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ABSTRAKT

Streptomycety jsou vlaknité, Gram-pozitivni bakterie, které jsou producenty vice
nez 70 % vSech prakticky vyuzivanych antibiotik. Jsou zajimavé svym pomérné
komplikovanym zivotnim cyklem (morfologicka diferenciace), ktery usti ve vznik
dormantnich spor odolnych vici neptiznivym podminkam a umoznujicim dlouhodobé
preziti organizmu. Jejich pfirozenym prostfedim je hlavné ptda. V laboratornich
podminkach jsou péstované na pevném agaru a v tekutém médiu. V nasi laboratoti byl
vyvinut novy dvoufidzovy kultivacni systém, ktery umoznuje reprodukovatelnou a
kvantitativni pfipravu vzorkll pro proteomickou, transkriptomickou a metabolomickou
analyzu diferenciace streptomycet. Tento systém je tvoien inertnimi mikrokulickami a
kapalnym médiem. V nasi studii byly pouzity dva druhy mikrokuli¢ek — sklenéné a
zirkoniové. Sledovali jsme povrchovy rist a diferenciaci streptomycet na téchto dvou
druzich mikrokulicek optickou a elektronovou mikroskopii (SEM). Zjistili jsme
podstatné¢ véEtSi nartst streptomycet a vysSi produkci antibiotik na sklenénych
mikrokulickach. Dal§im rozdilem byl i tvar a velikost kolonii. V dalsi ¢asti jsme se
snazili pomoci srovnévaci proteomiky identifikovat proteiny, které se podileji na
rozpoznani a prichyceni vegetativnich hyf na rozdilné povrchy. Ve tfech experimentech
a prostrednictvim kvalitativni a kvantitativni analyzy bylo vyhodnoceno nékolik

unikatnich proteini, kter¢ by mohly mit vliv pro rlst na sklenénych a zirkoniovych

mikrokuli¢kach.

Kli¢ova slova: streptomycety, dvoufdzovy kultivaéni systém, srovnavaci proteomika,

dvourozmérna elektroforéza, sklenéné a zirkoniové mikrokulicky, SEM, granaticin



ABSTRACT

Streptomyces, filamentous Gram-positive bacteria are producers of more than
70% of antibiotics used in human therapy and agriculture. They are remarkable because
of their complex life cycle (morphological differentiation) which leads to a formation of
dormant spores able to survive unfavorable living conditions and allowing long-term
survival of the organism. Soil represents their mostly natural living environment. In
laboratory conditions they are cultivated in liquid media or on agar. We have developed
in our laboratory two phase cultivation system which allows quantitative and
reproducible preparation of samples for proteomic, transcriptomic and metabolomic
analyses of Streptomycetes differentiation. The system is composed of inert micro-
beads submerged in liquid medium. We used two types of micro-beads in our studies,
glass and zirconia/silica beads. We followed the surface growth and differentiation of
Streptomycetes on both types of beads using optical and electron microscopy (SEM)
techniques. We observed major growth and higher antibiotic production on glass beads.
Another difference we observed was in size and shape of colonies. In further research,
using comparative proteomics, we attempted to identify proteins which might be
responsible for recognition and adhesion of Streptomycetes to diverse surfaces. In three
groups of experiments, using qualitative and quantitative analyses, we have evaluated

several groups of proteins connected with the growth on glass and zirconia beads.

Key words: Streptomycetes, two-phase cultivation system, comparative proteomics,

2D-electrophoresis, glass beads, zirconia beads, SEM, granaticin
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1. UVOD

Streptomycety jsou saprofytické, vlaknité, gram-pozitivni bakterie, obyvajici
ekosystémy pudy a moiské sedimenty. Jsou charakteristické vysokym zastoupenim GC
paril v linedrnim genomu, jeho velikosti (2,5x vét§i nez E.coli) a schopnosti diferenciace
béhem zivotniho cyklu. O jejich schopnost produkce mnoha diilezitych antibiotik a
dalsich uziteCnych sekundarnich metabolitl se zajimaji akademici a jsou vyuzivany
mnoha farmaceutickymi spolecnostmi. Morfologicka diferenciace souvisejici
s primarnim metabolismem a produkci sekundarnich metabolitd je slozity proces, proto
je dilezité streptomycety zkoumat nejlépe za podminek, které napodobuji jejich
ptirozené prostiedi co nejvice je to mozné.

Péstovani streptomycet na agarovych miskach v laboratornich podminkéch
pfindsi nékolik nevyhod. Agarové plidy nesimuluji charakteristické castice ptdniho
ekosystému a kromé toho, nelze dobte ptizptsobit slozeni média v pribéhu kultivace,
nebo provést kvantitativni analyzu sekundarnich metaboliti a studovat signalizacni
procesy pii diferenciaci bun€k. Odebirani mycelia, které pronikd agarem je obtizné a
nikdy kvantitativni. S  problémem ziskdni velkych homogennich vzorkl
diferencovanych streptomycet reprodukovatelnym zplsobem se setkdvame ve vSech
transkriptomickych a proteomickych studiich.

Zde jsme pouzivali novy dvoufazovy kultivacni systém vyvinuty pro ucely
proteomovych studii diferenciace streptomycet (NGUYEN ez al. 2005). Tento systém
vyuziva jako oporu pro rist sklenéné nebo zirkoniové mikrokuli¢ky a jako dynamickou
slozku béznad kapalnd zivna média vyuzivana pro submersni kultivaci streptomycet.
Velikost kuli¢ek je vybrand tak, aby co nejblize napodobovala zrnka pisku nebo
¢astecky zeminy v pfirozenych stanovistich streptomycet. Systém dovoluje snadné
rozbijeni bunék svyuzitim sklenénych (zirkoniovych) mikrokulicek a
reprodukovatelnou pfipravu dostateného mnoZzstvi proteinovych vzorkd pro
proteomové analyzy.

Cilem této diplomové prace bylo srovnat kultivaci na sklenénych a zirkoniovych
mikrokulickdch u tfech kmenl streptomycet (S.granaticolor, S.coelicolor,
S.ambofaciens). Provést morfologickou analyzu u vSech kmentl streptomycet. Zjistit,
zda se lisi produkce granaticinu pii rustu na sklenénych nebo zirkoniovych

mikrokulickach u §. granaticolor. Pomoci srovnavaci proteomiky identifikovat

12



proteiny, které se mohou podilet na rozpoznani a piichyceni vegetativnich hyf na
rozdilné povrchy. Zjistit, zda pii rozbijeni bunék ma néjaky vliv material mikrokulicek

na jejich proteinovy profil.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Streptomycety

Vyznamny rod Gram pozitivni Streptomyces GC-bohaté bakterie patii do fadu
Actinomycetales. Streptomyces maji jméno odvozené od latinského streptos = zvrasnély
nebo ohnuty a myces = houby, coz odrazi jejich morfologii podobnou vlaknitym
houbam a zvrasnély tvar jejich vzdusnych hyf diferencovanych na fetizky spor. Jsou to
striktni aerobové obyvajici hlavné plidni ekosystémy, kde reprezentuji pfiblizné 10 %
z celkové pludni mikroflory (JANSSEN 2006). I kdyZ vétSina streptomycet zije jako
saprofyté v pude, tak také uspéSné obyvaji Sirokou Skalu dalSich suchozemskych i
vodnich prostfedi. Nékteré kmeny jsou rostlinnymi nebo ZzivoCiSnymi patogeny.
(BUTTNER a FLARCH 2009). Streptomycety hraji dalezitou roli pifi procesech
mineralizace v pfirod¢ (MANTECA a SANCHEZ 2009). Jejich rastova dispozice
spojend s ¢innosti mnoZzstvi extracelularnich hydrolytickych enzymd, jim pomaha ziskat
pristup k zivinam v nerozpustnych organickych polymerech v piadé (CHATER 2006).

Streptomycety také prochazeji slozitym Zivotnim cyklem s vyraznymi
morfologicky a biochemicky definovanymi fazemi (viz Obr. 2.1). Vegetativni rlst
probiha v rané fazi po vykliceni spor ve form¢ multi-genomovych hyf substratového
mycelia (rastova faze I). V druhé fazi dochazi ke tvorbé vzdusnych hyf zaroven
s biosynézou antibiotik (riistova faze II). Ve tfeti fazi, v reakci na neptiznivé podminky
dochazi k septaci vzduSného mycelia a tvorbé spor. Pokud jsou ptirodni podminky opét
ptiznivé, dochézi ke kliceni spor a reiniciaci vegetativniho rlstu substratového mycelia
(CHATER 2006).

Mnoho druht streptomycet je dobie znamo jako vyznamni producenti antibiotik,
ktera maji rozhodujici ulohu v boji proti bakteridlnim infekcim. Vice nez polovina

naSich soucasnych antibiotik je produkovana druhy z rodu Streptomyces.

14



o T s | o
. Kliceni ,; £«

l.. y
< ‘.".".‘.' spor
T b} 0 : oz
Zrani VO,ne spory Kif&lcf Rustova faze |
spor d spory

'

T

Y & Y
FL: x% ’_ I ,3 ,
2 2 oanl 3 :\ LR Y

RetiziAspor

Sporulace Rustova faze Il

Produkce antibiotik

Obr. 2.1: Schéma Zivotniho cyklu streptomycet.

2.1.1. Morfologicka diferenciace

Zivotni cyklus streptomycet za¢ina kli¢enim spor a tvorbou rozvétvenych siti
vegetativnich hyf nazvanych substritové mycelium (NODWELL a LOSICK 1998).
Kristu dochazi prostiednictvim rozsifeni rustového vrcholu a zahdjenim nového
vétveni a tim ke vzniku nového bunécného prostoru. Prodlouzeni vrcholu u
streptomycet neni zavislé (jako u E.coli ¢i B.subtilis) na produktu genu MreB a syntéza
bunécéné stény nastadva u hyphalnich vrcholl, spiSe nez podél bocnich stén. Ackoliv
vSechny genomy streptomyecet, které jsou dosud osekvenované obsahuji dva MreB geny,
studium Streptomyces coelicolor ukéazalo, ze tyto geny maji jen maly dopad na
prodluzovani rtstového vrcholu u vegetativniho mycelia, ale podileji se zejména na
tvorbé vzdusnych hyf a spor (MAZZA et al. 2006). Zah4jeni prodluzovéni rastového
vrcholu pfi vétveni hyf vyzaduje vybér a oznaceni mista, kde rast zapoc¢ne, a tak je
definovana nova osa bunécéné polarity. Enzymy, které jsou zapojeny do exportu a tvorby
peptidoglykanu pak musi byt pfitomné na tomto mist¢ aby mohlo dojit zahajeni rastu a
vytvateni nového hyfalniho vrcholu. Bylo prokézano, Ze produkt genu DivIVA se

nahromadi v misté na boc¢ni sténé pred viditelnym vyrastkem, a Ze nova vétev se pak
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vytvaii z tohoto mista (FLARDH 2003), (BUTTNER a FLARCH 2009). DiviVA je
rustovy marker, ktery spusti tvorbu novych mist pro rast bunécné stény, piipadné
reguluje pfisun enzymui syntézy bunécné stény (SCHERR a NGUYEN 2009). Hyty
rostou podle rozsifeni vrcholu a vétvi se do vegetativniho (= substratového) mycelia,
které¢ roste napti¢ a hluboko do substratu, coz dava podnét ke vzniku vegetativnich

kolonii.

V reakci na vycerpani zivin a jinych signali dochazi k ristu vzduSnych hyf
(BUTTNER a FLARCH 2009). PorusSeni povrchového napéti mezi vodnim prostiedim a
substratem a rust vzdusné hyfy do vzduchu umoziiuje maly hydrofobni peptid SapB.
Ten tvofi povrch vzdusnych hyf a pfispiva kjejich vzpiimovani (KELEMEN a
BUTTNER 1998), ale neni produkovan v miniméalnim médiu. Pfesto zde dochéazi k
produkci vzduSnych hyf, coz naznacuje, ze existuje SapB nezéavisld drdha pro tvorbu
vzdusného mycelia. Tato SapB nezavisla draha je zprostiedkovand funkci proteini
hydrofobniho plasté: chaplini a rodlinti. Exprese chp gent (chapliny) je aktivovana pied
tvorbou vzdusného mycelia na bohatém i chudém médiu. Kmeny, které maji odstranéno
vSech 8 gentl kodujicich chapliny netvoii vzdusné mycelium na minimalnim mediu a ve
velmi omezené podob¢ na bohatém mediu. Dal$i ¢ast povrchovych vrstev vzdusného
mycelia tvofi rodliny (viz. Obr.2.2) (BUTTNER a FLARCH 2009), Dva homologni
proteiny Rdl A a Rdl B jsou zapojeny do tvorby rodlet vrstvy na povrchu vzdusnych hyf
(u S. coelicolor a S.lividans). Rdl (rodliny) geny jsou exprimovany Vv rostoucich

vzdusnych hyfach, ale ne ve sporach (MIKULIK et al. 2002).

o Saph
o Chaplins
o Rodlins

----------------------------------------

Obr.2.2: Schéma umisténi hydrofobnich povrchovych proteinti pii tvorbé vzdusného
mycelia streptomycet. (BUTTNER a FLARCH 2009)
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Poté, co jsou vzdusné hyfy vztyCeny, mohou se zapojit do vyvojového programu,
ktery zahrnuje reorganizaci nékolika zékladnich rlstovych a bunécnych procesii
vedoucich k diferenciaci apikalni bunky do fetézce spor. Vzdusné hyfy rostou ve Spicce
a v prodlouZzeni a nesou apikalni sestavy proteini DivIVA. Tvofeni apikalni
sporogenické bunky zahrnuje zastaveni rustu. Protein FtsZ, ktery se procesu ucastni, se
sestavuje do Sroubovicovych vlaken, kterd se preméiiuji do pravideln€ rozmisténych Z
prstencil, které pak tidi tvorbu sporovych sept. Po dokonceni septa, prespory vytvoii
silné stény spor, které vyzaduji pfitomnost ,,bakteridlniho aktinu“ MreB. Zpocatku, se
MreB lokalizuje v misté uzavieni septa, ale pak se objevuje v okoli vznikajicich spor
(viz Obr.2.3). MreB7 zajistuje spravné sestaveni stény spory (BUTTNER a FLARCH
2009).

. Sporulation __
a sporogenic cell — ) @ () sepptum @
Cellwall\Lﬁi o
Vegetative =
cross-wall L
D DA \ 9 Ul — —_ j —_ —
= | ra) =
O DivivA
— FsZ
= pireB N | || Pt
" 2V ra N

Obr.2.3: Schéma realizace biologickych procesti vedoucich k diferenciaci vzdusnych
hyf do spor streptomycet. (BUTTNER a FLARCH 2009)

Vysledna bild chmyfovita vrstva vzduSnych hyf funguje na povrchu kolonie jako
plodici orgén, coz umoznuje rozptyleni zralych spor a tim dokonceni zivotniho cyklu
(NODWELL a LOSICK 1998).

Pti neptiznivych Zivotnich podminkach, jako je nedostatek esencidlnich zivin,
vyuzivaji bakterie tzv. ,stringentni“ kontrolu exprese mnohych genli a enzymd.
kterymi bakterie prezivaji drsné podminky. Mnohé studie ukdzaly, Ze stringentni
odpovéd’ zavisi na zmeéné hladiny hyperfosforylovaného guanozinnukleotidu, guanozin-
tetrafosfatu ppGpp, ktery je syntetizovany jako odpovéd’ na navazani nenabité tRNA na
ribozomalni misto A. Tato molekula hraje podstatnou ulohu v mnohych biologickych

jevech, které nastavaji po dobu pozdni rustové faze. Sporulace nastava kdyz
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koncentrace slouceniny, kterd kontroluje sporulaci (tj. GTP a nebo slouceniny, ktera
kontroluje jeho syntézu) se snizi tak, aby dostate¢né zpomalila a nebo zabranila riistu a
indukovala tim sporulaci. Sporulace neni vyvoldna pifimo ppGpp, ale je nepfimym
dasledkem stringentni odpovédi zptisobené snizenim hladiny GTP (OCHI 2007).
Protoze se v substratovém myceliu vyskytuje bunécné déleni pouze sporadicky,
jednotliva vldkna obvykle obsahuji desitky nebo stovky chromozomii. U S. coelicolor
24 — 36 hodin po kliceni, za¢nou kolonie tvofit vzdusné hyfy, ve kterych probiha
synchronné déleni bun€k a dochazi ke vzniku jednojadernych spor (NODWELL a
LOSICK 1998). Pfepina¢ z prodluzovani do déleni bunék vyzaduje pritomnost produktt
geni whid a whiB (BUTTNER a FLARCH 2009). Metabolické zmény, které
doprovazeji proces morfologické¢ diferenciace maji za nasledek tvorbu mnoha
uzite¢nych sekundarnich metabolitl. VétSina antibiotik pouzivanych v humanni
mediciné 1 v zemédé€lstvi, stejné jako Iéky s protinadorovou, protiplisnovou a
imunosupresivni aktivitou jsou ziskdvané z riznych druht streptomycet (GEHRING et

al. 2004).

2.1.2. Produkce sekundarnich metaboliti

Streptomycety jsou bakterie s unikatni kapacitou pro produkci mnozstvi
rozmanitych a komplexnich sekundérnich metabolit, z nichz nékteré maji dilezitou
ulohu vmediciné a veterindrni véd¢. Streptomycety se ukazaly jako jeden
z nejvyuzivanéjSich zdroja téchto sekundarnich metabolitd. V literatuie je uvadéno, ze
asi 6000 antibiotik bylo identifikovdno od bakterii z fadu Actinomycetales, z nich pak
asi 5000 bylo zjisténo od bakterii rodu Streptomyces (HODGSON 2000). Antibiotika
produkovana streptomycetami tedy piedstavuji nadpoloviéni vétSinu ze vSech 9000
doposud znamych antibiotik ze vSech organismi. Tato neuvéfitelna rozmanitost
biologicky aktivnich pfirodnich produktli je divodem pro¢ streptomycety hraji velmi
dilezitou tlohu ve farmaceutickém primyslu a pro¢ piirodni produkty fermentace jsou
druhym nejvétsim finanénim pfinosem v biotechnologickém primyslu, hned po
pivovarnictvi. Stejné jako je vysoky biotechnologicky zijem o ptirodni produkty
streptomycet s antibiotickymi, protirakovinnymi a imunosupresivnimi vlastnostmi je
také vysoké poptavka po riznych primyslové vyuzitelnych enzymech produkovanych
streptomycetami (napt. gluk6zo — izomeraza) (HODGSON 2000), (CHOI 2010).

