce
antibiotika na 0,7% ptvodni produkce (DANGEL et al. 2008). U kmene S. lincolnensis
mutantniho v genu ImbU nebyla produkce linkomycinu detekovdna. Nicméné,
hrani¢ni stanovitelnd koncentrace linkomycinu je 1 pg/ml (ptiblizné 2% pitivodni
produkce), zatimco u aminokumarinovych antibiotik je tento limit nizsi.

Produkce linkomycinu u kmene sinaktivovanym genem [ImbU nebyla
obnovena po obohaceni média o prekurzory MTL a PPL, ani o jejich kombinaci, coZ by
mohlo ukazovat na blok bud’' celé biosyntetické drahy, nebo jen kondenzacni casti.
V druhém pripadé by pak mélo dochazet k hromadéni prekurzort v médiu, podobné
jako v pripadé inaktivace 5° koncové domény ImbN nebo jiného zpotencialné
regulacnich gent ImbV.V ptipadé S. lincolnensis jAU ovSem nebyla vys$si koncentrace
zadného z prekurzori zjisténa, z cehoz se da usoudit, Ze byla spiSe zasazena bud’ cela
draha nebo prinejmens$im biosyntéza PPL.

VloZeni dalsi kopie genu ImbU s konstitutivnim promotorem do produkéniho
kmene S. lincolnensis naopak vedlo k dvojnasobnému zvysSeni produkce antibiotika,
stejny efekt byl popsan i pri nadprodukci genu novE (DANGEL et al. 2008). Jednim
z vysvétleni mliZe byt, Ze se jedna o konstitutivni prepis genu, coz vede k ¢asnéjSimu
zahdjeni produkce antibiotika a vy$sim celkovym vytézkim. V sekvenci genu ImbU
byl taktéz nalezen kodon TTA pro leucin, ktery ma podle piredpokladii roli v regulaci
sekundarniho metabolizmu streptomycet (LESKIW et al 1993). Tyto vysledky
koresponduji se studii na aminokumarinovych antibioticich a potvrzuji hypotézu, Ze
LmbU pozitivné reguluje celou biosyntetickou drahu zatim neznamym mechanizmem,
ktery je ovSem konzervovan u aktinomycet produkujicich antibiotika. Vzhledem

k tomu, Ze gen ImbU chybi ve shluku genti pro biosyntézu celesticetinu (KOBERSKA et
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al. 2005), lze usuzovat o jeho roli vregulaci syntézy PPL, napf. v koordinaci
s produkci cukerného prekurzoru.

homolog byl nalezen v cch shluku (KOBERSKA et al. 2005). Funkce tohoto genu
zUstava nejasnd i po inaktivacnich a obohacovacich pokusech. Podobné jako po
vyrazeni genu ImbU, doSlo po inaktivaci genu ImbV ke ztraté schopnosti produkovat
linkomycin, ktera nebyla obnovena v zadném z obohacovacich pokusi. Zajimavosti je,
Zze vmutantnim kmenu byla stanovena zvysSend koncentrace prekurzoru PPL,
podobné jako u kmene S. lincolnensis jJAN_PP, kde chybi jedna z podjednotek NDL-
synthetasy. To miiZe svédcit o vlivu ImbV nejspis$ azZ na kondenzacni reakci.

Na zakladé vyse uvedenych vysledki inaktivacnich a obohacovacich pokusi je
tézké vytvorit jednoznacny obraz regulace biosyntézy linkomycinu. Jednoznacné je
pouze zarazeni ImbT mezi geny biosyntézy MTL, ¢imzZ se rozSituje ,,cukerny” podshluk
na region ImbK-ImbT. Ani u jednoho ztestovanych genl nelze povaZovat za
jednoznacné prokazanou jeho regulacni funkci. Presto lze vytvorit hypotézu sloZenou
na zakladé dil¢ich poznatkli, udaji zliteratury i dle prislusnosti proteinti do
proteinovych rodin v téch pripadech, kdy ji vibec lze prisoudit. NaSe hypotéza
predpoklada trojici genti sregulacni ulohou, kazdy z nich souvisi s jinou Ccasti
biosyntetické drahy, tj. syntézou MTL, PPL a kondenzaci. Souhra vSech regulatort je
pak nezbytna pro vznik kone¢ného produktu.

