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Abstrakt

Bakterie rodu Streptomyces jsou nejvétsimi producenty antibiotik mezi
mikroorganizmy. Malou skupinou téchto latek jsou manumycinova antibiotika. Jejich
antibiotické ucinky nejsou pfili§ vyznamné, zato vykazuji biologické vlastnosti, které maji
potencial pro vyuziti naptiklad v 1é¢b¢é zanétt, nadord ¢i Alzheimerovy choroby. Struktura
manumycinovych latek je tvofena centrdlni jednotkou, na kterou se vaze horni a spodni
polyketidovy fetézec, na konci spodniho fetézce je pak vétSinou piipojena tzv. CsN jednotka.
Latka U-62162 produkovana Streptomyces verdensis se od ostatnich ¢lenti manumycinové
skupiny vyrazné odlisuje strukturou spodniho fetézce, ktery je zcela nasyceny a postrada CsN
jednotku. Genovy shluk kédujici biosyntézu U-62162 byl osekvenovan a u identifikovanych
ORF byly navrzeny proteinové produkty. Heterologni exprese tohoto shluku ukazala, ze
nckteré geny pro syntézu horniho fetézce jsou koédovany na jiném misté chromozomu.
Inseréni inaktivaci genu VrdER bylo potvrzeno, Ze za nasycenost spodniho fetézce je
zodpovédna enoylreduktidza. Biosyntézy se naopak zfejmé neucastni DSBA oxidoreduktaza,
jejiz gen je na kraji tohoto shluku. VloZeni genli pro syntézu CsN jednotky nemélo za
nasledek vznik derivatl s touto jednotkou piipojenou na spodni fetézec, at’ nasyceny nebo
nenasyceny. Pfi¢ina neuspésného pifipojovani neni zatim objasnéna.

Klicova slova: streptomycety, Streptomyces verdensis, manumycinova antibiotika, U-62162,
biosyntéza, polyketidy, enoylreduktaza, CsN jednotka

Abstract

Streptomyces is the largest antibiotic-producing genus in the microbial world.
Manumycin-type antibiotics are a small group of its metabolites. Their antibiotic activities are
not very important but they show biological properties which can be potencially used e. g. to
treat inflammation, cancer or Alzheimer’s disease. The structure of manumycin compounds is
formed by a central unit with connected upper and lower polyketide chain. The lower chain is
mostly terminated by so called CsN unit. The substance U-62162 produced by the strain
Streptomyces verdensis differs significantly from the other members of the manumycin-type
metabolites in the structure of the lower chain which is fully saturated and lacking the CsN
unit. The U-62162 biosynthetic gene cluster was sequenced and functions of identified open
reading frames were deduced. Heterologous expressions of the cluster showed some genes
reguired for the biosynthesis of the upper chain to be encoded on a different part of the
chromosome. The insertional inactivation of the vrdER gene confirmed the enoylreductase to
be responsible for the saturation of the lower chain. DSBA oxidoreductase, which gene is
located at the edge of the cluster, is probably not involved in the biosynthesis. The insertion of
genes for the biosynthesis of the CsN unit did not resulted in a formation of derivates with the
unit attached to the lower chain, whether saturated nor unsaturates. The cause of the failed
attachment is not yet understood.

Keywords: streptomyces, Streptomyces verdensis, manumycin antibiotics, U-62162,
biosynthesis, polyketides, enoylreductase, CsN unit
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1. Uvod

Bakterie patfi mezi nejrozsifenéjsi skupiny organizmti na svété. Podle odhadi Zije na
Zemi kolem 5x10% jedincti patticich k 10" az 10° druhtim, z nichZ vétsina nam viak ziistava
zatim neznama (SCHLOSS a HANDELSMAN 2004). Bakterie najdeme ve vSech prostiedich
- ve vodé, v pude€, ve vzduchu, uvnitt ¢i na povrchu mnohobunéénych organismii. Jsou
schopné zit ve zcela extrémnich podminkach — v nejvyssich vrstvach atmosféry, v solnych
jezerech, ve vroucich vodach horkych gejzirii 1 v arktickém ledu.

Bakterie jsou pro lidi velice vyznamnou skupinou organizml a to nejen kvili
patogennim vlastnostem nékterych z nich. Nachéazeji uplatnéni v mnoha oblastech, naptiklad
v potravinaiském, farmaceutickém, textilnim ¢i papirenském pramyslu nebo v ochrané
zivotniho prostiedi. Jednim z vyuzitelnych produktii ziskanych z bakterii jsou sekundarni
metabolity. Ty, na rozdil od primarnich metabolit, nejsou nezbytné pro pieziti bakterii,
nicméné jedinciim poskytuji rtizné vyhody naptiklad v konkurenénim boji ¢i v nehostinnych
podminkach. Vyznamnymi producenty téchto metabolitii jsou bakterie rodu Streptomyces.
Podle odhadl produkuji tisice riznych druht téchto latek, z nichz nejvyznamnéjsi je jisté
skupina antibiotik. = Streptomycety jsou nejvétSimi  producenty antibiotik mezi
mikroorganizmy, syntetizuji asi 70 % vSech dosud znamych antibiotik, z nichz néktera jiz
nasla sva uplatnéni v humanni medicing a zvérolékarstvi.

Malou skupinou antibiotik produkovanych streptomycetami jsou manumycinova
antibiotika, ktera maji diky svym antibakteridlnim, protizanétlivym a kancerostatickym
ucinkim velky potencidl pro vyuZziti v mediciné. Jednd se o malé molekuly, tvofené
centralnim Sesti¢lennym kruhem, tzv. mC;N jednotkou, na kterou jsou napojeny dva
polyketidové fetézce — horni a spodni. Horni fetézec se 1isi délkou, vétvenim a mnozstvim
dvojnych vazeb mezi jednotlivymi typy antibiotik a je z velké ¢asti zodpovédny za specifické
biologické vlastnosti manumycinid. Spodni fetézec je mnohem vice konzervovany a u vétSiny
znamych latek se jednd o Sestiuhlikaty trien (syntetizovany jako triketid), ptipadné
osmiuhlikaty tetraen. U naprosté vétSiny zatim zndmych manumycinovych latek se na konec
tohoto fetézce vaze pétiuhlikata kruhova jednotka, tzv. CsN.

Vyjimeénym c¢lenem této skupiny antibiotik, co se tyce struktury, je latka zvana
U-62162. Je zatim jedinym zndmym manumycinovym antibiotikem, které ma zcela
redukovany spodni fetézec, navic bez CsN jednotky. Absence dvojnych vazeb je ziejmé
zpiisobena pritomnosti enzymu, ktery se nevyskytuje v klasterech pro syntézu ostatnich
manumycinovych latek. Protoze biosyntéza téchto polyketidovych fetézct probihd obdobnym
zpusobem jako syntéza vSech ostatnich polyketidovych latek, miizeme piedpokladat, ze za
nasycenost vazeb je zodpovédny enzym piibuzny zndmym enoyl reduktazam. Nabizi se také
otazka, zda existuje souvislost mezi absenci CsN jednotky a redukovanym fetézcem. Jinymi
slovy, zda by enzym, ptipojujici CsN jednotku, byl schopen rozeznat také redukovany spodni
fetézec U-62162 a jednotku na néj pfipojit, nebo zda je zavisly na ptitomnosti dvojnych vazeb
pfipadné na urcité délce spodniho fetézce.

Déle by bylo dobré ovéfit, zda se na biosyntéze U-62162 néjakym zpisobem podili
také enzym homologni se skupinou DSBA oxidoreduktaz, jehoz gen se nachazi na kraji
genového shluku kodujiciho biosyntézu tohoto antibiotika.



Porovnani biologickych aktivit pfirodnich a vytvofenych mutantnich antibiotik mtze
pomoci k porozuméni role riznych ¢asti molekul v téchto aktivitach. Identifikace funkce a
specifity jednotlivych enzymi Gcastnicich se syntézy manumycinovych antibiotik je dulezita
pro moznost naslednych specifickych modifikaci téchto latek, vedoucich k vylepSeni jejich
biologickych vlastnosti a nasledném vyuziti v humanni medicing.

2. Cile prace

e Sckvenace ¢asti genového shluku kodujiciho enzymy biosyntézy antibiotika U-62162
a identifikace gent

e Heterologni exprese genového shluku pro biosyntézu U-62162 v Streptomyces
coelicolor a Streptomyces lividans

e Disrupce genu pro enoyl reduktdzu a pro DSBA oxidoreduktazu v genovém shluku
pro biosyntézu U-62162, analyza produkovanych metabolitli, testy biologickych
aktivit

e Vlozeni genil pro syntézu CsN jednotky do mutantniho a plivodniho kmene, analyza
produkovanych metabolitti, testy biologickych aktivit



3. Prehled literatury

3.1. Bakterie rodu Streptomyces

Organizmy jsou casto pojmenovavany podle nékteré ze svych specifickych vlastnosti.
Nazev Streptomyces miizeme pielozit z fectiny jako ,,fetizkové houby*. Piestoze na prvni
pohled jsou tyto organizmy opravdu podobné nizs§im houbam, jedna se o bakterie patfici do
Celedi Streptomycetaceae, tad Actinomycetales. Jsou vlaknité, grampozitivni a obligatné
aerobni. Jejich nejvétsim rezervoarem je provzdusnéna puda, nicméné najdeme je i na jinych
mistech, jako je napfiklad moiské dno, sladké vody nebo povrch rostlin a téla zivocicht a
Cloveka v pripadé patogennich druhti (napt. Streptomyces somaliensis a S. sudanensis u lidi;
S. caviscabies a S. ipomoeae u rostlin) . Diky své schopnosti vyuzivat Siroké spektrum zdroja
uhliku (v€etné chitinu, Skrobu, pektinu, ligninu a jinych) jsou c¢asto soucasti ptirodnich
mikrobidlnich spolecenstev, které kolonizuji a degraduji organicky material.

Jak uz vyplyva z jejich ndzvu, vétsina streptomycet ma vlaknity rust a tvoti komplexni
vegetativni substratovd mycelia. Ty produkuji reprodukéni mycelia — vétvené vzdusné hyfy,
které diferencuji v fetizky spor. Exospory streptomycet jsou méné odolné nez endospory,
nicméné dokazi bunky ochranit naptiklad pred vysychanim b&hem neptiznivych pidnich
podminek. Disperzi spor je zajistén pienos bakterii do novych lokalit.

Vzdusné hyfy se vyvijeji na tkor vegetativniho mycelia. Vylucuji protedzy a dalsi
enzymy, které u bunc¢k v substratovém myceliu vyvolavaji morfologické a biochemické
zmény vedouci ke smrti. Biomasa zaniklych bunék je pak vyuzita na podporu rustu
vzdusnych hyf a sporulaci. V této fazi vyvoje je kolonie pomérné zranitelnd, nebot’ lyzujici
mycelium miZe byt snadno napadené a pterostlé jinymi mikroorganizmy. To je zfejmé jeden
z divodu, pro¢ béhem této faze dochazi k produkci sekundarnich metabolit, mezi kterymi
hraji vyznamnou roli antibiotika. Témé&f vSechna znama antibiotika jsou produkovana praveé
béhem faze formovani vzduSnych mycelii. Predpoklada se, Ze diky svym schopnostem
inhibovat enzymy a rizné bunécné procesy slouzi k ochran¢ kolonii proti prertistani jinymi
organizmy (CHATER a kol. 2010; MIGUELEZ a kol. 1999).

Genom streptomycet je tvoten jednim linearnich chromozomem s geny uspofadanymi
do centralni oblasti a dvou ramen. Centrdlni oblast je vysoce konzervovania a koduje
naprostou vétsinu esencialnich proteind. Zhruba uprostied se v ni nachazi oriC. Po stranach
centralni oblasti lezi nestejn¢ dlouhd ramena (BENTLEY a kol. 2002). Genom je neobvykle
velky, jeho velikost se pohybuje vétSinou v rozmezi 8 —10 Mbp. Pro srovnani genom
Escherichia coli (K-12) ma pouze 4,6 Mbp. Prvni kompletné osekvenovany genom
(8,67 Mbp) bakterie tohoto rodu byl publikovan v roce 2002 (BENTLEY a kol. 2002) a patii
bakterii Streptomyces coelicolor kmen A3(2). V dob¢ osekvenovani byl pokladan za genom s
nejveétsim poctem genit ze vSech bakterii. Predpoklddalo se, Zze obsahuje 7 825 geni
kodujicich proteiny. Genom streptomycet je vyjimeény také zastoupenim GC pard — jejich
mnozstvi se pohybuje okolo 70 % (u E. coli je to ptiblizn¢ 50 %) (BENTLEY a kol. 2002).



3.1.1. Sekundarni metabolity streptomycet

Bakterie rodu Streptomyces produkuji tisice riznych sekundarnich metabolitd, které se
1i$1 svymi vlastnostmi i velikosti. V genomu kazdé¢ z téchto bakterii 1ze nalézt desitky riznych
genovych shlukti kodujicich sekundarni metabolity. Ty nejsou nepostradatelné pro rist
a reprodukci bun¢k, ale je pravdépodobné, ze mnohé z nich dodavaji svym producentim
unikatni vlastnosti, které jim pomahaji v konkurenci s okolnimi mikroorganizmy vcetné
blizce ptibuznych streptomycet.

Zajimavym sekunddrnim metabolitem je tckavy geosmin (bicyklicky alkohol
C12H220), ktery bakteriim dodéava specificky ,,zemity* zapach (GERBER a LECHEVALIER
1965). Dale naptiklad bialaphos produkovany S. hygroscopicus a S. viridochromeogenes,
pusobici jako pfirodni herbicid (BAYER a kol. 1972). Mnohé streptomycety produkuji
enzymy degradujici pfirodni polymery (amylazy, dextrandzy, pektindzy, proteazy, lipazy) a
fada druhil tvofi pigmenty.

Nicméné nejvyznamnéjs$i skupinou sekundarnich metabolitl jsou bezesporu
antibiotika. Rod Streptomyces je nejvétsi rod v mikrobialnim svété produkujici antibiotika.
Podle matematického odhadu se predpokladé, ze bakterie tohoto rodu produkuji vice nez
100 000 riznych antimikrobialnich latek (WATVE a kol. 2001). Z tohoto mnozstvi je ale
zatim znama jen velmi mald cast. Prvni antibiotikum produkované timto rodem —
streptothricin - bylo objeveno v roce 1942 (WAKSMAN a WOODRUFF 1942, citovano
podle WAKSMAN 1943). Zhruba v osmdesatych letech 20. stoleti zaCalo systematické
vyhleddvani novych latek s antibiotickymi vlastnostmi syntetizovanych bakteriemi rodu
Streptomyces v pfirodnich izolatech, kterych je diky tomu v dne$ni dobé znamo jiZ nékolik
tisic.

Mnohé z objevenych latek jsou potencidlné vyuzitelné v mediciné a to nejen diky
svym antibakteridlnim w¢inkim. Rada z nich vykazuje dal§i vyznamné vlastnosti. Proti
plisnim piasobi napiiklad nystatin (produkovany bakterii Streptomyces noursei),
amphotericin B (S. nodosus) a natamycin (S. natalensis). Protinddorové ucinky ma
migrastatin (S. platensis), ktery inhibuje metastazi rakovinnych bun¢k (SHAN a kol. 2005).
V chemoterapii jsou pouzivany bleomyciny (S. verticillus), které zptsobuji zlomy v DNA
(HECHT 2000). Skupina avermectini (S. avermitilis) vykazuje antihelmintické vlastnosti
(BURG a kol. 1979).

Nejvétsi skupinou jsou latky s antibakteridlnimi G€inky. Mnohé z nich se pouzivaji v
huméanni medicin€ a zvérolékafstvi, pfipadné¢ ve védeckém vyzkumu. Jsou to napiiklad
chloramphenicol (S. venezuelae), daptomycin (S. roseosporus), fosfomycin (S. fradiae),
lincomycin (S. lincolnensis), neomycin (S. fradiae), puromycin (S. alboniger), streptomycin
(S. griseus), tetracyklin (S. rimosus, S. aureofaciens), kanamycin (S. kanamyceticus),
erytromycin (S. erythraeus) a chlortetracyklin (S. aureofaciens). Streptomycin byl diky své
schopnosti inhibovat proteosyntézu (SPEYER a kol. 1962) dlouho pouzivan pro lécbu
tuberkulozy (HINSHAW a FELDMAN 1946).



3.2. Manumycinova antibiotika

Manumycinova antibiotika jsou mala skupina sekundarnich metabolitti produkovana
vyhradné zastupci bakterii rodu Streptomyces. Clenové této skupiny sdileji podobnou
strukturu molekul a biologické a chemické vlastnosti. Podle zpiisobu syntézy a struktury se
fadi mezi polyketidové latky. Nazev manumycinovych antibiotik je odvozen od prvniho
objeveného antibiotika této skupiny — manumycinu A (BUZZETTI a kol. 1963, citovano
podle ZEECK a kol. 1987). Ten je produkovan bakteriemi Streptomyces parvulus Tii 64, které
byly ziskany z pldniho vzorku. Dalsi zastupci byly poté identifikovany behem
systematického vyhledévani antibiotik v pfirodnich izolatech. Pouzity byly metody zalozené
na sledovani antibakteridlnich vlastnosti, na inhibici Ras-farnesyltransferaz a kaspazy-1.
Nékolik latek bylo zjisténo pomoci necileného chemického screeningu. Specifickym
pfistupem je vyhledavani na zdkladé znamé sekvence genu pro ALAS (5-aminolevulat
syntazu), ktery je zcela charakteristicky pro syntézu tzv. CsN jednotky vyskytujici se ve
struktufe manumycinovych antibiotik (viz kap. 3.2.1) (PETRICEK a kol. 2006). V dnesni
dobé tak zname jiz zhruba C¢tyfi desitky riznych manumycinovych latek. Novym piistupem
jsou umeéle pfipravend antibiotika pomoci metod genového inzenyrstvi a pomoci cileného
podsouvani novych prekurzori pro syntézu ptfirodnim i modifikovanym bakteridlnim
kmentim.

Metabolity manumycinového typu jsou produkovany béhem stacionarni riistové faze a
najdeme je bud’ v myceliu (napf. manumycin A, B, kolabomycin A, D) nebo v médiu (napf.
asukamycin, U-62162). Po izolaci se vétSinou jevi jako nazloutly amorfni prasek nestabilni na
svétle. Jejich relativni molekulova hmotnost se pohybuje mezi 400 a 600 (manumycin A -
550).

Manumyciny jsou vétSinou produkované jako skupina kometabolitli, to znamena, Ze
jeden kmen produkuje vice nez jeden typ manumycinového metabolitu. Tyto kometabolity se
mezi sebou obvykle li§i pouze ve struktufe horniho fetézce. Tak je tomu naptiklad u
manumycind A, B a C (Obr. 1) produkovanych Streptomyces parvulus Tii64 (ZEECK a kol.
1987; SATTLER a kol. 1993), manumycint E, F a G produkovanych Streptomyces sp. WB-
8376 (SHU a kol. 1994) nebo TMC-1 A, B, C a D syntetizovanych Streptomyces sp. A-230
(KOHNO a kol. 1996). Né&které kometabolity se liSi pouze v pfitomnosti, respektive
nepfitomnosti CsN podjednotky, jako v pfipadé nisamycinu a alisamycinu (Obr. 2) u
Streptomyces sp. K106 (HAYASHI a kol. 1993, FRANCO a kol. 1991). Jeden z kometaboliti
je vétSinou majoritni, ostatni latky jsou syntetizované v podstatné mensim mnoZzstvi a jsou
tedy tzv. kongenery (napf. manumycin A je majoritni latka, manumyciny B a C jsou
kongenery, SATTLER a kol. 1993). Jednim z ditvodd vzniku kometabolitil je zfejmé ne zcela
specificky vybér prekurzorti béhem syntézy horniho fetézce.
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Obr. 1: Struktura kometabolitt produkovanych Streptomyces parvulus Tii64 - manumycinu A, B a C. Substituent
»R“ u manumycinu B a C je shodny s timto substituentem u manumycinu A. Pfevzato z SATTLER a kol.

(1993).
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Obr. 2: Struktura kometaboliti produkovanych Streptomyces sp. K106 — nisamycinu a alisamycinu. Pfevzato a
upraveno z HAYASHI a kol. (1994a).

3.2.1. Struktura manumycinovych antibiotik

Charakteristickymi strukturnimi rysy vSech ¢lenti manumycinové skupiny antibiotik
jsou tfi jednotky — centrdlni Sesti¢lenny kruh tzv. mC;N jednotka a dva na né& vézané
polyketidové fetézce — horni a spodni. VétSina manumycini obsahuje také tzv. CsN
podjednotku, ktera ukoncuje spodni fetézec (Obr. 3)

11



Podjednotka mC/N je z chemického hlediska 2-amino-4-hydroxycyklohex-2-enon. Je
antibiotik. mC/N je lokalizovana v centru molekuly a je vyznamna svymi substituenty, které
se na ni vazi v poloze meta, na coz se odkazuje ,,m*“ v jejim nazvu. Na C2 se amidovou
vazbou vaze horni fetézec, na C4 je piipojen spodni fetézec. Uhliky pet a Sest mohou vazat
kyslikovy substituent. Podle druhu substituentu rozdélujeme manumyciny na dva typy. Typ I
obsahuje na C5/C6 epoxidovou skupinu (napi. asukamycin, Obr. 5). Typ II ma na C5
hydroxylovou skupinu (napf. manumycin D, Obr. 5) (SATTLER a kol. 1998). Zvlastnim
typem jsou relativné neddvno objevené chinikomyciny. Chinikomycin A vaze na C6 atom
chloru a spodni fetézec je navazan pies C5 (Obr. 5) (LI a kol. 2005).

Horni fetézec je zdrojem vétSiny odliSnosti mezi manumyciny a jeho struktura nejvice
ovliviiuje vlastnosti daného antibiotika. Je tvofen zbytkem mastné kyseliny, ktery je pfes
dusik navazan na mC;N. Jednotlivé latky se mezi sebou lisi v délce fetézce, poctu a umisténi
dvojnych vazeb (zatim zndmo jedna az pét), po€tu a umisténi methylaci (zatim znamo nula az
tf1) a zakoncujici skupinou. Ta je ddna zpisobem syntézy — biosynteticka startovaci jednotka
horniho fetézce se po sestaveni molekuly antibiotika stdva zakoncujici skupinou tohoto
fetézce. Mlze ji byt riizna alifaticka nebo alicyklicka skupina od methylu az po vétveny hexan
nebo cyklohexan naptiklad u asukamycinu. Podle typu horniho fetézce rozliSujeme
manumyciny opét na dva druhy. Typ A ma linearni polyketidovy fetézec (napf. kolabomycin
D), typ B ma vétveny horni fetézec (napf. manumycin A) (Obr. 5). Dal$im zdrojem odli$nosti
je rtizna stereochemie fetézce. Celkem je nyni znamo pies 20 riznych hornich fetézct.

Spodni fetézec je spolu s MC7;N nejvice konzervovanou strukturou. VEtSinou je tvoren
trienovym Sestiuhlikatym fetézcem (syntetizovan jako triketid), jehoz dvojné vazby jsou v
poloze trans. Existuji ale také antibiotika s tetraenovym osmiuhlikatym fetézcem
(syntetizované jako tetraketid), napt. kolabomycin A a D (GROTE a ZEECK 1988,
SATTLER a kol. 1998). Uplnou vyjimkou, co se ty¢e struktury spodniho fetézce, je
antibiotikum U-62162, které ma, zatim jako jediné znamé, tento fetézec nasyceny a navic
syntetizovany pouze jako diketid. Radi se proto do samostatné skupiny typu C (SLECHTA a
kol. 1982).

Celkem tedy rozdélujeme manumyciny do péti skupin. Skupina IA (napf.
asukamycin), IB (napf. manumycin A), ITA (napft. kolabomycin D), 1B (napf. manumycin D)
a skupina IC (U-62162) (Obr. 5).

U vétsiny antibiotik je spodni fetézec zakoncen tzv. CsN jednotkou, kterd je druhym
nejcharakteristi¢téj$im rysem manumycinovych antibiotik. Chemicky se jedna o 2-amino-3-
hydroxycyklopent-2-enon, ktery je ke spodnimu fetézci pfipojen amidovou vazbou. Tuto
strukturu nenajdeme pouze u antibiotik U-62162 (SLECHTA a kol. 1982) a nisamycinu
(HAYASHI a kol. 1993), kter4 maji fetézec zakon€eny karboxylovou skupinou.

Jakkoli jsou vysSe uvedené strukturni jednotky pro manumyciny typické, vyskytuji se
také u jinych nemanumycinovych latek. mC;N najdeme naptiklad u MM 14201 (Obr. 4), kde
ale postrada navazané substituenty (BOX a kol. 1983). Dale u ansatrieninu A a rifamycinu L,
u kterych je vsak syntetizovand odlisSnym zptisobem (WEBER a kol. 1981; LANCINI a kol.
1969). Polyketidové fetézce jsou soucasti mnoha sekundarnich metabolitl, jako jsou
napiiklad xanthomonadiny (Obr. 4) (ANDREWES a kol. 1976) ¢i lipomycin (KUNZE a kol.
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1972). CsN jednotka se vyskytuje v bafilomycinu B; (WERNER a kol. 1984), moenomycinu
A (KURZ a kol. 1998) nebo reductiomycinu (Obr. 4) (SHIMIZU a TAMURA 1981).

mC5N jednotka

13
l‘u[le Me Me
NGRS
o horni Fetézec

13 .0
| OH
HN
)
Q

CsN jednotka

Obr. 3: Strukturni jednotky manumycinovych antibiotik, ukdzano na pfikladu manumycinu A. Pfevzato z
SATTLER akol. (1998).
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Obr. 4: Struktura latek nemanumycinového typu obsahujici jednotky typické pro manumyciny. Xanthomonadin I
s polyketidovym fetézcem, reductiomycin s CsN jednotkou a MM 14201 s mC,N. Pievzato z SATTLER a kol.
(1998), SCHONER a kol. (2014).
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Obr. 5: Rozdily ve struktufe manumycinovych antibiotik: Typ IA asukamycin, typ IB manumycin A, typ 1A
kolabomycin D, typ 1B manumycin D, typ IC U-62162. Zcela novy typ chinikomycin A. Pfevzato a upraveno z
HU (2000) a LI a kol. (2005).

3.2.2. Biologicka aktivita manumycinovych antibiotik

Skupina manumycinovych metabolitl vykazuje Siroké spektrum biologickych aktivit,
coz je jednim z hlavnich divodi jejich intenzivniho studia.

Protinddorové ucinky
V roce 1993 se zjistilo, Ze manumycin A a v menS$i mife také manumyciny B a C
inhibuji Ras-farnesyltransferazy (HARA a kol. 1993). Diky tomu se manumycin A stal

potencialnim protinddorovym lékem.

Ras proteiny jsou rodina membranovych GTP-vazajicich proteinti, které hraji klicovou
roli pii kontrole a regulaci ristu a déleni bunék. Tyto proteiny jsou aktivni pokud vazi GTP, v
tomto stavu spousti sérii signalnich kaskad vedoucich k bunééné proliferaci. Pti vazbé GDP
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jsou neaktivni a procesy vedouci k bunécnému d¢leni se zastavuji. Mutantni Ras proteiny
nedokazi hydrolyzovat GTP na GDP a proto jsou neustale v aktivnim stavu. Diky tomu
dochdzi k nekontrolovanému bunéénému ristu a déleni vedoucimu ke vzniku nadoru.
Z tohoto ditvodu se Ras proteiny fadi mezi lidské onkogeny. Mutantni formy ras geni jsou
mezi nejcastéjSimi genetickymi abnormalitami spojenymi s lidskymi nadory. Vyskytuji se u
vice nez poloviny nadora tlustého stfeva a ve vice jak 90% piipadi naddort slinivky bfi$ni
(GIBBS a kol. 1994).

Pro funkénost Ras proteinll je nutnd fada posttranslatnich modifikaci. Jednou z
prvnich a nezbytnych je navazani farnesylové skupiny, ptes kterou se nasledné protein vaze k
membrané. Dany krok je katalyzovan enzymem Ras-farnesyltransferazou. Proto se tento
enzym stal jednim z cili v protinddorové 1é¢bé. Pokud by byl zablokovan, Ras protein by se
nemohl navazat pies farnesylovou skupinu k membrané, nedoslo by k pienosu signalu
vedoucimu k proliferaci do buniky a rast nddoru by se zastavil.

Manumycin A inhibuje tento enzym diky pfitomnosti epoxidu na mC;N centralni
jednotce a diky hornimu fetézci, ktery ma podobnou strukturu jako farnesylpyrofostat,
substrat Ras-farnesyltransferazy. Dochézi tedy ke kompetitivni inhibici. Spodni fetézec a CsN
jednotka se na této biologické aktivité nepodili (HARA a kol. 1993).

Vyhodou manumycinu A je také jeho vysoka specifita k farnesyltransferazdm oproti
geranyl-geranyltransferazam, podilejicich se v bunkach rovnéz na prenylaci, které rozeznava
az pii 40x vyssi koncentraci. Diky tomu nedochdzi k poskozeni zdravych bunék (HARA a
kol. 1993).

Skrze inhibici Ras-farnesyltransferdz manumycin A blokuje proliferaci napiiklad
lidskych bun¢k hepatocelularniho karcinomu (NAGASE a kol. 1996). Osvédcil se také v
kombinaci s hypericinem (fotoaktivovatelny pigment z Hypericum perforatum — tfesalky
teckované), nebot' zvySuje jeho antiproliferatni a apoptotické piisobeni na bunky
adenokarcinomu.  Kombinovana 1é€ba  redukuje  mnozstvi  farnesylovaného 1
nefarnesylovaného Ras proteinu vice nez 1é&ba jen jednou z téchto latek (SACKOVA a kol.
2011).

