UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra biochemickych véd

Genova vybava producentii biologicky aktivnich

latek v pudnich bakterialnich spoleCenstvech

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: Doc. PharmDr. Toma$ Simtinek, Ph.D

Skolitel-specialista: Ing. Jan Kopecky

Hradec Kralové 2010 Petra Sanderova



Prohlasuji, Ze tato prace je mym plivodnim autorskym dilem. VeSkerd literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pii zpracovani Cerpala, jSOu uvedeny v seznamu pouzité

literatury a v praci fadné citovany.



Tato diplomova prace vznikla ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v. v. i.

na oddéleni bakteriologie v letech 2008 — 2010.

Na tomto misté bych chtéla pod¢kovat v§em, ktefi se podileli na mé diplomové
praci. Velmi dékuji mému Skoliteli Ing. Janu Kopeckému za ochotu, trpélivost a cenné
rady. Velky dik patii téZ RNDr. Markété¢ Mareckové, Ph. D za konzultace a odbornou
pomoc. Dale dekuji pracovnikim Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v. V. i.,
jmenovité Mgr. Ladislavu Cermakovi, Mgr. Jitce Novotné Ph. D a Iveté Slaninové za
pfijemné prostiedi a drobné pomoci behem laboratorni prace. Dé&kuji také Doc.
PharmDr. Tomasi Siméankovi, Ph. D za vstéicné jednani a umoznéni vypracovani této

prace.
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Nazev diplomové prace: Genova vybava producentii biologicky aktivnich latek

Vv pidnich bakterialnich spolecenstvech

Tato diplomova prace je soucasti projektu detekce a izolace vybranych gent
sekundarniho metabolismu jako markerti pfitomnosti biosyntetickych drah podobnych
antibiotik. Mym ukolem bylo objevit a popsat urené geny ve sbirce kment
aktinomycet izolovanych z rozdilnych ptd. Jako vhodné byly vybrany geny homologni
ke genu ImrC pochazejicimu z biosyntetické drahy linkosamidového antibiotika
linkomycinu, protoze jejich pfitomnost v genovych klastrech je pomérné ¢asta. Vyuzila
jsem k tomu metody polymerazové fetézcové reakce, elektroforézy, Stipani restrikénimi
enzymy a Southern blot. Vysledkem je kolekce kmenti nesoucich homology genu ImrC.
Porovnanim s fylogramem zndmych sekvenci jsme se pokusili odhadnout, v jaké

souvislosti se v genomu kazdy nalezeny gen vyskytuje.



ABSTRACT
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Petra Sanderova
Supervisor: Doc. PharmDr. Tomas Simtinek, Ph. D, specialist: Ing. Jan Kopecky
Title of diploma thesis: Genetic apparatus of biologically active compounds producers

in soil bacterial communities

The thesis aims in selecting one possible marker indicating the presence of antibiotic
biosynthetic pathways in studied strains. My specific task was to identify and describe
certain genes in a collection of actinomycete strains isolated from different soils. As the
most suitable were chosen genes homologous to gene ImrC originating from
biosynthetic pathway of a lincosamid antibiotic lincomycin because of their relatively
high incidence in antibiotic gene clusters. The employed methods were polymerase
chain reaction, electrophoresis, restriction fragment length polymorphism and Southern
blot. The results are presented as a collection of strains carrying ImrC gene homologues.
The context in which each of the identified genes occurs in the respective genome was
estimated by comparison with known sequences of the respective genes using a

phylogram.
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1 Uvod

Béhem 20. stoleti poznatky o sekunddrnich metabolitech mikrobli a rostlin
pomohly k prodlouzeni stiedni délky zivota o polovinu, snizily bolestivost nemoci a
posunuly vpfed celou lékaiskou védu. Jak se zvySoval pocet rezistentnich kmenti na
stavajici antibiotika, bylo nutné nalézt nové cesty k léCeni: nova antibiotika,
semisyntetické derivaty. Také se rozsitilo pole ptisobnosti antibiotik. Jiz se nepouzivaji
pouze jako protimikrobni 1éCiva, ale také jako protinadorové latky, enzymové inhibitory

nebo imunosupresivni latky (ZHANG et al., 2005).

Za jednu z nadéjnych cest k rozsifeni spektra antimikrobnich latek jsou dnes
povazovany cilené zasahy do biosyntetickych drah antibiotik pomoci metod
molekularni biologie — kombinatoridlni genetika (COATES a HU, 2007). Tak lze
vytvafet nové kombinace gend pochazejicich z riznych genovych shluka in vivo, které
vedou k produkei hybridnich latek s novymi biologickymi aktivitami. Usp&$né pouziti
této strategie je vSak podminéno detailni znalosti biosyntetickych drah antibiotik a také

enzymu, které katalyzuji jejich jednotlivé reakce (WEBER et al., 2003).

V dnesni dobé¢ se zda, Ze jsou potieba nové latky, které by byly schopné bojovat
se souCasnym problémem antibiotické rezistence, vyskytem novych nemoci nebo

nemoci, na které zatim neexistuji 1éky (ZHANG et al., 2005).

Dtlezity koncept pro dal§i vyvoj pfirodnich produktl vychazi z moZnosti
antibiotik vyvijet dalsi aktivity. Kombinatorni biosyntéza produkuje nové slouceniny
bud’ modifikaci gent, nebo jejich zaménou a tim vytvaii hybridni molekuly. Produkty
vznikajici kombinatorni biosyntézou jsou zalozeny na malé zméné ptirodni molekuly

existujici 1écivé latky (ZHANG et al., 2005).

Dal8i moZnosti je vyuzivat tzv. vzacné aktinomycety. Ty produkuji snad
nejrozmanitéjs$i a nejvice unikatni, nékdy velmi slozité slouceniny. Vykazuji vynikajici
antibakterialni u¢innost a obvykle nizkou toxicitu. V soucasné dob¢ je vice nez 50
vzacnych aktinomycet znamych jako producenti 2500 bioaktivnich latek. V roce 1970
bylo znamo pouze 11 vzacnych aktinomycet produkujicich celkem 50 sloucenin.
Relativné nizky vyskyt vzacnych aktinomycet oproti druhim rodu Streptomyces je
odvozen od skutec¢nosti, ze je t€zké je izolovat z piirozeného zivotniho prostiedi,

pestovat a udrzovat v rdmci béznych laboratornich podminek. To jsou divody, pro¢
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jsou tyto druhy stale povazovany za vzacné. Pocet vSech taxonomicky popsanych
vzacnych aktinomycet se dnes blizi témét 100, ale toto Cislo, vzhledem k nedavno
vyvinutym genetickym a izolaénim technikdm, se bude rychle zvySovat (BERDY,
2005).

Mikroby se rychle adaptuji na prostfedi a to také diky produkci sekundérnich
metabolitii, které jim umoziuji ptezivat. Sekundarni metabolity jsou produkovany
predevsim v dobé€, kdy jsou mikroorganismy vystavené stresu. Z toho vypliva, Ze je
dilezit¢ nejenom jaké sekundarni metabolity, ale i1 za jakych podminek je
mikroorganismy produkuji. Prostfedi urcuje slozeni sekundarnich metaboliti (ZHANG

et al., 2005).

Dalsi hledani pfirodnich produkti je nutné kvali dosud nelécitelnym
onemocnénim a hledani odlisnych struktur. Byly vytvofeny nové a citlivéjsi testovaci
metody K izolaci, ¢isténi a charakterizaci v¢etné novych metod vyroby (CLARK, 1996).
95-99,9% mikroorganismil, které existuji v pfirod¢, zatim nebylo kultivovano a pouze
mald cast bakterii a hub byla zkouméana pro produkci sekundarnich metabolith
(TORSVIK et al. 1996). Prestoze pocet noveé objevenych latek neustile roste,
farmaceutické firmy nechtéji investovat do zkoumani novych latek. Z 5 000 az 10 000
latek, které vstoupi do ptedklinického a klinického vyzkumu, se pouze jedna latka stane
lécivem (WILSON, 2002). Antibiotika se pouzivaji pfedevsim k 1é€b¢ infekcnich stavi,
nékdy vsak téz preventivné (tzv. antibioticka profylaxe). V soucasnosti je vSak velkym
problémem chybné pouziti antibiotik - zvlasté pak pouziti nevhodného antibiotika (proti
rezistentnimu pivodci) nebo piedepsani antibiotik pii 1é¢bé virovych onemocnéni, jako
je ryma nebo chiipka. Pii nedodrzeni celé piedepsané davky antibiotik, obvykle pro
pacientiiv subjektivni pocit zlepSeni, nejsou patogenni mikroorganismy zcela zniceny.
Kromé selhani 1écby vede toto chovani k rozvoji antibiotické rezistence u neuplné

zahubenych populaci bakterii (LF HK).

V dnesni dobé je predepisovani antibiotik zalozeno piedev§im na empirii. Voli
se antibiotikum, které nejvice odpovidd ocekdvanému spektru patogennich
mikroorganizmii a ma potfebné farmakokinetické vlastnosti. Napiiklad u infekci
hornich cest dychacich se jako antibiotika prvni volby podéavaji betalaktdmova
antibiotika a makrolidy, u infekci mocCovych cest pak trimetoprim, cefalosporiny.

Naopak jako rezervni antibiotika by mély zlstat fluorochinolony. DalSimi rezervnimi


http://cs.wikipedia.org/wiki/Prevence
http://cs.wikipedia.org/wiki/Profylaxe
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/R%C3%BDma
http://cs.wikipedia.org/wiki/Ch%C5%99ipka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Antibiotick%C3%A1_rezistence

antibiotiky jsou i linkosamidy. VyuZivaji se jako alternativa u pacientl, ktefi jsou
alergicti na penicilin, ale maji i své dalsi indikace. Pouzivaji se pfi 1é€b¢ infekci kosti a
mékkych tkani. U¢inna jsou predevsim proti stafylokokiim a Bacteroides spp. Mozné
vyuziti maji také pfi terapii parazitarnich onemocnéni, jako je toxoplasmoéza, babesidza

nebo malarie (LF HK, LINCOVA et al., 2005).

Tato diplomova prace je soucasti projektu detekce a izolace vybranych
rezistencnich genii jako markerd pfitomnosti biosyntetickych drah podobnych
antibiotik. Nasim tukolem bylo objevit a popsat geny pro rezistenci vychazejici z gent
piibuznych rezistencim k linkosamidovému antibiotiku linkomycinu. Zatim nepopsané
organismy, které nesou pfibuzné rezisten¢ni geny, by mohly mit ve své genové vybave
biosyntetické drahy sekundarnich metabolit podobné vlastnosti nebo jiné zajimavé
geny, vhodné k modifikaci stavajicich linkosamidovych antibiotik. Pozndni novych
genu, jejich vzajemného uspoifadani a celych genovych shlukti nam mize odhalit nové,
zajimavé enzymatické aktivity. V budoucnu by bylo mozZzno tyto aktivity vyuzit pfi
ptiprave ucinnéjsich 1€¢iv.

Organismy, které jsme pouzivali pro detekci a izolaci, byly z riiznych lokalit.
Tyto lokality jsou dlouhodobé pfedmétem studia laboratote. Pida je vybrana tak, aby
4.1). Zpud byla izolovana sbirka aktinomycet. Tyto aktinomycety byly nejprve
testovany na aktivity proti Microccocus spp. a E. coli (viz tab. 4.3). Dalsim krokem
Vv analyze téchto kmenti je detekce a charakterizace rezistencnich gend doprovazejicich

geny biosyntetické.
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2 Literarni prehled

2.1 Antibiotika

Nazev ,.antibiotika“ vznikl v dob¢, kdy antimikrobialn¢ ucinné latky byly
produktem jinych druhti mikroorganismu. Tento fenomén antibiosy jiz v soucasnosti
nevyhovuje, protoze vedle semisyntetickych postupt jsou celé skupiny antimikrobialné
ucinnych latek pifipravovany i Cist¢ synteticky. Piesto se tento termin nadale pouziva
pro viechny antimikrobialné u¢inné latky véetné chemoterapeutik (LINCOVA et al.

2005).

Chemické definice antibiotik stanovi, ze jde o nizkomolekularni organické
pfirodni produkty (sekundarni metabolity) produkované mikroorganismy. Tyto latky
jsou cCasto 1 vmalé koncentraci aktivni proti ostatnim mikroorganismiim. Z 12000
znamych antibiotik vroce 1995 bylo 55% produkovano vlaknitymi bakteriemi
(aktinomycety z rodu Streptomyces), 11% dal$imi aktinomycetami, 12% nevlaknitymi
aktinomycetami a 22% pochazelo z vldknitych hub (ZHANG et al., 2005).

Spektrum uc¢inku antibiotik jiz také nezahrnuje pouze bakterie a plisné. U
nékterych antibiotik byly zjistény protinadorové (doxorubicin, cyklosporin) a antivirové
ucinky, néktera funguji jako enzymové inhibitory (statiny) (BERDY, 2005). Antibiotika
mohou byt bud’ Sirokospektra nebo uzkospektrd. Mezi Sirokospektrd se fadi ta, ktera
jsou u¢inna jako proti Gram-pozitivnim tak proti Gram-negativnim kmenlim. Patii sem
naptiklad sulfonamidy, cefalosporiny, karbapenemy, tetracykliny, chloramfenikol a
riziko rozvoje rezistence. Uzkospektra antibiotika se d&li na uginné proti Gram-
pozitivnim a Gram-negativnim kmentim. Do skupiny antibiotik proti Gram-pozitivnim
bakteriim patii peniciliny, makrolidy, linkosamidy, vankomycin, bacitracin. Proti Gram-
negativnim kmenlim jsou potom U¢inné aminoglykosidy, fluorochinolony,

monobaktamy, polymyxin B (LINCOVA et al., 2005).

Ze vsech znamych antibiotik (22500) je méné nez 1% (okolo 150 latek) ptimo

uzivano v humanni a veterinadrni mediciné¢ (BERDY, 2005).

Vv celé¢ fadé ohledlh maji zvlastni postaveni ve farmakoterapii. Pro svoji ucinnost a
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relativni neSkodnost jsou Casto ordinovany, ale v mnoha ptipadech zbyte¢né. Lécba
antibiotiky je kauzalni, a pfesto jsou lékafi nuceni postupovat empiricky. Hlavné
v disledku nedostatku ¢asu pro testovani na ptivodce onemocnéni. Mimotadny vyznam
racionalni 1écby antibiotickymi latkami spociva hlavné v tom, Ze nespravna l1écba je
nejenom neucinnd, ale dokonce skodliva. Nadmérny selekéni tlak pfispiva k Sifeni
rezistentnich mikrobli, zarovenn nékladnd a pfitom zbytecnd 1écba antibiotiky

predstavuje plytvani finanénimi zdroji (LINCOVA et al., 2005).

