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Abstrakt

Rod Streptomyces produkuje vic jak polovinu znadmych bioaktivnich latek, ¢imz se fadi mezi
vyznamné bakteridlni rody. Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 ve svém genomu obsahuje
biosynteticky genovy klastr pro biosyntézu linkomycinu. Vedle biosyntetickych a regula¢nich gent klastr
obsahuje také tii rezistenéni geny, Imr(A), Imr(B) a Imr(C), u kterych se ptedpoklada zapojeni v ochrang
pfed toxicitou syntetizovaného antibiotika. Protein Lmr(C) patii mezi ARE proteiny obecné udilejici
rezistenci ke klinicky dulezitym tiidam antibiotik: makrolidim, streptograminim, linkosamidim a
pleuromutilinim. ARE proteiny jsou vedle producentii téchto antibiotik piitomny také u patogennich
mikroorganismi. Pfesto mechanismus rezistence udileny témito proteiny, které sice spadaji mezi ABC
transportéry, ale na rozdil od nich postraddaji transmembranovou doménu, neni charakterizovan. Tim se
ARE proteiny stavaji zajimavym pfedmétem vyzkumu.

Prostiednictvim dele¢nich mutant v rezisten¢nich genech Imr(A), Imr(B) a Imr(C) jsme zjistovali vliv
téchto genti na produkci linkomycinu a rezistenci k linkosamidiim, linkomycinu a klindamycinu, a to se
zvlastnim zietelem na funkci Imr(C). Zjistili jsme, Ze delece genu Imr(C) zasadné neovliviiuje produkci a
ani rezistenci k linkomycinu, aviak ma vyrazny vliv na rezistenci ke klindamycinu. Pomoci dvoukrokové
imunodetekce fuzniho proteinu Lmr(C) - 6His jsme zjistili, ze Lmr(C) se vyskytuje pievazné
V cytoplazmé.

Kli¢ova slova: ABC proteiny, ARE proteiny, Imr(C), rezistence k antibiotiktim,

Streptomyces lincolnensis.

Abstract

The genus Streptomyces produces more than a half of the known bioactive substances, ranking it
among the most important bacterial taxons. Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 encodes a
biosynthetic gene cluster for lincomycin biosynthesis in its genome. Apart from the biosynthetic and
regulatory genes, the cluster also contains three resistance genes, Imr(A), Imr(B) a Imr(C), which could
protect of the host from the toxicity of a synthesized antibiotic. The Lmr(C) protein belongs to ARE
proteins which generaly confer resistance to clinically important classes of antibiotics: macrolides,
streptogramins, lincosamides and pleuromutilins. In addition to antibiotic producers, ARE proteins are
also present in pathogenic microorganisms. However, the resistance mechanism conferred by these
protins which belong to ABC transporters, even though they lack the transmembrane domain, have not
been characterized yet. This makes the ARE proteins an interesting subject of the research.

Using deletion mutants in resistance genes Imr(A), Imr(B) a Imr(C) we studied their effect on the
lincomycin production and resistance to lincosamides, lincomycin and clindamycin with special focus on
the function of the Imr(C). We have found that deletion of Imr(C) does not significantly influence
lincomycin production and resistance, however it has a significant impact on the resistance to
clindamycin. Using a two-step immunodetection of fusion protein Lmr(C) - 6His we have found that the

Lmr(C) is located mainly in cytoplasm.

Keywords: ABC proteins, ARE proteins, Imr(C), antibiotic resistance, Streptomyces lincolnensis.
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1. Uvod

Po objevu prvnich chemoterapeutik a antibiotik se zdalo, Ze problém epidemii bakteridlniho ptivodu,
které bézné postihovaly lidstvo v prub&éhu déjin, je vyfeSen. Ackoliv je vysoky pocet imrti zptisobenych
bakterialnimi infekcemi jiz minulosti, ihned po zavedeni antibiotik do 1ékai'ské praxe se zacaly objevovat
kmeny, které jsou K pouzitym 1éktim rezistentni. Na problém rezistence poukazuje i Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) (Cadman, H. et al., 2014). Ironii je, Ze na vznik rezistence a problémy s ni spojené
upozoriioval jiz objevitel penicilinu Alexander Fleming (Fleming, A. 1945). Ptiblizné ve stejné dobé také
vysel ¢lanek, poukazujici na spojitost pozorované rezistence k penicilinu s pfitomnosti enzymu, ktery
ovliviiuje senzitivitu testovanych bakterii (Abraham, E. P. et al., 1940). Problém rezistence se tedy
V dne$ni dobé fadi mezi celosvétové problémy. Pokud by se naplnily apokalyptické piedpovédi, tak by
21. stoleti mohlo byt opét spojeno s nartstem umrti ve spojitosti s béznymi bakteriadlnimi infekcemi
(Cadman, H. et al., 2014). Nyni jsme ve fazi, kdy antibiotika posledni volby uréena jako rezerva k 16¢bé
infekci, pfi kterych normalné pouZivana antibiotika nezabiraji, také pozvolna ztraci svoji Géinnost.
V soucasné dobé€ se problém rezistence tykd zejména nemocnicnich infekei zplisobenych kromé jinych
také Staphylococcus aureus, ¢i Enterococcus faecium.

Co se tyka poctu nové klinicky vyuzivanych antimikrobidlnich latek jsme jiZz za zlatou érou, ktera
probihala v 50. az 60. letech 20. stoleti. Divodem sniZeni poétu nové objevenych antibiotik je zejména
nizky zajem farmaceutickych firem o jejich vyvoj a klinické testovani zplisobeny zejména ekonomickymi
divody (Projan, S. J. 2003). Hlavnim zdrojem dnes klinicky pouzivanych antibiotik jsou bakterie fadu
Actinomycetales. Pfesnéji, vétsina z nich je produkovana rodem Streptomyces. Lze predpokladat, ze jsme
jesté tento rezervoar potencidlnich novych antibiotik nevycerpali. Avsak jejich hledani komplikuje fakt,
ze ne vSechny mikroorganismy jsou kultivovatelné a ze produkce mtize byt zavisla na podminkach, jenz
je t&zké v laboratornich podminkach napodobit (Zhu, H. et al., 2014). V kazdém pfipadé nové latky
s antimikrobialnim G¢inkem jsou sice dulezité kvuli své efektivité v 1é¢b€ onemocnéni, ale dfive ¢&i
pozdéji se diky vysoké pfizplsobivosti bakterii objevi rezistentni kmen. Lze tedy fici, Ze se jedna o
neustaly boj mezi prizptisobivosti bakterii a nasi schopnosti vyvijet G¢inngjsi latky. Kromé objevi novych
antibiotik je také dulezité pochopit mechanismus, jak se bakterie proti antibiotikim brani. Pouziti j-
laktamovych antibiotik v kombinaci s inhibitory B-laktamas je ptikladem, jak lze poznatky o rezistenci
vyuzit k pfekonani jiz existujicich rezistencnich mechanismi (Lee, N. et al. 2003).

Tato diplomova prace je zaméfena na studium funkce proteinu Lmr(C), ktery je jednim
z ptedpokladanych rezisten¢nich proteind ptitomnych v biosyntetickém genovém klastru producenta
linkomycinu Streptomyces lincolnensis. Lmr(C) patii do ARE podrodiny (antibiotic resistance) druhé
tiidy ABC proteini (ATP-binding cassette), které udileji rezistenci k linkosamidiim, makrolidtim,
streptograminim a pleuromutilinim. Tedy k antibiotikim, ktera, ackoli strukturné odli$né, inhibuji
translaci. Mechanismus rezistence neni u této proteinové podrodiny zcela vysvétleny. Zvazuji se dvé
mozné hypotézy funkce téchto proteint - aktivni transport, nebo ovlivnéni vazby antibiotika K ribozomu.
ARE proteiny jsou pfitomny jak u patogent, jako je napf. Staphylococcus aureus, tak u producentl

antibiotik, jakym je pravé protein Lmr(C) u Streptomyces lincolnensis.



Cile diplomové prace:

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo charakterizovat vliv genu Imr(C) na produkci linkomycinu

a rezistenci u Streptomyces lincolnensis ATCC 25466.

Diléi cile:

e  Pfipravit sadu dele¢nich mutant Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 v rezistenénich
genech Imr(A), Imr(B) a Imr(C), a to jednak jednotlivé ale také jejich dvojité a trojitou

kombinaci.

e  Ptipravit konstrukty exprimujici geny Imr(A), Imr(B) a Imr(C) z vlastnich promotora a jimi

pak komplementovat ptislusné dele¢ni mutanty.

e Stanovit vliv deleci genu Imr(A), Imr(B) a Imr(C) na rezistenci k linkosamidovym

antibiotikiim.
e Analyzovat vliv deleci gent Imr(A), Imr(B) a Imr(C) na produkci linkomycinu.
e  Pripravit a testovat konstrukt exprimujici gen Imr(C) v citlivém heterolognim hostiteli.

e Stanovit vliv konstitutivni exprese genu Imr(C) na rezistenci u Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466.

e Piipravit konstrukt exprimujici fuzni protein Lmr(C) - 6His a pomoci imunodetekce urcit

lokalizaci proteinu v burice.



2. Literarni prehled

2.1. Antibiotika

V zavislosti na mechanismu 0G¢inku lze antibiotika rozdélit do skupin uvedenych v tabulce 1
(Retsema, J. et al., 2001). Antibiotika popsana v nasledujicich kapitolach jsou sice z chemického hlediska
rozdilna, ale maji n€kolik spole¢nych vlastnosti. Za prvé, inhibuji proteosyntézu tim, Ze se vazi na velkou
50S podjednotku bakteridlniho ribozomu v blizkosti peptidyltransferdzového mista. Druhou spolecnou
vlastnosti, ktera jesté¢ vice definuje tuto skupinu a odliSuje ji tak od dalsich antibiotik vazicich se ve
stejném misté, je zkiizenad rezistence zpisobena metylaci 23S rRNA (MLSg rezistence), a ¢asteéné

zk¥izena rezistence udilena ARE proteiny (MSg a LSy rezistence).

Tabulka 1: Mechanismus ucinku hlavnich antibakterialnich tfid
(pFevzato a upraveno z Retsema, J. et al., 2001)

Mechanismus uéinku Antibiotika

Makrolidy, ketolidy
Linkosamidy, streptograminy
Chloramfenikol

Viomyciny

Inhibice proteosynté . .
e ey Aminoglykosidy
Tetracykliny
Fusidova kyselina
Mupirocin
Inhibice DNA svté Novobiocin
nnioi1
c symezy Chinolony
Inhibice RNA syntézy Rifamycin
-Laktamy, glykopeptid
Inhibice syntézy bunééné stény P _y glykopeptidy
cykloserin
Inhibice metyltransferasou Sulfamethoxazol, trimethoprim

2.1.1. Linkosamidy

Linkomycin, ktery byl izolovan vroce 1962 zpidni bakterie Streptomyces lincolnensis var.
lincolnensis, byl prvnim linkosamidem s kompletné objasnénou strukturou, ackoliv celesticetin byl
objeven o nékolik let dfive v mediu kultury Streptomyces caelestis. Linkomycin (Obr. 1) je produkovan i
dalsimi zastupci rodu Streptomyces, jako jsou napf. Streptomyces espinosus a Streptomyces
pseudogriseolus (Spizek, J. et al., 2004b; Spizek, J. et al. 2004a). Pii produkci linkomycinu u
Streptomyces lincolnensis dochazi k syntéze dvou velice podobnych latek, linkomycinu A a v mensim
mnozstvi linkomycinu B. Strukturni rozdil spociva v délce postranniho fetézce aminokyselinové Casti
antibiotika. V piipadé linkomycinu A se jedna o propyl a u linkomycinu B o etyl (Argoudelis, A. D. et al.,
1965; Spizek, J. et al., 2004a). Klinicky vyznamngj$i nez linkomycin je jeho semisynteticky derivat

nazvany klindamycin (7(S)-chloro-7-deoxylinkomycin, (Obr. 1)). Mezi dal$i znamé&j§i zastupce této
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skupiny antibiotik patii zminény celesticetin a pirlimycin (Obr. 1). Linkosamidy jsou G¢inné proti vétsing
gram-pozitivnich mikroorganismt, nékterym protozoim a lze je pouZzit i proti anaerobnim bakteriim.
Klindamycin je vyuzivany téz v 16€b& pojivovych tkani, a to kviili své schopnosti pronikat do tkani i kosti
(Rezanka, T. et al., 2007). U pacientii s piecitlivélosti k penicilinovym antibiotikiim se pouzivaji jako
jedna z moznych alternativ 1é¢by (Vayalumkal, J. V. et al., 2006). Jedna se tedy sice o malou skupinu

antibiotik, ale klinicky vyznamnou.

/ ’
/\,O /\,,QN OH
., O O O
“f PO NN
HN 'IOH HN "/C' HN\H'/CI
HO 0 HO. 0 HO 0
Hoj’!—\ HO Ho—/r"\
' - OHS— ' ~ OHS— ~ OHS—
Linkomycin Klindamycin Pirlimycin

Obrazek 1: Chemické struktury nékolika typl linkosamidt (pfevzato a upraveno z Morar M. et al., 2009)

Molekulu linkomycinu A tvoii dvé €asti, které jsou syntetizovany oddélené. Aminokyselinova cast
propylprolin (PPL) (Witz, D. F. et al., 1971) a sacharidova ¢ast GDP-linkosamid jsou nasledné vzajemné
propojeny pomoci amidové vazby (Schroeder, W. et al., 1967; Zhao, Q. et al., 2015).

Linkosamidova antibiotika se vazi na velkou 50S podjednotku ribozomu, ¢imz inhibuji casnou
elongaci vznikajicich proteind. Navrhovany mechanismus funkce je zalozen, stejné jako u makrolidu, na
uzavieni vystupniho tunelu, kterym nascendentni peptid opousti ribozom, s nasledovanou disociaci
peptidyl-tRNA. V pfipadé¢ klindamycinu je disociovany peptid dlouhy dvé az &tyti aminokyseliny
(Tenson, T. et al. 2003), coz odpovida tomu, Ze se linkosamidy vazi v usti tunelu. Misto vazby
klindamycinu k ribozomu bylo zkoumano u krystalovych struktur ribozomu s navazanym antibiotikem u
Escherichia coli, Haloarcula marismortui a Deinococcus radiodurans (Dunkle, J. A. et al. 2010; Tu, D.
et al., 2005; Schliinzen, F. et al 2001). Pies jisté rozdily by mélo dochazet k interakci s A- a P- misty
ribozomu. Dle kinetickych studii by také mohlo dochézet k prechodné vazbé klindamicinu k A- mistu
ribozomu a nasledné k jeho pomalému posunuti k P-mistu. Jedna se tedy o interakci s23S rRNA
(Kouvela, E. C. et al. 2006). Klindamycin ma ¢astec¢n¢ se prekryvajici vazebna mista s dal§imi antibiotiky

inhibujici proteosyntézu, napf. s chloramfenikolem (Schliinzen, F. et al 2001).

2.1.2. Makrolidy

Makrolidy jsou velkou skupinou antibiotik, které¢ se v klinické praxi vyuzivaji zhruba od poloviny
minulého stoleti. Patii sem jak pfirodni, tak semisyntetické derivaty. V klinické praxi se makrolidy
pouzivaji proti Siroké Skéle infekcnich agens, mezi které patii jak gram-pozitivni, tak gram-negativni
patogeny, vcetné intracelularnich. Jako konkrétni piiklady lze jmenovat rody Staphylococcus,

Streptococcus, dale Legionella, Haemophilus, Helicobacter, Chlamydia a nékteré zastupce rodu
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Mycobacterium (Leclercq, R. 2002). Jsou rovnéz vyuzivany jako alternativa pro 1é¢bu pacientd s alergii

k penicilinovym antibiotikim. Své vyuziti nalezly také ve veterinarni praxi (Retsema, J. et al. 2001).
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Obrazek 2: Chemicka struktura erytromycinu (pfevzato a upraveno Reynolds, E. et al., 2003)

Prvnim komeréné dostupnym makrolidem byl erytromycin (Obr. 2), jehoZ producenty jsou zastupci
fadu Actinomycetales. V dne$ni dobé tato skupina zahrnuje mnoho semisyntetickych derivatd, diky
kterym doslo ke zlepSeni n¢kterych nevyhodnych farmakologickych vlastnosti a k rozsifeni spektra
uéinku. Makrolidy maji svij nazev odvozen od chemické struktury (Retsema, J. et al., 2001; Katz, L. et
al., 2005). Jsou slozeny z velkého laktonového (makrolaktonového) kruhu riizné velikosti, na ktery jsou
ptipojeny dva a vice amino nebo neutralnich sacharidd (Leclercq, R. 2002). V zavislosti na velikosti
kruhu Ize tato antibiotika klasifikovat. Nékteré znaimé;jsi makrolidy jsou uvedeny v tabulce 2. V dusledku
nardstajictho vyskytu rezistentnich kmenti byla vyvinuta nova skupina semisyntetickych makrolidd
nazvana ketolidy. Ketolidy (napf. telitromycin) byly odvozeny od 14-Clennych makrolidd (Denis A. et al.
1999; Tenson, T et al. 2003). Strukturalné jsou charakteristické 3-keto skupinou na laktonovém kruhu
v misté L-kladinosy a disponuji alkyl-aryl postranim fetézcem (Tenson, T. et al, 2003; Pavlovi¢, D. et al.,
2014).

Tabulka 2: Pfehled vybranych makrolidt

Nazev Velikost kruhu  Pivod
Erytromycin 14 Bakterialni
Oleandomycin 14 Bakterialni
Klarithromycin 14 Semisynteticky
Azitromycin 15 Semisynteticky
Spiramycin 16 Bakterialni
Josamycin 16 Bakterialni

Makrolidova antibiotika, stejné¢ jako linkosamidy, inhibuji bakteridlni proteosyntézu vazbou na
velkou 50S podjednotku ribozomu. Interakce antibiotika s ribozomem byla zkoumana nékolika
védeckymi skupinami (Hansen, J. L. et al 2002; Schliinzen, F. et al. 2001; Dunkle, J. A. et al., 2010).
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Davodem je pochopeni mechanismu funkce, ktery se uzce poji se vznikem rezistence a tim i s vyvojem
novych generaci antibiotik. Krystalové struktury velké ribozomalni podjednotky v ptitomnosti makrolida
ukazaly, Ze k interakci mezi ribozomem a antibiotikem dochazi stejné tak, jako v ptipadé linkosamidd, na
zacatku tunelu, kterym vznikajici protein opousti ribozom, a to konkrétn¢ v misté¢ jeho zuzeni tvofenym
proteiny L4 a L22 a peptidyl-transferasovym mistem (Hansen, J. L. et al 2002). Konkrétné¢ dochazi k
esencialni interakci s 23S rRNA. Pii vazbé antibiotika dojde k uzavieni tunelu a tim k syntéze pouze
kratkych peptidd a jejich naslednému uvolnéni ve formé peptidyl-tRNA. Délka peptida (2 — 8
aminokyselinovych zbytkd pro makrolidy, v pfipadé ketolidd az 12) je vétsi nez v piipadé linkosamidu a
koreluje se strukturou antibiotika. To naznaCuje, ze se vazebna mista 14-, 15- i 16-¢lennych makrolidi
sice pfekryvaji, ale nejsou uplné identicka (Tenson, T. et al. 2003; Hansen, J. L. et al 2002). Koncem roku
2014 vysel clanek, ve kterém Krishna Kannan a jeho spolupracovnici publikovali nazor, ze kompletni
inhibice proteosyntézy plisobenim makrolidi plati jen omezené. Ve skuteCnosti je inhibovana jen
translace Casti transkriptd. Inhibice translace tedy pravdépodobné nastava v souvislosti se specifickymi
kombinacemi aminokyselin na vznikajicim proteinu. Jedna se tedy nejspi§ o protein-specifickou inhibici

translace (Kannan, K. et al. 2014).

2.1.3. Streptograminy

Streptograminy jsou skupinou antibiotik, kterou tvofi smés dvou chemicky rozdilnych latek,
streptogramintt A (SgA) a streptograminti B (SgB), které jsou produkovany ve smési. Streptograminy A
jsou polynesaturované cyklické makrolaktony. V pfipadé streptogramini B se jedna o cyklické
hexadepsi- nebo heptadepsi-peptidy (Johnston, N. J. et al., 2002; Mast, Y. et al. 2014). Pokud pusobi
zvlast, maji jen pramérny bakteriostaticky u¢inek. V kombinaci se vsak jejich ucinnost zvysi diky
synergistickému efektu, jehoz vysledkem je jejich baktericidni pusobeni. Synergisticky efekt spociva ve
zméné konformace ribozomu po navazani SgA, ¢imz se zvysi afinita ribozomu pro SgB (Vannuffel, P. et
al. 1996; Contreras, A. et al., 1977). Zména afinity pfetrvava i po disociaci SgA (Johnston, N. J. et al.,
2002). Ob¢ latky inhibuji bakterialni syntézu proteind, ale kazda v jiné fazi. Piiklady znamych
streptogramind, véetné jejich producentd, jsou uvedeny v tabulce 3. Kromé uvedenych producentd rodu
Streptomyces, které produkuji vétSinu streptograminti, jsou dal$imi producenty i zastupci rodd
Actinoplanes, Actinomadura a Micromonospora. Viechny znamé pfirodni streptograminy byly izolovany
a identifikovany ve zlaté éfe objevu antibiotik. Kromé pfirodnich latek sem patii také semisyntetické

derivaty (Mast, Y. et al. 2014).

Tabulka 3: Streptograminova antibiotika a jejich producenti (pfevzato a upraveno z Johnston, N. J. et al.

2002)

Streptograminy A Streptograminy B Producent

Pristinamycin I1A Pristinamycin 1A Streptomyces pristinaespiralis
Virginiamycin M Virginamycin S Streptomyces virginiae
Mikamycin A Mikamycin B Streptomyces mitakae nsis
Streptogramin A Streptogramin B Streptomyces graminofaciens
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Pouze nékolik streptogaminl bylo nakonec schvaleno pro vyuziti v klinické praxi. Pristinamicin
(smés Pristinamycinu 1A a Pristinamycinu IA (Obr. 3)) je v nékterych zemich dlouho vyuZivan pro svou
aktivitu proti Siroké $kale gram-pozitivnich bakterii, v€etné vankomycin-rezistentniho Staphylococcus
aureus (VRSA) a Enterococcus faecium (VRE), nebo Streptococcus pneumoniae. Mimo to je také uginny
proti nékterym gram-negativnim organismiim, jako je naptiklad Haemophilus influenzae, ale i patogenim
zpusobujicich atypické pneumonie (Mycoplasma pneumonia, Legionella pneumophila a Chlamydophilla
pneumoniae). Pristinamicin ma ovSem nizkou rozpustnost ve vodném roztoku. Jeho semisynteticky
derivat, komerén& znamy pod ozna¢enim Synercid®” (smés Dalfopristinu a Quinupristinu), tento problém
vyftesil (Singh, H. et al., 2014; Mast, Y. et al. 2014).

Streptograminy A se mohou navazat na ribozom pouze, pokud jsou A- a P- mista bez p¥itomnosti
aminoacyl-tRNA. Jejich pisobenim dochdzi k zamezeni navdzani substrati a formovani peptidické
vazby. Streptograminy B hraji svou roli v pozdgjsi fazi elongace (Vannuffel, P. et al., 1996). Vazi se
k 23S rRNA v tunelu, kterym vznikajici protein opousti ribozom. Diky tomu dochazi k uvolnéni
nedosyntetizovaného proteinu. Pro Pristinamycin IA byla zjisténa disociace peptidyl-tRNA o délce 6

aminokyselin (Tenson, T. et al. 2003).
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Obrazek 3: Chemicka struktura SgA a SgB (pfevzato z Porse, B. T. et al. 1999)

2.1.4. Pleuromutiliny

Pleuromytilin byl poprvé vyizolovan z basidiomycety Pleurotus mutilus (Clitopilus scyphoides) jiz
v roce 1951 (Kavanagh, F. et al., 1951). Avsak teprve v roce 2007 doslo ke schvaleni a zavedeni prvniho
pleuromutilinu do klinické praxe. Jednalo se o retapamulin (Obr. 4), semisynteticky derivat odvozeny od
pleuromutilinu. Své vyuzZiti naSel v lokalni 16€b€ koznich infekci (napt. impetigo zptisobované bakteriemi
Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes) (Langner, Ch. et al. 2011). Retapamulin vykazuje
dobrou in vitro aktivitu proti vét$iné bakterii zpasobujicich onemocnéni mékkych tkani a kize patiici
mezi fakultativné aerobni a anaerobni gram-pozitivni bakterie. Dobrou u¢innost ma ov§em také proti
nékterym gram-negativnim bakteriim (Odou, M.-F. et al., 2007). V zavislosti na mnozstvi muize
pleuromutilin a retapamulin ptsobit bakteriostaticky, ¢i baktericidné (Kavanagh, F. et al., 1951; Langner,

Ch. et al. 2011). Bezespornou vyhodou retapamulinu je jeho znana odolnost k ziskani zkiizenych
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rezistenci s jinymi druhy antibiotik. Dal§imi zastupci této skupiny antibiotik jsou tiamulin a valnemulin
vyuzivané ve veterinarni mediciné (Yan, K. et al. 2006). Pleuromutiliny jsou tvofeny spole¢nym
tricyklickym mutilinovym jadrem. Na uhlik C21 je pfipojena keto skupina, nezbytna pro antimikrobidlni
aktivitu téchto antibiotik. K uhliku C14 se pak vazi riizné substituenty (Davidovich, Ch. et al., 2007).

K inhibici proteosyntézy dochazi diky vazbé pleuromutilinovych antibiotik na V doménu 23S rRNA
velké 50S podjednotky ribozomu. Zda se, Ze interakce pleuromutilini s ribozomem vyZzaduje také protein
L3. Z funkéniho hlediska dochézi k inhibici ribozomalni peptidyl-transferdzové aktivity a patrné i
k ¢aste¢nému zamezeni vazby iniciatorové tRNA k ribozomalnimu P-mistu. Tim se zamezi normalnimu

formovani aktivni 50S podjednotky (Yan, K. et al. 2006).

Retapamulin

Obrazek 4: Chemicka struktura retapamulinu (pfevzato z Yan, K. et al. 2006)

2.2. Streptomyces ssp. — biologie a produkce antibiotik

Bakterialni rod Streptomyces patii do velmi heterogenniho fadu Actinomycetales. Zastupci tohoto
fadu ziji v padé, jini kolonizuji mofe, termalni prameny a dokonce jsou schopni rust na mistech
ozafenych gama-zafenim. Jedna se o prumyslové i medicinsky vyznamné organismy. Nalezneme zde jak
patogeny lidi, zvifat i rostlin, tak i producenty klinicky vyznamnych antibiotik. Jako piiklady
vyznamné&j§ich zastupci fadu Actinomycetales miZeme jmenovat Mycobacterium tuberculosis,
Corynebacterium diptheria, Corynebacterium glutamicum nebo Frankia alni (Alam, M. T. et al., 2011).
Intenzivné studovanym rodem fadu Actinomycetales vyznamnym zejména pro své biotechnologické
vyuziti je rod Streptomyces. Jeho dulezitost lze ilustrovat obrovskou $kalou sekundarnich metaboliti,
které se vyuzivaji jako antibiotika, antiparazitické latky, herbicidy, imunosupresiva a nékteré jako
ddlezité enzymy V potravinafstvi a jinych prumyslovych odvétvich. Pfestoze vétSina zastupci rodu
Strepomyces zije saprofitickym zptisobem Zivota, nékteti zastupci jsou patogenni (Alam, M. T. et al.,
2010). Lidsky patogen Streptomyces somaliensis zplsobuje tzv. aktinomycetické mycetomy (Quintana, E.
T. et al., 2008). Patogenem rostlin je Streptomyces scabies, zpiisobujici strupovitost brambor (Takeuchi,
T. etal., 1996). Jako modelovy organismus pro studium diferenciace a produkce sekundarnich metabolitd

je povazovan intenzivné studovany druh Streptomyces coelicolor.
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2.2.1. Morfologie a fyziologie

Rod Streptomyces byl navrzeny Waksmanem a Henricem (1943) a zafazen do rodiny
Streptomycetaceae. Klasifikace prvotné probéhla na zakladé morfologie a nasledné chemotypu bunééné
stény. Soucasny piistup ke klasifikaci prokaryotnich organismi je zaloZzen na genotypickém a
fenotypickém piistupu. Obecné vSak lze fici, ze v prub¢hu doby dochdzelo k nékolika reklasifikacim a
pfes zlepSeni situace zpisobené novymi molekuldrné-genetickymi pfistupy (vyuziti 16S rRNA,
DNA:DNA hybridizace) ziistava situace pro rod Streptomyces i nadale slozitd. K zpfesnéni by mohly
pomoci aminokyselinové sekvence konzervovanych proteint, jaky muiZe byt napi. Ssg-B protein
(Anderson, A. et al. 2001; Girard, G. et al., 2013).