Manumycin A by mohl byt pouzivan také v prevenci rakoviny tlustého stfeva, ktera je
druhym nejéastéj$im nadorovym onemocnénim v Ceské republice. Shluky zvétsenych
slizni¢nich krypt (ACF) jsou jednou z prvnich pozorovatelnych zmén v tlustém stievé
ukazujicich na zvysené riziko vzniku karcinomu. Casem se mohou vyvijet v 1éze a posléze
rakovinu. ACF maji velmi ¢asto mutace Ras proteini. Manumycin A diky svému piisobeni na
farnesyltransferazy dokaze efektivné snizovat pocet ACF a je proto kandidatem na
chemoprevenci kolorektalniho karcinomu (TSUDA a kol. 2013).

Manumycin A také zvySuje cytotoxicky efekt paclitaxelu (inhibitoru depolymerizace
tubulinu) na bunky anaplastického karcinomu §titné zlazy. Na nékteré typy téchto nadorovych
bun¢k dokonce efektivné plisobi i samostatny manumycin A. Cytotoxicky uc¢inek obou latek
byl potvrzen také in vivo na mysich a nebyla zaznamenana zadna mortalita ani morbidita
zpusobend timto lécenim (YEUNG a kol. 2000). Manumycin A a paclitaxel indukuji v
buiikach apoptézu tim, Ze zplsobuji pfesun proteini Bax z cytosolu do mitochondrii.
Nasleduje vyliti cytochromu c a spusSténi kaspazové kaskddy vedouci k programované
bunééné smrti (PAN a kol. 2005a).
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V lidskych buikéach rakoviny slinivky a osteosarkomu manumycin A indukuje
strukturalni zmény charakterizované jako autofagie. V cytoplazmé jsou rozeznatelné
autofagosomy, které ziejm¢ vznikaji jako dusledek inhibice farnesyltransferaz. Zatim neni
ziejmé, zda autofagie vyvoland chemoterapeutickymi 1€¢ivy rakovinné buiky chrani nebo
naopak zabiji. Muze se ale jednat o alternativni bunécnou smrt (PAN a kol. 2008).

Manumycin A dokaze vyvolavat smrt nddorovych bun¢k také nezavisle na inhibici
farnesyltransferaz. Dé&je se tak diky indukci produkce reaktivnich kyslikovych radikala
(ROS), které nezavisle na kaspazach zpisobuji dvouvldknové zlomy DNA a tim spousti
bunééné odpovédi, které vedou k opravé DNA nebo k bunécné smrti (PAN a kol. 2005b).
Timto zptisobem spousti apoptézu v buitkkdch myeloidni leukemie, kde indikuji produkci
oxidu dusnatého, ktery nasledné zptsobuje poskozeni DNA. Uginek zvy$uje methoxyamin,
inhibitor oprav chybnych bazi DNA. Vznikla poskozeni DNA jsou tak méné opravovana a
snadnéji dochazi ke spusténi apoptdzy (SHE a kol. 2005).

Nicméné dal$i vyzkumy ukdzaly, ze manumycinem A stimulované ROS mohou
pusobit také skrze kaspazy. Dokazi spustit kaspazovou kaskddu a defosforylovat a Stépit
nékteré proteiny signalnich kaskad vedoucich k proliferaci bunck (napt. Akt, Raf, Mek) a to
celé nezavisle na inhibici Ras (SEARS a kol. 2008).

Plsobeni manumycinu A na buiiky glioblastomu, nejmalignéj$iho gliomu mozku,
pfineslo dal§i zajimavé poznatky. Manumycin A v téchto bunkach indukuje apoptdzu
zvySenim produkce ROS. Nicméné potlaéeni produkce ROS ochranilo bunky pred
manumycinem-indukovanou inhibici Ras. To by mohlo znamenat, Ze k inhibici Ras
manumycinem A dochédzi nasledkem zvySené hladiny ROS (DIXIT a kol. 2009).

Manumycin A dokdze vyvolat také neapoptotickou a neautofagickou
cytoplazmatickou vakuolizaéni smrt. Tento jev byl pozorovan v bunikach triple-negativniho
karcinomu prsu, ktery ma silné antiapoptotické mechanismy a patii diky tomu mezi
nejagresivnéjsi a nejhiife 1éCitelné nadory prsu. Cytoplazmatickd vakuolizacni smrt zieyme
nastava vyvolanim stresu v endoplazmatickém retikulu expresi s mikrotubuly-asociovaného
proteinu LC3 a proteinu p62. Pozitivnim faktem pro ptipadné pouziti v terapeutické praxi je,
ze tato smrt je indukovéna pouze v nadorovych bunkdch a ne v normalnich sav¢ich
epitelidlnich buiikach (SINGHA a kol. 2013).

Je zfejmé, Ze o plsobeni manumycinu A v bunkich mame zatim jen utrzkovité
poznatky a Ze se jedna o velmi komplexni a slozity d¢;.

Kromé manumycinu A plsobi cytotoxicky na nckolik nadorovych bunécnych linii
také antibiotika TMCI1 A, B, C a D a manumycin D. Potlacuji riist naptiklad bunék rakoviny
tlustého stfeva a vajecniki, promyelocytické leukemie a epitheloidniho sarkomu. Nicméné v
porovnani s manumycinem A je jejich aktivita niz§i (KOHNO a kol. 1996). Asukamycin
pusobi toxicky na né€kolik bunéénych linii lidské myeloidni leukemie a astrocytomu a jeho
ucinek je spojeny s aktivaci kaspaz 8 a 3 (SHIPLEY a kol. 2009). Slabou protinddorovou
aktivitu proti nékterym rakovinnym bunikach vykazuje také alisamycin (FRANCO a kol.
1991), kolabomycin (GROTE a kol. 1988) a manumyciny E, F a G (SHU a kol. 1994).
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Protizanétlivé uéinky
Manumycin A inhibuje uvoliiovani IL-1B a IL-6 z bunék monocyti a makrofagl a

snizuje transkripci mnoha prozanétlivych geni (STRIZ a kol. 2013). Manumycinova
antibiotika EI-1511-3, EI-1511-5, EI-1625-2, manumycin A, B, G, U-56,407, ent-alisamycin
a kolabomycin E vykazuji inhibi¢ni efekt na kaspazu 1 (diive interleukin-1p-konvertujici
enzym (ICE)) in vitro, ptfiemz nejvétsi efekt vykazuje EI-1511-3. Interleukin 1 (IL-1) je
cytokin sekretovany aktivovanymi monocyty nebo makrofagy, ktery hraje dilezitou roli ve
stimulaci zanétlivych odpovédi. Existuje ve dvou isoformach — IL-1a a vyznamngjsi IL-1p.
IL-1B vznikd jako neaktivni prekurzor a dozrava proteolytickym Stépenim katalyzovanym
enzymem ICE. ICE se také podili na sekreci IL-1B z bunék. EI-1511-3, EI-1511-5 a
EI-1625-2 inhibuji uvoliovani IL-1P ze stimulovanych monocytii a makrofagt (linie THP-1)
ale zarovenl nepiisobi na tyto buniky cytotoxicky. U kolabomycinu E bylo objeveno, Ze
blokuje nejen uvolnovani IL-1f ale také IL-6, IL-8 a IL-18 (TANAKA a kol. 1996,
PETRICKOVA a kol. 2014).

Derivaty antibiotik ent-alisamycin, manumycin G, U-56,407, EI-1511-3 a EI-1511-5
s deleci spodniho fetézce vykazuji stejny inhibi¢ni potencial k ICE jako pavodni latky
(testovano na vyizolovaném enzymu), ale jejich schopnost inhibovat sekreci IL-1B z bun¢k je
fadoveé 10x niz8i. Tyto vysledky naznacuji, Ze spodni fetézec nepiispiva k inhibici ICE, ale
napomaha priniku antibiotik do bunék (TANAKA a kol. 1996).

VySe zminéna antibiotika jsou diky témto svym vlastnostem potencialné pouZitelnad

rrrrrr

Nov¢jsi vyzkumy stale zietelnéji potvrzuji existujici Uzké spojeni mezi zanétlivymi
procesy v bunikdch a onkogenezi. Jednim ze spojovacich mostl je ziejmé transkripcni faktor
NF-kB, ktery mimo jiné aktivuje transkripci geni kodujicich proteiny zapojené v imunitnich a
zanétlivych odpovédich a kontrole bunécného rustu (BALDWIN 1996). Proto také
manumycin A v nékterych ptipadech potlacuje zaroven zanétlivou odpovéd’ i onkogenezi.
D¢je se tak napiiklad diky schopnosti manumycinu A blokovat aktivitu kB kinazy B (IKKp).
TNFa a interleukiny aktivuji multimerni IkB kindzovy (IKK) komplex. Ten je sloZeny z kinaz
IKKa a IKKP a proteinového ,,leSeni IKKy (zvaného téZ NEMO). IKKP je hlavni kindza
regulujici aktivitu transkripénich faktortt NF-xB a to tak, Ze fosforyluje jejich inhibitor (napf.
IxBa), ktery je nasledné degradovan v proteasomu. Dojde k uvolnéni NF-kB, jeho pfesunu do
jadra, vazb&é na DNA a aktivaci genové exprese. Manumycin A podporuje vznik stabilnich
dimerti IKKP a jejich disociaci z adaptorového proteinu IKKy/NEMO. IKKf tak ztraci svou
funkci, nedojde k degradaci inhibitorit NF-kB a aktivaci NF-kB drahy. Tim je inhibovan
vznik zanétu piipadné nadoru (BERNIER a kol. 2006).

Onkogenezi a zanétlivou odpovéd’ vyznamné propojuje také HIF-1a. Tento protein je
spolu s HIF-1pB soucasti heterodimerického transkripéniho faktoru HIF-1. HIF-1 v bunkach
reguluje odpovéd’ na hypoxii, ale je aktivovan i pfi normoxii jako reakce na ptisobeni IL-13 a
prozanétlivych cytokind. ZvySena hladina IL-1f a zvySena exprese HIF-1a byla detekovana v
mnoha riznych nadorovych bunéénych liniich. IL-1p se Gcastni d&ji spojenych s angiogenezi,
vznikem metastazi a ristem nadoru. Indukci HIF-1a cytokinem IL-1B v nadorovych bunkéach
pii normoxii zprostiedkovava Ras protein (SHARMA a kol. 2011). Manumycin A diky své
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schopnosti inhibovat Ras rusi IL-1p indukovanou aktivaci HIF-1a a tim i prozanétlivou a
proto se i manumycin A stava v tomto lécebném pfistupu potencidlné vyuzitelny (SHARMA
a kol. 2012).

Antibakteridlni u¢inky

Antibakterialni U¢inky manumycinovych antibiotik jsou jejich nejdéle znédmou
vlastnosti. Manumycin A, prvni objevené antibiotikum této skupiny, byl nalezen pfi cileném
vyhledavani novych pfirodnich latek pravé na zékladé antibakteridlnich vlastnosti
(BUZZETTI a kol. 1963). Vétsina manumycind typu I (tzn. s epoxidem na mC;N) vykazuje
in vitro antimikrobialni aktivity vii¢i gram-pozitivnim bakteriim. Jsou to naptiklad alisamycin
(FRANCO a kol. 1991), asukamycin (OMURA a kol. 1976), kolabomycin (GROTE a kol.
1988), manumyciny E, F a G (SHU a kol. 1994), nisamycin (HAYASHI a kol. 1994b),
U-56,407 (BRODASKY a kol. 1983) a U-62162 (SLECHTA a kol. 1982). Nicméné ne
vSechny vykazuji tyto vlastnosti také in vivo a pokud je vykazuji, jejich G¢innost neni piili§
vysoka. Z toho ditvodu nejsou antibakterialni u¢inky manumycinti z hlediska praktického

vyuziti ptili§ zajimavé.

Vétsina téchto antibiotik byla testovana také na gram-negativnich bakteriich, nicméné
nebyly zjistény zaddné¢ vyznamné UCinky. Zatim jedind zndma vyjimka byla popséna u
manumycinu A. Ten dokaze efektivné branit infekci lidskych granulocytti gram-negativni
bakterii Anaplasma phagocytophilum zpusobujici lidskou granulocytarni anaplasmoézu.
K 1écbé dokonce postacuje koncentrace manumycinu pouze 0,01 pM, coz je 100x mén¢ nez
koncentrace uzivand v protinadorovych studiich (XIONG a RIKIHISA 2011).

Manumyciny typu Il (tzn. s hydroxylovou skupinou na mC;N) - manumycin D,
TMC-1A, B, C a D - naproti tomu nevykazuji zadné ucinky proti gram-pozitivnim ani gram-
negativnim bakteriim (KOHNO a kol. 1996). Z toho divodu se piedpoklada, ze za
antibakteridlni uc¢inky manumycint je z velké Casti zodpovédny oxiran na C5/C6 mC;N
jednotky. To potvrzuji také pokusy s asukamycinem a jeho derivaty postradajicimi epoxid.
Derivaty nevykazuji zadné antibakterialni Gi¢inky vuci S. aureus (RUI a kol. 2013). Role CsN
jednotky v této aktivité¢ neni zatim objasnénd, nicméné se zda, Ze CsN neni zcela nezbytna.
Antimikrobialni u¢inky vykazuji i latky bez CsN, pfi¢emz plati pravidlo, Ze ¢im hydrofobng&;jsi
substituent je na konci spodniho fetézce, tim mensi antimikrobidlni aktivitu ma. Pokud je zde
napiiklad vazan cyklohexyl misto skupiny COOH, je antibiotikum 25% mén€ uUc¢inné
(HAYASHI a kol. 1994b). Celkovy mechanismus psobeni manumycinii proti bakteriim vsak
zatim zlistava neznamy.

Ostatni

Nékteré manumyciny vykazuji také insekticidni vlastnosti. Manumycin A inhibuje
vyvoj hmyzu fadu Lepidoptera (motyli) a Coleoptera (brouci) a ma repelentni efekt na jejich
larvy. Mirné koncentrovany roztok manumycinu A ma insekticidni efekt na vajicka a larvy
bélaska zelného a slunécka Epilachna varivestis (ZEECK a kol. 1987).

Proti plisnim plisobi manumycin A (ZEECK a kol. 1987), alisamycin inhibuje
Piriculatia oryzae a Botrytis cinerea, které zpusobuji Skody v zeméd¢lstvi (FRANCO a kol.
1991). Asukamycin vykazuje slabou aktivitu proti Trichophyton mentagrophytes zptsobujici
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plisen kiize (OMURA a kol. 1976). Slab¢ inhibi¢né pisobi také nisamycin proti Aspergillus
niger a Fusarium oxysporum (HAYASHI a kol. 1994b).

Asukamycin pusobi také proti kokcidii Eimeria tenella, ktera napada kura domaciho a
zpusobuje vazné onemocnéni strev, které mize vést k umrti. Krmeni kufat timto antibiotikem
redukuje mortalitu nakazenych zvifat (OMURA a kol. 1976).

Manumyciny A, B a C pisobi jako reversibilni nekompetitivni inhibitory
acetylcholinesterazy (AChE), ¢imz se stavaji potencialnimi léCivy Alzheimerovy choroby
(AD). Pro tuto jejich vlastnost je nezbytna epoxidova skupina na mC;N jednotce. AD je
degenerativni porucha centralniho nervového systému, pii které dochdzi k postupné demenci.
Moznou pfi€inou této nemoci je pokles cholinergnich funkci v bazélnich gangliich a kife
mozku. ZlepSeni cholinergnich funkci je jednim z terapeutickych pfistupt pro kontrolu AD.
Lze toho dosdhnout napfiklad inhibici AChE. AChE katalyzuje hydrolyzu hlavniho
neurotransmiteru acetylcholinu v cholinergnich synapsich mozku a autonomniho nervového
systému. Tim ukoncuje aktivitu acetylcholinu a pfenos signalu. Inhibice tohoto enzymu brani
degradaci acetylcholinu a ten ziistdva déle dostupny. Inhibitory AChE jsou zatim jedinou
skupinou 1é¢iv schvalenych v soucasné dobé k 1ébé Alzheimerovy choroby (ZHENG a kol.
2007).

3.2.3. Antibiotikum U-62162

Antibiotikum U-62162 bylo poprvé popsano roku 1982 (SLECHTA a kol. 1982),
pfesto o ném byly publikovany zatim pouhé dvé prace. Toto antibiotikum je produkované
pidnimi bakteriemi Streptomyces verdensis Dietz, sp. n. (UC-8157), které byly nalezeny
béhem systematického vyhleddvani mikrobidlnich producentli antibiotik. Jak napovida
druhové jméno, produkuji tyto bakterie béhem sporulace zeleny pigment.

VySse jiz bylo zminéno, Ze struktura antibiotika je zcela vyjimecna, je to jediny znamy
manumycinovy zastupce typu IC. Od ostatnich antibiotik této skupiny se podstatné lisi
strukturou spodniho fetézce. Ten je nasyceny a kratky pouze Ctyfi uhliky, navic chybi CsN
jednotka, misto které je fetézec zakonéen karboxylovou skupinou (Obr. 6). Vyjimectné je také
zakonceni horniho fetézce s vétvenim a dvojnou vazbou. Startovaci jednotka pro biosyntézu
tohoto fetézce zatim nebyla urcena, ale podle struktury mizeme navrhnout, ze by se mohlo
jednat napftiklad prenyl, coZ by bylo mezi manumyciny také ojedinélé.

U-62162 je bakteriemi produkovan béhem fermentace do média. Na rozdil od
ostatnich antibiotik u né& nebyly zatim nalezeny Z4dné kometabolity. K maximalni produkci
dochéazi jiz po 24 hodindch, zatimco u ostatnich manumycini je nejvyssi koncentrace
pozorovana po 72 hodinach fermentace. U-62162 je vysoce nestalé v pH vysSSim nez 8, je
amorfni a bezbarvé. Jeho relativni molekulova hmotnost je 419,51 (SLECHTA a kol. 1982).

U-62162 inhibuje rust nékterych gram-pozitivnich bakterii in vitro. Nejuc¢innéji ptisobi
na Staphylococcus aureus, které inhibuje pfi minimalni koncentraci 1 pg/ml. Dale relativné
efektivné inhibuje S. faecalis, Propionibacterium acnes, P. maguns a P. aerogenes. Uéinek na
S. aureus byl otestovan také in vivo na mysich experimentalné infikovanych touto bakterii.
Nicméné ani pii nejvyssi testované koncentraci 8§ mg/kg/den béhem standardniho CDsy testu
nebyl pozorovan zadny ochranny ucinek antibiotika proti infekci (SLECHTA a kol. 1982).
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Toto antibiotikum zatim nebylo testovano na protizdnétlivé ani protinadorové ucinky.
Podle dosavadnich informaci se zda, ze na téchto ucincich se zfejmé nejvice podili horni
fetézce. U U-62162 je tento fetézec veétveny a CasteCné nasyceny, ¢imz se trochu podoba
farnesylu Diky tomu by antibiotikum mohlo b}'lt schopno podobné jako manumycin A,
je vSak nutné ovéfit biologickymi testy.

Druha prace vénujici se antibiotiku U-62162 popisuje jeho prvni syntézu in Vvitro a
blizsi informace o stereochemii molekuly (ALCARAZ a TAYLOR 1998).

COOH

U-62162

Obr. 6: Struktura antibiotika U-62162. Pievzato a upraveno z HU (2000).

3.2.4. Biosyntéza manumycinovych antibiotik

Biosyntéza manumycint za¢ind syntézou mC;N jednotky, na které nasledné¢ dochazi k
syntéze spodniho fetézce. Poté se navdze horni fetézec, ktery byl nasyntetizovan zvlast
(THIERICKE a kol. 1990). U vétsiny antibiotik nasleduje piipojeni CsN na konec spodniho
feté¢zce. Posledni reakci v syntéze je oxidace mC;N jednotky nejdiive na C4 za vzniku
hydroxy skupiny a poté na C5 a C6, kde vznika epoxid (HU a FLOSS, 2004), ktery je u
nékterych antibiotik nasledné redukovan na hydroxid na CS5.

Zpisob biosyntézy je zatim popsan u asukamycinu, manumycinu A a kolabomycinu.
V piipadé asukamycinu je znam cely genovy shluk kodujici geny pro syntézu antibiotika a u
vetSiny gentl je navrzena jejich funkce, kterd je u mnohych také experimentalné ovétena. Cely
genovy shluk je dlouhy 63 922 bp (sekvence a anotace GenBank '™ & GQ926890) a obsahuje
36 otevienych ctecich ramct pojmenovanych jako asu geny. Piedpoklddané geny jsou
rozdéleny do osmi skupin podle funkce — skupina A, B, C, D, E, H, M a R (Obr. 7) (RUI a
kol. 2010). Navrzené schéma biosyntézy asukamycinu je zobrazeno na Obr. 8.

R2 C1 C4 C3 C6 C7CH9C8 C14C13 C11 C15
R4R3 R1 B3 B2 B1 C2 E2C10 A2 A1 D1 D2 D3 E3 C12 A3 M1 R5 H1 R6

38.5 Kb

Obr. 7: Oteviené Cteci ramce identifikované v genovém shluku kodujicim geny pro biosyntézu asukamycinu.
Geny jsou rozdéleny do 8 skupin podle jejich piedpokladané funkce. Skupina A: biosyntéza 3,4-AHBA a
adenylace; skupina B: CHC-CoA biosyntéza; skupina C: skladani polyketidového fetézce; skupina D: biosyntéza
CsN jednotky; skupina E: oxygenace; skupina R: regulace transkripce; AsuM1: exportni protein. Pfevzato z RUI
a kol. (2010).
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Obr. 8: Navrhovana biosynteticka draha asukamycinu. Shikimate — Sikimova kyselina. Pfevzato z RUI a kol.
(2010).

Biosyntéza mCyN podjednotky

Prekurzorem mC;N  podjednotky je kyselina  3-amino-4-hydroxybenzoova
(3,4-AHBA) (GOULD a kol. 1996), ktera vznika kondenzaci a naslednou cyklizaci
L-aspartat-4-semialdehydu (ASA) a dihydroxyacetonu nebo dihydroxyacetonfosfatu
(DHA/DHAP). ASA pochazi z Krebsova cyklu, zdrojem DHA/DHAP je triéza (THIERICKE
a kol. 1990, SUZUKI a kol. 2006).

Pii biosyntéze asukamycinu jsou za vznik mC;N jednotky zodpovédné geny ze
skupiny A. Vznik 3,4-AHBA z prekurzorid katalyzuji produkty geni asuAl a asuA3. Hotova
3,4-AHBA je poté proteinem AsuA2 aktivovdna adenylaci uhliku karboxy skupiny za
pfitomnosti ATP. Vznikld vysokoenergeticka vazba je vyuzita pro navazani na specificky
ArCP protein (Aroyl Carrier Protein), kterym je v ptipad¢ asukamycinu AsuC12 (RUI a kol.
2010, RUI a kol. 2013).

Biosyntéza spodniho fetézce

Syntéza spodniho ftetézce probiha piimo na vzniklé 3,4-AHBA vdzané na
acyltransferazu (ACP), ktera ji dopravi ke ketosyntdze. Samotna syntéza probiha
mechanismem odpovidajicim syntéze aromatickych polyketid a polypeptidii pomoci PKS Il
systtmu. Je iniciovana vazbou malonyl-ACP thioesteru na 3,4-AHBA enzymem
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ketosyntazou. Ketoreduktaza redukuje karbonylovou skupinu na hydroxyskupinu.
Dehydrataza odsStépi vodu a vznikd dvojna vazba (THIERICKE a kol. 1990, HOPWOOD
1997). Tento mechanismus se opakuje, u vétSiny manumycini tikrat, u kolabomycinu
Ctyrikrat, v piipadé U-62162 pravdépodobné pouze dvakrat. Ve vétsiné ptipada tedy po tiech
opakovanich vznika 7-(3-amino-4-hydroxyphenyl)-hepta-2,4,6-trienova kyselina ACP
thioester. U antibiotika U-62162 dochazi navic béhem opakovani k redukci dvojnych vazeb
ziejme enoyl reduktazou za vzniku nasyceného spodniho fetézce.

V piipad¢ syntézy asukamycinu do reakce vstupuje 3,4-AHBA védzana na AsuCl12,
kterou tento nosi¢ dopravi ke KSI/II polyketid syntaze AsuCl13. Ta katalyzuje spojeni
kyseliny s malonylem pravdépodobné védzanym na ACP AsuCl1 asociovanym s KSI/IL
Vzniklou karbonylovou skupinu redukuje ketoreduktaza AsuC7. AsuC8 a AsuC9 jsou blizce
ptibuzné dehydratizam HadC a HadA, které tvofi funk¢ni heterodimery. Jsou proto
pravdépodobné zodpovédné za dehydrataci a vznik dvojné vazby. Pocet opakovani celého
procesu na polyketid syntaze a tim i délku spodniho fetézce reguluje AsuCl4 (CLF —
chain-lenght factor) (RUI a kol. 2010, PETRICKOVA a kol. 2014).

Biosyntéza horniho fetézce
Jednotlivé manumycinové latky se nejvice 1isi ve struktuie horniho fetézce, jedna z
odlisnosti je v zakonceni. To je dano startovaci jednotkou, na které syntéza horniho fetézce

zacind. Mohou ji byt vétvené karboxylové kyseliny vznikajici z vétvenych aminokyselin
transaminaci a oxidativni dekarboxylaci, které jsou nésledné vazané na CoA, jako napiiklad
isobutyryl-CoA pochazejici z valinu (pfi biosyntéze manumycinu G a E), 3-methylbutyryl-
CoA z leucinu (biosyntéza U-56,407) nebo 2-methylbutyryl-CoA z isoleucinu (EI-1511-5).
Syntéza muze také zalit na acetyl-CoA (napf. manumycin A) a cyklohexylkarbonyl-CoA
(asukamycin a alisamycin) syntetizovaném z Sikimové kyseliny (HU 2000).

Pfidanim raznych cykloalkylkarboxylovych kyselin do média S. nodosus subsp.
asukaensis, producenta asukamycinu, l1ze dosahnout produkce novych antibiotik s danym
cykloalkylem na konci horniho fetézce. Soucasné pozorujeme také vznik novych mastnych
kyselin, které jsou zakoncené uméle pfidanym cykloalkylem (Obr. 9). To dokazuje, Ze
polyketid-syntaza horniho fetézce asukamycinu a syntdza vétvenych mastnych kyselin (fatty
acid synthase — FAS) sdili stejnou selektivitu, co se tyce kvality nikoli kvantity, pro startovaci
jednotky (HU a FLOSS 2006). Mutace KS III katalyzujici kondenzaci startovaci jednotky
s malonyl-ACP u asukamycinu ma za nasledek konec tvorby asukamycinu, nicméné stale
zustava nizka hladina produkce kongenerti, které se od asukamycinu 1i§i pouze startovaci
jednotkou. To je zifejmé zplsobeno UcCasti bunécné syntdzy mastnych kyselin FabH. Dochézi
tedy k propojeni drah syntézy polyketidi a mastnych kyselin (RUI a kol. 2010). V bakteriich
produkujicich asukamycin dochdzi také k tomu, Ze startovaci jednotka horniho fetézce
asukamycinu — cyklohexylkarbonyl-CoA — je vyuzivana také FAS a inkorporovana do
mastnych kyselin za vzniku w-cyklohexyl mastnych kyselin. Tento jev je vyjimecny, protoze
produkt sekundarniho metabolismu je vyuZivan drdhou primarniho metabolismu, pfi¢emz
vétsinou plati opak (HU a FLOSS 2006).

Syntéza horniho fetézce probihd klasickou polyketidovou syntézou katalyzovanou
KSI/II ale lisi se u manumycinti typu A (linearni fetézec) a typu B (vétveny fetézec). Pro
syntézu typu A ziejmé existuje vice raznych ACP acyltransferaz, které rozeznavaji a vazi
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ruzné cyklické a vétvené karboxylové kyseliny. Z mnozstvi vznikajicich kongenert
doprovazejicich syntézu konkrétniho antibiotika je zfejmé, Ze specifita acyltransferdz ke
konkrétni startovaci jednotce neni stoprocentni. Naopak ketosyntdza manumycinll typu A
pouziva pouze malonyl-CoA, kterym prodluzuje startovaci jednotku a rostouci horni fetézec.
V piipadé syntézy typu B vaze ACP acyltransferaza pouze butyryl-CoA, zato ketosyntdza
piijima methylmalonyl-CoA stejn¢ jako malonyl-CoA, diky ¢emuz mohou vznikat vétveni
horniho fetézce. Predpoklada se proto, Ze manumyciny typu A a B jsou produkované riznymi
druhy polyketid-syntaz (THIERICKE a kol. 1990, HU 2000).

Po vazbé malonyl-CoA, ptipadn€¢ methylmalonyl-CoA na startovaci jednotku dochazi
k redukci a dehydrataci stejnym mechanismem a pravdépodobné i pomoci stejnych enzymu
jako pfi syntéze spodniho fetézce. Cely proces se opakuje dvakrat az pétkrat podle druhu
vznikajiciho antibiotika. V piipadé¢ TMC-1B, TMC-1D a U-62162 (KOHNO a kol. 1996,
SLECHTA a kol. 1982), které uprostifed horniho fetézce obsahuji nasycenou vazbu, je navic
nutnd aktivita enoyl reduktdzy. Vznikly horni fetézec je amidovou vazbou pfipojen na
3-amino skupinu 3,4-AHBA s navazanym spodnim fetézcem.