Z pohledu historie bylo nejvice dulezitych antibakterialnich latek (tetracykliny,
cefalosporiny, aminoglykosidy, makrolidy) objeveno ve 40. a 50. letech. V 50. a 60.
letech se vyiesily zakladni problémy s chemoterapii. Antibiotika objevena v této dobé
byla pfedevs§im produkovana rodem Streptomyces, a ptedstavovala asi 70 - 80%
izolovanych latek. Jejich aktivita byla zaméfena piedevSim na bakterie a houby.
V tomto obdobi také =zacind objevovani protinddorovych latek, antivirotik a
enzymovych inhibitord. V nésledujicich obdobich az do 90. let se vyznam vyzkumu
snizoval. Néklady na vyzkum rostly, a pfestoze pocet nove objevovanych latek neustéle
rostl, jednalo se hlavné o analogy jiz objevenych latek. Nejvice nové objevovanych
latek produkovaly stale aktinomycety (65-70%), ale se zlepSujicimi se izola¢nimi
technikami se zaGaly prosazovat ,,vzacné aktinomycety* (30%) (BERDY, 2005). Podle
rychlosti objevli novych latek byl pfipraven model, ve kterém je popséano, Ze se sice
nové latky neustale objevuji, ale neni jich tolik, jak jich byvalo v tzv. zlaté éfe (70. 1éta)

(viz obr. 2.1)

Pocet objevenych latek/rok souhrné objevy
120 3500

3000 e

2500 /

2000

100
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1600 1

20
1000 1

0
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0 T T
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rok

Obr 2.1: Cetnost nové objevovanych latek (WATVE et al., 2001)
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Prevazujici ¢ast znamych bioaktivnich mikrobidlnich metaboliti (45%, coz je
vice nez 10 000) je izolovano z riiznych druhii aktinomycet, 34% ze Streptomyces a
11% ze vzacnych aktinomycet (BERDY, 2005).

6000y
pocet
5000+
4000t
3000+

2000¢

1000¢

Owﬁﬁﬁ%,

1950 51-55 5660 6165 6670 7175 7680 8185 8690 9195 9600

. vzacné I:] streptomycety
aktinomycety

g houby I]]]]] bakterie

Obr. 2.2: Distribuce objevenych antibiotik podle ptivodu (BERDY, 2005)

V poslednich dvaceti letech doslo ke znepokojivému snizeni rychlosti vyvoje
novych antibiotik (CHARLES a GRAYSON, 2004). Napi. béhem let 1983-2002 poklesl
poCet novych antimikrobnich agens povolenych FDA (US Food and Drug
Administration) o 56% a v letech 2004 - 2006 byla FDA povolena pouze 3 nova
antimikrobni agens (MUKHOPADHYAY a PETERSON, 2006;
http://www.fda.gov/cder/rdmt/default.ntm). Tento pokles produktivity lze pfipsat na
vrub jednak tomu, Ze mnohé velké farmaceutické firmy pod tlakem trhu ustoupily od
vyzkumu antibiotik a orientovaly se na vyvoj 1éCiv s jinou indikaci vykazujici vétsi
navratnost investic (CHARLES a GRAYSON, 2004; LUZHETSKYY et al., 2007),
jednak i Spatné volbé strategii pii hledani novych antibiotik (BALZ, 2006). V
poslednich 10-20 letech byla v programech hledani novych antibiotik pro generovani

chemické diverzity napt. patrnd tendence uptednostiiovat kombinatorialni chemii. Sifi
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se ale nazor, Zze kombinatorialni chemie nedokaze zastoupit jako primarni zdroj

chemické diverzity pfirodni produkty, jejichz hlavni vyhodou je Casto velmi slozita

struktura a chiralni povaha (LARSEN et al., 2005).

Mechanismus ucinku antibiotika charakterizuje zptisob zéasahu antibiotika do

syntézy makromolekul bakteridlni buniky. Pfes zna¢nou variabilitu uc¢innych latek Ize

pocet zadsahovych mist, a tim i zpsobil u€¢inku antibiotik rozdélit jen do nékolika malo

skupin:

1. Inhibice syntézy bakterialni bunééné stény je podkladem

3.

baktericidniho 0¢inku antibiotika. V dusledku vazby antibiotika na
enzymy bakteridlni buiiky podilejici se na syntéze stény bunky se
bakterialni bunka piestane délit a hyne. (f-laktdmova antibiotika se
vazou na své receptory — enzymy penicillin-binding-proteins — a inhibuji
syntézu blokédou transpeptidacnich reakci konstituujicich a zpeviiujicich
peptidoglukan; glykopeptidova antibiotika interferuji se syntézou stény
bakterii vazbou na prekurzor sténového pentapeptidu; bacitracin inhibuje
defosforylaci undecaprenylfosfatu)

PoruSeni bunééné cytoplazmatické membrany antibiotiky zpiisobuje
ztratu selektivni permeability a integrity bunék a tim jejich zanik. Uginek
vSak neni specificky a mize byt u ¢lovéka podkladem pro nefrotoxicitu.
(polyenova antibiotika se vazou na steroly v membrané kvasinkovych
mikroorganismi, detergentnim u¢inkem poruSuji cytoplazmatickou
membranu a tim zpusobi lyzu; imidazoly inhibuji enzymy konecné faze
syntézy ergosterolu v membrané hub)

Inhibice syntézy bilkovin vznika zasahem na riznych mistech ribozomu
(tetracykliny se vazou reversibilné na receptor umistény na podjednotce
30S a blokuji vazbu aminoacyl-tRNA na akceptorové misto na komplexu
MRNA s ribozomem; aminoglykosidy se ireversibilné¢ vazou na 30S
podjednotce; chloramfenikol se vaze reversibilné na receptor umistény na
50S podjednotce a blokuje ptsobeni peptidyltransferazy; makrolidy se
vazou pobliz receptorového mista pro chloramfenikol na 50S
podjednotce ribozomu; linkosamidy inhibuji syntézu proteini vazbou na
50S podjednotce ribozomu; mupirocin inhibuje syntézu bilkovin vazbou

na bakterialni isoleucin-tRNA-syntetazu.
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. Inhibice syntézy nukleovych kyselin mtze probihat pii replikaci DNA
nebo transkripci (chinolinova antibiotika jsou inhibitory topoizomeraz —
DNA-gyrazy a topoisomerazy IV; rifampicin inhibuje DNA-dependentni
RNA-polymerazu bakterii)

. Inhibice = metabolismu  bakterialni buiiky je  podkladem
bakteriostatického  U¢inku  sulfonamidd,  trimetoprimu  nebo
pyrimethaminu. Principem je zamezeni tvorby bakterialni kyseliny

listové (LINCOVA et al., 2005).

| Syntéza bua. stény |
Naruseni cytoplaz.
membrany
-
St >

9

!

Y/

/m

= BAKTERIALNI BURKA
o £ mmp [ —

lliC

Obr. 2.3: Schematicky nakres mechanismu u¢inku nékterych antibiotik (PABA =

paraaminobenzoova kyselina, DHF = dihydrolistova kyselina, THF = tetrahydrolistova

kyselina); pfevzato z http://cs.wikipedia.org/wiki/Antibiotikum a upraveno

Omezeny pocet mist zdsahu antibiotik zplsobuje pomérné snadny vznik

rezistenci u pavodné citlivych mikrobli. Rezistence na antibiotika vznikd obecné

nékolika mechanismy (tab. 2.1) (LINCOVA et al., 2005).
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Tab. 2.1: Mechanismus rezistence bakterii vaci antibiotikim

Mechanismus rezistence Piiklady
Snizeni intracelularni koncentrace
antibiotika
o Snizeni efluxu Tetracykliny, chinolinova antibiotika
o Snizeni permeability zevni | B-laktamova, chinolonova antibiotika
membrany
o SniZeni transportu | Aminoglykosidy

cytoplazmatickou membranou

Inaktivace antibiotika (reverzibilné nebo | B-laktdmova antibiotika,
ireverzibilng) aminoglykosidy, chloramfenikol
Modifikace cilového mista B-laktdmova, chinolonova antibiotika,

makrolidy, glykopeptidy, rifampicin

Obchvat cilového mista trimethoprim
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2.1.1 Linkosamidy

Linkosamidy jsou antibiotika se zvlastni chemickou strukturou. Pouzivaji se
nejCasteji jako alternativa v 1€cbé grampozitivnich a anaerobnich infekei u nemocnych
S hypersenzitivitou na peniciliny. Star§i linkomycin byl jiz témét ve vSech indikacich
nahrazen novéj§im klindamycinem (LINCOVA et al.,, 2005). Mechanismus uéinku
spo¢iva v inhibici syntézy bilkovin, kterda vznikd vazbou linkosamidu na 50S

podjednotku ribozomu (LINCOVA et al., 2005).

Antimikrobialni spektrum linkosamidi zahrnuje Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, koagulasa-negativni stafylokoky,
streptokoky skupiny B. C, G, nesporulujici anaerobni koky (Peptococcus spp.,
Peptostreptococcus spp.), anaerobni grampozitivni ty¢inky (Actinomyces spp.,
Propionibacterium acnes, Eubacterium spp.) a gramnegativni ty¢inky (Bacteroides
fragilis a dalsi, Fusobacterium spp.), Clostridium perfrigens, Pneumocystis carinii,
Babessia spp., Plasmodium spp. Rezistentni je pak Clostridium difficile, Enterococcus

spp., Neisseria spp., Haemophilus spp. (LINCOVA et al., 2005).

Vznik rezistence je podminén modifikaci ribozoma (fenotyp MLSb) a uzce

souvisi se zptisobem jejich klinického pouzivani (LINCOVA et al., 2005).

Z pohledu farmakokinetiky se klindamycin vyborné vstfebava i v pfitomnosti
potravy. Biologickd dostupnost se uvadi az 90 %. Distribu¢ni objem klindamycinu je
relativné velky, vysoce se vaze na plazmatické bilkoviny. V dostatecnych koncentracich
pronikd do vétSiny biologickych tekutin, pronikd i do kosti, ale prinik do
cerebrospinalni tekutiny neni dostatecny. Klindamycin se metabolizuje v jatrech a

vyluduje se ledvinami. Biologicky poloas je asi 3 hodiny (LINCOVA et al., 2005).

Z farmakodynamického hlediska patii klindamycin mezi antibiotika s i¢inkem
nezavislym na koncentraci. Cilem davkovani je dostate¢n¢ dlouhé udrzovani u¢innych
koncentraci nad minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi citlivych patogeni alesponi po

dobu 50 % davkovaciho intervalu (LINCOVA et al., 2005).

Pokud jsou pouzity obvyklé davky, a to jak u linkomycinu tak u klindamycinu,
je dosaZeno bakteriostatické aktivity. Pti vySSich koncentracich, kterych je jest¢ mozné

dosahnout in vivo, mize byt jejich ucinek i baktericidni (viz. tab. 2.2). Nastup
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baktericidniho ucinku je pomalejs$i a méné kompletni nez napiiklad u B-laktamovych
antibiotik. U¢inek se zvySuje soub&zné s rostouci koncentraci antibiotik, a dokonce v
tomto ohledu je klindamycin u¢innéj$i. Na druhé strané, hlavni vyhodou linkomycinu
je, ze jej lze aplikovat v podstatné SirSim koncentracnim rozmezi 1écebné davky.
Makrolidy a linkosamidy jsou prvni volbou bakteriostatickych antibiotik pouzivanych
ve veterindrni dermatologii. Hlavni antibiotika této t¥idy jsou erytromycin, linkomycin,
klindamycin a tylosin. Jsou dobie absorbovany, pokud jsou podavany usty, stejné jako
jsou schopny proniknout i do infikované rany. Jejich spektrum uc¢inku zahrnuje bakterie
bézn¢ spojené s kozni infekci, vetné stafylokokd. Jejich hlavni nevyhodou je, Ze rychly
rozvoj rezistence bakterii a ptilezitostné gastrointestinalni obtize omezuji jejich uziti
v praxi (SPIZEK a REZANKA, 2004).

Tab. 2.2: U¢inné davky linkomycinu a klindamycinu na nékteré béiné patogenni

bakterie (SPIZEK a REZANKA, 2004)

MIC (pg/ml)

Linkomycin Klindamycin
Gram-pozitivni citlivost citlivost
Bacillus anthracis 0.25-8.0 0.25-5.0
Staphylococcus aureus 0.2-3.2 0.04-1.6
Staphylococcus epidermidis 0.4-1.8 0.1-0.2
Streptococcus agalactiae 0.1-0.2 0.02-0.1
Streptococcus pneumoniae 0.01-0.8 0.002-0.1
Streptococcus pyogenes 0.04-0.8 0.01-0.2
Streptococcus viridans 0.02-1.0 0.005-0.2
Gram-negativni bézné rezistentni bézné rezistentni
Escherichia coli 1000 64
Haemophilus influenzae 4-16 0.5-16.0
Klebsiella pneumoniae 8 125
Neisseria gonorhoeae 8-64 0.5-4.0
Neisseria meningitis >32
Proteus vulgaris 1000 250
Pseudomonas aeruginosa >1000 1000
Salmonella schottmuelleri 125 64
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Klindamycin neni nikde indikovén jako antibiotikum prvni volby nebo jako
preferencni v empirické terapii, ale je to dilezité antibiotikum dal$i volby v celé fad¢
situaci v nemocni¢ni i ambulantni praxi.

Nejcastéjsi klinické indikace klindamycinu:

o Infekce péanevni a nitrobfiSni infekce (peritonitida, absces, septicky abort)

s predpokladanou G¢asti anaerobi, zejména Bacteroides fragilit

o Osteomyelitida zptisobena Staphylococcus aureus

o Diabeticka osteomyelitida

o Infekce diabetické nohy (v kombinaci s antibiotiky proti aerobnim
gramnegativnim tyckam)

o Infekce zplisobené invazivnimi kmeny Streptococcus pyogenes (nekrotizujici
fascilitida, myozitida, toxicky Sok, bakteriémie)

o Tezka stafylokokova a streptokokova celulitida

o Sinusitida, chronicka otitida a sinusitida

o Posttraumaticka endoftalmitida zptisobena Bacillus cereus

o Tezké orofacialni infekce vcetné retrofaryngealniho abscesu

o Acne vulgaris
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2.1.1.1 Linkomycin

Linkomycin, prvni ze dvou linkosamidovych antibiotik, byl izolovan v roce
1962 z pudy v blizkosti mésta Lincoln (Nebraska), podle ného také nese nézev. Druh, ze
kterého bylo antibiotikum izolovano, byl klasifikovan jako Streptomyces lincolnensis
var. Lincolnensis. Linkomycin ma dobré vlastnosti in vitro a in vivo proti riznym gram-
pozitivnim mikroorganismum. Nevykazuje zatim zkiizené rezistence se znamymi
antibiotiky a ma nizky stupen toxicity. Linkomycin ziskal klinické uznani jako hlavni
antibiotikum pro 1é6¢bu chorob zptisobenych gram-pozitivnimi mikroby (SPIZEK et al.,
2004). Linkomycin se sklada z cukerné a aminokyselinové slozky spojené peptidovou
vazbou. Cukernou slozku piedstavuje metyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erytro-o-D-
galaktooktopyrandza (metylthiolinkosamid, MTL) a aminokyselinovou slozku trans-N-

metyl-4-n-propyl-L-prolin (propylprolin, PPL) (SPIZEK et al., 2004) (viz obr. 2.4).