Zastupci rodu Streptomyces jsou gram-pozitivni, vlaknité, aerobni bakterie obyvajici ptidni prostiedi.
Jsou dilezitym ¢lankem v kolobéhu uhliku v pfirodé€, nebot’ jsou schopné degradovat nerozpustné zbytky
ostatnich organismu, jako je chitin nebo lignocelulosa (Bentley, S. D. et al., 2002). Rod Streptomyces
vykazuje slozity zivotni cyklus, ktery se podoba vldknitym houbam. Rozvétveny vlaknity vegetativni rist
dava vznik substratovému myceliu o priméru 0,5 — 1 pm, které se diferencuje do vzduSnych hyf
davajicich vznik dlouhym fetézcim reprodukénich spor (Obr. 5) (Flardh, K. et al 2009; Anderson, A. S.
et al. 2001).

Bunécéna sténa je chemotypu I. Pro typ | je charakteristicka absence typickych sacharidu (arabinosy,
galaktosy, xylosy a madurosy (3-O-metyl-D-galaktosa)), a naopak obsahuje glycin a LL-
diaminopimelovou kyselinu (Lechevalier, M. P. et al. 1970). Dal$im znakem je typ acylové skupiny
muramylového zbytku v peptidoglykanu, kterym je v piipadé rodu Streptomyces acetyl (Uchida, K. et al.,
1997).

Vzdu$na hyfa

O/» Spora
i
Retizek
spor

\

Rozvétveni

Klidici Vegetativni hyfa
spora

Obrazek 5: Vyvojovy Zivotni cyklus Streptomyces coelicolor (Pfevzato a upraveno Flidrdh K. et al. 2009)
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2.2.2. Genetika

Rod Streptomyces patii mezi nékolik bakterialnich rodu, které maji linearni chromozom. Dalsi
vlastnosti téchto bakterii je vysoky podil GC pari, ktery se pohybuje v rozmezi zhruba 69 — 78 %.
Naro¢né a konkurenéni pudni prostfedi a produkce sekundarnich metabolitd je v souladu s velikosti
genomu, ktera se pohybuje obvykle kolem 8 — 10 Mb (Anderson, A. S. et al., 2001; Ventura, M. et al.,
2007). V ptipadé osekvenovaného genomu Streptomyces bingchenggensis je jeho velikost stanovena
dokonce na 11,937 Mb. Tato hodnota ho fadi mezi nejvétsi prozatim osekvenované bakteridlni genomy
(Wang, X.-J. et al., 2010). Pro porovnani, velikost kompletniho genomu Escherichia coli K-12 je 4,639
Mb (Blattner, F. R. et al. 1997).

Srozvojem a zlevnénim sekvenace DNA se pocet celych nebo ¢asteéné osekvenovanych genomu
rodu Streptomyces zvysil. Prvnim byl v roce 2002 genom patiici Streptomyces coelicolor A3(2). V tomto
konkrétnim piipad¢ je velikost genomu 8,668 Mb s hustotou genii stanovenou na 88,9 %, ktera je
vétsinou jednotna napti¢ chromozomem s nepatrnym snizenim v perifernich regionech. Podil GC part je
roven 72,12 %. K jeho lokalnimu snizeni dochazi kolem oriC mista (origin of replication). Chromozom
se rozd€luje na tii ¢asti. Centralni oblast pravdépodobné sahd od 1,5 Mb do 6,4 Mb. V této oblasti jsou
situované téméf viechny esencidlni geny, véetné oriC. Periferni ¢asti obklopujici jadro chromozomu jsou
nestejné¢ dlouhé. Levé rameno ma velikosti 1,5 Mb a pravé 2,3 Mb. Na ramenech jsou koédované
neesencialni geny, které jsou napft. zapojeny v syntéze sekundarnich metabolitti, produkci hydrolytickych
exoenzymi a proteintt plynovych vezikuli. Tyto periferni oblasti jsou patrné nachylné k ¢astym
prestavbam, které by mohly pfispivat k metabolické diverzité rodu Streptomyces. Replikace linearniho
chromozomu probiha z oriC obousmérné. Na krajich linearniho chromozomu jsou terminalni invertované
repetice (TIRs), které maji na volném 5" konci kovalentné navazané terminalni proteiny (Tpgs), které se
podili na ochrané konct pfed degradaci a na terminaci replikace. Kromé toho jsou vyuzivany také
proteiny Tap (telomere-associated protein) asociované s terminalni jednofetézcovou DNA (ssDNA).
Streptomyces coelicolor disponuje velkym mnozstvim proteinti zapojenych v regulaci. Ve svém genomu
koduje napi. 65 sigma faktort (Bentley, S. D. et al., 2002; Bao, K. et al., 2003).

Rod Streptomyces miize obsahovat linearni nebo cirkularni plazmidy. U Streptomyces coelicolor byly
identifikovany dva plazmidy. Linearni SCP1 o velikosti 365kb (Bentley, S. D. et al., 2004) a cirkularni,
nizkokopiovy SCP2 o velikosti 31 kb (Haug, I. et al, 2003).

Porovnani s genomy Streptomyces avermitilis a Streptomyces griseus poukazalo na nékteré obecné
vlastnosti genomi zastupcd rodu Streptomyces. Centralni ¢ast je vysoce konzervovana a obsahuje vétsinu
esencialnich genu. Je také strukturné podobna s jinymi cirkularnimi bakteridlnimi genomy, coz naznacuje
spolecny evolu¢ni pivod. Naopak ramena obecn€ nesou neesencidlni geny a jsou jinak dlouhd (Ikeda, H.

et al. 2003; Ohnishi, Y. et al. 2008).

2.2.3. Produkce sekundarnich metabolitu

Rod Streptomyces produkuje vic jak polovinu znamych bioaktivnich latek. Geny, které koduji

biosyntetické drahy, jsou skoro vzdy seskupeny a tvoii tzv. biosynteticky genovy klastr. Soucasti klastru
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jsou obvykle také regulaéni a rezistenéni geny, které ochraiuji producenta pied toxicitou syntetizovaného
produktu. Geny v klastru nejsou organizovany v jednom operonu, ale Vv né&kolika transkripénich
jednotkach (Hopwood, D. A., 1988; Spizek, J. et al., 1995). Syntéza sekundarnich metabolit je obecné
zavislad na rustové fazi organisSmu. Produkce nastava po piechodu do stacionarni faze rtstu v tekutém
mediu, ¢i ve stadiu tvorby vzdu$ného mycelia. Na regulaci exprese se podili jak extracelularni, tak
intracelularni molekuly (Bibb, M. J., 2005). Genové klastry jsou Casto pfenaseny sobeckymi genetickymi
elementy, jako jsou genomové ostrovy, nebo plazmidy (Fischbach, M. et al., 2008).

Sekundarni metabolity hraji vyznamnou roli v komplikovaném vztahu mikrobidlnich druht, ale také
mezi mikroby a mnohobunéénymi organismy. Casto se jedna o chemicky rozmanité, neobvyklé a slozité
latky, které nemaji pfimou ulohu v primdrnim metabolismu burky, ale maji obrovskou skalu funkci
poskytujici svym producentim selekéni vyhodu. Prekurzory vyuzivané k syntéze cCasto pochazeji
z primarniho metabolismu (Fischbach, M. et al. 2008). V ptipad¢ produkce linkomycinu se jedna o
ribosu-5-fosfat, fruktosu-6-fosfat, ¢i sedoheptulosu-7-fosfat a L-tyrosin (Sasaki, E. et al., 2012; Brahme,
N. M. et al., 1984b). Také enzymy zapojené v syntéze jsou blizkymi homology enzymii z primarniho
metabolismu (Fischbach, M. et al. 2008). Vétsinou je jeden bakterialni druh schopen produkovat vice nez
jeden typ chemicky rozdilnych sekundarnich metaboliti (Spizek, J. et al. 1995).

2.3. Streptomyces lincolnensis

K prvni izolaci tohoto druhu doslo jiz v roce 1962 (Spizek, J. et al., 2004a). Sekvence genomu této
bakterie produkujici linkomycin neni prozatim publikovana. U vysokoprodukéniho kmene Streptomyces
lincolnensis 78-11 (Peschke, U. et al., 1995) a typového kmene Streptomyces lincolnensis ATCC 25466
(Kobérska, M. et al. 2008) byla publikovana sekvence linkomycinového biosyntetického genového
klastru. V pfipadé primyslového kmene je klastr duplikovany. Pti porovnani obou ziskanych sekvenci
bylo objeveno né&kolik rozdild. OvSem celkova organizace biosyntetického klastru se zda byt
konzervovana, a to i Vostatnich producentech linkomycinu. Uspofadani genti Vv klastru véetné
vyznacenych rozdili vétsiho vyznamu pii porovnani obou sekvenci je uvedeno na obrazku 6. Jedna se o
35 kb dlouhy usek, kodujici 29 otevienych ctecich ramct (ORF) (Peschke, U. et al., 1995; Kobérska, M.
et al. 2008).

A B1B2 ¢ DE FGIHJIJKL MNZPOSRQTVWRBX Y U RC

5 00 < KEER D R <

Obrazek 6: Usporadani linkomycinového biosyntetického klastru u typového kmene Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 s vyznaéenymi rozdily mezi publikovanou sekvenci klastru z primyslového kmene Streptomyces
lincolnensis 78-11 — Zluté je znacena flGze genl ImbH a Imbl, Cervené jsou zvyraznény geny, u kterych doslo
k prodlouzeni, modre jsou zvyraznény geny s >11 % rozdilnymi aminokyselinovymi zbytky (pfevzato z Kobérskd, M.
et al. 2008).

Piedpoklada se, Ze z 29 hypotetickych genii jsou 3 geny zapojeny v rezistenci. Patfi mezi né Imr(A),

Imr(B) a Imr(C). Zbylé maji biosyntetickou, ¢i regulacni funkci a byvaji oznaCovany jako Imb geny
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(Peschke, U. et al. 1995, Kobérska, M. et al. 2008). Pro né&které geny byla funkce potvrzena
experimentalné. Jedna se o proteiny LmbB1, LmbB2, LmbC, LmbE, LmbF, LmbJ, LmbT, LmbK, LmbN,
LmbO, LmbR, LmbV a LmbW (Novotna, J. et al. 2004; Novotna, J. et al. 2013; KadI¢ik, S. et al., 2013;
Zhao, Q. et al. 2015; Kamenik, Z. et al., v piipravé; Lin, Ch.-l. et al., 2014; Sasaki, E. et al., 2012;

Jiraskova, P. et al., v pfipravé). U ostatnich nebyla pfedpokladana funkce prozatim ovéfena.

2.3.1. Biosyntéza linkomycinu

Biosyntéza linkomycinu A probiha pies vytvoteni dvou stavebnich &asti, propylprolinu (PPL) a GDP-
linkosamidu, které jsou nasledné spojeny. Biosyntetickou drahu tedy miZeme rozdélit na tfi Easti: (i)
drahu sacharidové ¢asti, (ii) drahu aminokyselinové ¢asti a (iii) kondenzaci obou ¢asti nasledovanou
postkondenzaénimi kroky.

Na obrazku 7 je znazornéna nyné&jsi predpokladanad biosynteticka draha sacharidové &asti, jejimz
koneénym intermediatem je aktivovana forma oktosy (GDP-oktosa) (Lin, Ch.-l. et al., 2014). Prvni
reakce této drahy je katalyzovéana transaldolasou LmbR, ¢imZ vznikd osmiuhlikova sloudenina (Cg)
oktulosa-8-fosfat. Prekurzory této latky jsou fruktosa-6-fosfat, nebo sedoheptulosa-7-fosfat, které jsou
donorem Cj, a ribosa-5-fosfat (Cs), ktera je akceptorem (Sasaki, E. et al., 2012). V ptipadé€ proteinu LmbP

neni predpokladana kinasova funkce experimentalné ovéiena (Lin, Ch.-1. et al., 2014).

OH OH Fruktosa-6-fosfat OH OH OH
= nebo = =
OsPO ; H Sedoheptulosa-7-fosfat OsPO - . OH
OH O - OH OH O
LmbR
Ribosa-5-fosfat Oktulosa-8-fosfat
OPO32‘
—_— 043P0 : ; s H — Hﬁo 0O —_—
OH OH OH HO “OH
= Oktosa-8-fosfat =
OH
HO., OH
HO Q
HO
HO OGDP
Oktosa-1,8-bifosfat Oktosa-1-fosfat GDP-oktosa

Obrazek 7: Predpokladana biosynteticka draha sacharidové casti linkomycinu — ¢erné znazornéné enzymy jsou
proteiny s ovéfenou funkci, modie znazornény enzym nema ovérenou funkci. LmbR - transaldolasa, LmbN —
isomerasa (Sasaki, E. et al., 2012), LmbP — kinasa, LmbK — fosfatasa, LmbO - nukleotidyltransferasou (prevzato a
upraveno z Lin, Ch.-I. et al., 2014).
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V syntéze PPL by mélo byt zapojeno celkem Sest proteinti: LmbA, LmbB1, LmbB2, LmbW, LmbX a
LmbY. Hypotetické funkce jednotlivych proteind byly navrZeny v zavislosti na jejich podobnosti
senzymy o znamé funkci (Peschke, U. et al., 1995; Kobérska, M. et al., 2008). Pivodni pfedstava této
vétve biosyntetické drahy (Brahme, N. M. et al., 1984a) se ukazala byt nespravni a Vv zavislosti na
ziskanych poznatcich byla revidovana. Soufasny navrh biosyntetické drahy aminokyselinové c&asti
linkomycinu je zndzornén na obrazku 8 (JirAskova P. et al., v piiprave). Prekurzorem pro syntézu PPL je
L-tyrosin, ktery je diky hydroxylase LmbB2 konvertovan na L-DOPA (Brahme, N. M. et al., 1984b;
Novotna, J. et al., 2013). Dalsim potvrzenym krokem biosyntézy PPL je Sté€peni aromatického jadra L-
3,4-dihydroxyfenylalaninu zptsobené dioxygenasou LmbB1 (Novotna, J. et al., 2004). Po neenzymatické
tvorbé péticlenného cyklu obsahujici dusik, je dalSim krokem v této revidované draze, oproti ptivodni
predstavé, metyltransferasa LmbW nasledovana homologem y-glutamyltransferas LmbA. Pfi zkoumani
LmbA bylo zjisténo, Ze neplisobi v souéinosti S LmbY, jak bylo dfive navrhovano, a jeho pfitomnost je
pro biosyntézu nepostradatelna, nebot’ pti deleci genu ImbA neni mutantni kmen schopen produkovat
témef zadny linkomycin. Dalsi navrhované kroky biosyntézy jsou znazornény na obrazku 8 (Jiraskova P.

et al., v ptiprave).

COOH COOH COOH

HN H,N H,N
o]
LmbB2 ’ LmbB1 ’ \ \ me-enzymatic Ky ’
HOOC
HO Z
OH OH OH

S-alanyl-2-hydroxy-mukonat-

L-tyrosin L-DOPA -6-semialdehyd
CooH COOH COOH
HN N N
L LmbW \ LmbA \ LmbX
" ey, (e, e
o CH,

4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-
2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-
karboxylovi Kyselina

COOH COOH COOH

N, ; HN E HN
LmbX 3 \ LmbY > — LmbY »

Obrazek 8: Soucasny ndvrh biosyntetické drahy aminokyselinové ¢asti linkomycinu — ¢erné znacené proteiny maji
experimentalné ovérenou funkci. V pfipadé modre znacenych proteinti nebyla funkce prozatim experimentalné
potvrzena (pfevzato a upraveno z Steiningerova, L., 2015).

PPL
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V nedavné dobé byla objasnéna kondenzace dvou vyse popsanych meziprodukta (Obr. 9), do které se
zapojuji krom proteinti kddovanych v biosyntetickém genovém klastru pro syntézu linkomycinu také dva
thioly - ergothionein (EGT) a mykothiol (MSH). Vlastni kondenzace probiha mezi aminosacharidem
s pfipojenym EGT pies atom siry a aktivovanym PPL (Zhao, Q. et al., 2015). Pfipojeni EGT k octose
katalyzuje LmbT. Aktivaci PPL zajistuje samostatné stojici adenylaéni doména LmbC, ktera je schopna
krom PPL rozeznavat s niz$i afinitou také 4-etyl-L-prolin, prekurzor pro linkomycin B (Kadl¢ik, S. et al.,
2013). V této ¢asti nachazi také uplatnéni LmbN, ktery krom funkce v syntéze sacharidového prekurzoru
funguje také jako proteinovy prenaSe¢. Vlastni kondenzace je zajisténa proteinem LmbD. Nasledné
dochézi k vyméné EGT za MSH, ktery je darcem atomu siry vyskytujici se v kone¢ném produktu.
Ptisobenim LmbE dochazi k odstépeni pseudodi-sacharidu, ktery je nasledné regenerovan opét na MSH
(Zhao, Q. et al., 2015). Poté dochazi dal$imi reakcemi, ve kterych by se mély ucasnit proteiny LmbJ,
LmbF a LmbG, k ziskani koneéného produktu — linkomycinu A (Kamenik, Z. et al., v ptipravé).

// +/
N7 o

/
Hooc N

_

0 — > Linkomycin A

NHAc

Obrazek 9: Kondenzace prekurzort linkomycinu - Thioly Ucastnici se kondenzace PPL s GDP-D-a-D-linkosamidem
jsou barevné rozliseny. RiZové je oznaceny EGT a modie MSH (Pfevzato a upraveno z Zhao, Q. et al., 2015)

2.3.2. Rezistence

Snizeni citlivosti bakterii vici riznym druhtim antibiotik mize byt zplsobeno riznymi diivody.
Nékteré mohou byt danému druhu vlastni, jiné zplsobené funkci riznych enzymti. VSeobecné vsak Ize
mechanismy rezistence rozdélit na tfi zakladni druhy: (i) rezistenci zptisobenou zménou cilového mista,
(ii) sniZzeni akumulace antibiotika v buiice a (iii) inaktivaci antibiotika (Butaye, P. et al., 2003; Wright, G.
D., 2005). Odolnost vici antibiotikim je sice z medicinského hlediska vyznamné&jsi u patogend nez u
producentd, ale ¢asto se jednd o stejné mechanismy rezistence zplsobené enzymy patiici do stejnych
proteinovych rodin (Forsberg, K. J. et al., 2012). Rezisten¢ni geny jsou ¢asto kddovany na pienositelnych
elementech, diky kterym mohou byt pfedavany nejen z generace na generaci, ale také pomoci
horizontalniho genetického pfenosu (Normark, B. H. et al., 2002; Butaye, P. et al., 2003). To je v souladu
s moznym puivodem alespon nékterych rezistenénich genti z patogennich bakterii, ktery mize byt pravé u

producentii (Benveniste, R. et al., 1973; Forsberg, K. J. et al., 2012). Producenti antibiotik navic vétS§inou
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disponuji vice nez jednim rezistenénim mechanismem proti produkovanému metabolitu (Spizek, J. et al.,
1995). V ptipadé Streptomyces lincolnensis se tedy nejedna o vyjimku. Toto €ini z producentd zajimavé
organismy pro zkoumani rezistence. S ohledem na rezistenci udilenou ARE proteiny je nutné kromé
linkosamidovych antibiotik brat v uvahu také makrolidy, streptograminy a pleuromutiliny. Jak jiz bylo
uvedeno, zminénd antibiotika inhibuji bakteridlni proteosyntézu vazbou k velké 50S podjednotce

ribozomu, konkrétné vazbou k V doméné 23S rRNA, coz ma za nasledek také zkiizenou rezistenci

Lmr(B) - rezistence zptisobena zménou zasahového mista

Protein Lmr(B) je 23S rRNA Aygsg Ng — monometyltransferasa patiici do rodiny Erm (erythromycin-
ribosome methylase) metyltrans-feras, které obecné udileji rezistenci k makrolidiim, linkosamidim a
streptograminam B (MLSg) (Zhang, H. — Z. et al., 1992). Metylace specifického adeninu na 23S rRNA
odpovidajici v Escherichia coli pozici 2058 ma za nasledek zamezeni vazby vyse uvedenych antibiotik
k velké podjednotce bakterialniho ribozomu. Tato zména zasahového mista tedy zpisobuje zkiiZzenou
rezistenci k témto antibiotikim. Kromé Erm metyltransferas byla u Staphyloccocus aureus popsana Cfr
metyltransferasa, kterd metyluje adenosin v pozici 2503 23S rRNA, ¢imz udili zkfizenou rezistenci
k pleuromutilinim, linkosamiddm a streptogramintiim, ale také k fenikolim a oxazolidinonim (Long, K.
S. et al. 2006).

Ke zmén¢ zasahového mista mize dojit krom zminéné posttransla¢ni modifikace také diky mutacim.
Na uvedené druhy antibiotik maji vliv mutace v pozici 2058 a 2059 (uvedené cislovani z Escherichia
coli), zpusobujici rezistenci k makrolidiim a linkosamidim (ML rezistence). Pokud dojde k mutaci v obou
pozicich zaroven, rozsiii se rezistence o streptograminy B (MLSg) (Leclercq, R. 2002). Vliv na rezistenci
k makrolidiim maji také pozice 2057, 2452 a 2611, a v II. domén& pozice 754, které se vyskytuji
Vv blizkosti vazebného mista, ale udili niz§i Groven rezistence. Pocet operonti kodujici rRNA a nesouci
mutace rozhoduje o intenzité¢ udilené rezistence (Vester, B. et al. 2001). Rezistenci mohou ovliviiovat
také mutace v genech kodujicich ribozomalni proteiny (Tait — Kamradt, A. et al. 2000; Leclercq, R. 2002;
Basling, J. et al., 2003).

2.3.2.1.1. Erm metyltransferasy

Zastupcei této relativné velké proteinové rodiny, diky kterym dochazi k Ny mono- nebo Ngg di-
metylaci adeninu v pozici 2058 23S rRNA, jsou rozsifeni mezi gram-pozitivnimi bakteriemi, jako jsou
Streptococcus pneumonie, nebo rod Corynemacterium. Nalezneme je ale také u gram-negativnich bakterii
(Escherichia coli, Haemophilus influenzae) a spirochet, mezi které patii napi. Borrelia burgorferi. Mnoho
erm genu je asociovano s konjugativnimi, nebo nekonjugativnimi transpozony, které maji tendenci byt
lokalizovany v chromozomu. Oviem nékteré z nich byly nalezeny také na plazmidech. Siroka skala
hostitell pro konjugativni transpozony vysvétluje vyskyt téchto gend v klinickych izolatech mnoha
bakteridlnich druhti. VétSina gend této rodiny nese oznaceni erm, ale jsou zde vyjimky v podob¢ enzymu
vyskytujicich se u producentii antibiotik. Tyto metyltransferasy, zapojené v ochrané producenta, maji
Casto oznaceni spole¢né pro dany biosynteticky klastr (Roberts, M. C. et al., 1999). Patii mezi né napf.
také jiz zminény gen Imr(B) ze Streptomyces lincolnensis (Zhang, H.—Z. et al., 1992), carB z producenta
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karbomycinu Streptomyces thermotolerans (Zalacain, M. et al., 1990) a nebo tIrD z producenta tylosinu
Streptomyces fradiae (Zalacain, M. et al., 1991). Jedna se o relativné homogenni skupinu enzymd,
sdilejici mezi sebou sekvenéni identitu v rozmezi 24 — 85 % (Schluckebier, G. et al. 1999). Jejich vysoky
stupent aminokyselinové sekvencni identity naznacuje, ze maji spolecného predka (Weisblum, B., 1995).

Na dendrogramu (Obr. 10) je znazornéné umisténi Imr(B) v kontextu s jinymi metyltransferasami.
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Obrazek 10: Dendrogram odvozeny od aminokyselinovych sekvenci Erm proteini (pfevzato z Weisblum, B.
1995).

Ohledné klasifikace muzeme tuto proteinovou rodinu délit do 21 tiid nesouci oznaceni A —
Z s vynechanim pismen J, K, L, M a P. V zavislosti na funkeci Ize tyto enzymy dé€lit na mono- nebo di-
metyltransferasy (Roberts, M. C. et al., 1997). Monomethyltransferasy, jako je napf. Lmr(B), udileji tzv.
MLSg fenotyp typu I, tedy vysokou rezistenci k linkosamidtim, ale pouze nizkou ¢&i stiedni rezistenci
k makrolidtim a streptograminiim B (Madsen, Ch. T. et al., 2005). Schopnost genu Imr(B) udilet rezistenci
byla testovana v heterolognim hostiteli Streptomyces lividans 66 kmen TK23. Bylo zjisténo, Ze gen udili
vysokou hladinu rezistence k linkomycinu, av8ak pro klindamycin Z4dna zména pozorovana nebyla (Tab.
4) (Zhang, H—Z. et al., 1992). Naopak dimetyltransferasy udileji vysokou rezistenci ke vSsem MLSg
antibiotikim (MLSg fenotyp typu II) (Madsen, Ch. T. et al., 2005). Exprese erm gend je primarné
inducibilni, pfi¢emZ je regulovana mechanismem atenuace translace nebo i transkripce. V nepitomnosti
induktoru, napf. erytromycinu, zaujimd mRNA inaktivni konformaci, diky které dochazi k zakryti Shine-
Dalgarnovy sekvence. Tim dochazi k zamezeni Gispé$né iniciace translace erm transkriptu (Roberts, M. C.

et al., 1999). Atenuace transkripce byla popsana u erm(K). V tomto pfipadé dochazi prostiednictvim dvou
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p-nezavislych terminatort k pfedéasnému ukonéeni transkripce MRNA V nepfitomnosti induktoru (Choi,
S.-S. et al., 1997). Sekundarné muze dojit ke konstitutivni expresi a to v dusledku strukturnich zmén
Vv ¢asti atenuatoru zpusobenych deleci, duplikaci anebo bodovou mutaci. Posledni dobou dochazi
k Cast&jsi izolaci kmenti nesouci konstitutivné se exprimujici proteiny (Roberts, M. C. et al., 1999;
Werckenthin, Ch. et al. 1999). Pii konstitutivni expresi Erm metylas dochazi k rozsifeni MLSg rezistence
také na 16-¢lenné makrolidy a ketolidy (Schmitz, F. J. et al., 2001).

Na zaklad¢ strukturni analyzy proteinti Erm je znamo, Ze se skladaji ze dvou strukturnich domén,
konzervované N-terminalni katalytické domény a C-termindlni RNA-vazebné domény. N-terninalni
doména je podobna s nukleotid nebo dinukleotid vazebnymi proteiny (Bussiere, D. E. et al. 1998;

Schluckebier, G. et al., 1999).

Tabulka 4: Stanovené hodnoty MIC (pfevzato a upraveno Zhang, H. -Z. et al., 1992)

MIC! antibiotik (ng/ml)

Bakterialni kmeny

LIN CLI Celesticetin ERY
Streptomyces lincolnensis 78-11 >1000 64 <8 64
Streptomyces lividans TK23 (plJ702) 64 64 1000 32
Streptomyces lividans LR2 (Imr(B)) >1000 64 >1000 64

Pozn. * Minimalni inhibi¢ni koncentrace

2.3.2.2. Lmr(A) — rezistence zpisobena efluxem antibiotik

Rezistence zplsobend snizenim akumulace antibiotik uvnitf buiiky mtize byt spjata s aktivnim
transportem. Gen Imr(A) o velikosti 1446 bp kdéduje transportér pattici do proteinové rodiny MFS. Jeho
primarni funkci je pravdépodobné export nové nasyntetizovaného antibiotika ven z buriky, ¢imz vsak také
miZe piispét k rezistenci. Schopnost genu Imr(A) udilet rezistenci byla testovana jeho pienesenim do
heterologniho hostitele Streptomyces lividans 66 kmen TK23. Ze ziskanych hodnot minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC) (Tab. 5) bylo zjisténo, ze gen Imr(A) udili vysokou troven rezistence

k linkomycinu. (Zhang, H.-Z. et al., 1992).

Tabulka 5: Stanovené hodnoty MIC (pfevzato a upraveno Zhang, H.-Z. et al., 1992)

MIC antibiotik (ng/ml)

Bakterialni kmeny

LIN CLI Celesticetin ERY
Streptomyces lincolnensis 78-11 >1000 64 <8 64
Streptomyces lividans TK23 (plJ702) 64 64 1000 32
Streptomyces lividans LR1 (Imr(A)) >1000 32 500 16
Streptomyces lividans LR3 (Imr(A)) >1000 64 1000 64

Geny kodujici transportéry, diky kterym dochazi k efluxu antibiotik vné buiiky, mizeme nalézt jak u

gram-negativnich, tak i gram-pozitivnich bakterii. Transportéry jsou schopné rozeznavat bud’ omezenou
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skalu latek, specifické transportéry, nebo Siroké spektrum latek, tzv. multidrug transportéry (MDR)
(Butaye, P. et al. 2003). Aktivni eflux MLS antibiotik je nejéastéji zprostfedkovavan pomoci proteind
z rodin ABC proteint (ATP-binding cassette) a MFS (major facilitator superfamily). Dal§imi rodinami
transportnich proteinti jsou RND (resistance-nodulation-division), MATE (multidrug and toxic compound
extrusion) a SMR (small multigrug resistance), kterd je ¢lenem vétsi nadrodiny DMT (drug/metabolite

transporter). Jejich schematické znadzornéni je uvedeno na obrazku 11 (Wilson, D. N., 2014).