Startovaci  jednotkou  pro  syntézu  hornitho fetézce asukamycinu je
cyklohexylkarbonyl-CoA (CHC-CoA), ktery vznika z Sikimové kyseliny aktivitou proteind
AsuB1-B4. Mutant asuBl nevytvaii asukamycin, zato ma tfikrat zvySenou produkci
kongenert liSicich se od asukamycinu pouze v zakonceni horniho fetézce (RUI a kol. 2010).
CHC-CoA kondenzuje s malonylem vazanym na ACP, kterym je AsuC5. Reakce dava vznik
meziproduktu 3-cyklohexyl-3-oxopropanoyl-ACP. Je katalyzovana ziejmé heterodimerem
AsuC3/AsuC4. Tyto proteiny obsahuji vazebné misto pro CoA a konservovanou Cys-His-Asn
katalytickou triadu. Jejich geny jsou homologni k bakterialnim ketosyntazam III a FabH (RUI
a kol. 2010).

Po kondenzaci nésleduje redukce a dehydratace katalyzovana stejnymi enzymy jako
pii syntéze spodniho fetézce, tedy AsuC7 a AsuC8/AsuC9. Proces se tfikrat opakuje, nicméné
KSVII nutna pro druhé a tfeti kolo prodluzovani zatim neni znama. V uvahu piipada také
zapojeni bunéénych FabB syntdz mastnych kyselin. Hotovy horni fetézec je pfipojen
amidovou vazbou k 3,4-AHBA se spodnim fetézcem ¢innosti enzymu AsuC2, patficimu do
N-acyl transferazové rodiny (RUI a kol. 2010).

Streptomyces
R-CO,H R(CH,),CO,H +
nodosus ssp. asukaensis

cycloalkylfatty acid

- - 0= 0= O

asukamycin analogs

Obr. 9: Vznik novych derivatli asukamycinu a novych mastnych kyselin po pfidani cykloalkylkarboxylovych
kyselin k producentu asukamycinu S. nodosus subsp. asukaensis. Ptevzato z HU a FLOSS (2006).
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Biosyntéza CsN podjednotky
Podjednotka CsN je syntetizovana nezavisle na ostatnich ¢astech molekuly antibiotika.
Jejimi prekurzory jsou aminokyselina glycin a kyselina jantarova pochazejici z Krebsova

cyklu. Dekarboxyla¢ni kondenzace sukcinyl-COA a glycinu katalyzovana enzymem
PLP-dependentni 5-aminolevulat syntazou (ALAS) déva vzniknout 5-aminolevulatu (ALA).
Ten je poté pies ALA-AMP meziprodukt preménén na ALA-CoA ¢innosti acyl-CoA ligazy.
ALAS dale katalyzuje zacykleni ALA-CoA, ¢imz vznikd CsN. CsN je poté pomoci
ATP-dependentni amid syntdzy pfipojen amidovou vazbou ke spodnimu fetézci
(THIERICKE a kol. 1990, ZHANG a kol. 2010). Fakt, ze k vazbé CsN podjednotky dochazi
az po navazéni horniho fetézce, potvrzuje skuteCnost, ze kmen Streptomyces sp. K106
produkuje antibiotika alisamycin a nisamycin, které¢ se od sebe odliSuji pouze ptitomnosti,
respektive neptitomnosti CsN podjednotky (HAYASHI a kol. 1994a).

Na tvorbé CsN podjednotky béhem syntézy asukamycinu se podili geny ze skupiny D.
AsuD2 je piibuzny ALAS, vyznamné se od nich li§i pouze piitomnosti Ser® misto jinak
striktnd konzervovaného Thr®. Tento serin je pro funkénost AsuD2 nezbytny. AsuD3,
acyl-CoA ligaza, je spoleéné s AsuD2 zodpovédna za vznik CsN podjednotky. AsuD1 je
blizce ptibuzny amid-syntazdm a vaze CsN podjednotku na konec spodniho fetézce (RUI a
kol. 2010)

Antibiotika, ktera nenesou CsN podjednotku (nisamycin, U-62162), maji spodni
fetézec zakonceny karboxylovou skupinou.

Oxidativni upravy vzniklé molekuly

Po sloZeni vSech podjednotek dochazi k poslednimu kroku syntézy, kterym je oxidace
mC;N podjednotky. Dochazi k ni na dvou mistech této podjednotky — na C4 vznika
hydroxylova skupina a na C5/C6 epoxid, ptipadné na C5 hydroxyl. Kyslik pouzivany pro tyto
reakce pochazi z atmosférického kysliku. Dvéma oddélenymi monooxygenazovymi reakcemi
vznika antibiotikum typu I, tedy s epoxidovou skupinou na C5/C6 (THIERICKE 1990). Ke
vzniku manumycint typu II s hydroxylem na C5 je nutna dalSi enzymatické ¢i neenzymaticka

pfestavba.

Po slozeni jednotlivych podjednotek v prib&hu syntézy asukamycinu vznikéd tzv.
protoasukamycin, ktery je dale oxygenovan. Téchto reakci se Ui€astni geny ze skupiny E.
AsUEl, jednokomponentova flavin-dependentni monooxygenaza, pomoci FADyq Katalyzuje
prvni monooxygenazovou reakci, jejimz produkcem je 4-hydroxyprotoasukamycin. Pro plnou
funkénost AsuE1 je nezbytny protein AsuE2, ktery je homologni k flavin reduktaze. Redukuje
oxidovany FAD a poskytuje tak FADrq pro dal$i oxidativni reakce. ASUE3 katalyzuje
epoxidaci 4-hydroxyprotoasukamycinu, kdy dojde k nahrazeni dvojné vazby mezi C5/C6
epoxidovou skupinou a vznika asukamycin (RUI a kol. 2010, RUI a kol. 2013).

Regulace biosyntézy manumycinovych antibiotik

Genové klastry kodujici biosyntézu antibiotik obsahuji jeden nebo vice regulacnich
gend, jejichZ produkty kontroluji aktivitu biosyntetickych genti. V ptipad¢é asukamycinu byly
takové geny nalezeny na krajich genového shluku a byly zafazeny do skupiny R, asuR1 -
asuR6 (RUI a kol. 2010). asuR1 a asuR5 jsou pro biosyntézu asukamycinu zcela nezbytné.
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Uméle zvySena exprese asuR1l, asuR2, asuR3 a asuR4 ve S. nodosus vede az ke
14-nasobnému zvyseni produkce asukamycinu (XIE a kol. 2012).

3.3. Biosyntéza polyketidovvch latek

3.3.1. Biosyntéza mastnych kyselin u bakterii

Biosyntéza polyketidovych latek, tedy i horniho a spodniho fetézce manumycinovych
antibiotik, probiha v principu stejné jako biosyntéza mastnych kyselin.

Pro biosyntézu mastnych kyselin (MK) vyuzivaji bakterie a rostliny vysoce
konzervovanou skupinu enzymi nazyvanou syntdzy mastnych kyselin typu II (FAS — Fatty
Acid Synthase). Jednd se o sadu individudlnich enzymt, kde kazdy je kddovany unikatnim
genem. Ustiedni roli v syntéze hraje protein ACP (Acyl Carrier Protein), ktery po celou dobu
syntézy nese meziprodukty reakci navdzané pomoci thioesterové vazby na konec své
prostetické skupiny. ACP thioester se pak stava substratem pro vSechny enzymy FAS typu II.
Principem syntézy je kondenzace malonylovych (vyjimeéné i jinych) podjednotek se
startovaci jednotkou a v nasledujicich cyklech s prodluzujicim se fetézcem (Obr. 10).

Prvnim krokem biosyntézy MK je karboxylace acetyl-CoA na malonyl-CoA
katalyzovana enzymem acetyl-CoA karboxylaza (Acc) (LI a kol. 1993). Vznikla malonylova
skupina je pfenesena z CoA na ACP plisobenim malonyl-CoA:ACP transacyldzy (MAT),
ktera se u E. coli nazyva FabD (HARDER a kol. 1974). Startovaci jednotka acetyl-CoA je
navazana pomoci acyl transferazy z CoA na enzym B-ketoacyl-ACP syntazu (KS) (FabH),
ktery katalyzuje jeji kondenzaci s prodluzovaci jednotkou malonyl-ACP za uvolnéni CO;.
FabH je odlisny od KS pouzivanych pro kondenzaci béhem elongace a to zejména svoji
vysokou afinitou ke CoA thioesterim v porovnani s acyl-ACP (JACKOWSKI a ROCK
1987). Acyl-ACP maji na tuto syntazu inhibi¢ni efekt, ¢imz je zajisténa negativni zpétna
vazba pro syntézu MK (HEATH a ROCK 1996a). FabH rtiznych organizmu se 1isi specifitou
k substratu a urcuji tak typ vznikajicich mastnych kyselin. U organizmli produkujicich
nevétvené MK maji tyto syntdzy vysokou selektivitu pro acetyl-CoA. FabH bakterii
produkujicich vétvené MK rozeznéavaji Sir§i spektrum substratd, naptiklad isovaleryl-CoA,
isobutyryl-CoA nebo 2-methylbutyryl-CoA. Vétvené MK ovliviuji fluiditu membran (CHOI
a kol. 2000).

Po kondenzaci prodluzovaci a startovaci jednotky nasleduje redukce vzniklého
B-ketoacyl-ACP ketoreduktazou (KR) FabG patiicim do proteinové rodiny dehydrogenaz a
reduktaz kratkych fetdzcl. Pro tuto reakci je nutny NADPH (JORNVALL a kol. 1995).
B-hydroxyacyl-ACP je poté dehydratovan enzymy FabA a FabZ (DH), které se od sebe lisi
afinitou k rizné dlouhym a nasycenym, resp. nenasycenym p-hydroxyacyl-ACP (HEATH a
ROCK 1996b). FabA krom¢ dehydratace mutze také katalyzovat isomerizaci vzniklého
trans-2-enoyl-ACP na cis-3-enoyl-ACP, ktery je nasledné pouzit pro syntézu nenasycenych
mastnych kyselin (LEESONG a kol. 1996).

Poslednim krokem syntézy je redukce trans-2-enoyl-ACP NADH-dependentni
enoylreduktazou (ER) Fabl (BERGLER a kol. 1994). Acyl ACP miiZe poté vstoupit do
dalsiho kola elongace, kde bude opét prodlouzen o dva uhliky. V tom piipadé dojde k jeho
navazani z ACP na ketosyntdzu FabB nebo FabF a ke kondenzaci s dal§i prodluzovaci
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jednotkou malonyl-ACP a opakovani celého cyklu (CRONAN a kol. 1969). Jakmile je
dosazeno pozadované délky acylu, acyl-ACP thioesteraza uvolni vznikly fetézec z ACP a to
ve form¢ mastné kyseliny nebo acylesteru (JIANG a CRONAN 1994).

Syntéza mastnych kyselin u hub a obratlovct je zajisStovana FAS typu I. Ten je, na
rozdil od FAS II, tvofen jednim velkym modularnim proteinem, jehoz jednotlivé domény
reprezentuji rizné katalytické funkce — acyl transferdzovou, KS, ACP, KR, DH a ER.
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Obr. 10: Biosyntéza mastnych kyselin. Pfevzato z HEATH a ROCK (1996b).

3.3.2. Biosyntéza polyketidii

Polyketidy jsou velkou skupinou latek rozmanitych struktur, které sdili stejny zptisob
biosyntézy. Patfi mezi sekundarni metabolity produkované prokaryotnimi i eukaryotnimi
organismy a zastavaji mnoho rozmanitych uloh.

Biosyntéza je zajiStovana polyketid-syntazami a probihd postupnym piipojovanim
zbytkd karboxylovych kyselin k vznikajicimu uhlovodikovému fetézci. Startovaci jednotky
jsou velmi raznorodé — od acetyl-CoA, butyryl-CoA, isobutyryl-CoA, isovaleryl-CoA a
propionyl-CoA az po cyklické jednotky jako je cyklohexyl-CoA, benzyl-CoA,
fenylacetyl-CoA nebo 3,4-AHBA (MOORE a HERTWECK 2002). Prodluzovacimi
jednotkami mohou byt malonyl-CoA, methylmalonyl-CoA, ethylmalonyl-CoA a dalsi. Kazda
jednotka prodlouzi linearni uhlovodikovou kostru o dva uhliky, pfi€emz B uhlik nese
keto-skupinu. Odtud nazev téchto metabolit ,,polyketidy. Keto-skupina mize byt ihned po
navazani redukovéana na hydroxyl, ktery mize byt dale dehydratovan za vzniku dvojné vazby.
Ta je ptipadné dale redukovana enoyl reduktazou. Na o uhliku mohou byt navazané rizné
substituenty, podle toho, z které kyseliny je dand stavebni jednotka odvozena, nejcastéji jsou
to methyl nebo ethyl. Strukturni variabilitu zvySuje také chiralita a délka fetézce. Po sestaveni
uhlovodikové kostry dochazi Casto k dal§im upravam, jako je formovani aromatickych,
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etherovych nebo makrolidovych kruhovych systému, ptidani methylovych skupin, terpent
nebo cukernych zbytkli. Diky tak vysoké variabilité¢ struktur je nutné velmi presné
naprogramovani polyketid syntaz (HOPWOOD a SHERMAN 1990).

Rozdil mezi biosyntézou mastnych kyselin a polyketidi je hlavné v substratové
specifité zapojenych enzym, ktera je u polyketidit mnohem Sir$i. Jejich syntazy rozeznavaji
rizné startovaci 1 prodluzovaci jednotky. To je také divod vzniku tolika rozli¢nych latek.
Dalsi rozdil je v tupravach prodluzovacich jednotek. U MK vzdy probéhne redukce
keto-skupiny a dehydratace a téméf pokazdé také redukce na alkyl. Naproti tomu u polyketid
nemusi probéhnout zadna z téchto reakci.

Pro polyketidové latky, stejn¢ jako pro ostatni sekundarni metabolity, plati, Ze geny
kédujici enzymy jejich biosyntetické drahy jsou fyzicky propojené a organizované do
genovych shluki (MARTIN a GIL 1984).

Polyketid syntazy (PKS) se po vzoru FAS historicky dé¢lily na dvé skupiny — PKS | a
PKS II. Neddvno pfibyla nova skupina PKS IIIl. PKS I (zvand také moduldrni PKS) je
multifunkéni enzym tvofeny jednotlivymi moduly, kde kazdy modul je pouzit pouze jednou a
katalyzuje sadu konkrétnich reakci tvoficich jeden cyklus elongace. Typickymi produkty
téchto syntaz jsou makrolidy, polyethery a polyeny (SHEN 2003).

Typ II (iterativni PKS) jsou multienzymatické komplexy, v nichz kazdy enzym
katalyzuje jednu reakci. Enzymy jsou béhem syntézy fetézce pouzivané opakované
(iteraktivng). Typickymi produkty téchto syntdz jsou vétSinou polycyklické aromatické
bakteridlni polyketidy, jako napf. actinorhodin nebo doxorubicin (KHOSLA a kol. 1999).
Minimalni pocet enzymd, nutnych pro syntézu tohoto typu, je ¢tyii — ketosyntaza (KS typu
I/l), tzv. chain-length factor (CLF) (reguluje délku vznikajiciho fetézce), ACP a
malonyl-CoA:ACP transacylaza (MAT). Tato MAT je u E. coli shodna s MAT (FabD)
pouzivanou pro biosyntézu MK. Jednd se tedy o enzym vyuzZivany jak primarnim, tak
sekundarnim metabolismem (CARRERAS a KHOSLA 1998). Ctyfi vyse uvedené enzymy se
souhrnné nazyvaji ,,minimalni PKS* a jsou zodpovédné za syntézu zékladni polyketidové
kostry. Ta je po dosyntetizovani do plné délky upravena pomocnymi a tzv. tailoring enzymy
(DAS a KHOSLA 2009).

Tteti skupina (PKS podobné syntdze chalkonu) jsou homodimerni enzymy fungujici
jako iterativni kondenza¢ni enzymy. Syntetizuji mono ¢i bicyklické aromatické polyketidy
jako je flavolin. Na rozdil od PKS I a II jsou jejich substratem volné CoA thioestery bez
ucasti ACP (MOORE a HOPKE 2001).

3.3.3. Pomocné enzymy PKS

Syntézy polyketidli se kromé nezbytnych enzymii, definovanych jako minimalni PKS,
ucastni dals§i enzymy. Jejich souhrnny nézev a rozd¢leni se v literatuie pon€kud 1i8i. V tomto
souhrnu ptevezmu déleni podle DAS a KHOSLA (2009). Pomocné PKS enzymy rozeznavaji
substrat vazany na ACP. Jsou to napft. ketoreduktaza (KR), dehydrataza (DH), enoylreduktaza
(ER), aromataza/cyklaza, cyklaza. Tzv. tailoring enzymy pracuji s volnymi difuznimi
substraty. Patfi mezi né¢ napf. glykosyltransferdza, methyltransferdza, acyltransferaza,
halogenaza a carbamoyl transferaza (DAS a KHOSLA 2009, OLANO a CARMEN 2010).
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Zde se zam¢fim na redukujici pomocné enzymy, tj. KR, DH a ER a z nich pfevdzné na
enoylreduktazu, kterou jsem se zabyvala v praktické ¢asti prace.

Ketoreduktdza

Ketoreduktazy jsou prvni enzymy ucastnici se redukce polyketidového fetézce,
preménuji keton na sekundarni alkohol za ucasti kofaktoru NADPH. V piipadé¢ modularni
PKS erythromycinu (a ziejm¢ 1 ostatnich modularnich PKS) je KR tvofena dvéma
poddoménami — strukturni a katalytickou — podobnymi enzymim z nadrodiny
dehydrataz/reduktaz kratkych fetézci (SDR — short-chain dehydrogenase/reductase). Obé
poddomény maji strukturu tzv. Rossmann fold. Funkei strukturni KR je zfejmé stabilizovat
katalytickou poddoménu (KEATINGE-CLAY 2006).

V ptipadé modularni PKS vétvenych metaboliti acyltransferazova doména pienese
(2S)-methylmalonylovou skupinu na ACP, nasleduje kondenzace, pii které polyketid-syntaza
zméni stereochemii uhliku C2 prodluZzovaci jednotky, takze vznika (2R)-2-methyl-3-ketoacyl,
ktery je nasledné rozeznan ketoreduktazou (KR) (CAFFREY 2003).

KR dé¢lime na tii skupiny: typ A vytvari (S) stereochemii hydroxylové skupiny,
produktem typu B je hydroxyl (R) stereochemie. Typ C postrada schopnost redukovat keto-
skupiny. Mezi typem A a B Ize rozlisit podle konzervovaného tzv. LDD motivu, ktery se
nachdzi pouze u typu B. Pokud substrat obsahuje substituent na C,, mizeme KR rozdélit do
podskupin podle orientace tohoto substituentu v molekule produktu. Typ Al a Bl vytvaii a-
substituenty (R) stereochemie, typ A2 a B2 vytvaii konformaci (S) (CAFFREY 2003).

Katalytické misto KR je tvofené konzervovanou katalytickou triadou — tyrosin, serin,
lysin — ktera se nachazi i u ostatnich ¢lenti enzymatické nadrodiny SDR. Vyména tyrosinu za
fenylalanin in vivo zcela rusi funkci KR. Vymeéna serinu za alanin a lysinu za glutamovou
kyselinu in vivo ma za nasledek vznik smési redukovanych a neredukovanych produkti.
Béhem redukce zifejmé& dojde k aktivaci B-keto skupiny polyketidu postrannim fetézcem
katalytického tyrosinu a serinu. Nasledné NADPH 4-pro-S hydrid napadne karbonyl a kyslik
pfijme proton z tyrosinu, ktery je stabilizovan lysinem (Obr. 11) (REID a kol. 2003,
KEATINGE-CLAY 2012).

KR typu C postradaji katalyticky tyrosin nebo NADPH-vazebny motiv a pfedpoklada
se, ze funguji jako epimerdzy. K epimerizaci dochdzi katalyzovanou enolizaci a néslednou
samovolnou tautomerizaci na keto formu (KEATINGE-CLAY 2007).

%f E»f

ACPu. \R’ <= ACPu. : R‘
R3 R, RaR;
&\ 7 N\
':/?; : 7915
0 NADPH 0 NADP*
NH, NH;

Obr. 11: Mechanismus ketoredukce KR. Hydrid NADPH napadé Cp substratu, tyrosin s pomoci serinu poskytuje
vodik kysliku. Tyrosinovy anion je stabilizovany lysinem. Pfevzato z KEATINGE-CLAY (2012).
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Dehydratéza
Po redukci na ketoreduktdze prechazi B-hydroxyacylovy meziprodukt na dehydratazu

(DH), kde dojde k eliminaci vody za vzniku dvojné vazby mezi o a  uhlikem ve vétSing
piipadt v konformaci trans.

DH se v pfipad¢ erythromycinu (a zfejmé 1 v piipad¢ ostatnich modularnich PKS)
nachazi ve form¢ dimeru, jejichz N-konce navazuji na didoménu ketosyntazy a
acyltransferazy. C-konce sousedi s ketoreduktazovymi doménami. V misté pfedpokladaného
kontaktu s ACP se nachazi konzervovany arginin, jehoz mutace ma za nasledek snizeni
produkce polyketidi in vivo. Toto uspoifadani je velmi podobné prostorovému rozlozeni
domén syntaz mastnych kyselin u savcett (KEATINGE-CLAY 2008, MAIER a kol. 2006).

Katalytické misto se nachazi pouze na jednom monomeru, nejednd se tedy o
homodimer a dimerizace neni pro katalyzu nezbytnia. Aktivni misto je z casti tvofeno
konzervovanym dvojitym ,hotdog-fold“. Nezbytné pro katalyzu jsou histidin (H44) a
asparagova kyselina (D206). Prostorova orientace H44 je drZzena van der Waalsovymi silami
ptilehlého prolinu a vodikovou vazbou s lysinem (L51). Poloha katalytického aspartatu je
ur¢ena vodikovym mustkem s glutaminem (Q210). Histidin vaze vodik z a-uhliku, aspartat
dodava proton hydroxylové skupin€ na B-uhliku, coz ma za néasledek uvolnéni molekuly vody
a vznik trans-dvojné vazby (Obr. 12) (KEATINGE-CLAY 2008).

Piestoze ve vétsing piipadd vznika trans-dvojné vazby, ptitomnost cis-dvojnych vazeb
v polyketidech neni vyjimkou. Nékteré z nich vznikaji ¢innosti ,,tailoring™ enzymit, mnohé
vSak maji sviij piivod jiz v dehydratdzovych doménach. Obecné plati, Ze konformace dvojné
vazby je urCena typem ketoreduktazy, kterd predchazi DH. KR typu B tvoii meziprodukty s
(R) stereochemii hydroxylové skupiny, z nichz vznikaji trans-dvojné vazby. Produkty KR
typu A maji stereochemii (S). Aby se mohl takovy meziprodukt spravné nastavit do aktivniho
mista DH, je nutna rotace fetézce o 120° kolem C,-Cg. Diky takové konformaci pak po
dehydrataci vznika cis-dvojna vazba. Nicméné i toto pravidlo ma své vyjimky, takze jsou jiz
znamé KR typu B, kde po dehydrataci vznika cis-dvojna vazba (KWAN a kol. 2011).

H44 H44
L51 L51
= N—H----o:( Z N—H----o:(
N= N-H * N=/ N-H
C / H’ /
H,. R> R2
1 O H O uT 1 ", H 0o
H rans = H. O'H
D206 dehydratac D206 = Watl
Q210 . Q210 :
853 S55

Obr. 12: Mechanismus dehydratace na dehydrataze PKS erythtomycinu. Katalyticky histidin (H44) stabilizovany
leucinem (L51) odebird vodik z a-uhliku. Katalyticky aspartat (D206), propojeny vodikovym mdistkem s
glutaminem (Q210), poskytuje vodik hydroxylové skupiné na Cs. Dojde k odstépeni molekuly vody (Watl),
ktera je stabilizovana aspartatem a serinem (S55). Pfevzato z KEATINGE-CLAY (2008).
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Enoylreduktaza

Prestoze v polyketidech c¢asto zlstdvaji zachované dvojné vazby generované
dehydratazami, jejich odstranéni neni vyjimkou. K tomu dochéazi na enoylreduktazach (ER),
které stereoselektivné redukuji trans-o,B-dvojné vazby. ER modularnich PKS patii do acyl-
CoA reduktazové proteinové rodiny nalezejici do nadrodiny dehydrogenaz/reduktaz sttedné
dlouhych fetézci (MDR — medium-chain dehydrogenase/reductase). Do stejné rodiny patii
také enoylreduktaza savcich FAS (mFAS) (PERSSON a kol. 2008). Naopak funk¢ni analogy
téchto enzymi u bakteridlnich FAS patii do nadrodiny alkohol dehydrogenaz/reduktaz
kratkych fetézcti (SDR — short-chain alcohol dehydrogenase/reductase) (KIM a kol. 2011).

ER je na rozdil od vétSiny ostatnich moduldrnich enzymii monomerni. Je slozena ze
dvou charakteristickych MDR poddomén — substrat-vazebné a nukleotid-vazebné (NBD —
nucleotide-binding domain). Substrat-vazebna poddoména je tvofena dvéma B-listy (celkem
29 P-fetézci) obklopenymi ¢tyimi o-helixy. Nukleotid-vazebnou doménu tvoii tzv.
Rossmann fold (Obr. 13B). Doména s funkci ER (ERp) je vloZzena mezi dvéma doménami
ketoreduktazy (Obr. 13A). C-konec strukturni domény ketoreduktazy navazuje na N-konec
ERp, spojeni tvoii tzv. N-terminalni spojka. C-konec ERp se pies tzv. C-terminalni spojku
napojuje na N-konec katalytické domény KR. N-terminalni spojka je velmi podobna tém u
mFAS, nicméné¢ C-teminalni spojka je mnohem kratsi (8 aminokyselin proti 29 u mFAS v
ptipadé ERp z druhého modulu PKS spinosynu; dale uvadéna konkrétni ¢isla budou pro tento
ptiklad ERp). Kontaktni plocha mezi ERp a KR doménami je asi o 50% vétsi u PKS nez u
mFAS (ZHENG a kol. 2012).

Aktivni misto enzymu se nachazi v zafezu mezi nukleotid-vazebnou a substrat
vazebnou poddoménou. Redukce dvojnych vazeb je zavisla na NADPH. To se vaze do
aktivniho mista, kde je pyrofosfatova ¢ast stabilizovana konzervovanym pyrofosfat-vazebnym
motivem (GGVGMA) nachdzejicim se na NBD. Konzervovany lysin (K360) a arginin (R375)
tvoii solné¢ mustky s adenosinfosfatem. S koenzymem také interaguji napt. fenylalanin (P231)
a histidin (H494) ze substrat-vazebné domény (Obr. 13C). Diky témto interakcim je 4-pro-R
hydrid NADPH drzen v takové poloze, ve které je schopen atakovat Cpg trans-a,f-

nenasycen¢ho polyketidového substratu, na ktery se vaze za vzniku enolatového
meziproduktu. C, tohoto meziproduktu pfijima proton z obecné kyseliny, ¢imZ je dokoncena
redukce dvojné vazby (Obr. 13D) (ZHENG a kol. 2012, MAIER a kol. 2008).

V ptipadé, Ze ma substrat substituent na C,, miize mit vznikly produkt na tomto uhliku
konfiguraci (R) i (S). Pro ustanoveni (S) konfigurace je nezbytny tyrosin (Y241) umistény v
aktivnim misté¢ v blizkosti predpokladané polohy dvojné vazby polyketidu. Mutace této
aminokyseliny ma za nésledek vznik produktl s konfiguraci (R). Nicméné zména valinu na
tyrosin na odpovidajici pozici u ERp, ktera pfirozené katalyzuje vznik (R) konfigurace, nema
za nasledek vznik produktu s (S) konfiguraci. Je tedy zfejmé, Ze na ustanoveni stereochemie
se podili dalsi mista (KWAN a kol. 2008).

