g ANy
OO0V 0000,
N AT

Prirodovédecka fakulta

Katedra organické chemie

ANALYZA GENU /mbX ZAHRNUTEHO
V BIOSYNTEZE PROPYLPROLINU

DIPLOMOVA PRACE

studijniho oboru Klinicka a toxikologicka analyza

Praha 2007 Yvona Smutna



Prohlasuji, Ze jsem tuto praci vypracovala samostatné pouze s pouzitim citované

literatury a uvadéné vysledky nejsou soucasti jiné dfive vydané prace.

Yvona Smutna

Suutua Yooucs
"l Toze 35 Jood



Doc. Jindtichu Jindfichovi, svému $koliteli, dékuji pratelsky piistup pii vedeni této
prace. Dale velky dik patfi mé konzultantce Mgr. Jitce Novotné, kterd m¢ s laskavosti
a odbornymi radami dovedla k cili, vypracovani diplomové prace. Taktéz bych chtéla
podékovat konzultantce RNDr. Jané OlSovské a Zderikovi Kamenikovi, a to za pomoc
pfi feSeni analytickych uloh. Za zazemi v laboratofi genetiky a sekundarniho
metabolismu dékuji Ing. Jifimu Janatovi Csc. Za Casté rady i pomoc a za vytvareni
milého pracovniho prostiedi dékuji a Mgr. Dané Ulanové i vSem ostatnim kolegiim
z laboratore, Markété Mareckové PhD., Mgr.Ladovi Cermakovi, Mgr.Gabiné
Novotné, Ing. Ann¢ Matuskové a vSem ostatnim.

Za pochopeni a podporu dekuji predev§im své rodin€, manzelovi, détem 1 svym

rodi¢um.



Predmétova hesla: Linkosamides, Stretomyces lincolnensis, UPLC,
lincomycin

Kli¢ova hesla: Phenazine, propylproline, secondary metabolism



Obsah

1

2

2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.2.1
2.3
23.1
2.3.2
233
24
24.1
2.4.2
243
2.44

UvVOoD

LITERARNi PREHLED

STREPTOMYCETY- hlavni producenti antibiotik
Genom streptomycet

Usporadani genii pro produkci antibiotik
SEKUNDARNi METABOLISMUS

Fenaziny

PRIPRAVA NOVYCH ANTIBIOTIK

Biosyntéza polyketidovych antibiotik

Cilené genetické manipulace v biosyntéze polyketidi
Cilené genetické manipulace v biosyntéze antibiotik
LINKOMYCIN

Chemicka struktura a producenti

Modifikace linkozamidi

Mechanismus ucinku a vyuziti v klinické praxi

Biosyntéza linkomycinu

2.4.4.1 Biosyntéza propylprolinu

2.4.4.2 Biosyntéza methylthiolinkosamidu
2.4.4.3 Kondenzace PPL a MTL

2.4.4.4 N-methylace méni N-demethyllinkomycin na linkomycin

2.4.4.5 Shluk genii pro biosyntézu linkomycinu

2.4.4.6 Biosyntéza pribuznych latek

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5

MATERIAL A METODY
MATERIAL

Bakterialni kmeny
Plazmidy

Kultiva¢ni média

Roztoky a pufry

Komer¢ni soupravy

10
10
10
12
12
12
12
13
13
14
14
15
15
16
17
17
18
18

20
20
20
21
22
23
24



3.1.6 Enzymy a chemikalie 24

3.2 METODY 25
3.2.1 Escherichia coli 25
3.2.1.1 Kultivace E. coli 25
3.2.1.2 Priprava kompetentnich bunék 25
3.2.1.3 Transformace bunék E. coli plazmidovou DNA elektroporaci 25
3.2.2 Streptomyces lincolnensis 25
3.2.2.1 Kultivace Streptomyces lincolnensis 25
3.2.2.2 Priprava spor Streptomyces lincolnensis 26
3.2.2.3 Kultivace Streptomyces lincolnensis pro sledovani produkce 26
linkomycinu
3.2.2.4 Priprava protoplasta Streptomyces lincolnensis 26
3.2.2.5 Transformace protoplastii Streptomyces lincolnensis 26
3.2.2.6 Transformace S. lincolnensis plasmidovou DNA mezidruhovou 27

konjugaci s E.coli
3.2.2.7 Test obnoveni produkce linkomycinu v inaktivantech S. 27

lincolnensis pridavkem PPL/MTL do kultivaéni pady

3.2.3 Kocuria rhizophila 28
3.2.3.1 Kaultivace Kocuria rhizophila 28
3.2.4 Priaces DNA 28
3.2.4.1 Izolace plazmidové DNA z E. coli alkalickou lyzi 28
3.2.4.2 Izolace plazmidové DNA z E. coli pomoci komeréni soupravy 29
Wizard
3.2.4.3 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleaz 29
3.2.4.4 I1zolace geonomové DNA ze streptomycétovych kmenu 29

fenolovou extrakei

3.2.4.5 DNA elektroforéza 30
3.2.4.6 1zolace DNA fragmentu z agarézového gelu 30
3.2.4.7 PCR 30
3.2.5 Stanoveni linkomycinu ve fermenta¢nim médiu 30
3.2.5.1 Priprava vzorku SPE 30
3.2.5.2 Stanoveni metodou UPLC 31

3.2.6 Metoda inaktivace genu lokalizovanych na chromozomu streptomycet 31



3.3 SOFTWARE

4

4.1

4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
4.1.5
4.1.6

4.1.7

4.1.8
4.1.9

VYSLEDKY
CIL DIPLOMOVE PRACE

INAKTIVACE GENU ImbX

Priprava kazety

Navrh primeru pro zavedeni oblastni homologie

Vneseni oblastni homologie do inaktivacni kazety

Integrace inaktivacni kazety do pLK6 vyménou za ImbX

Ovéreni integrace inaktivacni kazety do pLK6 vyménou za ImbX
Integrace inaktivacni kazety do chromozomu S. lincolnensis DSM
40355 vyménou za ImbX

Ovéreni integrace inaktivacni kazety do chromozoému 8. lincolnensis
DSM 40355 vyménou za ImbX

Vystépeni inaktivaéni kazety z pLK6AX

Ovéreni vystépeni inaktivaéni kazety z pLK6AX

4.1.10 Vystépeni inaktivaéni kazety z chromozomu S. lincolnensis

4.1.11 Ovéreni vyStépeni inaktivacni kazety z pLK6AX zchromozému

4.2

4.2.1
4.2.2

5
6

S. lincolnensis DSM

ANALYZA PRODUKCNICH VLASTNOSTI

S. lincolnensis DSM40355 ImbX

Stanoveni produkce linkomycinu metodou UPLC

Biologicky test obnoveni produkce linkomycinu po obohaceni média
PPL nebo MTL

DISKUZE

ZAVER

7 SEZNAM LITERATURY

32

34
34
34
34
35
37
38
38
40

40

41
42

43
43

45

45
46

49
53
4



ZKRATKY

L-DOPA
LM
MTL

NDL
PPL
SAM
Cfu

ORF
SDS
EDTA
DMSO
dNTP mix
RPM
oD

nt

kp
Imb
Imr
PEP
PCR
UPLC
SPE
PDA

L-3,4-dihydroxyfenylalanin

linkomycin
(methylthiolinkozamid)methyl-6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erytro-a-D-galakto-
pyranosid

N-demethyllinkomycin

trans-N-methyl-4-n-propyl-L-prolin (propylprolin)
S-adenozylmetionin

z angl. Colony forming units, jednotka vyjadfujici mnozstvi Zivotaschopnych
bakterialnich kolonii

otevireny Cteci ramec

dodecylsulfat sodny

etylen- diamin- tetraoctova kyselina

dimetylsulfoxid

smés 2 -deoxynukleosid-5"-trifosfata (ATP,CTP,GTP,TTP)
otacky za minutu

opticka denzita

nukleotid

kilobaze

lincomycin biosynthesis gene

lincomycin resistance gene

fosfoenolpyruvat

z angl.polymerase chain reaction, polymerazova retézova reakce
Ultra-performance liquid chromatography

z angl. Solid phase extraction

photodiode array detection



Uvod
1 UvoD

Antibiotika jsou organické molekuly razné chemické struktury produkované
mikroorganizmy, rostlinami i1 zivocichy, které vykazuji specificky inhibi¢ni G¢inek na uréity
zivotni d¢€j nékterych mikroorganizmii [1]. V soucasnosti je znamo vice nez 12 000 antibiotik, z
nichz asi 60% je produkovano aktinomycetami, zejména piisluSniky rodu Streptomyces.
Z piirozené produkovanych biocidnich latek vychazi vice nez 100 000 semisyntetickych a
syntetickych derivati, z nichz se v praxi pouziva pouze asi 160 [2]. Pouziti mnoha potencidlné
dilezitych antibiotik je napi. omezeno pro jejich toxicitu (napf. gentamycin a jiné
aminoglykosidy vykazuji ototoxicitu a nefrotoxicitu).

Prestoze jsou objevovana a do klinického pouziti uvadéna stale nova antibiotika, poptavka
po novych antimikrobidlnich latkadch neklesa. Divodem je nejen to, Ze se objevuji nova
infekéni onemocnéni, ale ptedevsim to, Ze roste pocet rezistentnich patogend. Jsou dokonce
znamy patogeny, napf. nékteré kmeny Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus Ci
Mycobacterim tuberculosis, rezistentni ke vSem, nebo téméf ke vSem, antibiotikiim
pouzivanym v humanni mediciné.

Jednim ze zpusobt, jak rozsifit spektrum antimikrobialné uéinnych latek, jsou cilené
zasahy do biosyntetickych drah antibiotik pomoci metod molekularni biologie. Takto je mozné
vytvafet kombinace genl zrozlisSnych genovych shlukd in vivo, které vedou k produkci
hybridnich latek s novymi biologickymi aktivitami. Usp&§né pouziti této strategie podmiriuje
detailni znalost biosyntetickych drah antibiotik a také enzymd, které katalyzuji jejich jednotlivé
reakce [3].

Tato diplomova prace byla vypracovana v ramci projektu vyzkumu biosyntézy
linkosamidovych a pyrrolo[1,4]benzodiazepinovych antibiotik, potencialnich zdroji hybridnich
latek s antibakteridlnimi, antimalarickymi nebo protindadorovymi ulinky. Ma pfispét
k detailnimu pozndni aminokyselinové vétve biosyntetick€é drahy linkomycinu. Jejim cilem
bylo inaktivovat jeden z vytypovanych gend linkomycinového biosyntetického shluku a na
zékladé analyzy fenotypového projevu mutace chromatografickymi a biologickymi metodami

potvrdit spravnost jeho predbézného pfifazeni k reakcim aminokyselinové vétve drahy.
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2 LITERARNi PREHLED

2.1 STREPTOMYCETY

Taxonomické zarazeni [4]

nadiiSe: Prokaryota

fise: Eubacteria

tiida: Firmicutes
podtiida: Actinobacteridae
fad: Actinomycetales

podiad: Streptomycineae
celed™: Streptomycetaceae

Obr 2.1. Streptomyces lincolnensis Kolonie na BG agaru ve zvétSeni 25x

Rod Streptomyces je, co do poctu druhii, nejvétS§im bakteridlnim rodem. Zastupci jsou
do tohoto rodu fazeni predev§im na zaklad¢ sekvencni analyzy 16S rRNA, analyzy bunééné
stény, zastoupeni mastnych kyselin a dalSich fenotypovych projevi [5,6].

Streptomycety jsou Gram-pozitivni vlaknité striktné aerobni organizmy. V piirodé se
vyskytuji predevsim v pudé, kde hraji dilezitou roli pfi degradaci biologického materialu [7].
Jednd se tedy prevazné o saprofytické bakterie, je vS§ak mezi nimi mozno nalézt i patogenni
kmeny (S. somalensis, S. ipomoea) [6].

Uspésnou kolonizaci novych biotopti usnadiiuje streptomycetam jejich Zivotni cyklus.
Cyklus zacina jednobuné¢nou sporou, ktera kli¢i ve vegetativni substratové mycelium, tvoiené
vicejadernymi nepravidelné prehradkovanymi hyfami. Vlivem stresu (napf. limitace Zivinami)
dochazi k morfologické diferenciaci a tvorbé vzdusného mycelia rozpadajiciho se na odolné
spory, které slouzi k pteziti neptiznivych podminek a k Sifeni organizmu v prostiedi [8,9].
Proces diferenciace je fizen mnohostupriovym regulaénim systémem, souvisejicim s tvorbou
sekundarnich metabolitli, protoze u mutant neschopnych tvorby vzdu$ného mycelia nebyla

pozorovana tvorba antibiotik [10,3].

2.1.1 Genom streptomycet

Slozity zivotni cyklus, velkd fyziologicka pfizpuisobivost a schopnost streptomycet
produkovat Siroké spektrum sekundarnich metabolitti se odrazi ve velikosti jejich genomu, napf.
genom Streptomyces coelicolor ma velikost 8,67 Mb a obsahuje 7 825 otevienych ¢tecich

ramcd, coz je dvakrat vice nez E. coli [11]. Centralni oblast tohoto linearniho chromozému nese

-0.
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geny zahrnuté v primarnim metabolismu a v koncovych oblastech jsou pfevazné lokalizovany
geny kodujici neesencialni proteiny a biosyntézu sekundarnich metabolitti [12].