Stejn¢ jako morfologicka diferenciace, tak 1 sekunddrni metabolismus je

ovlivitovan podminkami zivotniho prostfedi, coz znamena, Ze tyto procesy mohou byt
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fizeny stejnymi signdlnimi drahami. Streptomycety maji nékolik proteinovych kinaz
eukaryotického typu, znichz nckteré reguluji 1 sekundarni metabolismus.
Autofosforylace schopnd protein kindza AfsK je prvnim piikladem, u niz bylo
prokazano, ze ma vliv na sekundarni metabolismus. Tato kinaza fosforyluje protein
AfsR, ktery jako transkripéni regulator ovliviiuje jak biosyntézu antibiotik, tak i
morfologickou diferenciaci u S. coelicolor. Srovnavaci studie ukazaly, ze AfsK — AfsR
systém je Siroce rozSifeny u streptomycet a ovliviluje sekundarni metabolismus a
morfologickou diferenciaci i u dal$ich druhti streptomycet (UMEY AMA et al. 2002).

Hlavnim kontrolnim bodem pro nastup sekundarniho metabolismu pfi ristu na
pevné pudé je lytické odstranéni vegetativniho mycelia a vysokd koncentrace N-
acetylglukosaminu po jeho autolytické degradaci a obvykle se shoduje s nastupem
morfologické diferenciace pfipovrchovém ristu kultury (RIGALI et al. 2008).
Sekundarni metabolismus v tekuté kultufe je pak obecné omezen na stacionarni fazi
bunécného rastu (CHOI 2010).

V nékolika studiich u streptomycet byla zaznamendna korelace mezi syntézou
ppGpp a nastupem produkce antibiotik, coz vedlo k tvrzeni, ze ppGpp hraje ustiedni roli
pro zahajeni biosyntézy antibiotik. CHAKRABURTTY a BIBB zkoumali vztah mezi
syntézou ppGpp a tvorbou undecylprodigiosinu a actinorhodinu u S.coelicolor. Za
podminek hladovéni na zdroj dusiku zaznamenali pozitivni korelaci mezi vyskytem
ppGpp a transkripci drahy aktivatort specifickych genti pro tato dvé antibiotika a déle
to, ze relA je nutny pro transkripci redD regulatoru dualezitého pro produkci
undecylprodigiosinu. ZvySeni ppGpp tedy hraje dilezitou tlohu v zacatku produkce
antibiotik (CHAKRABURTTY a BIBB 1997).

Geny zapojené v biosyntéze antibiotik jsou uspofadany do kompaktnich shlukt
obsahujicich geny pro fadu syntetickych a modifikujicich enzymd, které tvori kompletni
metabolické drahy na jejichZ konci je funk¢ni antibiotikum. Shluky genti obsahuji Casto
1 geny poskytujici organismu resistenci k vlastnimu antibiotiku a odolnost vici
exogennim antibiotikiim. Shluky obsahuji regula¢ni geny, které koordinuji expresi
dalsich geni obsazenych v biosyntetické draze (HUTCHINSON 1998). Iniciace
produkce antibiotika, ¢asto nazyvana také fyziologicka ¢i biochemické diferenciace,
obycejné nastava po skonCeni vegetativniho riistu a pirechodu do stadia morfologické
diferenciace reprezentovaného tvorbou vzdusného myecelia.

Rada metaboliti primarniho metabolismu slouZi jako prekuzory pfi tvorbé

antibiotik, napftiklad acetyl koenzym A je prekurzorem pro polyketidova antibiotika.
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Blokovani metabolického toku na trovni citrat syntdzy tak mtze dovolit vyuziti acetyl-
CoA ke zvySeni fermenta¢niho vykonu pii produkei polyketidového antibiotika. Citrat
syntaza plsobi na kiizovatce glykolytické a TCA drahy a ovlivituje morfologicky vyvoj
a biosyntézu antibiotika (VIOLLIER et al. 2001).

S. coelicolor produkuje polyketidové antibiotikum actinorhodin vicestupiiovou
dréhou zahrnujici enzymy kodované geny, které jsou seskupeny v jednom shluku. Do
n¢j jsou vloZeny geny pro export actinorhodinu , z nichz dva actR a actA se podobaji
klasické tetR - tetA represor — efluxni pumpe, kodované genovymi pary pro rezistenci
k tetracyklinu. Za tvorbu modrého pigmentovaného antibiotika actinorhodinu je
odpovédny gen actll-ORFI. Produktem tohoto genu je protein homologni s TetR.
Streptomycety produkuji mnoho sekundarnich metabolitli, které zahrnuji aromaticka
benzoisochromanequinon polyketidovd antibiotika. Actinorhodin je pfevazné
intracelularni Sesti prstencovy benzoisochromanequinone, ktery je pieveden na findlni
g-actinorhodin béhem nebo po exportu z buiikky (TAHLAN et al. 2007). Biosyntéza
mnoha riznych druht antibiotik a dalSich sekundarnich metabolitii se idi dostupnosti
fostatli. Produkce téchto latek se objevuje vétSinou v mediich snizkym obsahem
fosfati. Nedavno bylo prokazéno, ze fosfatova kontrola biosyntézy antibiotika
u Streptomyces lividans a S. coelicolor je zprosttedkovana dvouslozkovym systémem
PhoR-PhoP, ktery tidi syntézu alkalické fosfatazy (phoA). Protein PhoR je standardni
membranové Cidlo kinazy, PhoP patii do skupiny DNA — vazebnych regulatord.
Negativni kontrola kterd pisobi anorganickym fosfitem na biosyntézu antibiotik a
dalSich sekundarnich metabolitli byla znaméa po mnoho let. Za posledni Ctyfi desetileti
bylo prokdzano, Zze znacné mnozstvi antibiotik a sekundarnich metabolitii je negativné
regulovano fosfatem. Patii mezi né streptomycin, kyselina klavulanova, cefalosporin,
cephamycin C a mnoho dalSich sekundarnich metabolitii. Je zajimavé, ze anorganicky
fosfat v kultivaénim médiu tidi syntézu velkého mnozstvi sekundarnich metabolita,
které patii k riznym biosyntetickym skupindm jako napiiklad makrolidy, tetracykliny,
antracykliny, aminoglykosidy a jiné (MARTIN 2004). Z biosyntetického pohledu maji
tyto skupiny metabolith velmi malo spole¢ného, kromé toho, Ze jsou vSechny
postradatelnymi ,,sekundarnimi* metabolity. Negativni vliv anorganického fosfatu na
biosyntézu sekundarnich metabolitl je pozorovan v Sirokém spektru mikroorganismil
véetné proteobacterii, Gram pozitivnich bakterii a vlaknitych hub a pravdépodobné¢ ma
vyznamnou ekologickou roli. Kdyz koncentrace fosforu v kultivaénim médiu klesne,

b 413

bakterie zvysi produkci riznych metabolitli, které mohou slouzit jako ,,zbrané* proti
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jinym mikroorganismim nebo jako biochemické signdly umoziujici pieziti
ve zhor§enych nutriénich podminkdch (MARTIN 2004). Nékolik vyzkumnych skupin
ptedlozilo dikazy ukazujici, Ze tvorba methylenomycinu, actinorhodinu a
undecylprodigiosinu v kulturach S.coelicolor je snizena vysokou koncentraci fosfatt
(MARTIN 2004).

Organismy produkujici antibiotika se vétSinou musi chranit proti témto toxickym
latkdm minimalné béhem produkéni faze. V piipadé producentli xenotoxickych
antibiotik to problém ve skuteCnosti neni, protoze v produkujici bunice neexistuje zadné
cilové misto pro takové antibiotikum. Nicméné organismy produkujici autotoxicka
antibiotika maji vypracované rezistencni mechanismy k piekonani toxickych ucinka
svych vlastnich produkti. U producentl antibiotik bylo popsdno nékolik rezisten¢nich
mechanismi. Pomérné Casty a G€inny mechanismus rezistence je modifikace cilového
mista antibiotika.

U mnoha antibiotik produkovanych aktinomycetami je soucasti shluku gent
zajiStujicich jejich produkci alesponi jeden ABC transportni systém, ktery zajist'uje
rezistenci producenta vici antibiotiku tim, Ze ho exportuje mimo buniku. Doposud byly
popsany tii druhy antibiotickych ABC transportéri. Typicky ABC transportér je sloZzen
ze dvou ¢asti: hydrofilni a hydrofobni podjednotky (MENDEZ a SALAS 1998).

Dalsi cestou je pak modifikace nebo inaktivace vlastniho antibiotika.
Streptomycety jsou schopny produkovat nékolik antibiotickych latek s riiznou
chemickou strukturou najednou a proto jsou vétSinou vybaveny tadou resistenc¢nich

systémt pracujicich s riznou specificitou na odlisnych principech (BARKER 1999).

2.1.3. Metody kultivace

V laboratornich podminkach jsou streptomycety obvykle kultivovany v tekuté
ptudé nebo na pevném agarovém médiu. V tekutém médiu vykazuji streptomycety
charakteristickou diauxickou rtstovou kiivku (NOVOTNA et al. 2003), na niz lze
podobné jako pfi sledovani rstu na pevné pude¢ rozlisit 4 rastové faze, ackoli vzdusné
hyfy se v tekutém médiu netvoii a vétSina druhi (vcetné S. coelicolor) sporuluje pouze
na pevném médiu. Klasicky model pro morfologicky vyvoj streptomycet souvisi proto
s ristem na pevné pudé. Zcela Zivotaschopné vegetativni mycelium roste na povrchu a
uvnitf agaru, az projde programovanym bunécnym procesem smrti, kdy hyfy diferencuji
v reprodukéni (vzdusné) mycelium a na konci cyklu se tvofi fetézce spor (ANGEL

MANTECA., 2010).
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Nicméné nejcastéj$i prirozené zivotni prostiedi streptomycet, kterym je ptuda
neodpovidd presné ani jedné z laboratornich kultivacnich metod (NGUYEN et al.
2005). Sreptomycety za priznivych ristovych podminek, pro které je predevsim diilezity
dostatek vladhy osidluji organické zbytky rostlin a zivocichd, ze kterych pomoci celé
Skaly extracelularnich enzymu ziskéavaji dostatek potfebnych zivin (HODGSON 2000).
Za téchto podminek vSak rostou s podstatné delsi genera¢ni dobou nez v laboratornich
podminkach (HODGSON 2000).

Vegetativni zplisob ristu ve form& mycelia umoziiuje ridstovym vrcholim
dosahnout i relativné vzdalenéjSich mist s dostatkem zivin. AvSak v situaci, kdy dochazi
k vysychani plidy, a tim extracelularni enzymy rozkladajici organické polymery na
jejich jednotlivé stavebni kameny prestavaji fungovat, spousti se bunécny vyvojovy
program, ktery vede k tvorbé spor, jez s pomoci vody a vétru mohou osidlit podstatné

Drtiva vétSina poznatkli o fungovani streptomycet na molekularné genetické a
biochemické urovni byla ziskana z kultur rostoucich v tekuté ptidé nebo na agaru i pies
vySe zminénd omezeni téchto postupli. Nové molekularné biologické pfistupy studia
fyziologie streptomycet z oblasti ,,omickych® disciplin, zejména transkriptomika a
proteomika vyzaduji 1 nové techniky kultivace v laboratoti (NGUYEN et al. 2005).
Dulezité je zkoumat morfologickou a biochemickou diferenciaci streptomycet nejlépe
za podminek, které napodobuji pfirozené prostiedi, co nejblize je to mozné. Pro mnoho
druhii streptomycet se morfologicka diferenciace vyskytuje pouze na pevném povrchu,
kde existuje povrchové rozhrani voda/vzduch. Streptomycety byly tedy péstovany na
agarovych miskach, nékdy pokrytych vrstvou celofanu, s cilem usnadnit sbér bunék.
Nicméné tento zptisob pifindsi nékolik zdkladnich nevyhod. Agarové gely nesimuluji
charakteristické ¢astice ptudniho ekosystému. Kromé toho agar neumoziiuje snadnou
obménu slozeni média v prib¢hu kultivace, nebo kvantitativni analyzu sekundérnich
metaboliti a signalizacnich procest pfi diferenciaci bun¢k. Odebirani mycelia, které
pronika agarem je obtizné a nikdy kvantitativni. I pfes minimalizovani problému tim, ze
pestujeme kulturu na celofanu pokryvajicim agar, mohou mycelia nékterych druhti
proristat celofanem a soucasné¢ ho metabolizovat. S problémem ziskani velkych
homogennich vzorkli diferencovanych streptomycet reprodukovatelnym zplisobem se
setkdvame ve vSech transkriptomickych a proteomickych studiich (NGUYEN et al.
2005).
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V nas$i laboratofi byl vyvinut novy dvoufdzovy systém péstovani streptomycet
na sklenénych kulickéach (balotina) (viz. Obr. 2.4) (NGUYEN et al. 2005). Kultivaéni
systém byl vyvinut tak, aby umoznil studium diferenciace streptomycet, metodami
molekularni biologie a zejména pak tzv. globalnimi technikami, jako je transkriptomika
a proteomika. Systém je zalozen na pevné fazi, tvofené sklenénymi nebo zirkoniovymi
kulickami, jenz napodobuji Castice v pidé, jilu, pisku a jinych ptfirodnich stanovistich
streptomycet. Kulicky jsou ponofené do kapalného média, které umoziiuje snadnou
upravu, nebo vyménu zivin a ristovych faktort, stejné jako radioaktivni znaceni
proteinti. Pouziti sklenénych kulicek umoznilo vytvofit jednoduchou a levnou techniku
pro sekvencni sledovani antibiotické produkce, znaceni diferencovanych bunék a rozpad
mycelia. Diky dvoufiazovému kultivaénimu systému je zjednoduSeny i tkol sbéru
mycelia ¢i analyzy sekundarnich metabolitli, bud’ odstranénim kapalné faze obsahujici
metabolity nebo pomoci extrakce intracelularnich metaboliti z homogenatu bunék po
jejich rozbiti. Navic pouzité mikrokulicky mohou byt s vyhodou vyuzity pii rozbijeni
bunééné biomasy a to bud mechanickym tfenim (G¢inné rozbiji i spory) nebo
v nejriiznéjsich tiepacich zatizenich (NGUYEN et al. 2005).

Rada druht streptomycet véetné S. coelicolor A3(2), Streptomyces aurofaciens
CCM3239, Streptomyces granaticolor ajn. prochazelo morfologickou diferenciaci a
produkovalo pigmenty, kdyz byly kultivovany v tomto dvoufazovém kultivacnim

systému (NGUYEN et al. 2005).
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Obr.2.4: Schéma dvoufazového kultiva¢niho systému vyuzivajiciho mikrokulicky

2.1.4. Streptomycetova kolonie

Saprofytni mikroorganismy typu streptomycet, které ziskavaji ziviny hydrolyzou
nerozpustnych organickych polymertt v pudé si vyvinuly pii tvorbé kolonii formu
mycelidlniho rustu, kterd umoziuje ziskavani zivin v pomérné Sirokém okoli kolonie.
Tento zpusob rastu vSak vyzaduje produkci znacného poctu extracelularnich
hydrolytickych enzymi v pomérné vysokych koncentracich. Hyfy tvofici kolonii
substratového mycelia nejsou pohyblivé, ale mohou se rozristat do vétSich vzdalenosti,
nebo prorustat organickym materidlem (HODGSON 2000). V zavislosti na druhu
bakterie a typu prosttedi, ve kterém Zije, je kolonie vice ¢i méné ptichycena k podkladu.
V okamziku, kdy dojde k vycCerpani zivin, v misté kolonie spousti mikroorganismy
schopné mycelidlniho ristu rizné mechanismy umoznujici presun bunék do mist s vyssi
koncentraci zivin. Nékteré aktinomycety, napiiklad nokardie, dovedou tento problém
resit fragmentaci mycelia, jiné, jako Actinoplanes, vytvéafi pohyblivé zoospory.
Streptomycety a fada dalSich aktinomycet vytvafi hydrofobni exospory, které se roznasi
do okoli kapkami vody, které se tvofi na povrchu kolonie a nebo pozdé€ji po vyschnuti i
vétrem (CHATER 1998).

Existuji jasné experimentalni dikazy o tom, Ze pii vyrastani vzdusnych hyf

dochazi krozruseni a hydrolyze substraitového mycelia, které se tak stava pro
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diferencujici vlakna zdrojem zivin a stavebnich kamenl pro stavbu potiebnych
bunéénych makromolekul (viz Obr.2.5) (MANTECA et al. 2005). Vytvofené spory maji
podstatné niz8i tepelnou odolnost a méné odolavaji pH zménam, na rozdil od endospor
bacild. To nasvédCuje tomu, ze spiSe nez jako stadium pro pieziti neptiznivych

podminek slouzi jako zpiisob rozsifeni streptomycet v ptirodé¢ (HODGSON 2000).
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Obr.2.5: Svisly fez kolonii streptomycet, fotografie kolonie rostouci na agaru. Obrazek
vpravo ukazuje, jak produkce antibiotika v dolni Casti kolonie miize chranit ziviny
uvolnéné z mrtvych bunék (bilé mycelium), aby mohly podporovat vzdusny rast a
sporulaci — zivé buiiky jsou zobrazeny jako cerné (CHATER 2006).

Zpusob mycelidlniho rustu kolonie, ktera je tvofena hustou siti vegetativnich
vladken, pfipomina formovani bakteridlnich biofilmi na nejrtiznéjSich organickych 1
anorganickych povrSich. Stejné¢ jako u biofilmid je moZno pifedpokladat, Ze 1
streptomycety maji vypracované mechanismy, kterymi mohou jednotlivé druhy povrchti

rozpoznavat a aktivné se k nim pfichytit.