Gen ImbK ma nékolik znakli podporujicich jeho ulohu v fizeni biosyntézy
antibiotika. Jako jediny zcelého shluku ma vegetativni promotor, lze tedy
predpokladat jeho piitomnost i v dobé pred produkci antibiotika, je tedy vhodnym
nastrojem pro prenos zahajovaciho signalu zregulatoru vysSiho stupné. DalSim
predpokladem pro regula¢ni a nikoliv biosyntetickou funkci je zjisténi, Ze jeho
inaktivace biosyntézu antibiotika zcela nerusi, pouze ji vyrazné snizi. Lze jej i zatradit
ke konkrétni biosyntetické vétvi, biosyntéze MTL. Geny ImbK/ccbK ve shluku
linkomycinu i celesticetinu jsou ptipojeny k ,cukerné“ ¢asti shluku, a jejich proteinové
produkty jsou podobné proteinlim metabolizmu cukrii, konkrétné fosfatasam. Taktéz
vysledky obohacovacich pokusti naznacuji souvislost LmbK s biosyntézou MTL, jeho
pridavek do média mutantniho kmene obnovi zretelné vétsi produkci antibiotika nez
pridavek druhé stavebni jednotky PPL. Predpokladdme tedy, Ze pravé tento gen je

»SpoustéCem” biosyntézy MTL a soucasné snad i celé biosyntetické drahy.
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Inaktivac¢ni pokusy totiZ naznacuji spraZzeni biosyntézy PPL s MTL. BohuZel se
v ani jednom pripadé nepodarilo prokazat pritomnost MTL v méritelném mnozZstvi a
to ani pri inaktivaci gent blokujici nasledny kondenzac¢ni stupeil. Nicméné inaktivace
celého genu ImbN, kdy neni zasaZen Zadny krok biosyntézy PPL, pouze MTL a
kondenzacni reakce, nevede k hromadéni PPL. PPL se hromadi jen v pfipadé uvolnéni
bloku v biosyntéze MTL, tj. pti inaktivaci ¢asti genu kddujici sloZzku NDL-synthetasy.
Z toho usuzujeme, Ze PPL je produkovano pouze tehdy, je-li pritomena druha stavebni
jednotka, MTL. Pravé toto spraZeni miiZe byt rizeno dal$im kandidatem regula¢niho
genu, ImbU. Je jedinym ze souboru testovanych genli specifickym jen pro
linkomycinovy shluk, bez protéjsku v biosyntéze celesticetinu (KOBERSKA, osobni
sdéleni). Jeho homolog neni dokonce ani ve shlucich anthramycinovych antibiotik
s biosyntézou derivati PPL (HU et al. 2007, LI et al. 2009a,b). Ale ani to neni
pirekvapivé, protoze tam neni nutné reSit sprazeni dvojice biosyntetickych vétvi
aminokyselinové a cukerné. Naopak aminokumarinové biosyntetické shluky s vysoce
homolognimi geny k ImbU aminokyselinovou a cukernou stavebni jednotku obsahuji.
média kmene S. lincolnensis jAU o oba prekurzory totiZ nevedlo k obnoveni produkce
linkomycinu, coZ indikuje i jeho mozny vliv na kondenzacni reakci. V literature
uvedené inaktiva¢ni experimenty, provadéné na aminokumarinovém protéjSku ImbU
(DANGEL et al. 2008), vyustily v zavér, Ze se jednd pravé o regulacni gen. NaSe
inaktiva¢ni pokusy (vCetné zvySeni poctu kopii genii) dopadly prakticky stejné,
jedingm rozdilem je, Ze po inaktivaci jsme namisto sniZené produkce antibiotika
nedetekovali produkci Zddnou. OvSiem mez detekce byla v nasem ptipadé vyssi nez
naméiena zbytkova produkce v piipadé aminokumarinovych antibiotik. V¢lenéni
genu ImbU do Imb shluku navic svéd¢i o komplikovanéjSi historii interakci
biosyntetickych shluki, nejde jen o prostou ftzi linkosamidovych a antramycinovych
gend.
neexistuji geny ani vzdalené podobné. Ve shluku linkomcinu i celesticetinu
(KOBERSKA et al. 2008 a KOBERSKA, osobni sdéleni) je sice podobné jako ImbK
pripojen k cukernému podshluku, vysledky inaktivaci a obohacovani vsak vylucuji
jeho spojitost s biosyntézou MTL. Naopak hromadéni PPL v médiu po inaktivaci
ImbV odpovida bloku v kondenzacni reakci (shodny projev jako pri inaktivaci c¢asti