Snaha identifikovat konkrétni aminokyseliny, které jsou nezbytné pro redukci
dvojnych vazeb, byla zatim netspé$nd. Bylo vytvofeno nckolik mutant aminokyselin ve
vytipovanych mistech, nicméné vSechny byly s vétsi ¢i mensi ucinnosti dale schopné redukce.
Nejvice byla katalyzu ovlivnéna mutaci lysinu (L422), ktery lezi naproti vySe zmifiované¢ho
tyrosinu (Y241). Tyto aminokyseliny jsou od sebe vzdaleny jen 5 A a ob& se nachazi ve
vhodné poloze pro protonaci C, substratu béhem redukce. Piedpoklada se tedy, ze v ptipadé
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ERp, kde je pfitomny tyrosin, je tato aminokyselina zodpovédna za protonaci substratu. Role
lysinu je pak ziejmé snizovat pK, hydroxylové skupiny tyrosinu a tim tuto reakci usnadniovat.
V nepfitomnosti tyrosinu je za protonaci zodpovédny lysin. Nicméné i ten je evidentné
nahraditelny zatim neidentifikovanou bazi. Dalsi konzervovanou aminokyselinou aktivniho
mista je aspartat (D444) nachdzejici se pouze 6 A od nikotinamidového hydridu. Ziejmé se
podili na stabilizaci meziproduktu piipadné pomaha pti vazbé substratu (MAIER a kol. 2008,
KWAN a kol. 2008, KWAN a kol. 2010)

Phe231

His494

RZ/PS‘:(O )\/\/:z: Ry _ )\ME_: R’zH-

[} ﬂ J NH, o0 *§1_—/>_(:H2 o0 op—{nz

t( ™ NADPH f, ™ NADP' t, ™ NADP'

Obr. 13: Enoylreduktaza druhého modulu PKS spinosynu. A: Krystalicka struktura strukturni (KR) a katalytické
(KR) domény ketoreduktazy, mezi kterymi je vloZena enoylreduktizova doména (ERp). Barevné kulicky
znézorhuji polohu kofaktoru NADP®. B: Detail struktury ERp slozené z dvou poddomén, mezi kterymi se
nachazi NADP®. C: Detail interakce konzervovanych aminokyselin aktivniho mista s navazanym kofaktorem
NADP”. Na piilehlé NBD se nachazi konzervovany pyrofosfat-vazebny motiv (Pyrophosphate-binding motif).
Hvézdicka znaci pozici 4-pro-R hydridu NADPH béhem redukce. Misto je obklopeno tyrosinem (Tyr241),
lysinem (Lys422) a aspartitem (Asp444) dilezitymi pro katalyzu. D: NavrZzeny mechanismus redukce
substituovaného substratu. NADPH hydrid napad4 Cg, vzniklému enolatovému meziproduktu dodava v piipadé
vzniku (S) konfigurace proton tyrosin. U ERp, kde tyrosin neni ptitomny, je tato funkce zaji$téna lysinem.
Pievzato z ZHENG a kol. (2012), KEATINGE-CLAY (2012).
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4, Material a metody

4.1. Material
4.1.1. Bakterialni kmeny

Escherichia coli SURE" (Stratagene)

Genotyp: endAl glnV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 uvrC el4-
A(mcerCB-hsdSMR-mrr)171 F'[ proAB+ laclq lacZAM15 Tnl0]

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petti¢ek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v LB tekutém médiu pii
37 °C na tfepacce (220 rpm). Piipadné na LB agarovém médiu pii 37 °C.

Kmen byl pouzivan pro klonovaci metody vyuzivajici plasmidové vektory. Umoziuje vyuziti

tzv. modrobilé selekce diky pfitomnosti funkéni B-galaktozidazy. Naopak postrdda geny
kédujici enzymy Stépici DNA, enzymy pro rekombinaci DNA a endonukledzu. Diky tomu je
kvalita izolované DNA vyraznég lepsi. Je rezistentni ke kanamycinu a tetracyklinu.

Escherichia coli ET12567/pUZ8002 (MacNEIL a kol. 1992)

Genotyp: dam_13::Tn9(Cmr) dcm_6 hsdM

Kmen poskytla: Mgr. Katefina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v LB tekutém médiu pii
37 °C na tfepacce (220 rpm). Ptipadné na LB agarovém médiu pii 37 °C.

Kmen byl pouZivan jako donor pii mezidruhové konjugaci. Diky mutacim genli pro
methylazy je tento kmen deficientni v methylaci DNA. To umozZziuje jeho vyuZiti pfi pfenosu
vektort z E. coli do streptomycet, které maji restrikéni systém pro methylovanou DNA (napft.
Streptomyces coelicolor A(3)2). Je rezistentni k chloramfenikolu a tetracyklinu.

Plazmid pUZ8002 je odvozen od RK2, ale ma mutaci v oriT. Diky tomu umoziuje pienos
vloZzen¢ho kosmidu do streptomycet ale sdm je prenaSen s tisickrat mens$i ucinnosti nez
puvodni plazmid RK2. Nese rezistenci ke kanamycinu.

Escherichia coli DH5a (CHEREPANQV 1995)

Genotyp: supE44 AlacU169 (¢80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Kmen poskytla: Mgr. Katefina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie

aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovén za aerobnich podminek v LB tekutém médiu pfi
37 °C na tfepacce (220 rpm). Ptipadné na LB agarovém médiu pii 37 °C.

Kmen byl pouZivan v ramci REDIRECT® technologie pro klonovaci metody vyuzivajici
plasmidové vektory. Kmen umoziuje pouziti tzv. modrobilé selekce diky pfitomnosti funkéni
B-galaktozidazy. Naopak postrada geny zapojené v prestavbach a deleci DNA. Je rezistentni k
tetracyklinu.

Escherichia coli BW25113/plJ790 (DATSENKO a WANNER 2000)
Genotyp: lacl? rrnBri4 AlacZw;is hsdR514 AaraBA-Danss ArhaBAD, p7g
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Kmen poskytla: Mgr. Katetina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v LB tekutém médiu pii
30 °C nebo 37 °C na tfepacce (220 rpm). Piipadné na LB agarovém médiu pii 30 °C nebo
37 °C.

Kmen byl pouzivan v ramci REDIRECT® technologie pro klonovaci metody vyuZivajici
plasmidové vektory. Je odvozen od E. coli K-12 mutaci nékolika riznych gent. Diky vysoké
frekvenci homologni rekombinace se vyuziva pro vkladani linearnich fragmenti do plazmida.
Plazmid plJ790 obsahuje A RED (gam, bet, exo) funkce, které zajistuji vyrazné vyssi
frekvenci rekombinace linearni DNA. Pokud na kosmidu vlozeném do téchto bun¢k nebudou
provadény dalsi naruSeni gent, kultivujeme bunky pii 37 °C, kdy dochazi ke ztraté¢ plazmidu
plJ790. Plazmid nese rezistenci k chloramfenikolu.

Streptomyces coelicolor M512 (FLORIANO a BIBB 1996)

Genotyp: SCP1" SCP2 Pgl® AredD Aactll-ORF4

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovéan v tekutém médiu YEME a YEME se sachar6zou
pti 28 °C na tfepacce (220 rpm) v prolamovanych Erlenmayerovych batnikach. Dale na MS
agaru pii 28 °C.

Kmen je odvozen od M145 (odstranéna tvorba antibiotika methylenomycinu) vnesenim
dalsich mutaci v regulacnich genech nutnych pro syntézu antibiotik undecylprodigiosin a
actinorhodin. Kmen byl pouzivan pro heterologni expresi genového shluku pro biosyntézu
antibiotika U-62162.

Streptomyces lividans K4-114 (ZIERMANN a BETLACH 1999)

Genotyp: Apro-2 Astr-6 SLP2" SLP3" act::ermE

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petticek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultiva¢ni podminky: Kmen byl kultivovan v tekutém médiu YEME a YEME se sachar6zou
pti 28 °C na tfepacce (220 rpm) v prolamovanych Erlenmayerovych bankach. Déale na MS
agaru pii 28 °C.

Kmen postrada vétsinu genového shluku pro biosyntézu actinorhodinu, ¢imz je zabranéno
interferenci tohoto metabolitu s polyketidy produkovanymi heterologni expresi. Dale
obsahuje mutace zvySujici efektivitu transformace a umoznujici vkladani methylované DNA.
Kmen byl pouzivan pro heterologni expresi genového shluku pro biosyntézu U-62162.

Streptomyces lividans TK24 (HOPWOOD a kol. 1983)

Genotyp: Astr-6 SLP2" SLP3

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultivaéni podminky: Kmen byl kultivovan v tekutém médiu YEME a YEME se sachar6zou
pii 28 °C na tiepacce (220 rpm) v prolamovanych Erlenmayerovych bankach. Déale na MS
agaru pii 28 °C.
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Kmen postrada oba ptirozené plazmidy SPL2 a SPL3, coz snizuje riziko interference téchto
plazmidi s vloZenymi plazmidy a nasledné mylné interpretace ziskanych vysledki. Kmen byl
pouzit pro uloZeni streptomycetového plazmidu pAS9AL.

Streptomyces verdensis Dietz, sp. n. (UC-8157)

Kmen poskytl: Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laboratof molekuldrni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultiva¢ni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v tekutém médiu YEME
se sachardzou, pro produkci antibiotik v médiu pro S. verdensis, pii 28 °C na tfepacce (220
rpm) v prolamovanych Erlenmayerovych bankach. Déle na GYM agarovém médiu nebo na
MS agaru pii 28 °C.

Tento kmen je ptirodni producent antibiotika U-62162. Byl pouZivan pro genové manipulace
s geny pro biosyntézu U-62162.

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 (Difco™, BD)

Kmen poskytl: Ing. Stanislav Pospisil, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Kultiva¢ni podminky: Kmen byl kultivovan za aerobnich podminek v TSB tekutém médiu pii
37 °C na tfepacce (220 rpm). Po 24 hodinach vznika suspenze endospo6r. Pfipadné na nutrient
agaru pii 37 °C.

Kmen byl pouZivan pro biologické testy ptfitomnosti antimikrobialnich latek. B. subtilis je
gram-pozitivni bakterie. Diky tomu je vhodny pro detekci pfitomnosti manumycinovych
antibiotik, nebot’ ty maji viici této skupiné bakterii vyraznou antimikrobialni aktivitu (naopak
vuci gram-negativnim nemaji téméf zadné ucinky). B. subtilis tvofi endospory. Suspenzi
endospor I1ze jednoduse uchovavat po dlouhou dobu pfti 4 °C.

4.1.2. Vektory a plazmidy

pBT340 (DATSENKO a WANNER 2000)

Vektor poskytla: Mgr. Katetfina Petfickovd, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Plazmid pBT340 nese teplotné senzitivni FLP rekombinazu a je teplotné senzitivni pro
replikaci (dochdzi k ni pti 30 °C). Béhem kultivace pii 42 °C dochazi k syntéze FLP
rekombindzy a zarovenl ke ztrat¢ plazmidu (CHEREPANOV a WACKERNAGEL 1995).
Obsahuje ampicilinovou a chloramfenikolovou rezistenci.

Plazmid byl pouZit pro vytvofeni ,,in-frame* delece genové kazety obklopené FRT misty v
ramci metody REDIRECT®,

plJ778 (GUST a kol. 2002 — REDIRECT® protokol)

Vektor poskytla: Mgr. Katefina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Plazmid vznikl vloZenim kazety pro genovou disrupci do EcoRV mist pBluescript SK II (+).
Disrupéni kazeta obsahuje spectinomycinovou a streptomycinovou rezistenci a oriT. Je
ohrani¢ena FRT misty, rozeznavanymi FLP rekombinazou (Obr. 16). Fragment vznikly
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Stépenim enzymy EcOR | Hind III byl pouzit jako templat pro PCR reakci. Plazmid koduje
rezistenci k ampicilinu.

pBluescript SK (+) (Stratagene)

Vektor poskytla: Mgr. Katefina Petfickova, PhD. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Komer¢né dostupny plazmid uzptsobeny vkladani DNA pomoci restrik¢nich enzymu.

Umoznuje modrobilou selekci uspésné inzerce. Byl pouzit pro sekvenaci vlozenych
fragmentti. Koduje rezistenci k ampicilinu.

pMS17
Vektor poskytla: Mgr. Katetina Petfickovd, PhD. (Laboratof molekularni biologie

aktinomycet, MBU AV CR, V.V.1)

Plazmid obsahuje oriT, gen kodujici rezistenci k apramycinu, tetR transkripéni regulator a
intergacni oblast z faga C31. Diky tomu je schopen se pfenést konjugaci do streptomycet.
Byl pouzit pro ptenos DNA z E. coli ET12567 do streptomycet a naslednou integraci do
genomu (Obr. 14)

pAS9A1
Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petti¢ek, CSc. (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet,

MBU AV CR, v.v.i)

Zakladem plazmidu je plJ622 (KIESER — nepublikovana data), do kterého byl vloZen Sac |
fragment DNA ze S. nodosus subsp. asukaensis obsahujici geny asuD1 —asuD3 kodujici
biosyntézu CsN podjednotky u asukamycinu. Plazmid kéduje rezistenci k thiostreptonu (Obr.
14)

pSL-TRA-INT-cos

Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petticek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Plazmid vznikl z vektoru pSL1180, do kterého byly vlozeny fragmenty z pMS17 s geny
umoziujicimi konjugaci a integraci do genomu a s apramycinovou rezistenci. Déle byla
vlozena bakteriofagovd cos sekvence z plazmidu SuperCos 1. Plazmid byl pouzit pro
konstrukci kosmidu schopného konjugativného ptenosu do streptomycet a nasledné integrace
do genomu. Ko6duje ampicilinovou rezistenci (Obr. 14)

pSV_BEV
Vektor poskytl: Ing. Miroslav Petticek, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet,

MBU AV CR, v.v.i)

Zakladem plazmidu je pGEM®-7Zf(+), do kterého byl vlozen fragment BamH I
EcoR V z pSV1. Tento fragment je asi 5,1 kpb dlouhy a tvoii konec pSV1 (na Obr. 18 je
vlevo). Byl pouzit pro doplnéni chybgjici ¢asti genového shluku U-62162 v kosmidu pSV5.
Plazmid koduje ampicilinovou rezistenci (Obr. 14)
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pSV1, pSV5, pSV8

Vektory poskytl: Ing. Miroslav Petticek, CSc. (Laboratoi molekuldrni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Plazmidy obsahuji ¢asti genomové knihovny S. verdensis, kde se nachazi genovy shluk pro
biosyntézu U-62162 (Obr. 18). Zakladem vektori je SuperCos 1 (Stratagene) kodujici
bakteriofagovy promotor obklopeny unikatnimi klonovacimi misty, ori, rezistenci k
neomycinu a ampicilinu a cos sekvenci rozeznatelnou bakteriofagem pii baleni do fagovych
partikuli.

pMS17
5894 bp

pAS9A1

19.983 kb

pSV_BEV

pSL-TRA-INT-cos

8038 bp

8081 bp

2\
)
=

re t?
Mens homotoo ¥

Obr. 14: Plazmidy pMS17, pAS9AL, pSL-TRA-INT-cos a pSV_BEV vytvofené v nasi laboratofi a pouzivané v
této praci. phiC31 - interga¢ni oblast z faga @C31; int — integraza; tetR - tetR transkripéni regulator; oriT —
pocatek replikace pii kongugativnim pfenosu; aprR — gen kodujici rezistenci k apramycinu; asuD1 — asuD3 —
geny z genového shluku kédujiciho biosyntézu asukamycinu, koduji geny pro biosyntézu CsN jednotky; tsr —
gen kodujici rezistenci k thiostreptonu; ampR — gen koédujici rezistenci k ampicilinu; cos — sekvence ze
SuperCos 1 kodujici cos rozeznavanou sekvenci; EcoRI EcoRV fragment z SVI — sekvence ziskana z kosmidu
pSV1 stépenim RE EcoR | a ECOR V.
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4.1.3. Kultivaéni média

Neni-li uvedeno jinak:

e jedna se o procenta vypoc¢tena na zakladé poméru hmotnost/objem, tj. w/v

e pro piipravu roztokl byla pouzita destilovana voda
e pro upravu pH byly pouzity 2M vodné roztoky HCI a NaOH
e roztoky byly sterilované v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

Tekuta kultivaéni média

GYM médium

0,4% glukoza (D-glukosa monohydrat p.a., Lach-Ner)
0,4% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
1% sladovy extrakt (Malt Extract, OXOID)
0,1% NZ amin A (NZ Amine® Type A, WAKO)
0,2% NaCl

0,3% (v/v) OB soli

pH 7,3

OB soli:

0,166% CuSO4*x5H,0

0,25% FeSO,x7H,0

0,12% MnSQO4x5H,0

0,5% CaCl,x2H,0

0,3% ZnS0O4x7H,0

Roztok skladujeme v tmavé lahvi.

LB (Lennox broth) médium

1% trypton (Tryptone, OXOID)

0,5% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,5% NaCl

pH7,2-7,4

LB (Lennox broth) médium s glukdzou

1% trypton (Tryptone, OXOID)

0,5% kvasnicny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,5% NaCl

0,1% glukoza (D-glukosa monohydrat p.a., Lach-Ner)
pH7,2-7,4

SOB

20% trypton (Tryptone, OXOID)

5% kvasnicny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,5% NaCl

2,4% MgSQO,
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0,186% KCI
pH 7,0

po sterilizaci pfidame sterilni roztok:
2,5M MgCl,x6H0 na vyslednou koncentraci 10mM

SOC

2% trypton (Tryptone, OXOID)

0,5% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,058% NaCl

0,019% KCI

pH6,9-7,1

po sterilizaci ptidame sterilni roztoky:
2M Mg** (1M MgCl,x6H,0 a 1M MgS0O4x7H,0) na vyslednou koncentraci 20mM
2M roztok glukozy (D-glukosa monohydrat p.a.) na vyslednou koncentraci 20mM

YEME (Yeast Extract — Malt Extract) médium

0,3% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)

0,5% pepton (Neutralised bacteriological peptone, OXOID)
0,3% sladovy extrakt (Malt Extract, OXOID)

1% glukoza (D-glukosa monohydrat p.a., Lach-Ner)

pH 7,2

po sterilizaci ptidame sterilni roztok:
2,5M MgCl,x6H0 na vyslednou koncentraci SmM

YEME (Yeast Extract — Malt Extract) médium se sachar6zou

0,3% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)

0,5% pepton (Neutralised bacteriological peptone, OXOID)
0,3% sladovy extrakt (Malt Extract, OXOID)

1% glukoza (D-glukosa monohydrat p.a., Lach-Ner)

34% sachardza (Sacharosa p.a., Lach-Ner)

pH 7,2

po sterilizaci pfidame sterilni roztok:
2,5M MgCl,x6H0 na vyslednou koncentraci SmM

Médium pro S. verdensis (SLECHTA a kol. 1982)

1,5% melasa (Titinova melasa, Perfektra s.r.0.)

0,2% kyselina L-glutamova (CHEMAPOL Group a. s.)
0,5% pepton (Neutralised bacteriological peptone, OXOID)
0,2% NaCl

0,5% CaCO;
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pH 7,2

po sterilizaci pfidame sterilni roztok:
50% glukdza na vyslednou koncentraci 0,5%

TSB médium
3% smés tryptonu a sdjové mouky (Tryptone Soya Broth, OXOID)

Kultiva¢ni média s agarem

GYM agar

0,4% glukoza (D-glukosa monohydrat p.a., Lach-Ner)
0,4% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)

1% sladovy extrakt (Malt Extract, OXOID)

0,1% NZ amin A (NZ Amine® Type A, Wako)

0,2% NaCl

0,3% (v/v) OB soli (viz GYM médium)

2% agar (Agar bacteriological No.1, OXOID)

pH 7,3

LB (Lennox broth) agar

1% trypton (Tryptone, OXOID)

0,5% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,5% NaCl

2% agar (Agar bacteriological No.1, OXOID)
pH7,2-7,4

MS (Mannitol Soya flour) agar

2% agar (Agar bacteriological No.1, OXOID)
2% mannitol (D-mannit p.a., Lach-Ner)
2% sojova mouka (S6jova mouka odtuénénd hladkd, Eko produkt)

rozpus$téné ve vodovodni vodé

po sterilizaci pfidame sterilni roztok:
2,5M MgCl,x6H0 na vyslednou koncentraci 10mM

Vyzivny (nutrient) agar
2,8% vyzivny agar (Nutrient agar, OXOID)
0,5% agar (Agar bacteriological No.1, OXOID)
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4.1.4. Roztoky pridavané do médii

Antibiotika
Antibiotika Zasobni roztok (mg/ml) | Vysledna konc. v médiu (pg/ml)
Ampicilin 100 100
Apramycin 100 50 nebo 100
Carbenicilin 100 100
Chloramfenikol 25 ve 100% EtOH 25
Kanamycin 50 50
Spectinomycin 100 50 nebo 100
Tetracyklin 25 12,5 nebo 25
Thiostrepton 60 v DMSO 30

Pokud neni uvedeno jinak, jsou antibiotika rozpusténa v destilované vodé.
Roztoky jsou skladovany pii -20 °C.

Ostatni:

IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside)

zasobni roztok: 23,83 mg/ml tj. 100mM (v dH,0)

skladovani: -20 °C

vysledna koncentrace pouzivand v médiu: 48 pg/ml tj. 0,2mM

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 3-D-galactoside)
zasobni roztok: 20 mg/ml (v N,N-dimethylformamidu)
skladovani: -20 °C

vysledna koncentrace pouZivand v médiu: 40 pg/ml

Kyselina nalidixové

zasobni roztok: 25 mg/ml (v 0,3M NaOH)
skladovani: -20 °C

vysledna koncentrace pouzivana v médiu: 0,5 pg/ml

4.1.5. DNA oligonukleotidy, velikostni standardy a préby

DNA oligonukleotidy (Generi biotech)

CLF-right

5"-GGC CAG GCG GTACAGGTG -3

CLEF-left

5"-GTGGTGTCC GCC TTC AAC -3’

vrdDS-R

5" - CCC GCA CTC ACC CAC GAC GCC GGG GAC GTG CGC CGC TCA TGT AGG
CTGGAGCTGCTTC-3’

vrdDS-F

5" - GTT GAA TAA ACG ACA TGT GTT GAA TAA CTT GAG GGG ATG ATT CCG
GGG ATCCGT CGACC -3
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VIdER-R

5" - GCT GAG CGG GTC GGG GGG AGA GCG GGG TGC GTG CGC TCA TGT AGG
CTGGAGCTGCTTC-3’

vrdER-F

5" - GTC CGT CGC CCC GGC CGG CCC GGT CGG AGG TGT GCG GTG ATT CCG
GGG ATCCGT CGACC -3’

vrdYY-right

5"-GCCCGGTGG TGC TCT ACA -3

vrdY'Y-left

5"-AGG ATC AGC ACG GTC AGC -3’

M13 forward

5"-TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3

M13 reverse

5"-GAA ACAGCT ATGACCATG -3

HemAl (smés oligonukleotidl vytvofena na zdkladé aminokyselinové sekvence)
5"-GTSTGG TGY TCS/RGS AAC GAC TACCTC - 3”

HemAS3 (smés oligonukleotidl vytvotena na zaklad¢ aminokyselinové sekvence)

5"-GTA CAT SCC SAC SGC GTGSACCTCGCT -3’

vysvétlivky: S — C/G; Y — C/T; R— AIG

DNA velikostni standard:
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 10000 bp, Thermo Scientific (Obr. 15)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %
10000 300 6.0
/g(u_n) 00 60
/7 8o 100 140
7/ 4000 300 6.0
7 3500 300 B0
3000 70.0 14.0

= — 2500 250 50

= - 2000 250 50

2 — 1500 250 5.0

2 - 1000 60.0 120

§ N 750 250 50

o — 500 250 50

2

= — 250 250 50

L

2

&2

2

&

0.5 palane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min

Obr. 15: DNA velikostni standard pouzivany pro gelovou elektroforézu. Pievzato =z
http://www.thermoscientifichio.com/nucleic-acid-electrophoresis/generuler-1-kb-dna-ladder-ready-to-use-250-

t0-10000-bp/
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DNA proba ,,Gene Ruler

Probu poskytla: Mgr. Katefina Petfickovd, PhD. (Laboratof molekuldrni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Neradioaktivné znatena DNA proba pfipravena standardni metodou (viz kap. 4.2.2).
Templatova DNA pro znaceni je DNA velikostni standard.

4.1.6. Enzymy, protilatky a standard U-62162

RNAza A

zasobni roztok: 1 mg/ml (v dH,0)

zasobni roztok 10 min vatime pii 100 °C

skladovani: -20 °C

vysledna koncentrace pouzivana v roztocich: 20 pg/ml

DNA ligdza
T4 DNA ligase (5 U/ul), Thermo Scientific

AP-konjugat
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (150 U, 200 ul), Roche

Restrikéni endonukleazy

Thermo Scientific: EcoR I, Hind 111, Eco32 | (= EcoR V), Asc I, Mlu |, Not I, Bsp1407 | (=
BsrG 1), BamH I, Xho I, Sgs I (= Asc 1), Eco105 I (= SnaB 1), Bgl II, Ecl136 11, Sac |

Roche: Spe I, Xba I, Cla I, Nsi |

New England Biolabs: Msc I, Cla |

Aktivita: 10 U/ul

Standard antibiotika U-62162

Standard poskytl: Ing. Stanislav Pospisil, CSc. (Laboratoi molekularni biologie aktinomycet,
MBU AV CR, v.v.i)

Antibiotikum U-62162 bylo extrahované ze S. verdensis Dietz, sp. n. (UC-8157) (viz kap.
4.2.5). Nasledné bylo piecisténé: extrahované dichlormethanem, rozdélené na tenkovrstevné
chromatografii (silikagel, CH,Cl, : MeOH v poméru 100 : 5), rozdélené na gelové
chromatografii (Sephadex-LH-20, methanol), preparativni TLC (heptan : octan ethylnaty :
methanol 5 : 4 : 1) a nakonec detekovano pod UV svétlem.

Po piecisténi bylo ziskano 10 mg antibiotika U 62162, které bylo rozpusténo v 1 ml
chloroformu. Na biologicky test bylo pouzivano 0,5 pl tohoto standardu, na foceni TLC 5 pl.

4.1.7. Pufry a roztoky

Kysely fenol-chloroform

590 fenol
5ml chloroform
1mi dH,0
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5 mg 8-hydroxychinolin
skladujeme v tmavé lahvi pti 4 °C

Neutralni fenol-chloroform

Roztok kyselého fenol-chloroformu vytfepeme 10 minut s 1M Tris-HCI (pH 8,8) 0 objemu
polovi¢nim k objemu fenol-chloroformu. Nechame ustat, poté odstranime horni vodnou fazi.
Vytiepeme 10 minut s 0,1M Tris-HCI (pH 8,0) o polovicnim objemu. Nechame ustat a

odstranime téméf vSechnu horni vodnou fazi (zbyld mald vrstvicka této faze chrani roztok
fenol-chloroformu pied pfistupem vzduchu).
Skladujeme v tmavé lahvi pti 4 °C.