2.2. Bakterialni biofilmy

Tvorba biofilmu je univerzalni strategii bakteridlniho prezivani. Biofilmy jsou
vSudypfitomné. Biofilmy mohou byt tvofeny jednim nebo vice druhy bakterii. Odhaduje
se, ze naptiklad zubni biofilm obsahuje az 500 rGznych bakterialnich taxoni (MAH a
O'TOOLE 2001). Nyni je dobie zndmo, Ze pritomné bakterie v biofilmu se chovaji zcela
jinak nez jejich planktonni forma. Zejména jsou organismy v biofilmu mnohem vice

rezistentni na antimikrobidlni latky, nez jsou pfi planktonnim rastu. Buiiky existujici
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v biofilmu se mohou stat 10 — 1000x odolnéjsi vici ucinkiim antimikrobialnich latek.
Mechanismy podilejici se u biofilmi na rezistenci bakterii k antimikrobidlnim latkdm
jsou slozité a jesté ne zcela objasnéné¢ (VILAIN 2003). Tyto mechanismy zahrnuji
fyzikalni nebo chemické difuzni bariéry, pomaly rast biofilmu z divodu omezeného
pristupu zivin, aktivaci obecné stresové reakce a vznik specifického fenotypu biofilmu
(MAH a O'TOOLE 2001). Jednou z charakteristickych vlastnosti biofilmi je tvorba tzv.
mezibunééné hmoty, ta se skladd prevazné z extracelularniho polysacharidu nebo
matice glykokalyxu, ve které jsou bakteridlni bunky ulozené (DAVIES et al. 1998).
Tato matrice, mimo jinych funkci ma zabranovat pfistupu antibiotik k bakteridlnim
bunikdm rostoucim v biofilmu. OvSem podle studii MAH a kol. bylo zjiSténo, ze
exopolysacharidovd matrice netvoii neproniknutelnou bariéru proti Sifeni
antimikrobidlnich latek a musi byt proto na misté jesté dalSi mechanismy umoziujici
preziti bunék v biofilmu vystavenému vlivu antibakterialnich latek. DalSim ochrannym
mechanismem je zpomaleni ristu bakterii, ke kterému dochdzi pii piechodu
z exponencialni fdze a je obecné doprovdzeno zvysSenim odolnosti proti antibiotikiim.
Mimo to jsou builky chranény pted Skodlivymi G€inky teplotniho Soku, Soku z chladu,
zmén pH a mnoha jinych chemickych latek. Jednim z centrdlnich regulatort této
odpovédi je alternativni ¢ faktor, RpoS. Pivodni myslenka byla, ze je exprimovan
pouze ve stacionarni fazi. Nicméné neddvné studie ukazuji, ze exprese RpoS je
spousténa zejména pii vysoké hustoté rostoucich bunék (MAH a O'TOOLE 2001).

Ve smiSenych biofilmech, tvofenych vice zéstupci bakteridlnich druhd, se
bakterie distribuuji podle toho, kterda skupina muze ptezit nejlépe v konkrétnim
mikroprostiedi a také na zdkladé¢ symbiotickych vztahli mezi skupinami bakterii.
Bakterie tak ve vicedruhovém biofilmu nejsou ndhodné distribuovany ale spiSe
organizovany tak, aby to nejlépe vyhovovalo potfebam kazdého druhu (KOLTER a
WATNICK 2000).

Pii osidlovani riznych povrchii jsou exprimovany soubory gent, které
pfichyceni bakterii podporuji. Pokud je bakterie v médiu bohatém na Ziviny, tak se
uchyti na jakykoliv povrch, ktery je k dispozici. Zatimco pokud je v médiu chudém na
ziviny, bakterie se prednostné piipoji na vyzivny povrch (KOLTER a WATNICK
2000). Tato adaptace zajiStuje, ze bakterie maximalizuji ptistup k zivindm v prostredi
chudém na ziviny.

Bakterie také mezi sebou uréitym zptsobem komunikuji. Mezibunééna

komunikace mezi bakteriemi je obecné provadéna bakteridlnimi produkty, které jsou
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schopny se S§ifit od jedné bunky a vstoupit na izemi jinych bunék. Je t€Zké si piedstavit
toto jako ucinny prostiedek komunikace mezi planktonnimi bakteriemi, ale je ideélni
jako zplsob mezibunécné signalizace pro bakterie v biofilmu (KOLTER a WATNICK
2000). V této signalizaci, ktera reaguje na hustotu bakterialni kultury v tvoficich se
biofilmech a nazyvé se ,,quorum sensing®, se uplatiiuji malé molekuly znamé jako acyl
— homoserinové laktony (acyl — HSLS). Pfidostate¢né hustoté¢ bunc¢k dosdhnou
produkované signaly potfebné koncentrace pro genovou aktivaci. Vyznam acyl — HSLS
v jednotlivych druzich biofilmii byl jasné prokdzan. U Pseudomonas aeruginosa je acyl
— HSLS zodpovédny za definovani separace mezi bakterialnimi sloupy
v tfidimenzionalni struktute biofilmu. Studie DAVIESE a kol. ukazuji, Ze mezibunécna
signalizace je nezbytna pro diferenciaci jednotlivych bun€k P.aeruginosa do komplexni
vicebunééné struktury (DAVIES et al. 1998) (KOLTER a WATNICK 2000). Méné
znamo je o mezibunééné komunikaci ve vicedruhovém biofilmu. Tyto signdly mohou
hrat dilezitou roli zejména v ptiznivém prostiedi, kde jsou povrchy silné kolonizovany
a jednotlivé populace bakterii soupeti o uchyceni. Tyto signdly by mohly zmeénit
rozdéleni specifického bakteridlniho druhu v biofilmu, ménit expresi proteini
v sousednich bunkach, zavadét nové genetické vlastnosti do sousednich bun¢k nebo
lakat a zaClenovat dalsi bakterie do biofilmu (KOLTER a WATNICK 2000).

Jednou zvyhod bakterii rostoucich v biofilmu je moZnost ziskat ptfenosné
genetické elementy, zvySenou moznosti horizontalniho pienosu v biofilmech. Diky
tomu je biofilm idealnim prosttedim pro vznik novych patogenti, pro ziskdvani
antibiotické rezistence, faktorti virulence a dalSich schopnosti pro lepsi pieziti
v zivotnim prostiedi (KOLTER a WATNICK 2000).

Je mozné pouze spekulovat, které z popsanych mechanismt se uplatituji v zivoté
substratovych hyf ve streptomycetové kolonii. Rozhodné je mozné ocekavat, ze
struktura streptomycetové kolonie buiiky chrani pred ucinky antibakterialnich latek
produkovanych jinymi konkuren¢nimi druhy streptomycet stejné jako struktura kolonie

patrn¢ usnadniuje komunikaci mezi jednotlivymi vldkny a pfenos genetické informace.
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2.3. Proteomové studie u streptomycet

Znalost uplné genetické informace dané¢ho organismu (genomu), ziskana
sekvenovanim deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a uréenim funkce jednotlivych gent,
je nepochybné velkym pokrokem, ktery umozni hloubé€ji proniknout do molekularni
podstaty funkce zivych systémul, coz ziejm&é povede 1 k [é€bé dosud tézko
piekonatelnych chorob. Genomika, odvétvi orientujici se na ,,pfecteni® genomu, je vSak
pouze jednim z prostiedkd k naplnéni téchto cilti. Geneticka informace totiz hovofti
predevS§im o dédicné¢ pievzatych schopnostech organismu. Proteiny, které jsou
skute¢nymi Ciniteli bunéénych procestll, vS§ak musi byt z urovné DNA nejprve piepsany
a prelozeny, pficemz jejich syntéza a degradace (a nésledné jejich redlna funkce) zavisi
na mnoha podstatnych regulacnich faktorech. Pro soubor vSech bunéénych proteinti se v
roce 1995 ujal pojem proteom jako komplementarni soubor proteinit k souboru gent
(genomu). Nazev vznikl z anglické definice ,,PROTEin complement able to be encoded
by a given geonOME® nebo ,,PROTEIin equivalent of a genOME* (WILKINS et al.
1996). Zatimco genom je pojmem statickym, v podstaté konstantnim, proteom je
pojmem dynamickym; koncentrace jednotlivych druhli proteini se (na rozdil od jejich
genll) méni podle aktualnich potieb organismu. Studium proteomu je proto perspektivni
pristup pro vyzkum zdkladnich bunéénych procesti, jakymi jsou diferenciace,
proliferace, apoptéza a dalsi (BOUCHAL a KUCERA 2003) (VANA a SMARDA
2004). Proteomika je jednou z nové vzniklych disciplin komplexni molekularni
biologie. Prod¢lala dynamicky vyvoj, ktery Cerpa z neobycejného rozmachu genomiky.
Ten v soucasné dobé€ pfinesl znalost kompletni sekvence genomii nékolika stovek
prokaryotnich a eukaryotnich organismii. Komplexni molekularni biologie piinasi dalsi
rozmér do studia molekuldrni podstaty zivota tim, Ze dovoluje zkoumat nejriznéjsi
fyziologické jevy v jejich slozitosti. Na rozdil od klasické molekularni biologie
nestuduje jednotlivé geny nebo jejich malé skupiny, ale dovoluje studium celych
genomu a exprese jejich velkych Casti v Case 1 prostoru a tim poznani celych komplexti
fyziologickych aktivit organismi. Jedna z definic proteomiky zni: proteomika je obor,
ktery se zabyva systematickou analyzou bilkovin z hlediska jejich identity, mnozstvi a
funkci. Obrovské mnozstvi sekvena¢nich dat popisujicich struktury stale vétSiho poctu
genoml prokaryotnich a eukaryotnich organismii vyvolava potiebu efektivnich a
vysokokapacitnich technik dovolujicich pfifazeni funkci k jednotlivym genovym

strukturdm a odhalujicich jejich vzajemnou interakci a v neposledni fad¢ 1 regulaci
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jejich exprese. Takové pozadavky spliuje praveé proteomika, kterd umoznuje sledovat
soucasn¢ vétSinu proteini v buiice nebo tkéani a urcit, jak jejich identitu, tak i Groven
jejich exprese danou jejich koncentraci v ¢ase a prostoru. V kombinaci se znalosti
kompletni sekvence genomu daného organismu pak umoziuje porozumét jednotlivym
funkénim a regula¢nim genovym sitim a kaskaddm. Spolu s analyzou exprese genii na
urovni mRNA (transkriptomika) a nizkomolekularnich metabolitii a signalnich molekul
(metabolomika) dovoluje vytvaret komplexni modely funkce bunék a tkani jednotlivych
organismil (WEISER et al. 2005), (CHMELIK 2005).

Proteomika vyuzivad tadu technik pro separaci proteinii a jejich naslednou
identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie. Mezi zakladni techniky stale patii déleni
proteini pomoci dvourozmérné elektroforézy v polyakrylamidovych gelech. Zde
primarnim cilem je ziskani proteinové mapy - dvourozmérného obrazu znézornujiciho
(v metodicky idealnim ptipadé vSechny) bunécné proteiny jako skvrny (spoty), jejichz
integralni absorbance je mirou jejich koncentrace za danych podminek. Vytvoteni
proteinové mapy pomoci dvourozmérné elektroforézy (2-DE), charakterizace
jednotlivych proteind, jejich identifikace v databazich a obrazova analyza 2-DE gel
umoznuji provadeét experimenty, pti nichz je srovnavano komplexni proteinové slozeni
vzorku za riznych podminek (WEISER ef al. 2005) (BOUCHAL a KUCERA 2003).

Mikrobialni proteomika ptedstavuje svébytnou a dynamicky se rozvijejici oblast
proteomiky zejména pro snadné definovani zdroje proteomického vzorku. Je mozné
definovat dva nejrychleji se rozvijejici sméry v mikrobidlni proteomice. V prvni fad¢ je
to vyzkum patogennich mikroorganismi, kde jde jednak o identifikaci virulentnich
faktord, a tim poznani molekularnich mechanismli patogenicity, a dale pak o studium
interakce hostitel-patogen. Protoze v centru zajmu genomiky jsou zejména bakterie,
které jsou pavodci fady infekcnich onemocnéni, zvySuje se i zdjem o studium jejich
proteomil. Casto se vyuZiva tzv. srovnavaci proteomiky, kdy se porovnavaji proteiny
ptibuznych patogennich a nepatogennich bakterii. Dalsi oblasti, kterd je v centru zajmu
mikrobialni proteomiky, jsou biotechnologie, které bud vyuzivaji bakterie k vyrobé
nejriznéjsich produktl, zejména v potravinarském primyslu, anebo jako producenty
1é¢iv, zejména antibiotik, ¢i pti vyrobe novych vakcin. Mikrobialni proteomika ptispiva
také vyraznou mérou k feSeni jednoho ze zasadnich problému pfi potirani infekcnich
onemocnéni, kterym je Siroce rozsifena rezistence vétSiny patogennich mikroorganismui

k antibiotikiim. Mimo uvedené praktické aplikace je vSak mikrobialni proteomika v
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soucasné¢ dob¢ také zakladnim systémovym prostiedkem komplexni molekularni
biologie pii studiu bakterialni fyziologie (WEISER ef al. 2005).

V nékolika komplexnich proteinovych studiich u S. coelicolor byla
identifikovana celd ftada proteinli tvoficich metabolické drahy priméarniho i
sekundarniho metabolismu (HESKETH et al. 2002; LEE et al. 2007, MANTECA et al.
2006; NOVOTNA et al. 2003). Analyza identifikovanych proteinii ukazala, Ze pomér
mezi poctem gend a proteint je asi kolem 1,2, coZ naznacuje, ze nezanedbatelna Cast
proteinti prochéazi post-translacnimi modifikacemi. S pouZzitim hmotnostni spektrometrie
byly demonstrovany ptiklady N-acetylaci, adenylaci a samoziejmé 1 fosforylaci
(HESKETH et al. 2002; PARKER et al. 2010). Pro pochopeni regula¢nich mechanismi
ovladajicich morfologickou diferenciaci a biosyntézu sekundérnich metabolitii je cenna
srovnavaci proteomika. Ta dovoluje srovnavani proteomil z riznych mutanti a jasné
definovanych fyziologickych podminek u streptomycet a umoziuje identifikaci diive
neznamych proteinti zapojenych do regulacnich kaskad fidicich primarni i sekundarni
metabolismus streptomycet (WEISER et al. 2005) (CHOI 2010).

MANTECA a kol. naptiklad porovnavali proteomy ziskané zrtznych
vyvojovych stadii S.coelicolor kultivovanych v kapalné kultuie a pevném médiu.
Porovnanim proteomt zkultur v rustovych fazich (Viz. Obr.2.6) vedoucich
k segmentaci mycelia MI (Casnd faze segmentace) a MII (pozdni fize segmentace)
zpevné a kapalné kultury zjistili, Ze az na nékolik vyjimek, rozdilné¢ exprimované
bilkoviny ukéazaly podobnou relativni abundanci na pevné i kapalné padé. Az 83 %
identifikovanych proteinii z obou fazi vykazovalo zhruba stejné hodnoty cCetnosti.
Pozorovali, Ze stejné bilkoviny uplatitujici se pii biosyntéze antibiotik jsou regulovany
nahoru ve fazi MII, zatimco proteiny uplatitujici se v primarnim metabolismu byly
detekovany ve vyss§im mnozstvi ve fazi MI. Nejvyznamnéjsi rozdily mezi proteiny z
MII faze na pevné pudé¢ a proteiny z MII faze v tekuté kultufe se objevily az

v zavérecné fazi clenéni hyf a formace spor (MANTECA et al. 2010).
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Obr.2.6: Schéma vyvojovych tazi MI a MII u S.coelicolor
(MI — prvni roz¢lenéné mycelium, MII — druhé mnohojaderné mycelium). (ANGEL
MANTECA, 2010)

K nejdynamictéjsimu rozvoji proteomiky doslo poté, co se k dnes jiz klasické
metod¢ dvourozmérné elektroforézy piidal rychly rozvoj "mékkych" ioniza¢nich
technik hmotnostni spektrometrie, kam se fadi desorpce/ionizace za Ucasti matrice
(MALDI) a ionizace elektrosprayem (ESI). To umoznilo nahradit gelové-zalozené
techniky separace proteinti fadou modernich chromatografickych technik nebo jejich
kombinaci s 2-DE (GSTAIGER a AEBERSOLD 2009; HU et al. 2009). Nicméné i u
téchto technologii je zcela zdsadni spravna piiprava proteinového vzorku a jeho

reprodukovatelné ziskavani.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material
3.1.1. Bakterialni kmeny

Streptomyces granaticolor, Streptomyces coelicolor A3(2) a Streptomyces ambofaciens

byly ziskany ze sbirek Mikrobiologického ustavu AV CR.

3.1.2. Kultiva¢ni média
Medium ,,8

Yeast extrakt

Malt extrakt

Glukosa

Agar

H,O

- pted sterilizaci upravit pH na 7,2 pomoci pH papirka (pH-Fix 4,5 — 10,0 MACHEREY

4g
10g
4g
25¢g
11

—NAGEL; pH Test Strips 6,0 — 7,7 SIGMA).

- do média ,,8* byla pouzivana vodovodni voda.

Medium MG - minimalni medium

dH,O

MgSO, . 7H,0

CaCl, . 2H,O

NaCl

Stopové prvky
Glutamat

Fosfatovy pufr, pH 6,5
- doplnit H;O do 11

Maltdza

800 ml
02¢g
0,001 g
0,001 g
4,5 ml
11,23 ¢
15 ml

50 g do 200 ml H,O

- ptidavat do média po sterilizaci

Stopové prvky
CuZSO4 .5 HQO

0,039 g
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Kyselina borita 0,0057 g
(NH4)6Mo07024 . 4 H,O 0,0037 g

MnSO; . H,O 0,0061 g
ZIISO4 -7 Hzo 0,88 g
H,O 11

- pridavat do média po sterilizaci

Fosfatovy pufr
IM KH,PO4 13,609 g do 100 ml H,O
IM K,HPO4 17,418 g do 100 ml H,O

- smichat 28,8 ml IM K,;HPO4 s 72,2 ml 1M KH,PO4, zmétit na pH metru a upravit
ptipraveny roztok na pH 6,5
- autoklavovat zvlast’ zakladni roztok MG, stopové prvky a maltézu

- smichat roztok MG (800 ml), 4,5 ml stopovych prvki a maltozu (200 ml)

Médium SFM — sporula¢ni médium

sojova mouka 20g
manitol 20¢g
agar 20g

Smicha se 20 g sojové mouky s 600 ml vodovodni vody a mouka se povari za stalého
michéani 1 hod. Poté se pftilije manitol (20 g manitolu v 400 ml vody). Smés se necha
15 min. povafit. Mouka se nechd sedimentovat na dno a do pfipravené cCisté sklenice

s agarem se slije vznikla smés bez sedimentu.

3.1.3. Pufry a roztoky
3.1.3.1. Pufry a roztoky pro izolaci proteinti

Fyziologicky roztok
NaCl 9¢
dH,O 11

Lyzaéni pufr
Tris 0,6 g
MgSO, . 7H,0 247 g

33



KCl 0,75 ¢g
- dH,0O doplnit do 100 ml

- upravit pH na 7,4

- piidat DTT 0,1543 g

50% TCA
TCA 25¢
dH,0 37,5 ml

Fosfatovy pufr

Nize uvedené navazky jsou pocitany na 100 ml H,O:

0,1M NaH,PO4 1,56 g

0,1M Na,HPO4 3,58¢g

Smichat 51 ml NaH,PO4 a 49 ml Na,HPO,. Vysledné pH pufru je 6,8.