genu ImbN s funkci vkondenzacnim stupni). Zvysledkd nelze rozhodnout mezi
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funkci biosyntetickou nebo regulacni, proti biosyntetické vSak hovori zminéna
nepodobnost s jakymkoliv znamym proteinem.

Taktéz dvojice vzajemné homolognich gent ImbIH a ImbQ snad souviseji
s kondenzacnim stupném biosyntézy linkomycinu. Vtomto pripadé tomu
nasvédcuje  prokidzand interakce jimi koédovanych  proteini s nékolika
pravdépodobnymi podjednotkami NDL-synthetasy (NOVOTNA 2008). To, Ze
inaktivace nevede k uplnému zruseni biosyntézy antibiotika, vSak svédci nikoliv pro
biosyntetickou, ale spiSe podptirnou funkci, podobné jako se predpoklada pro dvojice
jim podobnych proteinii v jinych systémech (ALLALI et al. 2002). Pfesna funkce této
pomeérné Siroké rodiny proteinti zlistava nejasna.

Dalsi soucasti dizerta¢ni prace byla cilena modifikace biosyntetické drahy za
ucelem tvorby 4’-butyl-4"-depropyllinkomycinu a 4’-pentyl-4"-depropyllinkomycinu.
Tyto derivaty linkomycinu byly jiz diive pripraveny jak chemickou cestou
(MAGERLEIN 1971), tak i obohacenim média produkéniho kmene o derivaty prolinu,
neboli biosyntézou rizenou prekurzorem (VISSER 1972). Obé latky byly pred mnoha
léty testovany na aktivitu vii¢i patogennim organizmim a ukazaly vétsi ti¢innost, nez
linkomycin (MAGERLEIN 1971). Nevyhoda chemického syntetického pristupu
spoc¢iva vnakladném a sloZitém provedeni. Vdruhém pripadé vznikd smés
prirozeného a neprirozeného produktu, coZ komplikuje purifikaci Zadouci latky. Také
vytézky derivatu mohou byt redukovany zdivodu kompetice prirozeného a
derivatizovaného prekurzoru.

Pro eliminaci dvou uvedenych nedostatkii byl zvolen mutasynteticky pristup,
pomoci kterého byla v posledni dobé pripravena rada derivatli znamych antibiotik
(WEIST a SUSSMUTH 2005). Do kultivaéniho média kmenu S. lincolnensis jAX,
defektniho v biosyntéze PPL a tim i linkomycinu (SMUTNA et al. 2007), byly
pridavany derivaty prolinu 4-L-butylprolin nebo 4-L-pentylprolin. Analyza
fermentacnich médii pak prokazala produkci pouze derivatl linkomycinu s delSim
alkylovym retézcem v pozici 4" bez kontaminace linkomycinem.