DNA streptomycet se vyznacuje vysokym obsahem G + C part (61-80%) [13].

2.1.2 Uspoiadani genu pro produkci antibiotik

Geny pro biosyntézu antibiotik jsou u streptomycet obvykle lokalizovany na
chromozomu, nékdy vsak je nesou i velké linearni plazmidy [14,15]. Geny tvofi, na rozdil od
genli primarniho metabolismu, shluky (od 15 do vice nez 120 kb), které jsou obvykle
organizované do nékolika transkripénich jednotek a obsahuji biosyntetické a regula¢ni geny a
také geny kodujici rezistenci k produkovanému antibiotiku. Exprese genu celého shluku byva

fizena nadfazenymi regula¢nimi geny mimo shluk. [16,17,18].

2.2 SEKUNDARNI METABOLIZMUS

Charakteristickou vlastnosti streptomycet je tvorba velkého mnozstvi sekundéarnich
metabolithi s antibakteridlnimi, antifungalnimi, antiparazitickymi a protinadorovymi nebo
imunosupresivnimi u¢inky.

Sekundarni metabolity, metabolity pro organizmus postradatelné, jsou tvofeny
z metaboliti primarnich a jsou produkovany az poté, co se rust zastavil. Pro produkéni
organizmus mohou mit sekundarni metabolity rGzny vyznam. Mohou se uplatiiovat jako
prostiedky mezidruhového boje, endogenni signalni molekuly, signaly mezidruhové
komunikace, jako metabolicky ventil, ktery neutralizuje nadbyte¢né ¢i toxické metabolity
vzniklé pfi ¢astecné limitaci substratem, ptipadné jako zdroj rezervnich latek, které mohou byt
opét metabolizovany.

Sekundarni metabolity jsou specifické pro uréity druh a jsou tvofeny jen v nepatrnych

mnozstvich. Patii mezi né antibiotika, pigmenty, fenaziny,atd.

2.2.1 Fenaziny

Jsou to dusikaté heterocyklické latky syntetizované piedev§im rody Streptomyces a
Pseudomonas. Vét§ina z nich ma Siroké spektrum antibiotické aktivity proti bakteriim, houbam,
rostlinnym a zivocisSnym tkanim [19].

Biosyntéza fenazinGi vychazi ze Sikimatové drahy a jejich bliz§im prekurzorem pak je
kyselina chorismova. Kliové reakce jsou stale znamy pouze v hrubych rysech (obr.2.2 )

[20,19].

-10 -
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Podle sekvenacnich dat vyzaduje biosyntéza tricyklického zakladniho skeletu fenazint
minimalné 5 genl, homolognich genim shluku pro biosyntézu fenazin-1-karboxylové kyseliny
(PCA) P. fluorescens (phzA, D, E, F a G s genem phzA duplikovanym jako gen phzB). Mnoho
shlukt také nese gen phzC, homologni genu kodujicimu prvni enzym Sikimatové drahy, ktery

ptesmérovava intermediaty z primarniho do sekundarniho metabolismu, a dale geny regulacni

a geny kodujici enzymy modifikujici zakladni skelet.

Obr.2.2. Biosyntéza PCA u Pseudomonas fluorescens [20]

COOH §ikimatova COOH
PhzC C NN driha PhzE
PEP+ —> — —
Erytr6za-4-fosfat OH 0 )J\ COOH
OH o
3-deoxy-D-arabino-
heptuloso-7-fosfat Chorismova kyselina
COOH COOH COOH
LM PhzD NH, PhzF  H 4, PhzF .\
— & O
O)kCOOH 0 OH
2-amino-2-deoxyiso trans-2,3-dihydr0-3,- DHHA, enol DHHA, keto
chorismova kyselina hydrquantranllova forma forma
kyselina (DHHA)
COOH
PhzA,B,G
N, PhzF COOH
N
— | Mol — e
COOH ) N
CO,

fenazin-1-karboxylova

2,3-dihydro-3-oxo- .
kyselina

antranilova kyselina

Kyselina chorismova je konvertovana na kyselinu 2-amino-4-deoxyizochorismovou (ADIC), ktera je
transformovana na 2.3-dihydro-3-hydroxyanthranilovou kyselinu (DHHA). Konverze b&zi pies 1.5-prototroficky
posun k enolu. ktery pak tautomerizuje na keton (nestabilni intermediat). Bylo pfesvéd¢ivé demostrovano, ze PhzF je
zodpoveédny za dalsi transformaci DHHA.Volny 3-ketonovy intermediat by spontanné aromatizoval na stabilnéjsi. ale
neinkorporovanou kyselinu 3-hydroxyanthranylovou. Piedpoklada se, ze PhzF drzi tento ketonovy intermediat
v orientaci upfednostiiujici dimerizaci pfed enolizaci. Dimerni struktura PhzF naznacuje, Ze dimerizace zahrnuje
setkani 2 ketonovych moleku v kavité, kde by se mohla uskute¢nit tvorba dvojité Schiffovy baze (nestabilni
intermediat) bez dalsi katalyzy. Je pravdépodobné, ze PhzA, PhzB a PhzG vylu¢uji neproduktivni dekompozice
nestabilnich intermediati. Zustava otazkou. jak je generovan aromaticky systém fenazini. To vyZaduje odstranéni
celkem 6 elektroni ze 2 molekul. které jsou vstupem do fenazinu. Studie naznaluji, Ze oxidatni krok je spojen
s dekarboxylaci. Posledni oxidaé¢ni krok vedouci k PCA bude energeticky upfednostiiovan, nebot” vede k velkému
delokalizovanému systému elektront. Tento krok probiha pravdépodobné bez katalyzy pod pfimym vlivem kysliku.

-11 -
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2.3 PRIPRAVA NOVYCH ANTIBIOTIK

Jiz zmifnovana stala snaha ziskat nové u¢inné latky vedla k tomu, Ze se vedle tradi¢nich
postuptl v soucasnosti hledaji i postupy nové, mezi néz patii ziskavani novych latek cilenymi
zasahy do biosyntézy latek pomoci znamych metod molekularni biologie. Tento postup je

podminény detailni znalosti ptisluSnych biosyntetickych drah [2].

2.3.1 Biosyntéza polyketidovych antibiotik

Mezi nejlépe prostudované biosyntetické drahy antibiotik patti biosyntéza polyketidd.
Polyketidy jsou syntetizovany (obr. 2.3.) spojovanim monomernich jednotek (jednoduché
karboxylové kyseliny). Vznikd struktura, kterd je pak dale modifikovana enzymy typu
glykosyltransferaz, metyltransferaz, oxygenaz, halogenaz, atd [2,21].

Kondenza¢ni reakci katalyzuji extrémné velké polyfunkéni enzymy polyketidsyntazy
(PKS), a to né¢kolika typt. PKS typu I se skladaji zopakujicich se funkénich jednotek
nazyvanych moduly. Kazdy modul obsahuje dvé domény s katalytickou a jednu doménu
s vazebnou funkci, které katalyzuji tvorbu zakladniho fetézce a dale domény katalyzujici
modifikace pfipadné ukonceni syntézy. Kazdé aktivni misto na vSech modulech pracuje béhem
syntézy jen jedenkrat. PKS typu I produkuji makrolidy erytromycin, tylozin, spiramycin a

rapamycin.

2.3.2 Cilené genetické manipulace v biosyntéze polyketidii

Protoze pocet, druh a potadi stavebnich jednotek syntetizovaného polyketidu je dan
poctem, druhem a pofadim moduld v PKS typu I, lze modifikaci, odstranénim nebo
premistovanim jednotlivych moduli dosahnout produkce modifikovanych nebo i1 zcela
odlisnych latek. Naptiklad delece v genu pro ketoreduktdzu modulu 5 u 6-deoxyerythronolid B
syntazy, operujici v biosyntéze erythromycinu, vedla k produkci derivatl stabilngjSich

v kyselém prostiedi [22].

233 Cilené genetické manipulace v biosyntéze antibiotik

Kombinaci biosyntetickych genti z riiznych kmeni a drah I1ze dosahnout produkce novych
tzv. hybridnich antibiotik [23]. U producenta spiramycinu S. ambofacienss vedlo nahrazeni
jednoho modulu podobnym modulem z PKS I, operujici v biosyntéze tylozinu, k zabudovani

tiiuhlikové jednotky misto dvouuhlikové [2]. Nadprodukéni kmeny mohou byt piipraveny

-12-
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manipulaci regulac¢nich genli nebo zvySenim genové doze genti, kodujicich tzv. ,,0zka hrdla“

biosyntézy.

Nové derivaty lze ziskat i zménami v genech pro enzymy katalyzujici reakce vedouci k

modifikaci zakladni struktury.

Gy [ eon > [ e > [ ean  [>

bess DEBS 2 oeng s Kon
Proteiny _Stst Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul Modul_5 ul_8".onec

Modul 8

Substraty =0

a produkty AN
vazané na
enzymy
- . - -
Polyketidovy  6-deoxyerythvonokd B(37) " ——"" Cyklizace
aglykon (DeB) ~ a uvolnéni
° .
Makrolidové

antibiotikum Erythromycin A (36)

2.4 LINKOMYCIN

24.1 Chemicka struktura a producenti

Obr. 2.3. Schema biosyntézy polyketidového
antibiotika erythromycinu A, katalyzované PKS
typu 1. Kaidy modul obsahuje tri zdkladni
domény: ketosyntetdazu (KS), acyltransferdzu (AT)
a ,,acyl carrier protein* (ACP) a nékteré moduly
i dalsi domény: ketoreduktdzu (KR), dehydratdazu
(DH), enoylreduktizu (ER) nebo tioesterdzu
(TE)[18].

Molekula linkomycinu (linkomycin A, methyl 6,8-dideoxy-6[1-methyl-4-propyl-2-

pyrolidin karboxyamido]-1-thio-D-erytro-a-D-galaktopyranosid, obr. 2.4) se sklada z cukerné

a aminokyselinové subjednotky, které jsou spojeny peptidovou vazbou [24]. Cukernou slozku,

ktera dala nazev celé skupin¢ linkozamidovych antibiotik, pfedstavuje methyl-6-amino-6,8-

dideoxy-1-thio-D-erytro-a-D-galaktooktopyranosid  (metylthiolinkosamid, MTL) [25] a

aminokyselinovou slozku trans-N-methyl-4-n-propyl-L-prolin (kyselina propylhygrova) [26].

Obr.2.4. Linkomycin A a jeho derivdty

CH, Linkomycin A
N § Ra

C——NH . .
g HO o Linkomycin C

R3 OH Linkomycin D
S—R1 Linkomycin S

R1 R2 R3 R4

CH; CH; CH,CH,CH; OH

Linkomycin B CH; CH; CH,CH; OH
CH,CH; CH; CH,CH,CHj; OH

CH, H CH,CH,CH; OH

CH,CH; CH,CH; CH,CH,CH; OH

OH
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Jako prvni producent linkomycinu byl objeven vroce 1962 kmen Streptomyces
lincolnensis var. lincolnensis NRRL 2936 [27]. Pozdé&ji byl z této kultury izolovan 1 balastni
linkomycin B (4’-depropyl-4°-ethyllinkomycin) [28]. Ten vykazuje piiblizné 25%
antibakterialni aktivity linkomycinu. V zavislosti na sloZzeni média a po pfidani nékterych
inhibitorti mohou byt syntetizovany linkomyciny C,D a S [29,30].

Produkce linkomycinu byla objevena i u Streptomyces umbrinosus var. nova [31],
Streptomyces espinosus Dietz, sp. nova [32], Streptomyces pseudogriseolus chemovar.
linmyceticus Dietz var. nova [33], Actinomyces roseolus strain 1147 [34] a Streptomyces

vallosus sp. nova [35] a Micromonospora lipolytica [36].

2.4.2 Modifikace linkozamidu

Stejné jako v piipadé jinych ¢lovékem vyuZivanych antibiotik, je vyvijena snaha ziskat
derivaty linkomycinu s lepSimi vlastnostmi ($irS§i spekrum antibakteridlniho w¢inku, lepsi
farmaceutické vlastnosti, atd).

Dodnes jedinym klinicky pouzivanym derivatem linkomycinu je klindamycin (Obr. 2.5),
pfipraveny nahrazenim hydroxyskupiny atomem chloru v pozici 7 cukerné slozky [37].

V literatufe jsou popsany i dal$i derivaty odvozené od linkomycinu a klindamycinu,
pfipravené derivatizaci jeho aminokyselinové subjednotky. Nahrazenim methylové skupiny
vodikem a/nebo nahrazenim propylového fetézce v poloze 4 za delsi alkylovy fetézec. Zvlaste
derivaty s5-6 ¢lennym alkylovym fetézcem odvozené od N-demethylklindamycinu jsou
vyrazné 0¢innéjsi [38]. Bohuzel, jejich rozsifeni v klinické praxi brani jejich naro¢na syntéza.

Problém by mohla vyfesit cilend modifikace genomu producenta.