ABC MFS MATE SMR RND
H+/Nat/K+ ] H+/Na+ ‘ HN H+ Wm/
substrat substrat  substrat substrat
ADP + Pi
substrat cytoplazma

Obrazek 11: Schematické znazornéni hlavnich rodin transportérti (Pfevzato a upraveno z Hassan, K. A. et al.,
2007)

2.3.2.2.1. MFS (Major facilitator superfamily) proteiny

Jedna se o nejvetsi a nejrozmanitéjsi proteinovou nadrodinu sekundarnich transportérd. Z funkéniho
hlediska se jedna bud’ o uniportéry, symportéry, nebo antiportéry prenasejici Siroké spektrum latek véetné
iontl, aminokyselin, peptidi, sacharidi, polyoll, toxint, lipida, antibiotik a jinych 1é¢iv. Energii pro
transport ziskavaji z elektrochemického gradientu nejéast&ji H*, nebo Na* iontfl. Jsou velmi rozsifené.
Nalézt je mlizeme v organismech od bakterii, az po ¢lovéka (Law, Ch. J. et al. 2008; Pao, S. S. et al.,
1998). V ptipadé bakterii lze jejich zastupce nalézt jak u producentii antibiotik, mezi které se fadi praveé
Lmr(A), tak u patogent. Jako ptiklad lze uvést Mef(A) vyskytujici se u gram-pozitivnich bakterii (rody
Streptococcus, Enterococcus, Micrococcus, Corynebacterium a dalsi), kde udili rezistenci k makrolidiim
(M fenotyp) (Butaye, P. et al. 2003). Na zaklad€ stupné sekvenéni podobnosti I1ze pro tuto obrovskou
nadrodinu sestrojit fylogeneticky strom, na zakladé kterého lze MFS proteiny rozd€lit do 17 rodin,

pticemz Lmr(A) spada do rodiny oznacované jako DHA14 (Obr. 12) (Pao, S. S. et al., 1998).
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Obrazek 12: Fylogeneticky strom MFS proteind — r(iZové vyznacena rodina obsahuje Imr(A) ze Streptomyces
lincolnensis (Pfevzato a upraveno z Pao, S. S. et al. 1998)

Presto, ze se jedna o vyznamnou proteinovou nadrodinu s velkym poétem osekvenovanych proteind, neni
tato rodina, vzhledem k tomu, Ze se jedna o membranové proteiny, prozatim dostate¢né probadana.
Vétsinou se jedna o proteiny s délkou 400 — 600 aminokyselin, které disponuji nej¢astéji s 12, nebo 6, 14
a 24 transmembranovymi a helixy (TM). Pro nékteré MFS proteiny byla vyfeSena krystalova struktura,
napf. pro LacY, EmrD nebo XylE z Escherichia coli (Abramson, J. et al., 2003; Yin, Y. et al., 2006; Sun,
L. et al. 2012). Proteiny navzajem sdili jen velmi nizkou sekvenéni a substratovou podobnost, ale v§echny
maji spoleény strukturalni motiv nazyvany MFS fold. Strukturu proteinu lze rozdélit na dvé ¢asti, N- a C-
doménu (Yan, N. 2013). N- a C- koncové casti proteinu jsou umistény na cytoplazmatické strané
membrany. Pfes vzdjemnou rozdilnost mimo rodiny lze u MFS proteind nalézt dvé konzervované
sekvence, DRXXRR, nalézajici se ve smycce mezi druhym a tfeti TM helixem u N-domény a mezi
osmym a devatym TM helixem v C-doméné. Obé domény vykazuji slabou sekvenéni homologii
naznacujici, Ze molekula mohla vzniknout pies duplikaci nebo fiizi (Law, Ch. J. et al. 2008). Vyuzitim
pocitatové analyzy a hydropathy profilu aminokyselinové sekvence bylo odvozeno, Ze by protein Lmr(A)
mohl obsahovat 12 transmembranovych segmentil. Na zaklad¢ vysledkii porovnani sekvenci byly také
navrzeny funkce N- a C- koncovych domén proteinu. N- koncova doména by mohla byt zapojena

Vv protonové translokaci a C-koncova v rozeznavani substratu (Zhang, H.—Z. et al., 1992).
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2.3.2.2.2. ABC proteiny

ABC proteiny (ATP-binding casette) jsou jednou z nejvétsich proteinovych nadrodin, ktera se krom
transportu obrovské skaly latek ucastni také netransportnich funkci. Energii pro svou funkci ziskavaji tyto
proteiny hydrolyzou ATP. ABC proteiny byly nalezeny u zastupct vSech t¥i nadiisi (Bacteria, Archaea,
Eukarya) a mimo to byly nalezeny i u velkych vird (Licht, A. et al. 2011). To podporuje domnénku, Ze se
jedna o evoluéné velmi starou skupinu proteint (Saurin W. et al., 1999). Sviij vyznam maji i z pohledu
medicinského, nebot’ disfunkce téchto proteint je pfi¢inou zavaznych dédiénych onemocnéni, jakym je
napi. cysticka fibréza. U bakterii ABC proteiny vyznamné ovliviiuji fyziologii a jsou duleZité ve
spojitosti s zivotaschopnosti, virulenci a patogenitou (Davidson, A. L. et al., 2008).

AC¢ se jedna o velmi rozmanitou skupinu proteind, maji spole¢nou zakladni strukturu. Funkéni ABC
transportér je obecné tvofen dvéma transmembranovymi (TMD) a dvéma nukleotid vazebnymi (NBD)
doménami.

TMD tvorici prichod pfes membranu neni pfili§ konzervovana, coz reflektuje Sirokou substratovou
specificitu téchto proteinll. VSeobecné je tvotena 5 — 10 transmembranovymi helixy. Pies jeji riznorodost
byl u importérii charakterizovan tzv. EAA motiv, ktery je zapojen v interakci mezi TMD a NBD (Kos, V.
et al. 2009; Licht, A. et al., 2011).

Hydrofilni NBD je schopna vazat a hydrolyzovat ATP, ¢imz ziskava potfebnou energii pro funkci
celého proteinu. Je konzervovana napii¢ celou proteinovou nadrodinou a obsahuje specifické motivy
(Obr. 13). Nékteré z nich definuji ABC proteiny. NBD lze jesté dale délit na Rec-A like katalytickou
subdoménu a mensi, strukturné vice rozdilnou helikalni subdoménu (Rees, D. C. et al. 2009; Licht, A. et
al., 2011). Rec-A like subdoména je typicky sloZzena ze dvou B-skladanych listd a Sesti o-helixd. Mezi
vysoce konzervované motivy této domény patii Walker A motiv, neboli P-smycka (GxxGxGKS/T, kde x
je libovolna aminokyselina), Walker B motiv (¢ ¢ ¢ ¢D, kde ¢ piedstavuje hydrofobni
aminokyselinovy zbytek) a D - smycka (D - loop), ktera obsahuje konzervovanou sekvenci SALD a je
lokalizovana v blizkosti Walker B motivu (Davidson, A. L. et al., 2008; Kos, V. et al., 2009). Helikalni
subdoména je Casto tvofena tfemi nebo ¢tyfmi helixy a obsahuje signature motiv, ktery je také znam pod
ozna¢enim LSGGQ motiv a naléza se mezi Walker A a Walker B motivy (Obr. 13A a B). Jedna se o
typicky motiv pro ABC proteiny (Davidson, A. L. et al., 2008; Kos, V. et al., 2009). Subdomény jsou
spojeny dvéma flexibilnimi smy¢kami. Jedna z nich tzv. Q — smyc¢ka (Q — loop) obsahuje konzervovany
glutaminovy zbytek (Davidson A. L. et al., 2008).

NBD domény vazi dvé molekuly ATP. Molekula ATP se vaze mezi Walker A motiv jedné domény a
signature motiv druhé. Vznikla struktura je oznacovana jako sandwich dimer (Obr. 13C). S ATP dale
interaguji také Walker B motiv a konzervovany histidin v tzv. H-smy¢ce (swich region) (Kos, V. et al.,
2009).
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Obrazek 13: Konzervované motivy NBD domén. A - Linedrni zobrazeni NBD (x - libovolna aminokyselina; h —
hydrofobni aminokyselina); B — Struktura NBD monomeru; C — Struktura NBD dimeru (Pfevzato a upraveno z Licht,
A. etal. 2011).

Z funkéniho a strukturniho hlediska lze tyto proteiny délit do tii téid. Prvni a tieti tfidu tvoii proteiny
zapojené v transportnich funkcich. Konkrétné se v prvni tfidé nalézaji exportéry, které maji nejcastéji
NBD-TMD fuzovanou do jednoho polypeptidového tetézce a jsou zapojeny v sekreci riznych molekul.
Do tieti tfidy patii vétSinou importéry, jejichz doménové usporadani je znaéné rliznorodé a jsou zapojeny
Vv ptijmu Zivin. Druha tfida se vyznamné od zbylych dvou odliSuje. Zahrnuje proteiny, které maji dvé
NBD fluzované na jednom polypeptidovém fetézci avSak postradaji TMD. Z funkéniho hlediska jsou
zapojeny bud’ v rezistenci, nebo netransportnich funkcich (Davidson, A. L. et al., 2008; Licht, A. et al.,
2011).

2.3.2.3. Lmr(C) — rezistence spojena s aktivnim transportem, ¢i
pasivni difusi?

Gen Imr(C) nalézajici se na okraji biosyntetického genového klastru koduje protein pattici do II. t¥idy
ABC proteinl, konkrétn¢ do podrodiny ARE proteind. Pfi porovnani Lmr(C) s jinymi proteiny této
podrodiny (TIr(C), Car(A), Smr(B) a Msr(A)) bylo zjisténo, ze s nimi sdili aminokyselinovou identitu v
rozmezi 27 — 30 %. Schopnost proteinu Lmr(C) udilet rezistenci byla testovana v heterolognim hostiteli
Streptomyces lividans TK23. MIC pro linkomycin se zvysila z 63 pg/ml na 500 pg/ml. Pro erytromycin
bylo také pozorovano zvySeni, a to z pivodnich 31 ug/ml na 125 ug/ml (Peschke, U. et al. 1995). V roce
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2014 byl v ¢inském periodiku publikovan ¢lanek, ve kterém jeho autofi zjistovali jak delece genu Imr(C)
ve vysokoprodukénim kmeni Streptomyces lincolnensis LC-G ovliviiuje produkci linkomycinu a
rezistenci. Po deleci genu doslo k snizeni jak produkce linkomycinu do media ptiblizné o 50 %, tak i
rezistence z ptivodni hodnoty 300 pg/ml na 150 pg/ml. U deleéni mutanty byla také pomoci RT — PCR
sledovana uroveti transkripce téi vybranych Imb genti (ImbA, ImbR a ImbU). Pro geny ImbA a ImbR doslo
K sniZeni tirovné exprese, naopak u genu ImbU zména pozorovana nebyla. Tento vysledek by mohl
vypovidat 0 mozné regula¢ni funkci Lmr(C). V tomto ¢lanku bylo dale sledovano, zda zvySena exprese
genu Imr(C) n&jakym zptisobem ovliviiuje produkei linkomycinu a expresi sledovanych Imb genti. Zadny

zésadni vliv ov§em pozorovan nebyl (Xu, J.-J. et al. 2014).

2.3.2.3.1. 11. tfida ABC proteinii

Jak jiz bylo zminéno, proteiny II. tfidy ABC proteinti na rozdil od ostatnich zastupcti této nadrodiny
obsahuji pouze dvé NBD domény kdédované na jednom polypeptidickém fetézci. TMD doména nebyla
pro tyto proteiny zatim identifikovana. Fakt, Ze postradaji ¢ast, ktera tvoii prichod bunéénou membranou,
koresponduje se zapojenim téchto proteinli vV netransportnich funkcich. Dalsi funkei téchto proteind je

udileni rezistence. II. t¥ida se dale déli na tfi rodiny (Obr. 14) (Dassa E. et al., 2001).

—— UVR
EF-3
IL. t{ida ABC proteind — ART —+— ARE
—— REG
L RLI

Obrazek 14: €lenéni Il. tfidy ABC proteini

Proteiny pattici do UVR rodiny jsou bud’ zapojeny v opravé poskozené DNA, jako piiklad mizeme
uvést protein UvrA, nebo se podileji na rezistenci, jako napiiklad protein DrrC ze Streptomyces peucetius
udilejici rezistenci k protinadorovému chemoterapeutiku daunorubicinu (Davidson, A. L. 2008;
Lomovskaya, N. et al., 1996).

Proteiny z RLI (RNasa L inhibitor) rodiny jsou konzervované mezi eukaryoty i archea. V nékolika
nezavislych studiich byl nalezen RLI1 asociovany s 40S podjednotkou ribozomu a eukaryotickymi
transla¢nimi iniciaénimi faktory eIF3, elF5 a elF2 (Davidson, A. L. et al., 2008).

ART rodina se dale déli na tfi podrodiny. Mezi zastupce podrodiny EF-3 zapojené v translacni
elongaci patii esencialni kvasinkovy elongacni faktor eEF-3 (Dassa, E. et al., 2001). Tak, jako jiné
proteiny II. tfidy ABC proteind, disponuje pouze dvéma ATP-vazebnymi doménami doplnénymi o dalsi
domény. Prvni NBD doméné pfedchazi HEAT doména a druhd je pferuSena tzv. chromodoménou. Pro

eEF-3 z Saccharomyces cerevisiae byla publikovana krystalova struktura a je také potvrzena jeho
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interakce s ribozomem (Andersen, Ch. B. F. et al., 2006). Zastupci dalsi podrodiny, tedy podrodiny REG,
se Ucastni regulacnich funkci v bufice. Zastupci této podrodiny se vyskytuji jak u eukaryotnich, tak
prokaryontnich organismii. Posledni tfeti podrodinou je pro nas tolik zajimava podrodina ARE (antibiotic
resistance) protein udilejici rezistenci k makrolidim, streptograminiim, linkosamidim a

pleuromutilinim (Dassa, E. et al., 2001).

2.3.2.3.2. ARE proteiny

ARE proteiny patii mezi klinicky vyznamné skupiny proteinti, nebot’ jejich zastupce 1ze nalézt krom
producenti MLS antibiotik (Méndez, C. et al., 2001), také u zavaznych lidskych patogend, kde
komplikuji 1é¢bu. V tabulce 6 jsou uvedeni néktefi zastupci této podrodiny. Mezi klinicky vyznamné
zastupce patii Msr(A) nebo Vga(A) proteiny typické pro rod Staphylococcus. Tyto dva proteiny jsou
zaroven nejlépe prostudovanymi ARE proteiny (Dassa, E.et al., 2001). Gen msr(A) byl také nalezen u
rodd Streptococcus ssp., Enterococcus ssp., Corybacterium ssp. a Pseudomonas ssp. Tyto geny vykazuji
vzajemnou identitu v rozmezi 99 — 100 % (Ojo, K. K. et al., 2006). Na fylogenetickém stromu
experimentalné testovanych ARE proteint (Obr. 15) Ize vidét, ze ARE proteiny z producentt antibiotik,

vcetn¢ Lmr(C), tvofi vlastni podskupinu.

Tabulka 6: Pfehled vybranych ARE proteini

Enzym Rezistence Organismus Reference

Vga(A) LSA Staphylococcus aureus Cheaneau, O. et al., 2005
Voa(A).c LSa Staphylococcus haemolyticus ~ Novotna, G. et al., 2006
Vga(E) LSAP Staphylococcus aureus Schwendener, S. et al., 2011
Msr(A) MSg Staphylococcus epidermidis Ross, J. I. et al., 1990
Sal(A) LSa Staphylococcus scifi Hot, Ch. et al., 2014

Lsa(C) LSAP Streptococcus agalactiae Malbruny, B. et al., 2011
Ole(B) Oleandomycin (M) Streptomyces antibioticus Olano, C. et al., 1995
TIr(C) Tylosin (Myg) Streptomyces fradiae Kerr, 1. D. et al., 2005
Car(A) Karbomycin(Myg) Streptomyces thermotolerans Kerr, I. D. et al., 2005

Pozn. | Sa — rezistence k streptogramintim A a nizka hladina rezistence k linkosamidim; LS — linkosamidy, streptograminy A;
LSaP — linkosamidy, streptograminy A a pleuromutiliny; MSg — makrolidy, streptograminy B; M — makrolidové antibiotikum; My —
16-¢lenny makrolid

Pro Ole(B) bylo zjisténo, ze exprese je regulovana v zavislosti na produkci oleandomycinu (OM)
(Olano C. et al., 1995). Coz je vsouladu s faktem, ze biosyntetické genové klastry maji své geny
uspofadané do né€kolika transkripénich jednotek (Hopwood, D. A., 1988). Genu msr(A) naopak pfedchazi
kontrolni oblast obsahujici promotor, ¢tyfi invertované repetitivni sekvence, dvé ribozom vazebna mista a
kratky ORF kodujici tzv. ,leader peptid“ (LP), coz naznacuje, ze exprese je regulovana pravdépodobné
atenuaci translace, tak jako v pfipadé erm gent. Delece ¢asti této kontrolni oblasti méla za nasledek,

stejné jako v pripadé erm gend, konstitutivni rezistencni fenotyp MSg, ktery nebyl ovlivnén ptiddnim

30



erytromycinu jako induktoru (Ross, J. . et al., 1996). Podobna regula¢ni oblast byla nalezena také u genu
msr(C) z Enterococcus faecium (Reynolds, E. D. et al., 2005).

Z ptislusnosti k II. tfidé ABC proteint vyplyva jejich struktura. ARE proteiny obsahuji dvé NBD
domény, které lezi na jednom polypeptidovém fetézci, bez identifikované TMD domény (Licht, A. et al.,
2011). Ob¢ NBD domény jsou oddéleny rizné¢ dlouhym, na glutamin bohatym, Gisekem oznadenym jako
Q-linker. Mechanismus udileni rezistence t€mito proteiny neni zatim znam. V literatuie jsou diskutovany
dvé hypotézy. Moznou funkei téchto proteini by mohl byt aktivni transport antibiotik ven z bunék.

Alternativni hypotézou je ochrana ribozomu pted vazbou antibiotik (Kerr, I. D. et al., 2005; Chesneau, O.

et al., 2005; Reynolds, E. D. et al., 2005).
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Obrazek 15: Fylogeneticky strom ARE proteini (pfevzato Hot, Ch. et al., 2014)

2.3.2.3.3. Mechanismus funkce ARE proteini

Mechanismus funkce téchto proteind, jak jiz bylo zminéno vyse, neni prozatim znamy. V dostupné
literatui'e jsou diskutovany dva mechanismy funkce (Obr. 16): (i) aktivni eflux a (ii) ochrana ribozomu.
Pro rizné ARE proteiny byly provedeny experimenty za ucelem potvrzeni jednoho z uvedenych

mechanismu. Do soucasné doby ale neni ani jeden z navrhovanych mechanismt s urcitosti potvrzen.
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V piipadé rezistence spojené s aktivnim transportem se predpoklada, Ze existuje interagujici
membranovy protein, ktery nahradi chybé&jici TMD doménu, ¢imz vznikne cely funkéni transportér
(Reynolds, E. et al., 2003). Objeveni takového interagujiciho proteinu by tuto teorii potvrdilo. Na
plazmidu pUL5050 ze Staphylococcus epidermidis byl krom genu msr(A) nalezen druhy ABC transportér
kédovany dvéma OREF, stpA a smpA. Gen stpA kéduje NBD doménu a druhy Cteci rdmec SmpA koduje
TMD, u kterého se ptedpokladalo, ze by mohl byt hledanym interagujicim partnerem. Sekvencné
podobné geny stpC a smpC byly také nalezeny v chromozomu Staphylococcus aureus RN420 (Ross, J. 1.
et al., 1995). Tato hypotéza se vSak nepotvrdila, nebot” inaktivace SmpA-stpA ani stpC-smpC neméla vliv
na schopnost msr(A) udilet rezistenci (Ross, J. L. et al., 1996). Nedavno byla pro ARE protein Msr(D) a
MFS transportér Mef(E) zjisténa jejich vzajemna funkéni kooperace. OvSem piimé zapojeni Msr(D)
Vv transportu makrolidéi nebylo prozatim prokazano (Nunez-Samudio, V. et al., 2013). Protoze ARE
proteiny jsou schopné udilet rezistenci i v nékterych heterolognich hostitelich, je pravdépodobné, zZe
pokud se opravdu jedna o transport, nemusi jit pouze o jeden specificky interagujici protein.

Pro nékteré ARE proteiny byla zkoumana jejich bunécna lokalizace. V klinickych izolatech
Staphylococcus epidermidis BM10385 a IPF69 byl protein Vga(A) detekovan stejné tak jako B-
podjednotka Fi-Fy ATPasy v membranové bunééné frakci. V ostatnich bunéénych frakcich, ribozomalni a
cytosolické, protein zjistén nebyl. Toto pozorovani by mohlo naznacovat, ze Vga(A) je opravdu schopen
interakce s membranou a to alesponi u rodu Staphylococcus (Chesneau, O. et al., 2005). V membranové
bunécné frakei u Staphylococcus aureus byl v nasi laboratofi detekovan také protein Msr(A) (Vimberg,
V., nepublikovana data). V ptipadé proteinu Ole(B) ze Streptomyces antibioticus byl ovSem protein

rovnomeérné rozdélen mezi membranovou a cytosolickou frakcei (Olano, C. et al., 1995).

L

B

oo __ .

aktivni eflux
antibiotik

inhibice ochrana
translace ribozomu

Obrazek 16: Navrhované mechanismy rezistence ARE proteinti — Antibiotikum (Cerny kosoctverec) vstupuje
pasivné do buriky, Fidici silou je jeho vazba na ribozom (teckovana ¢ast) zpUsobujici inhibici translace. Leva varianta
ukazuje neznamy membranovy protein vyuZivany ARE proteiny (Cerné cinky) k aktivnimu transportu antibiotika.
Alternativni mechanismus popisuje zamezeni pristupu antibiotika k mistu plsobeni, ¢imZ také dochazi k snizeni
importu antibiotik do buriky (pfevzato a upraveno Kerr, I. D. et al., 2005).

ARE proteiny by pfi platnosti varianty aktivniho transportu musely byt schopné rozeznavat substrat.
To bylo potvrzeno pro Ole(B) a Vga(A) proteiny. V ptipadé Ole(B) dochézi k interakci nejen s OM, ale

také s jeho inaktivni glykosylovanou formou, ktera je pii syntéze sekretovana ven z buiky, kde teprve
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dojde kjeho aktivaci odstépenim cukru. V piipadé Ole(B) bylo dokonce potvrzeno jeho zapojeni
v sekreci antibiotika (Olano, C. et al., 1995; Buche, A. et al., 1997). Vliv variabilni oblasti ARE proteinti
na substratovou specifitu byl pozorovan pii porovnani proteinit Vga(A) s Vga(A).c. Tyto dva proteiny se
lisi sedmi aminokyselinovymi zdménami, pticemz pét z nich (L212S, G219V, A220T, G226S a S247R)
je umisténo v linkeru spojujici ob&é NBD. Pii porovnani rezistenéniho fenotypu udileného témito proteiny
doslo v ptipadé Vga(A).c ke zvyseni Girovné rezistence k linkosamidiim. Vga(A) udilel vysoké hladiny
rezistence pouze ke streptograminu A. Detailn&j§im studiem variant Vga(A) proteini liSicich se
Vv pozicich 212, 219, 220 a 226 byly identifikovany kombinace pozic, jejichZ pfitomnost byla rozhodujici
pro rezisten¢ni fenotyp Vga(A) proteint (Novotna, G. 2006; Lenart, J. et al., 2015).

K stanoveni akumulace ptislusnych antibiotik v burikdch byly pouzity jejich radioaktivné znacené
varianty. Ross a jeho kolegové vyuzili [“C]-erytromycin pro testovani proteinu Msr(A). Po prvotnim
zvyseni radioaktivné znacen¢ho erytromycinu uvnité bunék Styphylococcus aureus RN4229 doslo k jeho
naslednému snizeni (Ross, J. 1. et al., 1990). Podobny experiment byl také proveden s Vga(A) c U
Staphylococcus haemolyticus s vyuzitim [°H]-linkomycinu (Novotna, G. et al., 2006). Vysledky obou
experimentti ukazovaly na snizeni radioaktivity asociované s bakteriemi spojené s funkénimi ARE
proteiny. E. Reynolds a jeho kolegové (2003) se zminuji o podobném, dosud nepublikovaném
experimentu pfi konstitutivni expresi Msr(A) s vyuzitim [*H]-pristinamycinu.

Vysledky ziskané z méfeni radioaktivné znacenych antibiotik 1ze sice interpretovat jako transport
antibiotik ven z bunék. Pro tento zavér hovoti také fakt, Ze byla pozorovana inhibice transportni funkce
proteinu Msr(A) za ptitomnosti dinitrofenolu a arzeni¢nanu (Ross, J. I. et al., 1990). Ale sniZeni
akumulace antibiotik v buiikach je mozné vysvétlit také alternativnim mechanismem. Prvotni akumulace
antibiotik v buitkich miiZze byt zpusobena jejich vazbou kribozomim. Po ovlivnéni této vazby
zprostiedkované ARE proteiny by dochazelo spiSe k jejich prichodu pfes membranu pasivni difusi po
koncentra¢nim gradientu, nez aktivnim transportem. Pozorovany vysledek by byl stejny. Muzeme
poznamenat, ze reserpin, velmi dobry inhibitor ABC transportértl, je proti Msr(A) neu¢inny (Reynolds E.
D. et al., 2003). II. tftida ABC proteinti je obecné spjata s netransportnimi funkcemi, mezi které patii také
funkce v procesu translace. V ptipadé eEF3 (Andersen, Ch. B. F. et al., 2006), nebo transla¢niho faktoru
EttA z Escherichia coli (Chen, B. et al., 2014) byla dokonce potvrzena jejich interakce s ribozomem.
Tento fakt spojeny s tim, ze MLS antibiotika spolu s pleuromutiliny jsou chemicky rozdilné latky sdilici
prekryvajici se vazebna mista na ribozomu, hovoii pro alternativni mechanismus funkce (Reynolds, E. D.
et al., 2005). Pozorovany vliv linkeru VVga(A),c na substratovou specificitu a mozny mechanismus funkce
ARE proteinii na ribozomu lze také interpretovat pomoci nedavno publikované struktury proteinu EttA
v komplexu s ribozomem. PtIM (P-site tRNA interaction motif) subdoména u transla¢niho faktoru EttA
z Escherichia coli spojuje, stejné jako linker u ARE proteind, obé NBD domény. PtIM subdoména
zprostfedkovava u EttA interakci s iniciatorovou tRNA navazanou Vv P-misté ribozomu, coz je velmi
blizko mista vazby linkosamidovych antibiotik (Boél, G. et al., 2014). Z dostupnych vysledki je ziejmé,

Ze nelze ani jednu z pfedpokladanych hypotéz o mechanismu funkce ARE proteini potvrdit, ani vyvratit.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Bakterialni kmeny

Escherichia coli

JM109 (Promega)

Bakterialni kmen Escherichia coli IM109 byl pouzit ke klonovani DNA a k namnoZeni

plazmidi a kosmidu LK6.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (r« my’) supE44 reld1 A(lac-proAB) [F’ traD36
proAB laclZ4M15]

XL1-Blue (Agilent Technologies)

XL1-Blue byly pouzity ke klonovani DNA a pro namnozeni plazmidt a kosmidu LK6.

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl?Z4M15 Tnl0
(Tet)]

ET12567/pUZ8002 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

Tento bakterialni kmen byl pouzit pro vneseni vektori do Streptomyces coelicolor M1154 a
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466, nebo odvozenych mutant pomoci konjugace. Jedna se o

nemetylujici kmen, ktery nese plazmid pUZ8002 zprostiedkujici pfenos DNA.
Genotyp: dam-13::Tn9 dcm-6 hsdS Cm'

Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 (DSM 40355)

Jedna se o typovy kmen produkujici linkomycin.
Streptomyces coelicolor

M145

Bakterialni kmen Streptomyces coelicolor M145 byl odvozen od Streptomces coelicolor
A3(2) odstranénim plazmidi SCP1 a SCP2. V této diplomové praci byl tento kmen vyuzit pro

srovnani vii¢i kmenu Streptomyces coelicolor M1154.