Podobny obohacovaci pokus byl proveden i sprodukénim kmenem S.
lincolnensis ATCC 25466. Zjistilo se, Ze tento produkuje dané derivaty v niZsich
koncentracich ve srovnani s mutantnim kmenem, coZ ukazuje na vySe uvedeny
problém kompetice prekurzort. Navic pomér koncentraci derivati a linkomycinu byl
vyrazné vyssi ve prospéch obou derivatii, coz svédci o preferenci BUPL a PEPL pred

prirozenym prekurzorem PPL. Lze predpokladat, Ze tento jev mohl byt vyvolan bud’
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nadbytkem pridaného prekurzoru v médiu, nebo vysSSi substratovou afinitou
klicového enzymu. Biochemickd méreni afinity proteinu LmbC, ktery je adenylacni
podjednotkou synthetasy, k riiznym derivatim prolinu potvrdila druhou variantu
(KADLCIK, osobni sdélen).

Vysledky obohacovacich pokusti poukazaly na Sirokou substratovou specifitu
dvou klicovych enzymi - adenyla¢ni domény LmbC NDL-synthetasy, ktera
rozpoznavé a aktivuje aminokyselinu pfed kondenza¢ni reakci (KADLCIK et al. 2007)
a findlni NDL-methyltransferasy Lmb] (KADLEC 2000). Tak Siroka specifita je
obecnym rysem enzymi sekundarniho metabolizmu, coZz umozZnuje vznik latek o
velké strukturni diverzité (LAU et al. 2000, SALAS a MENDEZ 2007).

Aktivita mutasynteticky vzniklych derivatii linkomycinu byla testovana na
Klinickych kmenech stafylokokid. Na zakladé diskovych difuznich testl byl k dalsi
analyze vybran ucinnéjsi PELIN. Analyzou minimdlnich inhibi¢nich koncentraci
kmenl sriznymi rezistenénimi profily se zjistilo, Ze PELIN mél ve srovnani
s linkomycinem vétsi aktivitu vGc¢i kmenim sgenem Inud, kédujicim enzym
modifikujici molekulu antibiotika. Hodnoty MIC pro PELIN v tomto pripadé se bliZily
hodnotam pro klindamycin. U kmend s jinymi geny rezistence vyrazné zmény aktivity
zaznamenany nebyly.

Zavérem lze fict, Ze mutasynteticky pokus ukazal nové alternativni moznosti
pro syntézu derivati linkomycinu a dalSich dprav vzniklych latek. Slibnou se
napriklad zda byt priprava kmene, mutantniho jak v biosyntéze PPL, tak i ve finalni
methylaci, snaslednymi obohacovacimi pokusy. Ocekavany produkt N-
demethylpentyllinkomycin se po chloraci vpozici C7 méni na nejacinnéjsi
antimalarikum z celé série testovanych latek na bazi linkomycinu a klindamycinu
(MAGERLEIN a KAGAN 1969). Poznatky ziskané mutasyntézou mohou téz byt prvnim
krokem pro pripravu novych hybridnich latek pokrocilejsi metodou kombinatorni
biosyntézy.

Ucelem posledni souéasti prace bylo prozkoumani sbirky kmenii aktinomycet
izolovanych z rtznych oblasti jako zdroje novych producentii a gent sekundarniho
metabolizmu. Lokality, ze kterych kmeny pochazely, se liSily jak fyzikalnimi
vlastnostmi, tak i typem ptid a vegetaci (SAGOVA-MARECKOVA et al. 2008, SAGOVA-
MARECKOVA a KOPECKY, osobni sdéleni). Navic dvé ztestovanych lokalit,
Merkenstein a Stamftal, byly na zakladé analyz T-RFLP profili bakterialniho
spolecenstvi vytipovany jako oblasti bohaté na aktinomycety (HACKL et al. 2004).
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produk¢ni diverzity findlniho soubori kment.