3.1.3.2. Pufry pro dvourozmérnou elektroforézu

Vzorkovy pufr (1 ml)

7™M Mocovina 420,7 mg
2M Thiomocovina 152,2 mg
4% CHAPS 40 mg
1% Amfoliny (3 — 10) 10 pl
DTT 10 mg

- pridat na Spicku Spachtle bromfenolovou modft

-ddH,O do 1 ml

30% Akrylamid mix

Akrylamid 60 g
Bisakrylamide 1,6 g
ddH,O 200 ml

pufr Tris - HCI 1,5 M (pH 8,8)

Tris 363 ¢
- upravit pH na 8,8

- ddH,0 doplnit do 200 ml

34



10% SDS
SDS 10 g
ddH,0 100 ml

10% Amonium persulfat
APS 0,1g
ddH,0O I ml

- roztok musi byt pfipraven vzdy Cerstvy

Equilibra¢ni roztok

0,5 M Tris HCI pH 6,8 100 ml
Mocovina 360 g

Glycerol (99%) 300 ml
10% SDS 200 ml

- doplnit ddH,O do 1000 ml

DTT

DTT 0,12 ¢g
Equilibra¢ni roztok 12 ml
TIAA

IAA 03¢
Equilibra¢ni roztok 12 ml
0,5 M Tris HCI pH 6,8

Tris 6l g

- upravit pH na 6,8
- doplnit ddH,O do 1000 ml

0,5% Agarosa
Agarosa 0,5¢g
1x Tank pufr 100 ml
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10x Tank pufr

Tris 30,28 g
Glycin 144,13 g
SDS 10g
dH,O 11

1x Tank pufr

10x Tank pufr 100 ml
dH,O 900 ml

3.1.3.3. Roztoky pro barveni stfibrem

Fixaéni roztok I

Etanol 140 ml
Kyselina octova 35 ml
- ddH,O doplnit do 350 ml

Fixaéni roztok I1

Potassium tetrathionate 0,875 g
Acetat sodny 238¢g
Etanol 105 ml
50% glutaraldehyd 3,5ml
- ddH,O doplnit do 350 ml

Roztok dusi¢nanu stiibrného

Dusi¢nan sttibrny 0,7¢g
Formaldehyd 87,5 ul
- ddH,O doplnit do 350 ml

Vyvolavaci roztok

Uhli¢itan sodny 10,5¢
Thiosulfat sodny 2,63 mg
Formaldehyd 52,5 ul
- ddH,0 doplnit do 350 ml
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Stopovaci roztok
99% kyselina octova

- ddH,O doplnit do 500 ml

Roztok 2% glycerolu
100% glycerol
- ddH,O doplnit do 400 ml

3.1.4. Chemikalie a kity

Chemikalie

Aceton

Akrylamid

Agar

Agarosa

Amfoliny

Benzonase

Bisakrylamid
Bromfenolova modf
Complete, Mini
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Dithiothreitol, p.a.
Dodecylsulfat sodny, p.a.
Dusi¢nan stiibrny

Etanol

Formaldehyd

Glukosa

Glutamat

Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin
Hydrogenfosfore¢nan draselny

Hydrogenfosfore¢nan sodny

5 ml

& ml

firma
MERCK
SERVA
OXOID
SIGMA
SIGMA
MERCK
SERVA
MERCK
ROCHE
MERCK
SERVA
SERVA
PENTA
MERCK
SIGMA
SERVA
SIGMA
SIGMA
AMERSHAM
SERVA
LACHEMA
MERCK
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Hydroxid sodny MERCK
CHAPS SERVA
Chlorid draselny LACHEMA
Chlorid sodny LACHEMA
Iodoacetamid SIGMA
Kyselina borita MERCK
Kyselina chlorovodikova LACHEMA
Kyselina octova LACHNER
Kyselina trichloroctova SERVA
Lysozym CALBIOCHEM
Malt extrakt DIFCO
Maltosa MERCK
Manitol SIGMA
Mineralni olej AMERSHAM
Mocovina APPLICHEM
N,N,N’",N’- tetramethyldiamin SERVA
Persiran sodny SIGMA
Potassium carbonate FLUKA
Potassium tetrathionate FLUKA

Siran hotfecnaty LACHEMA
Siran manganaty LACHEMA
Siran méd’naty LACHEMA
Siran zine¢naty LACHEMA
Sodium acetate SIGMA
Sodium thiosulfate APPLICHEM
Sojova mouka OXOID U.K.
Thiomocovina SIGMA

Tris APPLICHEM
Tris HCI SERVA
Yeast extrakt OXOID

Kity

BCA protein assay kit (PIERCE)
Ready Prep™ 2-D Cleanup Kit (BIORAD)
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3.1.5. Pristroje

Laminarni box Aura mini — BioAir (Eurolone Division)

Spektrofotometr

DU 730 Life Science UV/VIS Spectrophotometer ( BECKMAN COULTER)
Binokularni lupa

Binokularni digitalni lupa NATIONAL (Motic Group Co. Ltd., China)

Mikroskopy

Digitalni mikroskop Motic BA 300 s fazovym kontrastem (Motic Group Co. Ltd.,
China)

AQUASEM rastrovaci elektronovy mikroskop (TESCAN Ltd., Ceska Republika)

Centrifugy

Hermle Z160M

Biofuge A (HERAEUS SEPATECH)
Zentrifugen universal 320R (HETTICH)
MICROSPIN 24S Sorvall Instruments oupont

Vahy
Kern 572
Sartorius analytic A200S

Vortexy, michace, kyvace

Rocker 25 (LABNET)

Magnetic stirrer MM5 (POLAMED)

Rotaéni tfepacka HT INFORS AG CH - 4103 (BOTTMINGEN)
Biosan multi-shaker PSU 20

Vortex genie (BENDER HOBEIN AG)

Vortex mixer SA8 (STUART)

pH metr
Seven Easy (METTLER TOLEDO)
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Nastavitelné mechanické pipety Gilson

Vybaveni pro elektroforézu

Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL (AMERSHAM BIOSCIENCES)
Power Supply 2197 (LKB BROMMA)

Electrophoresis Power Supply EPS 301 (AMERSHAM BIOSCIENCES)
Vana pro 1. rozmér elektroforézy Multiphor II (Pharmacia Biotech)

Vana pro 2. rozmér elektroforézy SE600AA (Hoeffer)

Susicka geld SCIE-PLAS GEL DRYER, MODEL: GD 4534

3.1.6. Mikrokuli¢ky

Sklenéné mikrokulicky (balotina) ¢.10 vyrdbéné firmou ORNELA a.s. (Desna
v Jizerskych horach) jako reflexni aditivum do silni¢nich barev byly o velikosti
265-325 pm.

Zirkoniové mikrokulicky (zirconia/silica beads) od firmy BioSpec Inc. (USA)
byly vyrobeny o velikosti 500 pum.

3.2. Metody kultivace

3.2.1. Kultivace Streptomyces granaticolor v tekutém médiu

Sporami z glycerolek byla zaockovana Erlenmayerova banka s médiem,,8“. Pro
zaoCkovani byl pouzivan vzdy stejny pomér tzn. 3 pl spor na 3,5 ml média. Kultivace
probihala pti 30°C na rota¢ni tfepacce (160 rpm) 24 h. Tato baiika byla pouZzivéana jako
predkultura pro kultivaci na mikrokulickach i pro kultivaci v tekutém médiu ,,8 pro 2D
elektroforézu.

Pro 2D elektroforézu bylo ockovano 7,5 ml mycelia z ptfedkultury do 17,5 ml
média ,,8“ v 250 ml Erlenmayerové bance. Kultivace probihala pii 30°C na rota¢ni

ttepaccee (160 rpm) po dobu 6 h.

3.2.2. Kultivace Streptomyces granaticolor na mikro-kuli¢kach

Pouzivany kultiva¢ni systém podporujici diferenciaci streptomycet je
dvoufazovy. Tekutou fazi predstavuje komplexni médium a jako pevna faze, ktera
umoznuje povrchovy rust byly pouzity sklenéné a zirkoniové mikrokulicky.

Mikrokulicky byly pted pouzitim vzdy vyprany v 0,1 N HCI a dikladné promyty
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destilovanou vodou. Do sklenénych zkumavek bylo odméteno po 10 ml mikrokuli¢ek a

byly vysterilizovany.

Pro jeden vzorek na 2D elektroforézu byly zaockovany dvé velké umélohmotné
Petriho misky (pramér 8 cm). Do jedné sterilni misky se nasypalo 30 ml mikrokuli¢ek
(sklenénych nebo zirkoniovych) a pipetovala se suspenze 11 ml media ,,8 s myceliem.

Suspenze vznikla smichdnim 7,7 ml média ,,8* a 3,3 ml mycelia z pfedkultury.

Kultivace misek probihala ve ,,vlhké komirce* (vétsi miska s navlhéenou

buni¢inou), coz zabraiiuje vysychani kultury rostouci na mikrokuli¢kéach pii 28 °C.

3.2.3. Priprava glycerolové konzervy

Z glycerolové konzervy byla pomoci sterilniho paratka zaockovéna jedna
Petriho miska se SFM médiem nasledujicim zplisobem: pipetou bylo odebrano 5-10 pl

spor a paratkem rozoCkovano na agaru. Kultivace probihala 24 h pfi teploté 28° C.

Z misky s narostlou kulturou streptomycet bylo ockovano dalSich 5 novych
misek. Za pomoci paratka byla jeho plochou stranou setfena ¢ast kolonii z misky a
druhym paratkem pak byla tato ¢ast kolonii jemné rozetfena mezi t¢émito dvéma paratky

a ockovana na kazdou misku. Kultivace probihala v termostatu pti 28° C po dobu 7 dni.

Po kultivaci byly narostlé misky poloZeny vedle sebe a oznaceny ¢isly 1. — 5. Do
1., 3., a 5. misky bylo pipetovano 10 ml sterilni destilované vody. Pomoci klicky byly v
1., 3. a 5. misce z povrchu agaru seskrabany spory s myceliem a byla utvofena suspenze
(destilovana voda + mycelium, spory). Suspenze z misky ¢.1 byla pipetovana do misky
¢. 2 a z misky ¢.3 do misky ¢.4. (viz. Obr.3.1). V miskach ¢. 2 a 4 byly také seskrabany
spory s myceliem a suspenze se tim mirné€ zahustila. Z misky €. 5 byla suspenze
rozdelena do misek €. 2 a 4. Vzniklé suspenze byla z misek €. 2 a 4 pipetovana do
filtracnich zkumavek, kde byly spory ptefiltrovany na dno zkumavky a mycelium

zustalo ve vaté — filtrace se provadi na ledu.
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Obr.3.1: Schéma vzniku sporové suspenze

Do 1.,3. a 5. misky bylo pipetovano 5 ml sterilni destilované vody a byl proveden
podruhé stejny postup k ziskani druhé ¢asti suspenze. Suspenze byla opét prevedena do

filtra¢nich zkumavek a prefiltrovana.

Prefiltrovana suspenze byla pielita do sterilni zkumavky a centrifugovana
10 min, pii 4000 rpm a teploté 4° C (centrifuga HETTICH UNIVERSAL 320R).
Supernatant byl opatrn¢ odebran a ke sporam (sedimentu) byl ptfidan 1 ml 30%
glycerolu, v némz byla smés resuspendovana a nasledné rozdélena do Eppendorf

zkumavek.

Glycerolové konzervy se uchovavaly zamrazZené za teploty — 20° C.

3.3. Mikroskopie

3.3.1. Binokularni lupa
Binokularni digitalni lupa NATIONAL (Motic Group Co. Ltd, China) byla
pouzita pro morfologické studie u S. granaticolor, S. coelicolor a S. ambofaciens pti

ristu na pevném médiu, sklenénych a zirkoniovych mikrokuli¢kach.

3.3.2. Opticka mikroskopie

Pro sledovani rGstu a pro kontrolu Cdistoty kultury pii dlouhodobéjsich
kultivacich byly kmeny streptomycet pozorovany v digitadlnim mikroskopu Motic BA
300 s fazovym kontrastem (Motic Group Co. Ltd, China).

3.3.3. Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronovéa mikroskopie (SEM) byla pouzita pro studium morfologie

diferenciaénich stadii u S.granaticolor a S.ambofaciens.
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3.3.3.1. Priprava vzorka

Na dno velké sklenéné Petriho misky byly umistény 3 vrstvy filtracniho papiru a
na n¢ sklenéné misticky (vysoké 1 cm, o pruméru 2 cm) (viz Obr.3.2), vSe se nechalo
vysterilizovat. Do jedné misticky bylo nasypano 2 ml mikrokulicek a napipetovana
suspenze média ,,8“ a mycelia. Suspenze vznikla smichanim 800 pl média ,,8“ a 50 ul
mycelia z ptfedkultury (24 h). Pted kultivaci byl filtraéni papir zvlh¢en sterilni vodou.
To zabranovalo vysychani kultury rostouci na mikrokulickach. Kultivace S.ambofaciens
probihala ve vlhké komurce 22 h, 48 h a 72 h pii 28° C. Kultivace S.granaticolor
probihala ve vlhké komurce 6 h, 24 h a 48h pii 28° C. Ptiprava vzorku probihala za
sterilnich podminek.

Dalsi ptiprava vzorkil probihala podle modifikovaného postupu popsaného v
Kofronova et al. (2002) s tim, Ze krok pouzivajici nizko-tuhnouci agar6zu byl vypustén
a celd misticka byla pfevedena do exikatoru s Petritho miskou obsahujici 2% roztok
osmia. Po zhruba 14 dnech byly celé misticky pozorovany v AQUASEM rastrovacim
elektronovém mikroskopu (TESCAN Ltd., Ceska Republika) pii 15 kV.

Obr. 3.2: Material a ptiprava vzorkli pro analyzu SEM. Petriho misky s filtracnim
papirem a Sest sklenénych misticek naplnénych sklenénymi nebo zirkoniovymi
mikrokuli¢kami, pfipravenych pro o¢kovani.

3.4. Dvourozmérna elektroforéza (2DE)

Struény popis metody

Dvourozmérna elektroforéza slouzi k déleni komplexnich smési rozpustnych

proteintl. Prvnim rozmérem je izoelektricka fokusace, tj. separace proteini podle jejich

43



izoelektrickych bodti (pl). Krozdéleni dochazi v elektrickém poli v prostiedi
ionizovanych latek, které vytvaieji pH gradient. Druhy rozmér tvoii polyakrylamidovy
gel s obsahem dodecylsulfatu sodného, ve kterém dochdzi k rozdé€leni proteinii podle
molekulové hmotnosti (M;). Diky kombinaci dvou efektivnich technik mize
dvourozmérna elektroforéza rozdélit tisice polypeptidovych skvrn na jednom
dvourozmérném gelu oproti maximalné¢ padesati skvrnam, jez lze ziskat pii déleni

v jednom rozméru.

3.4.1. Priprava proteinovych vzorki

Po kultivaci v tekutém mediu byla kultura pfevedena do zkumavky a
centrifugovéna 15 min/9000 rpm/4°C (HETTICH UNIVERSAL 320 R). Supernatant
byl odebran a k peletu bylo piidano 20 ml fyziologického roztoku a opét centrifugovano
10 min/9000 rpm/4°C. Promyti peletu fyziologickym roztokem bylo provadéno celkem
3x. Poté bylo ke vzorku zkultivace na tekutém médiu piidano 10 ml sklenénych
mikrokuli¢ek a buniky byly rozbijeny tfenim po dobu 3 x 6 min. na ledu.

Pii kultivaci na sklenénych ¢i zirkoniovych mikrokulickdch byla ptevedena
narostla kultura i s kulickami do zkumavek a taktéz byla 3x promyta fyziologickym
roztokem vyse uvedenym zpisobem. Promytim vzorku byly odstranény nezadouci latky
z média ,,8%, které¢ by mohly zplisobovat interferenci pti 2D elektroforéze.

Po promyti byl cely vzorek pteveden do tfeci misky. Bylo ptfiddno 4 ml
lyza¢niho pufru, 20 pl ,,complete mini* kitu (100x), 0,4 ul benzonazy, Spetka lysozymu
a nasledovala inkubace 10 min. na ledu. Poté byly buiiky rozbijeny tfenim po dobu 3 x 6
min. na ledu.

Smés byla pfevedena do zkumavky, sténa tieci misky byla oplachnuta 2 ml
lyzaéniho pufru a nasledovala centrifugace 5 min/5000 rpm/4°C (HETTICH
UNIVERSAL 320 R), veskeré nasledujici centrifugace byly provadény v této
centrifuze). Vznikly supernatant byl pfeveden do nové zkumavky. K peletu bylo
pfidano 5 ml lyza¢niho pufru, jimz byl pelet proplachnut. Po opétovné centrifugaci 5
min/5000 rpm/4°C byl supernatant odebran a spojen s piedchozim supernatantem.
Centrifugaci obou spojenych supernatantii byly odstranény hrubé necistoty, které byly
usazeny na dn¢ zkumavky. Supernatant byl pfeveden do Cisté zkumavky a byl zméten
jeho objem. Podle poméru 15 pl 50% TCA na 105 pl vzorku bylo pfiddno odpovidajici
mnozstvi 50% TCA a proteiny byly sraZzeny 1 hodinu na ledu.
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Po inkubaci byly zkumavky centrifugovany 15 min/9000 rpm./4°C, supernatant
byl odebran a k peletu bylo pfidano cca 400 pl ledového acetonu. Po centrifugaci
10 min/9000 rpm/4°C byl aceton odpipetovan a nechan odtc¢kat. Nakonec bylo ptidano
cca 400 pl fosfatového pufru a vzorek byl solubilizovan. Mnozstvi acetonu a
fosfatového pufru bylo pridavano podle velikosti peletu.

Koncentrace proteinli ve vzorku byla stanovena pomoci komer¢niho kitu BCA
Protein Assay (Pierce).

Vzorek byl prodistén komerénim kitem Ready Prep™ 2-D Cleanup Kit
(BIORAD). Piedpokladali jsme, ze se pii prociStovani vzorku se ztrati asi polovina
proteind. Pracovali jsme tedy s cca 200 pg proteinti ve 100 ul fosfatového pufru.

Po procisténi byl vzorek obsahujici cca 100 pg proteinlt ve formé peletu
rozpu$tén ve 250 pl vzorkového pufru a po 1 h solubilizace pii pokojové teploté byl

vzorek piipraven pro 2D elektroforézu.

3.4.2. Isoelektricka fokusace

Po solubilizaci vzorkd ve vzorkovém pufru pro 2D elektroforézu byly vzorky
nasaknuty do komer¢nich IPG prouzk s imobilizovanym gradientem pH 4-7, (délka 13
cm). Rehydratace byla provadéna pies noc. Aby se predeslo piipadnému vyschnuti IPG
prouzku se vzorkem, byl kazdy prouzek prevrstven 2 ml mineralniho oleje. Druhy den

probihala isoelektrickd fokusace. Elektroforéza bézela za téchto podminek:

Krok Napéti | El.proud | Energie | El.vykon Cas
1 150 V 1 mA 5W 1 Vh
2 150 V 1 mA 5W 300 Vh 2h
3 300 V 1 mA 5W 1 Vh
4 300V 1 mA 5W 600 Vh 2h
5 3500 V 1 mA 5W 10 Vh 5h
6 3500 V 1 mA 5W 60 Vh 17,1 h
Celkove - - - 70900 Vh | 26,1 h

Po skonceni elektroforézy byly jednotlivé prouzky vyjmuty, piebytecny olej
odstranén a nasledovala equilibrace, nebo mohly byt IPG prouzky zamrazeny v Petriho

misce na nékolik dni az mésicu.
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3.4.3. SDS elektroforéza
Pted samotnym provedenim druhého rozméru byla provedena equilibrace.
Kazdy IPG prouzek byl equilibrovan 10 minut v 6 ml DTT roztoku a 10 minut v 6 ml

TIAA roztoku s bromfenolovou modii.