STET pufr

8% sachar6za (Sacharosa p.a., Lach-Ner)

5% triton X-100 (Roth)

50mM EDTA, pH 8,0 (Chelaton 3 dihydrat p.a., Lach-Ner)
50mM Tris-HCI, pH 8,0 (Trizma® base, Sigma)

roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

TE pufr
10mM Tris-HCI (Trizma® base, Sigma®), pH 8,0 upravené 35% HCl
ImM EDTA (Chelaton 3 dihydrat p.a., Lach-Ner), pH 8,0 upravené krystalky NaOH

roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

Roztok nukleotidu ANTP

2mM dATP
2mM dCTP
2mM dGTP
2mM dTTP

skladovéani v -20 °C

2X YT médium

1,6% trypton (Tryptone, OXOID)
1% kvasni¢ny extrakt (Yeast Extract, OXOID)
0,5% NaCl

roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

Roztok | pro izolaci kosmidové ccc DNA

50mM Tris-HCI, pH 8,0 (Trizma® base, Sigma)
10mM EDTA (Chelaton 3 dihydrat p.a., Lach-Ner)
roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

Roztok II pro izolaci kosmidové ccc DNA
200mM NaOH
1% SDS (Lauryl sulfate, Sigma®)
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roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

Roztok III pro izolaci kosmidové ccc DNA
3M K-acetat, pH 5,5
roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

TESLR

25mM Tris-HCI, pH 8,0

25mM EDTA, pH 8,0

0,3M sachardza (Sacharosa p.a., Lach-Ner)

roztok sterilujeme v autoklavu (121 °C, 30 min, 101,5 kPa)

tésné pred kazdym pouZzitim ptidame:

2 mg/mi lysozym

5 pl/ml zasobniho roztoku Rnazy A
NaOH/SDS

0,3M NaOH

2% SDS

Pufry pro restrikéni endonukleazy Thermo Scientific

10 % koncentrovany pufr O:
vysledna koncentrace: 50mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37°C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA,
100mM NacCl

10% koncentrovany pufr R:
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI1 (pH 8,5 pti 37°C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA,
100mM KCI

10 koncentrovany pufr Tango:
vysledna koncentrace: 33mM Tris-acetdt (pH 7,9 pii 37 °C), 10mM Mg-acetat, 66mM
K acetat, 0,1 mg/ml BSA

10% koncentrovany pufr BamH |
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI (pH 8,0 pii 37 °C), 5mM MgCl,, 100mM KClI, 0,02%
Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA

10% koncentrovany pufr ECOR |
vysledna koncentrace: S0mM Tris-HCI (pH 7,5 pii 37 °C), 10mM MgCl,, 100mM NacCl,
0,02% Triton X-100, 0,1 mg/ml BSA

10 % koncentrovany pufr Ecl136 |1, Sac |
vysledna koncentrace: 10mM Bis-Tris propan-HCI1 (pH 6,5 pii 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1
mg/ml BSA
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Pufry pro restrikéni endonukledzy Roche

10% koncentrovany pufr B:
vysledna koncentrace: 10mM Tris-HCI, 5mM MgCl,, 100mM NaCl, 1ImM 2-merkaptoethanol
vysledné pH 8,0 pti 37 °C

10x koncentrovany pufr H:
vysledna koncentrace: S0mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 100mM NaCl, 1ImM DTE
vysledné pH 7,5 pii 37 °C

Pufry pro restrik¢ni endonukledzy New England Biolabs

10 koncentrovany pufr 3

vysledna koncentrace: 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, ImM DTT, pH 7,9 pti
25°C

10x koncentrovany pufr 4
vysledna koncentrace: 50mM K-acetat, 20mM Tris-acetat, 10mM Mg-acetat, ImM DTT, pH
7,9 pii 25 °C

BSA (Bovine Serum Albumin)
BSA je skladované v roztoku 20mM KPO4, 50 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5% glycerol, pH
7,0 pfi 25 °C

10x koncentrovany T4 DNA ligaéni pufr (10x T4 DNA Ligase Buffer) (Thermo Scientific)
400mM Tris-HCI, 100mM MgCl,, 100mM DTT, SmM ATP (pH 7,8 pti 25 °C)

Komer¢ni sada pro ptipravu DNA neradioaktivné znac¢ené sondy
DIG-High Prime labeling mixture 5% conc. (Roche):

5% koncentrovana smés pro nadhodné primery:

1 U/ul Klenow polymeraza

znacici slozka

1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 0,65 MM dTTP

0,35 mM DIG-11-dUTP (nestabilni v alkalickém prostiedi)

5% stabilizovany reakéni pufr v 50% (v/v) glycerolu

Komeréni sada pro izolaci chromozomalni DNA ze Streptomyces: Wizard" Genomic DNA
Purification Kit (Promega)

Cell Lysis Solution

Nuclei Lysis Solution

Protein Precipitation Solution

RNase Solution - RNaza A 4 mg/ml (v DNA Rehydratation Solution)

DNA Rehydratation Solution — 10mM Tris-HCI (pH 7,4), ImM EDTA (pH 8,0)

vSechny roztoky skladujeme pti pokojové teplote
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Komeréni sada pro izolaci plazmidové DNA z E. coli: JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit
(Genomed)

G1 (Cell Suspension) - 50mM Tris/HC1 (pH 8,0), 10mM EDTA, 100 pg/ml RNasaA,
skladujeme ve 4 °C

G2 (Cell Lysis) - 200mM NaOH, 1% SDS (w/v)

G3 (Neutralization/Binding) — obsahuje octan a guanidin hydrochlorid

G4 (Wash) — obsahuje NaCl, EDTA, Tris-HCI, pied pouzitim ptidat 140 ml 100% ethanol

GX (Wash) — obsahuje octan, guanidin hydrochlorid, EDTA, pfed pouzitim pfidat 80 ml
100% ethanol

kromé G1 roztoky skladujeme pti pokojové teploté

NEW WASH promyvaci roztok
100mM NaCl

1mM EDTA

50% (V/v) ethanol

10mM Tris-HCI (pH 7,5)

Roztok Nal
1. Rozpustime 450 g Nal v 250 ml destilované vody (nasyceny roztok pii pokojové
teplot¢)
2. Pufrujeme 20mM Tris roztokem, pH 7,5
Prefiltrujeme a pfidame 1 g Na;SOs
4. Skladujeme v tmavé lahvi pii +4 °C

w

Glass milk (skelné mléko)
1. Rozpustime 400 g skelného prachu v 800 ml destilované vody
Michame 60 min, nechame 90 min stat

Supernatant sto¢ime (13300%g, 10 min pti pokojové teploté)

Sediment rozpustime v 200-300 ml destilované vody

Pfidame HNOj3 do 50% koncentrace, pfivedeme téméf k varu a zchladime
Sediment 4-6 krat promyjeme destilovanou vodou; neutralizujeme na pH 7,0
Uschovame jako 50% suspenzi v destilované vodeé pii +4 °C

No ko

50x koncentrovany TAE pufr (zadsobni roztok pro agardézovou elektroforézu)
2M Tris

1M kys. octova

50mM EDTA (pH 8,0)

6% koncentrovany nanaSeci vzorkovy pufr pro agardézovou elektroforézu

0,25% bromfenolova modt (w/v)
30% glycerol (w/v)
5x TAE pufr
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Depurifikacéni roztok pro ,.Southern blotting*:
0,25M HCI

Denaturaéni roztok pro ..Southern blotting*:
1,5M NaCl
0,5M NaOH

Neutraliza¢ni roztok pro ,.Southern blotting*:

1M Tris
2M NaCl
pH 7,5

20x SSC — transferovy pufr pro ,.Southern blotting**
3M NaCl

0,3M citronan sodny

pH 7,0

Hybridizaéni roztok

5x roztok SSC

0,5% blokovaci ¢inidlo (Blocking Reagent, Roche)
0,1% N-laurylsarcosin, sodn4 stl

0,02% SDS

rozpoustime asi 1 h pti 70 °C

Promvvaci pufr 1 pro hybridizaci
2% SSC
0,1% SDS

Promvvaci pufr 2 pro hybridizaci
0,1x SSC
0,1% SDS

Pufr 1 pro imunologickou detekci

100mM Tris

150mM NaCl

pH 7,5 (k uprave byla pouzita koncentrovana HCI)

Pufr 2 pro imunologickou detekci
0,5% blokacni ¢inidlo (Blocking Reagent, Roche)
rozpoustime asi 1 h pfi 70 °C v pufru 1 pro imunologickou detekci

Pufr 3 pro imunologickou detekci
100mM Tris
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100mM NaCl

50mM
pH 9,5

MgC|2

Barvici roztok pro imunologickou detekci

Do 10 ml barviciho roztoku pro imunologickou detekci pfidame:

45 ul

35ul

4.2.
4.2.1.

NBT-roztok (75 mg/ml nitroblue-tetrazoliova sil v  70%  (v/v)
dimethylformamidu, skladujeme v -20 °C)

X-fosfat (50 mg/ml 5 bromo 4 chloro 3 indolyl fosfat v dimethylformamidu,
skladujeme pfi -20 °C)

Metody

Metody izolace DNA

Izolace plasmidové DNA z E. coli pro ds-sekvenovani ,.boiling* lyzi

(SAMBROOK A RUSSELL 2001)

1.

N bk owd

10.

11.

12.

1,5 ml LB média s ptislusnymi antibiotiky zaockujeme jednou kolonii bakterie E. coli,
kultivujeme ptes noc pii 37 °C na tiepacce (220 rpm)

Na stolni centrifuze sto¢ime kulturu (14000 % g, 30 s pii pokojové teplote)
Supernatant odebereme a ve zbytku kapaliny rozpustime pelet

Ptidame 300 pl pufru STET s 200 pg rozpusténého lysozymu; diikladné promichame
Inkubujeme 10 minut v ledu

Zavtené mikrozkumavky inkubujeme 2 min pii 100 °C

Stoc¢ime (16000 X% g, 25 min pii 4 °C)

Odebereme vrchnich 200 pl do nové zkumavky a pfiddme k nim 200 pl isopropanolu;
srazime 30 min v -20 °C

Sto¢ime (16000 x g, 10 min pii 4 °C)

Supernatant promyjeme dvakrat 200 pl ethanolu (-20 °C), mezi promytimi sto¢ime
(16000 x g, 2 min pii 4 °C)

Petel nechdme vyschnout, poté ho rozpustime v 50 pl TE pufru s 1 pl zasobniho
roztoku RNazy A

Plasmidovou DNA skladujeme pii 4 °C

Izolace plazmidové DNA z E. coli pomoci sady JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit, Spin

Column Technigue, GENOMED

1.

o s W

5 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky zaockujeme jednou kolonii bakterie E. coli,
kultivujeme pti 37 °C pies noc na tiepacce (220 rpm)

Kulturu sto¢ime (6380 x g, 7 min pii pokojové teplot¢)

Odebereme ditkladné vSechen supernatant

Pelet rozpustime v 250 pl roztoku G1

Ptidame 250 pl roztoku G2 a promichdme ota¢enim mikrozkumavky, nepouZivame
vortex!

Inkubujeme 5 min pfi pokojové teploté
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10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

. Pfiddme 350 pl roztoku G3 a promichame otaCenim mikrozkumavky dokud

neziskdme homogenni suspenzi, nepouzivame vortex!

Smés sto¢ime (14000 x g, 10 min pii pokojové teplot¢)

Umistime JETQUICK staceci kolonku do 2ml pfijimaci zkumavky, supernatant z
piedchoziho kroku pielejeme do kolonky

Sto¢ime (14000 x g, 1 min pii pokojové teploté), proteklou tekutinu vylejeme
Dodatecny krok pri izolaci plazmidii z bakterii bohatych na nukledzy: do kolonky
ptidame 500 pl pufru GX a sto¢ime (14000 % g, 1 min pti pokojové teplote), proteklou
tekutinu vylejeme

Ptidame 500 pl pufru G4 a sto¢ime (14000 % g, 1 min pti pokojové teplote), proteklou
tekutinu vylejeme

Znovu stocime (14000 x g, 1 min pfi pokojové teplote)

Staceci kolonku umistime do mikrozkumavky a pfimo doprostfed matrix piidame
75 pl TE pufru (pro vyssi koncentraci DNA mizeme TE pufr pfedehiat na 65-70 °C a
po pfidani do kolonky nechat stdt 1 min; pfipadné mizeme piidat pouze 50 pl TE
pufru)

Sto¢ime (14000 x g, 2 min pii pokojové teplote)

Ziskany roztok DNA skladujeme pti 4 °C

Izolace kosmidové ccc DNA (John Inner Centre)

1.

10.

11.

12.

1,5 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky zao¢kujeme jednou kolonii bakterie E. coli,
kultivujeme pii 37 °C ptes noc na tiepacce (220 rpm)

Na stolni centrifuze stocime kulturu (14000 x g, 30 s pii pokojové teploté),
supernatant odebereme

Pelet rozpustime v 100 pl Roztoku I pro izolaci kosmidové ccc DNA

Okamzité piidame 200 pl Roztoku II pro izolaci kosmidové ccc DNA, promichame
obracenim mikrozkumavky 10x

Okamzité priddme 150 pl Roztoku III pro izolaci kosmidové ccc DNA, promichame
obracenim mikrozkumavky 5x

Sto¢ime (14000 x g, 5 min pii pokojové teploté)

Supernatant okamzité pielijeme do nové mikrozkumavky s 400 pl fenol-chloroformu,
michdme 2 min na vortexu

Stoc¢ime (14000 x g, 5 min pii pokojové teplote)

Horni fazi pfeneseme do nové mikrozkumavky s 600 pl 2-propanolu; mikrozkumavky
nechame stat v ledu 10 minut

Stoc¢ime (14000 x g, 5 min pii pokojové teplote), pelet promyjeme 200 pl 75%
ethanolu

Sto¢ime (14000 % g, 5 min pfi pokojové teploté), pelet nechdme vyschnout pii
pokojové teploté

Pelet rozpustime v 50 ul TE pufru, skladujeme v -20 °C
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Izolace plazmidové DNA ze streptomycet alkalickou lyzi a fenolovou precipitaci (KIESER

1984)
1.

SAE A

9.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

8 ml YEME nebo GYM média s pfislusSnymi antibiotiky zaockujeme
streptomycetovymi sporami, kultivujeme pii 28 °C 2 az 5 dni na tfepacce (220 rpm)
Kulturu sto¢ime (8100 x g, 5 min pfi pokojové teploté), supernatant dikladné slijeme
Pelet rozpustime v 500 ul TESLR a inkubujeme 30 min pii 37 °C

Ptidame 250 pul NaOH/SDS a promichame na vortexu, inkubujeme 15 min pii 70 °C
Mikrozkumavky nechame zchladnout pod 37 °C, ptfiddme 80 pl kyselého
fenol chloroformu

Diikladn€ promichdvame na vortexu dokud neni fenol-chloroform zcela rozptylen jako
bila emulze

Sto¢ime (14000 x g, 10 min pfi pokojové teplot¢)

Supernatant (asi 700 pl) pfeneseme do nové mikrozkumavky obsahujici 50 pl
nepufrovaného 3M Na-acetatu a piidame 450 ul isopropanolu, promichdme ota¢enim
mikrozkumavky

Stoc¢ime (14000 x g, 10 min pii pokojové teplot¢), odebereme vSechen supernatant
Pelet rozpustime v 70 pl TE pufru

Pridame 14 pl nepufrovaného 3M K-acetatu a 14 pl kyselého fenol-chloroformu,
rozptylime dikladnym promichédvanim na vortexu

Mikrozkumavku zchladime na ledu a sto¢ime (16000 x g, 5 min pii 4 °C)

Horni vodnou fazi (asi 77 pl) pteneseme do nové mikrozkumavky obsahujici 56 pl
nepufrovaného 3M K-acetatu a 630 ul TE pufru

Pfidame 460 pl isopropanolu a promichdme ota¢enim mikrozkumavky

Sto¢ime (14000 x g, 5 min pii pokojové teplot€), odstranime vSechen supernatant
Pelet promyjeme 1,2 ml 70% ethanolu (-20 °C), sto¢ime (14000 x g, 5 min pfi
pokojové teplot€) a odstranime supernatant

Pelet (DNA) rozpustime v 150 pl TE pufru, pfidame 150 pl 5M NHga-acetat,
promichame

Sto¢ime (14000 x g, 10 min pifi pokojové teplot€), supernatant pfeneseme do nové
mikrozkumavky

Piiddme 660 pl 100% ethanolu, promichame a stoc¢ime (14000 x g, 10 min pfi
pokojové teplot€), supernatant odstranime

Pelet promyjeme 1 ml 70% ethanolu, sto¢ime (14000 x g, 5 min pii pokojové teplote)

. Odstranime tekutinu, pelet nechame vyschnout pti pokojové teplote
22.

Pelet rozpustime v 50 pl TE pufru a skladujeme pii 4 °C

Izolace chromozomalni DNA ze streptomycet pomoci sady Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, Promega

1.

10 ml YEME nebo GYM média s piisluSnymi antibiotiky zaockujeme
streptomycetovymi sporami, kultivujeme pii 28 °C 2 az 5 dni na tfepacce (220 rpm)
1,5 ml narostlé bakteridlni kultury stoc¢ime (14000 x g, 2 min pii pokojové teplot¢),
supernatant dikladné odebereme

Pelet rozpustime v 480 ul 5S0mM EDTA

Ptidame 120 pl roztoku lyzozymu (5 mg/ml dH»0), pipetou promichame
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15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

Inkubujeme pii 37 °C dle bakteridlniho kmene 5 az 30 minut, tak aby byly bunky
tésné pred lyzi

Sto¢ime (14000 x g, 4 min pii pokojové teploté), supernatant dikladné odebereme
Ptidame 600 pl Nuclei lysis solution, pelet opatrné rozpustime

Inkubujeme 5 min v 80 °C, obc¢as jemn¢ promichame

Po zchladnuti pfidame 3 pul RNA solution, promichame oto¢enim mikrozkumavky 5x

. Inkubujeme 15 az 60 min v 37 °C
. Po zchladnuti pfiddme 200 pl Protein precipitation solution, alespoil 20 s dikladné

promichavame na vortexu

. Inkubujeme 5 min v ledu
. Sto¢ime (14000 X g, 3 min pii pokojové teploté)
. Odebereme supernatant obsahujici DNA do ¢isté mikrozkumavky, ptidame 600 pl

isopropanolu (99%)

Mikrozkumavkou ota¢ime dokud neuvidime bilé klubicko srazené¢ DNA

Stoc¢ime (14000 x g, 2 min pii pokojové teplote)

Pelet promyjeme 600 pl 75% ethanolu (-20 °C)

Sto¢ime (14000 x g, 2 min pii pokojové teplote)

Pelet nechame vyschnout

Ptidame 100 pl DNA rehydration solution, inkubujeme 1 hod v 65 °C, jednou za 15
min jemné promichame

DNA skladujeme ve 2-8 °C

Izolace celkové DNA z buné&k E. coli pro koloniovou PCR

1.

w

4.2.2.

Cerstvé narostlou vétsi kolonii E. coli setfeme a resuspendujeme paratkem v 50 pl
dH,0

Suspenzi inkubujeme 5 min pii 100 °C

Stoc¢ime (14000 % g, 1 min pfi pokojové teplote)

Pro reakci PCR pouZijeme 1 — 2 pl supernatantu

Metody dalSi prace s DNA

Fenol-chloroformova extrakce DNA

1.

o s w

K roztoku DNA pfidame neutralni fenol-chloroform v objemu 0,5- az 2-nasobek
objemu roztoku

Promichavdme na vortexu 20 s

Stoc¢ime (16000 % g, 10 min pii 4 °C)

Odebereme vodnou fazi obsahujici DNA a pieneseme do Cisté mikrozkumavky

DNA ptesrazime metodou SraZzeni DNA ethanolem

Srazeni DNA ethanolem

1.

K roztoku DNA ptridame Na-acetat (3M, pH 6,5) v objemu rovném desetiné objemu
roztoku DNA

Dale ptidame 100% ethanol (-20 °C) v objemu rovném 2,5 ndsobku objemu roztoku
DNA
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Srazime minimalné 1 h v -80 °C nebo pies noc v -20 °C

Sto¢ime (16000 x g, 15 min pii 4 °C)

Supernatant odstranime, k peletu pridame 300 pl 75% ethanolu (-20 °C)
Stoc¢ime (16000 % g, 15 min pii 4 °C)

Ethanol vylijeme, pelet nechame vyschnout

Pelet DNA rozpustime v TE pufru nebo dH,O

O N ko

Meéfeni koncentrace DNA
e Roztok DNA nafedime vodou stonasobné

e Mc¢fime absorbanci pfi 260 nm (absorbéni maximum DNA) na spektrofotometru
(Ultrospec IIE spectrophotometer, LKB Biochrom) v pfilozenych kyvetach Q
(Ultrospec Cells, Q, LKB Biochrom)

e Jako blank pouzijeme 100x nafedény roztok, ve kterém je dana DNA rozpusténa

e Koncentraci DNA vypocitame na zdklad€ vztahu: kdyZ Azsp = 1 pak ¢ = 0,05 pg/ul

e Pro zjiSténi Cistoty DNA (pfesnéji kontaminaci proteiny) méfime také absorbanci pfi
280 nm (absorb¢ni maximum proteinti)

e Cistotu DNA ur¢ime na zaklad® vztahu Ago/Azso, pro c¢istou DNA plati, ze podil se
pohybuje mezi 1,8 — 2,0

Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami
Stépeni DNA bylo provadéno restrikénimi endonukledzami a pufry s nimi doddvanymi.
Restrikéni smes méla vétSinou celkovy objem 10 pl a byla tohoto slozeni:

1l roztoku DNA (0,1 — 3 ug DNA)
1l pufru

0,5 pl restrikéni endonukledzy

8 ul dH,0

Doba $tépeni byla 1,5 hodiny pti 37 °C.
Pro Stépeni dvéma restrikénimi endonukleazami soucasné byl zvolen pufr, jehoz sloZeni se
nejvice blizilo slozeni idealnich pufrit obou enzymii.

Ligace DNA (SAMBROOK A RUSSELL 2001)
DNA po fenol-chloroformové extrakci a piesrazeni ethanolem vysusime a k peletu ptidame:

10 pl 10x koncentrovaného T4 DNA liga¢niho pufru (Thermo Scientific)
1l T4 DNA ligazy (Thermo Scientific)
90 ul dH,0

Inkubujeme ptes noc pii 14 °C.
Ligazu inaktivujeme inkubaci 10 min pfi 65 °C.

DNA agar6zova elektroforéza v horizontalnim uspotadani (SAMBROOK A RUSSELL 2001)
o Agardzovy gel: 0,7% - 1% agaroza (SeaKem®™ LE Agarose, Lonza) v 1x TAE pufru

e Elektroforeticky pufr: 1x TAE (pfipraveny ze zasobniho 50% koncentrovaného TAE
roztoku)
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Nanéaseni pufr: 6x koncentrovany nandSeci vzorkovy pufr pro agarézovou
elektroforézu ve vysledné koncentraci 1x

Velikostni standard: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 1000 bp
(Thermo Scientific)

Napéti: 5—6 V/cm

Po probé¢hnuti elektroforézy gel barvime 20 min v roztoku ethidium bromidu (vysledna
koncentrace 1 pg/ml). Poté z gelu roztok omyjeme vodou.

DNA zviditelnime nasvicenim pod UV svétlem (absorbéni maximum ethidium bromidu je
300 nm) na transiluminatoru a vyfotime.

Glass Milk izolace DNA z agarézového gelu (VOGELSTEIN a GILLESPIE 1979)

1. Vyfizneme prouzky gelu s izolovanym fragmentem (nebarvené EtBr), zvazime

2. Pridame 2-3 ml Nal roztoku na 1 g gelu

3. Inkubujeme pii 53 °C dokud se agardza nerozpusti (max. 5 min), ob¢as promichdme

4. Ptidame 1 pl skelného mléka na 1 pg DNA (minimaln¢€ vSak 5 pl), dobfe promichdme

5. Inkubujeme 5-10 min v ledu, ob¢as promichame

6. Odstfedime ve stolni mikrocentrifuze (14000xg, 15 s pii pokojové teplote)

7. Sediment promyjeme 2-3 krat NEW WASH roztokem (-20 °C), mezi promytimi
sediment v roztoku rozptylime

8. Po poslednim promyti jesté jednou kratce odstfedime a odebereme zbytek kapaliny

9. Sediment rozpustime v 50 pl TE a luhujeme DNA 5-10 min pii 53 °C

10. Sto¢ime (14000xg, 1 min pifi pokojové teplot¢) a odebereme supernatant s
vyluhovanou DNA

11. DNA extrahujeme fenol-chloroformem a piesrazime ethanolem

PCR reakce:

PCR pro ovéfeni integrace pSV all do genomu S. coelicolor a S. lividans:

Slozeni PCR smési pro overeni genu VrdXC18:

0,5 ul
0,5 ul
5,0 ul
3,0 ul
5,0 ul
0,5 ul
34,5 ul
0,5 ul

oligonukleotidu ,,vrdY'Y left*
oligonukleotidu ,,vrdYY right*

dNTP (zasobni roztok 2 mM)

MgCl; (zasobni roztok 25 mM, Top-Bio)
10x pufr Taq bez Mg2+ (Top-Bio)
templatové DNA

dH,0

Taq DNA polymerazy (500 U, Top-Bio)

polymeraza byla pfidana béhem prvniho cyklu pii 55 °C

Slozeni PCR smési pro overeni genu VrdC14:

0,5 ul
0,5 ul
5,0l
3,0 ul

oligonukleotidu ,,CLF left*
oligonukleotidu ,,CLF right*

dNTP (zasobni roztok 2 mM)

MgCl; (zasobni roztok 25 mM, Top-Bio)
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5,0 ul 10x pufr Taq bez Mg** (Top-Bio)

0,5 ul templatové DNA

2,0 ul DMSO 100%

32,5 ul dH,0

0,5 ul Taq DNA polymerazy (500 U, Top-Bio)

polymeraza byla ptidana béhem prvniho cyklu pii 55 °C

Pritbéh cykli PCR pro vrdXC18 a vrdC14:

1. Denaturace: 99 °C 10 min

2. 30 cyklu:
Denaturace 94 °C 90s
Nasedani oligonukleotidii 55 °C 60 s
Prodluzovani 72 °C 40s

3. Dosyntetizovani fetézct 72 °C 5 min

Po dobéhnuti cykli byla teplota nastavena na 4 °C.
Na gelovou elektroforézu bylo nanaseno 7 pl PCR smési po ptidani barvicky.

Koloniovéd PCR

Slozeni PCR smési pro overeni viozeni pAS9A1 do E. coli — gen asuD2:
12,5 ul Fast Start Mix (Fast Start PCR Master, Roche)

2,5ul 10x konc. primer hemA1

2,5 ul 10x konc. primer hemA3

1-2pul templatova DNA

6,5 ul dH,0

Priibéh reakce PCR pro asuD2 v DNA z E. coli:

1. Denaturace: 95 °C 10 min

2. 10 cyklu:
Denaturace 95°C 30s
Nasedani oligonukleotid 60 °C 30s
Prodluzovani 72 °C 45s

3. 25 cyklu:
Denaturace 95°C 30s
Nasedani oligonukleotidi 55 °C 30s
Prodluzovani 72 °C 45s

4. Dosyntetizovani fetézci 72 °C 7 min

Po dobehnuti cykli byla teplota nastavena na 4 °C.

Slozeni PCR smeési pro overeni vlozeni pAS9A41 do chromozomu streptomycet — gen asuD2:

12,5 ul Fast Start Mix (Fast Start PCR Master, Roche)
2,5 ul 10x konc. primer hemA1

2,5ul 10x konc. primer hemA3

7,5 ul dH,0

54



Misto templatové DNA bylo do smési paratkem naneseno mikroskopické mnozstvi bunék
setienych ze streptomycetové kolonie narostlé na misce.

Pribeh reakce PCR pro asuD2 v DNA ze streptomycet:

1. Denaturace: 95°C 10 min

2. 15 cykla:
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani oligonukleotidit 60 °C 30s
Prodluzovani 72 °C 45s

3. 20 cyklu:
Denaturace 95°C 30s
Nasedani oligonukleotidii 55 °C 30s
Prodluzovani 72 °C 50s

4. Dosyntetizovani fetézct 72 °C 7 min

Po dobéhnuti cykli byla teplota nastavena na 4 °C.

Sekvenovani DNA

Sekvenace DNA byla provadéna externé ve Stiedisku sekvenovani DNA, MBU AV CR, v.v.i.
Pro sekvenaci je pouzivan automaticky geneticky analyzator ABI PRISM 3130xI, Applied
Biosystems. Pouzité oligonukleotidy pro sekvenaéni reakce: M13 forward a M13 reverse (viz
kap. 4.1.5)

Pienos DNA fragmenti z agarézového gelu na membranu — Southern blotting (SAMBROOK
a RUSSELL 2001)
1. Ptipravime nylonovou membranu (IMMOBILON — NY+, Millipore) o velikosti asi
2 mm v¢tsi do vSech stran nez je velikost gelu, s membranou pracujeme v rukavicich
2. Membranu kratce namoc¢ime do vody a poté do 20x SSC
3. Sestavime vakuovy pfistroj (XL Vacuum Blotting systém, VacuGene) dle manualu na

vodorovné plose
4. Na desku pfistroje poloZime pfipravenou membranu, na ni igelitovou masku s otvorem
asi 0 2 mm mens$im do vSech stran nez je velikost gelu
Na otvor polozime gel tak, aby jamky 1 okraje gelu lezely na masce
Pfistroj zapneme, na vakuové pumpé nastavime tlak 50 cm H,O sloupce
Cely gel ptevrstvime depurina¢nim roztokem a nechame piesavat 10 — 15 min
Depurina¢ni roztok z gelu dikladn€é odsajeme a gel prevrstvime denatura¢nim
roztokem, pfesavame 10 — 15 min
9. Denaturacni roztok z gelu dikladné odsajeme a gel pfevrstvime neutralizacnim

N oo

roztokem, pfesavame 10 — 15 min

10. Neutraliza¢ni roztok z gelu dikladné odsajeme a gel prevrstvime transferovym
roztokem (20x SSC), pfesavame 50 min, roztok pribézné dopliiujeme

11. Transferovy roztok odsajeme, odstranime gel, masku a membranu a vypneme pfistroj

12. Membranu nechame uschnout, poté k ni zafixujeme DNA ozafenim 3 min UV svétlem
na transluminatoru

13. Membranu miizeme na suchém misté uchovavat né€kolik dni
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Pfiprava neradioaktivné zna¢ené DNA proby

1.

© N kDN

DNA extrahovanou fenol-chloroformem a pfesrazenou ethanolem rozpustime v 16 ul
dH,0

DNA denaturujeme 10 min pii 95 °C

Okamzité mikrozkumavku pfeneseme do ledu politého ethanolem

Ptfidame 4 ul DIG-High Prime, promichame

Nechame znacit pies noc pii 37 °C

Druhy den ptfidame 1,6 pl 0,25M EDTA a inkubujeme 10 min pfi 65 °C

Ptidame 2,5 pl 4M LiCl a 75 pl 100% ethanolu (-20 °C)

Srazime DNA v -80 °C 30 min az nékolik dni

DNA sto¢ime (16000 x g, 15 min pfi 4 °C), kapalinu slijeme, ptidame 300 ul 75%
ethanolu, stoc¢ime (16000 % g, 15 min pii 4 °C)

. Pelet DNA vysuSime a poté rozpustime v 50 ul dH,0
11.

Tésné¢ pted pouzitim probu denaturujeme inkubaci 10 min pfi 95 °C a okamzité
pfidavame do ptedehiatého hybridiza¢niho roztoku na znaceni

Hybridizace fragmentii DNA na nylonové membrané s neradioaktivné zna¢enou DNA probou

a jeji vizualizace

DNA na membrané byla hybridizovana s DNA probou znacenou digoxigeninem. Navazana

proba byla nasledné detekovéana anti-DIG protilatkou s konjugovanou alkalickou fosfatazou
(AP-konjugat). Alkalicka fosfataza byla poté zviditelnéna reakci s X-fosfatem v NBT-roztoku
za vzniku barevného produktu.

10.

11.

. Z membrany odstfihneme kraje s velikostnim DNA standardem, ktery znac¢ime zv1ast

probou ,,Gene ruler* (viz kap)

. Membrany vloZime do hybridizaénich trubic a pfiddme 20 ml hybridizacniho roztoku

na 100 cm? (dale budou viechny objemy vztaZeny na tuto velikost membrany)
Inkubujeme za pomalého otaceni 1 hod pii 68 °C v hybridiza¢ni picce (HPOI & HPOI
MiniOven, Apollo)

Roztok slijeme, pfidame 2,5 ml nového hybridiza¢niho roztoku a ptredehfejeme na
68 °C

Ptidame pravé zdenaturovanou DNA prébu a nechdme hybridizovat za pomalého
otaceni pies noc pii 68 °C v hybridizac¢ni picce

DNA prébu slijeme a mizeme uschovat v -80 °C pro dalsi pouziti

Membrany dvakrat promyjeme minimalné 50 ml promyvaciho roztoku 1, 5 min pfi
pokojové teploté

Membrany dvakrat promyjeme minimalné 50 ml pfedehiatého (68 °C) promyvaciho
roztoku 2, 15 min pfi 68 °C

Membréany asi 1 min promyjeme pufrem 1 pro imunologickou detekci pii pokojové
teploté

Pufr 1 slijeme, rizné membrany vloZime do stejné nadoby a ptiddme 100 ml pufru 2,
inkubujeme 30 min na tiepacce (Multifunction 3D rotator PS-M3D, Grant-Bio)

Pufr 2 slijeme a membrany asi 1 min promyjeme pufrem 1

56



12.