CH CH,

gc —NH ) X
linkomycin A propyl OH
HO O linkomycin B etyl OH

R OH klindamycin propyl  Cl
SCH
OH

Obr. 2.4: Struktura linkomycinu a klindamycinu

2.1.1.1.1 Biosyntéza linkomycinu

2.1.1.1.1.1 Biosyntéza aminokyselinové sloZky propylprolinu (PPL)

Aminokyselinova podjednotka propylprolin obsahuje devét atomt uhliku. Sedm
Znich ma plvod v aminokyseliné¢ L-tyrosinu, coz prokazaly pokusy s radioaktivné

znadenym L-[U-"*C]tyrosinem (WITZ et al. 1971). Kombinaci metody dvojiho znadeni
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a hmotnostni spektroskopie bylo dale zjisténo, ze zbylé dva atomy uhliku (N-metyl a
koncovy metyl postranniho fetézce) maji sviij pivod v metylovych skupinich S-

adenosylmethioninu (ARGOUDELLIS et al. 1969).

L-tyrosin je pfeménovan na L-DOPA, pak nasleduje 3,4-intradiolové Stépeni
a nasledna metylace (BRAHME et al. 1984). Podobna pteména tyrosinu ptes DOPA
byla popséna i v biosyntéze antibiotik antramycinu, tomaymycinu a Sibiromycinu
(HURLEY etal., 1979; HURLEY, 1980) (viz obr. 2.5).

V zavére¢nych krocich biosyntézy PPL v S. lincolnensis se uplatituje redoxni
kofaktor, zvany linkomycinovy kosynteticky faktor (LCF; COATS et al., 1989; KUO et
al., 1989, 1992). Tato latka, jejiz chemicka struktura byla pomoci metody nuklearni
magnetické rezonance uréena jako 7,8-didemetyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin, je
znama i v sekunddrnim metabolizmu jinych streptomycet (napi. biosyntéza tetracyklinu

u Streptomyces aureofaciens; MCCORMICK a MORTON, 1982).

2.1.1.1.1.2 Biosyntéza cukerné slozky metylthiolinkosamidu (MTL)

BRAHME et al. (1984) pouzili pro studium biosyntézy MTL radioaktivni Bc
zabudovany do prekurzoru D-[**Cg]-glukozy. Takto upravena glukdza byla pridavana
do reakce a byla méfena aktivita izotopu *C. Dle jejich hypotézy vznikl osmiuhlikaty
MTL kondenzaci pentdzy a tridzy. Pent6zova jednotka pravdépodobné pochazi bud’
z glukézy, nebo vznikla kondenzaci glyceraldehyd-3-fosfatu s C, jednotkou z C,
donoru, kterym miize byt napt. sedoheptuloza-7-fosfat. Donorem tridzy mize byt také
sedoheptuloza-7-fosfat. Nasledné dochdzi k izomerizaci oktulézy na oktozu,
defosforylace a redukce na uhliku Cg. Dale dochazi k transaminaci prekurzoru 6-
ketooktozy. Biosyntézu ukoncuje zavéreény krok thiometylace na C; (BRAHME et al.
1984) (viz obr. 2.5 — cesta A).

Druhy a novéjsi popis biosyntézy je nasledujici: Dochazi ke vzniku dTDP-
aktivované glukozy, kterd je nasledné konvertovand na dTDP-deoxyamino intermediat,
z né¢hoz glykosylaci vznika osmiuhlikata cukerna slozka (PESCHKE et al., 1995). S-
metylova skupina na C; pochazi z S-adenosylmethioninu (CHUNG et al., 1997). (viz
obr. 2.5 — cesta B)
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2.1.1.1.1.3 Kondenzace PPL a MTL

Ptedposlednim krokem biosyntézy linkomycinu je tvorba peptidové vazby mezi
karboxylovou skupinou propylprolinu a aminoskupinou metylthiolinkosamidu.
Vytvofeni vazby katalyzuje ATP-dependentni na ribozomu nezavisla N-
demetyllinkomycinsyntetaza (ARGOUDELIS et al., 1965, CHUNG et al., 1997). N-
demetyllinkomycinsyntetiza vyzaduje ATP a Mg®* ionty a je teplotné labilni. Optimalni
podminky pro kondenzaéni reakci byly stanoveny na pH 8,0 a teplotu 30 °C. Aktivita
enzymu se po purifikaci na chromatografické koloné ztraci, ale po spojeni urcitych
frakci se znovu objevuje (CHUNG et al., 1997). Oc¢ekava se proto, ze se jedna o

enzymovy komplex nékolika disociovatelnych neidentickych podjednotek.

(g ) A B

@7 Xylosa-5-(P)  Glukoza-1-(P)
+ +
"H Sedoheptulosa-7-(P) ~ dTTP
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Linkomycin A Erythrosa-4-(P)
— — O k y j )
; " Oktulosa-8-(P)
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L-tyrosin ~ L-DOPA
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Obr. 2.5: Biosynteticka draha pro linkomycin A (pfevzato ze SPIZEK et al., 2004)
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2.1.1.1.2 Geny kddujici biosyntézu linkomycinu

Stejné jako u jinych antibiotik produkovanych aktinomycetami geny kddujici
linkomycin potfebné pro biosyntézu jsou seskupené do jediné oblasti genomu a uzce

spojeny s geny odpovédnymi za rezistenci.

Podobné jako biosyntetické geny fady jinych antibiotik jsou geny fidici
biosyntézu linkomycinu uspotfaddany ve shluku spole¢né s geny rezistencnimi. Shluk
gend pro biosyntézu linkomycinu je lokalizovan chromozomalné, jeho délka je cca 35
kb a je v ném sdruzeno 29 otevienych ¢tecich ramci (viz obr. 2.6), jez jsou
pravdépodobné organizovany v dvanacti transkripénich jednotkach (PESCHKE et al.,
1995; JANATA et al., 2001).

Uplna sekvence linkomycinového shluku pramyslového nadprodukéniho kmene
S. lincolnensis 78-11 je znama (PESCHKE et al., 1995) jiz od roku 1995, funkce vSak
byly experimentalné piifazeny jen nemnohym c¢tecim ramcum; funkce ostatnich jsou
doposud pouze dedukovany na zakladé podobnosti jejich sekvence. V ramci shluku jsou
sdruzeny tii geny kodujici rezistenci k linkomycinu (dale jen Imr geny). Gen ImrA
koduje pravdépodobné integralni membranovy protein (protongradient-dependentni
exportér) Gcastnici se transportu linkomycinu z buiiky (ZHANG et al., 1992; PESCHKE
et al., 1995). Gen ImrB vykazuje (na tirovni proteinového produktu) podobnost s 23S
rRNA metyltransferazami a zajistuje tedy rezistenci k linkomycinu nejspise formou
modifikace (metylace) zasahového mista (ZHANG et al., 1992). Posledni z trojice
rezistenénich gent, ImrC, vykazuje (na arovni proteinového produktu) podobnost s
ABC transportéry a pravdépodobné tedy koduje dal$i protein s transportni funkci
(PESCHKE et al., 1995). Krom¢ rezisten¢nich genti obsahuje shluk 26 dalSich gend
(dale jen Imb geny), u nichz je predpokladana funkce biosynteticka ¢i regulaéni.
Zvlastni postaveni v ramci této skupiny genll zaujimaji geny tvofici tzv. cukerny shluk.
Jsou to geny oznacované jako IMbQRSOPZNML (PESCHKE et al., 1995). Homology
téchto genll lze nalézt v tzv. ,,cukernych shlucich", které koduji enzymy biosyntézy
deoxy(amino)cukrli, zaclefovanych mikroorganizmy do antibiotik. Typickymi
enzymovymi aktivitami, které jsou kddovany geny sdruzenymi v takovych ,,cukernych
shlucich, jsou dehydratasy, isomerasy, aminotransferasy, metyltransferazy a
glykosyltransferasy (NEDAL a ZOTCHEV, 2004).
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Piedpokladané proteiny LmbO, LmbM a LmbS vykazuji podobnost s enzymy,
podilejici se na centralnich pochodech mnohych NDP-6-deoxyhex6z (STOCKMANN a
PIEPERSBERG), véetn¢ syntazy NDP-hexézy (LmbO), dehydratizy NDP-hexozy
(LmbM) a (NDP-) aminotransferazy keto-sacharidu (LmbS). Geneticky zdznam vedl
PESCHKE et al. (1995) k =zavéru, ze methylthiolinkosamidovd biosyntéza
pravdépodobné potiebuje pro zahajeni aktivacni energii (pravdépodobné dTDP) a dale

sérii modifikaci pro dNTP-aktivované cukerné meziprodukty.

) mmha) (X —edm O maeaEeeEoe Haeas @

rA° A B1B2C DE FGIHJKL MNZPOSRQTVWBXY U rC

Il Hypotetické rezistenéni geny

[] Geny pravdépodobné kéduiici NDL syntetasu

B Genv kéduiici enzymy zahmuté v pfeméné tyrosinu na PPL

B Geny pravdépodobné kéduiici enzymy zahmuté v konverzi alukosy na MTL
B Geny neznamé funkce

[] NDL methyltransferasa

Obr. 2.6: Schéma genového shluku pro biosyntézu linkomycinu (PESCHKE et al.
1995)

Predpoklada se, Ze geny kodujici enzymy podilejici se na syntéze propylprolinu
se nachazi v blizkosti ImrA genu, zatimco geny kontrolujici syntézu
methylthiolinkosamidu se nachazi dale od ni. Biosyntetické geny se zdaji byt
organizovany podle funkénich drah v oblasti genového shluku, ale stejné pokusy
naznacuji, ze geny kodujici podjednotky NDL-syntetdzy, klicového enzymu
katalyzujiciho kondenzaci propylprolinu a methylthiolinkosamidu, jsou umistény na
ttech oddélenych mistech (CHUNG et al., 1997).
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2.2 Rezistence

Rezistence vii€i zndmym antibiotikim za¢inad byt vaznym problémem a je tfeba
pocitat s jejim omezujicim vlivem. Problematika antibiotické rezistence ziskala
pozornost kvuli vzniku a rozSifeni rezistentnich patogennich bakterii. Rezistence
bakterialnich klonti se potom §ifi mechanismy, které jsou zalozené na zménach cilovych
molekul v disledku mutaci. Ve vétSiné vzniklych rezistenci se jedna o piipady
rezistence ziskané pies lateralni pfenos genu z jinych ekologicky a taxonomicky
vzdalenych bakterii. Ziejmym evolu¢nim faktorem, ktery pfispiva k Sifeni antibiotické
rezistence gentl, je vyroba a spotieba antibiotik nejen pro ucely 1éceni, ale i prevence
nebo jako pridavek do krmiv pro zvitata, jejichz produkty jsou vyuzivany jako
potraviny (AMINOQV et al., 2007).

Horizontalni genovy pfenos je vyznamnym procesem v zivoté bakterii i
archebakterii rozsifujicim jejich adaptabilitu. Je ale také diivodem, jak mohou patogenni
bakterie ziskavat rezistenci k antibiotikiim. Vyznam nabyl po roce 1950, kdy se zacala
objevovat rezistence Kk urcitym antibiotikim. Rozeznavame tfi zakladni mechanismy
horizontalniho pfenosu resistence:

o transformace - piijem DNA z okolniho prostiedi

o Kkonjugace - vyména DNA mezi bakteriemi pomoci specialnich struktur, tzv.
pilusii
o transdukce - vyména DNA pomoci vird, které ji mezi jednotlivymi jedinci

prenasi (OCHMAN et al., 2000).

Minulé horizontalni pfenosy genli mezi taxonomicky vzdalenymi bakteriemi je
teézké reprodukovat experimentalné, protoze neni znamo, ktera bakterie a jaké genetické
mechanismy byly zapojeny, jaké byly podminky Zivotniho prostfedi v dobé& pfenosu, a
jednoduse proto, Ze pienosova frekvence muze byt pfili§ nizka, aby mohla byt

uskute¢néna v laboratornim méfitku (AMINOV et al., 2007).

Existuje ptedpoklad, ze pokud bunika obsahuje gen antibiotické rezistence,
zvySuji se jeji naroky na metabolismus (KERR, 1999), a proto tento tlak selektuje
bakterie nesouci rezistencni geny. Resistencni geny by tedy mély byt eliminovany
samotnou bunkou, ale ukazuje se, ze jednou ziskané rezisten¢ni geny, 1 piestane-li
selekéni tlak plisobit, nejsou z populace bakterii eliminovany tak rychle, jak se ptivodné

ocekavalo. Sifeni antibiotické rezistence se stavd samoudrZzovacim procesem, ktery
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nahrazuje citlivy genotyp i pii absenci selektivniho tlaku. Zlepseni pfenosu antibiotické
rezistence mize byt jednim z divodl, pro¢ geny rezistence vici antibiotikim jsou
perzistentni i pfi zjevné absenci antibiotika, napiiklad u volné Zijicich zvifat. Naproti
tomu v oblastech s historicky nizkou urovni pouzivani antibiotik Vv zemé&dé€lstvi, je
frekvence genu antibiotické rezistence také velmi nizka (AMINOV et al., 2007). S
rezistencemi ptrenasenymi mezi klinickymi kmeny se pravdépodobné nemisi velmi
rozmanity vybér rezistencnich gent, napf. i viici linkomycinu a piibuznym antibiotikiim
(CERMAK et al., 2008), udrzovanych v piirodnim prostiedi a pochazejicich nejspise z
producenti (AMINOV et al., 2007).
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2.2.1 Rezistence na linkomycin a klindamycin

Hlavnim typem rezistence na klindamycin a linkomycin je tzv. MLSb rezistence,
spole¢na pro makrolidy, linkosamidy a streptogramin B. Tento typ rezistence je spojen s
geny kodujici metyltransferazy, které modifikuji spolecna cilova mista na ribozomu

(SPIZEK et al., 2004).

Linkomycinova rezistence v klinickych izolatech stafylokokii a streptokoku
se vyskytuje po nékolik desetileti. Tato rezistence je zprostfedkovana plasmidem a je
kodovana v transpozonech. Rezistence ¢asto neni konstitutivni a uc¢innost indukce se lisi
druh od druhu. Ve vétsin¢ gram-pozitivnich druh je erytromycin vice efektivni
induktor rezistence nez klindamycin. Plasmidy mohou zprostfedkovat linkomycinovou
rezistenci jak u streptokokia tak stafylokoku, které jsou strukturalné velmi podobné
(SPIZEK et al., 2004).

2.2.1.1 Mechanizmus rezistence k linkomycinu
Dosud byly popséany tii mechanizmy rezistence k linkosamidiim:

1) Modifikace cilového mista. Jedna se o tzv. MLSb rezistenci, kterou linkosamidy

sdileji s makrolidy a streptograminem B a ktera spoCiva v metylaci N6
specifického adeninového zbytku (A2058; ¢islovani dle E. coli) molekuly 23S
rRNA metyltransferazami dvou typu. Monometyltransferazami, jejichz
ptikladem je ImrA, kddovana genem linkomycinového biosyntetického shluku S.
lincolnensis (PESCHKE et al., 1995) a dimetyltransferazami, jejichz ptikladem
je erm(C) stafylokoki (SHIVAKUMAR a DUBNAU, 1981). Zatimco
monometylace zminéného adeninového zbytku zajistuje rezistenci k vysokym
(>1000 pg/ml) koncentracim linkosamidii a nizSim (>50-200 pg/ml)
koncentracim erythromycinu, tylosinu a karbomycinu, dimetylace ud¢li
rezistenci k vysokym (>1000 pg/ml) koncentracim vSech péti antibiotik
(CALCUTT a CUNDLIFFE, 1990; BURIANKOVA et al., 2004).