CH, CH,
. : ! Q w—toc
Obr. 2.5. Klindamycin N I
C—NH—
HO —0O
CH,CH,CH, OH
CH,
OH
243 Mechanizmus a¢inku a vyuziti v klinické praxi

Linkomycin i klindamycin se vazou na 50S podjednotku ribozomu, piesnéji na jeji
23S rRNA, a blokuji v citlivych bakterialnich kmenech proteosyntézu (zasahuji A a P misto
ribozomu, blokuji navazani aminoacyl-tRNA, peptidytransferazovou reakci a zéroven stericky

brani prodluzovani nascentniho peptidového fetézce [39]). Tomu odpovida i jeden ze zplsobi
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rezistence k linkozamidim — modifikace zasahového mista methylaci jednoho z adeninovych
zbytkl 23S RNA [40].

Organismy citlivé vii¢i u¢inkiim linkozamidi jsou: vét§ina Gram-pozitivnich bakterii (hl.
rody Staphylococcus a Streptococcus). Dale anaerobni baktérie, nékteré mykoplasmy a prvoci.
Linkozamidy jsou neu¢inné proti Gram-negativnim bakteriim [41].

Linkozamidy jsou uc¢inné u pneumokokové, stafylokokové i anaerobni pneumonie,
v 1écbé faryngitidy, sinusitidy a otitidy, proto je jejich pouziti vyhodné pii intoleranci
zakladnich antibiotik [42].

Klindamycin vykazuje v porovndni s linkomycinem S$ir$i spektrum G¢inku a vyhodné;jsi
vlastnosti. Je pouzivan pii akutnich formach toxoplazmézy a pneumocystézy u pacientd
nemocnych AIDS, zpravidla v kombinaci s dal$imi chemoterapeutiky. Velmi nadéjna je
aktivita klindamycinu a jeho derivatd v pfipadé maldrie, je-li puvodcem Plasmodium
falciparum, a to i tehdy, je-li ptivodce rezistentni k chlorochinu, sulfonamidiim a pyrimetaminu

[41,42].

244 Biosyntéza linkomycinu

Biosynteticka draha linkomycinu neni dosud prostudovana detailné, je v$ak pochopena
alespon v hrubych rysech. Dva zakladni prekurzory, propylprolin a methylthiolinkozamid, jsou
syntetizovany nezavislymi drahami. Po jejich kondenzaci na N-demethyllinkomycin nasleduje

methylace na linkomycin.

2.44.1 Biosyntéza propylprolinu (PPL)

Aminokyselinova vétev biosyntetické drahy linkomycinu, biosyntéza PPL, vychazi z L-
tyrosinu. Z né€j pochézi 7 z deviti uhlikd obsazenych v PPL [43]. Dal$i dva uhliky pochazi z S-
adenosylmethioninu [44].

L-tyrosin je hydroxylovan na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Jeho aromaticky
kruh je poté preruSen 2,3 extradiolovym S§tépenim. Nasleduje zacykleni produktu $té€peni a
vznika 4-(3-karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrol-2-karboxylova kyselina
[45,46,47].

Poté nasleduje nékolik neovéfenych kroku, znichz posledni jsou methylace a
dehydrogenace.

V zavére¢nych krocich biosyntézy PPL u S. lincolnensis se uplatiiuje redoxni kofaktor,

zvany linkomycinovy kosynteticky faktor (LCF) [48,49], 7,8-didemethyl-8-hydroxy-5-
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deazariboflavin. V mutanté S. lincolnensis neprodukujici LCF se hromadi dalsi intermediat

syntézy PPL, 3-propyliden-A'-pyrrolin-5-karboxylova kyselina [48].

Obr.2.6. Schema pravdépodobného pribéhu biosyntézy PPL

COOH

COOH COOH COOH
H,N HN H,N
O LmbB1
e - NIy hooc Y =
COOH ~\ Z —
OH
OH OH OH HO
L-tyrozin L-DOPA
CQOH CQOH COOH COOH
H H
==( > i V) J— 4 \ /e >
.............. > HOOC | e—
< ............ / \
0 PPL

2.44.2 Biosyntéza methylthiolinkosamidu (MTL)

Cukerna vétev biosyntetické drahy linkomycinu, biosyntéza MTL, je prozkoumana velmi
malo. Dosud nebyl izolovan jediny jeji intermediat. Recentni pfedstavy o prib€hu syntézy
MTL jsou nasledujici: dochazi ke vzniku dTDP-aktivované hexdzy (nejspise glukozy), ktera je
nasledné konvertovana na dTDP-deoxyamino intermedit a ddle na osmiuhlikaty cukr (obr. 2.7)

[50,51]. S-methylova skupina na C; MTL pochazi z S-adenosylmethioninu [52].
Obr.2.7. Schema pravdépodobného pribéhu biosyntézy MTL

CH,

CH,

OH
0
Glukéza-1-fosfat + dTTP —  (TDP-glukoza — ﬁOH ﬂ >
NH, dTDP

NH,
o)
OH
OH OH SCH,
OH

MTL

-16 -



Literarni ptehled

2443 Kondenzace PPL a MTL
Piedposlednim krokem biosyntézy linkomycinu je vytvofeni peptidové vazby mezi
karboxylovou skupinou PPL a aminoskupinou MTL. Tuto kondenza¢ni reakci katalyzuje ATP
dependentni termolabilni N-demethyllinkomycinsyntetaza a vznika N-demethyllinkomycin
(NDL) [53].
Pii pokusu o izolaci NDL-syntetazy gelovou filtraci nebyla aktivita enzymu nalezena
v zadné z frakci, avSak spojenim uréitych frakci se ji podafilo obnovit [54]. To podporuje
hypotézu, Ze jde o enzymovy komplex snadno disociovatelnych neidentickych podjednotek.

Tento komplex nebyl dosud izolovan a proteiny, které ho tvofi nejsou doposud znamy.

2.4.44  N-methylace méni N-demethyllinkomycin na linkomycin

Zavéreénym krokem biosyntézy linkomycinu je methylace N-demethyllinkomycinu
(obr.2.8b). Tuto reakci katalyzuje N-demethyllinkomycin-methyltransferaza LmbJ [55].
Zdrojem CHj; skupiny v této reakci je S-adenosylmethionin (SAM) [44].

Obr.2.8. Kondenzacni (a) a metylacni (b) krok v biosyntéze linkomycinu.

CH
COOH CH, a) NDL- b) LmbJ NDL- CH, ’
HO syntetaza methy! transferaza N OOH
HN H,N N
+ —_— — H
OH 0 OH 0
OH OH
SCH, SCH,
OH OH
LINKOMYCIN A
PPL MTL

-17 -



Literarni piehled

2.44.5  Shluk genii pro biosyntézu linkomycinu.

) mm) puh amm) @ dmbsdm ) n@inimb e aaame o) ah ¢ am

rA A BB,CDEF FGHJIKLMNZPOSRQ TVWIEBXYU rC

Obr. 2.9. Uspotiddni genového shluku pro biosyntézu linkomycinu ( Imb geny- Cervené $ipky, Imr geny- modré $ipky).

Geny kodujici biosyntézu linkomycinu a rezistenci k nému jsou usptddany ve shluku,
ktery byl u kmene Streptomyces lincolnensis 78-11 osekvenovan [50]. Jeho velikost je ptiblizné
35 kbp a obsahuje 29 hypotetickych otevienych ¢&tecich ramct (ORF) [50,56], (obr. 2.9).
Predpoklada se, ze shluk je roz¢lenén na 12 samostatnych transkripénich jednotek, z nichz
nejveétsi tvori pravdépodobné geny pro syntézu cukerné subjednotky (/mbVTQRSOPZNML)
[50].

Ve shluku jsou za¢lenény 3 geny kddujici rezistenci k linkomycinu: gen /mrA, podobny
23S RNA methyltransferazam a geny /mrB a ImrC, kodujici proteiny pravdépodobné zahrnuté
v transportu linkomycinu ven z buiiky [50,57].

Z biosyntetickych genii byla experimentaln¢ prokazana pouze funkce nasledujicich:
ImbB1, ImbB2, ImbC a Imb]J. LmbB1 je DOPA extradiol 2,3-dioxygendza [47]. LmbB2
katalyzuje hydroxylaci tyrozinu [58]. LmbC hraje roli v aktivaci PPL pfed kondenzac¢ni reakci
[59]. LmbJ je NDL-methyltransferaza [55]. Funkce dalSich genti lze jen odhadovat na zékladé
analyzy jejich sekvence a na zakladé inaktiva¢nich pokusu. [52], které pfifadily funkci

jednotlivym oblastem linkomycinového genového shluku jen velmi zhruba.

2.44.6 Biosyntéza pribuznych latek

Pro ptifazovani funkci genim pro biosyntézu antibiotik slouzi porovnavani genovych
shlukti pro biosynteticky pfibuzna antibiotika [66].

Mezi linkomycinu biosynteticky pfibuzna antibiotika patii celesticetin, produkovany
kmenem Streptomyces caelestis sp. nova NRRL 2418 [61] a propyrrolo-[1,4]-benzodiazepinova
antibiotika (anthramycin, tomayamycin, sibiromycin, atd). Vy$e zminéné latky velmi
pravdépodobné sdili s linkomycinem ¢asti svych biosyntetickych drah (obr.2.10).

V roce 2003 byl genovy biosynteticky shluk anthramycinu osekvenovan a byly v ném

nalezeny homology /mb genii A, B1,.B2,W.X a'Y [68].
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Obr.2.10. Schema biosyntézy pyrrolo-[1,4]-benzodiazepinovych a linkozamidovych antibiotik.
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3 MATERIAL A METODY

3.1.1 Bakterialni kmeny

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

Escherichia coli DHSa. Kmen sgenotypem: F, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’, mk+), phoA, supE44, N, thi-1, gyrA96, relAl
(Takara).

Escherichia coli DHSa/plJ773. Kmen s genotypem: F~, 80dlacZAM15, A(lacZYA-
argFH)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’, mk"), phoA, supE44, ), thi-1, gyrd96, relAl,
nesouci plazmid plJ773. Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie.

Escherichia coli BW25113/plJ790. Kmen s genotypem: (A(araD-araB)567,
AlacZ4787(::rrnB-4), laclp-4000(lacI®), X", rpoS369(Am), rph-1, A (rhaD-rhaB)568, hsdR514),
nesouci plazmid plJ790. Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie.

Escherichia coli ET12567/pUZ8002 Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich,
Velka Britanie.

Escherichia coli GM2929: dami3:Tn9(Cam’) dcm-6 mcrBl hsdR2(ri my') mcrA
recF143 — nemetylujici kmen (zachovana jen protektivni metylace) (New England Biolabs).

Escherichia coli DHS5a/pBT340. Kmen s genotypem: F, 80d/acZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(1k’, mk"), phoA, supEd4, ', thi-1, gyrA96, relAl,
nesouci plazmid pBT340. Kmen byl ziskan z John Innes Centre, Norwich, Velka Britanie.

Kocuria rhizophila CCM552 Organizmus senzitivni k linkomycinu. Kmen byl ziskén

ze sbirky Czech Collection of Microorganisms.
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3.1.2 Plazmidy

pIJ773 — konstrukt, ktery slouzi k udrZovani a amplifikaci inaktivaéni kazety. Konstrukt
je odvozen od vektoru pBluescriptKS(+) (Stratagene). Kazeta je soucasti EcoRIl/Hindlll
fragmentu plJ773 o délce 1396 pb obsahujiciho kazetu (1382 pb) a jeji kratké okoli (14 pb).
Soucasti inaktivaéni kazety jsou: gen kodujici rezistenci k apramycinu (aac(3)IV), pocatek

replikace plazmidu pRP4 (oriT), a cilova mista rozpoznavana FLP rekombindzou (FRT).

pPIJ790 — konstrukt s teplotné senzitivnim pocatkem replikace (repA101ts), nesouci gen
kodujici rezistenci ke chloramfenikolu (cat). Konstrukt dale nese geny (gam, bet a exo), jejichz
proteinové produkty napomahaji homologni rekombinaci mezi okolim inaktivovaného genu a
jeho homologni sekvenci vloZenou do inaktivacni kazety. Geny gam, bet a exo jsou pod
kontrolou arabinozou indukovatelného promotoru P araBAD. Plazmid se replikuje ve 30 °C,

jeho ztrata je navozena ve 37 °C.

pUZ8002 — konstrukt, ktery slouzi k,in ftrans* mobilizaci kosmidu, nesouciho
inaktiva¢ni kazetu s oriT. PUZ8002 sam postrada ,,in cis* fungujici lokus pro vlastni transfer.

Konstrukt nese gen pro rezistenci ke kanamycinu.

pBT340 — konstrukt s teplotné senzitivnim pocatkem replikace, nesouci geny kodujici

rezistenci ke chloramfenikolu a ampicilinu a gen kodujici FLP rekombinazu, ktera rozpoznéava
FRT sekvenci disrupéni kazety. FLP rekombinaza odstrani centralni ¢ast inaktivacni kazety a na

jejim misté zanecha 81 pb dlouhy usek DNA, oznaCovany jako jizva. Plazmid se replikuje ve 30

°C. Syntéza FLP rekombinazy je indukovana ve 42 °C a zarovei je navozena ztrata pBT340.