13.

14.
15.

16.
17.

4.2.3.

Pufr 1 slijeme, ptiddme 20 ml pufru 1 se 4 pl konjugované protilatky (AP-konjugat)
(vysledna koncentrace 150 mU/ml), inkubujeme 30 min na tfepacce

Roztok slijeme, nenavazanou protilatku odstranime promyvanim v pufru 1, dvakrat
15 min na tfepacce

Membranu 2 min promyvame ve 20 ml pufru 3 na tiepacce

Pufr 3 slijeme, na membrany naneseme 10 ml barviciho roztoku, inkubujeme ve tmé
bez hnuti 30 min az 24 hod, podle kvality DNA a proby

Reakci zastavime inkubaci v 50 ml TE pufru 5 min

Membrany nechame uschnout a poté je oskenujeme, skladujeme je na suchém a
temném misté

Metody transformace bunék plazmidovou DNA

Optickd denzita bunécnych kultur byla méfena na spektrofotometru (Ultrospec IIE
spectrophotometer, LKB Biochrom) v pfilozenych kyvetach G (Ultrospec Cells, G, LKB

Biochrom) pti 600 nm. Jako blank bylo pouzito ¢ist¢ médium, ve kterém byla kultivovana

dana bunéc¢na kultura.

Piiprava kompetentnich bunék E. coli BW?25113/plJ790 pro transformaci teplotnim $okem

1.

ok~ wbd

N o

2 ml LB média s prislusnymi antibiotiky zaockujeme jednou kolonii bakterie E. coli
BW25113/plJ790, kultivujeme pti 30 °C pfes noc na ttepacce (220 rpm)

150 pl narostlé kultury zaockujeme do 15 ml LB nebo SOB média s antibiotiky
Kultivujeme ve 30 °C na tfepacce (220 rpm) do dosazeni ODggo ~ 0,4

Sto¢ime (6380 x g, 5 min pii 4 °C)

Sediment rozpustime v 7,5 ml (poloviné ptivodniho objemu) ledového 0,1M MgCly,
nechdme v ledu stat 30 min

Sto¢ime (6380 x g, 5 min pti 4 °C)

Sediment rozpustime v 1,5 ml ledového 0,1M CaCl,, nechame v ledu stdit minimalné
30 min, ale mize byt az 24 hod (¢im déle, tip vétsi kompetence bunck je dosazeno)

Transformace bunék E. coli BW25113/p1J790 teplotnim $okem

1.

w

Ke 100 pl kompetentnich bun€k pfiddme 5 pl roztoku DNA, promichame a nechdme
stat na ledu 30 min

Inkubujeme 2 min ve 42 °C, poté hned premistime do ledu na 45 s az 1,5 min

Ptidame 1 ml SOC média, inkubujeme 1 hod ve 30 °C za tiepani

Celou kulturu vyneseme na LB agar s pfislusSnymi antibiotiky a nechame rust ve 30 °C
do dalsiho dne

Piiprava bunék E. coli SURE kompetentnich pro elektroporaci

(SAMBROOK A RUSSELL 2001)

1.

1,5 ml LB média s tetracyklinem zaockujeme E. coli SURE, kultivujeme pii 37 °C
pfes noc na ttepacce (220 rpm)

500 pl narostlé kultury zaockujeme do 500 ml ¢istého LB média

Kultivujeme ve 37 °C za tiepani (220 rpm) do ODgy ~ 0,7
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4. Kulturu sto¢ime ve sterilnich vychlazenych centrifuga¢nich zkumavkach (3073 x g,
15 min pii 4 °C) a sediment rozpustime v 500 ml (v ptivodnim objemu kultury) ledové
dH,0, totéz opakujeme jesté jednou

5. Sto¢ime (3073 x g, 15 min pii 4 °C), supernatant ditkladné odebereme

6. Buiky rozpustime v 1 ml ledového 10% glycerolu, rozdélime do mikrozkumavek po
50 ul

7. Skladujeme pfti -80 °C

Ptiprava bunék E. coli ET12567/pUZ8002 kompetentnich pro elektroporaci
1. 1,5 ml LB média s glukdézou s kanamycinem (25 pg/ml) a chloramfenikolem (25
pg/ml) zaoCkujeme E. coli ET12567/pUZ8002, kultivujeme pii 37 °C pfes noc na
ttepacce (220 rpm)

2. 100 pl narostlé kultury zaockujeme do 10 ml LB média s gluk6zou s antibiotiky (viz
vyse)

3. Kultivujeme ve 37 °C za tfepani (220 rpm) do ODggo ~ 0,7

4. Kulturu sto¢ime (6380 % g, 5 min pii 4 °C) a sediment rozpustime v 10 ml
(v piivodnim objemu kultury) ledové dH-0, totéz opakujeme jesté jednou

5. Sto¢ime (6380 x g, 5 min pti 4 °C), supernatant vylijeme, v jeho zbytku (cca 100 pl)
rozmichame sediment

6. Bunky drzime na ledu a okamzité pouzivame pro elektroporaci

Elektroporace (SAMBROOK A RUSSELL 2001)
1. K 50 pl kompetentnich bun€k pifidame ledovy roztok DNA (pfiblizné 0,1 ng/ul
bunc¢k), promichame a nechame stat na ledu 10 az 30 min
2. Smes premistime do vychlazené elektroporacni kyvety a v elektroporatoru provedeme
transformaci
3. Thned pfidame 1 ml SOC média a kultivujeme 1 hod pii 37 °C
4. Bunky vysijeme na misku LB agar s pfisluSnymi antibiotiky
5. Vysledkem je pfiblizné 1% 10® transformanti/ png DNA
Nastaveni elektroporatoru:
napéti: 2,0 kV
délka pulsu: 99 ps
pocet pulsi: 10
Sitka mezery v kyveté: 1 mm
intenzita pole: 20 kV/cm

4.2.4. REDIRECT?® technologie (PCR-targeting systém in Streptomyces coelicolor, John
Innes Centre)

Cilem této metody je delece pozadovaného genu (dale YFG — your favorite gene) v
chromozomu streptomycet. Zakladem je disrupéni kazeta, ktera je soucasti plazmidu plJ778,
obsahujici gen pro rezistenci ke spectinomycinu a oriT, oboje obklopené FRT misty (Obr.
16). Tato kazeta je poté po stranach prodlouzena pomoci dlouhych PCR primert o sekvence
komplementarni ke krajim YFG. Kosmid, obsahujici YFG a jeho okoli je vpraven do E. coli
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BW25113/plJ790, ve kterych velmi dobie dochazi k rekombinacim s linedrnim fragmentem.
Diky tomu se PCR produkt disrupéni kazety, ktery je do téchto bun¢k nasledné vpraven, vlozi
na misto YFG na kosmidu. Kosmid je poté transformovan do bun¢k E. coli
ET12567/pUZ8002, které¢ ho konjugaci pienesou do streptomycet. Zde dojde homologni
rekombinaci k vyméné YFG na chromozomu za disrup¢ni kazetu.

Pro dokonceni delece je kosmid s disrup¢ni kazetou na mist¢ YFG transformovan do
bunék E. coli DH5a/BT340, kde dojde k expresi FLP rekombindzy a k vyStépeni kazety mezi
FRT misty, misto kazety zbyde pouze ,,jizva“. Tento kosmid s jizvou je poté transformovan
do protoplastii streptomycet obsahujicich disrupéni kazetu na mist¢ YFG. Homologni
rekombinaci dojde k nahrazeni disrup¢ni kazety za jizvu, ¢imz je delece dokoncena.

Metody jsou uvedeny pozménéné, podle toho, jak je provadime v nasi laboratofi.

Paac

aadA 1 oriT 1424 bp

1dd

plJ778

Obr. 16: Disrupéni kazeta z plJ778 ziskana po $té€peni tohoto plazmidu RE EcoR | Hind Il1. aadA koduje gen pro
rezistenci ke spectinomycinu a streptomycinu, FRT — FLP rozeznavana mista, oriT — pocatek pfenosu z RK2,
Paac — pocatek transkripce genu aadA. Prevzato z protokolu REDIRECT® technologie (John Innes Centre).

v o wew

Protokol 1: Precisténi PCR templatu (rezistentni (-0riT) kazety)
1. 5 ml LB média s antibiotikem spectinomycin (50 pg/ml) zaockujeme E. coli
DHS50a/p1J778, kultivujeme pii 37 °C pies noc na tiepacce (220 rpm)
2. 1zolujeme plazmid plJ778 pomoci sady JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit
3. Nastépime vyizolovanou DNA (1,5 hod pti 37 °C)

40 pl plazmidové DNA (pfiblizné 10 pg)

10 l pufru B (Roche)

50 pl dH,0O

3ul restrikéni endonukleazy EcoR | (Roche)
3ul restrikéni endonukleazy Hind I11 (Roche)

4. Restrikéni smés rozdélime na elektroforéze (20 x 20 % 0,25 cm, 100 ml 1% TAE (1x%)
agarozovy gel, 5 V/cm, 2 — 3 hod, 1x TAE pufr)

5. Z gelu vytizneme misto s fragmentem DNA o velikosti 1425 bp a vyizolujeme DNA
metodou Glass milk, skladujeme v -20 °C

Protokol 2: Navrzeni dlouhyvch PCR primeru

Pro kazdou genovou disrupci jsou nutné dva dlouhé PCR oligonukleotidy (primery)
(58 nt a 59 nt). Kazdy z nich ma na 5" konci 39 nt dlouhou sekvenci komplementarnich k
sekvenci genu, ktery chceme vydeletovat (v nasem piipadé vrdDS a vrdER). V piipadé
»~forward® primeru je tato sekvence z kodujiciho vlakna naSeho genu zajmu, u ,reverse*
primeru je z nekddujiciho vldkna. Na 3" konci je sekvence komplementarni k pravému nebo
levému konci disrup¢ni kazety (Obr. 17) (4.1.5).
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39 nt z kédujiciho vldkna konéicich 39 nt z nekoddujiciho vlakna
ATG nebo GTG start kodonem koncicich stop kodonem

L NNNN . ATG . 5 TGA ... NNNN
NNNN ... TAC s i 0 CiliEiE ACT ... NNNN J

* 20 a 19 nt sekvence jsou identické ve viech kazetach
+20nt: 5 ATTCCG GGG ATC CGT CGACC 3

/ -19nt: 5 TGT AGG CTG GAG CTG CTTC 3'

v

ACT

Disrupéni kazeta

Obr. 17: Navrzeni PCR primert pro deleci genu v étecim ramei. FRT — FLP rozeznavané misto; Spec” — gen pro
rezistenci ke spectinomycinu; oriT — pocatek prenosu; nt — nukleotidy. Pievzato z protokolu REDIRECT®
technologie (John Innes Centre).

Protokol 3: PCR namnozeni prodlouzené disrupéni kazety
Reakcni podminky pro PCR:

0,5 ul »forward* oligonukleotid (100 pmol/ul)
0,5 ul »reverse® oligonukleotid (100 pmol/ul)
0,5 ul templatové DNA (100 ng/ul)

Sul 10x Taq pufr kompletni (Top-Bio)

4 ul roztok nukleotidd ANTP (50 uM kazdého)
2,5l DMSO 100%

1 ul DNA Taq polymerazy (5 U/ul) (Top-Bio)
36 ul dH,0

Cykly PCR reakce:

1. Denaturace: 94 °C 2 min
2. 10 cyklu:
Denaturace 94 °C 45s
Nasedani oligonukleotidit 50 °C 45s
Prodluzovani 72 °C 90s
3. 15 cyklu:
Denaturace 94 °C 45s
Nasedani oligonukleotidi 55 °C 45s
Prodluzovani 72 °C 90s
4. Dosyntetizovani fetézcti 72 °C 5 min

Po dobéhnuti cykli byla teplota nastavena na 4 °C.

5 pl PCR produktu je pouzito pro analyzu gelovou elektroforézou. Oc¢ekavana velikost
fragmentt je 1503 bp (o 78 bp vétsi, nez velikost disrupcni kazety). Zbyvajici PCR produkt je
rozdelen na elektroforéze (10 x 6 x 0,25 cm, 30 ml 1% TAE (1x) agarézovy gel, 5 V/cm,
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1x TAE pufr) a vyizolovan z gelu metodou ,,Glass milk®. Poté je DNA extrahovana fenol-

chloroformem a piesrazena ethanolem.

Protokol 4: Zavedeni kosmidu do E. coli BW25113/p1J790 teplotnim Sokem

Plazmid plJ790 obsahuje gen pro rezistenci k chloramfenikolu a teplotné senzitivni pocatek
replikace (pro replikaci vyzaduje 30 °C).

1.

2 ml LB média s antibiotikem chloramfenikol (25 ug/ml) zaofkujeme E. coli
BW25113/plJ790, kultivujeme pii 30 °C ptes noc na tfepacce (220 rpm)

Pokracujeme podle nadvodu piipravy bunék kompetentnich pro transformaci teplotnim
Sokem (od bodu 2)

Buniky transformujeme metodou teplotniho Soku kosmidem

Celou kulturu vysijeme na misku LB agar s antibiotiky chloramfenikol (25 pg/ml) a
ampicilin (100 pg/ml)

Nechame rist pies noc ve 30 °C

Uspésné vlozeni kosmidu jesté ovéime restrikénim $tépenim kosmidu vyizolovaného
z pozitivnich kolonii

Protokol 5: Cileni PCR produktu do kosmidu

1.

2 ml LB média s antibiotiky carbenicilin (100 pg/ml), kanamycin (50 pg/ml) a
chloramfenikol (25 pg/ml) zaockujeme E. coli BW25113/plJ790 s vlozenym
kosmidem, kultivujeme pti 30 °C pies noc na tiepacce (220 rpm)

Do 20 ml SOB média s antibiotiky (viz vyse) pfiddme 200 pl 1M L-arabinosy a 200 pl
narostlé kultury (tak aby vznikla 1% Kkultura)

Pokracujeme podle nadvodu ptipravy bun¢k kompetentnich pro transformaci teplotnim
Sokem (od bodu 3 — viz kap. 4.2.3)

Buiiky transformujeme metodou teplotniho Soku celym mnozstvim vyizolovaného
PCR produktu

Celou kulturu vysejeme na misku LB agar s antibiotiky carbenicilin (100 pg/ml),
kanamycin (50 pg/ml), chloramfenikol (25 pg/ml) a spectinomycin (50 pg/ml)
Nechéame rust pfes noc ve 30 °C

Druhy den jsou na misce narostlé kolonie riznych velikosti. Malé kolonie jsou faleSné
pozitivni. V tomto stddiu se v jedné bufice nachazi spole¢né¢ mutantni i nemutantni
kosmid, protoze do builky se pravdépodobné dostalo mén¢ fragmentii PCR nez je zde
kopii kosmidu. I jen jeden mutantni kosmid na butiku staci pro rezistenci k antibiotiku.
Vétsinou plati pravidlo, ze ¢im vétsi je velikost kolonie, tim vice mutantnich kosmida
je zde ptitomnych.

Zaockujeme nejvétsi z narostlych kolonii, izolujeme kosmid metodou Izolace
kosmidové ccc DNA a ovéfime spravnou rekombinaci PCR fragmentu restrikénim
Stépenim (pro restrikci pouzijeme 4 pl roztoku DNA)

Protokol 6: Pfenos mutantniho kosmidu do streptomycet

1.

Piipravime kompetentni buiiky E. coli ET12567/pUZ8002 pro elektroporaci dle
ptislusného navodu (viz kap. 4.2.3)
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

. Kompetentni  buiiky elektroporaci transformujeme mutantnim  kosmidem

vyizolovanym z BW25113/plJ790, vSechny buiiky vysejeme na misku LB agar s
antibiotiky spectinomycin (50 pg/ml) a carbenicilin (100 pg/ml)

Nechame rist ptes noc ve 37 °C

10 ml LB média s glukdzou se spectinomycinem (50 pg/ml), chloramfenikolem (25
pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml) zaockujeme jednou kolonii narostlych bakterii,
kultivujeme pii 37 °C ptes noc na tiepacce (220 rpm)

100 pl narostlé kultury zaoCkujeme do 10 ml nového LB média s glukézou s
antibiotiky (jako vyse)

Kultivujeme ve 37 °C za tiepani (220 rpm) do ODgy ~ 0,4

Kulturu stoc¢ime (8100 x g, 5 min pii 20 °C) a sediment rozpustime v 10 ml
(v pivodnim objemu kultury) cist¢ého LB média s glukézou abychom odstranili
antibiotika, totéZ opakujeme jesté jednou

Stoc¢ime (8100 % g, 5 min pii 4 °C), supernatant vylijeme, sediment rozmichdme asi v
1 ml LB s gluk6zou

Béhem ptipravy bunék E. coli pfipravime streptomycetové spory. Na misku s
vysporulovanymi streptomycetami nalijeme asi 2 ml roztoku 2x YT a jemnym
prejizdénim klickou po povrchu uvolnime do tekutiny spéry (pro kazdou konjugaci je
potieba asi 10 spor)

Tésné pied dokoncenim piipravy bun¢k E. coli provedeme teplotni Sok spor (50 °C,
10 min), nechame vychladnout na stole

Smichame 500 pl suspenze bunék E. coli a 500 pl roztoku spor

Sto¢ime (14000 x g, 90 s pii pokojové teploté), vylijeme vétSinu supernatantu, ve
zbytku rozmichame pelet

Celou smés vysejeme na misku MS agar a nechame rtst 16 - 20 hod pti 28 °C

Po dané dobé prelijeme misku 1 ml dH,O s roztokem nalidixové kyseliny (vysledné
mnozstvi 0,5 mg) a spectinomycinem (vysl. mnozstvi 1,25 mg), nechame rast 3 az 4
dny pfti 28 °C

Jednotlivé narostlé kolonie streptomycet pfeockujeme do sektori na misky MS agar s
kyselinou nalidixovou (25 pg/ml) a spectinomycinem (50 pg/ml) a zaroven stejné
kolonie na misky MS agar s kyselinou nalidixovou (25 pg/ml), spectinomycinem (50
pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml), nechame rast 3 az 4 dny pfi 28 °C

Hleddme kolonie kanamycin senzitivni a zaroven spectinomycin rezistentni, nebot’ to
znaci, ze doslo k vlozeni disrupcni kazety na specifické misto pomoci tzv. ,,double
cross-over* a nedoslo k integraci celého kosmidu do chromozomu

Jednotlivé kolonie kan®, spec® pieotkujeme opdt na misky MS agar se
spectinomycinem a s/bez kanamycinu, nechame rist 3 az 4 dny pti 28 °C

Narostlé kolonie zaockujeme do tekutého média YEME se sachar6zou nebo GYM se
spectinomycinem (50 pg/ml), nechdme rist asi 5 dni pfi 28 °C, poté izolujeme
chromozomalni DNA (viz kap. 4.2.1)

Spravnost vloZeni disrupéni kazety ovéfime restrikénim Stépenim, gelovou
elektroforézou, tzv. Southern blotting a naslednou hybridizaci se znacenymi DNA
prébami
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Protokol 7: FLP - zprostiedkované vytiznuti disrupéni kazety

Disrupéni kazeta je lemovana FRT misty, rozezndvanymi FLP rekombindzami.
Exprese FLP rekombinaz v E. coli odstrani centralni ¢ast disrupéni kazety (obsahujici mimo
jiné spectinomycinovou rezistenci) a ponecha na misté ,,jizvu“ v podobé¢ 81 bp bez stop
kodonu.

Burniky E. coli DH5a obsahuji teplotné senzitivni plazmid pBT340 (replikuje se pii 30
°C) kodujici FLP rekombinazu a rezistenci k ampicilinu a chloramfenikolu. Pi 42 °C dochazi
k syntéze FLP rekombinazy a zarovei ztrat¢ plazmidu.

1. 2 ml LB média s chloramfenikolem (25 pg/ml) zaockujeme E. coli DH5a/BT340,
kultivujeme pti 30 °C pies noc na tiepacce (220 rpm)

2. Do 10 ml LB média s glukézou s antibiotikem (viz vyse) ptidame 100 pl narostlé
kultury

3. Kultivujeme ve 30 °C za tfepani (220 rpm) do ODggo ~ 0,6

4. Kulturu stoc¢ime (8100 x g, 5 min pti 4 °C) a sediment rozpustime v 10 ml ledové 10%
glycerolu

5. Sto¢ime (8100 x g, 5 min pii 4 °C) a sediment rozpustime v 5 ml ledové 10%
glycerolu

6. Stocime (8100 x g, 5 min pii 4 °C), supernatant vylijeme, v jeho zbytku (cca 100 pl)
rozmichame sediment

7. Smichame 50 pl suspenze bunék s 2 ul mutantniho kosmidu (cca 100 ng)
(vyizolovany z BW25113/plJ790 z protokolu 5), pokracujeme dle navodu na
elektroporaci

8. 100 pl roztoku transformovanych bun€k vysejeme na LB agar se spectinomycinem (50
pg/ml) a chloramfenikolem (25 pg/ml)

9. Nechame rist 2 dny ve 30 °C

10. Jednu z narostlych kolonii rozetfeme na jednotlivé kolonie na novou misku s LB
agarem bez antibiotik, nechdme rist pres noc ve 42 °C.

11. Na LB agarovou misku se spectinomycinem (50 pg/ml) a na misku s kanamycinem

(50 pg/ml) identicky preockujeme pomoci sterilnich paratem 30 kolonii narostlych ve

42 °C.

12. Nechame riist pies noc ve 37 °C

13. Klony rezistentni ke kanamycinu ale senzitivni se spectinomycinu znaci UspéSné
vyStépeni rezistentni kazety. Spravnost ovéfime jeSt¢ restrikénim  Stépenim
vyizolovaného kosmidu

Nasledujici postup (ktery jiz nebylo v této praci nutné provést) ma za cil vyménit disrupcni
kazetu vlozenou ve streptomycetach za ,,jizvu“ vzniklou vystépenim této kazety. K tomu
dojde homologni rekombinaci mezi chromozomem s vlozenou kazetou a kosmidem s
vystépenou kazetou pfipravenou v protokolu €. 7. Tento kosmid je do streptomycet vpraven
transformaci protoplasti, které jsou poté selektovany na rezistenci ke kanamycinu, coZ znaci
integraci kosmidu do genomu jednoduchym ,,cross-over*. Nasleduje pfeockovani na medium
bez kanamycinu, coz umoznuje dal§imi homolognimi rekombinacemi vyménu kazety za
,,Jizvu‘‘ provazenou ztratou rezistence ke kanamycinu 1 spectinomycinu.
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4.2.5. Analytické a separacni metody

Extrakce sekundarnich metabolitd ze Streptomycet

Touto metodou ziskame extrakt obsahujici sekundarni metabolity, mezi které patii také
manumycinova antibiotika. Mimo nich se zde nachazi ale mnoho jinych slozek, zvlasté
bunécné lipidy.

Extrakt se snazime mit dle moznosti co nejvice v chladu a tmé.

80 ml YEME média se sachar6zou s piisluSnymi antibiotiky zaoCkujeme sporami a
kultivujeme pfi 28 °C 2 dny na tfepacce (220 rpm)

8 ml narostlé kultury zao¢kujeme do 80 ml YEME média nebo média pro S. verdensis
s ptislusnymi antibiotiky, kultivujeme pii 28 °C 24 hod na tiepacce (220 rpm)

Kulturu sto¢ime (3080 x g, 15 min pfi pokojové teploté)

Supernatant slijeme do sklenéné kadinky, dale pracujeme zvlast’ se supernatantem a
zvlast’ s buiitkami

Supernatant

V supernatantu rozpustime NaCl tak, aby vznikl nasyceny (asi SM) roztok

K roztoku ptidime 1/3 objemu ethylacetatu, tfepeme v délici nalevce 30 min na
recipro¢ni tiepacce (3006, GFL), rychlost 250 rpm, v chladové mistnosti, ve tmé

Smés stoc¢ime (3080 x g, 15 min pii pokojové teplote)

Horni ethylacetatovou fazi pfeneseme do odpatovaci bainky, zazatkujeme a ulozime do
-20 °C dokud nebudeme hotovi s praci s buikami

Sedimentované buriky

Vi.
Vil.

K buiikkdm ptfidame aceton v objemu poloviny celkového objemu kultury (v tomto
ptipadé tedy 40 ml)

Suspenzi tfepeme v délici nalevee 30 min na recipro¢ni tiepacce (3006, GFL), rychlost
250 rpm, v chladové mistnosti, ve tmé

Smés sto¢ime (3080 x g, 15 min pii pokojové teploté)

Supernatant pielijeme do odpafovaci bariky a odpafujeme na rotacni vakuové odparce
(LABOROTA 4003 — control, Heidolph Instruments) pfi teploté vodni lazné 37 °C a
podtlaku 150mbar

Poté, co v bafice zbyva pouze malé mnozstvi vodné faze (nelze odpafit), odpatrovani
ukonc¢ime, ke zbytku kapaliny pfiddme 2-3 objemy ethylacetatu a tfepeme v délici
nalevce 30 min na reciprocni tfepacce (3006, GFL), rychlost 250 rpm, v chladové
mistnosti, ve tm¢é

Smés stoc¢ime (3080 x g, 15 min pii pokojové teplot¢)

Horni ethylacetatovou fazi pfidime do odpatfovaci banky obsahujici ethylacetatovou
fazi z extrakce ze supernatantu

Ethylacetatovou fazi odpafujeme do sucha na rota¢ni vakuové odparce (LABOROTA

4003 — control, Heidolph Instruments) pii teplot¢ vodni lazn¢ 37 °C a podtlaku
150mbar
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6. Do suché baiiky nalijeme 1,5 ml chloroformu, dikladné oplachneme stény a ptelijeme
do malé odparné banky

7. Odpatujeme (jako vysSe) dokud v barnice nezlstane asi 150 pl roztoku, ten pieneseme
do vialky z tmavého skla, skladujeme v -20 °C

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Metoda TLC (Thin Layer Chromatography) byla pouzita pro potvrzeni pfitomnosti U-62162,
nebot’ toto antibiotikum absorbuje UV svétlo o délce 254 nm.
e Mobilni faze: benzen : aceton v poméru 3 : 2
e Stacionarni faze: TLC hlinikové folie 20 x 20 cm (TLC Silica gel 60 Fs4, Merck)
e TLC folie jsou opatfeny anorganickymi fluorescencnimi indikatory (Fass), které
umoznuji UV detekci bezbarvych substratd. Indikatory fluoreskuji pfi 254 nm.
Vzorky, které absorbuji UV pii 254 nm jsou detekovany diky zhaseni fluorescence.

1. Ptipravime si TLC f6lii (pracujeme s ni v ochrannych rukvicich) o takové Siice, aby
jednotlivé vzorky mohly byt nanaSeny minimalné€ 1,5 cm od bo¢niho okraje a 1,5 cm
od sousedniho vzorku. Vzorky nanaSime na startovni linii, ktera je 1,5 cm od spodniho
okraje.

2. Pomoci  mikrostiikacky =~ Hamilton  nandSime  po  kapickdch  vzorek
(acetylat/chloroformovy extrakt) na folii, tak aby wvznikld skvrna méla primér
maximalné 3 mm.

3. Po zaschnuti skvrn vlozime TLC f6lii do vyvijeci kolony, kam jsme na dno, asi do
vysky 1 cm, nalili mobilni fazi. Kolonu ptfiklopime sklenénym poklopem.

4. Nechame vyvijet, dokud mobilni faze nedosédhne asi 1 cm pod horni okraj TLC folie.
Poté folii vyjmeme a nechame uschnout na ¢istém filtracnim papiru.

5. TLC f6lii ozéiime UV svétlem (254 nm) a vyfotime.

Biologicky test pfitomnosti antimikrobidlnich latek
Biologicky test byl pouZit pro zjisténi pfitomnosti biologicky aktivnich latek v
acetylat/chloroformovém extraktu. Konkrétn¢ se jedna o latky s antibakterialnimi u¢inky vaci

gram-pozitivnim bakteriim (pouzivany testovaci mikroorganizmus — Bacillus subtilis).

1. Do ¢tvercové misky nalijeme vrstvu vyzivného agaru, nechame ztuhnout. Prelijeme
30 ml vyzivného agaru se zamichanymi 300 pl suspenze endospor B. subtilis.
Nechame ztuhnout.

2. Pravé vyvinutou a uschlou TLC desku pfiloZzime na agar, vymackame vzniklé bubliny
a nechame 10 min difundovat latky z desky do agaru. Poté desku sejmeme a misky
nechame pies noc ve 37 °C.

3. Pokud v nasem vzorku byly pfitomny antibakteridlni latky, vidime dal§i den na misce
inhibi¢ni zony rastu B. subtilis v mistech, kde z TLC folie tyto latky difundovaly do
agaru.