M1154

Kmen Streptomyces coelicolor M1154 byl odvozen z kmene Streptomyces coelicolor M145

deleci ctyt genovych klastri pro biosyntézu sekunddrnich metaboliti a zavedenim bodovych
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mutaci do genti rpoB a rpsL. Tento kmen ma zhorSenou schopnost sporulace na pevném mediu
V porovnani s divokym kmenem M 145 a je i snizena pigmentace spor (Gomez-Escribano, J. P. et

al., 2011). Kmen M1154 byl vyuzit jako heterologni hostitel pro expresi genu Imr(C).
Genotyp: dactdred Acpk Acda rpoB [C1298T] rpsL[A262G]

Kocuria rhizophila CCM 552

Kmen citlivy k antibiotikiim pouzivany jako biomarker pro testovani produkce

antimikrobialnich latek.

3.1.2. Vektory

PMS8L1 (6,115 kb, ziskéno z University of Cambridge, Velka Britanic)

V této praci byl plazmid pMS81 vyuzit k pfipravé komplementacnich plazmidt. Jedna se o integracni
vektor nesouci integrasu z bakteriofaga ®BT1, oriT pro mezidruhovou konjugaci mezi Escherichia coli
a rodem Streptomyces, a gen pro rezistenci k hygromycinu (Obr. 17A.). Je vyuzitelny pro praci s mnoha

druhy rodu Streptomyces (Gregory, M. A. et al., 2003).

P 1310257 (6,672 kb, ziskano z University of Cambridge, Velka Britanie)

Vektor plJ10257 je odvozen od plazmidu pMS81 ptidanim konstitutivniho promotoru ermE* (Hong,
Hee-Jeon et al., 2005). Jde tedy o integratni vektor s integrasou z bakteriofaga ®BT1, ktery nese
hygromycinovou rezistenci a oriT (Obr. 17B.). Vektor pIJ10257 byl vyuzit ke konstitutivni expresi genu

Imr(C) a jeho varianty s histidinovou kotvou.

pli10257
6 672bp

C EcoRI Sstl*
¥ Xhol*

FRT
aac(3)Iv

. Sstl*
plJ773 \
4334 bps .

" Hindil

Obrazek 17: Schematické znazornéni pouzitych vektord. A - pMS81; B - plJ10257 (hygR — gen
hygromycinové rezistence; ermEp — konstitutivni promotor)
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pUZSOOZ (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie)

V této praci byl plazmid pUZ8002 vyuzit v buiikdch Escherichia coli ET12567 pro pieneseni vektoru
pomoci mezidruhové konjugace z Escherichia coli do Streptomyces lincolnensis, nebo Streptomyces
coelicolor. pUZ8002 je odvozen od plazmidu RP4 a nese kanamycinovou rezistenci. Postrada vSak
vlastni funk¢ni oriT pro svijj vlastni pienos. Je oviem schopen pienést jiné vektory obsahujici sviyj vlastni

funkéni oriT.

p1J773 a plJ775 (ziskano z John Innes Centre, Norwich, Velké Britanie)

Vektory plJ773 (4,334 kb, Obr. 17C) i plJ775 (4,298 kb) maji sva jména odvozeny od inaktiva¢nich
kazet (kazeta 773 a kazeta 775), které jsou jejich sou¢asti. Inaktivaéni kazety slouzi k deleci genii u rodu
Streptomyces metodou PCR targeting systém. V této diplomové praci byly vyuzity K ptipravé delecich
mutant u Streptomyces lincolnensis ATCC 25466. Oba vektory nesou krom inaktivacni kazety, kterd
Vv obou ptipadech nese gen aac(3)IV udilejici rezistenci k apramycinu, rezistenéni marker amp udilici

rezistenci mimo jiné ke Karbenicilinu.

LK®6 (46,117 kb)

Kosmid LK6 byl pfipraven Vv nasi laboratofi (Kobérska, M. et al., 2008) z vektoru Super Cos | (7,9
kbp), do kterého byl vloZen cely genovy klastr pro biosyntézu linkomycinu z typového kmene
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 o velikosti 38 217 bp. Kosmid nese geny udilejici rezistenci ke
kanamycinu a karbenicilinu. Sekvence kosmidu LK6 je ulozena pod ¢islem EU124663 v databazi
GenBank.

3.1.3. Primery

Syntéza oligonukleotidi byla objednana u spole¢nosti Sigma-Aldrich. K nafedéni primerd byla
pouzita bud’ sterilni destilovand voda (dH,O) bez DNas, nebo TE™ pufr. Primery pouZité v této

diplomové praci jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7: Seznam pouZitych primera

Nazev Sekvence Pouziti NavrZeno
LmrCForP1J10257 ggggAAGCTTTCACTTATCCCGAT L. Vesela
Amplifikace genu Imr (C) pro
inzerci do plazmidu p1J10257
LmrCRevP1J10257 %GTCATATGGCTGAC@CGAGTAT L. Vesela
LmrCForP1J10257 GCAGAAGCTTTCAGTGGTGGTGGT ':‘mspt'lg:ﬁzszgi‘o‘i\:g‘ur (rco) | Veseld
HisTag GGTGGTGCTTATCCCGATGAGGCC {1l do plazmidu plg10257 :
testplJ10257FWnew  TTGAAAAACGCTCACTGGTAC Sekvenace — ovéfeni L. Vesela
testplJ10257REV CGAGCTGAAGAAAGACAATC konstruktu G. Novotna
CGCGCACGGCTCCCTGGAAATCG
ImrA for GAGTCATCTCTCCATGATTCCGG M. Kobérska
GGATCCGTCGACC
Delece genu Imr(A)
CCCTGCGCTGCCGCGGTCCTTCA
ImrA rev GCGCACGGCGCGGTCATGTAGGC M. Kobérska
TGGAGCTGCTTC
ATACATATGCACCACCACCACCA o
fA10257N CCACCTTCCATCGAAGCCGGAGC P. Jirdskova
PG AGTCTCGAGTCATCCGCAGATCG  Oyateni deleénich mutant N
CGTAGG v genu ImbA
chAf ACCTTCCCGACAACACA P. Jiraskova
chAr GGTCCAGGAAACGGTACA P. Jiraskova

3.1.4. Kultivac¢ni media

Neni-li dale uvedeno jinak, byla vSechna kultivaéni media pfipravovana v destilované vodé,

pripravené v aparatufe GORO Aqua 100. Media byla sterilizovana v autoklavu znacky Tuttnauer pii

teploté 121 °C po dobu 15 minut.

LB medium
SloZeni roztoku Cin [9.dm™]
Trypton 10
Kvasni¢ny extrakt 5
NaCl 10

pH upraveno na 7,5

LB agar
SloZeni roztoku Cm [9.dm™?]
Trypton 10
Kvasni¢ny extrakt 5
NaCl 10
Agar 15

pH upraveno na 7,5
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SOC medium

SloZeni roztoku Mnozstvi
Trypton 2%
Kvasni¢ny extrakt 0,5%
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
Po sterilizaci v autokiavu

MgCl,

(sterilizovano filtraci) 20 mM
Glukosa 20 MM

(sterilizovano filtraci)

pH upraveno na 7,5

YEME produkéni
SloZeni roztoku Cm [9.dm™]
Kvasni¢ny extrakt 4
Pepton 5
Sladovy extrakt 10

pH upraveno na 7,2

MS agar
SloZeni roztoku Cm [9.dm™]
Manitol 20
So6jova mouka 20
Agar 20

pH neupravovano

AVM medium
SloZeni roztoku MnoZstvi
(NH4)2304 15 mM
Kvasni¢ny extrakt 0,2%
NaCl 34 mM
K,HPO, 0,29 mM
CaCO; 50 mM
FeSO, .7 H,O 0,18 mM
MnSQO, . 7 H,O 0,18 mM
MgSO, . 7 H,0 0,4 mM

Po sterilizaci v autokldvu

Glukosa
(sterilizovano filtraci)

3%

pH upraveno na 7,4

K piipravé media byla pouzita vodovodni voda.

Medium bylo autoklavovano dvakrat.

MH (Miiller-Hinton) agar

SloZeni roztoku Cin [9.dm™]
Miiller-Hinton broth 21
Agar 15

pH neupravovano

2xYT medium
SloZeni roztoku Cim [9.dm*]
Trypton 16
Kvasni¢ny extrakt 10
NaCl 5
pH upraveno na 7,2
DNA agar
SloZeni roztoku Crm [9.dm*]
Difco Nutrient Agar 23
pH neupravovano
B1 agar
SloZeni roztoku Cry [9.dm™]
Hoveézi extrakt 10
Pepton 10
NaCl 5
Agar 20

pH upraveno na 7,2
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Doplnéné LB (medium A)

SloZeni roztoku MnoZstvi
Trypton 10 g.dm™
Kvasni¢ny extrakt 5g.dm*
NaCl 10 g.dm™
Po sterilizaci v autokilavu

MgSO, 10 mM
Glukosa 0,2 %

pH upraveno na 7,5

3.1.5. Pufry a roztoky

1x TAE 1x TE™?
SloZeni roztoku Mnozstvi SloZeni roztoku MnozZstvi
Tris-acetat 40 mM Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM EDTA 0,1 mM

pH upraveno na 7,5

Fyziologicky roztok 10x DNA vzorkovy pufr
SloZeni roztoku Mnozstvi SloZeni roztoku MnoZstvi
NaCl 0,9 % EDTA 100 mM

Glycerol 20 %
Sterilizace v autoklavu SDS 1%

Bromfenolova modf 0,25 %

1x SDS-PAGE pufr 2xX SDS-PAGE vzorkovy pufr
SloZeni roztoku MnoJstvi SloZeni roztoku MnoZstvi
Tris 25 mM Tris — HCI 125 mM
Glycin 192 mM SDS 2%
SDS 0,1% Merkaptoetanol 5%
Glycerol 20 %

Bromfenolova modi 0,002 %

pH upraveno na 6,8
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Barvici roztok - Coomassie Destain

SloZeni roztoku Mnozstvi SloZeni roztoku Mnozstvi

Metanol 50 % Metanol 20 %

Coomassie Brilliant 0.1 % Kyselina octova 10 %

Blue R-250 -7

Kyselina octova 10 %

Prenosovy pufr Medium pro uchovavani

kompetentnich bunék

SloZeni roztoku MnoZstvi

glljcin igzmnI:/I M SloZeni roztoku MnozZstvi

Metanol 15 % Glycerol 36 %

MgSO, 12 mM

Roztok byl ptipraven v LB mediu
Roztok se sterilizoval filtraci

Roztoky pripravené k DNA Lego kitu pro izolaci plazmidové
DNA

Suspenzni roztok — 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A
Lyzaéni roztok — 0,2 M NaOH, 1% SDS
Neutraliza¢ni roztok — 3 M octan draselny
Eluéni roztok — 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA
Roztoky pro pripravu vzorki pro SDS-PAGE
Roztok I — 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl ( pH 8,0)
Roztok 11 — 50 mM Tris-HCI, 1x inhibitor proteas (pH 8,0)

Jednoduché roztoky

5% SDS - 5g SDS/100 ml d H,0
2M NaOH - 8g NaOH/100 ml dH,0

Antibiotika

Zasobni roztoky antibiotik byly pfipraveny 1000x koncentrované a sterilizované pomoci filtrace

(Tab. 8). Vyuzivaly se k selekci bakterialnich kment.
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Tabulka 8: Seznam vyuZivanych antibiotik

Antibiotikum P racovn[fnlg(/or:”centrace Rozpustnost  Firma

Apramycin 50 dH,0 Duchefa Biochemie bv
Hygromycin 40 dH,0 Invitrogen™
Chloramfenikol 25 Etanol Duchefa Biochemie bv
Kanamycin 50 dH,0 Duchefa Biochemie bv
Karbenicilin 100 dH,0 Duchefa Biochemie bv
Nalidixova kyselina 25 0,3M NaOH Duchefa Biochemie bv
Tetracyklin 10 dH,0 -

Pro zjisténi minimdlnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) testovanych bakterialnich kment byly
pfipraveny zasobni roztoky erytromycinu a klindamycinu o koncentraci 10 mg/ml a linkomycinu o

koncentraci 500 mg/ml.

3.1.6. Enzymy

VétsSina enzymu, neni-li dale uvedeno jinak, byla objednana u firmy New England BioLabs (NEB).

Restrikéni endonukleasy

Agel

Apal

BamHI - HF
Bglll

EcoRI
EcoRV - HF
Hindlll - HF
Ndel

Pstl

Xbal

DNA polymerasy

LA DNA Polymerasa Mix (Top-Bio)
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
Tag-Purple DNA polymerasa (Top-Bio)

Ostatni

Alkalicka fosfatasa (CIP)

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment
Ribonukleasa A (Carl Roth)

T4 DNA ligasa
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Lysozym (Sigma-Aldrich)

3.1.7. Protilatky

Primarni protilatka
His-Tag® Monoclonal Antibody (Novagen®) — Mysi monoklonalni protilatka (IgG1) specificka

pro His'Tag sekvenci

Sekundarni protilatka

Stabilized Peroxidase Conjugated Goat Anti-Mouse (H+L) (Thermo Scientific) — Kozi
polyklonalni protilatka proti mySimu IgG konjugovana s kienovou peroxidasou

3.1.8. Komer¢ni soupravy a standardy

Izolace plazmidové DNA
DNA Lego kit (Top-Bio)
Fast-n-Easy Plasmid Mini-prep Kit (Jena Bioscience)
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel)
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)

Izolace genomové DNA
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)

Izolace DNA z gelu
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
Agarose Gel Extraction Kit (Jena Bioscience)

Standard molekulové hmotnosti pro DNA elektroforézu

1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen) - Standart obsahuje fragmenty od 100 bp do 12 000 bp
(Obr. 18). Pti naneseni 5 pl standardu obsahuje fragment 1 650 bp 40 ng DNA. Tato informace mize
byt vyuzita pro ptiblizné uréeni koncentrace DNA ve vzorku.

1 Kb Plus DNA Ladder
bp
-12,000

-5.000

Piiprava:

100 ul 1 kb Plus DNA ladder
100 pl 10x DNA vzorkovy pufr
800 ul TE™ pufr

=2,000
-1,650

-1,000
-850

-650
=500
-400
=300
=200

-100

Obrazek 18: 1Kb Plus DNA ladder
(pFevzato a upraveno z www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/10787018)
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Standard molekulové hmotnosti pro SDS-PAGE elektroforézu

BlueEIf Prestained Protein Marker (Jena Bioscience) — Proteinovy marker obsahuje 13

purifikovanych proteini s molekulovou hmotnosti v rozmezi 5 — 245 kDa (Obr. 19). V praxi byl

marker nanasen do jamky polyakrylamidového gelu v objemu 5 pl, dle doporuceni vyrobce.

kDa

~5
Tris-Gchiﬁ
4-20%

Obrazek 19: BlueElf Prestained Protein Marker
(pFevzato z www.jenabioscience.com/images/PDF/PS-105.pdf)

3.1.9. Software a internetové aplikace

CLC Main Workbench 6.8.1. — software pro praci se sekvencemi

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

3.1.10. Pouzité chemikalie

Chemikalie Zkratka Vyrobce

30 % Akrylamid - Merck KGaA
Adenosin trifosfat ATP Fermentas
Agardza (elektroforéza) - Lonza
Albumin hovéziho séra BSA NEB
Apramycin - Duchefa Biochemie bv
Bakteriologicky agar - Oxoid
Blotting-Grade Blocker - Bio-Rad
Bromfenolova modf - Bio-Rad
Deoxyadenosin trifosfat dATP NEB
Deoxycytidin trifosfat DTP NEB
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Deoxythymidin trifosfat dTTP NEB

Dimetylsulfoxid DMSO NEB; Top-Bio

Erytromycin ERY Duchefa Biochemie bv

Etylendiamintetraoctova kyselina EDTA Sigma-Aldrich

Glukosa Glu Lach-Ner

Glycin - Lachema

Heptahydrat siranu hotfe¢natého MgSQO, . 7H,0 AppliChem

Heptahydrat siranu Zeleznatého FeSO, . 7H,0 Lach-Ner

Hydrogenfosfore¢nan draselny K,HPO, AppliChem

Hygromycin - Invitrigen™

Chlorid draselny KClI Lachema

Isopropanol - Lachema

Karbenicilin - Duchefa Biochemie bv

Kvasni¢ny extrakt - Oxoid

Kyselina chlorovodikova HCI Lach-Ner

Linkomycin LIN Sigma-Aldrich

Merkaptoetanol - Serva

Miiller-Hinton broth - Oxoid

Nalidixova kyselina - Duchefa Biochemie bv
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Octan draselny CH,COOK Lach-Ner

Peroxodisiran amonny APS ICN Biomedicals

Polyethylen glykol (M, = 8000) PEG Sigma-Aldrich

Sacharosa - Lach-Ner

Siran hofe¢naty MgSO, Lachema

Séjova mouka - Paleta

Trypton - BD
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3.2. Metody

3.2.1. Kultivace a nasledné uchovavani bakterii

3.2.1.1. Kultivace Escherichia coli

Kultivace Escherichia coli probihala pfes noc (16 — 18 hodin) pfi teploté 37 °C, a to bud’ na pevné
padé (LB agar), nebo v tekutém mediu (LB medium, SOC). Tekuté medium bylo téepano pti 200 RPM
(otacky za minutu). Pro selekci bunék nesoucich vektor bylo vyuzivano piislusné antibiotikum. Petriho
misky s narostlymi koloniemi byly pro kratkodobé uschovéni obaleny parafilmem a uchovavany pfi
teploté 4 °C. Bunky napéstované v tekutém mediu a ur¢ené k dlouhodobému uschovani byly uchovavany

pti teploté — 80 °C v 20% glycerolu s LB mediem.

3.2.1.2. Kultivace rodu Streptomyces

Kultivace Streptomyces lincolnensis a Streptomyces coelicolor probihala na pevné pidé (MS agar,
DNA agar) nebo v tekutém mediu (YEME, YEME produkéni, AVM) pfi teploté 28 - 30 °C. Doba
kultivace byla ovlivnéna typem pouzitého media. Pro DNA agar se jednalo pfiblizné o 1 az 4 dny. U MS
agaru byla doba kultivace del$i. A to v rozmezi 4 az 7 dntl, nez doslo ke sporulaci. Pti kultivaci v tekutém
mediu byly pro zabranéni tvorby shlukd mycelia pouzity prolamované Erlenmayerovy banky. Medium
bylo tfepano pii 220 RPM po dobu 24 — 48 hodin. Pro selekci bunék nesoucich vektor bylo vyuzivano
ptislusné antibiotikum. Pro kratkodobé uschovani bunék na pevném mediu byly Petriho misky obalené
parafinem a uchovavany pfi teploté 4 °C. Pro dlouhodobé uchovavani byla vyuZzivana sporova suspenze

v 20% glycerolu uchovavana pfi teploté - 80 °C.

3.2.1.3. Kultivace Kocuria rhizophila

Buniky Kocuria rhoziphila byly kultivovany na B1 agaru pti 37 °C ptes noc (16 — 18 hodin). Zpiisob

uchovavani je stejny, jako v ptipadé Escherichia coli.

3.2.1.4. Kultivace Streptomyces lincolnensis pro sledovani produkce
linkomycinu pomoci UHPLC

Sporami z MS agaru bylo zaockovano 50 ml YEME produkéniho media. Inokulum bylo kultivovano
pti teploté 28 °C v prolamovanych Erlenmayerovych batikach pii 220 RPM. Po 30ti hodinach bylo 1,25
ml inokula pieockovano do 25 ml AVM media a dale kultivovano pfi 28 °C po dobu 5 dnl. Nasledné
byla narostla kultura zcentrifugovana (4 000 g, 10 minut, 4 °C), ¢imz doslo k oddéleni peletu od
supernatantu (fermenta¢niho media). Poté byla provedena analyza fermentacniho media Mgr. Zdenkem
Kamenikem, Ph.D. pomoci UHPLC (ultra high-performance liquid chromatography) v MBU AV CR, v.

V..
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3.2.1.5. Priprava spor rodu Streptomyces

Spory byly setfeny z vysporulované kultury narostlé na MS agaru po 4 — 7 dnech a resuspendovany
v sterilni destilované vodé. Poté byla smés prefiltrovana pfes sterilni vatovy filtr k odstranéni piipadnych
necistot, jako jsou Casti agarové pudy a vzdusné mycelium. K oddéleni spor byla pouzita centrifugace
(1500 g, 15minut, 4 °C). Pelet byl nasledné resuspendovan v 20% glycerolu a spory byly rozdéleny do
alikvét po 50 pl do sterilnich plastovych mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 1,5 ml. Zasobni
alikvoty se uchovavaji pii teplot¢ — 80 °C a jsou vhodné pro dlouhodobé uchovavani kment

Streptomyces.

3.2.2. Transformace

Pro vneseni cizorodé DNA metodou transformace se musi akceptorové buriky nachazet ve stavu tzv.
kompetence. U bakterii Escherichia coli mizeme k navozeni kompetence uméle pfispét pidanim Mg?*

iontl do kultivaéniho media. ZvySeni u¢innosti transformace pomaha také ptridavek glukozy do media.

3.2.2.1. Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro
transformaci tepelnym Sokem

Oba kmeny Escherichia coli (JM109 a XL1-Blue), vyuZivané v této diplomové praci pro

transformaci tepelnym Sokem, byly pfipraveny stejnym zpisobem.

1. 10 pl zasobni bunééné suspenze bylo zaockovano do 5 ml LB media a pii 37 °C kultivovano
ptes noc (16 — 18 hodin) pfi 200 RPM. Pro ptipravu kmene Escherichia coli XL1-Blue byl
pridan tetracyklin o kone¢né koncentraci 10 pg/ml.

2. 100 ml doplnéného LB media (media A) bylo vytemperovano na 37 °C a nasledné
zaoCkovano 1 ml inokula narostlého ptes noc. V piipadé kmene XL1-Blue byl ptidan
tetracyklin.

3. Buné¢na suspenze byla kultivovana pii teploté¢ 37 °C a 200 RPM do dosazeni ODgyonm
(optické denzity) v rozmezi 0,4 — 0,6.

4. Kultura byla po dosazeni ptislusné ODgg ihned zchlazena v ledové 1azni po dobu 10 minut a
od této doby byla drzena v chladu.

5. Bunécéna suspenze byla prenesena do vychlazenych 50ml falkonek a centrifugovana (1 500 g,
15 minut, 4 °C).

6. Pelet byl opatrné resuspendovan v 1 ml media A, ke kterému bylo néasledné piidano 5 ml

predchlazeného média pro uchovavani kompetentnich bunck.
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7.

Takto pfipravené bunky byly na ledu rozdéleny do alikvot po 100 pl do vychlazenych
sterilnich plastovych mikrozkumavek typu Eppendorf o objemu 1,5 ml a bud’ okamzité

pouzity k transformaci, nebo uschovany pii teploté - 80 °C.

Pfi ptipravé kompetentnich bunék za pokojové teploty (RT) dochazi k snizeni ucinnosti transformace

(Nishimura, A. et al., 1990).

3.2.2.2. Transformace tepelnym Sokem

1.

K zamrazené alikvoté kompetentnich bun€k, nebo k Cerstvé pfipravenym kompetentnim
bunkam bylo pfidano minimaln¢ 100 ng plazmidové DNA, nebo ligacni smés (1 — 15 pl).
Kompetentni buitky byly poklepem na mikrozkumavku promichany s pfidanou DNA.

Bunééna suspenze byla inkubovana 25 minut na ledu, aby doslo k adhezi vnasené DNA na

povrch bunék.
Buiiky byly po inkubaci vystaveny na 1 minutu teploté 42 °C.
Nasledné byla suspenze okamzité zchlazena na ledu po dobu 2 minut.

K bunikam bylo pfidano 800 pl SOC media a byly kultivovany (37 °C, 200 RPM) po dobu 75

minut. V tomto ¢asovém intervalu dochazi k expresi plazmidem kddované rezistence.

Kultura byla vyseta na LB agar sptidavkem piislusného antibiotika, pro selekci

transformanta.

Petriho misky byly inkubovany pies noc v 37 °C.

3.2.2.3. Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli pro

elektroporaci

Oba kmeny Escherichia coli (XL1-Blue a ET12567/pUZ8002), vyuzivany v této diplomové praci pro

transformaci elektroporaci, byly pfipraveny stejnym zptisobem.

1.

Do SOC media s pfislu$nymi antibiotiky bylo zao¢kovano inokulum narostlé pfes noc ve 37
°C pti 200 RPM. Ptidana antibiotika byla ve vyslednych koncentracich 10 pug/ml tetracyklinu
pro kmen XL1-Blue a 25 pg/ml kanamycinu a chloramfenikolu pro ET12567/pUZ8002.

Kultura byla kultivovana v tiepacce (37 °C, 200 RPM) do ODgg = 0,4.

Kultura byla ihned zchlazena v ledové lazni na dobu 10 minut. Déle se s buiikami pracovalo

v chladu.
Burniky byly centrifugovany (1 500 g, 10 minut, 4 °C) a supernatant byl odstranén.

Pro snizeni iontové sily byl ziskany pelet bunék dvakrat promyt 20 ml studeného 10%

glycerolu.
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6. Nasledné byly buiky resuspendovany v 1 ml 10% glycerolu a v ledové 14zni rozdéleny po
25 pl do alikvét do vychlazenych sterilnich plastovych mikrozkumavek typu Eppendorf o

objemu 1,5 ml a bud’ okamzité pouzity k transformaci, nebo uschovany pii teploté - 80 °C.

3.2.2.4. Transformace elektroporaci

Transformace elektroporaci je zaloZena na vzniku pfechodnych porti v membrané, ptes které dochazi
k oboustranné vyméné materialu. Tato metoda je vhodna pro mnoho druhli organismt a je obvykle
ucinnéjsi nez transformace tepelnym Sokem. Nicméné je potieba optimalizace faktorti ovliviiujici jeji
ucinnost. Je také vhodnéjsi pro vneseni velkych molekul DNA, jako jsou napf. kosmidy. V tomto pfipadée

je dobré ucinnost transformace jest¢ zvysit pouzitim Cerstvé piipravenych kompetentnich bunék.

1. Kalikvété kompetentnich bunék bylo pfidano minimalné 100 ng DNA v maximalnim objemu 2

ul a poklepem na mikrozkumavku byla suspenze opatrné promichana.

2. Smés byla inkubovéna na ledu po dobu 20 minut, aby doslo k adhezi DNA k povrchu bungk.

3. Transformacni smés byla nasledné presunuta do vychlazenych elektroporacnich kyvet a
poklepem odstranény piipadné vzduchové bubliny.

4. V zavislosti na pouzité kyveté (0,1 cm, nebo 0,2 cm) byly dle manualu zvoleny podminky
transformace (18 kV/cm, nebo 12,5 kV/cm).

5. Okamzité po elektrickém pulzu byl k bunééné suspenzi pfidan 1ml vychlazeného LB media.
Pokud by doslo k prodlevé, mélo by to za nasledek snizeni u¢innosti transformace.

6. Pro expresi rezistentniho fenotypu bylo inokulum kultivovano po dobu 75 minut (37 °C, 200
RPM).

7. Bunky byly nasledné¢ vysety na LB agar doplnény o antibiotika pro pfislusnou selekci

transformantti a kultivovany v 37 °C do dalsiho dne.

3.2.3. Mezidruhova konjugace

Mezidruhova konjugace je vhodnou metodou pro ptenos cizorodé DNA do rodu Streptomyces, ktera
je uCinngj§i nez transformace protoplastd. Z divodu obejiti pfipadnych restrikénich systémut
akceptorového kmene, které by snizovaly uCinnost pfenosu restrikci vnasené, metylované DNA, se ke
konjugaci vyuziva nemetylujici bakterialni kmen Escherichia coli ET12567/pUZ8002 (Flett, F. et al.,
1997).

1. Do cerstvé ptipravenych elektrokompetentnich bunék Escherichia coli ET12567/pUZ8002 byl
pomoci elektroporace vnesen plazmid, ¢i kosmid, ktery byl uréen pro pifenos do rodu

Streptomyces.

2. Bunky byly po transformaci vysety na Petriho misky s LB agarem dopInénym o antibiotika, pro

které nesou vektory rezistenéni geny, a kultivovany ptes noc (16 — 18 hodin) v 37 °C.

49



10.

11.

12.

13.

3.2.4.

Do 10 ml LB media obohacen¢ho o glukosu v koneéném mnozstvi 0,1 % byla zaockovana
kolonie narostla po transformaci. Kultura se nechala rust pies noc v 37 °C pii 200 RPM. Kvuli
Casté ztraté rezistence u Escherichia coli ET12567/pUZ8002 bylo pracovano nejcastéji v 5
paralelach a do media byla pfidand pfislusnd antibiotika pro udrzeni pozadovaného genotypu (25
pg/ml chloramfenikolu (dam mutace), 25 pg/ml kanamycinu (selekce plazmidu pUz8002) a
prislusna antibiotika pro udrzeni pfendSeného vektoru).