PLKG6 — kosmid odvozeny od vektoru SuperCos 1. Konstrukt nese cca 40 000 pb dlouhy

fragment chromozomalni DNA S. lincolnensis DSM40355, ktery obsahuje uplnou sekvenci
linkomycinového biosyntetického shluku. Kosmid byl ziskan darem od Mgr. Markéty Kobérské
(MBU AV CR, Praha).
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Kultiva¢ni média
LB médium LB agar
trypton 10g LB médium 1 litr
yeast extract 5¢g agar 15g
NaCl 10g
dH,O ad 1 000 ml, pH 7.5
SOC médium: MS agar:
yeast extract 55¢ agar 20g
trypton 20g manitol 20g
NaCl 1 M 10 ml s0jova mouka 20g
KCL 1M 2,5ml vodovodni H,O ad 1 000 ml
dH,0 970 ml, pH 7,0
po sterilizaci pFidat
2 M MgCl, 10 ml
2 M glukdza 10 ml
YEME : BG agar:
yeast extract 3g yeast extract 4g
pepton S5g malt extract 10g
malt extract 3g glukoza 4¢
sachar6za 340 g CaCO; 2g
glukdza 10g agar 12¢g
dH,O ad 1 000 ml, pH 7,2 dH,O do 1000 ml, pH 7,2
po sterilizaci pridat:
2,5 M MgCl, 2 ml
AVM médium: DNA agar:
(NH;), SO, 2g agar 10g
yeast extract 2g trypton 10g
NaCl 2g NaCl 5g
K,HPO, 50 mg glukoza lg
CaCO; 5g dH,0 do 1 000 ml
FeSO, TH,O 50 mg
MnSO,4 7H, O 50 mg
MgSO, 7H,0 100 mg
dH,O ad 880 ml, pH 7.4
po sterilizaci pFidat:
25% glukéza 120 ml
2 x YT médium: B1 agar:
Difco Bacto tryptone 16 g Beef extract 10g
Difco Bacto yeast extract 10 g Pepton 10g
NaCl Sg NaCl S5g
dH,0 ad 1 000 ml Agar 20g

dH,O ad 1000 ml, pH 7,2
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R2YE agar: Stopové prvky:

Sacharoza 103 g ZnCl, 40 mg

K,SO, 025¢g FeCl; . 6 H,O 200 mg

MgCl; 6H, 0 10,12 g CuCl,. 2 H,O 10 mg

Glukéza 10g MnCl,. 4 H,O 10 mg

casamino acids 0,1g Na,B4O,. 10 H,O 10 mg

Agar 20g (NHy)sMo;0,, . 4 10mg
H,O

dH,0O ad 800 ml, pH 7,2 dH,0 ad 1 000 ml

Po sterilizaci pFidat:

yeast extract (10%) 50 ml

KH,PO, (0,5%) 10 ml

CaCl, 2H, O (3,68 %) 80 ml

L-prolin (20%) 15 ml

TES (5,73%, pH 7,2) 100 ml

stopové prvky 2 ml

1M NaOH Sml

3.14 Roztoky a pufry

TE pufr: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0

TE™ pufr: 10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA; pH 8,0

TE' RNAsa A: TE™; 20 pg/ml ribonukleaza A

TAE pufr: 40 mM Tris-acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0

10 x DNA vzorkovy pufr: 100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 20 % glycerol; 0,002 %
Bromphenol Blu; pH 8.0

TES pufr: 20 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA; 75 mM NaCl; pH 7.5

T pufr: P pufr:
sachar6za 25 ml sachar6za 103 g
Hgo 75 ml KQSO4 0,25 g
stopové prvky (kap. 0,2 ml MgCl, . 6H,0 2,02g
3.1.3)
K,HPO, (2,5%) 1 ml stopové prvky 2ml
(kap. 3.1.3.)
K 9,3 ml smési ptidat: Doplnit H,O na 800ml
CaCl, 0,2 ml Po sterilizaci k 50
ml pFidat:
1M Tris/kyselina 0,5ml K,HPO; (0,5%) 1 ml
maleinova, pH 8,0
CaCl, 2H,0 10 ml
(3,68%)
TES pufr (5,73%, 10 ml
pH 7,2)
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Roztoky pro UPLC

Roztok A: 1 mM mravencan amonny, upraveno NH3 na pH 9.0.

Roztok B: acetonitril

Izolace plazmidové DNA (miniprep)

Roztok I: 25 mM Tris.Cl; 50 mM glukéza; 10 mM EDTA; pH 8.0

Roztok II: 0,2 M NaOH; 1 %(w/v) SDS (ptipravovat vzdy Cerstvy)

Roztok I1I: 3M CH;COOK pH 4,8 (pH upraven ledovou kyselinou octovou)

3.15 Komer¢ni soupravy

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

Izolace DNA z agarozového gelu a PCR reakéni smési - Wizard®SV Gel and PCR Clean —Up
System (Promega)

Standard molekulovych hmotnosti pro DNA elektroforézu v agar6zovém gelu:

1kb PLUS DNA ladder (Gibco). Standard obsahuje 20 fragmenti od 100 bp do 12000 bp.

3.1.6 Enzymy a chemikalie

Enzym Vyrobce

Restrik¢éni endonukledzy New England Biolabs
DyNAzyme II DNA polymerase Finnzymes

LA DNA Polymerases Mix Top Bio

Pouzité chemikalie byly bézné dostupné latky analytické Cistoty. Chemikalie pro UPLC byly
kvality UPLC grade.
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3.2 Metody
3.2.1 E. coli

3.2.1.1 Kaultivace E. coli

Bunky E. coli byly kultivovany v tekutych nebo na pevnych médiich (LB, SOC) pii 37
°C, nebo se kultivaéni teplota fidila vektorem, ktery bufiky nesly. Tekuté kultury byly
inkubovany na rotacni tfepacce pti 200 RPM. Pro selekci bunék nesoucich vektor byla do

kultiva¢nich médii pfidana odpovidajici antibiotika.

3.2.1.2 Priprava kompetentnich bunék

250 ml SOC média bylo zaockovano na ODss50=0,01 pies noc narostlou kulturou. Kultivace
probihala na rota¢ni tfepacce do dosazeni ODssyp = 0,4 - 0,6. Poté byla kultura chlazena 10 min
v ledové lazni a buriky byly sklizeny centrifugaci (10 min, 4 °C, 1500 g), promyty 10 %
glycerolem za tychz podminek a resuspendovany ve 100 ul 10 % glycerolu. Suspenze bun¢k

byla rozdé€lena na alikvoty a zamrazena pti -70 °C, nebo pfimo pouzita k transformaci.

3.2.1.3 Transformace E. coli plazmidovou DNA elektroporaci

K 50 ul ¢erstvé piipravené suspenze kompetentnich bun€k bylo pfidano 100 ng plazmidové
DNA v objemu 2 pl. Suspenze byla promichana a inkubovana 20 min v ledu. Poté byly bunky
vystaveny pulzu elektrického napéti v ledové vychlazenych 0,2 cm elektroporacnich kyvetach v
eletroporatoru BioRadGenePulser Il nastaveném na 200 Q, 25 uF and 2,5 kV. Po ném byly
ihned resuspendovany v 500 pul LB média, 10 min chlazeny vledu a poté kultivovany. Po
ukonéeni kultivace byla kultura v rtiznych fedénich vyseta na misky se selekéni pidou obsahujici

ptislusné antibiotikum.

3.2.2 Streptomyces lincolnensis

3.2.2.1 Kaultivace Streptomyces lincolnensis

Buriky Streptomyces lincolnensis byly kultivovany v tekutych nebo na pevnych médiich
(R2YE, MS, DNA, YT) pii 28 - 30 °C. Tekuté kultury byly inkubovéany na rota¢ni tfepacce pfi
230 RPM a byly zakladany v Erlenmayerovych barikdich o objemu 500 ml, které byly
opatfeny vlisy pro zabranéni tvorby shlukd mycelia. Pro selekci bunék nesoucich vektor byla do

kultiva¢nich médii pfidana odpovidajici antibiotika.
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3.2.2.2 Priprava spor Streptomyces lincolnensis |6]

Pies noc narostla kultura Streptomyces lincolnensis byla (4 1 ml) vyseta na misky s MS
agarem o praméru 8 cm. Po péti dnech byly spory sklizeny, a pomoci homogenizeru a vortexu
resuspendovany v odpovidajicim mnozstvi sterilni destilované vody a suspenze byla zfiltrovana
pies sterilni vatovy filtr. Spory byly ze suspenze oddéleny centrifugaci (4 000 g, 10 min, 20 °C )
a resuspendovany ve 20 % glycerolu. Suspenze byla rozdélena na alikvoty, zmraZena v tekutém

dusiku a uchovana pii — 70 °C.

3.2.2.3 Kultivace Streptomyces lincolnensis pro sledovani produkce
linkomycinu [6]
Inokulum bylo pfipraveno zao¢kovanim 50 ml YEME média sporami ze §ikmého agaru a

kultivaci na tiepacce po cca 30 hodin. 25 ml AVM média bylo zao¢kovano 1 ml inokula.

Kultivace probihala na rota¢ni tfepacce p¥i 28°C a po péti dnech byla kultura sklizena.

3.2.2.4 Priprava protoplastu S. lincolnensis [62]

Inokulum bylo pfipraveno zaockovanim 50 ml YEME média s 10 % sachar6zou a 5 mM
MgCl, sporami ze Sikmého agaru a inkubaci na tiepaéce ve 30 °C po 24 h. Poté byl 1 ml inokula
pfeockovan do cerstvého YEME média s 10 % sachar6zou, 5 mM MgCl; a 0,5 % glycinem a
kultura byla inkubovana na tiepacce ve 28 °C po 16-17 hod. Buriky byly sklizeny centrifugaci
(10 min, 12 °C, 6000 g), dvakrat promyty 15-ti ml P pufru (3.1.4) za tychz podminek a
resuspendové'ny v 10 ml P pufru s lyzozymem (2 mg/ml). Suspenze bun€k byla inkubovana ve
30 °C sobcasnym promichanim. Tvorba protoplasti byla sledovana mikroskopicky. Zbytky
mycelia byly odstranény centrifugaci (10 min, 20 °C, 1 000 g). Protoplasty byly ptefiltrovany
pres sterilni vatovy filtr, centrifugovany (10 min, 20 °C, 3000 g) a dvakrat promyty P pufrem za
tychZ podminek. Nakonec byly sedimentované protoplasty resuspendovany ve 200 ul P pufru

(3.1.4) aihned pouzity pro transformaci.

3.2.2.5 Transformace protoplastu S. lincolnensis [6]

500 ng v objemu 5 pl plazmidové DNA bylo smichano s 5 pl 50 % sacharézy a ke smési
bylo pfidano 100 pl suspenze protoplasti. Po promichani bylo k suspenzi ptidano 200 pul T pufru
(3.1.4), suspenze protoplastii byla opét promichana a ihned vyseta na R2YE agar. Po 16ti

hodinach inkubace ve 30 °C byla na kazda miska pielita 2 ml vodného roztoku odpovidajiciho
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antibiotika (zde kanamycinu o koncetraci 200 pg/ml R2YE agaru) a inkubovana ve 30 °C po
dal$ich 7-10 dnt.

3.2.2.6 Transformace S. lincolnensis plasmidovou DNA mezidruhovou

konjugaci s E. coli

Je znamo, Ze tfada druhi rodu Streptomyces ma velmi G¢inné restrikéné modifikaéni
systémy, a je proto nutné vnaseny plazmid pasazovat pies nemethylujici kmen E. coli. V piipadé
Streptomyces lincolnensis se v literatufe nepodafilo najit informace o pfitomnosti takovych
ochrannych systém, a proto bylo postupovano tak, jako by byly ptitomny.

Kompetentni buriky E. coli ET12567/pUZ8002 (3.1.1) byly elektroporaci transformovany
kosmidem pLK-6 s genem /mbX zaménénym za inaktivaéni kazetu a selektovany na LB médiu s
apramycinem (50 pg/ml) a karbenicilinem (100 pg/ml). Jedna kolonie byla zaockovana do 10 ml
LB média obsahujiciho apramycin (50 pg/ml), chloramfenikol (25 pg/ml) a kanamycin (50
pug/ml) a kultivovana pies noc. 100 pl pies noc narostlé kultury bylo pieockovano do 10 ml
cerstvého LB média obsahujiciho apramycin (50 pg/ml), chloramfenikol (25 pg/ml) a kanamycin
(50 pg/ml) a inkubovano na tfepacce do dosazeni ODsoo = 0,4 (cca 4 h). Antibiotika byla
z kultury odstranéna dvojnasobnym promytim buriek 10-ti ml LB média centrifugaci (1000 g, 10
min, 20°C) a buiiky byly poté resuspendovany v 1 ml LB média. K 10 pul sporové suspenze
Streptomyces lincolnensis (10% cfu) bylo pfidano 500 pl 2 x YT média (3.1.3) a spory byly
podrobeny tepelnému Soku v 50 °C po dobu 10-ti min a ochlazeny na laboratorni teplotu. 0,5 ml
suspenze bunék E. coli bylo smichano s 0,5 ml sporové suspenze Streptomyces lincolnensis a
centrifugovano (10 000 g, 5 s, 20 °C). Sediment byl resuspendovan v 50 ul rezidualniho média.
Ze suspenze byla pfipravena fedici fada od 10" to 10 (suspenze byla fedéna sterilni
destilovanou H,0).100 pl kazdého fedéni bylo vyseto na MS agar s 10 mM MgCl2 bez selekce a
inkubovano ve 30 °C. Po 16-20 h byla kazda miska o priméru 8 cm rovnomérné pielita 1 ml
sterilni destilované H,O obsahujici 0,5 mg kyseliny nalidixové a 1,25 mg apramycinu a déle

inkubovana ve 30 °C 3-5 dnt.