2) Modifikace antibiotika samotného. Jedna se o inaktivaci antibiotika fosforylaci

nebo nukleotidylaci jeho hydroxylové skupiny v poloze 3, ktera byla detekovana
u nékterych druhi streptomycet (ARGOUDELIS et al., 1977; MARSHALL et
al., 1989). Nukleotidyltransferasy linkosamidt, kodované Inu geny (dtive lin)
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3)

byly popsany u grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganizmti (HEIR et
al., 2004; ACHARD et al., 2005) a katalyzuji adenylaci linkosamidt.

Aktivni eflux antibiotika. Jedna se o aktivni odstranéni antibiotika z buiiky, které

zprostiedkovavaji proteiny piislusejici k dvéma nadrodindm: K nadrodin¢ MFS
(major facilitator superfamily) transportnich proteind, které pro export latek
vyuzivaji protonovy gradient, pati proteinovy produkt genu ImrA (ZHANG et
al., 1992), ktery je soucasti linkomycinového biosyntetického shluku producenta
linkomycinu S. lincolnensis. K nadrodiné ABC (ATP binding cassette)
transportérii, které ziskavaji energii pro transport hydrolyzou ATP, je fazen
proteinovy produkt genu linkomycinového biosyntetického shluku ImrC
(PESCHKE et al., 1995). U klinickych izolatd byly popsany i dalsi ¢lenové
rodiny ABC transportérti zprostitedkovavajici aktivni eflux linkosamidi. Jako
piiklad muze slouzit vgaALC, ktery zprostfedkovava aktivni eflux
streptograminu A a linkosamida u Staphylococcus haemolyticus (NOVOTNA a
JANATA, 2006).
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2.3 Rod Streptomyces

Streptomycety odvozujici svlij nazev z latinského streptos = vlaknity, myces =
houby, jedna se o relativné velky rod gram-pozitivnich bakterii zahrnujici pies 370
druhti (Bergey's manual of systematic bacteriology, 2001). Jsou to pfevazné saprofyté a
striktni aerobové obyvajici pidni ekosystémy. Jako takovi produkuji extracelularni
enzymy hydrolyzujici né€které organické polymery (napi. Skrob, celulozu, lignin a
chitin) na jednodussi rozpustné latky a ty poté pfijimaji. Streptomycety jsou vlaknité
pudni bakterie vytvarejici mycelium z vicebunéénych hyf. Rust probihd prodluzovanim

hyf v terminalnich &astech nebo vétvenim (NEZBEDOVA, 2002).

Rod Streptomyces je definovan na zakladé fenotypovych a genotypovych znaku.
Nejvyznamnéj$im nastrojem taxonomie streptomycet Se nyni vedle ptvodni analyzy
slozeni bun&né stény a profili mastnych kyselin, stala sekvencni analyza 16S rRNA
(WILLIAMS et al., 1989; WELLINGTON et al., 1992; KIESER, 2000; ANDERSON a
WELLINGTON, 2001). Pravé touto metodou se podatilo prokazat, Ze aktinomycety,
ackoli maji slozitou morfologii a komplikovany Zivotni cyklus, nejsou skupinou
oddélenou od ostatnich bakterii, ale jsou fylogeneticky pifibuzné gram-pozitivnim
ty¢inkam a kokiam (Micrococcus, Arthrobacter) (Atlas of actinomycetes, 1997). Dnes je
rod Streptomyces taxonomicky fazen (Bergey's manual of systematic bacteriology,
2001) do:

o fiSe: Bacteria

e kmene: Actinobacteria

e tiidy: Actinobacteria

e podtiidy: Actinobacteridae
e fadu: Actinomycetales

e podiadu: Streptomycineae

e Celedi: Streptomycetaceae

Fylogeneticky jsou streptomycety soucasti aktinobakterii, maji DNA bohatou na
nukleotidy G a C. Mezi bézné se vyskytujicimi aktinobakteriemi se obsah G+C
pohybuje od 54% v nékterych korynebakteriich do vice nez 70% v rodé Streptomycetes.
(CHATER a CHANDRA, 2006) Zastupci rodu Streptomyces obsahuji 69-78% G+C
part v DNA a od jinych aktinomycet je lze odlisit typem bunééné stény. Ta obsahuje

kyselinu L,L-diaminopimelovou a glycin, neobsahuje nékteré charakteristické cukry
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(arabinosu, galaktosu nebo xylosu) a acyl jejich muramylovych zbytkl je acetyl

(ANDERSON a WELLINGTON, 2001; SEDLACEK, 2007).

Dalsim pozoruhodnym rysem chromozomu Streptomyces je jejich linearita, coz
je struktura, jejiz popis nevyplyva ani z rozsahlého mapovani genetickych spojeni S.
coelicolor. Linearita byla prokazana u nékolika riznych mycelidlnich aktinobakterii,
véetné¢ druhti Saccharopolyspora, Actinoplanes, Micromonospora a Nocardia, ale

nebylo prokazano, Ze je spojena s myceliovym riastem (VENTURA et al., 2007).

Streptomycety produkuji vice nez 10 000 znamych bioaktivnich latek, ale jejich
taxonomie je komplikovana. Je to pfedevsim proto, Ze riznorodost morfologickych,
kulturnich, fyziologickych a biochemickych vlastnosti je pozorovana jak na
vnitrodruhové tak mezidruhové urovni (ANDERSON a WELLINGTON, 2001).

Geny souvisejici s primarnim metabolismem jsou udrzovany v ramci vsech
stanovovanych bakterialnich genomd, i1 kdyz jejich funkce zlstavaji né¢kdy neobjasnény.
Naopak nékteré geny nebo seskupeni genti jsou vysoce specifické pro konkrétni taxony
a zadné analogy nenalezneme u blizkych pfibuznych druhti, nékdy dokonce ani v jinych
kmenech téhoz taxonu. Tyto specialni ¢asti genomu upravuji dalsi vlastnosti organismu,
napf. patogenitu, biosyntézu sekundarnich metaboliti nebo samotné antibiotické
rezistence. Geny biosyntetickych drah sekundarnich metabolitli spolu s geny rezistence
obvykle tvoii genové shluky (SPIZEK et al., 1998). Organizace shluku usnadiuje
horizontalni pfenos mezi fylogeneticky nezavislymi skupinami mikroorganismu.
Horizontalni pfenos muze vysvétlit velmi neobvyklé, odlisné a nékdy dokonce i
jedine¢né charaktery sekundarnich metaboliti v porovnani s primarnimi. Vzhledem k
tomu, ze sekvenovani DNA bakteridlniho genomu miiZze pfinést uplny nebo téméf
kompletni soubor spole¢nych genli zapojenych do primarniho metabolismu, genofond
souvisejici se sekundarnimi metabolity neni snadné ziskat, protoze geny jsou rozdéleny
mezi rdzné taxony organismi. Producenti sekundarnich metabolitli jsou rozsifeni v
ptirod¢ podle odlisnych pravidel nez neproducenti, a proto ptedstavuji jiny pohled na

bakterialni rozmanitost.

Aktinomycety jsou znamé pro jejich biotechnologické vlastnosti a az do nedavné
doby se védecka pozornost zaobirala pouze jejich sekundarnimi metabolity, které se

pouzivaji jako Iéky v humanni i ve veterinarni mediciné. Teprve nedavno se zjistilo, ze
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rozmanitost je mnohem $irsi, nez byly prvni odhady. Aktinomycety byly nalezeny v
motském prostiedi ve spojeni s vodnimi makrofyty, v podzemni vrstvé pid a pudé v
ruznych prostiedich, jako jsou tropicky destny les, kyselé a alkalické ptidy nebo pisecné
duny. Tyto studie se ¢asto provadi pouze pomoci kultiva¢nich metod, takze velka ¢ast
informaci o rozmanitosti a poétu aktinomycet, ale i jejich funkci v ptirodnim prostiedi

stale chybi.
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2.3.1 Vyvojovy cyklus streptomycet

Streptomycety maji relativné slozity zivotni cyklus, na kterém se podili velky
pocet gent. Tento fakt koreluje se skutecnosti, ze maji jeden z nejvétsich genoml mezi
bakteriemi - 8.6 Mb u Streptomyces coelicolor (E. coli ma 4.6 Mb) (NEZBEDOVA,
2002). Vyvojovy cyklus streptomycet, nejlépe prostudovany u modelového organizmu
S. coelicolor, za¢ina na pevné padé kli¢enim spor, které davaji vznik spleti dlouhych
vétvenych vldken nazyvanych vegetativni mycelium. Vegetativni hyfy jsou
multinukleoidalni syncytia, jen nepravidelné rozdélena casto neuplnymi piepazkami
(WILDERMUTH, 1970). Po vytvoieni vegetativniho mycelia se pfechodné snizuje
akumulace biomasy. Zaroven dochazi k lyze nékterych kompartmentti vegetativniho
mycelia, v hyfach na povrchu kolonie se ukladaji zasobni latky, zvySuje se produkce
vybranych extracelularnich proteinil a za¢ina syntéza sekundarnich metaboliti 1 tvorba
nevétveného vzdusného mycelia. Vzdusné hyfy maji hydrofobni povrch a vykazuji
typicky spiralovy zptsob ristu (KIESER, 2000; VAN WEZEL a VIJGENBOOM,
2004). Vzdusné hyfy se nakonec méni na fetizky spor nesoucich jedinou kopii
chromozomu (viz obr. 2.7). Spory jsou uloZzeny v tenké pochvé a v jednom fetizku jich
byva 5 az 50. Jsou Casto pigmentované u né€kterych druhii hladké u jinych chlupaté ¢i
s ostrymi vybézky. Kromé stadia spory maji tedy tyto bakterie mnohobunécny Zivotni

cyklus (NEZBEDOVA, 2002).
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Obr. 2.7: Zivotni cyklus streptomycet na pevné pudé. Prevzato z

http://opennetware.org/wiki/Streptomyces:Other_Bits/An_Introduction_to_Streptomyce

S

Pokud hyfy nepfijimaji dostatek potravy zpidy, dojde ke dvéma jeviim:
produkci antibiotik nebo jinych sekundarnich metabolitti a formaci reproduk¢nich hyf,
které castecné parazituji na myceliu. Spory viditelné nevykazuji odolnost vii¢i teplu, ale
dobfte piezivaji v suchych podminkach a pravdépodobné usnadiuji rozptyleni vétrem,

vodou nebo prostiednictvim zvifat (CHATER a CHANDRA, 2006).

Zivotni cyklus zaéina kli¢enim spory v tzv. substritové mycelium, coZ jsou
uvnitf nedélend vldkna proristajici smérem do substratu a na povrchu substratu. Po
urcité dobé zacne ze substratového mycelia vyristat smérem nad substrat tzv. vzdusné
mycelium, které se pozdé¢ji diferencuje v fetizky nepohlavnich spor. Za vhodnych
podminek se spory z fetizkli uvoliiuji a cyklus se uzavirda. V pozdnich fazich ristu
vzduiného mycelia jesté pred sporulaci dochazi k produkci antibiotik (NEZBEDOVA,
2002).
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2.3.2 Sekundarni metabolity streptomycet

Geny pro produkci jednotlivych sekundarnich metaboliti jsou, az na vyjimky
(BIBB, 2005), uspotadany ve shlucich (HOPWOOD et al., 1995), jejichz velikost se
pohybuje od nékolika malo do vice nez 100 kb (BENTLEY et al., 2002). Geny kodujici
biosyntetick¢é enzymy jsou ve shlucich doprovazeny geny pro rezistenci k
produkovanému antibiotiku a nékdy také geny regula¢nimi, tzv. druhové specifickymi
regulatory. Tyto genové shluky, oznacované jako ostrivky sekundarniho metabolismu
(secondary metabolic islands, SMILE) (THOMPSON et al., 2002), jsou obvykle
lokalizovany na chromozomu, jsou koregulované a funkcni v heterolognich druzich.

SMILE byly pravdépodobné ziskany horizontalnim prenosem.

Charakteristickymi rysy regulace sekundarniho metabolizmu streptomycet jsou
pestrost a komplikovanost. Sekundarni metabolity udéluji adaptivni vyhody, jejichz
podstata neni zatim popsana. Antibioticka aktivita nemusi byt totiz primarni funkci
téchto latek v ptirodé (BIBB, 2005). Rtzné genové shluky sekundarniho metabolismu
tedy pravdépodobné reaguji na stres a pestré soubory fyziologickych a
environmentalnich signali. Navic je sekunddrni metabolizmus obvykle koordinovan s
fazi zivotniho cyklu, ktera podléhd vlastnim regulaénim prvkim, coz regulaci dale

komplikuje.

34



2.4 ABC transportéry

ABC transportéry patii k ATP-vézajici nadrodiné, ktera pouziva hydrolyzu ATP
pro pienos ruznych latek pies biologické membrany. Podileji se na importu a exportu
Siroké Skaly substrati od malych iontd po makromolekuly. ABC transportéry lze
rozdélit do tii hlavnich funkénich skupin. Dovozci (téida 1) zprostiedkovavajici piijem
zivin v prokaryotach. Mezi substraty, které jsou schopné piepravovat, patii mono-a
oligosacharidy, organické a anorganické ionty, aminokyseliny, peptidy, kovu,
polyaminové kationty i vitaminy. Vyvozci (tfida 2) se podileji na vyluovani
jednotlivych molekul, jako jsou peptidy, lipidy, hydrofobni drogy, polysacharidy a
proteiny, véetné toxinl jako je hemolyzin. Do této skupiny patii i nami studovany
transportér ImrC. Treti kategorie (tfida 3) neni piimo zapojena do transportu, ale podili
se na prekladu mRNA a opravach DNA (DAVIDSON et al., 2008).

Je zajimavé, Ze znaCny pocet ABC transportérd tiidy 2 byl nalezen v
organismech produkujici antibiotika, zejména aktinomycetach. Tyto organismy
potiebuji u¢inny obranny mechanismus, aby byly chrdnény proti antibiotikiim, které

produkuji (DAVIDSON et al., 2008).

Nachazeji se jak v prokaryotach tak eukaryotach. Jejich Ctyfi konstitutivni
domény jsou obvykle kodovany nezavislymi polypeptidy. Prokaryotické transportéry
vyzaduji dalsi extracytoplasmatické vazebné bilkoviny (jedna nebo vice za systému) pro
funkci. Naproti tomu exportni systémy vynaseji §kodlivé latky a extracelularni toxiny.