Jako indikatory potencialnich shlukd sekundarnich metaboliti byly vybrany
geny rezistence k linkomycinu ImrB a ImrC. Geny rezistence v genomech producenti
antibiotik jsou vétSinou soucasti shluku genti pro biosyntézu prislusného antibiotika.
Gen ImrB koéduje 23S rRNA methyltransferasu a patii do skupiny gend typu erm
udilejicich rezistenci ke skupiné MLS antibiotik a gen ImrC kéduje ABC transporter
(PESCHKE et al. 1995). Testovani kment bylo provedeno metodou PCR za pouZitim
degenerovanych primerti. Degenerované primery pro vyhledavani homologl ImrB
genu byly navrZeny na zakladé konzervovanych tsekii erm geni, které byly nalezeny
v chromozoémech GC bohatych grampozitivnich bakterii, predev§sim aktinomycet. Pro
navrzeni primert pro vyhledani homologli genu ImrC byly v databazi vyhledany o
nejvic homologni sekvence zjinych producentii antibiotik s vysokym obsahem GC
pard v genomu (CERMAK et al. 2008, KOPECKY, osobni sdélent).

Nejvétsi nalez homologli Imr gent byl zaznamendn u kmend pravé z lokalit
Merkenstein a Stamftal bohatych na aktinomycety. VétSina kment, u kterych byly
nalezeny homology gent ImrB a ImrC, pochazely pravé z danych lokalit. Stejné tak i
kmeny, které byly podle 16S rRNA stromu nejvic pribuzné se S. lincolnensis.
Podobnost homolognich genti ovSem nebyla natolik vysoka, aby se dalo usoudit o
piitomnosti v jejich okoli genii pribuznych biosyntetickym Imb gentim.

U casti kmenl pozitivnich na Imr homology byla zjisténa produkce
antimikrobidlnich latek. U nékterych kmenii Zddna bioaktivita zaznamenana nebyla,
coZ ovSem nemusi svédcit o absenci biosyntetickych shlukd. V téchto pripadech je
nutné vyzkouset vic kultiva¢nich ptistupi.

Vysledky analyzy ukazaly, Ze lokality Merkenstein a Stamftal se jevi byt
slibnym zdrojem novych produkénich kment. Tato metoda proto ptrinasi hodnotné

vysledky k posouzeni taxonomické a produkeni diverzity lokality, ale z hlediska

vvvvvv
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. ZAVERY

. Mutacni analyza genu ImbN prokazala jeho bifunkcéni povahu, jak i bylo
predpokladano na zakladé sekvencni analyzy. 5° koncova c¢ast genu koduje
potencialni podjednotku NDL-synthetasy s funkci prenaSece aktivované
aminokyseliny. Tato doména se ukazala byt funké¢ni i v nepfitomnosti zbytku
proteinu, ktery se ucastni biosyntézy cukerné slozky linkomycinu.

. U genu ImbT byla potvrzena role pti biosyntéze cukerného prekurzoru MTL.
Podobné byl i gen ImbK prirazen kbiosyntetické vétvi MTL, a to jako
pravdépodobny regulator zahajeni biosyntézy této latky a soucasné snad i celé
biosyntetické drahy.

Inaktiva¢ni pokusy naznacily sprazeni biosyntézy PPL s MTL. Jako moZny
reguldtor synchronizace obou vétvi byl navrzen produkt genu ImbU. Navic
pridani dalsi kopie genu ImbU do produkéniho kmene vedlo k zvySeni vytézkia
linkomycinu.

. Vysledky analyzy rovnéz svédci pro podpiirnou funkci dvojice vzajemné
homolognich genti ImbIH a ImbQ v kondenzacni reakci.

rozhodnout mezi funkci biosyntetickou nebo regulacni, proti biosyntetické
vSak hovoii nepodobnost s jakymkoliv zndmym proteinem.