3.2.2.7 Test obnoveni produkce linkomycinu v inaktivantech Streptomyces

lincolnensis pridavkem PPL/MTL do kultivaé¢ni pidy

Obnoveni produkce linkomycinu pfidavkem meziprodukti jeho biosyntézy bylo ovéfovano
biologickym testem. Linkomycin, produkovany po pfidani chybgjiciho intermediatu, difunduje

z agarového blocku, zabiji citlivy organizmus (Kocuria rhizophila) a na misce je patrna inhibi¢ni
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zéna. Blocek BG agaru (obsahujici 200 pg/ml a 800 pg/ml PPL nebo MTL) o objemu 200 pl,
vyrobeny nalitim agaru do jamky mikrotitraéni desticky, byl zaoCkovan sporami inaktivanta
nebo typového kmene Streptomyces lincolnensis, ktery byl pouzivan jako kontrolni. Desti¢ka
byla inkubovana ve 30 °C po deset dni. Na misku o priméru 14,5 cm s Bl agarem bylo
naneseno 1,6 ml suspenze bun€k Kocuria rhizophila ve sterilnim 150 mM NaCl (zékal mezi 0,5-
1 McFarlandovy stupnice). Suspenze byla rozetfena po povrchu misky a zbytek odebran pipetou.
Agarovy blo¢ek s kulturou inaktivanta S. lincolnensis byl vyjmut z mikrotitraéni desticky a
pienesen na misku zaockovanou Kocuria rhizophila. Miska byla inkubovéna ve 30 °C pies noc a

inhibi¢ni zoény byly dokumentovany naskenovanim.

3.2.3 Kocuria rhizophila

3.2.3.1 Kultivace Kocuria rhizophila
Buriky Kocuria rhizophila byly kultivovany na B1 agaru pii 37 °C.

3.24 Prace s DNA
3.2.4.1 Izolace plazmidové DNA z E. coli alkalickou lyzi [63,64]

1 kolonie E. coli byla zaockovana do 5 ml LB média a inkubovéna na tfepace pres noc.
Poté byly buiiky sklizeny centrifugaci (2 000 g, 4 °C, 10 min) a sediment byl resuspendovan ve
100 pl Roztoku I.(3.1.4) Buriky byly lyzovany (a DNA a proteiny denaturovany) pfidanim
Roztoku II.(3.1.4) a suspenze byla promichana pfevracenim. Smés byla ihned neutralizovana
ptidanim 150 pl Roztoku II1.(3.1.4) a promichdna pievracenim. Pti této rychlé neutralizaci ccc-
forma plazmidové DNA rychle denaturuje a je dobte oddélitela od chromozomalni DNA, ktera
precipituje spolu s proteiny a detergentem. SraZenina byla odstranéna centrifugaci (5 min, 13 000
g, 20 °C). K supernatantu bylo pfidano 400 pl smési chloroform/fenol (1:1) a po promichani a 2
min inkubaci v laboratorni teploté byla smés centrifugovana (5 min, 13 000 g, 20 °C). Vodna
faze, ktera obsahovala plazmidovou DNA, byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a bylo k ni
pfidano 600 pl 2-propanolu a smés byla ponechana na ledu 10 min. Precipitovana plazmidova
DNA byla oddélena centrifugaci (5 min, 13 000 g, 4 °C) a sediment byl promyt 200 ul 70%
ethanolu za tychz podminek. Sediment byl poté vysusen pfi laboratorni teploté a resuspendovan

v 50 pl sterilni destilované vody.
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3.2.4.2 Izolace plazmidové DNA z Escherichia coli pomoci komeréni

soupravy Wizard
Pro ptipravu plazmidové DNA urcené pro skladovéani byla pouzita komeréni souprava
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Princip metody je obdobny
jako v pfedchozim ptipadé, DNA vSak neni po renaturaci precipitovana alkoholem, nybrz
preciSténa vazbou na aktivované sklo v kolonce. Pii pouZzivani soupravy bylo postupovano

ptresné podle pokynt vyrobce.

3.2.4.3 Stépeni DNA pomoci restrikénich endonukleiz
Pti opracovani DNA restrikénimi endonukledzami bylo vzdy postupovéno podle pokynii
vyrobce. Pro pfipravu inaktivacni kazety byl celkovy objem reakéni smési 300 pl. Restrikéni

enzymy byly inaktivovany zahiatim reakéni smési na 65 °C .

3.2.4.4 Izolace genomové DNA ze streptomycétovych kmeni fenolovou

extrakcei [23]

Buriky z 50 ml kultury byly sklizeny centrifugaci (10 min, 4 °C, 2 600 g) a promyty 50 ml
TE pufrem (3.1.4) za tychz podminek. Sediment byl zvazen, 0,3 g bunék byly resuspendovany v
0,5 ml TES pufru a k suspenzi bylo ptidan 25 ul zasobniho roztoku lyzozymu o koncentraci 20
mg/ml. Suspenze byla promichana a inkubovana ve 37 °C do zacatku lyze (30-40 min), coZ se
projevilo zvySenim hustoty suspenze. K lyzatu bylo ptiddno 14 pl zasobniho roztoku proteinazy
K o koncentraci 0,5 mg/ml a 60 pl 10 % SDS a lyzat byl inkubovan 2 h v 55 °C. Lyzat byl pak
protfepan se stejnym objemem smési fenolu/chloroformu a izoamylalkoholu (24/24/1, pH 8,0),
centrifugovan (13 000 g, 5 min, 20 °C) a DNA, pfitomna ve vodné fazi, byla ptevedena do cisté
zkumavky. Tento krok byl jednou opakovéan. Poté byl k roztoku DNA ptidan stejny objem
chloroformu, smés byla protiepana, centrifugovana (13 000 g, 5 min, 20 °C) a DNA, ptitomna
ve vodné fazi, byla ptevedena do ¢isté zkumavky. DNA byla pak precipitovana ptidanim 0,6
objemu 2-propanolu a 0,1 objemu 3 M octanu sodného, jehoz pH bylo upraveno kyselinou
octovou na 4,7. Precipitovand DNA byla natocena na sklenéné ty¢inky, oplachnuta ethanolem,

vysusena a rozpusSténa v TE pufru (3.1.4) pfi 4 °C.
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3.2.4.5 DNA elektroforéza

Elektroforeticka separace DNA je zalozena na rozdilné pohyblivosti molekul DNA
v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti, tvaru a flexibilité. Elektroforetickd separace
DNA byla, podle velikosti analyzovanych molekul, provadéna v 1,0 % — 1,5 % agarézovém gelu
v TAE pufru (3.1.4). Pro zviditelnéni DNA pod UV Ilampou byla DNA barvena
ethidiumbromidem, ktery byl pifidavan do agarézy v kone¢né koncentraci 0,005 %. Pred
nanesenim DNA byl ke vzorkim pfidavan DNA vzorkovy pufr (3.1.5) v poméru 1:9. Molekuly
DNA byly separovany pii konstantnim napéti 3 - 5 V/em.

3.2.4.6 Izolace DNA fragmentu z agarozového gelu

Po elektroforetické separaci byl prouzek gelu obsahujici pozadovany DNA fragment
vyfiznut a DNA byla izolovana z agar6zového gelu pomoci komercni soupravy Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) (3.1.5) podle pokyna vyrobce. Pti izolaci je agaroza
rozloZena pusobenim chloristanu sodného a uvolnéna DNA je zachycena na kolonce obsahujici
aktivované sklo, promyta a nasledné eluovana roztokem o nizké iontové sile nebo sterilni

destilovanou H,O.

3.2.4.7 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) byla provadéna v
ptistrojich T1 Thermocycler 96 (Biometra) a T GRADIENT Thermocycler (Biometra) v objemu
50 pl. Hybridizaéni teploty primert (Tann) byly navrzeny podle Ty, vypoditané ze vzorce 4*(G +

C) + 2*(A + T) a ovéfovany.

3.25 Stanoveni linkomycinu ve fermentaé¢nim mediu

3.2.5.1 Priprava vzorku — SPE

Linkomycin je produkovan do média, proto bylo médium od mycelia oddéleno pted
vlastnim stanovenim centrifugaci (4 000 g, 15 min, 4 °C). Poté bylo 10 ml média naneseno na
pfedem kondiciovanou (3 ml methanolu) a promytou (3 ml vody) SPE kolonu (SPE Oasis HLB,
Waters). Soli a polarni latky byly odstranény promytim 3 ml vody a 3ml 10 % methanolu.
Linkomycin byl eluovan 80 % methanolem, vysusen a pfed analyzou rozpustén ve 100 pl

methanolu.
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3.2.5.2 Stanoveni metodou UPLC

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

Na analytickou kolonu BEH C;g (50 x 2,1 mm LD., primér ¢astic 1,7um) (Waters)
temperovanou pii teploté 35 °C bylo davkovano 5 pl vzorku. Analyt byl eluovan dvouslozkovou
mobilni fazi 1mM mravenc¢an amonny, pH 9 : acetonitril, 76:24 (v/v), pii pritokové rychlosti 0,5
ml/min a detekovan pii vinové délce A = 194 nm. Po kazdé analyze (2,5 min) byla kolona 1 min
promyvana 100 % acetonitrilem a 1 min ekvilibrovana mobilni fazi.

K identifikaci linkomycinu byla pouzita metoda srovnavani reten¢nich ¢asi se standardy a

pro kvantifikaci linkomycinu byla sestrojena kalibra¢ni kiivka.

3.2.6 Metoda inaktivace geni lokalizovanych na chromozomu
streptomycet (PCR targeting)

Pro inaktivaci genu /mbX byl pouzit systtm REDIRECT PCR targeting system in
Streptomyces coelicolor A3(2) [65].

Metody inaktivace genl u streptomycet jsou ¢asto zaloZzeny na homologni rekombinaci, tj.
vymeéné homognich sekli v procesu nazyvaném dvojity crossing-over, pii které je gen, nebo
jeho ¢ast, nahrazena inaktivacni kazetou.

V systému REDIRECT je soucasti inaktivaéni kazety (obr 3.1. I) gen kodujici rezitenci
k apramycinu, oriT, ktery umoziuje mobilizaci konstruktu, FRT sekvence, které jsou cilovym
mistem pro FLP rekombinazu a sekvence homologni k okoli inaktivovaného genu, které jsou
vneseny do kazety v PCR reakci tak, Ze jsou soucasti primera (obr 3.1. I).

Strategii je v prvni fazi rekombina¢ni vyména (obr 3.1. III) chromozomalniho genu,
klonovaného v kosmidu SuperCosl, za inaktivaéni kazetu. Rekombinace je usnadnéna
ptitomnosti plazmidu plJ790, nesoucimu geny (gam, bet a exo), jejichz proteinové produkty
napoméhaji homologni rekombinaci mezi okolim inaktivovaného genu a jeho homologni
sekvenci vloZené do inaktivaéni kazety. Tak vznikd kosmid s mutaci v definované oblasti,
v némz je inaktivovany gen nahrazen inaktivaéni kazetou. P¥itomnost oriT v inaktiva¢ni kazeté
umoziiuje prenos mutovaného kosmidu do streptomycet konjugaci, za pomoci proteinovych
produktl genil, kédovanych plazmidem pUZ8002, ktery sam postrada ,.in cis“ fungujici lokus

pro vlastni transfer. V buiice streptomycet pak dojde k homologni rekombinaci mezi okolim
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chromozomalniho genu, ktery ma byt inaktivovan, a homologni sekvenci, kterd je soucasti
inaktivacni kazety. Takto je chromozomalni gen nahrazen inaktiva¢ni kazetou (obr 3.1.. IV).

Ve druhé fazi je v mutovaném kosmidu kazeta nahrazena kratkou ,,in frame® sekvenci,
které nenese STOP kodon a oznacuje se jako ,jizva“ (obr 3.1. V). K vyméné kazety za ,,jizvu*
dochazi Cinnosti FLP rekombinazy, kodované genem nesenym na plazmidu pBT340. FLP
rekombinaza rozpoznava FRT sekvenci v inaktiva¢ni kazeté a odstrani centralni ¢ast inaktiva¢ni
kazety. Na jejim misté zanecha 81 pb dlouhy Gsek DNA — jizvu“. Mutovany kosmid s jizvou je
pak vnesen do bunék streptomycetového kmene, ktery ma jiz inaktivovany gen nahrazen za
inaktivacni kazetu. Homologni rekombinaci je inaktivaéni kazeta vyménéna za jizvu (obr 3.1.

Iv).