Nachazeji se ve vSech zivych organismech (DEAN et al. 2001).
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Obr. 2.8: Schéma ABC transportéru, pievzato ze SZAKACS et al. 2008

Bakterialni transportéry jsou zavislé na proteinech, a to jak konstrukéné, tak
funkén€ a evoluéné. Tyto transportéry miiZeme najit nejen u bakterii, ale také v
kvasinkach, rostlinach a zivocisich véetné ¢lovéka, a zahrnuji import i export latek do
systému. Prestoze kazdy jednotlivy systém je pomérn¢ specificky, rizné systémy
pfenaseji riizné substraty. Nékteré maji znany zdravotni vyznam veetn€ mnohocetné

rezistence (multidrug resistence) (HIGGINS et al. 1990).
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2.4.1 Struktura ABC transportéru

ABC transportéry obsahuji par ATP-vazebnych domén, znamé jako nukleotid-
vazané domény (nukleotide binding domains, NBD), a ze dvou sad transmembranovych
domén (TMD), obvykle obsahujici §est membranovych a-Sroubovic. NBD obsahuje tii
oblasti: domény Walker A a B, které nalezneme ve vSech ATP-vazajicich proteinech, a
podpis (C-doména), ktery se nachazi mezi nimy. C doména je specificka pro ABC
transportéry, odliSuje je od ostatnich ATP-vazajicich proteini. TMD je obsazena ve
vSech ABC transportérech, jen v riznych kombinacich. Nékteré transportéry mohou mit
vSechny ¢tyfi oblasti na stejném polypeptidovém fetézci. Prototyp ABC proteinu
obsahuje dvé NBD a dvé TMD domény. NBD se nachdzi v cytoplasmé. Molekuly
Cerpaji substraty v jednom sméru, obvykle z cytoplasmy. Pro hydrofobni slouceniny je
tento pohyb Casto z vnitini vrstvy pies dvojvrstvu na vnéj§i membranu nebo piijemce
molekuly. ABC geny jsou organizovany bud’ jako GplIné transportéry, které obsahuji
dvé TMD a dvé NBD, nebo jako polovi¢ni transportéry, které obsahuji jeden z kazdé
domény. Polovina transportéru je pak sestavena jako homodimer nebo heterodimer a
vytvaii funkéni transportér. Geny, které koduji ABC proteiny, jsou rozptyleny v
genomu a vykazuji vysoky stupen shody se sekvenci aminokyselin v eukaryotach
(DEAN et al. 2001).

VétSina transportéri je tvofena homodimery, které se skladaji ze dvou polovin
transportéri, nebo TMD zabudované do NBD. ICD (intracelular domain) je
zodpovédny za komunikaci mezi TMD a NBD. Typickym piedstavitelem takového
transportéru je pak Sav1866 z Staphylococcus aureus. (viz obr. 2.9) VétSina
transmembranovych domén transportéri se sklada z celkem 12 a-$roubovic se 6 a-
Sroubovicemi na monomeru. Doména ABC se sklada ze dvou domén, katalytické jadro
domény jako motor ATPasy a mensi, strukturdlné rizné a-Sroubovice, ktera jsou
charakteristické pro ABC transportéry. Vétsi oblast se obvykle sklada ze dvou p-
skladanych lista a Sesti a-Sroubovic, kde se nachazi motiv Walker A (GXXGXGKS /T,
kde X je néjaka aminokyselina), oznaCovany také P-smycka, a motiv Walker B
(O@DODDD, z nichz @ jsou hydrofobni zbytky). Sroubovicova doména se sklada ze tii
nebo Ctyt Sroubovic a podpisem ABC motivu, zndmy téz jako motiv LSGGQ, linker
peptid nebo C motiv. Doména ABC také obsahuje glutamin, ktery je umistén v pruzné
Q-smycce, a y-fosfatovy spina¢, ktery spojuje TMD a ABC. O Q-smycce se
predpoklada, ze se podili na interakci NBD a TMD. H-motiv obsahuje velmi
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konzervativni rezidua histidinu, ktera jsou dulezita v interakci domény ABC s ATP (viz
obr. 2.10).

periplasma

cytoplasma

Obr. 2.9: Struktura ABC transportéru Sav 1866; ptevzato z
http://en.wikipedia.org/wiki/ATP-binding_cassette_transporter a upraveno (TMD =
transmembranova doména, ICD = intracelularni doména pro komunikaci mezi NBD a

TMD, NBD = nukleotid vazajici doména)
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Walker B

N == I

Walker A Q-smytka ABC podpis H-motiv

Obr. 2.10: Struktura NBD, linearni proteinova sekvence nahoie ukazuje relativni
pozice aminokyselin ve struktufe (barvy souhlasi s 3D strukturou); pievzato z

http://en.wikipedia.org/wiki/ATP-binding_cassette transporter a upraveno

Spektra substratl se Casto mezi riznymi transportéry prekryvaji, navic exogenni
substraty mohou o transportéry soutézit jak mezi sebou, tak i se substraty endogennimi.
Kli¢ova role je rodiné efluxnich ABC transportérii pfisouzena v ovlivnéni absorpce,
distribuce a exkrece toxickych substanci. Tato funkce ABC transportérti je podporovana
pritomnosti biotransformac¢nich enzymd, které preménuji latky na metabolity, jez jsou

dale substraty pro efluxni pfenasece (FUKSA et al., 2006).
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2.5 Zakladni principy pouzivanych metod

2.5.1 PCR (= Polymerase Chain Reaction)

Jedna se o jednoduchou enzymatickou metodu, béhem niz dochazi k amplifikaci

pozadovaného fragmentu DNA.

PCR je syntéza definovanych sekvenci DNA. Dva oligonukleotidové primery
jsou komplementéarni k opa¢nym fetézciim a ohranicuji cilovou sekvenci DNA. Reakce
probiha ve tech krocich:

1. denaturace templatu
2. nasednuti primerti (annealing)

3. prodluzovani nasednutych primert termostabilni polymerazou. (extenze)

Produktem je dvoufetézcovd DNA, definovand 5'konci primerd a délkou
vzdalenosti mezi primery. Pocet kopii cilové DNA se v kazdém cyklu zdvojuje a

akumuluje se specificky fragment DNA.

VoW

Primery jsou jednovlaknové oligonukeotidy bézné 20 — 30 bp dlouhé. Ohranicuji
replikovany usek, to znamena, Ze musi u€inné hybridizovat s okolim cilové sekvence.
Vzdalenost primera je variabilni. Primery by mély obsahovat shodny obsah G a C bazi,

coz zajisti 1 podobnou Tannear. Také by nemély tvofit dimery.
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2.5.2 Elektroforéza

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli. Hlavnim nositelem naboje DNA jsou zaporné nabité fosfatové skupiny. Tento
naboj je rovnomeérne rozlozen a jeho velikost je na jednotku molekuly stejna. Proto je
pohyblivost molekul DNA v gelu urcena jejich velikosti (objemnéjsi fragmenty se
pohybuji gelem pomaleji). Elektroforéza se provadi na nosicich, kterymi jsou nejcastéji

gely z agarozy.

NN b T =~ =
——— e

Obr. 2.11: Princip elektroforézy

41



2.5.3 Ligace

Ligaci se rozumi vzdjemné spojovani dvou (a vice) molekul DNA nebo
cirkulace linearnich molekul (viz obr. 2.12). Ligace se provadi pomoci ligaz (enzymy
katalyzujici tvorbu fosfodiesterové vazby mezi 5 fosfatovou skupinou a 3"OH skupinou
nukleotidii spojované DNA). Nejvétsi praktické vyuziti ma T4 DNA ligaza, Ktera
spojuje nejen kohezivni (pfeCnivajici nebo komplementarni), ale i tupé, zarovnané

konce.

plazmid Stépen @ &
restrikénimm enzyvimnem

inzertovansd DMNA

DA Stépena
restrikénim
ENZ¥ITIEM

vsledna DRA s lepivymi
(kormplermentarnimi
kanci

DMA je komplementarné

Rekombinantni q spojenapomoci DMA ligdzy

DirdA,

Obr. 2.12: Ligace do plazmidu; ptevzato z
http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap08/week08b_files/mit-insert.gif a
upraveno
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2.5.4 Hybridizace

Hybridizaci se rozumi tvorba dvoufetézcovych hybridi ze dvou
komplementarnich jednofetézcovych molekul. Je zaloZzena na principu denaturace a
nasledné renaturace. Plsobenim vysoké teploty nebo zménou pH dojde k oddéleni
komplementarnich vldken nukleovych kyselin a pii nasledné renaturaci dojde

k obnoveni dvoutetézcovych struktur pii postupném snizovani teploty.

Hybridiza¢ni metodu, kterou jsme vyuzili, je hybridizace DNA s jinou
molekulou DNA - komplementarni a zna¢enou sondou, Southern blotting. Hybridizace
se provadi na pevnych nosicich, na kterych je DNA fixovéna tak, aby byla soucasné
schopna hybridizace. Kinetika této reakce je pomala a relativné malo efektivni.
Imobilizace vzorkil se provadi nejcastéji na membrany z nitratu celulosy nebo nylonu.
Ptenosu DNA na pevny nosi¢ predchéazi depurinace, alkalicka denaturace a neutralizace.
Pfenos se uskute¢ni bud’ prostou difuzi na podklad¢é kapilarnich sil za pomoci vakua,
nebo plsobenim elektrického proudu. Malé fragmenty (do 1500 bp) se pfenesou na
membranu pii pouziti difuze kapilarni silou do 2 hodin, vétsi fragmenty (nad 15 kb)
vyzaduji i vice nez 15 hodin. Permanentni fixace na membranu se docili napf.
pusobenim UV svétla. Vlastni hybridizace znamena reasociaci piislusnych dvojic bazi
podle specifického potradi nukleotidi se sondou znacenou radioaktivnim nebo
neradioaktivnim markerem. Jde bud’ o useky DNA (dvou nebo jednovldknové)
klonované pomoci bakteridlniho vektoru nebo syntetické oligonukleotidy. Mén¢ Casto
se pouzivaji tzv. ribosondy (cRNA). Senzitivita hybridizace zavisi na ¢tyfech hlavnich
faktorech: délce (poctu bazi) a komplementarité sondy, koncentraci sondy (a potlaceni
nespecifickych vazeb), specifické aktivit¢ sondy dané aktivitou (koncentraci)
navazaného markeru, koncentraci testované DNA pienesené a fixované na membrang.
Reakéni smés a kinetika hybridizacni reakce jsou stanoveny obvykle empiricky. Po
hybridiza¢ni reakci ve specidlnim inkubétoru s termostatem nasleduje vymyvani pufrem
SSC o rtizné koncentraci. Tento pufr odstrani vSechny nespecificky vdzané molekuly.

(Hybridizacni metody: http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/newlook/defa4.htm)
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odstranéni membrany

wstva papirovich uéniki
spewné vazanou DNA

Zehlicek DNA,
mame velikost jako
markery velikosti

NACENE DNASONDY

agarosovy ~
gel - \ :
podlozka s 3MM roztok /

! HYBRIDIZUJ NA,
_ \Whatmanpaper Jssc ROZDELENOU DNA ey
DNA FRAGMENTY ROZDELENE ELEK- SEPARQVANE FRAGMENTYDNA __— igelitovy
TROF ORESOU NAAGAROSOVEM GELU PRENASENE NAMEMBR ANU shdek
pozice /| T ===————__| znadené  INACENE DNASONDY HYBRIDIZOVALY
marken | — —1" bandy S KOMPLEMENTANIMI DNABANDY
N— / WD) ALIZACE AJTOR ADIOGR AFIi

Obr. 2.13: Southern blotting; pfevzato z
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/dna/oldnalanguage.html a

upraveno
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2.6 Cile diplomové prace

o Detekce homologt vybraného rezisten¢niho genu ImrC ucastniciho se syntézy
linkosamidovych antibiotik ve sbirce kmeni, které byly vyizolovany z pud
ruznych stanovist. Stanovist¢ se odliSovala sloZzenim hornin, vegetaci i

rozdilnym pH ptdy.

o Sekvenace téchto genti a na zaklad¢ podobnosti se zndmymi rezisten¢nimi geny

stejného typu odhad funkce a souvislosti jejich umisténi v genomu.
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3 Metody
3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia coli JIM109: endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,, my’), relAl,
SupE44, A( lac-proAB). Tento kmen byl pouzit jako recipientni kmen pro transformaci
vektorem pGEM-T.

Streptomyces lincolnensis DSM40355 je typovy kmen produkujici linkomycin.
Kmen byl ziskan ze sbirky Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH a byl pouZzivan jako pozitivni kontrola ptitomnosti genu ImrC.

3.1.2 Plasmidy

PGEM-T vektor je linearizovany vektor s tymidinem na obou 3‘-koncich.
Tymidinové konce brani recirkulaci vektoru a poskytuji kompatibilni konce pro
produkty PCR. Vektor ma n¢kolik restrikénich mist pro endonukleazy EcoRl, Sacl,
Kpnl, Aval, Smal, Xbal, BamHlI, Sall, Accl, Hincll, Pstl, Sphl, HindIII.

3.1.3 Kultivacni média

LB médium
trypton 10¢g
yeast extract 5¢g
NaCl 50

destilovanou H,O doplnit na objem 1000ml

upravit pH na 7,5
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LB agar
Agar

LB médium

GYM médium

Yeast extract
Malt extract
Glukéza
CaCOs3
dH,0

GYM agar
Yeast extract

Malt extract
Glukéza
CaCOs3

agar

dH,0

3.1.4 Pufry

15¢
11

49
109
49
29
do 1000 ml, pH 7,2

49
109
49
29
12 ¢
do 1000 ml, pH 7,2

TE pufr: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,; pH 8,0
TE™ pufr: 10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA; pH 8,0
TAE pufr: 40 mM Tris-acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0
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3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vsechny reakce probihaly v celkovém objemu 50 pl na pfistroji C1000 Thermal
Cycler (Biotech).

Tab. 3.1: Pouzivané primery pro PCR

Nazev Sekvence 5'- 3"
rB1f ARC-WCG-GYC-AGA-AYT-TYC-T
rB1r CGS-GCS-ACY-TCC-CAY-TG
rC4f CTS-GAC-GAR-CCS-ACY-AA
rCar GKY-SGT-SGG-CTC-GTC
118f GCC-GGT-CAG-AAT-TTC-CT
118r ATC-TCG-ATG-CCC-GTC-AG
pUCM13f GTT-TTC-CCA-GTC-ACG-AC
pUCM13r CAG-AGG-AAA-CAG-CTA-TGA-C
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3.2.1 Amplifikace fragmentu genu ImrB

1. pfiprava reakéniho mixu (premix) — celkovy objem 50 pl

Tab 3.2: SloZeni premixu pro PCR s primery pro amplifikaci ¢asti genu ImrB

Slozka reak¢ni smési Mnozstvi roztoku (ul)
DNA templat 10
Pufr taq oby¢ 5

100x BSA 3

MgCl, 3

118f 2

118r 2

DNTPs 1
DMSO 2,5
H>O 20,5

Taq polymerasa 1

a. DNA templat — pfimo bakterialni kolonie v 10 ul vody, z které se DNA uvolfiuje
po prvni denaturaci

b. 100x BSA — stabilizace/zlepSeni polymerazové aktivity

c. DMSO - zlepsuje denaturaci a rozpustnost DNA pii zménach teploty

d. Pozitivni kontrola — DNA + univerzalni primery (MBcl HCI, uni t83p) vse po 1
ul + 40 ul premixu

e. Negativni kontrola — univerzalni primery (MBcl HCI, uni t83p) po 1 ul + 40 pl

premixu

2. naprogramovani thermocycleru
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Tab. 3.3: Nastaveni thermocycleru pro PCR s primery pro amplifikaci ¢asti genu

ImrB
Krok Teplota Doba trvani/opakovani

Prvni denaturace 94°C 5 min
Hot Start 94°C 1 min
Nasednuti primeru 56°C 30 sec/34x
Prodluzovani primert 72°C 30 sec
Zaveérecné prodluzovani 72°C 5 min
primerti
Zavérecné chlazeni 4°C

a) Hot Start se provadi po piidani termostabilni DNA polymerazy po prvnim
denatura¢nim kroku. Prevence nespecifickych amplifikaci.