Po equilibraci byly prouzky umistény do elektroforetického zatizeni Hoefer
SE600 (Hoefer Inc., USA) s pfedem ptipravenymi deskovymi gely (16 cm; 1,5 mm
10%) a ke kazdé dvojici geli bylo pfidano 5 pl molekulového standardu MW Fermentas
621 na filtracnim papiru. Gely byly ptevrstveny 0,5% roztokem teplé agarosy, po jejim
ztuhnuti vlozeny do elektroforetické aparatury a pielity pufrem. Spusténi elektroforézy
bylo postupné, nejdiive byl zdroj nastaven cca 20 minut na 10 mA a poté, co dosahla
bromfenolova modf déliciho gelu, bylo napéti zvySeno na 80 mA a proces bézel

pfiblizné 4 hodiny.

3.4.4. Barveni a suSeni geli

Po skonceni déleni proteini ve druhém rozméru byl gel pienesen do
umélohmotné vanicky a zalit fixacnim roztokem I, ve kterém byl tfepan po dobu
1 hodiny nebo pfes noc. Déle byl gel fixovan fixacnim roztokem II, ve kterém byl
ttepan 1 hodinu nebo pfes noc. Po sliti fixacniho roztoku II byl gel ptelit deionizovanou
vodou, kterda byla vyménéna 4x po 15 min. Ke gelu byl pfidan roztok dusi¢nanu
sttibrného na minimalné 30 min. az po nékolik hodin. Nasledovalo promyti gelu
deionizovanou vodou po dobu 1 min. Ke gelu byl ptfidan vyvolavaci roztok, ktery byl
slit nejdéle po 30 min. vyvolavani. Poté byl gel dan do zastavovaciho roztoku na 10
minut. Obarveny gel byl umistén do 2% glycerolu, ve kterém mohl byt skladovan az po
nékolik mésicti pii 4° C. Barveni gelu probihalo za pokojové teploty.

Gel byl vlozen mezi filtra¢ni papir a potravinovou folii a suSen 1 hodinu pii

80°C na vakuové suSicce.

3.4.5. Snimani a digitalizace gelovych obrazi

Stiibrem obarvené gely byly skenovany na scanneru HP 420 (Hewelett Packard,
USA). Pfed sniménim kazdé série byla provedena kalibrace scanneru a nastaveno
optimalni rozmezi OD pro eliminaci saturovanych spotl. Snimky byly uloZeny ve
specidlnim formatu kompatibilnim s PDQuest (BioRad) programem. V programu

PDQuest bylo mozno soubory pievést do béznych formata ,, TIFF* nebo ,,JPG®.
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3.4.6. Politacova analyza gelovych obrazi

Analyza ziskanych proteomt byla provedena v programu PDQuest verze 7.1.0.
(Biorad). Pro kazdy experimentalni vzorek byly vyhotoveny ve dvou nezavislych
pokusech 4 gely tvotici skupinu. Jednotlivé skupiny byly mezi sebou porovnavany
v tzv. ,,Matchsetu®. Matchset umoznil vytvofeni jednoho ,,Mastergelu®. Mastergel je
imaginarni gel tvofeny vSemi proteiny ze vSech jednotlivych gelt. Kazdy protein dostal
programem pfidéleno ¢islo. Stejné proteiny byly srovnany a spojeny — oznaceny
stejnym cCislem na vSech gelech kde se vyskytovaly. Po kompletnim zpracovanim
Matchsetu bylo mozno porovnavat mezi sebou jednotlivé skupiny gelt. Porovnavani
bylo provedeno dvéma typy analyz. Kvalitativni analyzou- tedy zda se protein
vyskytuje ¢i nevyskytuje za dané podminky oproti jiné podmince. Kvantitativni
analyzou - tedy proteiny vyskytujici se za obou experimentalnich podminek, ale lisici se
koncentraci (expresi/denzitou skvrn). Pro vSechny analyzy bylo kvantitativni kritérium
stanoveno na 4nasobnou zménu koncentrace (tedy za jedné podminky byla koncentrace

4x vy$si nebo nizsi nez za druhé podminky).

3.4.7. Statistické analyzy

Pro spravnéjsi interpretaci analyz byl pouzit studentlv t-test. Timto testem byly

vylouceny odlehlé hodnoty, nebo velké diference ve skupinach.

3.5. Kvantifikace produkce granaticinu

Pro kvantifikaci granaticinu byla pouzita predkultura, kterd byla pfipravena za
stejnych podminek, jako ptedkultura pro 2D elektroforézu (viz postup 3.2.1.), ktera byla
ale kultivovana v médiu ,,MG*, které podporuje produkci antibiotika. Po kultivaci byla
provedena centrifugace predkultury 15 min./ 9000 rpm./ 4°C (HETTICH UNIVERSAL
320 R). Po odebrani supernatantu bylo mycelium resuspendovano v 5 ml média ,, MG* .

Aby kultivace S. granaticolor probihala za stejnych podminek, bylo do vSech tii
ruznych typt kultivaci zaockovano mycelium ve stejnych pomérech. Do jedné 100 ml
Erlenmayerovi banky bylo zao¢kovano 570 pl mycelia do 10 ml média ,MG* a
kultivace probihala na rota¢ni tfepacce pti 160 rpm, 30°C po dobu 3 dnti. Ve stejném

pomeéru byly zaockovany i tfi malé Petriho misky se zirkoniovymi mikrokulickami a tfi
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malé Petriho misky se sklenénymi mikrokulickami. Do jedné sterilni misky se tedy
nasypalo 10 ml mikrokulic¢ek (sklenénych nebo zirkoniovych) a pipetovala suspenze 3,5

ml média ,,MG* s 200 ul mycelia.

Kultivace misek probihala ve vlhké komtirce, coz zabranovalo vysychani kultury

rostouci na kulickach pti 28 °C, po dobu 4 dn.

Po kultivaci bylo do 100 ml kultury S. granaticolor rostouci v bance s médiem
»MG* pfidano 30 ml sterilni destilované vody. V ptipadé€ kultivace na mikrokuli¢kach
byl obsah kazdé misky pfeveden do 100 ml baiiky a bylo k nému ptidano 10 ml sterilni
destilované vody. VSechny banky byly umistény na rotaéni tfepacku a tfepany pii 160
rpm (BIOSAN MULTI-SHAKER PSU 20) a pokojové teploté po dobu 24 h. Po
extrakci granaticinu do destilované vody bylo z kazdé banky odebrano po 1,5 ml do
Eppendorf zkumavky. Zkumavky byly nésledné centrifugovany 10 min./ 13 000 rpm
(Biofuge A HERAEUS SEPATECH). Po centrifugaci bylo odebrano z kazdé zkumavky
po 1 ml supernatantu do nové Eppendorf zkumavky a byla zméfena absorbance
granaticinu pfi 572 nm. Koncentrace granaticinu v 1 ml byla pak vypoctena s pouZzitim
hodnoty molarniho extinkéniho koeficientu 22 800 (BRABBAN a EDWARDS 1996)
podle vzorce A=¢C, kde A je absorbance vzorku, € molarni extinkéni koeficient a C
koncentrace pro 1 cm kyvetu. Zbyla kultiva¢ni smés byla prevedena do 50 ml
zkumavky a bylo k ni pfiddno 2 ml lyza¢niho pufru, 10 pl complete mini (100x) a 0,2 pl
benzonazy. Do kultivaéni smési bez mikrokulicek bylo ptidano 4 ml lyza¢niho pufru, 20
ul complete mini (100x) a 0,4 pl benzondzy. Nasledovala izolace proteinti ze smési dle
postupu 3.4.1. Izolace proteinti byla provedena z kultivace na tekutém médiu a
z kultivace na sklenénych ¢i zirkoniovych mikrokuli¢kach, kdy byly spojeny vSechny 3
malé Petriho misky se sklenénymi a zirkoniovymi mikrokulickami v tfeci misce a
kultura byla tfenim dezintegrovana. Koncentrace proteinti ve vzorku byla stanovena

pomoci komer¢niho kitu BCA Protein Assay (Pierce).
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4. VYSLEDKY

4.1. Morfologicka a biochemicka diferenciace streptomycet na

mikrokulickach

4.1.1. Srovnani sporulace a tvorby pigmentovanych antibiotik streptomycet na
sklenénych a zirkoniovych kuli¢kach

Tt1 druhy streptomycet byly kultivovany na povrchu sklenénych a zirkoniovych
kulicek ve dvoufazovém kultivatnim systému popsaném v kapitole 3. Material a
metody. Pouzité druhy S. granaticolor, S. coelicolor a S. ambofaciens byly ockovany ve
form¢ sporové suspenze nebo pies noc narostlého mycelia. Pro v§echny kultivace bylo
pouzito médium ,,8* a misky byly kultivovany pfi teploté 28° C ve vlhké komtrce po
dobu 4 dni. Obrazek 4.1 ukazuje vysledek kultivace. V miskach A a C byly pouzity
zirkoniové kulicky, v miskach B a D pak sklenéné kulicky. Do misek A a B bylo
oc¢kovano suspenzi mycelia z predkultury a do misek C a D sporovou suspenzi. Obrazek
ukazuje rozdily v morfologické diferenciaci a v produkci pigmentovanych antibiotik,
které vyplyvaji zrastové rychlosti jednotlivych druhl. Druhy je mozné ftadit od
nejrychleji rostouciho k nejpomalej§imu v potadi S. granaticolor, S. coelicolor, S.
ambofaciens. Dal§im rozdilem je efekt pouzitého inokula, ktery neni pfili§ vyznamny a
op¢t se lisi mezi jednotlivymi druhy. Za nejvyznamnéjsi rozdily je mozné povazovat ty,
které souvisi s materialem pouzitych kulicek. Zietelné se ukézalo, ze jak nartst, tak
tvorba pigmentovanych antibiotik je podstatné silnéjSi na sklenénych nez na
zirkoniovych kulickach. V ptipadé S. granaticolor je ziejmé, Zze materidl kulicek
ovlivituje metabolismus streptomycet, coz se mimo jiné projevuje odliSnym pH kultury,
to je indikovano zménou barvy granaticinu mezi ¢ervenou a modrou (pigmentované
antibiotikum chovajici se jako acido-bazicky indikator).

Dalsim rozdilem je i tvar a velikost kolonii na jednotlivych miskach v zavislosti
na materidlu mikrokulicek. Tento rozdil je patrny pii vétSim zvétSeni konkrétné na
obrazcich 4.1 Aa a Bb z pozorovani v digitalni mikro-lupg€. Na obrazku Aa jsou kolonie
vice homogenni, rozprostiené po vétsi plose sklenénych kulicek. Kdezto na obrazku Bb
pti kultivaci na zirkoniovych kulickéch tvofi kolonie mensi ohrani¢ené chomacky na

mnoha mistech misky a jsou od sebe vice odd€lené.
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S. granaticolor

S. ambofaciens S. coelicolor

Obr.4.1: Kultivace S. granaticolor, S. ambofaciens a S. coelicolor na sklenénych (B
a D) a zirkoniovych kulickach (A a C) 4 dny. K inokulaci byla pouZita suspenze spor
(C a D) nebo suspenze vegetativniho mycelia (A a B).

4.1.2. Tvorba Kkolonii streptomycet na riznych povrsich

V dalsi fazi jsme se omezili na druhy S.granaticolor a S. ambofaciens a sledovali
jsme tvorbu jejich kolonii na rGznych povrSich. Srovnali jsme kolonie na agaru
sklenénych a zirkoniovych kulickach a ve vSech ptipadech jsme pouzili pidu ,,8%
Kultivace probihala 4 dny pii 28° C. Na obrazku 4.2 je vidét, ze tvorba kolonii na agaru

(A), skle (B) a zirkoniu (C) je rozdilna. Je zcela zfejmé, Ze oba druhy rostou Iépe na skle
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a navic kolonie zejména v ptipad¢ S. granaticolor jsou podstatné¢ homogennéjsi na

mikrokuli¢kach nez na agaru.

S.ambofaciens S. granaticolor

Obr.4.2: Kultivace S. ambofaciens a S. granaticolor na agaru (A) a na sklenénych
(B) a zirkoniovych (C) kuli¢kach. Ve vsech ptipadech bylo pouzito kultivacni medium
3 a misky byly ockovany sporami. Kultivace probihala 4dny.
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4.1.3. Morfologicka analyza diferenciace S. ambofaciens a S. granaticolor.

Pro dikladnéjsi sledovani morfologie a diferenciace S.granaticolor a S.
ambofaciens byla pouzita SEM analyza. U obou druhti byl sledovan prabéh diferenciace
na sklenénych kulickach ve zhruba jednodennich intervalech. V ptipad¢ S. ambofaciens,
jak ukazuje obrazek 4.3, je po 22 h kultivace vytvotena husté sit’ vegetativniho mycelia,
které se plazi po povrchu kuli¢ek. Po 48 h zacina rist vzdusného mycelia a az po 72 h
vzdusné mycelium piechazi v kroucené fetizky spor (viz detailni vyfez u vzorku z 72
hodiny Obr.4.3).

V ptipadé S. granaticolor (viz Obr. 4.4) mizeme po 24 h pozorovat pomérné
husté narostlé vzdusné mycelium, které uz ze 3/4 obaluje jednotlivé kulicky. Vzdusné
mycelium se v prubéhu dalsich 24 h dale zahust'uje a na jednotlivych koncich vldken se
zacnou tvorit jednotlivé fetizky spor. Tyto fetizky jsou zachyceny v detailnim vyiezu na

Obr. 4.4 ve vzorku z 48 h.
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Obr.4.3: Morfologicka diferenciace S. ambofaciens na sklenénych kuli¢kach.

53



Obr. 4.4: Morfologicka diferenciace S. granaticolor na sklenénych kuli¢kach.
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4.1.4. Produkce pigmentovanych antibiotik na sklenénych a zirkoniovych

kuli¢kach

Sklo Zirlk_qn__i_um

Obr.4.5: Riist a produkce granaticinu v zavislosti na materialu kulicek.
Kultivace probihala na mediu MG.
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U. S. granaticolor byla sledovana produkce granaticinu v zavislosti na materidlu
kulicek, na kterych kultura rostla. Produkce granaticinu byla sledovana na mediu ,,MG*.
S. granaticolor byl o€kovéan na sklenéné a zirkoniové kulicky a jako pozitivni kontrola
byla pouzita tekutd kultura. Kultivace probihala pti 28 °C ve vlhké komurce po dobu 4
dnii. Tekuta kultura byla inkubovéna na rotacni tiepacce pii 160 rpm. Produkce
granaticinu byla sledovéana v pribéhu ¢tyt dnti. Koncentrace granaticinu byla vypoctena
z hodnot absorbance pii 572 nm (viz. Kapitola 3.5.). Ve stejném vzorku pak byla
métena 1 koncentrace proteind. Ziskané hodnoty jsou zndzornény v obrazcich 4.6 az 4.8.
Srovnani ukézalo, Ze jak produkce granaticinu (viz. Obr. 4.6), tak i narist méfenych
koncentraci proteinii (viz. Obr. 4.7) je nejvyssi na sklenénych kulickach. A navic,
zatimco produkce granaticinu na mg proteinu je stejnd v tekuté kultufe jako na

zirkoniovych kuli¢kach je na sklenénych kulickach vyssi o vice nez 25% (viz. Obr. 4.8).

. o tekuta
Produkce granaticinu & zirkonium
0O sklo
700
600

500

400

300

¢ (umolfl)

200

100

Obr.4.6: Produkce granaticinu v tekuté tiepané pidé a na zirkoniovych nebo
sklenénych kuli¢kach. Kultivace na MG mediu probihala 4 dny.
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O tekuta
| Zirkonium
O sklo

Koncentrace proteinu

koncentrace mg/ml

Obr.4.7: MnozZstvi proteinu pri produkci granaticinu - v tekuté tfepané pudé a na
zirkoniovych nebo sklenénych kuli¢kach. Kultivace na MG mediu probihala 4 dny.

o tekuta
Koncentrace granaticinu na 1 mg proteinu ® zirkonium

0O sklo

10

c (umoll/l)
)]

1

0

Obr.4.8: Produkce granaticinu na mg proteinu - v tekuté tFepané pidé a na
zirkoniovych nebo sklenénych kuli¢kach. Kultivace na MG mediu probihala 4 dny.
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4.2. Proteomova analyza kultur S. granaticolor rostoucich na

sklenénych a zirkoniovych mikrokuli¢kach

4.2.1. Srovnani ristu S. granaticolor na sklenénych a zirkoniovych kulickach —
SEM analyza

V ptedchazejicich Castech prace jsme wukdzali rozdily v morfologické
diferenciaci a produkci antibiotik zdvisejici na materidlu povrchu kulicek, které slouzi
jako opora pro rist S. granaticolor. Vzhledem k tomu, Ze interakce mezi hyfami a
povrchem kulicek se odehrava patrné v pocatecnich fazich rlstu, provedli jsme SEM
morfologickou analyzu ristu mycelia S. granaticolor béhem prvnich 24 hod rdstu na

sklenénych a zirkoniovych kulickéch.

Sklo

-5CTD JT]

Zirkonium

Obr. 4.9: Morfologie 6 h staré kultury rostouci na sklenénych (nahoie) a
zirkoniovych (dole) kuli¢kach.
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Obrazek 4.9 ukazuje porastani kulicek hyfami S. granaticolor béhem prvnich 6
hod kultivace. Je zfejmé, Ze hustota i délka vldken vegetativniho mycelia je vyznamné
vetsi na sklenénych kulickdch. Na Obr. 4.10 pak je situace po 24 h, piestoze na obou
typech kuli¢ek je jiz rozvinuta husta sit’ vzdusnych hyf i zde je mozné pozorovat rozdily

mezi vzdusnymi hyfami na sklenénych a zirkoniovych kulickach.