65



Ultra-vysokotcinna kapalinova chromatografie s detekci diodivého pole a hmotnostni detekci
(UHPLC-DAD-ToF-MS)

Extrakty ze streptomycetovych kultur byly analyzovany pomoci UHPLC (Ultra High-
Performance Liquid Chromatography). Analyzator Acquity UPLC System (Waters) je tvofen
Acquity UPLC vysokotlakym Cerpadlem, Acquity UPLC dévkovacem vzorkii, Acquity UPLC
kolonovym termostatem, Acquity UPLC DAD detektorem diodového pole (DAD) a
hmotnostnim detektorem LCT Premier XE (Waters) s elektrosprejem (ESI — Electrospray
Ionization) a ortogonalné uspofadanym analyzatorem doby letu (ToF — Time of Flight,
Waters MS). Ziskand data byla zpracovana pomoci programu MassLynx, verze 4.1
(Waters) (http://www.waters.com/waters/en_US/MassLynx-MS-
software/nav.htm?locale=en_US&cid=513662)

UHPLC slouzi k separaci jednotlivych slozek vzorku. Ty jsou poté analyzovany
pomoci hmotnostni spektrometrie, kterd déli fragmenty latek na zakladé¢ poméru hmotnost ku
naboji. Pomoci programu MassLynx'" je poté k ziskanym hodnotdm navrzeno elementarni

sloZeni analyzovanych latek.

Hodnoty antibiotika U-62162:
Relativni molekulova hmotnost: 419,51
Sumarni vzorec: Co3H33NOg

tr: 9,5 min
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5. Vysledky

5.1. Sekvenace genového shluku kédujiciho syntézu U-62162

V nasi laboratofi byla vytvoiena genomova knihovna producenta antibiotika U-62162
S. verdensis Dietz, sp. n. (UC-8157) (dale jen S. verdensis). Tato knihovna byla uloZena do
kosmidovych vektort,, mezi kterymi byly pomoci hybridizace s genem pro AHBA syntazu
uréeny kosmidy nesouci ¢asti genového shluku pro biosyntézu U-62162. U nich byly
vytvofeny restrikéni mapy, podle kterych byly identifikovany nejvhodnéjsi kosmidy
pokryvajici velké ¢asti predpokladaného genového shluku. Jsou to kosmidy pSV1, pSV5 a
pSV8 (Obr. 18).

U kosmidu pSV1 byla uréena kompletni sekvence. Chyb¢jici krajni tsek byl
sekvenovan v kosmidu pSVS. Ziskané sekvence byly porovnany se znamymi sekvencemi v
databazich a na tomto zdkladé byly pfedpovézené oteviené Cteci ramce jednotlivych gent. Ty
byly dale porovnany s pfedpokladanymi geny kédovanymi genovym shlukem pro biosyntézu
asukamycinu u S. nodosus subsp. asukaensis.

(13
2 4 DSR2 C1 XC19 XC18  XC21  XR7 A3 (12 (6 XC22 XC24 XR8 XR9
ORFT 3 H1 XC16 R1 XC17XC20 (3 (4 M1 E3 (2 ETE2 A1 A2 ERCIT (14 (9 XC23 XC25 X1X2X3 ORF5

4 PPH‘-”‘ﬂﬂ 449 BB ) _'--1*. BB ED44Ed P4
0 l 10 I 20 30 39 kbp
pSV1
pSV3
pSVe

Obr. 18: Oteviené ¢teci ramce genového shluku pro biosyntézu U-62162 s vyznaCenymi geny piedpovézenymi
na zaklad¢ sekvencnich homologii. Pfimky pod osou znaci Casti genového shluku obsazené v kosmidech
pouzivanych v této praci.

5.1.1. Sekvenovani kosmidu pSV8

Z kosmidu pSV8 byl odstranén fragment mezi Cla I misty, ktery se shodoval s jiz
osekvenovanou ¢asti pSV1. Takto vznikl plazmid pSV8dC, ktery jsem obdrZela. Plazmid byl
nastépen restrikéni endonukleazou (RE) BamH | (viz kap. 4.2.2), restrikéni smés byla
nanesena na gelovou elektroforézu (viz kap. 4.2.2). Z gelu byly vyizolovany vzniklé
fragmenty o velikostech pfiblizné 900 bp a 1200 bp metodou ,,glass milk* izolace (viz kap.
4.2.2). Plazmid pBluescript SK™ byl nastépen RE BamH I a nasledné inkubovan s alkalickou
fosfatazou (viz kap. 4.2.2). Poté byl pfidan k fragmentim z pSV8dC, smés byla extrahovana
fenol chloroformem a pfesraZzena ethanolem (viz kap. 4.2.2). Nasledné¢ byly fragmenty do
plazmidu ligovany (viz kap. 4.2.2). Liga¢ni smési byly transformovany elektroporaci do
kompetentnich bunék E. coli SURE (viz kap. 4.2.3) a vysety na misky LB agaru obsahujiciho
XGAL, IPTG a ampicilin. Pomoci modro-bilé selekce byly vybrany kolonie obsahujici
plazmidy s vlozenymi fragmenty. Z téchto kolonii byly izolovany plazmidy metodou
,boiling® lyze (viz kap. 4.2.1) a jejich spravnost byla ovéfena restrikénim Stépenim BamH | a
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naslednou gelovou elektroforézou. Spravné klony byly znovu izolovany komeréni sadou
JETQUICK (viz kap. 4.2.1) a ptedany do Stiediska sekvenovani DNA, kde byly sekvenovany
(viz kap. 4.2.2).

5.1.2. ldentifikace ORF v genovém shluku U-62162

Ve spolupraci s Ing. Petfickem byl sekvenovan cely genovy shluk U-62162. Ziskané
sekvence byly slozeny pomoci programu LaserGene” — SeqMan Pro™ a nasledns porovnany
se znamymi sekvencemi v databazi Blastx (ALTSCHUL a kol. 1997). (Hledano podle
genetického kodu bakterii a archae, databaze — non-redundant protein sequences, organismus
Streptomyces). Na tomto zdkladé byly predpovézeny oteviené Cteci ramce (ORF — open
reading frame). Jejich umisténi v genovém shluku je naznaceno na Obr. 18 véetné geni z
bezprostiedniho okoli. V Tabulka 1 jsou vypsané ptedpokladané proteinové produkty
identifikovanych ORF genového shluku a jejich navrhovana funkce, uvedeny jsou také
ptipadné homologni proteiny ze shluku pro biosyntézu asukamycin.

Geny bezprosttedné sousedici se shlukem pro biosyntézu U-62162 jsou nazvany
ORF1 — ORFS5. Podle sekven¢nich podobnosti koduje ORF1 integrazu a ORF2, ORF3, ORF4
a ORFS5 koduji transpozazy.

5.2. Prenos a heterologni exprese genového shluku pro biosyntézu
U-62162 v geneticky upravenych kmenech

Kviili snadnéj$i manipulaci, ovéfenym metodickym postupiim a nizs8i produkei jinych
sekundarnich metabolitti jsme se rozhodli ptenést genovy shluk pro biosyntézu U-62162 do
geneticky modifikovanych streptomycetovych producentt.

ProtoZze nebylo jisté, zda kosmid pSV5 obsahuje tento shluk cely, byl vytvofen
rekombinantni kosmid vlozenim 2,55 kpb tseku z levého konce kosmidu pSV1 do pSVS5,
¢imz vznikl kosmid pSV5_all. Ten byl nasledné pienesen do Streptomyces lividans K4-114 a
S. coelicolor M512. Z kment byla extrahovana produkovana antibiotika, ktera byla
analyzovana metodami TLC s naslednym biologickym testem a UHPLC-DAD-ToF-MS.
Vysledky ukézaly, Ze kmeny neprodukuji antibiotikum U-62162, nicméné byly pfitomné
metabolity strukturou odpovidajici U-62162 bez horniho fetézce.

Z divodu neuspésné heterologni exprese bylo nutné dale pracovat s plvodnim
ptirodnim producentem antibiotika — S. verdensis.
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Tabulka 1: Proteiny genového shluku pro biosyntézu U-62162 a jejich pfedpokladané funkce. Homologni geny
Vv genovém shluku pro biosyntézu asukamycinu jsou uvedeny v poslednim sloupci.

Protein Pz\:ft Piredpokladana funkce Horzallzix asu
VrdAl 366  3,4-AHBA syntaza AsuAl
VrdA2 476  Adenylaza 3,4-AHBA karboxylové skupiny ASuA?2
VrdA3 258  Kondenzace ASA a DHA/DHAP AsuA3
VrdC1 288 Fosfopanteteinyl transferaza AsuCl
VrdC2 298  Arylamin N-acyltransferaza AsuC2
VrdC3 347  Ketoacyl syntaza II1 AsuC3
VrdC4 349  Ketoacyl syntaza III AsuC4
VrdC6 142 Thioesteraza AsuC6
VrdC9 294  Acyl dehydratdza AsuC9
VrdC11 90 KSI/II asociovany ACP AsuCl11
VrdC12 84 3,4-AHBA ACP AsuC12
VrdC13 392  Ketoacyl syntaza I/I1 AsuC13
VrdC14 245  CLF (chain-lenght factor) AsuC14

VrdXC16 391  Acetyl-CoA acetyltransferaza

VrdXC17 254  3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenaza

VrdXC18 220  3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenaza

VrdXC19 266 Enoyl-CoA hydrataza/isomeraza

VrdXC20 278  Enoyl-CoA hydrataza/isomeraza

VrdXC21 323  Alkohol dehydrogenéaza

VrdXC22 359  Dehydrogenaza vétvenych ketokyselin

VrdXC23 324  Dehydrogenaza vétvenych a-ketokyselin

VrdXC24 456  E2 podjednotka dehydrogenazy vétvenych a-ketokyselin

VrdXC25 243  Methylmalonyl-CoA mutaza
VrdER 420  Enoylreduktaza
VrdEl 422  Monooxygenaza AsuEl
VrdE2 214 Flavin reduktaza ASuE?2
VrdE3 402  Epoxidaza AsuE3
VrdM1 433  PfenasSec latek z buiky do okoli AsuM1
VrdR1 223 Regulace transkripce AsuR1
VrdR2 206 Regulace transkripce AsuR2
VrdXR7 219  Regulace transkripce

VrdXR8 199  Regulace transkripce

VrdXR9 169 Regulace transkripce
VrdDS 330  DSBA oxidoreduktaza
VrdX1 253  Ziejmé hydrolaza HAD rodiny
VrdX2 382  Ziejmé oxidoreduktaza
VrdX3 334  Ziejmé protein biosyntézy A-faktoru
VrdH1 63 Hypoteticky konzervovany protein streptomycet
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5.2.1. Priprava kosmidu obsahujiciho cely genovy shluk U-62162

Plazmidy pSL-TRA-INT-cos, pSV_BEV a pSV5 (viz kap. 4.1.2), vytvofené v nasi
laboratofi, byly metodou elektroporace pieneseny do kompetentnich bun¢k E. coli SURE a
selektovany na ampicilin. Poté z nich byly komer¢ni sadou JETQUICK izolované namnozené
vektory. Jejich spravnost byla ovéfena restrikénim Stépenim — v piipadé pSL-TRA-INT-cos
smési RE Spe | Xba I; pSV_BEV smési RE EcoR | Hind III; pSVS5 restriktazou Cla I.

pSL-TRA-INT-cos byl nastépen kombinaci restriktaz Spe | Xba I. Smés byla nanesena
na gelovou elektroforézu, z gelu byl nasledné metodou ,,Glass milk* vyizolovan fragment o
velikosti asi 4,8 kpb. pSV_BEV byl nastépen Xbal a nasledné¢ inkubovan s alkalickou
fosfatazou. Fragment z pSL-TRA-INT-cos byl pfidan k nastépenému pSV_BEV, DNA byla
extrahovana fenol-chloroformem a piesrazena ethanolem. Nésledn¢ byla provedena ligace
fragmentu do vektoru, ¢imz vznikl plazmid pSV_TRA INT (Obr. 19). Ten byl piesrazen
ethanolem a metodou elektroporace vpraven do kompetentnich bunék E. coli SURE.
Transformované bunky byly selektovany na apramycin. Plazmid pSV_TRA-INT byl z
transformovanych buncék vyizolovan komer¢éni sadou JETQUICK a jeho spravnost byla
ovétena restrikénim §tépenim smési RE Hind 111 Xba I a nasledné gelovou elektroforézou.

pSVS5 byl metodou teplotniho Soku transformovan do piipravenych kompetentnich
bunék E. coli BW25113/plJ790 (viz kap. 4.2.3). Transformované buiky byly selektovany na
chloramfenikol a ampicilin. Usp&$né vloZeni bylo ovéfeno izolaci pSV5 metodou izolace
kosmidové ccc DNA (viz kap. 4.2.1), stépenim Clal a smési Clal Xbal a naslednou
elektroforézou.

pSV_TRA INT byl nastépen kombinaci RE Nsil Xbal. Smés byla nanesena na
elektroforézu a nasledné byl z gelu izolovan fragment velikosti pfiblizné 10 kbp. Ten byl
extrahovan fenol-chloroformem a pfesrazet ethanolem. Nasledné byl metodou teplotniho Soku
vpraven do pfipravenych kompetentnich bunék BW25113/plJ790/pSVS5, které byly poté
selektovany na chloramfenikol, apramycin, kanamycin a carbenicilin. Uspé&$nd integrace
fragmentu do pSV5 homologni rekombinaci pfes oS sekvenci a rameno homologni k ¢asti
pSVS5 byla ovéiena izolaci kosmidu a restrik¢énim $tépenim smési ECOR V Cla I nasledované
gelovou elektroforézou. Vznikly kosmid byl pojmenovan pSV5_all.
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Xbal

pSV_BEV
pPSL-TRA-INT-cos

8038 bp
8081 bp

Stépeni Xba I $té&peni Spe I Xba I

pSV_TRA-INT

12.842 kb

Obr. 19: Priprava plazmidu pSV_TRA-INT. Fragment vznikly S$tépenim plazmidu pSL-TRA-INT-cos
restriktazami Spe | Xba I byl vlozen do plazmidu pSV_BEV nastépeného Xba I.

5.2.2. Pienos kosmidu pSV5 all do S. lividans K4-114 a S. coelicolor M512

Izolovany kosmid pSV5 all byl pifenesen elektroporaci do pfipravenych
kompetentnich bunék E. coli ET12567/pUZ8002. Transformované buriky byly selektovany na
apramycin a carbenicilin. Kosmid byl pro kontrolu z bun€k izolovany a nastépen kombinaci
RE Cla | EcoR V.
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Plazmid pSV5_all byl metodou konjugace (viz kap. 4.2.4 protokol 6 s rozdilem, ze
misto spectinomycinu byl pouzit apramycin) pienesen z E. coli ET12567/pUZ8002/pSV5_all
do kmenu Streptomyces lividans K4-114 a S. coelicolor M512. Ke konjugaci doslo na
miskach MS agaru, které byly pfiblizné po 20 hodinach pftelité roztoky nalidixové kyseliny a
apramycinu. Po nékolika preockovanich na nové misky byly ze selektovanych kment
izolované chromozomalni DNA metodou Wizard® Genomic DNA Purification Kit (viz kap.
4.2.1), u kterych byly nasledné zméteny koncentrace (viz kap. 4.2.2).

Ovéteni, zda opravdu doslo ke konjugativnimu pienosu celého kosmidu do
streptomycet a k integraci do genomu, bylo provedeno pomoci PCR (viz kap. 4.2.2). Byly
pouzity dvé dvojice primerd. Jeden rozeznavajici okoli genu vrdXC18 nachazejiciho se v levé
poloving¢ vkladaného shluku (primery vrdYY-left a vrdYY-right), druhy rozeznavajici gen
vrdC14 v pravé poloving shluku (primery CLF-left a CLF-right) (viz kap. 4.1.5 a 4.2.2). Casti
PCR smési byly poté naneseny na gelovou elektroforézu. Po vyfoceni zde byly jasné viditelné
pruhy o piedpokladané velikosti - 530 bp pro gen vrdXC18 a 580 bp pro gen vrdC14 — coz
dokazuje Gsp&$ny pienos celého shluku.

5.2.3. Extrakce a analyza antibiotik produkovanych heterolognimi hostiteli

Z vytvorenych kmenua S. lividans K4-114/pSV5 all a S. coelicolor M512/pSV5_all
byla extrahovana po 72 hodinach fermentace produkovana antibiotika (viz kap. 4.2.5).
Extrahované latky byly analyzovany metodou chromatografie na tenké vrstvé (TLC) (viz kap.
4.2.5). Na desku bylo naneseno 7 ul a 0,7 pl extraktu a 2 pl koncentrovaného standartu
(ptecistény extrakt U-62162 — viz kap. 4.1.6). Cela série byla nanesena dvakrat. Jedna byla
vyfocena pod UV svétlem a vyhodnocena podle pohyblivosti v porovnani se standardem,
druha byla pouzita pro biologicky test pfitomnosti antimikrobialnich latek (viz kap. 4.2.5).
Pro velké mnozstvi latek vyextrahovanych spolecné s piredpokladanymi antibiotiky nebylo z
TLC mozné spolehlivé urcit, zda k produkci poZzadované latky dochazi. Biologicky test vySel
negativné i pfi naneseni velkého mnozstvi extraktu. Jelikoz v pivodni publikaci o U-62162
(SLECHTA a kol. 1982) je u popisu extrakce zaznamenano, ze k nejvySsi produkci
antibiotika dochazi jiz po 24 hodinach fermentance, 1 pfestoZe narostld biomasa je mald, byla
provedena extrakce antibiotik z obou kment také po 24 h a 48 h fermentace. Ani v téchto
pfipadech vSak nebyl pii biologickém testu zaznamenan Z4dny antimikrobidlni ucinek
extrahovanych latek.

Pro ptesnéjsi urceni produkovanych latek byly extrakty (z obou kmenti, po 24, 48 a 72
hodinach fermentace) postoupeny k analyze pomoci UHPLC-DAD-ToF-MS (viz kap. 4.2.5).
Touto metodou bylo zjisténo, ze dané kmeny neprodukuji antibiotikum U-62162. Nicméné
byly nalezeny metabolity tomuto antibiotiku blizké. Jejich relativni molekulovd hmotnost,
navrzeny sumarni vzorec, TOF (doba letu) a plocha piku je zaznamenana v Tabulka 2.
Nameétfenym hodnotdm byly pfisouzeny struktury blizké U-62162. Sumdarnimu vzorci
C11H1sNO3 odpovida struktura U-62162 bez ptipojen¢ho horniho fetézce a oxygenace mC;N.
Podobné, s acetylem navazanym na misté¢ horniho fetézce, zfejmé vypada Ci3Hi17NO4. Pro
C11H140s5 byla navrzena pon¢kud neobvykla struktura, nebot’ postrada NH, skupinu na mC;N
a je naopak oxygenovana, k cemuz za normalnich okolnosti dochazi az na konci biosyntézy
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celé molekuly. Kviili jeji malé velikosti v§ak nebylo mozné takto navrzenou strukturu dokéazat
pomoci nasledné fragmentace (Obr. 20).

Tabulka 2: Relativni molekulova hmotnost, sumarni vzorec, doba letu (ToF) a plocha pikii nalezenych latek ve
vzorcich ze S. lividans K4-114/pSV5_all a S. coelicolor M512/pSV5_all po délce fermentace 24, 48 a 72 h.

Rel. molekulova hmotnost 226,23 209,24 251,28
Sumarni vzorec C11H1405 C11H 15N03 C13H17N 04
ToF tr=2,5min [tg=2,9min| tr = 2,9 min
24 h 0 28 446
M512 | 48 h 40 19 365
Plocha piku 72h 65 23 396
[bit/min] 24 h 17 57 910
K4-114 | 48 h 53 17 337
72 h 9 0 4
OH OH 0
H
N NH,,
\’.( )
o}
OH
HOOC HOOG HOOC
C13H]7NO4 C11H]5NO3 C11H1405
M=251,28 M =20924 M =1226,23

Obr. 20: Navrhované struktury metabolitd izolovanych z kment S. lividans K4-114/pSV5_all a S. coelicolor
M512/pSV5_all.

5.3. Delece geni VrdER a vrdDS v genovém shluku U-62162 ve S. verdensis

Pro ovéfeni navrhované enoylreduktazové aktivity produktu genu VrdER v biosyntéze
spodniho fetézce U-62162 byl vytvofen mutantni kmen S. verdensis s deleci tohoto genu.

Na kraji genového shluku pro biosyntézu U-62162 se nachazi gen vrdDS
s predpokladanou funkci DSBA oxidoreduktazy. Abychom zjistili, zda tento enzym hraje roli
pfi biosyntéze U-62162 nebo zda jiz patii do jiné metabolické drahy, byl vytvofen mutantni
kmen S. verdensis s deleci tohoto genu.

Disrupcni kazety ze stran obklopené sekvencemi komplementdrnimi k okoli genu
vrdER, respektive vrdDS, byly pomoci homologni rekombinace vlozeny na mista téchto gend
v kosmidu pSV5. Ten byl nasledné konjugaci vpraven do S. verdensis, kde se disrup¢ni
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kazety homologni rekombinaci vlozily misto gent vrdER a vrdDS do genomu. Pomoci
ziskané rezistence ke spectinomycinu byly selektovany mutantni kmeny S. verdensis AvrdER
a S. verdensis AvrdDS a byla analyzovana produkovana antibiotika. Kmen AvrdER
syntetizuje krom¢é puvodniho antibiotika také derivat U-62162 liSici se piitomnosti
konjugovanych dvojnych vazeb ve spodnim fetézci. Antibiotikum produkované kmenem
AvrdDS se nijak neli$i od antibiotika syntetizovaného divokym kmenem.

5.3.1. Delece vrdDS a vrdER v pSV5 a pSV1 a jejich prenos do S. verdensis

Delece gent vrdER a vrdDS byla provedena podle protokolu REDIRECT® technologie
(viz kap. 4.2.4).

Z kultury E. coli DH5a/plJ778 byl metodou ,boiling* lyze vyizolovan plazmid
plJ778, z kterého byla ziskana disrupcni kazeta obsahujici spectinomycinovou rezistenci a
oriT, obklopené FRT misty (Obr. 16) (viz protokol 1). Dale byly navrzeny dlouhé PCR
primery (viz protokol 2). Pro gen vrdER to byly oligonukleotidy vrdER-R a vrdER-F, pro gen
vrdDS primery vrdDS-R a vrdDS-F (viz kap. 4.1.5). Tyto primery spole¢né s disrup¢ni
kazetou, ktera slouzila v obou ptipadech jako templatova DNA, byly pouzity pro reakce PCR
(viz protokol 3). Vzniklé PCR produkty byly nazvany ER a DS.

Protoze se gen vrdDS nachazi na kraji sekvence vlozené v kosmidu pSV5 (Obr. 18),
coz by mohlo snizit frekvenci homologni rekombinace tohoto mista ve streptomycetach, bylo
nutné v tomto piipadé pracovat s pSV1. Ten byl metodou teplotniho Soku transformovan do
E. coli BW25113/plJ790, selekce probéhla na chloramfenikol a ampicilin (viz protokol 4).
Pro kontrolu byl z transformovanych bunc¢k vyizolovan, naStépen Asc | a nanesen na
elektroforézu.

Piecistény PCR produkt ER byl transformovan do bunék E. coli
BW25113/plJ790/pSV5, produkt DS byl transformovan do bunék E. coli
BW25113/plJ790/pSV1 (viz protokol 5). Selekce v obou piipadech prob&hla na carbenicilin,
kanamycin, chloramfenikol a spectinomycin. Kosmidy s rekombinovanymi PCR produkty
byly izolovany a pro kontrolu nastépeny. pSV1+DS byl s$tépen Mlul a Not I, pSV5+ER
restriktazami BamH | a Bsp1407 1.

pSVI+DS a pSV5+ER byly transformovany do kompetentnich bunék E. coli
ET12567/pUZ8002, selekce probehla na spectinomycin a carbenicilin. Z transformovanych
bunék byly pro kontrolu izolované kosmidy a §tépeny v ptipad¢ pSV1+DS restriktazou Mlu |,
v piipadé¢ pSV5+ER BamH 1. Ovérené kosmidy byly metodou konjugace prenesené z bunék
E. coli ET12567/pUZ8002/pSV1+DS resp. /pSV5+ER do S. verdensis a byly selektovany
klony s disrupénimi kazetami vlozenymi na mista genti vrdDS a vrdER (viz protokol 6). Tyto
nové kmeny byly nazvany S. verdensis AvrdER a S. verdensis AvrdDS.

Pro uspésné dokonceni delece je vétSinou nutné disrupéni kazetu, vlozenou misto
genu, odstranit, nebot’ mize negativné ovlivilovat expresi genl leZicich za ni. K tomuto
procesu dochazi v bunkach E. coli DHS5o/BT340 (viz kap. 4.1.1 a 4.1.2) pti 42 °C a je zajistén
FLP rekombindzou, ktera vystépi sekvenci mezi FRT misty. Do téchto bun¢k byly pfeneseny
kosmidy pSV1+DS a pSV5+ER, bylo indukovano vystépeni disrupcnich kazet a selektovany
spravné klony (viz protokol 7). Tak vznikly kmeny E. coli DH5a0/pSV1-FRTADS a E. coli
DH50/pSV5-FRTAER.
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5.3.2. Ovéreni delece vrdDS a vrdER ve S. verdensis

Z kmenu S. verdensis, S. verdensis AvrdER a S. verdensis AvrdDS byla izolovana
chromozomalni DNA, u které byla nasledné¢ zmétena koncentrace. DNA z kmene AvrdDS
byla $t€pena Mlu I, Xho | a Not I, z kmene AVrdER restriktazami BamH I, Msc | a Asc I, DNA
z divokého kmene byla §tépena RE, kterymi byly §tépeny oba mutantni kmeny. Stépici smési
byly poté naneseny na gelovou elektroforézu, vzdy DNA z mutantniho a z divokého kmene
Stépené stejnou RE vedle sebe. Rozdélené DNA fragmenty byly pfenesené z gelu na
nylonovou membranu (viz kap. 4.2.2).

Pro ovéfeni spravného vyménéni genti vrdDS a vrdER v chromozomu S. verdensis za
disrupéni kazety byly pfipraveny DNA proby. Ty byly navrzeny na rozhrani danych gent a
jejich okoli, proto se vazaly na specifické fragmenty DNA v divokém kmeni i mutantnich
kmenech, ale velikosti rozeznavanych fragmentd se liSily. Proba pro gen vrdER vznikla z
pSV5, ktery byl nastépen smési RE BsrG | Cla I, pozadovany fragment mél velikost 1001 pb
(Obr. 21). Pro gen vrdDS byl pSV5 nastépen smési SnaB | Bgl 11, pozadovany fragment mél
988 pb. Smési byly naneseny na elektroforézu a z gelu byly zminéné fragmenty vyizolovany,
extrahovany fenol-chloroformem a pfesrazeny ethanolem. Fragmenty byly poté rozpustény ve
vod¢ a oznaceny digoxigeninem (viz kap. 4.2.2 Ptiprava neradioaktivng znagené DNA proby).

Piipravené DNA proby byly pouzity pro hybridizaci s nylonovymi membranami
nesoucimi fragmenty chromozomalnich DNA. Velikostni DNA standard byl znacen prébou
»gene ruler” (viz kap. 4.1.5). Hybridizace byla poté zviditelnéna imunologickou detekci
digoxigeninu (viz kap. 4.2.2). Ziskané fragmenty jsou na Obr. 22. Je patrné, ze doslo ke
zménam velikosti fragmentl a to pfesné tak, jak bylo pfedpovézeno na zdkladé znamé DNA
sekvence (Obr. 21). Slab&é oznacené prouzky jsou ziejmé disledek nedokonalého Stépeni
chromozomalni DNA piipadné ne zcela specifické vazby DNA prob.

Bantt IM I BamH 1 BsiG 1 BamH 1
s ‘Mscl Aslcl |‘C‘Ial MTCI
|
21000 T 23000 1 T I 125000 1 T I oo
— ER
= Disrupéni kazeta ER
BamH 1

Ee————————m Pr6ba ER

BamH1

Mscl

- ~ - - Adscl

Obr. 21: Cast genového shluku U-62162. Obdélnik vyznatuje DNA probu ER (fragment vznikly $tépenim
BsrG | ClaI). Disrupéni kazeta nahrazujici gen VrdER ma velikost 1503 bp a z pouzivanych restrikénich mist
obsahuje pouze BamH I. Pfimkami jsou vyznatené hlavni fragmenty DNA rozeznavané probou ER. Kratsi
ptimky zna¢i fragmenty hybridizované v DNA z ptivodniho kmene S. verdensis. Delsi piimky zna¢i fragmenty
rozeznavané v DNA z kmene S. verdensis AvrdER, kde vrdER je nahrazené disrupéni kazetou ER. Fragmenty
Asc I jsou ptili§ dlouhé, proto nejsou na obrazku vyznacené celé. Velikosti fragmentd jsou pro BamH | 1208bp a
2010 bp, pro Msc | jsou 2537 bp a 6458 bp, pro Asc | 6300 bp a 12895 bp.
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Obr. 22: Nylonové membrany s fragmenty chromozomalnich DNA po hybridizaci s neradioaktivné znac¢enymi
DNA probami. AvrdER zna¢i chromozomalni DNA zkmene S. verdensis AvrdER. AvrdDS znaci
chromozomalni DNA z kmene S. verdensis AvrdDS (byly pouzity DNA z dvou mutantnich klon®). Wild znaci
chromozomalni DNA z pivodniho kmene S. verdensis.

5.3.3. Analyza produkovanych antibiotik

Z ovétenych mutantnich kmend a z divokého kmene byla extrahovana antibiotika. Ta
byla analyzovana dvéma sériemi TLC. Prvni byla ozafena UV svétlem a vyfocena (na ni bylo
naneseno 5 pl standardu a 7 ul ostatnich extraktt) (Obr. 23). U obou mutantnich kment jsou
viditelné skvrny ve vzdalenosti odpovidajici standardu U-62162. Druh4 série byla pouZita pro
biologicky test (na tuto sérii TLC bylo naneseno 0,5 pl standardu, 1 pl extraktu z divokého
kmene, 2 pl extraktu z kmene AvrdER, 1 pl extraktu z kmene AvrdDS). Latky z obou
mutantnich kment zpuisobuji vznik inhibi¢nich zén a to ve stejné vzdalenosti od startu jako
standard. Extrakt z kmene AvrdER navic zplsobuje vznik dalSich nejméné dvou novych
inhibi¢nich zoén (Obr. 23).