3. analyza elektroforézou v agarézovém gelu.

3.2.2 Amplifikace fragmentu genu ImrC

1. priprava reakéniho mixu (premix) — celkovy objem 50 pl
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Tab 3.4: SloZeni premixu pro PCR s primery na ImrC

Slozka reakéni Mnozstvi roztoku

smesi ()
DNA templat 10
Pufr taq oby¢ 3)
MqgCl, 2
rC4f 4
rCar 2
DNTPs 1
Taq polymerasa 1

e DNA templat — piimo bakterialni kolonie v 10 ul vody, z které se DNA
uvolnuje po prvni denaturaci

2. naprogramovani thermocycleru

Tab. 3.5: Nastaveni thermocycleru pro PCR s primery ImrC

Krok Teplota Doba
trvani/opakovani

Hot Start 95°C 1 min
Nasednuti primert 62°C 1 min/30x
Prodluzovani primert 72°C 1 min
Zaveérecné prodluzovani 72°C 5 min
primerti
Zaverecné chlazeni 4°C

3. analyza elektroforézou v agarézovém gelu.
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3.2.3 PCR se zaligovanym vzorkem 118

Chromozomalni DNA kmene 118 byla Sté€pena restrikénimi endonukledzami
Bglll, Sacl, Kpnl. Po ligaci adaptéri byl fragment amplifikovan PCR. Primery byly
vybrany podle tab. 3.6.

Tab. 3.6: Vzorek 118 a pro néj vybrané primery pro PCR po ligaci

1. Stipani Primery pro pcr

118f+118r

Balll 118f+Clal

118r+Clal

118f+118r

Sacl 118f+Kpnl

118r;Kpnl

118f+118r

Kpnl 118f+Sacl

118r+Sacl
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Tab. 3.7: SloZeni premixu pro PCR vzorku 118 s primery z tab. 3.6

Slozka reak¢ni smési Mnozstvi roztoku (ul)
DNA templat (z ligace) 10
LA pufr 5
MgCl, 3
Primer 1 2
Primer 2 2
DNTPs 2
H.0 32
LA polymerasa 1

Po probéhnutém PCR, elektroforéza. Band pozadované délky byl vyfiznut,

piecistén a poslan na sekvenaci.
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3.3 Elektroforéza DNA

3.3.1 Analyticka elektroforéza DNA v agar6zovém gelu

Elektroforeticka analyza DNA byla provadéna v 0,8 % - 1 % agarézovém gelu v
TBE pufru. Pro zviditelnéni DNA pod UV lampou byla DNA barvena
ethidiumbromidem nebo SYBR Greenem (pfidavany do agar6zy v kone¢né koncentraci
0,005 %). Fragmenty byly na gelu separovany pii konstantnim napéti 3 - 5 VV/cm asi 45

min.

a) priprava agar6zového gelu:
e zpifirodniho polysacharidu agarézy rozpuSténého povarenim
v pufru (Tris — borat — EDTA = TBE pufr) spolu s barvivem
ethidiumbromidem nebo SYBR Green
e po zatuhnuti gelu ve vanicce se gel pielije TBE pufrem
b) pfiprava vzorka
e do mikrotitraéni desticky se da 2-4 ul barviva pro sledovani
migrace v nanasecim pufru a pfida se 20 ul vzorku po PCR
e ty se nanaseji do jamek v agarézovém gelu
€) do kazdé tady vzorka se piidava ladder (1kb Plus Ladder), ktery ma
definované pary bazi, od kterych se odviji hodnoceni
d) pfipojeni ke stejnosmérnému napéti (100 V) a proudu (130 mA) na 45 —
60 min

e) vizualizace pomoci UV transluminatoru

3.3.2 Elektroforéza DNA v agarézovém gelu pro ucely hybridizace.

Restrik¢ni digest chromozomalni DNA byl separovan v 0,7% gelu pfi napéti 3 —
5 V/ecm nejméné 4 hodiny. Jako velikostni standard pro hybridiza¢ni analyzu byl pouzit

DNA Molecular Weight Marker I, DIG-znaceny od Roche Applied Science.
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3.4 Priprava genomové DNA ze studovanych kment

Kultury kment byly napéstovany v tekutém GYM mediu pii tfepani 200
otaek/min po dobu 48h. Pro izolaci DNA bylo nutné mechanické rozbiti bunék,
protoze aktinomycety maji silnou bunéfnou sténu. To se provadelo kulickami o
priméru 1 a 0,5 mm. Kulicky (kazdé po 250 mg) se navazily do mikrozkumavky se
Sroubovacim uzavérem a vysterilizovaly se v autoklavu (15 min pii 121°C). Vzorek
bunééné kultury se promyl 500 ul EDTA (50 mM, pH 8), stocil se 1 min na centrifuze
pii otackach 16000 rpm, EDTA byla odsata, buiiky tvotily asi 100 ul. Znovu se piidala
EDTA (50 mM, pH 8), tentokrat 600 ul a smés se pienesla do vysterilizované
zkumavky s kulickami. Buiiky se rozbijely rychlosti 2500 rev min™ asi 1 min, podle
potifeby 1 déle. Po rozbiti se nechaly kulicky sedimentovat nejlépe stoCenim na
centrifuze (1 min pii 16000 rpm) a supernatant — Cira tekutina s bunkami se prenesla do
nové zkumavky. S timto vzorkem se dale pracovalo podle kitu Promega Wizard
Genomic DNA Purification Kit: ptidalo se 600 ul Nuclei Lysis Solution a 5 min se
zahtivalo na 80°C, potom se ochladilo na pokojovou teplotu, ptidali jsme 3 pl RNase
Solution, promichali a nechali stat 45 min pii 37°C. Potom se ptidalo 200 ul Protein
Precipitation Solution, 20 sec se michalo na vortexu, pak se 5 min inkubovalo na ledu.
Vzorky se sto€ily na centrifuze (3 min pii 16000 rpm), supernatant se pienesl do 1,5 ml
eppendorfky s 600 ul izopropanolu, opét sto¢il na centrifuze (2 min pii 16000 rpm),
isopropanol se odpipetoval, ptidalo se 600 pl 70% etanolu, stoCilo se na centrifuze (2
min pii 16000 rpm). Ethanol se odpipetoval a zbytek se odpafil do sucha na Speedvacu.
Po uplném odpateni se ptidalo 100 ul DNA Rehydration Solution a vlozilo se na 1 hod
do vodni lazn¢ o teploté 65°C. Pro kontrolu a zjisténi koncentrace DNA ve vzorku se

provedla elektroforéza.

55



3.5 Ligace

Do ligace se davala DNA precisténa kitem QIAquick PCR Reaction Purification
Kit (Qiagen) a rozpusténa v 35 pl eluatu (Buffer EB).

Tab 3.8: Slozeni 1 vzorku pro ligaci

DNA 3ul
pGEM-T (inzert) 1ul

T4 DNA Ligase (1 U/ul), 1l
2x T4 DNA Ligase Buffer 5ul

Inkubovalo se ptes noc pii 4°C a nasledovala transformace.

3.5.1 Ligace DNA

Molekuly DNA byly ligovany v objemu 10 pl, pti koncentraci DNA 20 ng/ul.
Byl dodrzen molarni pomér mezi fragmentem a adaptérem 1:3. Adaptér byl
pfipraven kombinaci dvou komplementarnich oligonukleotidii navrzenych tak, aby
vznikly kohezni konce (podle tab. 3.9) rychlym povafenim na 95°C a pomalym
chladnutim na pokojovou teplotu.

Z jednoho kmene se udé€laly 3 vzorky, kazdy byl Stipan jinym enzymem: Kpnl,
Sacl a BglIl. Po postipani byla DNA separovana na elektroforéze a vyfiznuty oblasti,
kde se podle prvni hybridizace vyskytovaly fragmenty. Nasledné byla izolovéana cista
DNA z agarézového gelu pomoci kitu Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Pro ligaci byla pouzita T4 DNA ligaza (1 U/ul) 1ul a odpovidajici liga¢ni pufr
1ul. Inzertu se daval také 1 upl a doplnilo se vodou na 10ul. Na ptiklad pro vzorek
Stipany Bglll se jako inzert pouZil adaptér Clal+BglIl. Molekuly DNA byly ligovany pfti
pokojové teploté po dobu 2 h. Pak byly uloZeny pies noc do lednice.
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Tab. 3.9: SloZeni inzertu z kompatibilnich restrikénich endonukleiz

5 53
3 =5

1 | Sacl, Kpnl

CTGATGGCATAACAGAGCT
CATGGACTACCGTATTGTC

2 | EcoRlI, Hindlll

AATTCTGATGGCATAAGACA
GACTACCGTATTCTGTTCGA

3 | BamHlI, Xbal

GATCCTGATGGCATAACAGT
GACTACCGTATTGTCAGATC

4 | Clal, Bglll

CGATGTCATGGCATAACA
TACAGTACCGTATTGTCTAG
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3.6 Transformace bunék E. coli tepelnym Sokem

Burnky E. coli musi byt ve stavu kompetence, aby mohly novou DNA pfijmout.
Pro navozeni umélé kompetence se E. coli kultivovaly v médiu s Mg**. Vnasena DNA
se nejprve smisila s bunikami, ¢imz DNA adherovala na jejich povrch. Pak byla smés
DNA a bunék vystavena teplotnimu Soku, ktery usnadnil vstup DNA do bunék.
Nasledné byly bunky kultivovany na neselektivnim mediu, aby doslo k syntéze proteind

kodujicich vstupujici DNA. Potom byly burniky vysety na pevné medium.

Postup:

e 10 ul DNA z ligace se inkubovalo 20 min na ledu, pfida se 50 pul E. coli bun¢k a

dobie se promichalo, nechalo se 30 min na ledu
e Na 60 sec se zahidlo na 42°C a ochladilo se na ledu 2 min

e Pridalo se 500 ul SOC media (pfedehtatého na 37°C) a inkubovalo se 2 hodiny
pti 37°C a 200 rpm

e Buiky se vysely na agarovou pidu (LB agar) s ATB — selekce transformanti a

nechali se pies noc narist

e Modrobila selekce — modie zbarvené narostlé kolonie nepouZitelné, bilé kolonie

se pouzily pro PCR

e Kontrola narostlych bunék — PCR s pUC primery: vzorek narostlych bun¢k
odebrat do 5 pl vody, 1 min denaturace pti 95°C
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Tab. 3.10: SloZeni premixu pro PCR transformovanych bunék

DNA 5 pl
LA pufr 2,5 ul
pUC for 1 ul
pUC rev 1l
dNTPs 0,5 pl
dd voda 14,75
LA poly 0,25 pl

Tab. 3.11: Nastaveni thermocycleru pro PCR s pUC primery

Krok Teplota Doba
trvani/opakovani

Prvni denaturace 94°C 5 min
Hot Start 94°C 1 min
Nasednuti primert 54°C 50 sec/35x
Prodluzovani primert 72°C 1,5 min
Zavéretné prodluZzovani primert 72°C 5 min
Zavérecné chlazeni 4°C
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3.7 Precipitace DNA isopropylalkoholem

Precipitace se provadi bud’ pro zakoncentrovani vzorku nebo jako soucast
purifikace. K roztoku DNA byla pfidana jedna desetina objemu 3 M octanu sodného
pH =5 a 0,75 nasobek objemu isopropylalkoholu. SraZeni probihalo pii -20 °C po dobu
15 min. Smés se poté stocila na centrifuze za snizené teploty (4°C) pii 15 000 g po 15
min. Supernatant byl opatrn¢ odstranén a pelet promyt 0,5 nasobkem ptivodniho objemu
70% etanolem. Po nasledné centrifugaci opét za snizené teploty (4°C) pii 15 000 g 15

min byla vysrazena DNA vysusena ve vakuu a rozpusténa v pozadovaném pufru.
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3.8 Stépeni genomické DNA a hybridizace

3.8.1 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Chromozomalni DNA byla sté€pena restrikénimi enzymy (viz tab. 3.12). K DNA,
v kone¢né koncentraci okolo 2 ug Vv reakéni smési, byl pfidan enzym o objemu 5 pl,
pokud je v koncentraci 10000 U/ml nebo 5000 U/ml, nebo 2,5 ul, pokud je
v koncentraci 20 000 U/ml, dale odpovidajici pufr, ktery tvoril 1/10 objemu (5 ul) a
smés se doplnila vodou na 50 pl. Stdpeni probihalo celkem 4 hodiny za teploty 37°C ve
vodni lazni. Pro zajiSténi dostate¢né efektivity Stépeni se celkové mnozstvi enzymu

rozd¢lilo na dvé davky a druhéd davka se dodala do smési po dvou hodinéch.

Tab. 3.12: Restrikéni endonukleazy, které jsme pouzivali pii restrikci DNA.

Sacl 20 000 U/ml CTGATGGCATAACAGAGCT NEBuffer 1
Kpnl 10 000 U/ml CTGTTATGCCATCAGGTAC NEBuffer 1
EcoRl 20000 U/ml | AATTCTGATGGCATAAGACA | NEBuffer EcoRl
Hindlll 20000 U/ml | AGCTTGTCTTATGCCATCAG NEBuffer 2
BamHI 20 000 U/ml GATCCTGATGGCATAACAGT NEBuffer 3
Xbal 20000 U/ml | CTAGACTGTTATGCCATCAG NEBuffer 4
Clal 5000 U/ml CGATGTCATGGCATAACA NEBuffer 4
Bglll 10000 U/mi GATCTGTTATGCCATGACAT NEBuffer 3

Postipana DNA se davala na elektroforézu. Agarézovy gel byl 0,8%, nebyl
barven Zadnym barvivem. Loading buffer byl pfidavan pouze pro vizudlni kontrolu
probéhnuti elektroforézy. Kromé postipané DNA se do dalsi jamky déval marker DNA
Molecular Weight Marker Il 10 ul (misto klasického ladderu) pro findlni urceni
velikosti. Elektroforéza probihala pti napéti 100 V asi 4 hodiny.
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3.8.2 Pienos DNA z gelu na membranu - Southern blot

Gel po elektroforéze byl promyvan roztoky pii pokojové teploté za stalého
michéani. Po pouziti kazdého roztoku byl gel promyt destilovanou vodou. Po promyti

byl sestaven Southern blot. Pfenos se provadél pies noc.