100 Em

Zirkonium

Obr.4.10: Morfologie 24 h staré kultury rostouci na sklenénych (nahoie) a
zirkoniovych (dole) kulickach
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4.2.2. Srovnani proteomi kultur S. granaticolor rostoucich 6 h (rana vegetativni

faze) v tekuté pudé a na sklenénych nebo zirkoniovych kulickach

Na zaklad¢ SEM analyz jsme pro proteomovou analyzu zvolili délku kultivace
6h (rand vegetativni faze). Cilem této studie bylo s pomoci srovnavaci proteomiky
identifikovat proteiny, které se podileji na rozpoznéni a ptichyceni vegetativnich hyf na
rozdilné povrchy. Pfi porovndni proteomil jsme v kazdém experimentu provedli
kvalitativni a kvantitativni analyzu. Kvalitativni analyza hodnoti, které proteiny se
vyskytuji pouze vjednom z proteomit a nikoli ve druhém a jsou tedy unikatni.
Kvalitativni analyza pak vybira proteiny s odliSnou hladinou exprese, jako vybérové

kriterium byl pouzit limit 4-ndsobné zmény exprese.

4.2.2.1. Srovnani proteomu kultur z tekuté pudy a sklenénvch kulicek

(experiment A)

V prvni studii jsme provedli srovnani proteoml S. granaticolor ziskanych
z tekuté, tfepané kultury a z kultivace na sklenénych kulickach. Toto srovnani by mélo
ukazat zakladni rozdily mezi proteinovymi profily, které charakterizuji planktonicky
rust vintenzivné vzdusnéné tekuté kultufe na jedné strané a povrchovy rist na

sklenénych mikrokuli¢kach na stran¢ druhé.

4.2.2.1.1. Kvalitativni analyza

Na Obr. 4.11 je oznaceno na 2D gelu 32 unikatnich proteinti vyskytujicich se
v proteomu z bunék S. granaticolor rostoucich na sklenénych kuli¢kach. V tabulce
4.1. jsou pro tyto proteiny uvedeny hodnoty priimérné density jim odpovidajicich skvrn
a smérodatné odchylky pro primérné hodnoty ziskané z analyzy sérii gelti pro kazdy
vzorek. Obrazek 4.12. znazoriiuje na 2D gelu umisténi 6 unikatnich proteint z kultury
rostouci v tekuté, tfepané kultufe a v tabulce 4.2 jsou uvedeny hodnoty primérné

density odpovidajicich skvrn a pfislusné smérodatné odchylky.
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Obr.4.11: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor p¥i ristu na sklenénych kulickach.

-61 -



SSP SD |primér| SSP SD | primér

107 2239 | 17258 | 4708"2% | 1113 | 2963

211 171,7 | 4707 | 4909' | 1578 | 502.4

1314% | 3578 | 5337 | 5202 | 289 | 13267

1401 368,0 | 1271,9 | 5304 464,0 | 1059,5

1704 | 96,8 | 2557 |5517"2% | 1183,9 | 2233.4

2712% | 137.0 | 340.1 | 6210 10502 | 15722

3505 236,2 | 709,9 6308 202,4 | 8427

3711%° | 503,7 | 10855 | 6401'2% | 1582,3 | 3060,9

3712% | 3923 | 5598 | 6801'% | 2560 | 769.8

3715 | 2083 | 3713 | 7311%% | 1557 | 12486

3807%% | 6178 | 18082 | 7312% | 1365 | 5247

3906%% | 6141 | 15025 | 7402 | 1930 | 1030,7

4103 | 1550 | 7387 | 7603 | 5532 | 7318
450375 | 2345 | 1392 | 8403'% | 2081.6 | 27682

4601% | 2872 | 5452 | 8408 | 1124 | 4329

470125 | 1019 | 6869 | 8710 | 3314 | 1126,1

Tab.4.1: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor
kultivovaného na sklenénych kuli¢kach.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatnd odchylka, primér — aritmeticky priamér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pfislusnosti ke skupiné proteind,
které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.23). Horni index udava pocet
proteinti tvoficich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.
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Obr.4.12: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor p¥i ristu v tekuté, tiepané kultufe.

SSP SD pramér

3110 980,2 3300,9

46117 638,4 1372,3

6217 5364,0 6979,1

8506 503,0 1047,2

9106 762,3 1285

9205 962,0 1748,7

Tab.4.2: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor
kultivovaného v tekuté, tiepané kulture.

SSP — cislo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky pramér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pfislusnosti ke skupiné proteind,
které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.23). Horni index udava pocet
protein tvoticich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.
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4.2.2.1.2. Kvantitativni analyza

Na obrazku 4.13 je oznaceno na 2D gelu 42 odliSnych proteint ziskanych ze
srovnani proteoml S. granaticolor rostouciho na sklenénych kulickach a v tekuté,
ttepané kultufe. Obrazek 4.14 znazorfiuje srovnani expresnich profil vybranych
proteint ziskanych z porovnani proteomua S. granaticolor rostouciho na sklenénych
kulickach (rizova) a v tekuté, tiepané kultufe (modrd). V tabulce 4.3 jsou pro tyto
proteiny uvedeny hodnoty primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné
odchylky pro primérné hodnoty ziskané z analyzy sérii gelti pro kazdy vzorek. Barevné

jsou vyznaceny hodnoty priméri podle zmény exprese nahoru (up regulované-

tyrkysova) a dolu (HGHCEUIOVANESCCENA)

4 pH .7

R ‘
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Obr.4.13: 2D elektroforeticky gel s odliSnymi proteiny ziskanymi ze srovnani
proteomi S. granaticolor rostouciho na sklenénych kulickach a v tekuté, tirepané
kulture. Proteiny jsou vyznacené na 2D gelu se vzorkem proteomu z kultivace na
sklenénych kulickach.
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. . , , @ Proteiny v kultivaci na skle
Kvantitativni analyza m Proteiny v kultivaci na tekutém médiu
14000 .
12000 | I _
10000 - _
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SSP

Obr.4.14: Srovnani expresnich profili vybranych proteint ziskanych ze srovnani proteomu S. granaticolor rostouciho na sklenénych
kulickach (ruZova) a v tekuté, tfepané kulture (modra). Byly vybrany proteiny liSici se 4x a vice. U kazdého proteinu je vyznacen rozptyl
hodnot density ze srovnani paralelnich gelt (3-4).

SSP — ¢isla skvrn (spotll) odpovidajicich vybranym proteiniim ozna¢enym na Obr. 4.13, A.U. — relativni jednotky udavajici densitu skvrn
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SSP

803"
807"
810
905
1109
1206
1312
1315
1609"
1803
1808
2411
2509
2810
2903"
3304
3402
3403
3508
4305
4401

pramér
sklo
373,0
236,1
128,2
799.,8
555,6
832,0
4954
698.4

1127,2
258.8
261,3
572,2
489.,8
250,5

9395,1
711,5
873,9
532,5
7778

594,3

246,8
89,7
63,2

353,4
75,1

290,5
175.8

241,7

588,4
167.6
57,3
160.8
83,2
24,2

1740,8

208,6

3458

3323

2959

10458

3493

pramér
tekuta

2803,8
1226.,9
686,2
5543,1
4609,6
3685,6
3055.3
4350,2
5330,9
1496,7
1483,5
2949,8
4163.9
1371,3
1863,0
3659,8
3733,7
3656,3
32334

2781.,6

SD

1134,7
668,2
418,6
2732,9
2846,0
29242
2153,1
1926,2
3876,1
889,7
759,6
2656,1
1871,0
526,0
589,8
1789,7
936,9
1062,9
1022,5
498,0

1805,9

SSP

4506
4508
4607

4706"
4803

5310"
5407

5604"
6301

6509"
6605
6612

6907"
7401
8104

8109"
8218

8304"
8401

8607"
9202

460,0

621,9

369,3

929,1
2079,4
52,2
1194,3
664,2
140,0
140,6
2509,8
4535
327,0
2797
37873
253,5
1089,5
1471,0
34215
2576
98,8
2300,4
411,6

54,0

1667,2

SD

668,2
499,1
869,6
316,6
297,5

2058,1
4385
113,9

5,1
18,6
238,9
230,7
58,5

2784,0
565,6
137,7
508,6
305,6
5442

3,7

620,4

Tab.4.3: Hodnoty density pro odliSné proteiny ziskané ze srovnani proteomu
S.granaticolor rostouciho na sklenénych kulickach a v tekuté, tiepané kulture.
Proteiny up regulované a [l regulované.
SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani ¢isla SSP odpovida piislusnosti ke skupiné
proteind, které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.24.). Horni index
udéava pocet proteinti tvoficich mnozinu priniku.
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4.2.2.2. Srovnani proteomu kultur z tekuté pady a zirkoniovych kuli¢ek (experiment B)

Ve druh¢ studii jsme provedli srovnani proteoml S. granaticolor ziskanych
z tekuté, tiepané kultury a z kultivace na zirkoniovych kulickdch. Toto srovnani by
mélo ukazat zakladni rozdily mezi proteinovymi profily, které charakterizu;ji
planktonicky rist v intenzivné vzduSnéné tekuté kultuie na jedné strané a povrchovy
rust na zirkoniovych kulickdch na strané¢ druhé. Ve srovnani s experimentem (A)

bychom méli vidét rozdily souvisejici s materidlem kulicek.

4.2.2.2. 1. Kvalitativni analyza

Na Obr. 4.15 je oznaceno na 2D gelu 28 unikatnich proteint vyskytujicich se
v proteomu z kultivace na zirkoniovych kuli¢kach. V tabulce 4.4 jsou pro tyto proteiny
uvedeny hodnoty primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné odchylky
pro prumérné hodnoty ziskané z analyzy sérii gelt pro kazdy vzorek. Obrazek 4.16
znazoriiuje na 2D gelu umisténi 2 unikatnich proteinii z kultury rostouci v tekutém,
ttepaném médiu a v tabulce 4.5 jsou uvedeny hodnoty primérné density odpovidajicich

skvrn a pfislusné smerodatné odchylky.
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Obr.4.15: 2D elektroforeticky gel

s unikatnimi

proteiny vyskytujicimi

v proteomu S. granaticolor p¥i rustu na zirkoniovych kuli¢kach.
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SSP SD | pramér | SSP SD | primér
1611 | 3788 | 13263 | 6210"" [313.8 | 1013.4
2801 | 982 | 2103 |6401'" |988,1| 2810
3101 | 4403 | 34295 | 6512 | 60,2 | 3575
3807 | 712,3 | 2998,9 | 6801 | 127,.4| 5229
3808 | 4580 | 497.6 | 6908 | 453 | 2251
3906 | 1750 | 5221 | 7217 |2200] 7819
4311'% | 459 = MI80M | 7311'* | 3014 | 949,1
4503"% | 532,7 | 1191,6 | 8303 | 28,0 | 330,5
4701'% | 297,6 | 461,9 |8403'% |2512| 939,8
4708 | 1992 | 4673 | 8411 |1143| 7463
4716 | 186,83 | 6222 | 8616 | 913 | 3742
4909' | 2338 | 653,1 | 8709 | 99,0 | 395

4911 | 4239 | 10345 | 8713 |2642| 7219
55172 | 799,5 | 16658 | 9601 |[468.8| 11734

Tab.4.4: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor

kultivovaného na zirkoniovych kuli¢kach.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pfislusnosti ke skupiné proteind,
které ptedstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.23.). Horni index udava pocet

protein tvoticich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.
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Obr.4.16: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor p¥i rustu v tekuté, tiepané kulture.

SSP SD priamér

1109 | 2846,0 4609,6

46117 | 6384 13723

Tab.4.5: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor
kultivovaného v tekuté, tiepané kulture.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatnd odchylka, primér — aritmeticky priamér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pfislusnosti ke skupiné proteind,
které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 3.23). Horni index udava pocet
proteint tvoficich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.
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4.2.2.2.2. Kvantitativni analyza

Na obrazku 4.17 je oznaceno na 2D gelu 32 odliSnych proteind ziskanych ze
srovnani proteomul S. granaticolor rostouciho na zirkoniovych kulickach a v tekuté,
ttepané kultufe. Obrazek 4.18 znazorfiuje srovnani expresnich profili vybranych
proteina ziskanych z porovnani proteomu S. granaticolor rostouciho na zirkoniovych
kulickach (zelend) a v tekuté, tfepané kultufe (modrd). V tabulce 4.6 jsou pro tyto
proteiny uvedeny hodnoty primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné
odchylky pro primérné hodnoty ziskané z analyzy sérii gel pro kazdy vzorek. Barevné

jsou vyznaceny hodnoty priméri podle zmény exprese nahoru (up regulované-

tyrkysova) a dolu (HGHCEUIOVANESCCENA)

4

Obr.4.17: 2D elektroforeticky gel s odliSnymi proteiny ziskanymi ze srovnani
proteomu S. granaticolor rostouciho na zirkoniovych kuli¢kach a v tekuté, tiepané
kultufe. Proteiny jsou vyznaCené na 2D gelu se vzorkem proteomu z kultivace na
zirkoniovych kulickach.
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Obr.4.18: Srovnani expresnich profili vybranych proteini ziskanych ze srovnani proteomi S. granaticolor rostouciho na zirkoniovych
kuli¢kach (zelend) a v tekuté, tifepané kultuie (modra). Byly vybrany proteiny liSici se 4x a vice. U kazdého proteinu je vyznacen rozptyl
hodnot density ze srovnani paralelnich gela (3-4).

SSP — ¢isla skvrn (spotlt) odpovidajicich vybranym proteintim oznac¢enym na Obr. 4.17, A.U. — relativni jednotky udavajici densitu skvrn.

-72 -



SSP

210
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803"
804
807"
808
1609"
2513
2603
2903"
3202
3613
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4401"
4410

pramér
zirkon

2158,7
648,5
449 4
1075
113,7
151,9
940,7
1896,2
2102,7

112227
982,7
533,6
392,1
226,1
410,4

156,5

SD

1000,1
292,0
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39,1
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0,5
609,5
931,3
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2873.,5
1134,7
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3876,1
6124,7
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589.,8
2957,6
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1778,5
1110,0
1805,9
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SD

2947,8
900,9
264.,9

96,0

5823,2
271,6

2775,1
452,5
423,6
1031,6
240,2

2533,8
999,0
100,0
4334

27,7

pramér

tekuta

3598,2
1599,2

SD

3534
316,6
2058,1
894,0
854,5
1491,7
113,9
1546,1
18,6
195,5
58,5
565.6
137,7
305.6
3,7

516,6

Tab.4.6: Hodnoty density pro odliSné proteiny ziskané ze srovnani proteomu
S. granaticolor rostouciho na zirkoniovych kulickach a v tekuté, tfepané kultufe.
Proteiny up regulované a [l regulované.
SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani ¢isla SSP odpovida piisluSnosti ke skupiné
proteind, které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.24.). Horni index
udéava pocet proteinti tvoficich mnozinu priniku.
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4.2.2.3. Srovnani proteomu kultur ze sklenénvch a zirkoniovych kuliéek (experiment C)

Ve treti studii jsme provedli srovnani proteomt S. granaticolor ziskanych
z kultivace na sklenénych nebo zirkoniovych kulickdch. Toto srovnani by mélo ukazat
zéakladni rozdily mezi proteinovymi profily, které charakterizuji rist na kulickach ze

dvou odlisnych materiali.

4.2.2.3.1. Kvalitativni analyza

Na Obr. 4.19 je oznaceno na 2D gelu 6 unikatnich proteint vyskytujicich se
v proteomu z kultivace na sklenénych kuli¢kach. V tabulce 4.7 jsou pro tyto proteiny
uvedeny hodnoty primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné odchylky
pro prumérné hodnoty ziskané z analyzy sérii gelti pro kazdy vzorek. Obrazek 4.20
znazoriiuje na 2D gelu umisténi 14 wunikatnich proteini z kultury rostouci na
zirkoniovych kulickach a vtabulce 4.8 jsou uvedeny hodnoty primérné density

odpovidajicich skvrn a pfislusné smérodatné odchylky.

4 >
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Obr.4.19: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor p¥i ristu na sklenénych kuli¢kach.
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Pramér
sklo
1314% | 3578 | 5337

SSP SD

2712% | 137,0 | 340.1

3711% | 503,7 | 10855

3712% | 3923 | 5598

4601% | 2872 | 5452

7312% | 1365 | 5247

Tab.4.7: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor na
sklenénych kuli¢kach.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primeér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pftislusnosti ke skupiné proteind,
které¢ predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.23). Horni index udava pocet
proteintl tvoficich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.

H
p 7

Obr.4.20: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor p¥i ristu na zirkoniovych kuli¢kach.
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SSP SD pramér | gsp SD rtutas
zirkonium zirkonium
3110 624,2 1971,6 5610 323,9 17648
4107 2688 1683,9 5813 56,4 248,1
4108 220,9 1231,6 7716 356,3 916,3
4110 169,1 7858 8111 379,4 768,1
4215 287,3 1329 8317 119,5 543,4
4311 345,9 1180,4 8409 155,1 360,1
4408 139,3 830,8 8614 189,7 5658

Tab.4.8: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor na
zirkoniovych kuli¢kach.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatnd odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani odpovida pfislusnosti ke skupiné proteind,
které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.23). Horni index udava pocet
proteinti tvoficich mnozinu priniku a typ kultury ze, které pochazi.

4.2.2.3.2. Kvantitativni analyza

Na obrazku 4.21 je oznaceno na 2D gelu 9 odliSnych proteint ziskanych ze
srovnani proteomi S. granaticolor rostouciho na sklenénych a na zirkoniovych
kuli¢kach. Obrazek 4.22 znazoriiuje srovnani expresnich profili vybranych proteinti
ziskanych z porovnani proteomu S. granaticolor rostouciho na sklenénych (rizova) a
zirkoniovych kulickach (zelend). V tabulce 4.9 jsou pro tyto proteiny uvedeny hodnoty
prumérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné odchylky pro primérné
hodnoty ziskané zanalyzy sérii geli pro kazdy vzorek. Barevné jsou vyznaceny

hodnoty priméri podle zmény exprese nahoru (up regulované- tyrkysova) a dolu (GHE

regulované-erven)
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Obr.4.21: 2D elektroforeticky gel s odliSnymi proteiny ziskanymi ze srovnani
proteomu S. granaticolor rostouciho na sklenénych a zirkoniovych kuli¢kach.
Proteiny jsou vyznacené na 2D gelu se vzorkem proteomu z kultivace na sklenénych

kulickach.
. . , , o sklo
Kvantitativni analyza @ Zirkonium
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Obr.4.22: Srovnani expresnich profili vybranych proteinu ziskanych ze srovnani
proteomi S. granaticolor rostouciho na sklenénych (riZova) a zirkoniovych
kuli¢kach (zelend). Byly vybrany proteiny liSici se 4x a vice. U kazdého proteinu je

vyznacen rozptyl hodnot density ze srovnani paralelnich gelti (3-4).