33 SOFTWARE

Sekvence shluku genti pro biosyntézu linkomycinu S./incolnensis 78-11, ulozena v databazi
GenBank (http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) pod pfistupovym cislem X79146, byla
analyzovana pomoci programu BLAST - Basic Local Alignment Search Tools

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
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Obr.3.1 Schema postupu inaktivace gen(i lokalizovanych na chromozomu streptomycet.

Navrh primert Amplifikace inaktivacni @
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4 VYSLEDKY

CIL DIPLOMOVE PRACE

Jednim ze zakladnich predpokladti ptipravy hybridnich antibiotik na bazi linkozamidu je
detailni znalost pfislusnych biosyntetickych drah. Znalost aminokyselinové vétve biosyntetické

drahy linkomycinu je vSak dosud spiSe utrzkovita. Cilem diplomové prace proto bylo :

1. inaktivovat jeden z vytypovanych gent linkomycinového biosyntetického
shluku
2. chromatografickymi a biologickymi metodami analyzovat fenotypovy projev

mutace a potvrdit spravnost predbézného pfifazeni inaktivovaného genu

k reakcim aminokyselinové vétve drahy

4.1 INAKTIVACE GENU ImbX
K inaktivaci genu /mbX byl pouzit systém REDIRECT (kapitola 3.2.6) vyvinuty v John
Innes Centre (Norwich, Velka Britanie) pro inaktivaci genu lokalizovanych na chromozému

streptomycet.

4.1.1 Priprava kazety

Inaktivacni kazeta je v systému REDIRECT dodavana jako soucast plJ773. Pouziti
plJ773 jako templatu v PCR se nedoporucuje, protoZze stopy ccc formy plJ773 soutézi pti
nasledné transformaci E.coliBW25113 slinearnim PCR produktem a zvySuje se tak pocet
fale$né pozitivnich transformantd. Proto byla prvnim krokem amplifikace pll773 v E. coli
DH5a a jeho izolace, pficemz se vychazelo z 30 ml kultury a podafilo se ziskat ptiblizn¢ 4 pg
plazmidové DNA. Stépenim plJ773 (4 334 bp) restrikénimi enzymy EcoRI a Hindlll byl ziskan
fragment (2 938pb) predstavujici zbytek vektoru a fragment (1 396 pb) obsahujici kazetu (1 382
pb) a jeji kratké okoli (14 pb). Ten byl pak separovan preparativni DNA elektroforézou
v agar6zovém gelu, z gelu izolovan a uchovan v TE" pufru pii -20 °C. Absence intaktniho
plJ773 byla ovéfena transformaci 100 ng purifikovaného fragmentu do kompetentnich bun¢k
E. coliDHSa. Na LB agaru s carbenicilinem (100 pg/ml) nebyl zaznamenan narust

transformant.
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4.1.2 Navrh primera pro zavedeni oblastni homologie
K zavedeni oblasti homologie okoli genu /mbX do purifikované inaktivacni kazety byla

navrzena dvojice primert (obr.4.1, tab 4.3).

o iXfor ma na svém 5’-konci 39 nt homolognich k sekvenci okoli genu /mbX (z
kodujiciho fetézce) a na 3'-konci 20 nt homologni k levé ¢asti disrupéni kazety.
Start kodon genu /mbX se piekryva se stop kodonem genu /mbY. Sekvence
primeru homologni k okoli genu /mbX nema na 3 konci start kodon /mbX, ale az
kodon nasledujici za nim. Tak pfi FLP rekombinazou indukované excizi
rezistenc¢niho markeru zistane stop signal genu /mbY zachovan.

. iXrev ma na svém 5°-konci 39 nt homolognich k sekvenci okoli genu /mbX (z
antikodujiciho fetézce) a na 3’-konci 19 nt homologni k pravé ¢asti disrupéni

kazety.

Aby se zabranilo rekombinaci v jinych nez Zzadoucich c¢astech kosmidu pLK6, byly
sekvence 39 nt zokoli genu /mbX pomoci algoritmu BLAST porovnana se sekvenci
linkomycinového genového shluku, vloZzeného v kosmidu pLK-6. Kromé perfektni shody

s zadouci sekvenci nebyla nalezena Zadna shoda delsi nez 30 nt.
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Obr.4.1. Ndvrh primerii pro zavedent oblastni homologie okoli genu ImbX do inaktivaéni kazety.

33 nt + start kodon + 1 kodon 36 nt +stop kodon

59 nt primer

58 nt primer

kazeta

59 nt primer

¢ > 58 nt primer
81 bp jizva

Tab 4.3. : Sekvence inaktivacnich primerii. Cervenou bervou jsou oznaéeny start a stop kodony, zelenou
barvou jsou oznaleny sekvence FRT vélenéné do disrupéni kazety a éernou barvou oblast, jeZ je plné

homologii s templdtovou DNA

Primer 5¢-CGCGCCCATCCTGCACAGCGCACCGGAGGAAGCATGATC
ixy ATTCCGGGGATCCGTCGACC- 3F

Primer 3*-GAGAAAAGAGCCGCTGACGCAAGGGGCCCTCGGCGACT
iXr ATGTAGGOT GGAGCTGCTTC-5¢
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4.1.3 Vneseni oblastni homologie do inaktiva¢ni kazety

Inaktivacni kazeta byla PCR amplifikovdna s pouzitim primerd pro vneseni oblastni
homologie (iXf a iXr) a pLK6, nesouciho linkomycinovy genovy shluk, jako templatu.

Optimalni podminky PCR reakce byly nasledujici:

Tab.4.4a. SloZeni PCR reaklni smés pro Tab.4.4b. Podminky PCR reakce
amplifikaci

DNA (50 ng) 8,6 ul denaturace 94°C 2 min
10 pmol/ul iXf 0,5 ul ,.horky start® 68 °C

10 pmol/pl iXr 0,5 pl denaturace 94°C  45s
10 x Dynazyme II buffer Sl hybridizace 50°C  45s
10 mM dNTP 1 pl syntéza 72°C  90s
DMSO 2.5 ul denaturace 94°C 45
Dynazyme II (2U/pl) 1 ul hybridizace 55°C  45s
dH,0 30,9ul syntéza 72°C 90s
celkovy objem reakce 50ul zavérecna syntéza 72°C 5 min

} 10 cykli
I 15 cykli

Vysledek PCR byl analyzovan DNA elektroforézou v agar6zovém gelu. Produktem

reakce byl jediny DNA fragment o délce 1 460 bp, coZz odpovida délce inaktivaéni kazety

prodlouzené o délku sekvence homologni s okolim genu /mbX, kterd byla vnesena jako soucast

primert (tab. 4.3). Produkt PCR byl po separaci vyfiznut z gelu a purifikovan pomoci kitu

WIZARD SW GEL AND PCR Clean-Up System ( Promega).

reakéni smési.

3) standard molekulové vahy

o
g
-
-
A d
-

1460 bp
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Obr.4.2. Ovéfeni prodlouZeni inaktivaini kazety pomoci PCR.
DNA elektroforéza v 1% agarézovém gelu. Naneseno 4ul PCR

1) kontrola: EcoRI/HindIl fragment plJ773 nesouci kazetu
2) PCR produkt, kazeta s okolim /mbX
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4.14 Integrace inaktiva¢ni kazety do pLK6 vyménou za ImbX.

K intergraci inaktiva¢ni kazety do pLK6 vyménou za inaktivovany gen dochazi
v burikach E. coli BW25113 za pomoci proteinovych produktii geni nesenych plJ790. Proto
byly buniky E. coli BW25113/plJ790 nejprve transformovany intaktnim pLK6. Pro transformaci
zvolena metoda elektroporace, ktera svou ucinnosti nejlépe vyhovovala potiebé vnést kosmid
této velikosti do recipientnich bunék. Transformanty E. coliBW 25113/plJ790/pLK6 byly
selektovany na LB agaru schloramfenikolem (25 pg/ml), kanamycinem (50 pg/ml) a

karbenicilinem (100ug/mi).

Transformanty E. coliBW 25113/plJ790/pLK6, byly ptipraveny ve stavu kompetence,
elektroporaci transformovény inaktivaéni kazetou (purifikovany produkt PCR z kap. 4.2.3) a
selektovany na LB agaru sapramycinem (50 pg/ml), kanamycinem (50 pg/ml) a
karbenicilinem (100 pg/ml). Po 16 hodinach inkubace ve 37 °C bylo takto ziskano 15
transformant E. coliBW 25113/plJ790/pLK6AX, jejichz kolonie se lisily velikosti. Pro dalsi
testovani byly vybrény 4 transformanty, jejichz kolonie byly nejvétsi. Pti pouzivani systému
REDIRECT totiz obecné plati, Ze ¢im vétsi je kolonie, tim vice kopii mutovaného kosmidu
s inaktivovanym genem vyménénym za inaktivaéni kazetu nese. NejmenSi kolonie byvaji
obvykle fale$né pozitivni. Z téchto transformantd byla izolovana plazmidova DNA metodou

alkalické lyze.

4.1.5 Ovéreni integrace inaktivacni kazety do pLK6 vyménou za ImbX

Pro ovéieni integrace kazety do pLK6 vyménou za ImbX byla navrZena dvojice primeru.

Primery (tab.4.5) byly navrZzeny na zakladé sekvence nachazejici se ve vzdalenosti cca 100 pb

od oblasti ovlivnéné homologii rekombinaci.

Tab.4.5. Sekvence ovéfovacich primerii Tab.4.6. Teoretickd délka PCR produktit pro
testovdni pFitomnosti intaktntho ImbX, kazety a
Jjizvy v pLK6 a chromozomu

Primer Sekvence Utvar pFitomny v pFisluiném Délka [pb]
genoforu
chx f 3*-TCCTGCCGGCTGCCGTATCG- 5¢ ImbX 1088
chXr 5¢-“TTCGTCGTCCACTGGCCCCG- 3¢ kazeta 1572
jizva 278
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Ovéreni bylo provedeno pomoci PCR, jejiz optimélni podminky jsou uvedeny

v tab. 4.7.b a teoretické délky ocekavanych PCR produkti jsou uvedeny v tab.4.6.

Tab. 4.7a. SloZeni PCR reakéni smési pro
ovéfeni intergrace inaktivaéni kazety do
PLK6 vyménou za ImbX

Tab.4.7b. Podminky PCR reakce

DNA (50 ng) 2ul denaturace 94 °C 2 min
10 pmol/pl chXf 5ul »horky start* 65 °C

10 pmol/ul chXr 5ul denaturace 94°C 45s
10 x Dynazyme II buffer 5pul hybridizace 58°C 45's
10 mM dNTP lul syntéza 72°C 90 s
DMSO 2.5ul zavérefna syntéza 72°C 5 min
Dynazyme II (2U/ul) Tl

dH,0 28,5

celkovy objem reakce S0ul

} 30 cykli

Vysledek PCR byl analyzovan DNA elektroforézou v agar6zovém gelu. Produktem

reakce byl, v ptipadé vSech 4 testovanych kosmidovych klonti, DNA fragment o délce 1572 bp

(tab.4.6), coz odpovida situaci po integraci inaktiva¢ni kazety do pLK6 vyménou za ImbX (obr

4.3). Klony byly oznaceny pLK6AX2.4,6,8. Produktem kontrolni PCR, provedené s pouzitim

intaktniho pLK6 jako templatu, byl fragment o délce 1 088 pb (tab.4.6).

1 23 45 67

1572 bp

1088 bp

-30.

Obr.4.3. OvéFeni integrace inaktivaéni
kazety do pLK6 vyménou za ImbX. DNA
elektroforéza v 1% agarozovém gelu.

Naneseno 5ul PCR reakéni smési.

1) standard molekulové vahy

2) pLK6AX-klon 2
3) pLK6AX-klon 4
4) pLK6AX-klon 6
5) pLK6AX-klon 8

6) pLK6

7) standard molekulové vahy
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4.1.7 Integrace inaktiva¢ni kazety do chromozému S. lincolnensis DSM
40355 vyménou za ImbX

pLK6AX byl elektoporaci vnesen do E. coli ET12567/pUZ8002 a transformanty E.
coliET12567/pUZ8002/pLK6AX byly selektovany na LB agaru s apramycinem (50 pg/ml) a
karbenicilinem (100pug/ml).

Poté¢ byl pLK6AX mezidruhovou konjugaci ptenesen do Streptomyces lincolnensis
DSM40355 a transkonjuganty Streptomyces lincolnensis DSM40355/pLK6AX byly
selektovany pielilitim MS agaru 1 ml sterilniho vodného roztoku kyseliny nalidixové (500
pg/ml) a apramycinu (1 250 pg/ml). Po 6 dnech inkubace bylo ziskano 30 transkonjugant
Streptomyces lincolnensis DSM40355/ pLK6AX. Ty byly pieco¢kovany na DNA agar s
kyselinou nalidixovou (25 pug/ml), apramycinem (50 pg/ml) a s/bez kanamycinu (50 pg/ml). 4
z téchto 30 klond byly apramycin rezistentni a kanamycin senzitivni; v nich do$lo k vyméné

chromozomalniho genu /mbX za inaktivacni kazetu. Klony byly oznaceny Streptomyces

lincolnensis DSM40355AX 3,17,18 a 25.