Tab. 3.13: Pouzité roztoky pro pienos DNA na membranu a doba jejich pisobeni.

(depurinaéni roztok: 250mM HCI; denatura¢ni roztoky: 0,5M NaOH, 1,5M NaCl;
neutraliza¢ni roztoky: 0,5M Tris-HCI, 1,5M NaCl)

roztok doba plisobeni
depurina¢ni 10 min
denaturacni 2 X 15 min
neutraliza¢ni 2 X 15 min
20x SSC 10 min

Po skonceni pienosu byla nylonovd membrana fixovana UV zéafenim z kazdé

strany po dobu 2,5 min.

3.8.3 Znaceni sond a vlastni hybridizace

3.8.3.1 Znaceni sondy

Veskeré kroky hybridizace se provadély podle navodu DIG High Prime DNA
Labelling and Detection Starter Kit (Roche). Pro znaceni sondy jsem pfipravila PCR
produkt z kmenta s primery na ImrB (118f+118r). Pozadovana koncentrace vzniklych
bandii pottebnych pro vznik sondy byla 1 pg, destilovanou vodou se celkovy objem
doplnil na 16 ul. DNA se denaturovala 10 min pii 100°C a rychle ochladila na ledové
lazni. K takto zdenaturované DNA se ptidala 4 ul DIG-High Prime a nechala se
inkubovat 16 hod pii 37°C. Reakce se ukonc¢ila pfidanim 2 ul 0,2M EDTA (pH 8,0) a
zahfatim na 65°C na 5 min. Koncentraci nazna¢enych sond jsem zkontrolovala na

elektroforéze.
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fragment LmrB z PCR

—_—0
——

DIGO
LduTp

*37°C/ 16 hod
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DIG QQQ
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Obr. 3.3: Znaceni DIG (pfevzato z navodu od Roche a upraveno)

3.8.3.2 Hybridizace se sondou znacenou digoxigeninem

Membréna s fixovanou DNA byla promyvéna v 10 ml hybridiza¢niho roztoku
(DIG Easy Hyb od Roche) na to¢ivé vodni 1dzni po dobu min. 30 min pfi teploté 54°C,
pfi které pak probihala samotnd hybridizace. Tato teplota se vypocitala podle obsahu G
+ C podle vzorce: T = Tp-20°C, piicemz Tr, = 49,82 + 0,41(%G+C) — (600/délka baze v
bp). Potom byl hybridiza¢ni roztok vyménén za novy s piisluSnou denaturovanou
sondou (do 5 ml hybridizacniho roztoku bylo pfidano 125 ng znacené sondy) a
hybridizace se nechala bézet pfes noc. Znafend sonda byla tésn€ pied pouzitim
zdenaturovana 5 min pi1 100°C a ochlazena na ledové vodni lazni. Nasledujici den byla
membrana promyta nejprve 2 x 5 min ve 100ml 2 x SSC posthybridiza¢niho roztoku
s0,1% SDS pii pokojové teplot¢ a pot¢é 2 x 15 min ve 100ml 0,5 x SSC
posthybridiza¢niho roztoku s 0,1% SDS pfi teploté 65°C.

3.8.3.3 Detekce

Princip této metody spociva v imunochemické detekci digoxigeninu protilatkou

konjugovanou s alkalickou fosfatazou s pouzitim chromogenniho substratu.
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Nejprve byla membrana promyta promyvacim pufrem (popis a slozeni roztokt
Vv tab. 3.14). Poté byla inkubovana 30 min v blokovacim roztoku pfi pokojové teplote.
Tato inkubace zabrani nespecifické vazb¢ protilatky na membranu. Po 30 min inkubace
membrany v roztoku protilatky (Antibody Solution) konjugované s alkalickou
fosfatazou (Anti-Digoxigenin-AP) nasledovalo promyti membrany 2 x 15 min v
promyvacim pufru a oplachnuti 5 min v detekénim pufru. VSechny tyto operace byly
provadény za pokojové teploty a stalého michani. Poslednim krokem byla inkubace v
barvicim roztoku (color substrate solution), ktera byla ve tmé, a opét se nechavala pies
noc. Pro ukonceni barveni se membrana promyla 5 min v destilované vod¢ a nechala se

na vzduchu uschnout. Jesté za mokra se provad¢l scan pro uchovani vysledkd.

Tab. 3.14: Popis a sloZeni promyvacich roztoki k barevné detekci

0,1 M maleinova
promyvaci kyselina;
roztok 0,15 M NacCl, pH 7,5;

0,3% (v/v) Tween 20
0,1 M Tris-HCI, 0,1 M
NaCl, pH 9,5 rozpusténo

v pufru

blokovaci roztok | kyseliny maleinové (0,1
M maleinova kyselina; pH 7,5
0,15 M NacCl, upraveno
pomoci pevného NaOH)

Anti-Digoxigenin-AP
antibody zcentrifugovat 5 min pfi
solution 10 000 rpm a 4 ul do 20
ml blokovaciho roztoku
10 mM Tris-HCI, 1ImM
detekéni pufr EDTA, pH 8,0 pH 9,5

100 mM NaCl
40 ul NBT/BCIP

zéasobniho roztoku do 2

ml detek¢éniho pufru

pH 7,5

Color substrat
solution

Pro zjisténi citlivosti membrany jsem ud¢lala tzv. dot blot. VVzala jsem sondu
z kmene 118 naznaéenou DIG-11-dUTP. Vzorek se nakapal na membranu v riznych

koncentracich a probéhla vlastni hybridizace véetné detekce.

64



3.9 Hledani homolognich sekvenci ABC transportéru v databazi

GenBank

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) je databaze genetickych
sekvenci, kde mtzeme i prekladat nukleotidové sekvence na aminokyselinové. Na
zéklad¢ naSich nukleotidovych sekvenci jsme vytvofili pfepis do aminokyselinové
sekvence. Z nich jsme potom vytvotili fylogram, ktery nam ukazal podobnost s jiz
znamymi genomy bakterii. Pomoci nich mizeme odhadovat jejich funkci a produkci

antibiotik.
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4 Vysledky

4.1 Vyhledavani homolognich genti ImrC ve sbirce kment

Prvnim ukolem bylo zjistit, zda kmeny bakterii ze sbirky, kterou jsme méli

k dispozici, obsahuji gen ImrC. Z 365 kmenu, které byly z riznych lokalit (viz tab. 4.1),

obsahovalo homolog genu ImrC 32 kment. (viz tab. 4.2)

Tab. 4.1: Seznam lokalit, ze kterych byly vzorky odebirany, a jejich
charakteristiky
Misto pH Org. slozka (%) Typ pudy Vegetace
Dévin, CR 7,9 12,0 Rendzina step
Kotyz, CR 75 26,6 Rendzina borovy les
Meluzina, CR 5,0 7,6 Kryptopodzol hora
Merkenstein, AUS 8,1 16,5 Dolomit smiseny les
Nechranice, CR 6,1 11,6 Vertizol dfevo
Oblik, CR 7.9 21,5 Kambizol step
Podyji, CR 5,6 10,2 Fluvizol les
Rynholec, CR 6,3 7,2 Technozol vlhka louka
Srbsko, CR 7,7 8,2 Kambizol smiSeny les
Stamftal, Rakousko 7,5 17,7 Dolomit borovy les
Ttebon, CR 4,0 91 Podzol smiseny les
Zakopana, CR 3,7 3,6 Piskovec smiSeny les

66




Tab. 4.2: Seznam lokalit a pocty testovanych kmeni

Lokalita ZKkratka Pocet kamend/pocet
kmeni s genem ImrC
Dévin DEV 4211
Gargano G 15/0
Kotyz KOT 5/1
Meluzina M 6/0
Merkenstein MER 89/18
Nechranice N 14/0
Oblik Obl 1/0
Podyji P 8/1
Rynholec R 4/0
Srbsko, les L 4912
Stampftal STA 53/9
Tiebon, osika 0 71/0
Zakopana ZAK 8/0
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Obr. 4.1: Kmeny podle lokalit a vyskytu homologii ImrC
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Tab. 4.3: Pozitivni kmeny a jejich charakteristiky

Aktivita proti | Aktivita proti Izolovan na
L okalita Cislo | Micrococcus spp. | E. coli CCM médiu
kmene CCM 552 3988 s pridavkem
linkomycinu
Obl 150 + - -
KOT 87 - - -
DEV 528 + - -
49 + - 1000
- 449 - - 50
870 + - -
871 - - -
892 + - -
928 + - -
STA 930 - - -
931 - - -
934 + - -
937 + - -
940 + - -
22 - - -
23 - - -
32b - - -
83 - - -
116 + - -
118 + - -
MER
803 + - -
815 - - -
818 - - -
823 - - -
829 - - -
830 - - -
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838 + + -
841 + - -
844 - - -
850 - - -
905 + - -
920 - - -

Geny byly vyhledavany pomoci PCR. Primery byly navrzeny dfive na zakladé

sekvence genu

ImrC kmene S.

lincolnensis 78-11 (PESCHKE et al., 1995)

produkujiciho linkomycin a sekvenci blizce ptibuznych genii. Pfi PCR se postupovalo

podle postupu uvedeného v kapitole 3.1.2.

4.1.1 Primery

Pro navrh primert bylo nutné znat sekvenci genu ImrC a to jak nukleotidovou,

tak aminokyselinovou. Porovnali jsme sekvence s geny, které koduji podobné

transportéry. Jako porovnavaci geny jsme zvolili: SCO0636, varM a hyg28.

ImrC:
SC00636:
varM:

hyg28:

158

LKRPDVLI
LKRPDVLL

| DEP
LDEP

LLRPDVLYLDEP

LSRYDIFL

| DEP

O

180
LDLAARQRL
LDVAARDRL
LDLEARRRL
LDLDGLQRL

Obr. 4.2: Poradi sekvence aminokyselin v genech ImrC, SOC0636, varM a hyg28

70



4.1.1.1 rc4f

Geny SCO0636, varM, hyg28 maji s ImrC spole¢nou sekvenci, ktera je v genu
ImrC v pozici 493 - 509 bp. Dedukovana aminokyselinova sekvence ma poradi
aminokyselin LDEPTN (viz obr. 4.2). V nukleotidové sekvenci je to potom CTC GAC
GAA CCC ACC AAC. Protoze ale jednotlivé aminokyseliny nemaji striktn¢ dano,
jakym kodonem budou koédovany, bylo nutné navrhnout degenerovanou sekvenci
primeru. Jeji podoba byla CTS GAC GAR CCS ACY AA. Degenerace spocivaly
v upraveé kodont podle tab. 4.4. Délka primeru je 17bp a orienta¢ni Tanneal, podle obsahu
G+C, je vV rozmezi 55,4 — 64,7°C.

Tab. 4.4: Kodony pro sekvenci rC4f primeru

Aminokyselina Originalni sekvence Degenerovana sekvence
Leucin CTC CTS
Glutamova kyselina GAA GAR
Prolin CccC CCs
Treonin ACC ACY
Asparagin AAC AA (pouze 2 baze kodonu)
4.1.1.2 rC4r

U reverse primeru byl postup stejny, jen mél jesté jeden krok navic a to
vytvoreni reverzniho komplementu. Sekvence aminokyselin LDEPTN se v genu ImrC
opakuje jesté¢ v pozici 1450 — 1464 bp. Ptepis do nukleotidové sekvence je tedy
obdobny jako u rC4f, CTG GAC GAG CCG ACG AAC. Nasledoval piepis do
degenerované sekvence. Piepis byl GAC GAG CCS ACS RMC. Jelikoz se jedna o
reverse primer, bylo nutné vytvofit reverzni komplement v podobé GKY SGT SGG
CTC GTC. Specificka uprava kodont podle tab 4.5. Délka primeru je 15 bp a Tannear j€
stanovenana 54,6 — 64,5°C.
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Tab. 4.5: Kodony pro sekvenci rC4r primeru

Aminokyselina

Originalni sekvence

Degenerovana sekvence

Prolin CCG CCS
Treonin ACG ACS
Asparagin AAC RMC

Primery jsou navrhovany tak, aby jejich Tamea byla co nejbliz$i a aby mély

podobny obsah GC part. Je to proto, aby pfi reakci mély co nejlepsi vytéZznost. Nejprve

bylo nutné stanovit Tanneal, Optimalni teplotu pro nasedani primerd. Experimentalné bylo

zji$téno, ze optimalni Tapneal je 62°C. Gen ImrC ma délku 971 bp. (viz obr. 4.3)

bp  1kp Plus DNA Ladder

12 000

2 000
1650

1 000
830
650
200
400
300
200

100

Obr. 4.3: Zobrazeni fragmentu ImrC na elektroforéze
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Ze vsech kmeni, které obsahovaly homologni gen ImrC, byl pfipraven fragment
genu ImrC pro ligaci a transformaci. Nechala se znovu probéhnout PCR, vzorky se pak
piecistily a zaligovaly do pPGEM-T vektoru (viz kapitola 3.4). Nasledovala transformace
do recipientnich bun¢k E. coli. Po transformaci a vyseti na agarovou pidu probéhla
modrobila selekce s vyuzitim reportérového genu lacZ. Narostlé bilé kolonie se pouzily
pro dalsi PCR zprimerd klonovaciho vektoru pUC MI13. Vzorky, které na
elektroforéze odpovidaly délce fragmentu ImrC, jsme ptecistili a poslali na sekvenaci.
(viz obr. 4.4)

Obr. 4.4: PCR z transformovanych bunék, $ipky jsou u vzorki, které byly
sekvenovany.
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4.2 Analyza sekvenovanych kment

Fylogreneticky strom sekvenci, které obsahovali gen ImrC je na obr. 4.5.

(&3]

o
(e e] [ee]
L bk
(=R 1<}
[ o]

33 9281

84 9312

[s=]

o
—_
=
=]

L
4 905

a4

Obr. 4.5: Fylogram sekvenci ImrC

Podle kompletniho fylogramu sekvenovanych gent ImrC a jejich podobnosti na
zakladé dedukovanych aminokyselinovych sekvenci jsou uvedeny jednotlivé vétve
obsahujici sekvence z testovanych kmeni.

gg — 803
815
Streptomyces sviceus ATCC 29083b

Obr. 4.6: Vzorky jsou podobné genu ze S. sviceus, ale gen ABC transportéru neni
zasazen do shluku spojeného se sekundarnim metabolismem.
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I: 32b
82 L Streptomyces atroolivaceus

Obr 4.7: Vzorek 32b se podle aminokyselinové sekvence podoba genu ze S.
atroolivaceus, kde je ABC transportér soucasti shluku kodujiciho biosyntetickou drahu
leinamycinu.

831
89 [ Proteus mirabilis HI4320

Obr. 4.8: Genom Proteus mirabilis obsahuje ABC transportér, ktery je soucasti
shluku rezistence proti antibiotiku.