Do vytemperovaného LB media s ptidavkem glukosy a antibiotik (viz. bod 3) bylo zaokovano

100 pl pies noc narostlého inokula.
Bunééna suspenze byla kultivovana pii 37 °C a 200 RPM do dosazeni ODggy = 0,4. Doba ristu
se pohybovala zhruba mezi 4 az 8 hodinami.

Bunééna suspenze byla po dosazeni pozadované OD zcentrifugovana (1 500 g, 15 minut, 4 °C) a

pelet se opetovné resuspendoval v 10 ml nového LB media.

Promyti bunék se opakovalo jesté¢ jednou za stejnych podminek. Diivodem promyti narostlé
kultury Escherichia coli ET12567/pUZ8002 bylo odstranéni antibiotik, které by mohly inhibovat

rust akceptorového kmene. Na zavér byl pelet resuspendovan v 1ml LB media.

Béhem promyvani kultury Escherichia coli ET12567/pUZ8002 bylo 10 pl spor akceptorového
kmene Streptomyces ptidano do sterilni plastové mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5
ml obsahujici 500 pl 2x YT media. Pro indukci kli¢eni spor byla suspenze inkubovana pti 50 °C
po dobu 10 minut.

Po zchlazeni suspenze spor bylo do mikrozkumavky ptidano 500 pl promyté kultury Escherichia
coli a smés byla okamzité centrifugovana (13 000 g, 1 minuta, RT).

Pelet tvofeny sporami a buiikami Escherichia coli byl resuspendovan ve zbylém mediu, které
zustalo po odstranéni supernatantu.

Bunééna kultura byla rozo¢kovana na MS agar s pfidavkem 10 mM MgCl, a byla inkubovana

pii 30 °C po dobu 16 — 20 hodin.

Miska s MS agarem byla néasledné pielita 1 ml roztoku destilované vody $ pfidanou kyselinou
nalidixovou o vysledné koncentraci 25 pg/ml (inhibice ristu Escherichia coli) a antibiotikem pro

selekci prenaseného vektoru. Miska byla poté dale kultivovana pti 30 °C.

Po 5 dnech byly pro potvrzeni transkonjugant narostlé kolonie pfeockovany na Cerstvy MS agar

obsahujici pfislusna selek¢ni antibiotika.

Metody prace s DNA

3.2.4.1. DNA elektroforéza v agarosovém gelu

Elektroforéza nukleovych kyselin je jednou ze zédkladnich metod molekularni biologie. Je zalozena na

migraci nabitych molekul v elektrickém poli, ¢imz dochazi k separaci fragmentti DNA v zavislosti na
jejich velikosti. Rychlost a piesnost separace ovliviiuje koncentrace agarosy v pouZzitém gelu, tvar a

molarni hmotnosti fragmentd DNA, pouzity pufr a zvolené napéti. Pro zviditelnéni molekul DNA pod
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ultrafialovym (UV) svétlem se pouzivaji rizné detekéni latky. V pribéhu mé prace, jsem postupné
pouzivala ethidium bromid (EtBr), GelRed™ a GreenSafe Premium. DNA elektroforéza se také miize
vyuzivat k izolaci nami zaddaného fragmentu.

V zavislosti na velikosti zkoumanych fragmentti DNA byly pouzivany 0,8 — 1% agarosové gely v 1x
TAE pufru. Z diivodu rozpusténi agarosy Vv pufru bylo nutné pfipravenou smés zahtat a pro zviditelnéni
DNA ptidat detekéni latku. Vyuzivané fedeni detekénich latek bylo 1:500 000 pro EtBr a GreenSafe
Premiun a 1:10 000 pro GelRed™. Analyzované vzorky byly pied nanesenim na gel smichany s 10x
DNA vzorkovym pufrem. Jako standart byl pouzit 1Kb Plus DNA ladder v nanaSeném mnozstvi 5 pl.

Vzorky byly déleny v aparatufe pii stalém napéti 3 — 5 V/cm.

3.2.4.2. 1zolace DNA fragmentii z agarosového gelu

Pro extrakci a naslednou purifikaci fragmentu DNA urcité velikosti z agarosového gelu byl nejéastéji
pouzit komerén& dostupny Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). P¥i piipravé
komplementa¢niho plazmidu nesouciho gen Imr(A) jsem pouzivala misto vySe zminéného produktu
Agarose Gel Extraction Kit (Jena Bioscience). Oba produkty jsou zaloZzeny na navazani molekul DNA na
kolonku s membranou z kiemicitého skla pii vysoké iontové sile. Po nasledném odstranéni necistot dojde
Wizard® SV Gel and PCR Clean—Up System byl také vyuzit k &isténi PCR produktiL.

Po elektroforetickém rozdé€leni DNA vzorku byl zgelu pod UV svétlem vyfiznut fragment

obsahujici DNA pozadované délky. Pro extrakci DNA bylo dale postupovano dle manualu od vyrobce.

3.2.4.3. 1zolace plazmidové DNA

Pro izolaci plazmidové DNA byly vyuzivany ¢tyfi komeréni soupravy: DNA Lego kit (Top-Bio),
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), Fast-n-Easy Plasmid Mini-prep Kit
(Jena-Bioscience) a NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel), jejichz pouziti je shrnuto v tabulce
9.

Tabulka 9: Seznam vyuzivanych komercnich souprav pro izolaci plazmidové DNA

Komer¢ni souprava Vyrobce Pouziti

Ovéfteni ziskanych konstrukti, dal$i prace
Promega S izolovanymi plazmidy a vzorky urcené
k uschovani

Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System

DNA Lego kit Top-Bio Ovéreni ziskanych konstruktil

Fast-n-Easy Plasmid Mini-prep . Ptiprava komplementacniho plazmidu
Kit RSl nesouciho gen Imr(A)

Izolace plazmidové a kosmidové DNA
NucleoBond® Xtra Midi/Maxi Macherey-Nagel s pozadavkem na vyssi koncentraci a vzorky
urcené k uschovani
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NucleoBond® Xtra Midi/Maxi byl krom izolace plazmidové DNA vyuzivan také k izolaci vétsich
konstruktti, jakymi jsou napt. kosmidy. Metoda je zalozena na vazbé DNA ke kulickam z kiemicitého
skla obsahujicich kladné nabity iont. Po promyti je DNA uvolnéna do elué¢niho pufru s vysokym obsahem
soli pfi posunu pH z kyselého do mirné zasadité¢ho. DNA je jesté odsolena pomoci alkoholového srazeni.
Vychozi objem kultury pouzivany pfi izolaci vektoru touto soupravou je vétsi (100 ml), nez v ptipadé
zbylych komerénich produktt pro izolaci plazmidi pouzivanych v této diplomové praci (5 ml). Buiiky z
narostlé kultury uréené k izolaci DNA libovolnym kitem byly ziskdny pomoci centrifugace (5 000 g, 20

minut, 4 °C). Dale bylo postupovano dle protokolu pfislusného vyrobce.

3.2.4.4. 1zolace genomové DNA

Izolace genomové DNA z 5 ml narostlé kultury Streptomyces lincolnensis byla provedena komerc¢né
dostupnym kitem Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Pro ziskani peletu bunék byla
kultura centrifugovana (13 000 g, 1 minuta, RT) a supernatant byl odstranén. Vlastni izolace je zalozena
na ctyikrokovém procesu purifikace DNA. Nejprve dojde k lyzi bunék spojené s druhym krokem v
podobé stépeni RNA pomoci RNasy. Pii lytickém kroku se v piipadé Streptomyces lincolnensis pfidava
120 pl lysozymu o koncentraci 10 mg/ml. Nasledné dojde k sraZeni proteinti pomoci vysolovani, pii
kterém zlstava genomova DNA v roztoku. Poslednim krokem izolace je zahus§téni DNA diky
alkoholovému srazeni.

V této diplomové praci slouzila vyizolovana genomova DNA jako templat pro ovéfovani delecnich

mutant Streptomyces lincolnensis pomoci PCR.

3.2.4.5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jedna se o jednu ze zakladnich metod molekularni biologie slouzici kin vitro amplifikaci

pozadovaného tseku DNA vymezeného pouzitymi oligonukleotidy (primery).

Amplifikace genu Imr(C)

Pro amplifikaci genu Imr(C) byla vyuzita polymerasa Phusion” High-Fidelity DNA Polymerase
(NEB). Diivodem zvoleni tohoto enzymu je jeho nizka chybovost. Ma 5" — 3’polymerasovou a 3" —
5’exonukleasovou aktivitu a generuje produkty s tupymi konci. Kvili vysokému podilu GC paru
v templatové DNA byl vyuzivan komeréné pfipraveny pufr se sloZzenim piizplisobenym pro tento typ
templatd. Reakéni smés, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 10, byla pfipravena o celkovém objemu 50 pl.
Podminky reakce jsou uvedeny v tabulce 11. Pfitomnost PCR produktu byla analyzovana pomoci DNA

elektroforézy.
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Tabulka 10: SloZeni reakéni smési

SloZeni reakéni smési

Mnozstvi na 1 reakci

5x GC pufr 10 ul
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul) 1 pl
10 mM dNTP 1 pl
100% DMSO 1,5 pl
Templatova DNA (740 ng/ul) 0,5 ul
100 uM Primery 40,5ul
dH,O 35 ul
Tabulka 11: Podminky PCR reakce
Teplota Cas Faze Pocet cyklu
98 °C 5 minut Uvodni denaturace 1
98 °C 45 sekund Denaturace
55°C 45 sekund Nasedani primert 35
72 °C 1 minuta Extenze
72 °C 10 minut Finalni extenze
4°C o0 Chlazeni !
Ovérovaci PCR

Tato PCR reakce byla vyuZita k ovéfeni pfitomnosti genu ImbA u deleéni mutanty v genu Imr(A).

K amplifikaci byla pouzita Tag-Purple DNA polymerasa (Top-Bio). Reakéni smés, jejiz slozeni je

uvedeno v tabulce 12, byla ptipravena o celkovém objemu 50 pl. Prubéh PCR je uveden v tabulce 13. Na

kontrolni DNA elektroforézu bylo naneseno 15 — 20 pul reakéni smési.

Tabulka 12: SloZeni reak¢ni smési

SloZeni reakéni smési

Mnozstvi na 1 reakei

10x reakeni pufr

10 mM dNTP

5 ul
Il

Tag-Purple DNA polymerasa (1 U/ul) 2,5 ul

100% DMSO
Templat

100 uM Primery

dH,0

2,5 ul
2,5l
a0,5ul
35,5 ul
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Tabulka 13: Podminky PCR reakce

Teplota Cas Faze Pocet cykli

94 °C 5 minut Uvodni denaturace 1

94 °C 1 minuta Denaturace

55 °C 45 sekund Nasedani primert 35

72 °C 2,5 minuty Extenze

72 °C 10 minut Finalni extenze

4°C o0 Chlazeni !
Koloniova PCR

Koloniova PCR byla v této diplomové praci vyuzivana k ovéfeni genetickych zmén v dele¢nich
mutantach. Mechanismus reakce je stejny jako v jiné PCR reakci, jen se misto vyizolované DNA piidava
nakultivovany testovany kmen. Pro uspésnost reakce tedy musi dojit k zpfistupnéni genomové DNA pro
DNA polymerasu. Proto se do reakce ptidava detergent (NONIDET) a dochazi k delsi tivodni denaturaci.
Pfi praci jsem vyuzivala LA DNA Polymerasa Mix (5 U/ul; Top-Bio), nebo Tag-Purple DNA polymerasa
(1 U/ul; Top-Bio).

Testované kmeny se nechaly pfes noc rust na DNA agaru, ze kterého byly pomoci sterilniho
dfeveného paratka pfeneseny do reakéni smeési o celkovém objemu 50 ul. Slozeni reakce je uvedeno
v tabulce 14. Jako kontroly byly vyuZivany reakce s izolovanou DNA (kosmid LK6 obsahujici testovanou
deleci a jeho original). Pfi pienaseni testovaného kmene se muselo dbat na to, aby kousky agaru
nekontaminovaly reakci, nebot’ by ji mohly inhibovat. Priibéh PCR je uveden v tabulce 15. Na kontrolni

DNA elektroforézu bylo naneseno 10 — 15 pl reakéni smési.

Tabulka 14: SloZeni reak¢ni smési

SloZeni reakéni smési MnozZstvi na 1 reakcei
10x reakeni pufr 5l

DNA polymerasa 1pul

10 mM dNTP 1l

100% DMSO 2,5 ul

NONIDET 0,5 ul

100 uM Primery 40,5l

dH,O 39 pl
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Tabulka 15: Podminky PCR reakce

Teplota Cas Faze Pocet cykli
98 °C 10 minut Uvodni denaturace

65 °C Pauza Pridani DNA polymerasy !

94 °C 45 sekund Denaturace

55°C 45 sekund Nasedani primera 35

72 °C 90 sekund Extenze

72 °C 10 minut Finalni extenze

4°C o0 Chlazeni !

3.2.4.6. Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleas

Restrikéni endonukleasy $§tépi dvoutetézcovou DNA (dsDNA) v zavislosti na rozpoznavaci sekvenci,
kterou je vétSinou palindrom. Pfi $tépeni bylo postupovano dle doporuceni vyrobce piislusnych enzym.
Stépeni DNA bylo vyuzito bud’ ke klonovani gentl, nebo k otestovani ziskanych konstruktii. Reakce
probihala pii teplot¢ doporucené pro dany enzym, a pokud pouzita restrikéni endonukleasa Sla tepelné
inaktivovat, byl enzym inaktivovan. Pouzité teploty a doba inkubace jsou uvedeny v tabulce 16. Uplnost
Stépeni bylo ovéteno DNA elektroforézou a v pfipadé nutnosti byla reakéni doba prodlouzena. Obecné
slozeni reak¢ni smési je uvedeno v tabulce 17. V ptipadé $t€peni dvéma enzymy v jedné reakci byl zvolen
takovy reakéni pufr, ve kterém mély oba proteiny nejvyssi aktivitu. Celkovy objem reakce byl upravovan
Vv zavislosti na ucelu reakce. V pripadé ovéfeni pripravenych konstruktt byl pouzivan nizsi objem 50 pl.

Pro reakce ur¢ené k nasledné izolaci urcitého fragmentu byly zvoleny objemy vyssi kolem 150 pl.

Tabulka 16: Teploty a doby inkubace pro jednotlivé enzymy

Restrikéni Stépeni Inaktivace

endonukleasa Teplota Cas Teplota Cas
[hodiny] [minuty]

Agel 37 °C 8 65 °C 20
Apal 25 °C 18 65 °C 20
BamHI - HF 37°C 4 X X
Baglll 37 °C 3 X X
EcoRlI 37°C 4 65 °C 20
EcoRV — HF 37 °C 5 80 °C 20
Hindlll — HF 37°C 3 80 °C 20
Ndel 37 °C 3 65 °C 20
Pstl 37°C 8 80 °C 20
Xbal 37 °C 8 65 °C 20
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Tabulka 17: Obecné slozeni restrik¢éni smési

SloZeni reak¢ni smési MnozZstvi na 1 reakci

10x pufr 1/10 celkového objemu

BSA 1/100 celkového objemu vyzadoval-li enzym
Restrikéni endonukleasa 2,5 U/lpg DNA

DNA Dle ucelu

dH,0 Na doplnéni celkového objemu

3.2.4.7. Defosforylace molekul DNA

Pro defosforylaci tupych konct linearizovaného vektoru byla pouzita alkalicka fosfatasa (CIP) od
firmy NEB. Diky této defosforylaci byl snizen pocet zpétnych spojeni koncti vektoru bez vlozeného
inzertu. Fosfatasa byla pfidana k restrikéni smési po inaktivaci piislusné restriktasy o objemu 1 ul (10 U).
Smés se nechala inkubovat pii 37 °C po dobu 1 hodiny. ProtoZe tento enzym nelze inaktivovat pomoci
teploty, byl linearizovany vektor ihned pie¢i§tén pres DNA elektroforézu a naslednou izolaci DNA

z agarosového gelu.

3.2.4.8. Priprava fragmenti DNA s tupymi konci pomoci Klenowa
fragmentu

Uprava koncti DNA molekul byla zapotiebi béhem piipravy komplementaénich plazmidii, nebot
vlozeni do vektoru probihalo pfes tupé konce. Po restrikci enzymy Bglll a Apal vznikly 5" a 3 presahujici
konce, v daném potadi. Pro upravu koncil byl vyuzit DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment
(NEB), ktery je odvozen od DNA polymerasy | z Escherichia coli pomoci proteolytického S$tépeni.
Enzym disponuje polymerasovou a 3°— 5’exonukleasovou aktivitou, ale ztratil 5'— 3 exonukleasovou
aktivitu (Jacobsen, H. et al., 1974). Slouzi tedy k doplnéni 5" a odstranéni 3" pfesahujicich konci. SloZeni
reakéni smési o celkovém objemu 60 pl je uvedeno v tabulce 18. Reakce probihala po dobu 15 minut pii
25 °C a byla nasledné preruSena pomoci zahiati reakéni smési na 75 °C po dobu 20 minut a pfidanim
EDTA na finalni koncentraci 10 mM. Pro odstranéni EDTA, ktera by zamezila ligaci, a k pfecisténi DNA
byl pouzit komer&ng dostupny kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Tabulka 18: SloZeni reakéni smési

SloZeni reakéni smési Mnozstvi na jednu reakci
10x NEB 2 pufr 6 ul

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Il

Fragment (5 U/ul)

DNA (cca 13 ng/pl) 45 pul

1 mM dNTP 2 ul

dH,O 6 ul
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3.2.4.9. Ligace DNA

Ligace byla pouzivana k spojeni fragmenti DNA s linearizovanym vektorem pies vytvoreni
fosfodiesterové vazby enzymem T4 DNA ligasou od firmy NEB. Molarni pomér inzertu k vektoru byl 3:1
s tim, ze do reakce bylo vzdy pfidavano 100 ng vektoru. Jako negativni kontrola byla pouzivana reakce,
ve které byl inzert nahrazen adekvatnim mnozstvim destilované vody (dH,0). Slozeni reakéni smési o
celkovém objemu 20pl je uvedeno v tabulce 19. Reakce probihala pii 16 °C po dobu 16 hodin, nasledné
doslo k inaktivaci ligasy pfi 65 °C po dobu 10 minut. Poté byla liga¢ni smés bud’ uschovana pii teploté
-20 °C, nebo okamzité¢ transformovana pomoci tepelného Soku bud’ do bunék Escherichia coli JM109,
nebo XL-1 Blue.

Tabulka 19: SloZeni ligacni smési

SloZeni liga¢ni smési Mnozstvi pro 1 reakei
10x T4 DNA ligacni pufr 2 pl

Vektor Xul

Inzert Y ul

100mM ATP 0,2 ul

T4 DNA lipasa 1ul

dH,O do 20 pl

3.2.4.10. Sekvenovani DNA

Sekvenovani bylo provedeno firmou GATC Biotech. Vzorky byly dodany ve vodném roztoku o
pozadovanych koncentracich vzorku (40 — 50 ng/ul) a primeru (2,5 pM) v celkovém objemu 10 pl.
Vysledky byly zpracovany pomoci pocitatového programu CLC Main Workbench 6.8.1. V této

diplomové praci bylo sekvenovani vyuzito k ovéfeni pfipravenych konstruktd.

3.2.5. Metoda inaktivace gent u rodu Streptomyces

Pro inaktivaci rezistencnich genl v biosyntetickém genovém klastru pro syntézu linkomycinu u
Streptomyces lincolnensis byla pouzita metoda REDIRECT PCR targeting system in Streptomyces
coelicolor A3(2) (Gust, B. et al, 2002). Protokol je volné kdispozici na internetu
(http://streptomyces.org.uk/redirect/protocol_V1_4.pdf). Metoda je zalozena na vyméné cilového genu za
inaktivacni kazetu pomoci dvojitého ,,crossing-overu®. Pouzité inaktiva¢ni kazety jsou tvoreny selekénim
markerem pro apramycinovou rezistenci, oriT, ktery umozfiuje mobilizaci konstruktu, a FRT sekvencemi
rozeznavanymi FLP rekombinasou. FLP rekombinasa je schopna vyStépit inaktivacni kazetu a
V ptivodnim misté genu zanecha tzv. jizvu. Jizva je 81 bp dlouhy tsek, ktery by nemél mit vliv na ptepis
okolnich genl. Schématické znazornéni protokolu je uvedeno na obrazku 20A. Pro inaktivaci
rezistenénich gend Imr(A), Imr(B) a Imr(C) byly pouzity inaktivaéni kazety 773 a 775, obsahujici

apramycinovy rezistenéni marker (Obr. 20B).
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Obrazek 20: Protokol PCR targeting system in Streptomyces coelicolor A3(2). A - Schematické znazornéni
protokolu inaktivace genu; B — PouZité inaktivacni kazety (P1 a P2 vazebna mista pro primery).

Prvni ¢ast protokolu vedouci k ptipravé mutovaného kosmidu vyuziva kmen Escherichia coli
BW25113. Teprve nasledné dojde k vlozeni ziskaného mutovaného kosmidu do pfislusného kmene
Streptomyces lincolnensis. Pii piipravé delecich mutant bylo postupovano dle protokolu. Jako templat
k amplifikaci inaktivaéni kazety pomoci PCR byl vyuzit vy$tépeny usek plazmidu nesouci ptislusnou

kazetu pomoci restrikénich endonukleas EcoRI a HindIIl. Primery pro amplifikaci byly navrzeny na
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zakladé instrukci v protokolu. Vyuzitim A RED zprostfedkované rekombinace kodované teplotné
sensitivnim plazminem plJ790, dojde k vytvoteni kosmidu nesouciho misto genu inaktivaéni kazetu. Po
nasledné izolaci mutovaného kosmidu a jeho ovéfeni pomoci restrikénich endonukleas dojde k jeho
vneseni pomoci mezidruhové konjugace do recipientniho kmene Streptomyces lincolnensis. Vysledkem
konjugace je kmen obsahujici pivodni nemutovany gen spolu s kazetou v misté kopie piivodniho,
deletovaného genu. Pro ziskani pozadované dele¢ni mutanty je nutné, aby doslo, diky dvojitému
,crosing-overu®, k vy$tépeni kosmidu spolu s ptivodnim genem. Vysledkem je apramycin rezistentni a
kanamycin senzitivni mutanta, kterd ma v misté deletovaného genu integrovanou deleéni kazetu.

Pro odstranéni kazety a k ziskani delecni mutanty s jizvou misto deletovaného genu musi dojit
k aktivaci FLP recombinasy, ktera odstrani centralni ¢ast kazety, na jejimz misté ztstane isek dlouhy 81
bp ohrani¢eny FRT misty. Plazmid nesouci tuto rekombinasu je teplotné senzitivni. Ziskany kosmid je
opét vnesen do recipientniho kmene nesouciho deletovany gen inaktivacni kazetou a opétovné homolegni

rekombinaci pfes FRT mista dojde k vymén¢ inaktivaéni kazety za jizvu.

3.2.6. Metody prace s proteiny

3.2.6.1. Priprava vzorki pro SDS — PAGE

Bunééné frakce byly pripraveny dle publikace Novotna, G. et al. (2012) s malymi modifikacemi.

1. Po kultivaci testovaného kmene Streptomyces lincolnensis bylo medium rozdéleno do
falkonek po 15 ml a buiiky byly centrifugovany (4 000 g, 20 minut, 4 °C). Pelet byl bud’
okamzité pouzit, nebo uchovavan pti — 80 °C.

2. Buiiky byly promyty Roztokem I (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl) a pelet byl zvazen. Na 1g
bunééného peletu bylo ptidano 5 ml Roztoku II (50 mM Tris-HCI, 1x inhibitor proteas).

3. Buiiky byly rozbity pomoci sonikatoru UP200S (Hielscher Ultrasonics GmbH). Sonikace
probihala ¢tytikrat po 15 sec, mezi jednotlivymi pulzy byla bunééna suspenze ulozena na ledu
po dobu minimalné 30 sec.

4, Pro oddéleni bunécného lyzatu od zbytkd ¢i nerozbitych bunék byla smés centrifugovana
(5 000 g, 10 min, 4 °C). Pelet byl resuspendovan v Roztoku Il a lyzat rozdélen, a to
nasledovné: ¢ast byla uschovana v - 80 °C jako celkova bunééna frakce a zbytek byl pouzit
k ziskani membranové a cytosolické frakce.

5. Pro oddé€leni cytosolickych a membranovych proteinil byl lyzat opét centrifugovan (20 000 g,
45 min, 4 °C). Pelet (membranova frakce) byl poté resuspendovan v Roztoku Il a to ve dvou
koncentracich (5x a 1x koncentrovany vzorek).

6. Ptipravené frakce byly uchovavany pti - 80 °C. Pro naneseni na SDS — PAGE byly vzorky
smichany s ekvivalentnim objemem 2x SDS-PAGE vzorkovym pufrem a vystaveny 98 °C po

dobu 10 minut. Po zchlazeni byly naneseny do jamek polyakrylamidového gelu.
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3.2.6.2. SDS — PAGE proteinova elektroforéza

Pii SDS — PAGE proteinové elektroforéze v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS) dochazi za pusobeni elektrického proudu k rozdéleni proteini primarné v zavislosti na
jejich velikosti. Pomoci SDS ziskaji proteiny zaporny naboj tmérny své velikosti, diky kterému
Vv elektrickém poli migruji smérem ke kladné nabité elektrodé a béhem prichodu skrz gel dochazi k jejich
rozdéleni v zavislosti na jejich rozdilné pohyblivosti.

V experimentech jsem pouZivala 8% polyakrylamidovy gel. Slozeni gel je uvedeno v tabulce 20.
Cistd a odmasténa skla byla slozena do aparatury pro nalévani gelii. Nejprve byl piipraven separaéni gel,
ktery byl ptfevrstven cca 1 ml destilované vody a nechal se cca 30 minut polymerovat. Po odstranéni
destilované vody byl nad separaéni gel nanesen gel zaostfovaci, do kterého byl vlozen hieben. Smés se
opét nechala cca 30 minut tuhnout. Pfi ptipravé gelt byly jako posledni slozky pridiny TEMED a 30%

APS, nebot’ po jejich pridani zacne smés polymerizovat.

Tabulka 20: SloZzeni SDS-PAGE gelu

SloZeni gelu Separacni gel 8% Zaostiovaci gel 4%
30% akrylamid 1,35 ml 83,25 ul

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml -

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 156,25 pl

5% SDS 0,1 ml 12,5 pl

H,0 destilovana 2,3 ml 373 ul

TEMED 25 ul 3,13 ul

30% APS 2,5 ul 0,31 pl

Po ztuhnuti gelu byla dle manualu sestavena elektroforeticka aparatura, ktera byla naplnéna 1x SDS —
PAGE pufrem. Po naneseni proteinového standardu BlueEIf Prestained Protein Marker o objemu 5 pl a
vzorkli o objemu 10 - 25 ul do pfislusnych jamek byla aparatura spusténa. Elektroforéza probihala
nejprve pii napéti 80 V. Jakmile vzorky a marker vstoupily do separa¢niho gelu, napéti bylo zvySeno na
180 V. Po skonceni separace byl gel vyjmut ze skel a dale pouzit bud’ pro obarveni, nebo pro metodu

Western blotu.

3.2.6.3. Barveni SDS — PAGE gelu

1. Gely byly po ukonceni SDS — PAGE elektroforézy pieneseny na 10 minut do nadoby obsahujici
barvici roztok — Coomassie.

2. Nasledné byl gel proplachnut malym mnoZstvim odbarvovaciho roztoku — Destain.

3. Gel byl dvakrat promyt po dobu 10 minut, a to vzdy v novém odbarvovacim roztoku pii RT.
V prubéhu promyvani byla nadoba s gelem ulozena na kyvacce.

4. Pro tplné odbarveni byl gel ponechan v novém odbarvovacim roztoku pfes noc na kyvacce za

RT.
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5. Odbarveny gel byl vlozen do prithledné folie a vyfocen.

3.2.6.4. Western blot a detekce proteinii imunodetekci

Tato metoda byla pouzita kdetekci proteinu Lmr(C) znaceného pomoci histidinové kotvy
v bunééném lyzatu Streptomyces lincolnensis. Pouzitim elektrického pole dojde k ptenosu rozdélenych
proteint po SDS — PAGE elektroforéze na PVDF (polyvinylidendifluorid) membranu a posléze pomoci
protilatek k detekci znaceného proteinu. Pro polosuchy pfenos proteintt na membranu byl pouzit pfistroj
Trans-Blot® SD Semi-Dry Cell (Bio-Rad).