SSP — ¢isla skvrn (spotli) odpovidajicich vybranym proteinim oznacenym na Obr. 4.21,

A.U. —relativni jednotky udavajici densitu skvrn.
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primér prumér

SSP SD SD
sklo zirkonium
2702 76,9 381,5 312,7 1781,8
3509 36,0 311,4 1389,1 2005
3907 537,7 11034 80,8 226,1
4712 80,7 247 127,6 1310,4
5509” 824,0 15473 5823,2 10292,6
5701 183,9 1881,8 85,6 450,2
5705 1540,6 5678,4 278.6 1117.8
6302 989,8 1492,2 315,9 339,8
8605 375,1 1669,6 231,3 411,2

Tab.4.9: Hodnoty density pro odliSné proteiny ziskané ze srovnani proteomiu
S. granaticolor rostouciho na sklenénych a zirkoniovych kulickach.

Proteiny up regulované a [l regulované.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny. Barva stinovani ¢isla SSP odpovida ptisluSnosti ke skupiné
proteind, které predstavuji prinik jednotlivych srovnani (viz Obr. 4.24). Horni index
udéava pocet proteinti tvoficich mnozinu priniku.

78



4.2.2.4. Souhrnna analyza proteomovych experimenta A, Ba C

4.2.2.4.1 Souhrn kvalitativnich a kvantitativnich rozdilii v experimentech A, B a C

V tabulkach 4.10 a 4.11 jsou souhrnné znazornény vysledky srovnani proteomil
v experimentech A, B a C, zvlast' kvalitativni analyzy (unikatni proteiny) v Tab. 4.10 a

zvlast kvantitativni analyzy rozliSené na nahoru a dolu regulované proteiny v Tab. 4.11.

Srovnavané proteomy
(Exp.A) (Exp.B) (Exp.C)
Kultivace
Tekuta Tekuta Sklo
(proteom) - - B
Sklo Zirkonium | Zirkonium
Tekuta 6 2 y;
Sklo 32 / 6
Zirkonium /7 28 14

Tab. 4.10: Souhrn kvalitativnich rozdili z experimenti A, B a C srovnavajicich
proteomy z tekuté pidy a ze sklenénych nebo zirkoniovych kuli¢ek. Unikatni
proteiny identifikované v tekuté piidé (modrd), na sklenénych kulickach (zelend) a na
zirkoniovych kuli¢kach (Cervena).

Srovnavané proteomy

(Exp.A) (Exp.B) (Exp.C)
Exprese Tekuta Tekuta Sklo
Sklo Zirkonium | Zirkonium
Nahoru 26 21 5
dolu 16 1 i

Tab. 4.11: Prehled proteini s odliSnou expresi zexperimenti A, B a C
srovnavajicich proteomy z tekuté pilidy a ze sklenénych nebo zirkoniovych kulicek.
Proteiny zjednotlivych srovnani jsou rozliSeny na nahoru regulované (tyrkysové
zvyraznéni) a dolu regulované (Cervené zvyraznéni), vztazeno vzdy k prvnimu
uvedenému proteomu.
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4.2.2.4.2. Pruniky mnoZin proteinu identifikovanvch kvalitativni a kvantitativni analyzou

pri_srovnani proteomii z kultivaci S. granaticolor v tekuté pudé a na sklenénych a

zirkoniovych kulickach (experimenty A, B, a C)

Vysledkem proteomovych analyz, které srovnavaly rozdily v proteinovych
profilech 6-hodinovych kultur S. granaticolor péstovanych v tekuté, tiepané ptd¢, na
sklenénych nebo zirkoniovych kulickdch bylo urceni skupin proteind, které vyjadirovaly
kvalitativni a kvantitativni rozdily mezi proteomy ziskanymi z kultur kultivovanych
ttemi vySe uvedenymi zplisoby. Tyto mnoZziny proteinli jsme podrobili analyze
s pouzitim Vennovych diagrami (GRUNBAUM 1984) a hledali jejich priniky, tedy
skupiny proteint, které se objevovaly soucasné v jednotlivych srovnanich. Hodnotili

jsme zvIaste unikétni proteiny a zv1asté kvantitativné odlisné proteiny.

4.2.2.4.2.1. Kvalitativni analyza

Analyza pruniku kvalitativnich rozdili (unikatnich proteinti) graficky
znazornéna na obrazku 4.23 ukdazala, v prvni fadé skupinu 12 proteini, které jsou
patrné dulezité pro rast na kulickach, bez ohledu na jejich povrch. Ta predstavuje prinik
mnozin proteinti unikatnich pro rtst na sklenénych kulickach a zirkoniovych kulickach.
Prinikem mnozin unikatnich proteini objevujicich se v proteomu z kultury rostouci
v tekuté pidé€ ve srovnanich proteomil z experimenti A a B byl pouze jeden protein,
ktery mlze mit specificky vyznam pro rist v tekuté pide. Prinikem mnozin unikatnich
proteini objevujicich se v proteomu z kultury rostouci na zirkoniovych kulickach ve
srovnanich z experimentti B a C byl opét jeden protein, ktery mize mit vyznam pro rast
na zirkoniovych kulickach. Analogické srovnani v pfipadé sklenénych kulicek
z experimentll A a C pak ukdzalo na 6 proteinii, které mohou mit zadsadni vyznam pro
rust na sklenénych kulickach. Jednotlivé proteiny je mozné identifikovat v tabulkach
dokumentujicich experimenty A, B a C (kapitoly 4.2.2.1 az 4.2.2.3). Zde se barva
stinovani shoduje se stinovanim popisu jednotlivych prinikli v Obr. 4.23 a v indexu je

pak pocet proteinli v mnozing pruniku s oznacenim zpisobu kultivace.

4.2.2.4.2.2. Kvantitativni analyza

Analyza priniku kvantitativnich rozdili (rozdily v hladin¢ exprese) graficky
znazornénd na obrazku 4.24 ukazala, v prvnim srovndni mezi experimenty A a B, které
se liSily pouzitim proteomt ze sklenénych nebo zirkoniovych kulicek 13 proteini

v priniku  mnozin odliSnych proteini v obou experimentech. Tyto proteiny
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pravdépodobné souvisi s ristem na kulickach, bez ohledu na jejich povrch. Prinikem
mnozin proteinti s odliSnou expresi v experimentech C a B, kde se v obou piipadech
sledovala kultivace na zirkoniovych kulickdch ve srovnéani stekutou pudou (B) a
sklenénymi kulickami (C), byly dva proteiny, které mohou mit specificky vyznam pro
rust na zirkoniovych kuli¢kach. Srovnani mnozin odlisSnych proteinii v experimentech A
a C (v obou ptipadech sklenéné kulicky) neukazalo Zadny prunik. Jednotlivé proteiny
je mozné identifikovat v tabulkdch dokumentujicich experimenty A, B a C (kapitoly
4.2.2.1 az 4.2.2.3). Zde se barva stinovani shoduje se stinovanim popisu jednotlivych

pranikid v Obr. 4.24. a v indexu je pak pocet proteinli v mnozing pruniku.
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Unikatni v tekuté padé
v pokusu A

‘ Unikatni na skle

Proeiny dualezité pro rast

A v pokusu A
na kulickach

Unikatni na zirkoniu
v pokusu B

Unikatni v tekuté pudé
v pokusu B

. T - Unikatni na zirkoniu
Protein dulezity pro rust v pokusu C

v tekuté pudé

Unikatni na skle
v pokusu C

Proiy dualezité pro rast
na sklenénych kuli€kach

Obr.4.23: Vennovy diagramy ukazujici priniky mnoZzin unikatnich proteinii ve
srovnavacich proteomovych experimentech A, B a C (kapitoly 4.2.2.1 azZ 4.2.2.3).

Symboly v kruznicich — A, B, C — oznaceni experimentu
t(tekutd), s(sklo) a z(zirkonium) — zptsob kultivace

¢isla v kruznicich udavaji pocty unikatnich proteini v jednotlivych situacich a ¢isla

v prusecich pocet proteinti vyskytujicich se obou situacich (prinik)
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Srovnani
‘ tekuta puda
a sklo
Srovnani
‘ tekuta puda
a zirkonium

Proteiny ovlivnéné rustem

na mikrokulickach
Srovnani sklo
a zirkonium

Obr.4.24: Vennovy diagramy ukazujici priniky mnoZin kvantitativné odliSnych

proteinii ve srovnavacich proteomovych experimentech A, B a C (kapitoly 4.2.2.1
az4.2.2.3.).

Symboly v kruznicich — A, B, C — oznaceni experimentu
¢isla v kruznicich udavaji pocty odliSnych proteinl v jednotlivych experimentech a ¢isla
v prusecich pocet proteinil vyskytujicich se obou situacich (prinik)



4.3. Vliv materidlu mikrokuli¢ek na proteinovy profil pfi jejich

pouziti k rozbijeni bunék — proteomova analyza

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda se bude né&jakym zptisobem lisit
proteom pii rozbijeni bunck zirkoniovymi nebo sklenénymi kulickami. Vyrobce
zirkoniovych kuli¢ek (BioSpec Inc., USA), které jsou urceny k rozbijeni biologického
materidlu, uvadi jako jednu z jejich pfednosti to, Ze na sebe nevazi proteiny. Provedli
jsme proto nasledujici srovnani pro zirkoniové a sklenéné kulic¢ky, které jsou primarné

urceny k jinému ucelu (reflexni aditivum do silni¢nich barev).

4.3.1. Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza hodnotila to, které proteiny se vyskytuji pouze v proteomu
zbuncék S. granaticolor rozbijenych tienim se sklenénymi kulickami nebo pouze
v proteomu S. granaticolor z bun€k rozbijenych tienim se zirkoniovymi kulickami. Na
Obr. 4.25 jsou oznaceny na 2D gelu 2 unikatni proteiny vyskytujici se v proteomu
zbunek S. granaticolor rozbijenych tfenim se sklenénymi kulickami, tedy chybély
v proteomu ziskanému na zirkoniovych kulickach. V tabulce 4.12. jsou pro tyto
proteiny uvedeny hodnoty primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné
odchylky pro primérné hodnoty ziskané zanalyzy sérii geli pro kazdy vzorek.
V proteomu izolovaném s pouzitim zirkoniovych kuli¢ek jsme Zadné unikatni

proteiny neobjevili.
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Obr.4.25: 2D elektroforeticky gel s unikatnimi proteiny vyskytujicimi se
v proteomu S. granaticolor z bunék rozbijenych tfenim se sklenénymi kuli¢kami.

SSP SD

2514 | 2520,7 | 42931

8211 402,8 1248,2

Tab.4.12: Unikatni proteiny vyskytujici se pouze v proteomu S. granaticolor
z bunék rozbijenych tifenim se sklenénymi kulickami.

SSP — ¢islo skvrny (spotu), SD — smérodatnd odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny.

4.3.2. Kvantitativni analyza
Kvantitativni analyza slouzila k identifikaci proteinti které byly ve vyssi nebo
niz$i koncentraci v jednom z proteomu (izolovanych na sklenénych nebo zirkoniovych

kulickach). Zde byly vybrany proteiny, stejné jako ve vSech predchozich
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experimentech, u kterych se koncentrace liSila 4x a vice ze srovnani 3-5 paralelnich gela
od kazdého vzorku. Na obrazku 4.26 jsou oznafeny na 2D gelu 3 proteiny liSici se
koncentraci. Obrdzek 4.27 znazorniuje srovnani rozdili koncentraci vybranych proteinti
ziskanych z porovnani proteomil S. granaticolor z bun¢k rozbijenych na sklenénych
nebo zirkoniovych kulickach. V tabulce 4.13 jsou pro tyto proteiny uvedeny hodnoty
primérné density jim odpovidajicich skvrn a smérodatné odchylky pro primérné

hodnoty ziskané z analyzy sérii gelti pro kazdy vzorek.

=

Obr.4.26: 2D elektroforeticky gel s proteiny s odliSnou koncentraci ziskanymi ze
srovnani proteomi S. granaticolor z bunék rozbijenych tfenim se sklenénymi nebo
zirkoniovymi kulickami. Proteiny jsou vyznacené na 2D gelu se vzorkem proteomu
ziskaného ze zirkoniovych kulicek.
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Obr. 4.27: Srovnani koncentraci vybranych proteini ziskanych ze srovnani
proteomu S. granaticolor zbunék rozbijenych sklenénymi (riZova) nebo
zirkoniovymi (zelend) kulickami. Byly vybrany proteiny liSici se 4x a vice. U kazdého
proteinu je vyznacen rozptyl hodnot density (koncentrace) ze srovnani paralelnich gelt
(3-4).

SSP — ¢isla skvrn (spotli) odpovidajicich vybranym proteinim oznac¢enym na Obr. 4.26,
A.U. —relativni jednotky udévajici densitu skvrn.

priumér prumér
SSP SD SD
sklo zirkonium
410 473,4 1155,3 37429 6588,5
508 3754 945.3 546,2 3800
4803 1950,4 2147,5 2529 459,6

Tab.4.13: Hodnoty density (koncentrace) pro odlisSné proteiny ziskané ze srovnani
proteomu S. granaticolor zbunék rozbijenych sklenénymi nebo zirkoniovymi
kulickami.

SSP — cislo skvrny (spotu), SD — smérodatna odchylka, primér — aritmeticky primér
hodnoty density skvrny.
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5. DISKUZE

Streptomycety jsou vlaknité mikroorganismy, které prochdzi slozitym zivotnim
cyklem. Ten zahrnuje tvorbu vzdusného mycelia, které roste kolmo na substratové
mycelium. V dalsi fazi vyvoje toto vzdusné mycelium zacne vytvaret bunééna septa, ve
kterych jsou uzavieny jednotlivé chromosomy a takto zménéné mycelium dava vznik
fetizkiim hydrofobnich spor (BUTTNER a FLARCH 2009). Tato morfologicka slozitost
je spolu s jejich schopnosti produkovat rozhodujici vétsinu antibiotik vyuZzivanych
v I€katfské praxi a zemédélstvi Cini zajimavym objektem pro zékladni vyzkum i
biotechnologicky primysl (THOMPSON et al. 2002).

V laboratornich podminkach se streptomycety kultivuji v tekuté ptidé a nebo na
pevném agaru, ¢i na agaru pokrytém vrstvou celofanu, tak aby bylo mozné z kultivace
ziskat kulturu narostlou na celofanu bez kontaminace agarem. Kultivace na agaru
(s celofanem) umozituje sledovat diferenciaci streptomycet. Rada druht streptomycet
produkuje exoceluldrni enzym agardzu a to véetné Streptomyces coelicolor (KENDALL
a CULLUM 1984). Tyto streptomycety jsou tak schopné povrch agaru rozrusSovat a je
velmi obtizné kulturu zjeho povrchu kvantitativné a reprodukovatelné¢ odstranit
(NGUYEN et al. 2005).

Pfi rstu vtekutém médiu streptomycety bézné nesporuluji. Existuji ale i1
vyjimky jako je druh S. griseus, ktery mize produkovat spory pfi kultivaci v tekutém
médiu. (OKAMOTO et al. 1997).

V nasi laboratofi byl vyvinut novy dvoufazovy kultivacni systém, ktery se snazi
zajistit fyziologické podminky, které by co nejvice odpovidaly situacim v pfirozeném
zivotnim prostifedi jednotlivych druhd streptomycet a zaroven dovoloval studium
diferenciace streptomycet metodami molekuldrni biologie a zejména pak tzv. globalnimi
technikami, jako je transkriptomika a proteomika. Systém je zaloZzen na pevné fazi,
tvofené sklenénymi nebo zirkoniovymi kulickami, jenz napodobuji ¢astice v pidé, jilu,
pisku (NGUYEN et al. 2005).

Pouziti sklenénych kulicek umoznilo vytvofit jednoduchou a zejména levnou
techniku pro sekven¢ni sledovani antibiotické produkce, znaCeni diferencovanych
bunék a studium rozpadu mycelia. Systém dovoluje jednoduchy sbér mycelia ¢i analyzy
vytvafenych sekundarnich metabolitd, bud’ odstranénim kapalné faze obsahujici
metabolity nebo pomoci extrakce intracelularnich metabolitli z homogenatu bunék po

jejich rozbiti. Navic pouzité mikrokulicky mohou byt s vyhodou vyuzity pii rozbijeni
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bunéné biomasy a to bud’ mechanickym tfenim (U¢inn€ rozbiji 1 spory) nebo
v nejriiznéjSich tfepacich zafizenich typu BeadBeater (BioSpec Products Inc., USA)
(NGUYEN et al. 2005).

V nasich prvnich experimentech jsme vybrali tfi druhy streptomycet: S.
granaticolor, S. ambofaciens a S. coelicolor a sledovali jsme na Petriho miskéach
s mikrokulickami rychlost a miru jejich diferenciace a zaroven produkci
pigmentovanych sekundarnich metaboliti (antibiotik). Pouzili jsme dva druhy kulicek —
sklenéné, od Ceského vyrobce (Ornela a.s.) slouZzici primarné jak reflexni aditivum do
silnicnich barev a bézné pouzivanych ve védeckych laboratofich pro rozbijeni bunék
mikroorganismil a silica/zirkoniové (BioSpec Products Inc.) uréené primarné k rozbijeni
bunck mikroorganismil a tkani. Zirkoniové kuli¢ky jsou t&zsi (pro efektivné;jsi rozbijeni
bunék v tfepacich zafizenich) a maji hydrofobnéjsi povrch, toto je zcela zietelné pii
manipulaci s kulickami, at’ suchymi nebo ponofenymi ve vodé¢, sklenéné ,teCou®,
zirkoniové se ,,sypou‘‘.

Rod Streptomyces je charakterizovan schopnosti produkovat fadu antibiotik
ktera jsou pigmentovand. Napiiklad S.coelicolor A3 (2) produkuje jako pH indikator
chovajici se antibiotikum actinorhodin, ktery za alkalickych podminek je modry a
v kyselém prostiedi je Cerveny. Actinorhodin je produkovan jako sekundarni metabolit,
se slabymi antibiotickymi vlastnostmi a nevyuziva se klinicky (GODONGWANA ef al.
2009). Podobné¢ S. granaticolor produkuje antibiotikum granaticin, které je také snadno
zjistitelné podle Cervené nebo modré barvy v zavislosti na pH (BECHTHOLD et al.
1995; JAMES et al. 1991).