Streptomyces svceus ATCC 25083d
— oo — Streptomyces liidans TK24c
Streptomyces coelicolor A3 2 b

Streptomyces ghanaensis ATCC 14672c

62 L Streptomyces grisecflawus Tu4000c

59| ——— Streptomyces vindochromogenes DSM 40736
150

Obr. 4.9: Vzorek 150 se podoba genum z této skupiny bakterii. U S. coelicolor je
gen ABC transportéru soucasti shluku podilejiciho se na metabolismu cukrd.
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go — Streptomyces roseosporus NRRL 12998
7| — Streptomyces roseosporus NRRL 15998e
— Streptomyces griseus subsp griseus NBRC 13350d

il

90 L Streptomyces sp ACT1
| gz 870

61| L 905

228

930 2

Streptomyces flavogriseus ATCC 33331d

=

Streptomyces sp ACTEC
49 1

49 2

ar

a0

Streptomyces sp Mg
Streptomyces sp C
928 2

934

118

9312

i

Obr. 4.10: Vzorky 22b, 870, 905, 930 2, 49 1, 49 2 a 87 jsou podle fylogenetického
stromu podobné genu ze S. griseus subsp. griseus NBRC 13350d, ktery produkuje
streptomycin, ale ABC transportér nelezi v blizkosti zadného shluku kodujiciho
produkei antibiotika. Je zde jest€ podobnost s genem ze S. flavogriseus, u kterého je
ABC transportér soucasti shluku, ktery pravdépodobné kdduje sekundarné
metabolickou drahu modifikace blize neznamého sacharidu.

290959785 Streptomyces scabiei 8722
829 1
931 1
Obr. 4.11: Vzorek 829 1 i 931-1 ma podobnost se Streptomyces scabiei. Shluk, ve

kterém je kodovan, ma pravdépodobné funkci v produkci sekundarnich metabolitd, kde
se podili na modifikaci molekuly sacharidu.
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_

Obr 4.12: Vzorek 818 ma podobnost s genem ze Streptosporangium roseum, ktery je
soucasti genového shluku pro biosyntézu bleomycinu.

271965561 Streptosporangium roseum DSM 43021
818
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4.3 Genova vybava vybranych kmeni
Pro zjisténi genové vybavy pomoci hybridizace jsme si vybrali 3 kmeny podle
toho, Ze obsahuji homolog ke genu ImrB a jejich sekvence jsou si relativné vzdaleny,

dale jsme uvazili i pfitomnost genu ImrC a lokalitu, ze které kmeny pochazeji:

e 49: homology ImrB, ImrC, antibioticka aktivita proti Kocuria rhizophila,
lokalita Srbsko

e 118: homology ImrB, ImrC, antibioticka aktivita proti Kocuria
rhizophila, lokalita Merkenstein

e 229: homolog ImrB, lokalita Nechranice

Pro hybridizaci jsme potfebovali naznadit sondu. NaSe sonda byla produktem
PCR s primery pro amplifikaci fragmentu genu ImrB, protoze tento gen obsahovaly

vSechny 3 kmeny. Po PCR jsme vznikly produkt nechali podle navodu znadit.

Jeste pred vlastni hybridizaci naSich kment jsme vyzkouseli citlivost membrany
pomoci dot blotu. Nanaseli jsme DIG znacenou sondu kmene 118. V navodu vyrobce
stalo, ze je detekovatelné mnozstvi 3 pg, na nasi membrané jsme byli schopni detekovat

mnozstvi 0,5 pg.

50pg 5ug  500pg  50pg 5pg  1pg  05pg

Obr. 4.13: Citlivost membrany: zjistovana pomoci dot blotu

Po téchto piipravnych krocich jsme se pustili do vlastniho Stipani, pfenosu na
membranu a hybridizace podle postupu popsaného v kapitole 3.7. Z naSich tfech kment

se podafilo hybridizovat jediny kmen 118.

U kmene 118 jsme po hybridizaci zjistili, Zze je nejlépe Stipan restrikénimi

endonukleazami Bglll, Sacl a Kpnl, jak naznacuje obr. 4.14.
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BglIII Sacl KpnI

Obr. 4.14: Membrana s kmenem 118 po hybridizaci

Fragmenty Stipané jednim enzymem jsme vyfizli z gelu, piecistili a pouZili

k pfiligovani adaptéru, popis v kapitole 3.4.1.

Po ligaci byl vznikly fragment amplifikovan pomoci PCR. Jako primer byl vzdy
pouzit jeden z fetézcli adaptéru, a proti nému primer navrZzeny ze znamé sekvence
homologu genu ImrB z kmene 118. Primery 118r a 118f slouzily jako kontrola

pfitomnosti fragmentu ImrB. Pro kazdy zaligovany vzorek tak byly nakonec pfipraveny
3 PCR reakce.

Tab 4.6: Pouzité primery pro PCR amplifikace ze zaligovanych vzorki

Stipani primery

Bolll 118r + 118f
118r + Clal
118f + Clal
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Sacl 118r + 118f
118r + Kpnl
118f + Kpnl
Kpnl 118r + 118f
118r + Sacl
118f + Sacl

Elektroforéza ukazala, ze jedina kombinace 118r + Clal vysla jako jasny band.

Proto se tento jediny vzorek poslal na sekvenaci. (obr. 4.15)

Obr. 4.15: Elektroforéza po PCR, Sipkou oznaceny vzorek je vzorek Sipany Bglll a

nasledné jako primery pii PCR byly pouzity 118r a Clal.
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5 Diskuse

Pro posouzeni vhodnosti homologti genu ImrC jako markerti pfitomnosti
antibiotickych biosyntetickych drah jsme porovnali vysledky fylogenetického stromu ze
sekvenci homologa ImrC (viz obr. 4.6) sfylogramem sekvenci 16S rRNA genu a
homologt dal$iho resisten¢niho genu ImrB, které jsme ziskali jiz diive analyzou stejné
sbirky kment. Gen ImrB je zodpovédny za rezistenci vuci linkomycinu - 23S RNA
metyltransferaza patii do skupiny erm resistenci a je soucasti genového shluku pro
biosyntézu linkomycinu stejné jako gen ImrC. Metylace pusobi zkiizenou rezistenci
k makrolidim, linkosamidim a streptograminu B. Retrospektivni analyza erm gent v
Bacteroides ukazala, ze tyto geny byly Sifeny rychle mezi lidskou populaci v pribéhu
poslednich tii desetileti. To sehralo velkou roli v rozvoji rezistence k témto antibiotikiim
(AMINQV a MACKIE, 2007).

Fylogeneticka analyza rozdélila sekvence naSich erm gend do dvou skupin.
Prvni skupina se pfifadila k rezistencnim gentim ziskanym z mykobakterii, druha

skupina k rezisten¢nimu genu z aktinomycety Streptomyces venezuelae.
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85[113
100 1
80

40807669 Mycobacterium fortuitum
— ag 27436726 Mycobacterium smegmatis str MC2 155

34733387 Mycobacterium smegmatis
93

1184716139 Mycobacterium smegmatis
| ——— 73487002 Mycobacterium goodii

73487011 Mycobacterium neworleansense

734386998 Mycobacterium boenickei

60— 90901924 Mycobacterium porcinum

73487007 Mycobacterium houstonense
45758647 Mycobacterium mageritense
73487015 Mycobacterium wolinskyi

Obr. 6.1: Porovnani kmenu obsahujici gen ImrB ve fylogramu.
Mycobakterie, patti do fadu Actinomycetales, ale nejsou znamy produkci antibiotik.

Ptislusny erm gen ani jeho homology nejsou soucasti znamého biosyntetického shluku.

3800833 Streptomyces venezuelae
00| 72 87

49

116

229

85

Obr. 6.2: Podobnost kmenu produkujicich gen ImrB se Str. venezuelae.

Naopak geny podobné tomu z kmene S. venezuelae, ktery je producentem
antibiotik methymycinu a pikromycinu, mohou byt soucasti antibiotického
biosyntetického shluku. To je podpofeno i tim, Ze se jedna o makrolidova antibiotika,
kde je znam podobny mechanismus rezistence. Kmeny 49, 87 a 118 jsou zajimavé tim,

ze nesou homology k obéma studovanym gentim ImrC i ImrB.
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Obr. 6.3: Fylogram kment sbirky podle genu pro 16S rRNA. Cervené podtrzené
kmeny obsahovaly homolog genu ImrC.

Pti porovnani fylogramu genu pro 16S rRNA pouzivaného pro vyhodnoceni
taxonomické ptibuznosti kmentt a fylogramu homologi resistenéniho genu ImrC
uvedeného ve vysledcich uvidime rozdily: Kmeny 905 a 22b klastruji spolu, ale kmen
870 se odd¢li do jiné vétve a 930 do jest¢ vzdalengjsi vétve, 1 kdyz poméry stale
relativné odpovidaji klastrovani podle 16S. Kmeny 928, 934 a 818 klastruji podle 16S
rRNA opét pomérné podobné. Podobné vzdalenosti jsou i mezi kmeny 815, 803, 32b a
830, kmen 829 je fylogeneticky ponékud vzdalenéjsi nez by odpovidalo podle ImrC.
Kmeny 818 a 83 jsou ve fylogramu 16S rRNA vzdalengjsi nez ve fylogramu ImrC
stejné jako kmeny 828 a 931. Naopak kmeny 928-1, 931-1 jsou si vzdaleny podle ImrC,
ale blizi se kmenim 815 a 829 podle fylogramu pro 16S rRNA. Kmeny 49 a 87 jsou si
vzdalengjsi podle ImrC nez podle 16S rRNA.

Jak je vidét z Cetnosti vyskytu kment, primery byly specifi¢té;si pti hledani genu
ImrC u kment izolovanych ze zasaditych pud. Je to dano nejspise tim, ze primery
nasedaji 1épe na geny ziskané z pud se zasaditym pH, protoze vétSina zatim znamych
producentll pochazi pravé z tohoto prostfedi. Proto pokud bychom chtéli hledat nové
aktinomycety z kyselejsich pud, které by mohly obsahovat gen ImrC, bylo by nutné
navrhnout nové primery. Zatim ale neni jasné, jak by takové primery mély vypadat. D4
se to zjistit dvéma zpiisoby. Prvnim je, Ze by se ndhodou povedl zachyt takové bakterie
a na zdklad¢ jejiho genu by se daly primery vyrobit. Druhym pak, ze by se osekvenoval

cely genom a s nim by se ziskala i pfesna sekvence genu ImrC.

Kazdy kmen je pak vhodné vybrat k dal§imu studiu z riznych davodi. Podle
samotného homologniho genu ImrB se tézko usuzuje, protoze obé skupiny maji urcity
potencial indikovat pfitomnost antibiotického shluku, podle skupiny z mykobakterii by
Slo o zcela neznama antibiotika s ur€itym rizikem, ze jde o uplné€ jinou funkci. Do této
skupiny patii gen z kmene 118, ktery nese i homolog ke genu ImrC a tim se stava
nejvhodnéjsim k vybéru. Druha skupina naopak ukazuje na urcité antibiotikum znaéné
podobné dvéma znamym. Z této skupiny potom jest¢ kmeny 49 a 87 nesou oba
sledované geny a tim se zvysuje pravdépodobnost ptitomnosti hledaného antibiotického

shluku. Taxonomicky se jednad o piibuzné druhy i s kmenem 116, takze by stacilo
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zaméfit se na jeden ztéchto kment. Podle podobnosti s kmeny nesoucimi znamy
homolog ImrC se kmeny 49, 87, 116 ale i 118 tadi k tém, kde sice ABC transportér neni
soucasti znamého genového shluku, ale okolni geny ukazuji na moznost ucasti na
sekundarné metabolické modifikaci cukrt, kterda muze piedstavovat Cast biosyntézy

neznamého antibiotika.

Porovnani zkoumanych kmena provedené pouze podle fylogramu ImrC
homologii by vedlo ke studiu kmene 32b, protoze by mohl obsahovat shluk podobny
leinamycinu, antibiotika s antikancerogennimi G¢inky. Dale by bylo mozné se zaméfit
na kmen 118, ktery obsahuje oba sledované geny, ale je od ostatnich pon¢kud vzdalen
podle ImrC. Podobn¢ by se daly charakterizovat i kmeny 931 1, 931 2 a 829 s tim, ze u
téchto kmenii uz je znacn€ nizs$i pravdépodobnost, Ze nalezeny rezistencni gen
s néjakym antibiotickym shlukem souvisi. Nejzajimavéjsi kmen podle homologie s
ImrC se zda byt 818, jehoz gen pro ABC transportér je podobny genu z biosyntetického
shluku antibiotika bleomycinu. Zavérem se da shrnout, Ze kmeny, u nichz je nevyssi
pravdépodobnost vyskytu zajimavé antibiotické biosyntetické drahy, a jsou tedy
nejvhodnéjsi pro dalsi zkoumani, jsou kmeny 32b, 49, 87, 118 a 818.
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6 Zaveér

o Ve sbirce kment aktinomycet byly identifikovany ty, které nesly homology genu

ImrC. Tento gen koéduje ATPasovou podjednotku ABC transportéru
Vv biosyntetické draze linkomycinu, a proto jeho homology mohou byt soucasti
biosyntetickych genovych shluki sekundarnich metabolitii. U produkti téchto
genu se predpoklada podil na transportu sekundarniho metabolitu z buiky, ¢imz
mohou u producentli zajiStovat zarovenn urCitou uroven rezistence Vvici

vlastnimu produktu.

o Nalezené homology genu ImrC, byly Klonovany a sekvenovany. Ziskané

o

sekvence byly porovnany s podobnymi jiz zndmymi sekvencemi z databaze
GenBank. Z fylogramu zkonstruovaného znaSich klonovanych sekvenci a
reprezentativniho vybéru sekvenci jiz popsanych jsem se pokusila odhadnout
funkci nalezeného genu u daného kmene a kontext, v némz se muze na
chromozému vyskytovat. Vysledky ziskané béhem této prace jsou soucasti
pripravované publikace.

ATPésova (cytoplazmatickd) podjednotka ABC transportéru byla vybrana jako
potencidlni markerovy gen pro screening producenti sekundarnich metabolitl z
toho divodu, ze mezi dvéma doménami spolecnymi ATPasam, je tusek
obsahujici vazebné misto pro pifenaSenou latku, jehoz sekvence tedy nese
informaci o jeji struktute. Vysledky ukazaly, ze ziskané sekvence poskytuji
zajimavou informaci o genetické vybavé kmene, pro uplatnéni metody k
testovani velkého poctu kmenti bude ale potieba zvysit specifitu primera tak,
aby se snizil podil zachycenych variant genu nesouvisejicich se sekundarnim
metabolismem.

Podobny pfistup byl pouzit pfi analyze sekvenci rezisten¢nich erm genl
ziskanych ztéze sbirky kmenid. V tomto ptfipadé pouZité primery zachytily
specificky varianty genu typické pro producenty. Kmeny nesouci varianty genu
erm zatim u streptomycet neznamé byly vybrany K izolaci a sekvenaci okoli
genu. U prvniho z téchto kmeni byly otestovany restrikéni enzymy vhodné pro
St€épeni chromozomalni DNA a detekovan fragment nesouci hledany gen
hybridizaci s homologni sondou. Vysledek bude vyuzit pro dalsi praci naSeho

tymu.
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