Derivaty linkomycinu s del$im alkylovym retizkem byly ziskdny po obohaceni
média kmene mutantniho v biosyntéze PPL o derivaty daného prekurzoru.
Bioaktivita derivati byla testovdna na souboru Kklinicky izolovanych kment
stafylokokii s riiznymi rezistenénimi profily. Byla zjisténa lepSi ucinnost
jednoho z derivatl ve srovnani s linkomycinem u kment s InuA genem, ktery
koduje nukleotidyltransferasu.

. Testovanim sbirky ptidnich kmeni bylo vytipovana prirodni lokalita s hojnym

vyskytem kment producentti sekundarnich metabolitd.
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9. PRILOHA

Piiprava derivatt prolinu (GAZAK, osobni sdélent).

Preparation of (2S,4R)-4-alkyl prolines

Chemistry

The synthesis of optically pure (2S,4R)-4-alkyl prolines 9 started from protected intermediate 2,
which was prepared from commercially available L-pyroglutamic acid (1) by benzylation of its
carboxylic group [1] followed by Boc-group introduction into amidic nitrogen using Boc,O with
DMAP as a catalyst (Scheme 1) [2]. Protecting group manipulation of 2 leading to pyroglutamate 3
and subsequent aldol condensation of 3 with corresponding aldehydes [3] resulted to
diastereomeric mixtures of the alcohols 4 (Scheme 1). Their dehydration gave predominately the E
isomers of the 4-alkylidenepyroglutamates 5 [3]. The mixture of both E and Z 4-
alkylidenepyroglutamates 5 was hydrogenated using Pd on carbon as a catalyst, affording
exclusively the cis 4-substituted pyroglutamate 6. The inversion of the configuration at C-4 of 6 was
achieved by the procedure developed recently using DBU in CH,CI, [4], which gave the key
intermediate of the target compound - the trans 4-substituted pyroglutamate 7. The
chemoselective two-steps reduction of 7 [5] and subsequent acidic hydrolysis led to hydrochloride

of 9, which afforded after neutralization with methanolic NH; the final 9a and 9b, respectively.

Boc ?oc
[
Oﬁ WCOOBn 0= N\ .nCOOtBuU ?7 ~COOtBu p COOtBU
i .
2 3 4a R =Pr 5aR=Pr
4b R =Bu R 5bR=Bu
l iv
Boc Boc
.COOH N
; 7 .COOtBu p .COOtBu Os/\_?.mCOOtBu
R R 6 _
9aR =Pr 8aR =Pr 7aR=Pr aRr =Pr
9b R =Bu 8b R = Bu 7b R =Bu 6b R =Bu

FIG. S1. Reagents and conditions. (i) a) H,, Pd/C, EtOAc, 12 h, r.t.; b) tert-BuOH, DCC/DMAP,
CH,Cl,, 12 h, r.t.; (ii) a) LIHMDS, THF, -78 °C, 1 h; b) RCHO (1.2 equiv.), BF;-Et,0, -78 °C, 75
min.; (iii) MsClI, EtzN, CH,Cl,, 0.5 h at 0 °C, then 2 days at r.t., (iv) H,, Pd/C, EtOAc, 48 h, r.t.; (v)
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DBU, CH,Cl,, 2 days, r.t.; (vi) a) LiEtsBH, THF, -78 °C, 0.5 h; b) H,O,, NaHCO3, 0 °C, 20 min.; c)
Et;SiH, BF3-Et,0, CH,Cl,, - 78 °C, 2 h; (vii) a) HCI, 80 °C, 2 h; b) NH;, MeOH, 10 min.

Experimental

1. General methods

NMR spectra were recorded on a Varian Mercury 300 (300.07 MHz for 'H, 75.46 MHz for **C,
DMSO, room temp.). Chemical shifts were referenced to the residual solvent signal (64 2.50, 6¢
39.60). Digital resolution used justified reporting the proton and carbon chemical shifts to three and
two decimal places, respectively. 2D NMR experiments (gCOSY, ROESY, HOM2DJ, gHSQC; APT,
gCOSY, ROESY, gHSQC.) were performed using standard manufacturer’s software.