Prvnim krokem byla aktivace PVDF membrany. K aktivaci doslo namocenim membrany na 15
sekund do metanolu, poté byla pomoci pinzety pfenesena na 10 minut do pienosového pufru. Po aktivaci
nesmi membrana vyschnout. Do pfenosového pufru byly vlozeny také dva filtracni papiry a po ukonceni
SDS — PAGE elektroforézy i polyakrylamidovy gel. Nasledné byl na desce blotovaciho pfistroje slozen
tzv. sandwich (Obr. 21). Pti skladani kazdé vrstvy byl kladen diraz na odstranéni vzduchovych bublin,
které zamezuji pfenosu proteinti z gelu na membranu, a na kontrolu, zda nedoslo k vyschnuti vrstev. Po

sloZeni aparatury doslo za stalého napéti 15V po dobu 45 minut k pienosu.

Katoda (-)

Filtracni papir

Gel

PVDF membrana
Filtracni papir

Anoda (+)

Obrazek 21: Struktura pro sloZeni blotovaci aparatury — tzv. sandwich
(Pfevzato z http://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/protein-blotting-methods)

Po ukonceni blotovani byl pro kontrolu pfenosu proteini gel dodate¢né obarven. Membrana byla
okamzité, aby nedoslo k jejimu vyschnuti, pfenesena do 5% mléka rozpusténého v PBS a inkubovana pfi
4 °C ptes noc. Déle byla inkubovana v 1% mléce rozpusténém v PBS s primarni protilatkou proti
histidinové kotveé (1:10 000) po dobu 1 hodiny pfi RT. Pro odmyti nespecificky navazané protilatky byla
membrana &tyfikrat po 10 minutach promyta v PBS s pfidavkem slabého detergentu Tween 20 ( 0,5%).
Nasledné byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou (1:5 000) opét 1 hodinu pii RT. Odmyti
nespecificky navazané sekundarni protilatky bylo provedeno stejné jako pied tim. Pro zviditelnéni byly
k membran& ptidany 2 ml smési Immobilon™ Western chemiluminescent HRP Substrate (Merck) a

signal byl vizualizovan pomoci ChemiDoc™ MP (Bio-Rad).
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3.2.7. Mikroskopické pozorovani morfologie mycelia rodu
Streptomyces

Pro pozorovéani sporulace Streptomyces coelicolor byla pouzita svételna mikroskopie. Do
zaockovaného MS agaru byla zabodnuta kryci sklicka pod uhlem niz§im nez 45°, aby se Petriho miska
dala zavfit (Obr. 22). Kryci sklicka byla pfedtim vysterilizovana pomoci denaturovaného etanolu.
Nasledné se kultura nechala kultivovat pti teploté 30 °C. Pfi rustu bakterii rodu Streptomyces se vzdusné
mycelium dostane az na kryci sklicka, ktera byla pouzita k pfipravé mikroskopického preparatu. Ptiprava
spocivala v piiklopeni kryciho sklicka na podlozni s kapkou dH,0. Samotné mikroskopovani bylo
provadéno RNDr. Janem Svobodou, Ph.D. na mikroskopu Olympus FV1000 TIRF v MBU AV CR, v. v.

—— Agar

o ? of ot i |l
|

Kryci sklicko

Obrazek 22: Schematické znazornéni kultivace

3.2.8. Test biologické aktivity sekundarnich metaboliti

Tento test spociva ve vytvoreni inhibi¢ni zony kolem disku - agarového bloc¢ku o priméru cca 6 mm,
ktery obsahuje naprodukované antibiotikum zkoumanym kmenem Streptomyces lincolnensis. Jako citlivy,
podkladovy, indikatorovy kmen byla pouzita Kocuria rhizophila CCM552. Agarové blocky byly
vytvofeny Mgr. Markétou Kobérskou Ph.D. v mikrotitra¢ni desti¢ce nanesenim 200 pul GYM agaru. Po
jeho ztuhnuti a zao¢kovani 10 pl zasobni suspenze spor zkoumaného kmene byla mikrotitracni desticka
kultivovana pfi 30 °C po dobu 7 dnti, aby doslo k produkci sekundarnich metabolitii a k jejich difuzi do
agarového blo¢ku. Ze zasobni bunétné suspenze Kocuria rhizophilla CCM552 bylo v1 mi
fyziologického roztoku ptipraveno inokulum o zakalu 0,5 — 1,0 McFarlandovy stupnice a touto suspenzi
byla zaokovana Petriho miska s B1 agarem. Miska se nechala v laminarnim boxu vysusit a nasledné byl
na povrch vloZen ptipraveny agarovy blo¢ek se Streptomyces lincolnensis a miska byla kultivovana pti 37
°C pies noc. Poté byly odecteny vytvorené inhibi¢ni zony. Nevyhodou této metody je jeji nespecifi¢nost.
Streptomyces lincolnensis je krom linkomycinu A a B schopna produkovat také jiné antimikrobialni latky,

jako ptiklad mizeme uvést pamamycin (nepublikovana data nasi laboratofe), které ale nelze odlisit.

3.2.9. Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

V této diplomové praci byla pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace vyuzita agarova dilu¢ni
metoda. Testovani probihalo na miskach s MH agarem obsahujici postupné€ rostouci koncentrace
testovanych antibiotik. Jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena nejniz§i koncentrace, pfi
které jiz nedochézelo k viditelnému ristu nanesené bakteridlni suspenze. Testovanymi antibiotiky byly
linkomycin (LIN) v rozpéti koncentraci 8 — 16384 pg/ml (32768 pg/ml), klindamycin (CLI) v rozmezi
0,5 — 1024 pg/ml a erytromycin (ERY) v rozsahu 2 — 128 pg/ml.
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Testované antibiotikum bylo navazeno a rozfedéno pro pfipravu zasobniho roztoku o koncentraci
500 mg/ml pro LIN, 10 mg/ml pro CLI a ERY.

V laminarnim boxu byly do 15 ml sterilnich zkumavek pfipraveny pracovni roztoky antibiotik
podle tabulky 21 o celkovém objemu 2 ml.

V 50ml centrifuga¢ni zkumavce byly 2 ml promichaného pracovniho roztoku antibiotika
doplnény MH agarem vytemperovanym na 55 °C do objemu 20 ml. Po dikladném promichani
byl agar nalit do Petriho misky o priméru 8 cm. Pfiprava pud probihala postupné se stoupajici
koncentraci testované¢ho antibiotika. Jako kontroly byly pouzity misky s MH agarem, a to
V poctu dvou misek bez pfidaného antibiotika a po jedné misce s hygromycinem (40 pg/ml),
apramycinem (50 pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml).

Po ztuhnuti agaru byly misky ponechany ve flowboxu pro vysuSeni povrchu, aby pfi nanaseni
bunécné suspenze doslo k jejimu rychlému uschnuti.

Ze zasobnich alikvot spor testovanych kmend byly pfipraveny inokula o zdkalu 0,5 — 1
McFarlandovy stupnice. Suspenze spor byly drzeny co nejdéle na ledu, aby nedoslo k jejich
kli¢eni.

Ptipravena inokula jednotlivych kment byla nanesena do mikrotitra¢ni desticky v uréitém potadi
a v poctu setll podle poctu testovanych antibiotik.

Pomoci multikandlové pipety bylo postupné naneseno 5 pl kazdého vzorku na predpfipravené
misky v daném potadi. Pfed nanesenim byla suspenze pomoci pipety promichana a nanaseni
probihalo od misky bez antibiotika. Nasledovaly misky s testovanym antibiotikem se stoupajici
koncentraci, nasledované kontrolnimi miskami s hygromicinem, apramycinem a kanamycinem.
Jako posledni miska byla nao¢kovana opét miska bez antibiotik.

Misky byly po zaockovani ponechany v laminarnim boxu pro uschnuti kapek inokula, aby
nedoslo k jejich sliti.

Urceni MIC bylo provedeno po 5 dnech kultivace v 30 °C.
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Tabulka 21: Redéni antibiotik pro pfipravu agarovych ploten

Antibiotikum dH,O MH agar Finalni koncentrace
[pl] [nl] [ml] [ng/ml]

Zasobni koncentrace Log,

2048 0 18 1024 10

10 mg/ml 512 1488 18 256 8

0,01 mg/ml




4. Vysledky

4.1. Priprava dele¢nich mutant Streptomyces lincolnensis ATCC 25466

Gen Imr(C) se naléza v biosyntetickém genovém klastru pro syntézu linkomycinu spolu s dal§imi
dvéma rezistenénimi geny, Imr(A) a Imr(B). Studium funkce genu Imr(C) ve Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 je komplikovano tim, Ze ptipadna rezistence udilend Imr(C) je maskovana rezistenci
udilenou geny Imr(A) a Imr(B). Vyhodou vsak je, ze v Streptomyces lincolnensis Ize studovat vliv Imr(C)
na produkci linkomycinu a také umoziuje odhalit pfipadné funkéni interakce mezi Lmr(C) a proteiny
koédovanymi zbylymi rezistenénimi geny, pokud existuji.

Cilem bylo pfipravit dele¢ni mutanty ve vSech tfech rezisten¢nich genech, jejich vzajemné dvojité
kombinace a také mutantu trojitou. Deleéni mutanty byly pfipraveny metodou PCR targeting system (kap.
3.2.5.). Piiprava dele¢nich mutant byla z vétsi ¢asti provedena Mgr. Markétou Kobérskou, Ph.D. Osobné
jsem se podilela na ptipravé jen nékterych z nich, a to okrajové v podobé ovéteni mutovanych kosmidt
restrikéni analyzou, potvrzeni mutant pomoci koloniového PCR, ¢i vneseni mutovanych kosmidt
mezidruhovou konjugaci do recipientniho kmene Streptomyces lincolnensis a naslednou selekci mutant s
dvojitym crossing-overem. Ze ziskanych mutant byly pfipraveny suspenze spor urcené k uchovani a
dal§imu pouziti (kap. 3.2.1.5).

Zatim byly pfipraveny dele¢ni mutanty uvedené, véetné jejich graﬁckého znazornéni, v tabulce 22.
dele¢nich mutant se pokracuje i nadale, nebot se nam prozatim nepodafilo pfipravit dvojitou mutantu

AAB (delece v genech Imr(A) a Imr(B)) a trojitou mutantu AABC.

Tabulka 22: Grafické znazornéni pfipravenych delecnich mutant Streptomyces lincolnensis ATCC 25466. Grafické
znazornéni ukazuje usporadani biosyntetického klastru s modre vyznacenymi rezistencni geny. Ostatni geny jsou
bilé.

Oznaceni Delece  Grafické znazornéni mutace

A Bisz C E FGIHIJKL MNZPOSRQRTVWRBX Y U RC

wT o 00 O TR O A

RA A BiB2 C HJIK L MNZPOSRQTVW Kazeta773 X Y U RC
AB IMH(B)  mp e <IN AR e ko <
RA A B8i82 C HIK L MNZPOSRQTVWRBX Y U Kazeta773

Ac INMC) i =500 <o AR ARG i

Imr(A); Keew?75 A B182 € EFGIHJIKL MNZPOSRQTVWRBX Y Ulina
AAC mrQ)  F=ie=>e0 XA T Ao B
Imr(B)' A Bisz C HIKL MNZPOSRQTVWIiaX Y U Kazealls

ABC M o) e <o ateEhaaaeEED f GG

Pozn. Pro deleci genti jsou navrzeny riizné inzerty nesouci selekéni marker, tzv. kazety. Po jejich odstranéni ziistanou na
jejich pivodnim misté jen okrajové oblasti, tento stav se nazyva jizva.
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4.1.1. Priprava dele¢ni mutanty Imr(A)

Pro deleci genu Imr(A) byla nejprve pouzita kazeta 773 amplifikovana z vystépeného
fragmentu plazmidu pIJ773 pomoci primerti ImrA for a ImrA rev (Tab. 7). Primery obsahuji na svém 5’
konci sekvenci totoZznou S okolim deletovaného genu véetné start, ¢i stop kodonu. Zbytek oligonukleotid
je totozny s koncovou &asti inaktivaéni kazety. Ziskana kazeta byla vloZena do kosmidu LK6 misto genu
Imr(A) pomoci rekombinace zprostiedkované A RED rekombinasou (Gust, B. et al., 2002). Po ovéteni
spravnosti mutovaného kosmidu restrikénimi enzymy Pstl a Xhol byl kosmid, oznageny jako pMKO006,
konjugovan do Streptomyces lincolnensis ATTC 25466. Druhy den byly misky pfelity selekénimi
antibiotiky apramycinem (50 pg/ml, selekce ptitomnosti 773 kazety) a kanamycinem (50 pg/ml selekce
pritomnosti kosmidu pMKO006 integrovaného do chromozomu jednoduchym crossing-overem). V této
chvili chromozom obsahoval pavodni gen Imr(A) a zaroven v kopii také okoli genu s integrovanou
kazetou. Vyrostlé kolonie byly dale selektovany na ztratu kanamycinové rezistence, pii niz dojde
z divodu dvojitého crossing-overu k vystépeni kosmidu spolu s pivodnim genem Imr(A). Vysledna
mutanta by tedy méla byt apramycin rezistentni a kanamycin senzitivni. Bohuzel se nam ani po nékolika
kolech selekce nepodafilo dele¢ni mutantu Imr(A) ptipravit. U ostatnich mutant dochazelo k potfebnému
dvojitému crossing-overu S vysokou frekvenci vétSinou jiz po prvnim kole selekce apramycin
rezistentnich, kanamycin senzitivnich kolonii. Proto jsme se domnivali, ze by mutace v genu Imr(A)
mohla byt letdlni. LmrA je hlavnim transportérem syntetizovaného linkomycinu, jeho delece by tedy
mobhla zplsobovat akumulaci letalni koncentrace antibiotika v butice. Z tohoto diéivodu jsme se rozhodli
pro pfipravu LmrA mutanty v kmeni defektnim v produkci linkomycinu. V nasi laboratofi bylo
ptipraveno nékolik kloni mutant obsahujicich deleci biosyntetického genu ImbA, u kterych, z povahy
mutace, prakticky nema dochazet k syntéze linkomycinu. Cilem tedy bylo pfipravit dvojitou ImbA, Imr(A)
mutantu. Pro pfipravu jsme zvolili kmen jA11g, ktery mél na misté genu ImbA jizvu, tedy na ptivodnim
misté dele¢ni kazety zistaly jen jeji okrajové ¢asti, ¢imz kmen jA1llg ztratil apramycinovou rezistenci
nesenou dele¢ni kazetou. Ptiprava byla stejnd, jako ve vySe popsaném piipadé s vyuzitim kosmidu
pMKO0O06. V této mutanté se nam podatilo deleci genu Imr(A) pfipravit a ziskany kmen byl ozna¢en jako
AA*,

Pfi testovani produkce linkomycinu (kap. 3.2.1.4.) bylo vsak zjisténo, ze mutanta AA* produkuje
linkomycin. Toto pozorovani vedlo ke kontrolnimu pietestovani v§ech klont dele¢ni mutanty ImbA (jA7,
JA10, jAllo, jAllpe a jAllp) pomoci PCR. Jako templat byla pouzita genomova DNA jednotlivych
klont.. Pro testovani byly vyuzity primery fA10257N a rA10257N (Tab. 7), které nasedaji na zacatek a
konec genu ImbA. Pietestovani provedla Mgr. Petra Jirdskova. Vysledkem bylo, Ze pouze dva z péti klond
(jA11p, jA1lp) uschovanych v laboratorni sbirce maji deletovany gen ImbA, nebot’ v jejich pfipadé
nedoslo k amplifikaci genu ImbA (Obr. 23). Kmen jAllo, ze kterého jsme vychazeli pro piipravu dvojité
ImbA, Imr(A) mutanty, mezi né nepatii. Toto zjisténi vedlo k ovéfeni, zda nae dele¢ni mutanta AA*
obsahuje v misté¢ genu IMbA jizvu, ¢i gen. Testovani bylo provedeno pomoci PCR (kap. 3.2.45.) s
pouzitim primerti chAf a chAr (Tab. 7), které nasedaji v blizkém okoli genu ImbA. Jako templat byla
vyuzita genomova DNA (kap. 3.2.4.4.). Vysledkem amplifikace byl v ptipadé AA* pouze jediny produkt
o velikosti 2kb odpovidajici genu ImbA. Produkt o velikosti 324bp vznily amplifikaci jizvy nebyl na
rozdil od amplifikace u kmene JA11o detekovan. (Obr. 24).
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Pro dalsi testovani v této diplomové praci tedy povazujeme ptipravenou deleéni mutantu (AA*) za

rovnocennou bézné dele¢ni mutanté ptipravené na pozadi divokého kmene.

1 2 3 4 5 6 7

b Vysvétlivky:

1 — Standart molekulové hmotnosti

2kb | — — " St S 2 — Dele¢ni mutanta jA7

1,65kb s .
3 — Dele¢ni mutanta jA10

4 — Dele¢ni mutanta jAllg
5 — Dele¢ni mutanta jA11p
6 — Dele¢ni mutanta jA11p;
7 — Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (WT)

Testovani provedla Mgr. Petra Jiraskova

Obrazek 23: Agarova gelova elektroforéza PCR produktti pro ovéfeni ImbA delecnich mutant

1 2 3 4 5
Vysvétlivky:

3-AA*

‘ m [ 4 — Dele¢ni mutanta jAl1g
Y 5-LK6

§ 1 — Standart molekulové hmotnosti

2 — Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (WT)
2000 0P p
—

Piedpokladané velikosti: jizva 324 bp; gen ImbA 2049 bp
400 bp -

300 bp - — Pro rozdéleni PCR reakce byl pouZit 1% agarosovy gel.

Obrazek 24: Agarova gelova elektroforéza PCR produktl k ovéfeni pfitomnosti genu ImbA u delecni
mutanty AA*

Z vyse uvedeného je velmi pravdépodobné, Ze delece Imr(A) neni letalni. Tomu nasvédéuje i to, Ze
jsme byli schopni pfipravit dvojitou mutantu AAC, kterad byla pfipravena z mutanty AC nahrazenim genu
Imr(A) kazetou 775. V soucasnosti pfipravujeme deleci Imr(A) ve Streptomyces lincolnensis ATCC 25466
(WT), ale tentokrat s pouzitim dele¢ni kazety 775.

4.2. Priprava konstrukti a komplementace dele¢nich mutant in trans
Pro ovéfeni fenotypt deleénich mutant komplementaci in trans byly ptipraveny konstrukty nesouci

piislusné geny ve vektoru pMS81. Geny byly klonovany véetné sekvence jim piedchazejici, aby byla

zachovana regulatorova oblast gentl. Komplementaéni vektor nesouci gen Imr(A) se podafilo ptipravit

drive, nez zbylé dva.
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pMS81:imr(A) 2946 bp — |
Apal Apal I
pMS81:/mr(B) 958 bp |
1
Belll EcoRV
pMS81:/mr(C) 3362 bp

Obrazek 25: Grafické znazornéni restrikénich fragmentd kosmidu LK6 nesouci jednotlivé rezistentni geny —
Ptislusné fragmenty byly pouzity jako inzerty pro pfipravu komplementacnich konstruktl. Rezistentni geny jsou
zvyraznény modrou barvou.

Fragmenty nesouci rezistenéni geny Imr(A), Imr (B) a Imr(C) byly ziskany vystépenim z kosmidu
LK6 pomoci restrikénich endonukleas (Obr. 25). Restrikéni enzymy byly navrzeny tak, aby tisek DNA,
krome celého rezistencniho genu, obsahoval také celou nekoddujici sekvenci, kterd predchazi genu, u které
se predpoklada, ze obsahuje promotor a regulacni oblast. Doba restrikce se liSila v zavislosti na pouZzitém
enzymu (Tab. 17). Fragment Imr(A) (2946 bp) byl ziskan restrikéni endonukleasou ECORV — HF, jez byla
nasledné tepelné inaktivovana. Pokud se k takto nastépenému LK6 ptidal enzym Bglll, doslo k rozstépeni
fragmentu o velikosti 31517 bp na mensi ¢asti a tim k ziskani fragmentu o velikosti 3362 bp obsahujici
gen Imr(C). Pti §tépeni kosmidu LK6 enzymem Apal s jeho naslednou inaktivaci byl ziskan fragment o
velikosti 958 bp obsahujici gen Imr(B). Nastépené fragmenty byly rozdéleny na 1% agarosovém gelu a
fragmenty o pozadované velikosti byly vyfiznuty a precistény (kap. 3.2.4.2). Pro vlozeni fragmentti do
EcoRYV linearizovaného vektoru pMS81 s tupymi konci byly 5" a 3" pfesahujici konce inzertd upraveny
na tupé pouZitim polymerasové a exonukleasové aktivity Klenowova fragmentu (kap. 3.2.4.8.). Aby pfi
ligaci nedochdzelo k opétovnému spojeni, byl linearizovany plazmid defosforylovan alkalickou
fosfatasou CIP (NEB) (kap. 3.2.4.7.). Ligace inzertll do plazmidu (kap. 3.2.4.9.) probihala pomoci T4
DNA ligasy (NEB) pii 16 °C po dobu 16 hodin. Jako negativni kontrola byla pouzita ligaéni reakce
obsahujici pouze linearizovany plazmid pMS81 bez inzertu. Ligacni smés byla nasledné
natransformovéana tepelnym Sokem do Escherichia coli JIM109 (kap. 3.2.2.2.). Pro selekci bungk nesouci
cirkularni plazmid pMS81 s vlozenym genem byla suspenze vyseta na LB agar obsahujici hygromycin
(100 pg/ml). Dalsi den byly vybrané kolonie pfecarkovany na novy LB agar a zaroven zaockovany do 5
ml LB media s pfidanym hygromycinem (80 pg/ml). Z kultury byla nasledujici den vyizolovana
plazmidova DNA (kap. 3.2.4.3.). Pro ovéfeni, zda ziskané vektory obsahuji pfislusny inzert, byla
provedena restrikéni analyza. Ocekavané délky DNA fragmentl po kontrolnim §tépeni jednotlivych
komplementacnich plazmidi jsou uvedeny v tabulce 23. Z davodu ligace tupych koncii molekul mohlo
dojit k vloZeni inzertu ve dvou orientacich. Diky této skute¢nosti jsou v tabulce 23 uvedeny ob&é mozné
varianty, pokud existuji. Vysledky restrikce jsou viditelné na snimcich z DNA elektroforézy (Obr. 26). Je
patrné, ze v ptipadé ligace genu Imr(A) do vektoru pMS81 spravny inzert obsahuji pouze dva ze tii
testovanych plazmidt (pMS81:Imr(A) 3, pMS81:Imr(A) 5). Vsechny zbyvajici testované konstrukty
obsahovaly pfislusny inzert o spravné velikosti. Z restrikéni analyzy také vyplyva, Ze se nam povedlo

ziskat vektory nesouci gen Imr(B) a Imr(C) v obou moznych orientacich.
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Tabulka 23: Oéekavané vysledky restrikéni analyzy komplementaénich plazmida

Konstrukty Restrikéni endonukleasa Oc&ekavané velikosti fragmenti’ [bp]

pMS81:Imr(A)  BamHI 3145; 5924

pMS8L:Imr(B)  Bglll 1253; 5820

pMS81:Imr(C)  BamHI 690; 976; 1707; 2979; 3145 | 37; 976; 1707, 3145; 3624

pMS81 Agel 6119
pMS81 Bglll 1253 4870

Pozn. ! Pipadné dvé varianty velikosti fragmentti v zavislosti na sméru vlozeni genu

5000 bp

3000bp

3000 b
2000 bp P ‘; ey
2000 bp — T
1650bD sy 3

1000bp
850bp

650 bp

SOOCE e e i

400bp

‘1?0\1.
Vysvétlivky:
D
C 1 12 13 14 = 1_ Standart molekulové hmotnosti
2 — Testovany pMS81:Imr(A) 2 — Agel
5000 bp 3 — Testovany pMS81:Imr(A) 3 — Agel
e 4 — Testovany pMS81:Imr(A) 5 — Agel

3000bp 3000 bp

5 — Testovany pMS81:Imr(A) 2 — BamHI
6 — Testovany pMS81:Imr(A) 3 — BamHI
7 — Testovany pMS81:Imr(A) 5 — BamHI
8 — Testovany pMS81:Imr(B) 6 — EcoRI
9 — Testovany pMS81:Imr(B) 7 — EcoRI
10 — Testovany pMS81:Imr(B) 6 — Bglll
o 11 — Testovany pMS81:Imr(B) 7 — Bglll
;_‘_,,.:'.“fj_‘"?' - 12— Testovany pMS81:Imr(C)3
RN g 13 — Testovany pMS81:Imr(C)9
14 — Testovany pMS81:Imr(C) 10

1650bp

1000 bp

650 bp

Obrazek 26: DNA elektroforéza restrikéni analyzy komplementaénich plazmidd. A - Restrikéni analyza plazmida
pMS81:Imr(A); B - Restrikéni analyza plazmidt pMS81:/mr(B); C - Restrikéni analyza plazmidd pMS81:/mr(C) stépena
BamHlI; D - Restrikéni analyza plazmid( pMS81:/mr(C) stépena Pstl. Pro rozdéleni smési byl pouzit 1% agarosovy gel.
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Pro kazdy gen byl vybran jeden z ovétenych plazmida (pMS81:Imr(A) 5, pMS81l:Imr(B) 6,
pMS81:Imr(C) 10). Co se tyce orientace, vybrané konstrukty obsahuji geny vlozené ve vektoru ve stejné
orientaci. Konstrukty byly opétovné vneseny pomoci transformace tepelnym Sokem do Escherichia coli
XL1-Blue a nakultivovany v 100 ml LB media s hygromycinem (80 pg/ml) pro naslednou izolaci
plazmidi pomoci komeréné dostupného kitu NucleoBond®™ Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel). Diivodem
bylo ziskani vétsiho mnozstvi DNA pro uschovani a dalsi pouZiti.

Komplementa¢ni vektory pMS81:Imr(A) 5, pMS81:Imr(B) 6, pMS8L:Imr(C) 10 byly nasledné
vneseny do ptislusnych dele¢nich mutant Streptomyces lincolnensis pomoci mezidruhové konjugace (kap.
3.2.3.). Pro ovéfeni, zda samotné vélenéni prazdného vektoru pMS81 nezplsobuje zménu fenotypu, byl
do pfislusnych mutant konjugovan také samotny prazdny vektor. Takto byla ziskdna sada
komplementovanych dele¢nich mutant (Tab. 24). V pfipadé dvojitjch mutant byly mutanty
komplementovany vzdy jednim genem a vysledny fenotyp by mél byt srovnatelny s pfisluSnou

jednoduchou mutantou.

Tabulka 24: Seznam p¥ipravenych komplementovanych kment

Kmen Konjugovany plazmid Recipientni kmen
AA*+ A pMS81:Imr(A) 5 A A*
jAll, + pMS81 pMS81 JAll,
AB+B pMS81:Imr(B) 6 AB

A B + pMS81 pMS81 AB
AC+C pMS81:Imr(C) 10 AC

A C + pMS81 pMS81 AC
AAC+A pMS81:Imr(A) 5 A AC
AAC+C pMS81:Imr(C) 10 A AC
A AC + pMS81 pMS81 AAC
ABC+B pMS81:Imr(B) 6 ABC
ABC+C pMS81:Imr(C) 10 ABC
A BC + pMS81 pMS81 ABC
WT + pMS81 pMS81 WT
WT +C pMS81:Imr(C) 10 WT

4.3. Testovani ziskanych dele¢nich mutant Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 a jejich komplementovanych variant

U ziskanych dele¢nich mutant a jejich komplementaci byl zkouman vliv mutaci na produkci
linkomycinu a zménu rezistence k linkomycinu, klindamycinu a erytromycinu.
4.3.1. Testovani produkce linkomycinu

Orientacni testovani produkce linkomycinu u delecnich mutant a jejich komplementaci bylo

provedeno kultivaéné dle protokolu uvedeného v kapitole 3.2.8. pouzitim citlivého indikatorového kmene

70



Kocuria rhizophila CCM 552. Ptipravené agarové blocky mély primér 6 mm. Z naméfenych priméra
inhibi¢nich zoén, které jsou uvedeny v tabulce 25, lze usoudit, Ze delece genu Imr(B) negativné ovliviiuje
produkci antimikrobialnich latek. V ostatnich ptipadech sice doslo k zmenSeni zény, ale u kment stale
dochézelo k produkci bioaktivnich latek. Nevyhodou tohoto testu je, Ze nelze odlisit linkomycin od
jinych produkovanych antimikrobialnich latek. Je znamo, ze Streptomyces lincolnensis miize za urditych
podminek produkovat kromé linkomycinu i dal§i antimikrobialni latky, jako napf. pamamycin
(nepublikovana data nasi laboratofe). Proto jsme pro upiesnéni vysledkt testovali pfitomnost

linkomycinu v mediu chromatograficky pomoci UHPLC.