4.1.8 Ovéreni integrace inaktivaéni kazety do chromozomu S.
lincolnensis DSM 40355 vyménou za ImbX

Pro ovéfeni pfitomnosti mutace v chromozomu byla zapramycin rezistentnich a
kanamycin senzitivnich transkonjugant Streptomyces lincolnensis DSM40355AX 3,17,18 a 25
izolovana chromozomalni DNA (obr 4.4) a pouzita jako templait v PCR provedené

s ovéfovacimi primery chXf a chXr (tab.4.5 ).

Obr.4.4. Ovéfeni kvality izolované
chromozomdini DNA elektroforézou
v 1,5% agardzovém gelu.

standard molekulové vahy

S. lincolnensis DSM 40355

S. lincolnensis DSM 40355 AX3
S. lincolnensis DSM 40355 AX17
S. lincolnensis DSM 40355 AX18
S. lincolnensis DSM 40355 AX25
standard molekulové vahy

NN =
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Tab. 4.8a. Sloieni PCR smési pro Tab. 4.8b. Podminky PCR:
ovéfeni integrace inaktivaéni kazety do
chromozomu vyménou za ImbX

DNA (cca 200 ng) 2ul denaturace 94 °C 2 min

10 pmol/ul chXf 5ul ,.horky start* 65 °C

10 pmol/ul chXr 5ul denaturace 94°C 45s 30

10 x Dynazyme Il Buffer 5ul hybridizace 58°C 45s } cyklii
10 mM dNTP lul syntéza 72°C 90 s

DMSO 2.5ul zavereCna syntéza 72°C 5 min

Dynazyme II 2U/pl 1pl

dH,O 28.5p

celkovy objem reakce 50ul

Vysledek PCR byl analyzovan DNA elektroforézou v agar6zovém gelu. Produktem
reakce byl, v ptipad¢ vSech testovanych klont, jediny DNA fragment o délce 1 572 bp, coz
odpovida situaci po integraci inaktivacni kazety do chromozomalni DNA vyménou za /mbX
(obr 4.5). Produktem kontrolni PCR, provedené s pouzitim chromozomalni DNA typového
kmene S. lincolnensis DSM40355 jako templatu, byl jediny fragment o délce 1 088 pb
(tab.4.6).

1 2 345 6 7 Obr. 4.5. OvéFeni integrace inaktivaéni kazety do
chromozomu 8. lincolnensis. vvménou za ImbX.
DNA elektroforéza v 1% agarozovém gelu.
Naneseno Sul PCR reakéni smési.,

1572 bp 1. Standard molekulové vahy
1088 bp 2. S lincolnensis DSM 40355

3. 8. lincolnensis DSM 40355

4. S lincolnensis DSM 40355 AX3
5. 8. lincolnensis DSM 40355 AX17
6. S lincolnensis DSM 40355 AX18
7

S. lincolnensis DSM 40355 AX25

4.1.9 Vystépeni inaktivacni kazety z pLK6AX

pLK6AX byl elektroporaci vnesen do E.coliDHS5a/pBT340 a transformanty byly
selektovany na LB agaru s apramycinem (50 pg/ml) a chloramfenikolem (25 pg/ml). Takto
bylo ziskano 20 transformant.

Po roztéru LB agar a eliminaci pBT340 kultivaci ve 42°C byly transformanty
F.coliDHS50/pBT340/pLK6AX testovany na senzitivitu k apramycinu (50pg/ml) a kanamycinu
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(50pg/ml). Byly ziskany 4 klony senzitivni k apramycinu a rezistentni ke kanamycinu a

odpovidajici kosmidy byly oznaceny jako pLK6jAX2,4,7a 10.

4.1.10  Ovéreni vyStépeni inaktivacni kazety z pLK6AX

U klonti senzitivnich k apramycinu a rezistentnich ke kanamycinu (pLK6jAX2,4,7 a 10

z kap 4.1.9), doslo ¢innosti FLP rekombinazy k vystiiZeni stiedni ¢asti kazety, lezici mezi FRT

rozpoznavacimi misty a z pivodni inaktivaéni kazety, zbyva usek 81 bp, tzv. jizva. Ovéfeni

tohoto procesu bylo provedeno pomoci PCR. Kosmidovda DNA nebyla z bunék izolovana, ale

PCR byla provedena pfimo na koloniich FE.coliDH50/pLK6jAX2,4,7a10 a jeji optimalni

podminky byly nasledujici:

Tab. 4.9a. SloZeni PCR reakcni smés pro
ovéfeni vy$tépeni  inaktivaéni kazety

Tab. 4.9b. Podminky PCR

ZpLK64X

templat 1 kolonie denaturace 94 °C 2 min
10 pmol/ul chXf Sul ,»horky start 65 °C

10 pmol/ul chXr 5ul denaturace 94°C 45s
10 x Dynazyme Il buffer 5ul hybridizace 58°C 45s
10 mM dNTP lul syntéza 72°C 90 s
DMSO 2.5ul zavérefna syntéza 72°C 5 min
Dynazyme Il (2U/ul) Tul

dH,O 28,5p

celkovy objem reakce 50pl

30 cykla

Vysledek PCR byl analyzovan DNA elektroforézou v agar6zovém gelu. Produktem

reakce byl, v pfipad¢ vSech 4 testovanych klond, jediny DNA fragment o délce 278 bp, coz

odpovida situaci po vystfizeni stiedni ¢asti inaktivacni kazety (obr 4.5).

123456738

1572 bp

1088 bp

278 bp

-4) -

Obr. 4.5. Ovéfeni vystépeni inaktivaéni kazety
z pLK64AX. DNA elektroforéza
agarozovém gelu. Naneseno Sul PCR reakéni

smési.

PNAN RN -

standard molekulové vahy
pLK6

pLK6AX

pLK6jAX- klon 2
pLK6jAX- klon 4
pLK6jAX- klon 7
pLK6jAX- klon 10
standard molekulové vahy

vi1%
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4.1.11 Vystépeni inaktiva¢ni kazety z chromozému 8. lincolnensis DSM
40355AX

Protoplasty Streptomyces lincolnensis DSM40355AX byly transformovany kosmidem
pLK6jAX a transformanty byly selektovany pielilitim R2YE agaru 1 ml vodného roztoku
kanamycinu (200 pg/ml). Bylo ziskano 10 klont Streptomyces lincolnensis DSM40355AX
/pLK6jAX.

Transformanty Streptomyces lincolnensis DSM40355AX/pLK6jAX byly po roztéru na
jednotlivé kolonie (na MS agaru) testovany na senzitivitu k apramycinu (50pg/ml) a
kanamycinu (50pg/ml) a byly ziskany 4 klony senzitivni k apramycinu i ke kanamycinu. Klony

byly oznaceny Streptomyces lincolnensis DSM40355jAX1,2,3 4.

4.1.12  Ovéreni vyStépeni inaktiva¢ni kazety z pLK6AX z chromozomu S.
lincolnensis DSM 40355

U kloni senzitivnich k apramycinu 1 kanamycinu (Streptomyces lincolnensis
DSM40355jAX1,2,3.4, kap. 4.1.11), homologni rekombinaci doslo k vyméné chromozomalni
kopie inaktivaéni kazety za usek zkraceny ¢innosti FLP rekombinazy z pLK6jAX.

Oveéfeni tohoto procesu bylo provedeno pomoci PCR. Chromozomélni DNA nebyla z
bunék izolovana, ale PCR byla provedena piimo na sporach Streptomyces lincolnensis

DSM40355jAX, settenych z povrchu kolonii vatovym tamponem a jeji optimalni podminky

byly nasledujici:
Tab. 4.10a. SloZeni PCR reakéni smés pro Tab. 4.10b.Podminky PCR
ovéFeni vyStépeni inaktivaéni kazety
Z2pLK6AX:
templat spory denaturace 94 °C 2 min
10 pmol/pl chXf Sul »horky start* 65°C
10 pmol/pl chXr Sul denaturace 94°C 45s i
10 x Dynazyme II buffer m hybridizace 58°C 45s 30 cyklu
10 mM dNTP Tul syntéza 72°C 90 s
DMSO 2.5ul zavérefna syntéza 72°C 5 min
Dynazyme I1( 2U/ul) Tpl
dH,0 28,51
elkovy objem reakce 50ul
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Vysledek PCR byl analyzovan elektroforézou v agar6zovém gelu. Produktem reakce byl,
u dvou testovanych klonl jediny DNA fragment o délce 278 bp (tab.4.6), coZ odpovida situaci
po vystfizeni stfedni Casti inaktivacni kazety (obr 4.1). Byly tedy ziskany 2 pozitivni klony,
majici gen /mbX nahrazen jizvou o délce 81 pb, u ostatnich se PCR nezdafila (obr 4.6).

Obr.4.6. Ovéfeni vyStépeni inaktivacni
kazety 7 chromozomu  S.lincolnensis
DSM 40355. DNA elektroforéza v 1%
agarozovém gelu. Naneseno 5ul PCR
reakcni smési.

1. standard molekulové vahy
2. pLK6jAX-klon 1
3. pLK6jAX-klon 2

278bp
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4.2 ANALYZA PRODUKCNICH VLASTNOSTI PRODUKCNIHO
KMENE 8. lincolnensis DSM 40355 ImbX

4.2.1 Stanoveni produkce linkomycinu metodou UPLC

Linkomycin byl stanovovan ve fermenta¢nich médiich kultur Streptomyces lincolnensis
DSM40355 a Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1 metodou UPLC s UV detekci po
predchozim piecisténi a zakoncentrovani extrakci na pevné fazi (SPE). Méteni bylo provadéno
v triplikatech. Pfi analyze frakce média z kultury Streptomyces lincolnensis DSM40355 byl
v chromatogramu (obr.4.7A) ptitomen pik s retenénim casem 1,6 min, ktery odpovidal
retenénimu ¢asu standardu linkomycinu za danych podminek. UV spektrum daného piku bylo
porovnano s knihovnou spekter a rovnéz odpovida spektru standardu linkomycinu. Koncentrace
linkomycinu byla stanovena 50 pg/ml fermenta¢niho média, coz je hodnota, které je v piipadé
tohoto typového kmene za stejnych kultiva¢nich podminek obvykle dosahovano. Pfi analyze
frakce média z kultury Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1 nebyl linkomycin nalezen
(obr.4.7B). Protoze rast obou kultur, méfeny stanovenim suSiny, byl pfiblizné stejny, lze

konstatovat, Ze mutnatni kmen linkomycin neprodukoval.
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1 404
1 30

1 20+

1 10+

1 00+

0 90+

0 80—

absorbance

o 70

0 60
0 50

0 40

EILINY N L

0 00

. e

T e ee—— T T T T T
o 50 1 00 150 2 oo 2 50 3 00 3 50 4 oo 4 50 5 oo

—  A-typovy kmen t [min]
B-mutanta Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1

Obr 4.7 A,B. Srovndnl produkce linkomycinu v kulturdch typového kmene a kmene
s inaktivovanym genem ImbX. Chromatografickd kolona BEH C; (50 x 2,1 mm, I.D., 1,7
um) (Waters), 35 °C, ddvkovdno 5 ul vzorku. Mobilni fiaze 1 mM mravencan amonny, pH 9:
acetonitril, 76:24 (v/v), 0,5 ml/min, detekce 194 nm.
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4.2.2 Biologicky test obnoveni produkce linkomycinu po obohaceni média
PPL nebo MTL

Obnoveni produkce linkomycinu u neprodukujiciho kmene Streptomyces lincolnensis
DSM40355AX1 obohacenim média o PPL nebo MTL bylo zji§tovano biologickym testem.

Jako linkomycin senzitivni organizmus byl pouzivan kmen Kocuria rhizophilaCCM552.

Blo¢ky BG agaru a blocky BG agaru s piidavkem PPL nebo MTL, na nichZ byl
kultivovan Streptomyces lincolnensis, byly po 8 dnech inkubace ve 28°C pfeneseny na misky s
B1 agarem, na némz byl zao¢kovan linkomycin senzitivni organizmus a déle inkubovany ve
30°C pres noc. Produkce linkomycinu, ktery difundoval z blo¢kti do B1 agaru, se projevila jako

inhibi¢ni zony v narustu senzitivniho organizmu. Blo¢ky byly testovany vzdy v péticich.

V okoli 4 blo¢kli BG agaru s pifidavkem PPL byly pozorovany vyrazné inhibi¢ni zony o
praméru 1,8; 2,1; 1,5 a 2,5 cm (obr.4.8). V okoli patého bloc¢ku inhibi¢ni zéna patrna nebyla,
nejspiSe proto, Ze rist Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1 byl zde minimalni. Zda se
tedy, ze obohaceni BG agaru PPL vedlo k obnoveni produkce linkomycinu v neprodukénim

mutantnim kmeni Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1.

O0br.4.8. Inhibi¢éni z6ny Kocuria rhizophila v okoli blo¢ki BG agaru s pFidavkem PPL(200 ug/ml) na
nichZ byl kultivovdn 8. lincolnensis AX1.

V okoli vSech 5 testovanych blo¢ki BG agaru s ptidavkem MTL inhibi¢ni z6ny
pozorovany nebyly. Zda se tedy, Zze obohaceni BG agaru MTL k obnoveni produkce
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linkomycinu v neprodukénim mutantnim kmeni Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1

nevedlo (obr 4.9).