2. Chemicals

Solvents and reagents were purchased from Sigma-Aldrich. Compounds 2 and 3 were prepared as

reported previously [2, 6].

tert-Butyl (2S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-4-butylidenepyroglutamate (5a). To a solution of tert-
butyl N-BOC-pyroglutamate (3) (6 g, 21.023 mmol) in THF (50 mL) stirred at
-78 °C was added a 1 M solution of lithium hexamethyldisilazide in THF (25 mL, 25 mmol). The
reaction mixture was stirred for 1 h at -78 °C prior to the addition of a solution of the butyraldehyde
(2.16 mL, 24.059 mmol) and Et,O BF; (3 mL, 24.068 mmol) in THF (20 mL). The reaction mixture
was stirred for 1 h at -78 °C, quenched with saturated NH,4CI solution (150 mL), and extracted with
ethyl ether (3 x 75 mL). The combined organic phases were dried over Na,SO,, filtered, and
evaporated to dryness. The crude mixture of aldols 4a was used without further purification in next

reaction step.

The aldol mixture 4a was dissolved in CH,Cl, (100 mL) and treated with methanesulfonyl chloride
(2.68 mL, 34.4 mmol) and triethylamine (36 mL, 344 mmol). The resulting solution was stirred for 2
days at room temperature, then it was evaporated to dryness, re-dissolved in hexane/ethyl acetate
mixture (100 mL, 1:1, v/v) and the precipitate formed was filtered off. The filtrate was evaporated
and the reaction mixture was purified by flash chromatography (hexane/ethyl acetate 7:3) affording

alkylidenepyroglutamate 5a (2.28 g, 32 %) as a slightly yellow oil.

tert-Butyl (2S,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-butyl-pyroglutamate (6a). To a solution of alkene
5a (3.8 g, 11.196 mmol) in 40 mL of ethyl acetate was added Pd/C (800 mg, 1.222 mmol, 10 %
w/w). The reaction was allowed to proceed under hydrogen atmosphere at room temperature for 12
h. Filtration of the catalyst through Celite gave compound 6a which was purified by flash

chromatography (hexane/ethyl acetate 3:1) affording 3.28 g (86 %) of pure 6a as a colorless oil.
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tert-Butyl (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-butyl-pyroglutamate (7a). The solution of
pyroglutamate 6a (3.28 g, 9.607 mmol) in CH,Cl, (50 mL) was cooled to 0 °C, DBU (5.13 mL,
34.319 mmol) was added and the resulting mixture was stirred for 1 h at 0 °C and then for 48 h at
room temperature. Reaction mixture was then washed with 0.1 M solution of HCI (2 x 50 mL), then
with saturated solution of NaHCO3; (50 mL) and finally with water (50 mL). Organic layer was dried
over anhydrous Na,SO,, evaporated and purified by flash chromatography (hexane/ethyl acetate

5:1) yielding 7a (1.67 g, 51 %) as a colorless oil.