Tabulka 25: Inhibi¢ni zény

Inhibi¢ni zéna — pramér

Kmen [mm]
Komplementace

WT 26 X

AA* 16 nd

AB 8 12

AC 11 20

ABC 7 6!

Pozn. nd — nenamé&fena hodnota; ! Pro komplementace A BC + B i A BC + C byla naméfena

stejna zéna
Kultura pro produkeci linkomycinu byla zaockovana po vysporulovani testovanych kmentt WT, AA*,
AB, AC, ABC a jejich komplementaci na MS agaru, a déle kultivovana dle postupu uvedeného v kapitole
3.2.1.4. V ziskaném mediu Mgr. Zden¢k Kamenik, Ph.D. stanovil pomoci UHPLC produkci linkomycinu
A a linkomycinu B. Vtabulce 26 jsou uvedeny ziskané semikvantitativni vysledky vztazené k
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (WT). V piipadé kmene AA* bylo testovani produkce provedeno
ttikrat z divodu potvrzeni neocekavané produkce linkomycinu A i B. Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze
delece rezistenénich gent Imr(A) a Imr(C) vyrazné neovliviiuje produkci linkomycinu A. Vyjimkou jsou
mutanty genu Imr(B), u kterych byla produkce vyrazné sniZena a zlistavala nizka i po komplementaci
Imr(B) mutace. Ziskané vysledky jsou v souladu s namétenymi inhibi¢nimi zénami. Drobny rozdil
v piipad¢ deleci Imr(A) a Imr(C) lze ptisuzovat zméné kultivaénich podminek. V tomto piipadé v
porovnani tekutého a pevného media. Zbylé dele¢ni mutanty a jejich komplementace nebyly prozatim

testovany.
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Tabulka 26: Testovani produkce linkomycinu

Komplementace

Kmeny LINA LINB

LIN A LINB
WT ++ + +++ X X
AA* +++ ++ +++ ++
AB + - + -
AC +++ +++ +++ +++
ABC ++ - ++ -

Pozn. + + + srovnatelna hodnota produkce; + + niz§i hodnota produkce;
+ silné redukovana produkce; — nedetekovano.

4.3.2. Stanoveni citlivosti k linkosamidovym antibiotikiim

Z testovani citlivosti pfipravenych jednoduchych a dvojitych mutant a jejich komplementaci lze
ziskat informaci o ptispévku kazdého z genu k celkové hlading rezistence. Testovanymi antibiotiky byl
linkomycin (LIN), jeho semisynteticky derivat klindamycin (CLI) a makrolid erytromycin (ERY).

Pfiprava testovacich misek i inokula probihala dle kapitoly 3.2.9. Testovani bylo pro vétSinu kment
provedeno celkem Sestkrat. ProtoZe opakované dochédzelo u nékterych kment ke kolisani hodnot (Tab.
27) byly pro souhrnnou analyzu (Tab. 28) pouzity hodnoty MIC ziskané pouze b&€hem posledniho
testovani, kdy byly najednou otestovany vSechny pfipravené mutanty a jejich komplementované kmeny.
To umoznilo vzajemné porovnani vSech kment za stejnych podminek. Hodnoty MIC pro ERY se u

vétsiny testovanych kment vyrazné neliSily (MICgry = 32 - 64 ng/ml).

Tabulka 27: Interval namérenych hodnot MIC pro jednotlivé kmeny

MIC [pg/ml]

Kmen
LIN CLI ERY

WT + pIJl 16384 — 32768 64 — 256 64
jAll, + pMS81 8192 64 64
AA* 16 16 — 128 32-64
AA* + A 2048 — 8192 16 — 128 32-64
AB + pMS81 8192 8-16 32

AB +B 4096 — 8192 8-16 32

AC + pIJ* 8192 256 64
AC+C 8192 — 16384 256 — 1024 64
ABC + pMS81 4096 4 64
ABC +B 2048 — 4096 2-4 32-64
ABC+C 2048 — 4096 4-16 32
AAC + pMS81 16384 — >32768 512 64
AAC+ A >16384 — >32768 512 64
AAC +C 16384 — 32768 512 64

Pozn. ! Piiprava téchto kment je popséana v kapitole 4.4.2.
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Tabulka 28: Porovnani stanovenych MIC hodnot

MIC [pg/ml]

Kmen Plazmid Piitomné geny
LIN CLI ERY

WT + plJt plJ10257 Imr(A); Imr(B); Imr(C) 16384 64 64
jAll, + pMS81 pMS81 Imr(A); Imr(B); Imr(C) 8192 64 64
AA* - Imr(B); Imr(C) 16 16 32
AA* + A pMS81:Imr(A) 5 Imr(B); Imr(C); plmr(A)?> 2048 16 64
AB + pMS81 pMS81 Imr(A); Imr(C) 8192 16 32
AB +B pMS81:Imr(B) 6 Imr(A); Imr(C); pimr(B) 4096 16 32
AC + plJ* plJ10257 Imr(A); Imr(B) 8192 256 64
AC+C pMS81:Imr(C) 10 Imr(A); Imr(B); plmr(C) 16384 256 64
ABC + pMS81 pMS81 Imr(A) 4096 4 64
ABC + B pMS81:Imr(B) 6 Imr(A); plmr(B) 2048 4 64
ABC +C pMS81:Imr(C) 10 Imr(A); plmr(C) 2048 16 32
AAC + pMS81 pMS81 Imr(B) 16384 512 64
AAC + A pMS81:Imr(A) 5 Imr(B); plmr(A) >16384 512 64
AAC+C pMS81:Imr(C) 10 Imr(B); pImr(C) 16384 512 64

Pozn. * Priprava téchto kmeni je popsana v kapitole 4.4.2., 2 gen neseny uvedenym plazmidem

Pfi porovnani mutanty AA* (delece Imr(A)) a piislusné komplementace (kmeny jAllo + pMS81 a
AA*+ A v tabulce 28) lze vypozorovat uréité trendy. Delece Imr(A) méla za nasledek vyrazné snizeni
rezistence k linkomycinu, a to jak v porovnani s WT + plJ (z 16384 pg/ml na 16 pg/ml), tak i se svym
matefskym kmenem jAllg + pMS81(z 8192 pg/ml na 16 pg/ml). Nizs$i hodnoty MIC pro linkomycin
byly naméfeny konzistentné u vSech Sesti méfeni. Komplementace Imr(A) mutace plazmidem
pMS81:Imr(A) 5 zvysila rezistenci k linkomycinu av§ak hodnoty nedosahovaly hodnot matetského kmene
(2048 pg/ml). Rezistence ke klindamycinu se sice u mutanty AA* také snizila (z 64 na 16 pg/ml), ale
komplementaci nedoslo k jejimu zvyseni.

Dale jsme porovnavali mutantu AC+plJ (delece Imr(C)) a jeji komplementaci (AC+C v tabulce 28).
Delece genu Imr(C) méla za nasledek jen minimalni sniZeni rezistence k linkomycinu v porovnani s WT
+ plJ (ze 16384 na 8192 pg/ml). Komplementace vratila uroven rezistence k linkomycinu na Groveil
kmene WT + plJ s prazdnym plazmidem. Piekvapenim vSak bylo, Ze delece genu Imr(C) méla za
nasledek zvyseni rezistence ke klindamycinu (z 64 na 256 pg/ml). Vlozenim plazmidu pMS81:Imr(C) 10
vsak nedoslo k opétovnému snizeni rezistence na troven WT+plJ.

U mutanty s deletovanym genem Imr(B) (kmen AB + pMS81) doslo stejné jako v pifipadé delece
Imr(C) k mirnému sniZeni rezistence k linkomycinu (snizeni MIC z 16384 pg/ml na 8192 ug/ml) a ke
sniZeni rezistence ke klindamycinu (snizeni MIC z 64 pug/ml na 16 pg/ml). Av8ak plazmid pMS81:Imr(B)
6 ani jeden z pozorovanych fenotypti nekomplementoval (kmen AB + B v tabulce 28). Dokonce Vv piipadé
linkomycinu doslo naopak jesté k dalSimu snizeni rezistence (snizeni MIC z 8192 pg/ml na 4096 pg/ml).

U mutanty s dvojitou deleci gent Imr(B) a Imr(C) a komplementovanych kmenti jsme porovnavali
ziskané hodnoty MIC s pfislusnymi jednoduchymi mutanty (kmeny ABC + pMS81, AB + pMSS8I,
AC+plJ, ABC + B a ABC + C v tabulce 29). U kmene ABC s dvojitou deleci gend Imr(B) a Imr(C) Ize

pozorovat znané zvyseni citlivosti k obéma linkosamidim (snizeni MIC z 16384 pg/ml na 4096 pg/ml
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pro LIN a z 64 pg/ml na 4 ug/ml pro CLI). Plazmid pMS81:Imr(C) 10 komplementoval pouze rezistenci
ke klindamycinu (zvySeni MIC ze 4 na 16 ug/ml), citlivost k LIN se, podobné jako u komplementace
mutanty AB, je$té¢ o jedno fedéni zvysila. Komplementace ABC plazmidem pMS81:Imr(B) 6 byla
podobna jako v pfipadé komplementace jednoduché mutanty AB. Doslo tedy k dal§imu snizeni citlivosti
k linkomycinu a k Zadné zméné citlivosti ke klindamycinu.

U dvojité mutanty AAC + pMS81 (delece gend Imr(A) a Imr(C)) se nezménila citlivost
k linkomycinu, avsak piekvapivé doslo ke zvySeni MIC ke klindamycinu z 64 pg/ml na 512 pg/ml.
Komplementace této dvojité mutanty ani jednim plazminem (AAC + A a AAC + C) neovlivnila vysledny
rezistenéni fenotyp — hodnoty MIC pro LIN i CLI byly pro vSechny kmeny totozné s vyjimkou kmene
AAC + A, u kterého MIC pro linkomycin byla vy$$i, nez nejvyssi testovana koncentrace ( >16384 pg/ml).

4.4. Vliv konstitutivni exprese genu Imr(C) na trovei rezistence u
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 a Streptomyces coelicolor

Pfiprava konstruktu pro konstitutivni expresi genu Imr(C) méla nékolik opodstatnéni. Lze
predpokladat, ze z diivodu regulace exprese gent uvniti biosyntetickych genovych klastri bude také gen
Imr(C) s vlastnim promotorem exprimovan ve spojitosti s biosyntézou linkomycinu, nebo pfinejmensim
v piitomnosti induktoru. I kdyz tuto domnénku nemame experimentalné ovéfenou, plati to napf. pro
ole(B) ze Streptomyces antibioticus (Olano, C. et al., 1995). Nas zajimalo, jak se rezisten¢ni fenotyp
zméni, bude-li gen Imr(C) exprimovan nezavisle na expresi ostatnich gend z klastru. Komplementace
dele¢nich mutant konstrukty konstitutivné exprimujici ptislusné geny Imr(C), Imr(A) a Imr(B) by ¢aste¢né
mohla vyfesit problémy s neuspéSnou komplementaci nékterych mutant plazmidy exprimujicimi geny
z vlastnich promotord, u kterych nelze s jistotou fict, do jaké miry jsou funkéni mimo geneticky kontext
biosyntetického klastru. Navic lze stejné konstrukty vyuZzit pro pozorovani vlivu konstitutivni exprese
genii na zménu rezistence k linkomycinu, klindamycinu a erytromycinu u heterologniho hostitele
Streptomyces coelicolor M1154. Pro pfipravu konstruktd byl zvolen vektor plJ10257 obsahujici silny
konstitutivni promotor ermE*. Do dnes$ni doby se podafilo pripravit pouze vektor s vlozenym genem

Imr(C). Na zbylych dvou konstruktech se pracuje.

4.4.1. Priprava konstruktu pro konstitutivni expresi genu Imr(C)

Gen Imr(C) byl amplifikovan pomoci PCR (kap. 3.2.4.5.) s vyuzitim primerit LmrCRevPI1J10257 a
LmrCForP1J10257, jejichz sekvence jsou uvedeny v tabulce 7. Diky témto oligonukleotidim doslo
k amplifikaci genu spolu s restrikénimi misty pro inzerci genu do plazmidu pIJ10257 za ermE* promotor.
Restrikéni mista byla umisténa 4 nukleotidy od konct oligonukleotidid pro lepsi i€innost Stépeni. SloZeni
reakéni smési i podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.2.4.5. Jako templat byl vyuzit kosmid LK6
(740 ng/pl). Pro oddéleni PCR produktu od templatu byla vyuzita DNA elektroforéza (Obr. 27),
nasledovana ptecisténim vyfiznutého fragmentu o velikosti 1670 bp (kap. 3.2.4.2.). Koncentrace

precisténého PCR produktu byla stanovena pomoci DS-11 spektrofotometru (DeNovix).
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Obrazek 27: DNA elektroforéza PCR amplifikace genu Imr(C) pfed jeho vyfiznutim

Pro linearizaci plazmidu plJ10257 i opracovani konci PCR produktu byly zvoleny stejné restrikéni
endonukleasy. Nejdiive byl pouzit enzym Ndel, ktery byl nasledné tepelné inaktivovan (kap. 3.2.4.6).
Linearizovany plazmid byl vyfiznut z agarosového gelu, pro oddéleni linearizované formy od cirkularni, a
precistén (kap. 3.2.4.2.). Nasledovalo §tépeni pomoci HindIIl - HF a inaktivace enzymu (kap. 3.2.4.6).
Inzert i plazmid byly opét po vyfiznuti z gelu precistény. V ziskanych vzorcich byla spektrofotometrem
DS-11 (DeNovix) zméfena koncentrace DNA. Liga¢ni smés pro vloZeni genu Imr(C) do vektoru
plJ10257 byla ptipravena dle kapitoly 3.2.4.9. s vyuzitim T4 DNA ligasy (NEB). Jako negativni kontrola
byla pouzita reakce, ve které bylo misto inzertu pfidané adekvatni mnozstvi sterilni destilované vody.
Samotna reakce probihala 16 hodin pfi teploté¢ 16 °C. Nasledné byla ligaéni smés natransformovana
tepelnym Sokem (kap. 3.2.2.2.) do kompetentnich bunék Escherichia coli XL-1 Blue. Selekce
transformantti probihala ptes noc pii 37 °C na LB agaru s hygromycinem (100 pg/ml). Ze ziskanych
kolonii bylo vybrano pét, ze kterych byla vyizolovana plazmidova DNA a pomoci restrikéni analyzy
ovéfeno, zda ziskané plazmidy obsahuji vloZzeny gen Imr(C). Piedpokladané velikosti fragmentd jsou
uvedeny v tabulce 29 a samotny vysledek restrik¢éni analyzy na obrazku 28. I kdyz testované plazmidy
nejsou, jak je patrno na obrazku, zcela rozstépeny, lze predpokladat, ze vSechny testované vektory nesou
vlozeny gen Imr(C). Ztéchto ovéfenych plazmidd byly vybrany dva (plJ10257:Imr(C) 1,
plJ10257:Imr(C) 5), které byly odeslany na sekvenaci pro ovéfeni, Ze pfi amplifikaci genu Imr(C) pomoci
PCR nedoslo k mutacim, které by mohly ovliviiovat jeho funkci. Sekvence pouzitych sekvenacnich
primert jsou uvedeny v tabulce 7. Spravnost sekvence byla analyzovana v poéitatovém programu CLC
Main Workbench 6.8.1.

Ovéfené plazmidy plJ10257:Imr(C) 1, plJ10257:Imr(C) 5 byly pro dalsi pouziti namnoZeny vyuZitim
komeréné dostupného kitu NucleoBond® Xtra Midi/Maxi (Macherey-Nagel). Takto jsme ziskali zasobni
roztoky sekvenaéné a restrikéné ovétenych plazmidd, nesouci nemutovany gen Imr(C) o vyssi

koncentraci DNA. Dale byl vyuZivan plazmid plJ10257:Imr(C) 5.

75



Tabulka 29: Oéekavané velikosti restrikénich fragmentt konstruktu p1J10275:/mr(C)

Ocekavané velikosti fragmenti

Konstrukty Restrikéni endonukleasa [bp]
pl1J10257:Imr(C) Xbal 2968; 5319
p1J10257 Xbal 1361; 5319
1 2 3 4 5 6 7
—
r 3 ﬂ . Vysvétlivky:
£ =2
5kb | &8 : ;
e . 1 — Standart molekulové hmotnosti
O e 2 — Testovany plJ10257:Imr (C) 1
165Kb M. 3 — Testovany plJ10257:Imr (C) 2

4 — Testovany plJ10257:Imr (C) 3
1kb oo : 5 — Testovany plJ10257:Imr (C) 4
6 — Testovany plJ10257:Imr (C) 5
7 — Negativni kontrola plJ10257

Pro rozdé€leni reakéni smési byl pouzit 1% agarosovy gel.

Obrazek 28: Restrik¢ni analyza - enzym Xbal

4.4.2. Stanoveni citlivosti k linkosamidovym antibiotikiim u mutant
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 pri konstitutivni expresi
Imr(C)

Piipraveny konstrukt pro konstitutivni expresi genu Imr(C) (plJ10257:Imr(C) 5) a prazdny vektor
plJ10257 byly pomoci mezidruhové konjugace (kapitola 3.2.3.) vneseny do pfipravenych delecnich
mutant a divokého kmene (Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 (WT)). Seznam kment je uveden
v tabulce 30.

Tabulka 30: Seznam pfipravenych kment

Oznacdeni Komplementaéni plazmid Matersky kmen
AC + CplJ plJ10257:1mr(C) 5 AC

AC +plJ plJ10257 AC

AAC +CplJ p1J10257:Imr(C) 5 A AC

AAC +plJ plJ10257 A AC

ABC + CplJ plJ10257:1mr(C) 5 ABC

WT + CplJ plJ10257:Imr(C) 5 WT

WT + plJ p1J10257 WT
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Testovani citlivosti probihalo opét dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.9. Uvedené hodnoty MIC
(Tab. 31) jsou ze stejného méfeni, jako vysledky uvedené v piedchozi kapitole. Pro kmeny AC + plJ, AC
+ CplJ a ABC + plJ se jedna o jedno stanoveni hodnot MIC. V piipad¢ kmeni AAC + CplJ, AAC + plJ
byla provedena dv¢ nezdvisla méteni.

Konstitutivni exprese genu Imr(C) méla téméf ve vSech ptipadech za nasledek zvyseni rezistence ke
CLI. Vyjimkou je konstitutivni exprese Imr(C) v divokém kmeni (WT + CplJ), kdy naopak doslo ke
snizeni rezistence jak k linkomycinu (z 16384 pg/ml na 8192 pg/ml), tak i ke klindamycinu a
erytromycinu (z 64 pg/ml na 32 pg/ml). Druhou vyjimkou je dvojita mutanta AAC, u které konstitutivni
exprese Imr(C) neméla zadny vliv na trovei rezistence. Naopak nejvyrazngji ovlivnila konstitutivni
exprese Imr(C) rezistenci ve dvojit¢é mutanté ABC (ABC + CplJ). V tomto piipadé doslo k zvyseni
rezistence pro oba linkosamidy, pfi¢emz vysledny kmen mé velmi podobné citlivosti, jako jednoducha
dele¢ni mutanta s prazdnym plazmidem AB + pMS81 (tabulky 28 a 31). V tomto ptipadé tedy doslo
k tspésné komplementaci pro oba linkosamidy na rozdil od komplementace plazmidem pMS81:Imr(C)

10.

Tabulka 31: Stanovené MIC pro konstitutivni produkci genu Imr(C)

MIC [pg/ml]

Kmen Plazmid Piitomné geny
LIN CLI ERY

WT+plJ plJ10257 Imr(A); Imr(B); Imr(C) 16384 64 64
WT + CplJ plJ10257:Imr(C) 5 :JTr;(r/?gé)'lmr(B); IR 8192 2 3R
AC + plJ plJ10257 Imr(A); Imr(B) 16384 256 64
AC + CplJ plJ10257:Imr(C) 5 Imr(A); Imr(B); plmr(C) 16384 512 64
AAC +plJ plJ10257 Imr(B) 16384 512 64
AAC + CplJ p1J10257:Imr(C) 5 Imr(B); pimr(C) 16384 512 64
ABC +pMS81  pMS81 Imr(A) 4096 4 64
ABC + CplJ plJ10257:Imr(C) 5 Imr(A); plmr(C) 8192 32 64

Pozn. * gen neseny uvedenym plazminem

4.4.3. Exprese genu Imr(C) v Streptomyces coelicolor M1154

Pro zjisténi vlivu genu Imr(C) na troven rezistence v heterolognim hostiteli byl konstrukt
plJ10257:Imr(C) 5 vnesen pomoci mezidruhové konjugace (kap. 3.2.3.) do Streptomyces coelicolor
M1154. Takto ziskany kmen byl oznacen jako Streptomyces coelicolor + CplJ10257. Vyhodou kmene
Streptomyces coelicolor M1154 oproti matetskému kmeni Streptomyces coelicolor M 145 je jeho nizka
rezistence vii¢i antibiotiktim (Tab. 33). Exprese genu Imr(C) v heterolognim hostiteli umozZiiuje sledovani
rezistenéniho fenotypu udileného samotnym Imr(C) bez vlivu ostatnich gent biosyntetického klastru.
Kmen Streptomyces coelicolor + CplJ10257 by nam mohl, alespoii Caste¢né suplovat prozatim
neziskanou dele¢ni mutantu AAB, ve které je piitomen pouze gen Imr(C). Dalsi vyhodou je, Ze

Streptomyces coelicolor M1154 neprodukuje linkomycin, ktery pravdépodobné interferuje s méfenim.
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Abychom overili, ze pfipadny pozorovany fenotyp nezpusobuje konstrukt jen svym vlozenim do
chromozomu recipientniho kmene, byl do Streptomyces coelicolor M1154 konjugovan také prazdny
vektor plJ10257. Ziskany kmen byl oznaden jako Streptomyces coelicolor + plJ10257.

Pro potvrzeni transkonjugant byly vybrané kolonie pfeockovany na Cerstvy MS agar s hygromycinem
(40 pg/ml). Po nasledné inkubaci pii 30 °C po dobu 5 dnti byly z narostlych kolonii zao¢kovany nové
misky pro pfipravu zasobnich spor. MS agar opét obsahoval selekéni antibiotikum. Sporulace u
Streptomyces coelicolor M1154 je sice oproti divokému kmeni Streptomyces coelicor M145 opozdéna,
ale i tak bylo mozné opticky, diky produkci $edého sporového pigmentu uréit, kdy ke sporulaci doslo. Ze
zaoCkovanych misek s transkonjuganty se ovSem zasobni spory pfipravit nepodafilo, nebot’ ani po 10
dnech nedoslo k produkci sporulacniho pigmentu, diky kterému by bylo mozné rozpoznat sporulaci.
Suspenze spor nebyla ziskdna ani opakovanim kultivace. Problém se ziskanim spor téchto kmenti byl
pfechodné vyfeSen tim, Ze namisto spor bylo pomoci vysterilizované klicky sklizeno vzdusné mycelium,
které bylo uchovavano v 2x YT mediu obsahujici 20% glycerol.

Fakt, ze se nepodafilo ziskat spory Streptomyces coelicolor M1154 nesouci plazmid plJ10257 a to
bud’ prazdny, nebo obsahujici gen Imr(C), znemoznovalo stanoveni MIC stejnym zpusobem jako u
Streptomyces lincolnensis, tedy o¢kovanim sporové suspenze. Pro ovéfeni, ze testované kmeny opravdu
nesporuluji, bylo vyuzito mikroskopické inspekce rustu mycelia na agaru. Pfiprava vzorki probihala dle
kapitoly 3.2.7. Snimky mycelia (Obr. 29) byly potizeny RNDr. Janem Svobodou, Ph.D. na mikroskopu
Olympus FV1000 TIRF v MBU AV CR, v. v. i. Snimky byly pofizeny paty den riistu a je na nich patrné,
ze ke sporulaci dochézi u vSech testovanych kmenti. Dokonce spory na MS agaru jiz po péti dnech
vykazovaly i opticky slabé Sedivou barvu indikujici sporulaci. Pravdépodobnym ddvodem, ktery
zapficinil problém se sporulaci, byla pfitomnost selekéniho antibiotika hygromycinu v miskach pouzitych

pro pripravu zasobnich spor, nebot pfi pripraveé vzorkl pro mikroskopovani nebyl do agaru pfidan.
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Streptomyces coelicolor M1154 Streptomyces coelicolor + plJ10257

Streptomyces coelicolor + CplJ10257

Obrazek 29: Mikroskopické snimky kmenUStreptomyces coelicolor — Oranzové Sipky ukazuji na fetizky spor. Snimky
byly pofizeny pfi zvétseni 200x. V levém dolnim rohu je uvedeno pomocné méfitko.

Kwvili pocatecnim problémim se sporulaci jsme z casovych divodu provedli stanoveni citlivosti
testovanych kmenii zaoCkovanim spor smytych ptimo z Cerstvé vysporulované misky. Ziskané vysledky
jsou uvedeny v tabulce 32. Postup stanoveni MIC byl stejny jako u Streptomyces lincolnensis a probihal
podle kapitoly 3.2.9.

Konstitutivni exprese genu Imr(C) v Streptomyces coelicolor M1154 méla za nasledek zvyseni
rezistence k ob&éma linkosamidim (Tab. 32). Pro porovnani byl také otestovan divoky kmen Streptomyces
coelicolor M145, ze kterého byl piipraven kmen M1154. Jak je patrné z tabulky 32, M1154 vykazuje

vyrazné sniZeni rezistence oproti M145.
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Tabulka 32: Stanoveni MIC u Streptomyces coelicolor

MIC [pg/ml]

Kmen Plazmid

LIN CLlI ERY
Streptomyces coelicolor M145 - 16 32 32
Streptomyces coelicolor M1154 - <8 <2 16
Streptomyces coelicolor + plJ10257 plJ10257 <8 <2 16
Streptomyces coelicolor + CplJ10257 plJ10257:Imr(C) 5 32 32 16

4.5. Urceni lokalizace proteinu Lmr(C) pomoci imunodetekce

Mechanismus, kterym proteiny patiici do podrodiny ARE proteinti udileji rezistenci k antibiotikiim,
je prozatim neznamy. Jednim z faktors, ktery naznacduje, Ze by se proteiny mohly ucastnit transportu, je
fakt, ze proteiny Ole(B) (Olano, C. et al., 1995), Vga(A) (Chesneau, O. et al., 2005) a Msr(A) (Vimberg
V., nepublikovana data) jsou asociované s membranou. Proto nas zajimalo, jaka je buné¢na lokalizace
proteinu Lmr(C).

Pfipravili jsme konstrukt exprimujici fuzni protein Lmr(C) s histidinovou kotvou na jeho C konci
(Lmr(C) - 6His), ktera je tvofena Sesti za sebou jdoucimi histidiny. Histidinova kotva umoziuje detekci
proteinu pouzitim komeréné dostupnych anti-6His protilatek specifickych pro histidinovou kotvu. Pro
vneseni genu do Streptomyces lincolnensis jsme zvolili plazmid plJ10257, kvili jeho konstitutivnimu
promotoru ermE*. Pro potvrzeni, Ze ptfidana kotva neovliviiuje funkci proteinu, jsme porovnali citlivost
Streptomyces lincolnensis nesouci plazmid pIJ10257:Imr(C) 5 s jeho variantou obsahujici histidinovou

kotvu.

4.5.1. Priprava konstruktu pro konstitutivni expresi proteinu Lmr(C)
znaceného histidinovou kotvou

Pfiprava plazmidu pIlJ10257 s vlozenym genem Imr(C), ke kterému byla pfidana histidinova kotva, je
identicka s vySe popsanym postupem k ziskani jeho nehistagované varianty (kapitola 4.4.1). Gen Imr(C)
byl vtomto ptipadé amplifikovan pomoci PCR s vyuzitim primeru LmrCRevPIJ10257 a primeru
LmrCForP1J10257HisTag, pomoci kterého doslo k umisténi histidinové kotvy pied stop kodon. Sekvence
pouzitych oligonukleotidl jsou uvedeny v tabulce 7. Vznikly PCR produkt byl dlouhy 1688 bp (Obr. 30)
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Vysvétlivky:

1 — Standart molekulové hmotnosti
2 - LK6

165 kb 3 — PCR amplifikace genu Imr(C) s ptidanou histidinovou kotvou

1kb
Pro rozd¢leni reakéni smési byl pouzit 1% agarosovy gel.

Obrazek 30: DNA elektroforéza pred vyfiznutim genu Imr(C) 6His

Pomoci restrikéni analyzy bylo ovéfeno, zda vyizolované plazmidy obsahuji vlozeny gen Imr(C).
Piedpokladané velikosti fragmentd jsou uvedeny v tabulce 33 a samotny vysledek restrikéni analyzy na
obrazku 31. Ze Ctyf testovanych plazmidd byly potvrzeny jen dva, plJ10257:Imr (C) His 1 a 5. Ty byly
dale poslany na sekvenaci pro ovéfeni, Ze pii amplifikaci genu Imr(C) nedos$lo k zadné mutaci a ze gen
opravdu obsahuje histidinovou kotvu. Sekvence pouzitych oligonukleotidd jsou uvedeny v tabulce 8.
Spravnost sekvence byla analyzovana pomoci poéitacového programu CLC Main Workbench 6.8.1.