Pouzité druhy S. granaticolor, S. coelicolor a S. ambofaciens byly ockovany ve
formé sporové suspenze nebo z pies noc narostlého mycelia. Misky byly kultivovany po
dobu 4 dnti. Obrazek 4.1.(kapitola 4.1.1.) ukazuje rozdily v morfologické diferenciaci a
v produkci pigmentovanych antibiotik, které vyplyvaji z rastové rychlosti jednotlivych
druhii. Dal§im rozdilem je efekt pouzitého inokula, ktery neni pfili§ vyznamny, souvisi
s krat$i cestou k ukonceni bunééného cyklu u inokula z mycelia a opét se 1iSi mezi
jednotlivymi druhy. Za nejvyznamnéjsi rozdily je mozné povazovat ty, které souvisi s
materidlem pouzitych mikrokulicek. Zietelné¢ se ukézalo, ze jak narist, tak tvorba
pigmentovanych antibiotik je podstatné siln€js$i na sklenénych neZz na zirkoniovych
kulickach. V ptipadé S. granaticolor je ziejmé, Zze material kulicek ovliviiuje
metabolismus streptomycet, coz se mimo jiné¢ projevuje odlisnym pH kultury, to je

indikovano zménou barvy granaticinu mezi cervenou a modrou (pigmentované
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antibiotikum chovajici se jako acido-bazicky indikator). DalSim rozdilem je i tvar a
velikost kolonii na jednotlivych miskach v zavislosti na materialu mikrokulicek.

V dalsi fazi jsme sledovali tvorbu kolonii streptomycet na rliznych povrsich.
S.granaticolor a S. ambofaciens jsme kultivovali na agaru a na sklenénych a
zirkoniovych kulickach. Kultivace probihala 4 dny. Na obrazku 4.2. (kapitola 4.1.2.) je
vidét, ze tvorba kolonii na agaru, skle a zirkoniu je rozdilna. Oba druhy rostou lépe na
skle a navic kolonie zejména v ptipad€ S. granaticolor jsou podstatné homogennéjsi na
mikrokuli¢kdch nez na agaru. Pfi kultivaci na zirkoniovych kulickach tvoti kolonie
mensi ohrani¢ené chomacky a jsou vice izolované.

Pro dikladnéjsi sledovani morfologie a diferenciace S.granaticolor a
S. ambofaciens byla pouzita SEM analyza. Zamétili jsme se na sledovani prubchu
diferenciace v kultivaci na sklenénych kulickach. V ptipad¢ S. ambofaciens, je po 22 h
kultivace vytvotena hustd sit’ vegetativniho mycelia, které se plazi po povrchu
mikrokulicek. Po 48 h zacina rist vzdusného mycelia a az po 72 h vzdusné mycelium
prechazi v kroucené fetizky spor. V ptipadé S. granaticolor 1ze po 24 h pozorovat
pomérné husté¢ narostlé vzdusné mycelium, které uz ze 3/4 obaluje jednotlivé
mikrokulicky. Vzdu$né mycelium se v prubéhu dalSich 24 h dale zahustuje a na
koncich vldken se za¢nou tvoftit jednotlivé fetizky spor. Srovnani potvrzuje pozorovani
z tekuté pidy, kdy S. granaticolor roste podstatné rychleji neZ ostatni srovnavané
druhy. Obdobn¢ je diferenciacni proces u tohoto druhu kompletné ukoncen béhem 2
dnt.

Streptomycety jsou hojn¢ vyuzivané jako zdroje novych sekundarnich
metabolitl se Skalou biologickych aktivit, které mohou nakonec najit pouziti jako
protiinfek¢ni, protirakovinna 1é¢iva nebo jiné farmaceuticky vyznamné slouceniny.
Produkce sekundarnich metabolitii Gram-pozitivnich mycelialnich streptomycet se
obecné shoduje nebo mirné predchazi rozvoji vzdusnych hyf v povrchové-péstovanych
kulturach (BIBB 2005).

V dal§i studii jsme se =zaméfili na kvantitativni hodnoceni produkce
pigmentovanych antibiotik na sklenénych a zirkoniovych kulickéch. Pracovali jsme
pouze s S.granaticolor jako modelovym organismem. Mé nékolik ptfednosti, které jsou
vyhodné i pro dalsi studie. Mize byt kultivovan v disperzni podobé v tekutém médiu,
produkuje barevny sekundarni metabolit granaticin, ktery je jednoduse méfitelny
spektrofotometricky a tak se mlze vyuzit jako marker riznych ristovych stadii kultury

a produkuje velké mnozstvi submerznich spor (JANECEK et al 1997).
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U S. granaticolor byla sledovana produkce granaticinu v zavislosti na materialu
mikrokuli¢ek, na kterych kultura rostla. Produkce granaticinu byla sledovéna na mediu
»~MG®“. S. granaticolor byl o¢kovan na sklenéné a zirkoniové kulicky a jako pozitivni
kontrola byla pouzita tekutd kultura. Produkce granaticinu byla sledovana v prib&hu
Ctyt dni (Obr. 4.5). Kvantitativné posoudit produkci pigmentovanych antibiotik
pouhym pozorovani misek je velmi obtizné vzhledem odlisné transparentnosti
sklenénych a zirkoniovych kuli¢ek. Koncentrace granaticinu byla proto méfena
v extraktech z kultivaéniho media a vypoctena z hodnot absorbance pii 572 nm (viz.
Kapitola 3.5.). Ve stejném vzorku pak byla méfena i koncentrace proteinti. Srovnani
ukazalo, ze jak produkce granaticinu, tak 1 narist méfeny koncentraci proteini je
nejvyssi na sklenénych kuli€kach. Zatimco produkce granaticinu na mg proteinu je
stejnd v tekuté kultute jako na zirkoniovych kuli¢kéach je na sklenénych kuli¢kach vyssi
o vice nez 25%.

V literatufe je jen velmi malo udaji o vlivu povrchu na riast a produkci
sekundérnich metabolitl u streptomycet nebo vlivu streptomycet na povrchy, na kterych
je mozné je nalézt. Li a kol. zjistili, ze streptomycety mohou zplisobovat korozi
ocelovych konstrukei (LI ef al. 2010), u Streptomyces rimosus byla studovana produkce
oxytetracyklini kulturami imobilizovanymi na sklenéné vaté (FARID et al. 1994) a u
Streptomyces anulatus, jako streptomycety objevujici se spolu s plisnémi ve zdénych a
dfevénych stavbach, bylo ukadzano, Zze vyvoldva riznou zanétlivou odpovéd u
makrofagl v zavislosti na povrchu, na kterém roste (ROPONEN et al. 2001). Byl také
studovan vliv rastu ve formé biofilmu na membrané¢ na produkci sekundarnich
metabolitd v membranovém rota¢nim reaktoru (SARKAR et al. 2010).

Jak jsme ukazali v nasi praci povrch mikrokulic¢ek, na kterych jsme provadéli
kultivace hraje roli jak v dynamice ristu, morfologické diferenciaci tak i pti produkei
sekundérnich metaboliti. Pozorovani rozdili pfi tvorbé kolonii pomoci binokularni lupy
bylo potvrzeno nélezy z SEM, kdy mladé vegetativni mycelium (6 h) poristd cely
povrch sklenénych kuli¢ek zatimco v pripadé zirkoniovych jsme nalézali velky pocet
kulicek porostlych jen z ¢asti (Obr. 4.9.).

Tato pozorovani ukazuji, ze Dbiofilm je na sklenénych kulickdch pevné
pfichycen a udrzi se i kdyZ se medium za¢ne odpaiovat (pfi piipravé vzorkli pro SEM),
zatimco v pripad¢ zirkoniovych kulicek jakoby sklouzne po povrchu. Obdobny efekt
pozorovala B. Sitafova pii studiu tvorby biofilmu mykobakterii na stejnych kuli¢kach

(B. Sitafova, osobni sdéleni).
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Je zteymé, ze v ptipad€ S. granaticolor se efekty souvisejici s prisednutim na
povrch kulicek a ovlivnéni metabolismu streptomycet v disledku tohoto procesu
odehravaji v prvnich hodindch riistu. Proto jsme pii proteomovych studiich, jejichz
cilem bylo identifikovat soubory proteinii souvisejicich s planktonickym ristem a
rustem na sklenénych a zirkoniovych kulickach sledovali kultury po 6 h kultivace (viz
Tab. 4.10. a 4.11.)

Nejprve jsme porovnavali proteom S. granaticolor ze submerzni kultivace (tedy
planktonicky riist) s proteomem izolovanym z biofilmu na sklenénych kulickéch po 6 h
kultivace (experiment A). Nalezli jsme 6 unikatnich proteinii v submerzni kultute, 32
unikatnich proteinit v biofilmu na kulickach a kvantitativné se vyrazné liSilo 42
proteini. Znich 26 bylo nahoru regulovanych a 16 dolu regulovanych (vztazeno
submerzni kultivaci).

Experiment B se liSil od experimentu A materidlem kulicek, kultura rostla na
zirkoniovych kuli¢kach. A i zde jsme nasli vysoky pocet unikatnich proteina v kultuie
rostouci na zirkoniovych kuli¢kach (28) a maly pocet unikatnich proteinli v submerzni,
ttepané kultuie (2). OdlisSnych proteini bylo 32 a opét v obdobném poméru jako
v experimentu A (2:1), 21 nahoru regulovanych proteini a 11 dolu regulovanych
(vztazeno k submerzni kultivaci). Dalsi informace o divodech téchto rozdilii a zejména
o funkci proteinli by méla piinést identifikace genli kodujicich tyto proteiny pomoci
hmotnostni spektrometrie, na které se v laboratofi pracuje.

Posledni experiment (C) srovnaval proteomy z kultur S. granaticolor rostoucich
na sklenénych nebo zirkoniovych kulickach. Zde jsme ocekavali mensi rozdily
souvisejici vyhradné s typem povrchu kulicek. U sklenénych kulicek jsme nalezli 6
unikatnich proteinti, ale pfekvapive u zirkoniovych kuli¢ek unikatnich proteini bylo 14.
Odlisnych proteint byl ale pomérné¢ maly pocet (9), nahoru regulovanych 5 a dolu 4
(vhledem ke sklenénym kulic¢kam). I zde zasadni informace o vyznamu téchto Cisel
ptinese urceni funkce identifikovanych proteint.

Analyza prinikd vysledkii jednotlivych proteomovych srovnani pomoci
Vennovych diagramt pfinesla zajimavé vysledky pfi hledani proteint, které mohou mit
specificky vyznam pro planktonicky rlst a zejména pro objasnéni zmén proteinovych
profill souvisejicich s ristem na sklenénych a zirkoniovych kulickach.

Analyza prinikii mnozin unikétnich proteind z jednotlivych srovnani ukézala
v prvni fad¢ na 12 proteinti, které mohou mit vyznam pro rust na kulickach bez ohledu

na kvalitu jejich povrchu a pouze 1 protein diilezity pro rist v tfepané kulture v baiice.
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Vytipovali jsme jeden protein, ktery miize mit specificky vyznam pro rist na
zirkoniovych kulickach a 6 proteinii dalezitych pro rist na sklenénych kuli¢kach.
Analyza odliSnych proteini podobné jako v pfipadé unikatnich proteinli ukazala
pomérné vysoky pocet proteinid (13) souvisejicich s ristem na kulickach bez ohledu na
kvalitu jejich povrchu. Nalezli jsme 2 proteiny dulezité pro rist na zirkoniovych
kuli¢kach a Zadny v priniku experimenti A a C. Obdobné jako v pfipad¢é unikétnich
proteinii jsme urCili pouze jeden odliSny protein, ktery mlze mit vyznam pro
planktonicky rast bez ohledu na teplotu a jeden protein, ktery mtze byt dulezity pro
tvorbu biofilmu (viz Obr. 4.23. a 4.24.). I zde bude dulezité urcit funkci téchto protein.

V literatufe neni mnoho infomaci o proteinech, které¢ by se mohly podilet na
adhezi streptomycet na nejriznéjsi povrchy s vyjimkou studie o funkci proteinu ChpA-
H z rodiny chaplintl, ktery se podili na vytvéfeni struktury fimbrii u S. coelicor, které
zprostiedkuji vazbu bun¢k k povrchu (DE JONG et al. 2009). Dalsim kandidatnim
proteinem je celuldza syntetdza nebo analogické enzymy, které se podileji na syntéze
beta-glukan obsahujicich polysacharidi ucastnicich se ve strukturdch bakteridlnich
biofilmt (XU et al. 2008).

Proteomika vyuziva tfadu technik pro separaci proteinti a jejich naslednou
identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie ¢asto bez vyuziti elektroforézy proteinti a
zarovenl se zvysSuje pocet studii vyuzivajicich transkriptomickych a proteomickych
technik soucasné a tak umoziujicich systémovy pohled na fyziologii studovaného
organizmu (JAYAPAL et al. 2008). Nicméné i v téchto pfipadech je tfeba pouzivat
reprodukovatelné a efektivni zplsoby piipravy proteinovych vzorkli. Této oblasti se
tykd 1 posledni proteomova studie této prace. Jejim cilem bylo ovéfit zda pouzivani
z nespecifické vazby proteinii na sklenéné kulicky a tim ovlivnéni konecnych
proteomovych analyz. Mikrokuli¢cky vyrabéné k védeckym ucelim (napi. BioSpec
Products Inc., USA) jsou vzdy vyrobcem charakterizovany tim, ze nevazi proteiny.
S cilem zjistit, zda nemd material mikrokuli¢ek né&jaky vliv na proteinovy profil pfi
jejich pouziti k rozbijeni bunék a jejich naslednou analyzu pomoci 2D-elektroforézy
jsme porovnali proteomy z bun€k z tekuté kultury S. granaticolor, ziskané z poloviny
bunék rozbitych pomoci sklenénych kuli¢ek a z poloviny pomoci zirkoniovych kulicek.
Provedli jsme opét kvalitativni a kvantitativni analyzu a srovnani obou proteomu ze

serie 3-5 paralelnich vzorkl pro kazdy vzorek.
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Kvalitativni analyza hodnotila to, které proteiny se vyskytuji pouze v proteomu
z bun¢k S. granaticolor rozbijenych tfenim se sklenénymi mikrokuli¢kami nebo pouze
v protecomu S. granaticolor zbunék rozbijenych tfenim se zirkoniovymi
mikrokulickami. Analyza vyhodnotila 2 unikatni proteiny vyskytujici se v proteomu
zbunck S. granaticolor rozbijenych tienim se sklenénymi mikrokulickami, ty tedy
chybély v proteomu ziskaném rozbijenim zirkoniovymi kulickami. V proteomu
izolovaném s pouzitim zirkoniovych mikrokuli¢ek jsme Zzadné unikatni proteiny
neobjevili.

Kvantitativni analyza slouzila k identifikaci proteinti které byly ve vyssi nebo
niz$i koncentraci v jednom z proteomu (izolovanych na sklenénych nebo zirkoniovych
kulickach). Zde byly vybrdny proteiny, stejné jako ve vSech piredchozich
experimentech, u kterych se koncentrace lisila 4x a vice. Ziskali jsme 3 proteiny lisici se
koncentraci. Z nich u dvou byla koncentrace vys$si pii pouziti zirkoniovych kulic¢ek.
Z téchto vysledka lze fici ze materidl mikrokulicek ani jejich zdroj nema zadny
vyznamny vliv na kvalitativni nebo kvantitativni zmény v proteomu streptomycet pii
jejich pouziti k rozbijeni bunééné masy. Lze tedy uzaviit, ze pouziti sklenénych
mikrokuli¢ek uréenych jako reflexni aditivum do silniénich barev (Ornela a.s. Ceska
Republika) neptedstavuje zadny problém z hlediska nespecifické vazby proteinti a navic
pfindsi znacné finanéni Uspory, protoze kilogramova cena téchto mikrokulicek je vice

nez 50x nizsi nez u produktu dodavaného BioSpec Products Inc.
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6. SOUHRN

1. Sledovali jsme morfologickou diferenciaci S. coelicolor, S. granaticolor a
S. ambofaciens na sklenénych a zirkoniovych kulickach a zjistili jsme nékolik
rozdilt. Narast streptomycet na sklenénych kulickach je podstatné vétsi nez na
zirkoniovych kulickach. Tvar a velikost kolonii je jind v zavislosti na druhu

materialu kulicek.

2. Porovnavali jsme tvorbu kolonii S. granaticolor a S. ambofaciens na riznych
povrsich po dobu 4 dnti. Oba druhy rostou 1épe na skle a zejména u S. granaticolor
jsou kolonie homogenné¢jsi na mikrokulickach nez na agaru. Na zirkoniovych
kulickach se tvoti kolonie mensi, vypadaji jako ohrani¢ené chomacky a jsou vice

izolované.

3. Pomoci SEM analyzy jsme se zaméfili na sledovani morfologické diferenciace u
kmenil S. granaticolor a S. ambofaciens. V ptipadé S.ambofaciens se béhem 22 h
vytvoii husta sit’ vegetativniho mycelia, po 48 h zacina rist vzdusného mycelia a
v72 h ptechazi vzdusné mycelium v kroucené fetizky spor. V ptipadé
S. granaticolor je rust podstatné rychlejsi a uz v 24 h se tvoti vzdusné mycelium. Po

48 h se na jednotlivych koncich vlaken zacinaji tvofit fetizky spor.

4. U kmene S. granaticolor jsme zjistovali, zda se n¢jak li§i produkce granaticinu pii
rustu na sklenénych a zirkoniovych kulickach. Zjistili jsme, ze jak produkce
granaticinu, tak i ndrGst méfeny koncentraci proteinli je nejvyssi na sklenénych
kulickach. Zatimco produkce granaticinu na mg proteinu je stejna jak v tekuté

kultufe tak na zirkoniovych kulickéach, na sklenénych kulickach je az o 25% vyssi.

5. Pomoci srovnavaci proteomiky jsme se snazili identifikovat u S. granaticolor
proteiny, které se podileji na rozpoznani a ptichyceni vegetativnich hyf na rozdilné
povrchy. Porovnavali jsme proteomy z kultur rostoucich planktonicky v batice a na
sklenénych nebo zirkoniovych kuli¢kach po dobu 6 h. S pouzitim analyzy pomoci
Vennovych diagrami, jsme zjistili 12 unikatnich proteind, které mohou souviset

s ristem na kulickach bez ohledu na jejich povrch, jeden protein ktery mize mit
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specificky vyznam pro rust v tekuté pudé, jeden protein, ktery miize mit vyznam pro
rust na zirkoniovych kulickach a 6 proteinil, které mohou mit zdsadni vyznam pro
rust na sklenénych kulickdch. Kvantitativni analyza odliSnych proteini ukazala
pomérné vysoky pocet proteint (13) souvisejicich s ristem na kulickach bez ohledu
kvalitu jejich povrchu. Nalezli jsme 2 proteiny dulezité pro rist na zirkoniovych

kulickach a zadny pro sklenéné kulicky.

Zjistovali jsme, zda pfi rozbijeni bunék ma néjaky vliv materidl mikrokuli¢ek na
jejich vysledny proteomovy profil. Rozdily byly minimalni a svéd¢ily spise ve
prospéch pouziti sklenénych kulicek. Prokazali jsme tedy, Zze pouziti sklenénych
mikrokuli¢ek (Ornela a.s., Ceska Republika) nepfedstavuje Zadny problém

z hlediska nespecifické vazby proteind a navic pfinasi zna¢né finan¢ni Gspory.
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