(2S,4R)-4-Butyl proline (9a). 1.0 M solution of lithium triethylborohydride in THF (2.22 mL, 2.22
mmol) was added to a solution of 7a (1.67 g, 4.892 mmol) in THF (8 mL) at
-78 °C under argon atmosphere. After 30 min the reaction mixture was quenched with saturated
aqueous NaHCO; (2.5 mL) and warmed to 0 °C. H,O, (7 drops, 30 % w/w) was added, and the
mixture was stirred at 0 °C. After 20 min the organic solvent was removed in vacuo, and the
aqueous layer was extracted with CH,Cl, (3 x 10 mL). The combined organic layers were dried
over Na,SO,, filtered, and concentrated. The crude reaction mixture was used without further
purification and dissolved in CH,Cl, (20 mL). After the addition of triethylsilane (0.29 mL, 1.864
mmol) the mixture was cooled to -78 °C. Boron ftrifluoride etherate (0.248 mL, 2.039 mmol) was
added, dropwise under argon atmosphere. After 30 min triethylsilane (0.29 mL) and boron
trifluoride etherate (0.248 mL) were added, allowing the reaction to reach room temperature. After
being stirred for 30 min at room temperature, the reaction mixture was quenched with saturated
aqueous NaHCO; (5 mL), extracted with CH,Cl, (3 x 10 mL), and dried over Na,SO,. Evaporation
of the solvent and purification by flash chromatography (hexane/ethyl acetate 4:1) yielded proline
tert-butyl ester which was hydrolyzed for 2 h at 85 °C with 6 N HCI solution (20 mL). The resulting
solution was evaporated to dryness, and the oily residue was crystallized from CH,Cl,/diethyl ether
affording pure 9a (580 mg, 57 %) as a white hydrochloride salt. Hydrochloride 9a (580 mg, 2.792
mmol) was dissolved in MeOH (5 mL), treated with NH; (2 mL, 2 M solution in MeOH) and stirred
for 10 min. The solvents were removed under reduced pressure and the evaporated residue was
purified by chromatography on Avicel® PH-101 (CH3CN/H,O/NH4OH 100:15:1). Fractions
containing pure 9a were collected, evaporated, and the oily residue was precipitated by the

addition of diethyl ether to give 9a (452 mg, 95 %) as a white amorphous solid.

9a (as a hydrochloride salt): *H NMR (DMSO, 25 °C): 0.850 (3 H, t, J = 6.6 Hz, 3 x H-5°), 1.195 —
1.300 (6 H, m, 2 x H-2¢, 2 x H-3*, 2 x H-4%), 1.358 (2 H, m, 2 x H-1°), 1.879 (1 H, m, H-3u), 2.153 (1
H, m, H-4), 2.164 (1 H, m, H-3d), 2.740 (1 H, dd, J = 11.0, 8.0 Hz, H-5u), 3.374 (1 H, dd, J = 11.0,
7.2 Hz, H-5d), 4.319 (1 H, dd, J = 9.5, 4.8 Hz, H-2), 8.783 (1 H, s, N*-H), 10.473 (1 H, s, N*-H). °C
NMR (DMSO, 25 °C): 13.98 (C-5'), 22.04 (C-3‘), 27.17 (C-4‘), 31.30 (C-2°), 31.95 (C-1°), 33.79 (C-
3), 36.56 (C-4), 49.92 (C-5), 58.24 (C-2), 170.61 (C=0).

d = downfield, u = upfield
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(2S,4R)-4-Pentyl proline (9b). This compound was prepared analogously as described for 9a with

similar yields of intermediates 5b, 6b and 7b.

9b (as a hydrochloride salt): 'H NMR (DMSO, 25 °C): 0.851 (3 H,t, J =6.6 Hz, 3 x H-5%), 1.160 —
1.300 (4 H, m, 2 x H-2', 2 x H-3), 1.366 (2 H, m, 2 x H-1°), 1.864 (1 H, m, H-3u), 2.050 (1 H, m, H-
4), 2.167 (1 H, m, H-3d), 2.735 (1 H, dd, J = 10.5, 7.6 Hz, H-5u), 3.374 (1 H, dd, J = 10.5, 7.3 Hz,
H-5d), 4.284 (1 H, dd, J = 9.5, 4.3 Hz, H-2), 8.900 (1 H, s, N*-H), 10.380 (1 H, s, N*-H). *C NMR
(DMSO, 25 °C): 13.91 (C-4‘), 22.17 (C-3), 29.70 (C-2°), 31.64 (C-1°), 33.92 (C-3), 36.54 (C-4),
49.88 (C-5), 58.37 (C-2), 170.68 (C=0).
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