Takto byly celkem ziskany dva restrik¢né a sekvena¢né ovéfené plazmidy nesouci gen Imr(C)
obsahujici histidinovou kotvu (plJ10257:Imr (C) His 1 a 5). K dal§im experimentim byl vyuzivan
plazmid pl1J10257:Imr (C) His 1.

Tabulka 33: Ocekavané vysledky restrikéni analyzy

Ocekavané velikosti fragmenti

Konstrukty Restrikéni endonukleasa [bp]
plJ10257:Imr(C) His Xbal 2986; 5319
plJ10257 Xbal 1361; 5319
plJ10257: Imr(C) His Pstl 670; 686; 806; 5874
plJ10257 Pstl 806; 5874
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3kb v — -
1,65kh . - Vysvétlivky:
1kb
1 — Standart molekulové hmotnosti
2 — Testovany plJ10257:Imr (C) His 1
3 — Testovany plJ10257:Imr (C) His 3
4 — Testovany pIJ10257:Imr (C) His 4
5 — Testovany plJ10257:Imr (C) His 5
] 2 3 4 5 6 6 — Negativni kontrola plJ10257
B L e s Y Pro rozdéleni reakéni smési byl pouzit 1% agarosovy gel.
850 bp
650 bp .

Obrazek 31: Restrikéni analyza pro ovéfeni ligace genu Imr(C). A - Restrikce testovanych konstrukt(
enzymem Xbal; B - Restrikce testovanych konstruktd enzymem Pstl.

4.5.2. Western blot a imunodetekce proteinu Lmr(C) — 6His

4.5.2.1. Priprava a ovéreni testovanych kmeni

Pfipraveny plazmid plJ10257:Imr(C) His 1 byl nejprve pomoci elektroporace vnesen do bunék
Eschrichia coli ET12567/pUZ8002. Transformanty byly selektovany na LB agaru s hygromycinem (100
pg/ml) pii 37 °C pies noc. Nasledné byl gen vnesen pomoci mezidruhové konjugace (kap. 3.2.3.) do
divokého kmene Streptomyces lincolnensis a dele¢ni mutanty AC. Selekce probihala na MS agaru
obsahujici hygromycin (40 pg/ml) a nalidixovou kyselinu (25 pg/ml) pii teploté 30 °C po dobu 5 dnt.. Po
ovefeni rezistence k hygromycinu pomoci pfecarkovani nékolika kolonii byly vybrany dvé, ze kterych
byly pfipraveny zasobni suspenze spor, které¢ byly vyuzivany v dalsi praci. Seznam pfipravenych kmena

je uveden v tabulce 34.

Tabulka 34: Seznam pfipravenych kment

Oznadeni Komplementaéni plazmid Matefsky kmen
AC + CplJ His pl1J10257:Imr(C) 1 His AC
WT + CplJ His plJ10257:Imr(C) 1 His WT

Pro ovéfeni, ze histidinovd kotva zavaznéji neovliviluje funkci proteinu Lmr(C), byly porovnany

hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci antibiotik u kmene AC + CplJ His s fiznim proteinem a u
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AC + CplJ (Tab. 35). Zna¢eny protein Lmr(C) — 6His udili nizs$i hladinu rezistence ke vSem tfem
testovanym antibiotiklim, ale jedna se 0 pokles jen o jedno fedéni, coz muze byt zplsobeno pouze
nepiesnosti méfeni. Pro otestovani funkénosti proteinu Lmr(C) — 6His v porovnani s Lmr(C) jsme
nevybrali vhodného hostitele, nebot” AC + CplJ nema vyrazny fenotyp v porovnani k AC + plJ. Z tohoto
divodu je t€zké posoudit, zda ma histidinova kotva vliv na funkci proteinu Lmr(C). I pies to jsme se
rozhodli urcit jeho bunécnou lokalizaci s tim, ze testovani provedeme dodatecné, a to ve Streptomyces

coelicolor M1154.

Tabulka 35: Stanovené minimalni inhibi¢ni koncentrace pro znaceny protein Lmr(C)

MIC [pg/ml]

Oznadeni Plazmid VloZeny gen

LIN CLI ERY
AC +plJ plJ10257 - 16384 256 64
AC + CplJ plJ10257:1mr(C) 5 Imr(C) 16384 512 64
AC + CplJ His plJ10257:Imr (C) His 1 Imr(C) His 8192 256 32

4.5.2.2. Urceni lokalizace proteinu Lmr(C)

Zda je znaceny protein Lmr(C) - 6His asociovany s membranou, bylo testovano prokazanim jeho
ptitomnosti v bunéénych frakcich separovanych centrifugaci. Fuzni protein Lmr(C) - 6His byl detekovan
pomoci dvoukrokové imunodetekce s pouzitim Anti-His protilatky (kap 3.2.6.4.). Pro testovani byly
vyuzity zasobni spory (WT + plJ a WT + CplJ His), které byly vystaveny 50 °C po dobu 10 minut kviili
indukci kliceni a pfeneseny do 50 ml YEME produkéniho, kde rostly pti 30 °C, 220 RPM. Po 24
hodinach byla narostla bunécna suspenze rozdélena po 15 ml pro pfipravu vzorkid urcenych k analyze
(kap. 3.2.6.1.). Kmen WT + plJ byl vyuzit jako kontrola. Velikost proteinu Lmr(C) s histidinovou kotvou
byla stanovena pomoci programu CLC Main Workbench 6.8.1. na 60,38 kDa. Na PVDF membrané byl
protein nasledné detekovan o predpokladané velikosti (Obr. 32). Pfes nizsi kvalitu obrazku 32 je vidét, ze
protein se Vv nejvétsim mnoZstvi nachdzi v cytosolické frakci. Slabsi signal se naléza také ve frakci
membranové. V negativni kontrole byl detekovan signal, ale o jiné velikosti (cca 48 kDa) nez protein
Lmr(C), ktery se navic naléza také v testovaném vzorku. V tomto piipad¢ se pravdépodobné jednad o

nespecificky navazanou protilatku.

I T ) | M | C ) 3 Vysvétlivky:
.:%r- /5 kDa T — celkovy bunécny lyzat

2 M — membrénova frakce
R 63 kDa C — cytosolicka frakce
4 1-WT +plJ
48kDa  2-WT+CpliHis
o ) 3 — Standart molekulové hmotnosti

254 e

Obrazek 32: Lokalizace proteinu Lmr(C) ve Streptomyces lincolnensis - imunoblot
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5. Diskuze

V lékaiské praxi pusobi velké problémy bakterialni kmeny nesouci ve své genetické vybavé
rezistenéni geny, které zpuisobuji, Ze antibiotickd 1é¢ba selze. ARE proteiny se mimo producentl
antibiotik vyskytuji také u problematickych lidskych patogent jakym je napi. Staphylococcus aureus.
Proto je diilezité objasnit mechanismus, kterym udileji rezistenci, a co nejlépe je charakterizovat. Nejlépe
popsanymi zastupci této rodiny jsou proteiny Vga(A) a Msr(A) udilejici rezistenci u zastupci rodu
Staphylococcus. Protein Lmr(C) neni zatim sice pfili§ dobife charakterizovan, ale jeho studium by mohlo
prispét k objasnéni funkce celé rodiny ARE proteind.

Rezistence udilend genem Imr(C) byla zkoumana u heterolognich hostitelti Streptomyces lividans
TK23 (Peschke, U. et al., 1995) a Lactococcus lactis (Dorrian, J. M. et al., 2011). Ani jeden z vyse
uvedenych mikroorganismti neni idealnim hostitelem umoziujicim pozorovat rezistenéni fenotyp
v geneticky piibuzném a zaroven citlivém hostiteli. V této diplomové praci jsme za heterologniho
hostitele vybrali kmen Streptomyces coelicolor M1154, jenz byl piipraven z divokého kmene
Streptomyces coelicolor M145 deleci ¢ty biosyntetickych genovych klastrii a inaktivaci gent rpoB a
rpsL. Ugelem téchto modifikaci bylo p¥ipravit tzv. super hostitele pro heterologni produkci sekundarnich
metaboliti (Gomez-Escribano J. P. et al., 2011). V této diplomové praci jsme zjistili, Ze citlivost
k antibiotikiim u Streptomyces coelicolor M1154 je vyrazné sniZena v porovnani s divokym kmenem
Streptomyces coelicolor M 145, coz jej ¢ini idealnim kmenem nejen pro vkladani biosyntetickych klastri,
ale i pro studium fenotypu rezisten¢nich genti. Vneseni genu Imr(C) do Streptomyces coelicolor M1154
vedlo ke zvyseni rezistence k linkomycinu z ptivodnich < 8 pg/ml na 32 pg/ml (nejméné 8 krat). To je
v souladu se zvySenim rezistence k linkomycinu u Streptomyces lividans TK23 (z 63 pg/ml na 500
pg/ml) (Peschke, U. et al., 1995). V ptipad¢ klindamycinu doslo k zvySeni rezistence z < 2 ug/ml na 32
ug/ml (nejméné 32 krat). U Lactococcus lactis nebyla citlivost k linkosamidiim testovana. Testovana byla
pouze citlivost k makrolidovému antibiotiku tylosinu, ktera se vlivem exprese Imr(C) sniZila trojnasobné
(Dorrian, J. M. et al., 2011). My jsme vSak zadné zvySeni rezistence k makrolidim (erytromycinu) u
kmene Streptomyces coelicolor + CplJ10257 nezaznamenali. Vyhodou exprese Imr(C) v citlivych
heterolognich hostitelich je, ze nabizi moznost sledovat rezisten¢ni fenotyp nezavisle na ptitomnosti
ostatnich rezisten¢nich gend. Timto pfistupem vSak nelze postihnout slozitost vzajemnych vztaht
regulace a vzijemného sladéni exprese rezistenénich gent s biosyntetickymi v ramci celého
biosyntetického genového klastru.

Studium funkce Imr(C) v Streptomyces lincolnensis zahrnuje piedevS§im porovnavani fenotypu
deleénich mutant v rezistenénich genech Imr(A), Imr(B) a Imr(C). Jak jiz bylo uvedeno, doposud nebyly
pfipraveny vSechny planované delecni mutanty tak, aby bylo mozno porovnat fenotyp vSech vzajemnych
kombinaci dvojitych mutant a také mutantu trojitou. To trochu komplikuje interpretaci nami ziskanych
vysledkd. Zejména dvojita mutanta AAB by umoznila pozorovat rezistenéni fenotyp udileny Imr(C) ve
svém piirozeném hostiteli. I pies to lze vypozorovat nékteré trendy.

Delece genu Imr(A) vedla k vyraznému snizeni rezistence jak k linkomycinu (z 16384 pg/ml na
pouhych 16 pg/ml), tak ke klindamycinu (z 64 pg/ml na 16 pg/ml). Komplementace vsak vedla
ke zvySeni rezistence jen k linkomycinu. Jaky je celkovy piispévék genu Imr(A) u Streptomyces

lincolnensis je nejlépe pozorovatelné u dvojité mutanty ABC, kde zustava aktivni pouze gen Imr(A).
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Tento kmen je stale jesté vyrazné rezistentni k linkomycinu, ale citlivy ke klindamycinu. Zhang Hui-Zhan
a jeho kolegové (1992) ve své publikaci udavaji, ze gen Imr(A) udili u Streptomyces lividans TK23
rezistenci pouze k linkomycinu, nikoli v8ak ke klindamycinu nebo celesticetinu, coz je v souladu s naSimi
vysledky. Lmr(A) patii mezi MFS transportery a jeho hlavni ulohou je pravdépodobné transport
nasyntetizovaného linkomycinu ven z bunky. Z naSeho pozorovani i z literatury je tedy patrné, ze Lmr(A)
je vysoce specificky pouze pro linkomycin.

V ptipad¢ genu Imr(B) vede jeho delece k snizeni rezistence ke klindamycinu &tyfikrat a
k linkomycinu pouze dvakrat, coZ pravdépodobné odrazi fakt, Ze v této mutanté jsou stale pfitomny geny
Imr(A) udilejici rezistenci k linkomycinu a Imr(C) s pravdépodobnou specificitou i ke klindamycinu. Opét
diky dvojité mutanté AAC bylo mozné zjistit jaky je podil Imr(B) na celkové rezistenci divokého kmene.
Velkym piekvapenim pro nas bylo, kdyz jsme zjistili, Ze rezistence ke klindamycinu se u této mutanty
zvysila osmkrat v porovnani s divokym kmenem. Toto pozorovani je v rozporu s publikovanymi daty.
Exprese genu Imr(B) ve Streptomyces lividans TK23 zvySovala stejné jako v piipadé Imr(A) rezistenci
pouze k linkomycinu (Zhang, H.-Z. et al., 1992). Streptomyces lividans TK23 v8ak nebyl plné citlivy
K testovanym antibiotikiim (MIC¢, = 64 pg/ml), a tak je mozné, Ze pfipadné zvySeni rezistence vloZzenim
genu Imr(B) bylo maskovano piitomnosti jinych rezistenénich mechanismi. Je v8ak potfeba také zminit,
ze ani jeden z vlozenych komplementacnich plasmidi nesnizoval rezistenci ke klindamycinu na uroven
pfislusné mutanty, takze pozorovany fenotyp nemize byt pln¢ potvrzen. Lmr(B) je 23S rRNA
monometyltransferasa, u které se predpoklada, ze metylaci snizuje afinitu antibiotik k ribozomu. Na
rozdil od dimetyltransferas, monometyltransferasy udileji vysokou hladinu rezistence k linkosamidim a
pouze nizkou nebo stiedni rezistenci k makrolidim a streptograminim B coZz odpovida nasemu
pozorovani (Madsen, Ch. T. et al., 2005).

Proto, abychom mohli ur¢it jaky je podil Imr(C) na celkové rezistenci divokého kmene
Streptomyces lincolnensis, je nutné pfipravit dvojitou mutantu AAB a také mutantu trojitou (AABC).
Diky expresi Imr(C) v citlivém kmeni Streptomyces coelicolor M1154 vime, ze Imr(C) nejméné osmkrat
zvysuje rezistenci k linkomycinu a nejméné tticetdvakrat rezistenci ke klindamycinu. Hodnoty MIC jsou
vSak vyrazn€ niz§i v porovnani s hodnotami MIC naméfenymi u Streptomyces lincolnensis (Tab. 28),
takze nelze s jistotou odvodit, jaka bude citlivost AAB. V publikaci (Xu, J.-J. et al., 2014) bylo popsano,
7e delece genu Imr(C) ma za nasledek dvojnasobné snizeni rezistence k linkomycinu u
vysokoprodukéniho kmene Streptomyces lincolnensis LC-G. Delece Imr(C) v Streptomyces lincolnensis
ATCC 25466 méla minimalni vliv na rezistenci k linkomycinu, av§ak v piipadé klindamycinu doslo
ke zvySeni rezistence stejné, jak Vv piipadé dvojité AAC mutanty (Obr. 33). Z divodu nefunkéni
komplementace nelze pozorovany rezistentni fenotyp, stejné jako v ptipadé AAC, s uréitosti potvrdit.
Vysvétlenim pro tato zvlastni pozorovani zvysené rezistence ke klindamycinu u Imr(C) dele¢nich mutant
AC a AAC mtze byt to, ze protein Lmr(C) ma negativni vliv na uroven rezistence udilené Lmr(B). To
mize byt ze dvou diivodid. Jednak mechanismus rezistence udilené Lmr(C) mize interferovat s rezistenci
zpisobenou metylaci 23S rRNA. To by nasvédCovalo tomu, ze Lmr(C) spis funguje na ribozomu, nez
jako transportér. Druhou moznosti je, ze Lmr(C) by mohl slouzit jako translacni regulator syntézy

Lmr(B). Cemuz nasvédéuje podobnost ARE proteinti s translaénim reguldtorem EttA.
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P#i porovnani rezistence u dvojité mutanty ABC, kde zastava aktivni pouze gen Imr(A), s mutantou
AB (aktivni jsou geny Imr(A) a Imr(C)) Ize pozorovat opaény efekt delece Imr(C), neZ v piipadé dvojité
AAC mutanty (Obr. 33). Tedy dochazi ke zvySeni rezistence ke klindamycinu. Pro jiny ARE protein,
Msr(D), bylo demonstrovdno, ze pozitivn¢ ovlivituje funkci makrolidového rezistenéniho proteinu
Mef(E) tim, ze zvySuje uroven rezistence a rozsifuje jeho substratovou specificitu pro makrolidy (Nunez-
Samudio, V. et al., 2013). Mef(E) patii, stejné jako protein Lmr(A), mezi MFS transportéry. Je tedy
otazkou, zda pfitomnost Lmr(C) rozsifuje substratovou specifitu Lmr(A). Pro posouzeni této hypotézy je
nutné bud’ ptipravit dvojitou AAB mutantu, nebo Imr(A) exprimovat v citlivém heterolognim hostiteli

spolu s Imr(C).
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Obrazek 33: Porovnani hodnot MIC pripravenych dele¢nich mutant Streptomyces lincolnensis ATCC
25466. A — MIC pro linkomycin; B — MIC pro klindamycin; u kazdé dele¢ni mutanty jsou uvedeny
pfitomné rezistencni geny.

Zda se tedy, Ze mezi vSemi tfemi geny jsou jak pozitivni (ABC vs. AB), tak negativni (AAC vs. AA¥*)
vlivy a kombinace vSech tii pravdépodobné drzi rezistenci na vyhodné Grovni. V zavislosti na tomto
pozorovani jsme objevili nékolik odkazi, na moznou souvislost genu Imr(C) s urovni genové exprese. Ve
spojitosti s heterologni expresi genu Imr(C) u Lacotcoccus lactis dochazi k aktivaci stresové odpovédi,
kterd se projevuje zvySenou expresi chaperond (DnaK, GroES, ClpP a ClpB). Toto pozorovani bylo
interpretovano jako pii¢ina rezistence k tylosinu (Dorrian, J. M. et al., 2011). V jiné publikaci (Xu, J.-J. et
al., 2014) byl testovan vliv delece genu Imr(C) na uroven exprese biosyntetickych gentt ImbA a ImbR a

regula¢niho genu ImbU u vysokoprodukéniho kmene Streptomyces lincolnensis LG-C. U genii ImbA a
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ImbR bylo pozorovano snizeni transkripce. V ptipadé¢ genu ImbU k zadné zméné nedoslo. Obé& tato
pozorovani mizou byt disledkem toho, Zze Lmr(C) potencialné ptisobici na ribozom, ma funkei spise
regulacni.

Velkym nedostatkem této studie je fakt, Ze v mnoha pifipadech nedochazelo ke komplementaci
rezistencniho fenotypu, coz znemoziuje pozorované jevy s jistotou potvrdit. Divodem mize byt
komplexni regulace exprese genti biosyntetickych klastrti. Se stejnym problémem se potykd i védecka
skupina Flavie Marinelli zabyvajici se studiem produkce glykopeptidovych antibiotik u rodu Nonomurea.
trans znemoznuje funkci nékterych regulaénich elementd, které vyZzaduji, aby gen byl pfitomen ve svém
puvodnim genetickém kontextu (napf. n¢které regulacni rRNA) (Marinelli, F. 2014). Pro komplementace
jsme pouzili konstrukty odvozené od plazmidu pMS81, ktery se integruje do chromozomu v ®BT1 attB
mistech (Gregory, M. A. et al., 2003), které nemusi byt dostate¢né blizko, aby dochazelo k expresi
vlozeného genu. Kromé toho nelze vyloucit ani polarni efekt mutaci na expresi okolnich gen nebo
nezadouci rekombinace v ramci klastru pfi pfipravé dele¢nich mutant. Proto planujeme ovéfit vSechny
dele¢ni mutanty pomoci Southern blot hybridizace. Komplementace mutaci konstrukty s konstitutivni
expresi gend by také mohla ¢asteéné tyto problémy obejit. Na druhou stranu pii konstitutivni expresi
Imr(C) v n&kterych dele¢nich mutantech doslo k zlepseni komplementaci pouze u kmene ABC.

Konstitutivni exprese genu Imr(C) vede ve vét§iné pfipada k zvyseni rezistence ke klindamycinu.
Vyjimkou je kmen AAC, u kterého nedochazi ke zvySeni jiz tak vysoké rezistence, a kmen WT + CplJ, u
kterého doslo dokonce ke snizeni nejen rezistence ke CLI, ale také k LIN. V tomto bodé se rozchazime
s publikovanou zménou rezistence pro overexpresi genu Imr(C) u Streptomyces lincolnensis LC-G, pii
které doslo k zvyseni rezistence k LIN na 1000 pg/ml z ptivodnich 200 pg/ml u kmene nesouciho prazdny
vektor (Xu, J.-J. et al., 2014).

Delece rezisten¢nich geni méla jenom nepatrny vliv na produkei linkomycinu. Vyjimkou je vyrazné
snizeni produkce u dele¢nich mutant AB a ABC. Protoze v§ak komplementaci mutace nedoslo k obnové
produkce lze pfedpokladat, ze delece genu Imr(B) ovlivnila expresi okolnich biosyntetickych gent (Tab.
22) a tim i k naruSeni biosyntézy linkomycinu. Xu Jing-Jing a jeho kolegové (2014) pozorovali snizeni
produkce LIN pfti deleci genu Imr(C) u Streptomyces lincolnensis LC-G. V tomto piipadé doslo ke snizeni
z pavodnich 2,78 g/l na 1,24 g/l. Podle naSich vysledki z UHPLC ovsem delece genu Imr(C) nema na
produkei linkomycinu pfili§ velky vliv. Divodem muize byt, Ze v ptipadé Streptomyces lincolnensis LC-G
se jedna o vysokoprodukéni kmen. V naSich vysledcich mizeme jisté snizeni produkce u kmene AC
(delece genu Imr(C)) pozorovat pii testovani produkce pomoci bioassaye. Zde ovSem nemizeme
s urcitosti potvrdit o kolik se snizila pfimo produkce linkomycinu v porovnani s jinymi antimikrobialnimi
latkami (parmamycin).

V roce 1995 byl publikovan ¢lanek, jehoz souéasti bylo urceni bunééné lokalizace ARE proteinu
OleB u producenta OM. Z vysledkd je patrné, Ze protein je rovnomérné rozdélen mezi frakei cytosolickou
a membranovou (Olano, C. et al., 1995). Nami pfipraveny fuzni protein Lmr(C) - 6His byl detekovan
prevazné v cytosolické frakci. Slaby signdl je ovSem patrny také ve frakci membranové. Tento slabsi
signal maze byt zpusoben piipravou vzorkt, nebot’ po rozdéleni frakci pomoci centrifugace nedoslo k

promyti peletu obsahujici membranové proteiny, takZze mulze byt CasteCné kontaminovan proteiny z
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cytosolu.. Pro zjisténi, zda je pozorovany signal v membranové frakei artefaktem, ¢i nikoliv, budeme
experiment opakovat s tim, Ze do protokolu pfidame promyvaci krok. Divodem tohoto opatieni je fakt, ze
pokud by byl signal po promyti detekovan pouze v cytosolické frakci, mohlo by se jednat o jeden
z dikaztl podporujicich teorii o G¢inku ARE proteinti na ribozomu. Bunééna lokalizace byla zkoumana
také pro dalsi ARE proteiny. Vga(A) byl detekovan ve stejné bunééné frakci, v které byla detekovana
také B — podjednotka F; — Fo ATPasy, coz odpovida frakci membranové. V cytosolické a ribozomalni
frakci protein zjistén nebyl (Chesneau, O. et al., 2005). V nasi laboratofi jsme prokazali pomoci Western
blotu a nasledné imunodetekce, Ze také Msr(A) je asociovany s membranou (Vimberg, V. nepublikovana
data). V tomto piipadé se vysledky buné¢éné lokalizace proteini Lmr(C), Vga(A) a Msr(A) astené
rozchazeji. To mtize byt dano tim, Ze Lmr(C) miize mit v producentovi antibiotik primarné jinou funkci
(regulaéni), nez proteiny Vga(A) a Msr(A) u rodu Staphylococcus (primarné rezistenéni). Nicméné
abychom tyto vysledky potvrdili, musime s jistotou ovéfit, zda ptidana histidinova kotva neovliviiuje
funkci proteinu Lmr(C). Testovani aktivity fuzniho proteinu Lmr(C) — 6His v dele¢ni mutanté AC nelze
povazovat za prukazné ovéfeni funkce, nebot rezistenéni fenotyp neni pozorovatelny (citlivosti kmenti s a
bez Imr(C) se vyrazné nelisi). Proto bude nutné pro ovéfeni aktivity Lmr(C) - 6His pouzit Streptomyces
coelicolor M1154, u kterého je rezistence udilena Imr(C) pozorovatelna, nebot neni maskovana
ptitomnosti jinych rezisten¢nich gent.

V zavéru lze shrnout, 7e nami ziskané vysledky ukazuji, ze gen Imr(C) udili rezistenci
k linkosamidovym antibiotikim v Streptomyces coelicolor. Naopak jeho delece ve Streptomyces
lincolnensis ATCC 25466 nema vliv ani na produkci linkomycinu a ani vyrazné neovliviiuje rezistenci
k tomuto antibiotiku. Z rezistenénich fenotypt pfipravenych deleénich mutant 1ze usuzovat na slozit&jsi
vztahy mezi rezistenénimi geny v biosyntetickém klastru, které vyzaduji dikladnéj$i analyzu. Pii
testovani genu Imr(C) a snaze zjistit jeho funkci nelze tedy opomijet ani zbylé dva rezistenéni geny.
Protein Lmr(C) — 6His byl ve vétsim mnozstvi lokalizovan v cytosolické bunééné frakci, nez
v membranové. Béhem doktorského studia se budu snazit identifikovat struktury interagujici s proteinem
Lmr(C) (at’ by se jednalo o ribozom, nebo interagujici membranovy protein). Pro tyto Uéely vyuZijeme
publikovaného postupu vyuzivajiciho bodové mutace v katalytickém centru u konzervovaného Walker B
motivu u proteinu EttA, ktery také patii do II. tfidy ABC proteini. Diky bodovym mutacim doslo
Vv piipadé EttA k zamezeni hydrolyzy ATP a tim k fixaci vazby proteinu na ribozom. Cely komplex byl
nasledné purifikovan a identifikovan (Boél, G. et al., 2014). Identifikace interagujicich struktur by byla

dilezitym dikazem pro urceni funkce ARE proteind.
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6. Souhrn

e Piipravili jsme sadu dele¢nich mutant v genech Imr(A), Imr(B) a Imr(C). Z celkového poctu
v8ech sedmi moznych kombinaci jednoduchych, dvojitych a trojité mutanty nebyly

pfipraveny pouze dvé — dvojita mutanta AAB a trojita AABC.

e Pro ovéteni fenotypl delecnich mutant byly pfipraveny komplementacni plazmidy
pMS8L:imr(A) 5, pMS8L:imr(B) 6, pMS81l:Imr(C) 10, které byly konjugovany do

prislusnych mutant.

e U vsech pfipravenych mutant a jejich komplementaci byla testovana produkce linkomycinu.
Delece rezistenénich genti nemély vyrazny vliv na produkei. Vyjimkou je snizeni produkce
v piipadé delece Imr(B), kde tato mutace ma pravdépodobné polarni efekt na okolni

biosyntetické geny.

e Vliv jednotlivych mutaci na rezistenci byl zjistén testovanim citlivosti vSech pfipravenych
mutant a jejich komplementaci na linkomycin, klindamycin a erytromycin. Delece genu
Imr(C) zasadné neovliviiuje rezistenci k linkomycinu, av§ak paradoxné zvySuje rezistenci ke

klindamycinu pravdépodobné proto, ze Lmr(C) negativné ovliviiuje funkci Lmr(B).

e Uspdng jsme piipravili plazmid pIJ10257:Imr(C) 5, ktery jsme pomoci mezidruhové
konjugace vnesli do heterologniho hostitele Streptomyces coelicolor M1154. Exprese genu

Imr(C) zvysila urovet rezistence k linkomycinu i klindamycinu.

e Konstitutivni exprese genu Imr(C) vede k zvySeni rezistence ke klindamycinu. Vyjimkou je
dele¢ni mutanta AAC (delece v genech Imr(A) a Imr(C)) a exprese v divokém kmeni
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466.

e Pro tcely buné&tné lokalizace jsme pfipravili konstrukt pIJ10257:Imr(C) His 1 exprimujici
fazni protein Lmr(C) - 6His. Pomoci dvoukrokové imunodetekce jsme zjistili, Ze Lmr(C) se

vyskytuje pfevazné v cytoplazmé.
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