O0br.4.9. Inhibiéni zony Kocuria rhizophila v okoll bloékit BG agaru s MTL(200 ug/ml) na nichZ% byl
kultivovdn S. lincolnensisjAX1.

V okoli vSech 5 testovanych blo¢kd BG agaru, které slouzily jako negativni kontrola,

inhibi¢ni zony pozorovany nebyly (obr 4.10).

Obr.4.10. Inhibi¢ni zony Kocuria rhizophila v okoll blo¢ki BG agar, u na nichZ byl kultivovdn S.
lincolnensisjAX1.
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Jako pozitivni kontrola byl uzivan typovy kmen Streptomyces linolnensis DSM40355.
Inhibiéni zony (primér 2 cm) (obr 4.11.11) Kocuria rhizophila byly pozorovany v okoli viech
blocki BG agaru srostoucim kontrolnim kmenem. Primér inhibi¢nich zon v okoli vSech
bloc¢kd BG agaru s ptidavkem PPL (2,4; 2.6; 2,5; 2,3). Obr. 4.11.1 nebo MTL (2,3; 2; 2,3; 2,1),
obr.4.11. IIl byl veétsi. Zda se, ze ptridavek PPL nebo MTL mirn¢ zvySuje produkci

linkomycinu u kontrolniho kmene.

Obr.4.11. Inhibi¢ni zony Kocuria rhizophila v okoll blo¢kii BG agaru s PPL(200 ug/ml),fFada
L,MTL(200 ug/ml), Fada I1I av okoll BG agaru,fada Il., na nichZ byl kultivovdn kontroln{ typovy
kmen S. lincolnensis DSM40355.
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S DISKUZE

V poslednich desetiletich se infek¢éni choroby opét stavaji zdvaznym problémem.
Nejenze se objevuji infekéni choroby nové, ale diky nadmérnému a Casto nespravnému
pouzivani antibiotik v klinické praxi se rychle $iti odolnost patogend viéi témto latkam.
Objevuji se dokonce multirezistentni patogenni kmeny, proti nimzZ v sou¢asnosti u¢inna
latka neexistuje. U nékterych pacientll byla navic pozorovana vi¢i uréitym antibiotikiim
nesnasenlivost. Poptavka po novych u¢innych latkach proto neklesa.

Linkozamidy jsou potencidlnim zdrojem novych latek s antibakteridlnimi a
antimalarickymi uc¢inky. Naptiklad derivaty odvozené od linkomycinu, klindamycinu a N-
demethylklindamycinu  nahrazenim  propylového fetézce v poloze 4" jeho
aminokyselinové subjednotky za delsi, jsou vyrazné G¢innéj$i neZ plivodni latky [19].
Pouzivani derivati linkozamidi vs$ak zna¢né omezuje ndkladnost jejich chemické
syntézy. Jinou cestou jak pfipravit nové derivaty jsou cilené zasahy genomu producenta,
ptipadné kombinace linkozamidovych biosyntetickych gend s geny jinych drah. Tento
postup vSak vyzaduje detailni znalost odpovidajici biosyntetické drahy a znalost
biosyntetické drahy linkomycinu je dosud spiSe atrzkovita. Tato diplomova prace byla
soucasti vyzkumného projektu, jeZ byl zacilen na detailni poznani biosyntetické drahy
linkozamidd a pyrrolo[1,4]benzodiazepinovych antibiotik a méla piispét k pochopeni
aminokyselinové vétve biosyntetické drahy linkomycinu.

Podle studie zaloZené na zakladé znaCeni stabilnimi izotopy [69,45], by vétev
linkomycinové biosyntetické drahy vedouci k PPL,(obr.2.6) mohla zahrnovat nasledujici
sekvenci reakci: hydroxylaci tyrosinu na DOPA, extradiolové §tépeni aromatického kruhu
DOPA a cyklizaci produktu S$té€peni, odstépeni dvou uhlikovych atomid z postranniho
alifatického ftetézce produktu cyklizace, methylaci postranniho alifatického fetézce a
dvojnasobnou redukci na koneény produkt.

Ackoli byl genovy shluk fidici biosyntézu linkomycinu osekvenovan [S0], pfifazeni
jednotlivych gend shluku k odpovidajicim reakcim biosyntézy PPL nebylo snadnym
ukolem. Zatimco fada geni shluku vykazuje podobnost ke znamym proteinovym rodinam
metabolismu cukrii, a je tedy pomérné snadno zaclenitelna do navrZzeného schematu
biosyntézy MTL, geny operujici v aminokyselinové ¢asti biosyntézy linkomycinu z velké

vétSiny Zadnou statisticky vyznamnou podobnost ke znamym proteinovym rodinam
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nevykazuji. Proto byly doposud na zakladé experimentdlnich dat aplné, gen enzym,
substrat, popsany pouze prvni dvé reakce [47,58], katalyzované proteinovymi produkty
genu /mbB1 a ImbB2. Vice informaci pfineslo aZ osekvenovani genového shluku pro
biosyntézu anthramycinu, ktery s linkomycinem sdili ¢ast biosyntetické drahy vedouci
k PPL. Srovnavaci sekven¢ni analyza obou biosyntetickych shlukt odhalila skupinu gend,
ktera ma vzajemné homologni zastupce v obou zminénych genovych shlucich. V ptipadé
linkomycinového genového shluku jde o geny ImbA, ImbB1, ImbB2, ImbW, ImbX a
ImbY, coz je vzhledem k jejich umisténi ve shluku v rozporu s Chungovou predstavou, Ze
geny fidici biosyntézu PPL jsou lokalizovany pouze v ¢asti shluku proximalné od genu
ImrA [52]. Geny ImbA, ImbB1, ImbB2 tuto podminku spliji, geny ImbW, ImbX a ImbY
nikoli. Tato skupina genli viak nema své homology mezi geny genového shluku pro
biosyntézu celesticetinu (ustni sdéleni Markéty Kobérské), ktery sdili s linkomycinem
¢ast biosyntetické drahy pro biosyntézu MTL. Navic, inaktivaéni experimenty provadéné
Chungovou skupinou pfifazovaly geny linkomycinového biosyntetického shluku
k jednotlivym ¢astem biosyntetické drahy jen velmi zhruba, spiSe v ramci vétSich celkd, a
proto tyto geny mohly minout.

Gen ImbW, vykazujici podobnost k methylazam, byl na zakladé vySe uvedené
srovnavaci analyzy shlukd pfifazen k methylaénimu kroku, gen ImbY, vykazujici
podobnost k redoxnim enzymim byl pfifazen k findlni redukci a o genu ImbA,
vykazujicimu podobnost ke glutamyltransferazam se piedpoklada, Zze je zahrnut
v biosyntéze kofaktoru LmbY. Gen /mbX, vykazujici podobnost k proteinové rodiné
neznamé funkce, byl zfejmé vyluCovaci metodou pftifazen ke kroku, v némz dochdzi
k odstépeni dvou uhliki z molekuly budouciho PPL.

Gen ImbX byl vybran pro dals$i zkoumani proto, Ze jeho proteinovy produkt je na
zéklad¢ vyse uvedenych dat kandidatnim genem katalyzujicim odStépeni dvou uhliki
z molekuly 4-(3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1-H-pyrrol-2-karboxylové kyseliny.
Piedchozi reakce je znama a je tedy k dispozici subtrat reakce pro dalsi zkoumani.

Nejprve vSak bylo tieba ovéfit hypotézu, Zze proteinovy produkt genu /mbX se
skutecné ucastni biosyntézy PPL. Pro tento ucel byla zvolena metoda inaktivace genu. S
pouzitim systému Redirect [65] byl gen /mbX inaktivovan. Pribéh a vysledek inkativace
byly ovéfovany metodou PCR. Produktem PCR, provadéné s DNA mutantniho kmene
Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1 jako templatem, byl fragment o velikosti 278
pb, coz odpovida situaci po vystiiZzeni stiedni ¢asti inaktivacni kazety, kdy je gen ImbX

nahrazen jizvou o délce 81 pb.
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Mutantni kmen Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1 s inaktivovanym genem
ImbX byl testovan na produkci linkomycinu. Produkce linkomycinu byla zjist'ovana
jednak biologickym testem spomoci linkomycin senzitivniho organizmu Kocuria
rhizophila, jednak UPLC analyzou fermenta¢niho média mutantniho kmene. Kmen
Kocuria rhizophila nevykazoval inhibi¢ni zony v okoli blockti BG agaru, na nichz byl
kultivovan mutantni kmen Streptomyces lincolnensis DSM40355AX1, na rozdil od
kontrolniho experimentu provadéného s typovym kmenem. To bylo v souladu s faktem,
ze ve fermenta¢nim médiu mutantniho kmene nebyl linkomycin nalezen. Inaktivace genu
ImbX vedla tedy u mutantniho kmene ke zruSeni produkce linkomycinu a da se
konstatovat, Ze gen /ImbX je skutecné funkénim genem biosyntetické drahy linkomycinu.

Na otazku, zda byl gen ImbX spravné funkéné pfifazen k aminokyselinové vétvi
drahy, mély odpovédét obohacovaci experimenty. Blocky BG agaru, v nichz byl agar
obohacen findlnim produktem aminokyselinové (PPL) (obr.2.6) nebo cukerné (MTL)
(obr.2.7) vétve biosyntetické drahy linkomycinu, byly umistény na Bl agar, zao¢kovany
linkomycin senzitivnim kmenem Kocuria rhizophila. V okoli blo¢ki, v nichz byl agar
obohacen PPL a na nichZz byl zaznamendn narlist mutantniho kmene Streptomyces
lincolnensis DSM40355AX1, byly patrny vyrazné inhibi¢ni zény. V okoli blo¢kd, v nichz
nebyl agar obohacen nebo byl obohacen MTL, nebyly inhibi¢ni zény pozorovany. Da se
tedy konstatovat, Ze ¢asti linkomycinové biosyntetické drahy souvisejici s produkci MTL
nebo s kondenza¢nim ¢i findlnim methyla¢nim krokem mutaci zasazeny nebyly a ze gen
ImbX je funkéné spojen sprodukci PPL. To je sice vrozporu svySe uvedenou
Chungovou predstavou o lokalizaci genti ve shluku [52], ale v dokonalém souladu
s vysledky srovnavaci sekven¢ni analyzy genovych shluki pro biosyntetézu antibiotik
linkomycinu a anthramycinu [68]. Inaktivaéni experimenty provadéné Chungovou
skupinou nejspise gen /mbX opravdu minuly.

Gen ImbX byl, jak zminéno vyse, predb&éZzné ptifazen k reakénimu kroku, v némz
budouci molekula PPL ztraci dva uhlikové atomy a dochazi v ni k izomernim posuntim
[68]. Toto pfifazeni ale nemélo oporu v podobnosti proteinového produktu genu /mbX ke
znamym proteinovym rodindm. Gen vykazuje statisticky vyznamnou podobnost k velké
rodiné proteinii oznacované jako ,,PhzF - like proteins®, jejichz funkce nebyla dodnes plné
objasnéna. V posledni dobé byla provedena strukturni analyza proteinu PhzF [70], ktera

nasvédcuje tomu, Ze protein PhzF je bifunk¢ni protein, ktery jednak v ramci své struktury
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poskytuje chranénou kavitu pro dimerizaci ketond pies Schiffovy baze, jednak provadi
izomerizaci substratu pted jeho dimerizaci.

Pozoruhodné je, Ze vSecny tii dosud publikované modely biosyntetické drahy
vedouci k PPL [69,45,48] postuluji enzymaticky katalyzované izomerni posuny
v molekule tésné nasledujici za krokem odsté€peni dvou uhlikovych atomd z budouci
molekuly PPL, k némuz byl funkéné pfifazen proteinovy produkt genu /mbX, vykazujici
podobnost k PhzF roding. Zda se, Zze v zakladé¢ podobnosti proteini LmbX a PhzF by
mohly stat izomerni posuny provadéné témito enzymy v molekulach prislusnych
substratd. Prifazeni genu ImbX k vySe zminovanému kroku aminokyselinové vétve
biosyntézy linkomycinu je patrné spravné, nicmén¢ musi byt ovéfeno dalSimi
experimenty, pro néz byl polozen zaklad pravé v této diplomové praci.

Experimentalni vysledky diplomové prace umoznily piifadit gen ImbX
k aminokyselinové vétvi biosyntetické drahy linkomycinu a mutantni kmen Streptomyces
lincolnensisDSM40355AX1, ptipraveny v ramci prace, bude déale vyuzit k detailnimu

zkoumani reakce katalyzované genem /mbX.
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Obr 5.1. Schema spoleénych krokii biosyntézy prolinovych derivdtii pFitomnych
v molekuldch linkomycinu a pyrrolo[1,4] benzodiazepinovych antibiotik
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6 ZAVER

o Pomoci systému Redirect se podafilo inaktivovat gen /mbX u mutantniho kmene
Streptomyces lincolnensis DSM40355.

o Gen /mbX byl piifazen k aminokyselinové draze biosyntézy linkomycinu.

o Ziskany mutantni Streptomyces lincolnensis DSM40355AX bude pfedmétem dal$iho

studia.
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