Podrobnéjsi analyza byla provedena UHPLC-DAD-ToF-MS. Ze ziskanych dat
vyplynulo, ze kmen s deleci VrdER produkuje pfedpokladany derivat antibiotika U-62162
s konjugovanymi dvojnymi vazbami ve spodnim fetézci (Obr. 24). Nicméné produkuje i
puivodni antibiotikum a to zhruba v poméru 3:1 pivodni ku novému (Tabulka 3). Pro ovéteni,
zda k produkci ptivodniho antibiotika nedochazi v disledku kontaminace divokym kmenem,
bylo provedeno piecisténi kmene pres jednotlivé spdry. Z jediné narostlé spory pak byla
znovu provedena extrakce antibiotika. Vysledek ukazal, Zze stadle dochazi i k produkci
U-62162. Zménil se pouze pomér pikl na 2:1 ve prospéch U-62162. Pro ovéteni, zda latka s
nenasycenym spodnim fetézcem nevznikda v urCit¢ mife také v divokém kmeni, byla
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provedena analyza extraktu z tohoto kmene UHPLC-DAD-ToF-MS. Metoda prokazala, ze
latka Cp3H29NOg neni timto kmenem produkovana a jeji ptitomnost v kmeni AvrdER je tedy
zpusobena pouze vytvofenou mutaci.

Analyza extrahovanych latek z kmene AvrdDS UHPLC-DAD-ToF-MS neobjevila
Zadné zmény v produkovanych manumycinovych latkach oproti divokému kmeni.

ProtoZze prokazatelné¢ dochazelo k produkci antibitik v obou mutantnich kmenech,
nebylo zatim nutné pfistupovat k vyStépovani vlozenych kazet homologni rekombinaci s
plazmidy pSV1-FRTADS a pSV5-FRTAER z E. coli DH5a.

Obr. 23: Analyza extrahovanych antibiotik. Pofadi vzorkll zleva: standard U-62162, extrakt z kmene S.
verdensis, extrakt z kmene S. verdensis AvrdER a extrakt z kmene S. verdensis AvrdDS. Vlevo je fotografie
TLC desky pod UV 254 nm. Viechny extrakty maji hlavni skvrnu pfiblizn¢ v misté kde se nachazi u standardu.
Vpravo je vysledek biologického testu. VSechny extrakty vykazuji antibakteridlni vlastnosti. Kmen AvrdER
navic vykazuje dal$i minimalné dvé inhibi¢ni zony.
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Obr. 24: Latky manumycinového typu produkované kmenem S. verdensis AvrdER.

Tabulka 3: UHPLC-DAD-ToF-MS analyza metabolitti z kmene S. verdensis AvrdER. Udaje o dvou hlavnich
produkovanych latkach. ToF — doba letu.

S. verdensis Rel. mol. L i Pomér
AvrdER hmotnost Sumarni vzorec ToF Plocha piku pikii
U-62162 419,51 C23H33NOg tR =9,62 min | 1475 bit/min 3
Derivat 415,48 Ca3H29NOg tR = 9,87 min 503 bit/min 1

5.4. VloZeni geni pro biosyntézu CsN jednotky do S. verdensis AvrdER a
do piivodniho kmene

Do vytvofeného mutantniho kmene S. verdensis AvrdER a do puvodniho divokého
kmene S. verdensis byl pfenesen plazmid nesouci geny kodujici biosyntézu CsN jednotky u
asukamycinu, asuD1 (kéduje amid syntazu), asuD2 (kéduje 2-oxoamid syntdzu) a asuD3
(koduje 5-aminolevulat CoA ligazu).

5.4.1. VloZeni geni asuD1 —asuD3 do S. verdensis a S. verdensis AvrdER

Ziskany plazmid pAS9A1 byl vyizolovan ze S. lividans TK24 metodou izolace
plazmidové DNA ze streptomycet (viz kap. 4.2.1). Poté byl naStépen RE Ecl136 Il
(isoschizomer RE Sac I $tépici rozeznavana mista na tupo). Ziskany plazmid pMS17 byl
nastépen Ec032 1 (= EcOR V) a nasledné inkubovan s alkalickou fosfatazou. Po teplotni
inaktivaci fosfatdzy byla smés nanesena na elektroforézu a nasledné byl z gelu vyizolovan
fragment o velikosti 5,9 kpb. K fragmentu byl pfidan nastépeny plazmid pAS9A1, DNA byla
extrahovanéd fenol-chloroformem a ptesrdzena ethanolem. Poté byly fragmenty z pAS9AI
ligované do pMS17, vzniklé plazmidy byly transformované elektroporaci do kompetentnich
bunék E. coli SURE, které byly selektované na apramycin. Jelikoz vzniklo mnoho falesné
pozitivnich kolonii, byly spravné klony, s vloZenym fragmentem obsahujicim asuD1 - asuD3
geny, vyhledané pomoci koloniové PCR (viz kap. 4.2.2) s primery pro asuD2 (HemAl a
HemA3) (viz kap. 4.1.5). Spravny plazmid byl nazvan pMS-asuD (Obr. 25).

pMS-asuD byl elektroporaci pienesen do kompetentnich bunék E. coli
ET12567/pUZ8002, selekce prob¢hla na apramycin. Pro kontrolu byl plazmid z narostlych
kolonii izolovan a nastépen BamH I. pMS-asuD byl pifenesen konjugaci z E. coli
ET12567/pUZ8002/pMS-asuD do S. verdensis AvrdER a S. verdensis (viz kap. 4.2.4 pouze
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pouzivana antibiotika se li§i — misto spectinomycinu je to pro divoky kmen apramycin, pro
kmen AvrdER apramycin a spectinomycin). Spravné klony byly ovéfeny koloniovou PCR
(viz kap. 4.2.1 a 4.2.2) s primery pro gen asuD2. Nové kmeny byly pojmenovany S. verdensis
ASUD a S. verdensis AvrdER/ASUD.

£eqg ' Sacl

pMS17

5894 bp pAS9A1

19.983 kb

—)
Sac |
stépeni EcoR V
Stépeni Eci136 11 (isoschizomer Sac 1)
=5

jrwed

pMS-asuD
11.340 kb

Obr. 25: Ptiprava plazmidu pMS-asuD. Zakladem je pMS17 do jehoz ECOR V mista byl vlozen fragment mezi
Sac I misty z pAS9AL1 kédujici geny pro syntézu CsN jednotky.

5.4.2. Analyza produkovanych antibiotik

Z kmenu S. verdensis ASUD a S. verdensis AvrdER/ASUD byla extrahovana
antibiotika a analyzovana metodou TLC a naslednym biologickym testem. Pohyblivost
jednotlivych skvrn na TLC deskach stejné jako inhibi¢ni zény na biologickém testu se
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piiblizné shodovaly mezi S. verdensis a S. verdensis ASUD a také mezi S. verdensis AvrdER
a S. verdensis AvrdER/ASUD (Obr. 26). Pro podrobngjsi analyzu byla provedena UHPLC-
DAD-ToF-MS. Tato metoda ukazala, Ze ani v jednom testovaném kmeni se nenachazi zadné
nové derivaty U-62162 s ptipojenou CsN jednotkou. Ve S. verdensis ASUD se nachézi pouze

U-62162 a v S. verdensis AvrdER/ASUD je U-62162 a jeho derivat s nenasycenych spodnim
fetézcem.

Obr. 26: TLC deska snanesenymi extrakty zriznych kmentt S. verdensis. Zleva: standard U-62162,
S. verdensis, S. verdensis ASUD, S. verdensis AvrdER a S. verdensis AvrdER/ASUD.
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6. Diskuze

Latka U-62162, patiici do skupiny manumycinovych metaboliti, bylo objeveno jiz
v roce 1982, pfesto mu zatim bylo vénovano jen minimum pozornosti. Tato latka je velice
zajimava hlavné kvuli své struktuie, ktera se znacné odliSuje od struktur ostatnich Clena
skupiny. Je zatim jedinym znamym manumycinovym metabolitem, ktery ma nasyceny spodni
fetézec a navic dlouhy pouze pét uhlikli. Také horni fetézec je neobvykly, nebot’ obsahuje
nasycené¢ i nenasycené vazby a nékolik vétveni. Co se tyCe biologickych vlastnosti, bylo
U-62162 testovano zatim jen na antibiotické ucinky, které vykazuje jen minimalné. Struktura
horniho fetézce vSak napovida, ze by tato latka mohla, podobné jako manumycin A, ptsobit
by mohlo byt U-62162 schopné vazat se na Ras-farnesyltransferazu, inhibovat ji a tim
potlacovat drahy vedouci k riistu a proliferaci bunék a k indukci prozénétlivych cytokind.

Aby mohlo byt U-62162 v budoucnu dale modifikovano s cilem zlepsit jeho
biologické aktivity, je nutné nejdiive porozumét zptisobu jeho biosyntézy. Analyza genového
shluku pro biosyntézu U-62162, kterd byla obsahem této prace, pfinesla n€kolik novych
poznatktli o tomto procesu.

Genovy shluk U-62162, nalezeny v genomu S. verdensis podle piitomnosti
specifického genu kodujiciho enzym podilejici se na biosyntéze mC;N jednotky, byl
sekvenovan. V ziskané sekvenci byly ur¢ené ORF, u kterych byly diky porovnani se zndmymi
sekvencemi v databazich navrzeny proteinové produkty. Nejvice shod bylo nalezeno s geny
z genového shluku pro biosyntézu asukamycinu v S. nodosus subsp. asukaensis. Tento
genovy shluk byl jiz celkem podrobné prozkoumdn, proto je zndmo mnoho o funkcich
jednotlivych enzymi a zpusobu biosyntézy. Asukamycin byl také spésné produkovan
heterolognim hostitelem, do které¢ho byl pfenesen genovy shluk, coz potvrzuje, Ze ve shluku
se nachazi vSechny geny nutné pro syntézu antibiotika, pfipadné, ze geny, které se ucastni
biosyntézy a jsou na jinych mistech genomu, se bézné¢ vyskytuji také u jinych streptomycet
(RUI a kol. 2010).

Genovy shluk pro biosyntézu U-62162 koéduje vSechny geny nutné pro biosyntézu
mC7N jednotky (genova skupina A). To potvrzuje jak porovnani s geny pro syntézu této
jednotky u asukamycinu, tak vysledek heterologni exprese shluku pro U-62162, kde vznikaly
struktury s touto jednotkou. Ve shluku byly dale nalezeny homology ke vSem tfem gentim
zodpovédnym u asukamycinu za oxygenaci protoasukamycinu (skupina E). Shoda byla
identifikovana u proteinu pro export antibiotik ven zbunék (M) a u dvou regulatort
transkripce, kromé kterych byly nalezeny jesté tii reguldtory odlisSné od téch u asukamycinu
(skupina R a XR).

Ze skupiny genil pro syntézu polyketidovych fetézct (skupina C) chybi homology ke
¢tyfem genim této skupiny ze shluku pro asukamycin. Jsou to ACP asociovany s KS III
(AsuC5), ketoreduktaza (AsuC7), acyl dehydrataza (AsuC8) a thioesteraza typu II (AsuCl15)
(RUI s kol. 2010). Nicméné¢ ve shluku pro U-62162 je mnozstvi gentl, které nemaji homolog u
asukamycinu, ale predpoklada se, ze se rovnéz podili na syntéze horniho a spodniho fetézce
(skupina XC). Nékteré z téchto genii by mohly nahrazovat chybéjici geny ze skupiny C.
Vysledek heterologni exprese genového shluku, kdy vznikaly derivaty U-62162 postradajici
horni fetézec, naznacuje, ze ve shluku U-62162 se nenachazi nékteré geny podilejici se na
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syntéze horniho fetézce a zaroven obsahuje vSechny geny pro vznik spodniho fetézce, nebot’
ten se pii heterologni expresi syntetizuje. Protoze ketoreduktaza a acyl dehydrataza se,
alesponl podle navrzeného schématu pro biosyntézu asukamycinu, podileji na syntéze obou
fetézcl, je zifejme jejich funkce nahrazena jinymi proteiny nebo enzymy kdédovanymi mimo
genovy shluk.

Vzhledem k tomu, Ze ve shluku pro asukamycin se nachazi dvé acyl dehydratazy
(AsuC8 a AsuC9) (RUI a kol. 2010), z nichz jedna ma homolog u U-62162 (VrdC9), je
mozné, ze jeden pfitomny enzym je pro redukci dostacujici. Dals$i moznosti je nahrazeni
chybgjiciho proteinu enzymem tcastnicim se syntézy mastnych kyselin, ktery se
pravdépodobné nachazi v pivodnim producentovi stejné jako v kmenech pro heterologni
expresi. VrdC9 je homologni k HadB, ktery pfi syntéze MK vytvaii heterodimer s HadA nebo
HadC (RUI a kol. 2010). Jeden z téchto dvou enzymu by tedy mohl vytvaiet heterodimer
s VrdC9 a podilet na dehydrataci fetézcu.

Funkci ketoreduktazy by mohly nahrazovat VrdXC18 (3-hydroxybutyryl-CoA
dehydrogenaza) a VrdXC17 (3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenaza). Homolog
VrdXC18 katalyzuje u bakterii pfeménu acetoacetyl-CoA na 3-hydroxybutyryl-CoA (JONES
a WOODS 1986). Tento enzym byl objeven také ve shluku pro biosyntézu manumycinu A,
kde rovnéz chybi jind ketoreduktiza (PETRICKOVA — data nepublikovana). VrdXC18
je homologni i k nékterym 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazam, proto je mozné, ze
rozeznava i delsi fetézce nez je butan a mohl by se ucastnit syntézy spodniho fetézce, ktery je
nevétveny. VrdXC17 je homologni i knékterym 3-hydroxy-2-methylacyl-CoA
dehydrogenazam, proto je mozné, ze také rozeznava delSi fetézce a ucastni se redukce
vétveného horniho fetézce. Dalsi variantou je ti¢ast ketoreduktazy opét z FAS.

AsuCl5 se podili na uvolilovani nezadoucich startovacich jednotek pfi iniciaci
skladani horniho fetézce asukamycinu a pro samotnou syntézu antibiotika neni nezbytny (RUI
a kol. 2010). Jeho absence u U-62162 by proto neméla byt pfic¢inou nefunkéni biosyntézy
horniho fetézce.

Posledni protein ze skupiny C u asukamycinu, ktery chybi u U-62162, je AsuC5 (ACP
asociovany s KS I/Il). Jeho funkci zfejmé nemuize nahradit zadny protein ze skupiny XC
u U-62162 a protoZe se zda byt tento ACP nepostradatelny pro prvni kondenzaci pfi syntéze
horniho fetézce, mlize byt pravé jeho nepfitomnost pfi¢inou netispéSné heterologni exprese.
pro jeho biosyntézu potiebné enzymy, které se u asukamycinu nenachazeji. Je tedy mozné, ze
ve shluku chybi také nékteré z téchto ,,novych* enzymi, které jsou kédovany na jiném miste
genomu S. verdensis.

Na vétveni horniho fetezce se s nejveétsi pravdépodobnosti podili VrdXC25
katalyzujici pfeménu succinyl-CoOA na methylmalonyl-CoA, ktery je poté pouzit jako
prodluzujici jednotka v cyklech elongace, ve kterych vznikaji vétveni. Homologni gen se
nachazi v genovém shluku pro biosyntézu manumycinu A, jehoZ horni fetézec je rovnéz
vétveny (PETRICKOVA — data nepublikovana). Né&jakym zpiisobem se ziejmé na vétveni
tohoto fetézce u U-62162 podili také geny vrdXC22, XC23 a XC24, nebot jsou to
dehydrogenazy ketokyselin s vétvenymi fetézci. U bakterii slouzi vétvené aldehydy, jejichz
vznik katalyzuji, jako elongacni jednotky pii syntéze vétvenych mastnych kyselin (KANEDA
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1991). U Streptomyces avermitilis jsou tyto metabolity pouzivany jako stavebni jednotky pro
biosyntézu avermectinu (DENOYA a kol. 1995).

Velkou neznamou zastava, které z gent XC, piipadné zjinych mist genomu, se
ucastni sklddani startovaci jednotky pro biosyntézu horniho fetézce a jak tato jednotka
vypada. Ziejme je dosti neobvykla, nebot’ konec horniho fetézce obsahuje vétveni a dvojnou
vazbu. Mohl by jim proto byt napiiklad prenyl-CoA. Zajimavé je, Ze u U-62162 zatim nebyly
objeveny zadné kongenery. U asukamycinu bylo nalezeno hned 6 dalSich latek, u
kolabomycinu E tfi latky, které se liSily od majoritniho antibiotika pouze zakon¢enim horniho
fetézce (RUI a kol. 2010, PETRICKOVA a kol. 2014). Startovaci jednotky, které byly v
téchto piipadech pouzity pro syntézu horniho fetézce zfejmé pochazely z biosyntézy
vétvenych mastnych kyselin (HU a FLOSS 2006) . Zadné takové latky vsak u U-62162
nalezeny nebyly, coz by mohlo byt zptisobeno naptiklad velmi vysokou specifitou KAS III
katalyzujicich kondenzaci prvni prodluzujici jednotky se startovaci jednotkou. Naproti tomu u
asukamycinu KAS III zodpovidaji za vznik vétSiny kometabolitl s odliSnym koncem horniho
fetézce, pouze mala frakce téchto latek vznikd ¢innosti FabH jinak zapojené v syntéze MK
(RUI a kol. 2010). Jak je zajiSténo, aby se FabH alesponi malou mérou nepodilela také na
biosyntéze U-62162 a nedodévala jiné startovaci jednotky pro horni fetézec neni zatim jasné.
Jednim moznym vysvétlenim je, ze dalsi kongenery produkované jsou, jen zatim nebyly
objeveny.

Jakou roli hraji v biosyntéze polyketidovych fetézci enzymy acetyl-CoA
acetyltransferdza (VrdXC16), enoyl-CoA hydratazy/isomerazy (VrdXCl19, VrdXC20) a
alkohol dehydrogenaza (VrdXC21) zatim neni jasné.

Stejné jako v pfipadé asukamycinu 1 v genovém shluku U-62162 chybi ketosyntaza,
ktera by katalyzovala elongaci horniho polyketidového fetézce. U asukamycinu bylo
navrzeno, Ze by tuto funkci mohla zastavat syntdza mastnych kyselin nebo jina KS I/II béZné
pritomna u streptomycet (RUI a kol. 2010). Totéz by mohlo platit i u U-62162. Dalsi
moznosti je existence celé polyketid syntdzy typu I pro biosyntézu horniho fetézce mimo
genovy shluk U-62162, nebot” struktura horniho fetézce je pomérné slozita a je tedy mozné,
Ze na vSechny elongacni kroky nestaci jedina ketosyntaza.

Biosyntézy spodniho fetézce U-62162 se musi ucastnit také enoylreduktdza, nebot’
vSechny vazby tohoto fetézce jsou nasycené. Podle sekvence byl piedpovézen gen VrdER,
jehoz produkt by mohl byt za tyto redukce zodpovédny. Jeho funkce byla potvrzena deleci
tohoto genu, kdy vznikal derivat U-62162 s nenasycenym spodnim fetézcem. Nicméné
VrdER je zvelké ¢&asti nahraditelny jinym proteinem, nebot’ v mutantnim kmeni stale
prevladala produkce nezménéného antibiotika. Timto zastupujicim enzymem by mohla byt
naptiklad enoylreduktaza Fabl z drahy syntézy mastnych kyselin (BERGLER a kol. 1994),
nebot’ vzdjemna nahraditelnost jednotlivych enzymt téchto dvou drah jiz byla nékolikrat
popsana.

Také horni fetézec U-62162 obsahuje nasycenou vazbu, pro jejiz vznik je
pravdépodobné také potieba enoylreduktdza. Tato redukce je vSak zajiSténa jinym enzymem
nez VrdER, nebot' delece genu vrdER zadnym zptisobem neovlivnila strukturu horniho
fetézce.

Na kraji genového shluku U-62162 se nachazi gen vrdDS, ktery ziejmé koduje DSBA
oxidoreduktazu patiici do thioredoxinové skupiny oxidoreduktdz. Tyto enzymy zavadéji
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disulfidické mustky do rtznych proteinli nebo ptendseji thiolové skupiny na elektrofilni
substraty. Diky tomu mohou ovliviiovat enzymatické aktivity proteind ¢i protein-proteinové
interakce v komplexech (LIU a kol. 2008). Homolog vrdDS se nachazi v genovém shluku pro
biosyntézu kolabomycinu E. Delece tohoto genu (colC16) méla za nasledek specifické zruSeni
produkce kolabomycinu E, zatimco produkce kongenerd, liSicich se od majoritniho
antibiotika pouze zakoncenim horniho fetézce, zlstala neovlivnéna. Je tedy ziejmé, ze
ColC16 se néjakym zpisobem podili na syntéze horniho fetézce. Nicméné u kolabomycinu E,
na rozdil od U-62162, se tento gen nachazi hned za geny colC3, colC4 a colC5, které
katalyzuji prvni reakce syntézy horniho fetézce, a zfejme patii do stejné transkripéni skupiny,
nebot’ je orientovan stejnym smérem jako tyto geny (PETRICKOVA a kol. 2014). Naproti
tomu vrdDS se nachazi na okraji shluku a je orientovan opacné neZ oba sousedni geny. Jeho
delece nijak neovlivnila produkci U-62162, coz potvrzuje, ze se ziejmé syntézy U-62162
neucastni, nebo alespoii ne za podminek, za kterych byly pokusy provadény.

Genovy shluk pro biosyntézu U-62162 je obklopen geny kddujicimi integrazu a
transpozazy. Je tedy pravdépodobné, ze cely genovy shluk se do S. verdensis dostal
horizontalnim pfenosem ziejmé pomoci bakteriofagu.

Derivaty U-62162 bez horniho fetézce, syntetizované heterolognimi producenty,
potvrzuji hypotézu o posloupnosti skladani jednotlivych podjednotek manumycind. Totiz, zZe
nejdiive dojde k vytvoreni 3,4-AHBA, na které je nasyntetizovan spodni fetézec. Horni
fetézec vznika oddélené a na centralni jednotku se pfipojuje az po dokonceni své syntézy.
Pokud je tedy néjakym zplisobem znemoznéna syntéza celého horniho fetézce, hromadi
meziprodukty slozené z mC;N a spodniho fetézce, které byly z heterolognich producentd
extrahovany.

Derivat U-62162, s acetylem vazanym misto horniho fetézce na mC;N, je struktura,
jejiz obdoby byly nalezeny také u asukamycinu a kolabomycinu E. V ptipadé asukamycinu
byl derivat asukamycinu s hornim fetézcem nahrazenym acetylem syntetizovan kmenem s
deleci genu asuBl, ktery se ucastni syntézy cyklohexylkarbonyl-CoA. A dale kmenem s
deleci asuC2, ktery katalyzuje pfipojeni horniho fetézce k mC;N (RUI a kol. 2010). U
kolabomycinu E byla produkce acetylovaného derivatu zaznamenana u kmene s deleci gent
colC3, colC4 a colC5, které jsou homology genti asuC3, asuC4 a asuC5 u asukamycinu
podilejicich se na syntéze horniho fetézce (PETRICKOVA a kol. 2014). Tyto acetylované
derivaty ziejm¢ vznikaji ¢innosti bunééné arylamin N-acetyltransferazy, ktera za normalnich
podminek v bunice zajiStuje detoxikaci arylaminu nebo arylhydroxylaminovych metabolit
(VINEIS a kol. 1994). V ptipad¢ poskozené syntézy horniho fetézce se v bufice hromadi
meziprodukty v podobé mC;N s piipojenym spodnim fetézcem, které jsou ziejmé ve vetsi
koncentraci povaZzovany za nebezpecné a jsou detoxikovany acetylaci.

Struktura tfetiho derivatu syntetizované¢ho heterolognimi producenty (Ci1H140s) je
zvlastni, nebot’ neobsahuje NH; skupinu na centralni jednotce, kterd za normalnich okolnosti
vznikd jiz pfi sklddani 3,4-AHBA. Jakym zpisobem mohlo dojit k jejimu odStépeni neni
jasné. Neobvyklé také je, Ze struktura je pln¢ oxygenovana, nebot’ tyto reakce podle hypotézy
probihaji az po piipojeni vSech podjednotek antibiotika, tedy horniho fetézce na centralni
jednotku se spodnim fetézcem a piipadné CsN podjednotkou. Oxygenované derivaty, které
mély na misté¢ horniho fetézce pres dusik vazany acetyl, byly vSak nalezeny také u kmene
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s genovym shlukem pro asukamycin, kde byla provedena delece asuB1 a u kmene s deleci
asuC2 (RUI a kol. 2010). Oxygenace tedy zifejmé neni zavisla na ptitomnosti horniho fetézce.
Stale je vSak tfeba brat v tivahu, Ze struktury latek produkovanych heterolognimi kmeny byly
navrzeny pouze na zakladé UHPLC-DAD-ToF-MS dat a jejich spravnost je tfeba potvrdit
méienim NMR spekter.

Co se tyce mnozstvi derivati U-62162 produkovanych v heterolognich hostitelich,
jednoznaéné prevlada acetylovana forma. U kmene S. lividans K4-114/pSV5 all je také
patrné, Ze k nejvétsi produkei derivatt dochéazi po 24 hodinach fermentace, s delsi fermentaci
produkce klesa. To odpovidd poznatku uvedenému v prvnim ¢lanku vénovaném U-62162
(SLECHTA a kol. 1982), ze knejvétsi produkci tohoto metabolitu dochazi jiz po 24
hodinach, na rozdil od vétSiny ostatnich manumycint, které se dostdvaji na vrchol produkce
az po 72 hodinach.

V genovém shluku pro biosyntézu U-62162 se nenachdzi zadny z gend kodujicich
biosyntézu CsN jednotky u manumycinovych latek (u asukamycinu patii tyto geny do skupiny
D). Jiz diive bylo experimentalné potvrzeno, ze geny asuD1, asuD2 a asuD3 jsou dostate¢né
pro syntézu a piipojeni CsN podjednotky, nebot’ po vloZeni téchto gent do S. lividans byla
tato jednotka ptipojovana ke kyseling ferulové, ktera byla ke kmeni piidana (RUI a kol.
2010). Zatim vsak nebylo testovano, jaka je specifita téchto enzymi, zda jsou zéavislé na
pfitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb ve spodnim fetézci nebo délce tohoto fetézce.
Z toho duvodu byly geny skupiny D pieneseny do S. verdensis a do kmene S. verdensis
AVrdER, ktery produkuje mimo pivodni antibiotikum také derivat s dvojnymi vazbami ve
spodnim fetézci. BohuZzel ani v jednom extraktu z téchto kmend nebyly nalezeny derivaty
U-62162 s ptipojenou CsN jednotkou. Pfi¢inou muze byt, Ze spodni fetézec U-62162 je, na
rozdil od vSech ostatnich zndmym manumycind, pouze 5 uhlikii dlouhy, vznika zfejmé jen
dvéma polyketidovymi kondenzacemi. VSechny ostatni fetézce manumycinll jsou hexatrieny
¢i oktatetraeny. Nicméné kyselina ferulova, na kterou se jednotka piipojuje, obsahuje pouze
jednu dvojnou vazbu v ttiuhlikatém fetézci. Proto je malo pravdépodobné, Zze by amid syntaza
byla zavisla na konkrétni délce fetézce. Moznosti je, Ze amid syntaza je zavisla na pfitomnosti
dvojné vazby v trans konformaci a ze po deleci enoylreduktazy ve S. verdensis z n&jakého
divodu vznika dvojna vazba cis, ktera poté ze stérickych divodid nemiize byt enzymem
rozpoznana.

Dalsi pfi¢inou by mohlo byt, Ze pfi syntéze spodniho fetézce U-62162 je pouzivan
ACP, ktery enzym pfipojujici CsN neni schopen rozeznat. Zatim neni znamo, zda amid
syntaza interaguje s ACP pii ptfipojovani, nebo zda je ACP odstépen jeste pred pridanim CsN.
Variantou je také netspéS$na exprese enzymu pro syntézu CsN jednotky ve S. verdensis.
Exprese mize byt blokovana buiikou, nebot’ samotna CsN je pomérné toxicka. Pro vylouceni
této moznosti bude tieba ke kmeni S. verdensis s vlozenymi geny asuD pridat ferulovou
kyselinu. Pokud bude vznikat derivat této kyseliny s vdzanou CsN, neni neuspé$na exprese
pfic¢inou pozorovanych vysledkd.

Nové derivaty U-62162 vzniklé v ramci této prace byly zatim testovany pouze na
antibakterialni uc¢inky. Za ty je podle dosavadnich poznatka nejvice zodpovédny oxiran na
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centralni jednotce (viz kap. 3.2.2). Extrakty ziskané z heterolognich producentti nevykazuji
zadné antibakteridlni vlastnosti a zarovenn dva ze tfi derivatd U-62162, které byly v téchto
extraktech identifikovany, postraddaji oxiran. Tento fakt mlize nepfimo dokazovat roli této
¢asti molekuly v antibakteridlnich vlastnostech latek. Tteti derivat z extraktli oxiran podle
navrzené struktury obsahuje, nicméné je v extraktech zastoupena jen v malém mnozstvi a
proto je mozné, ze jeho pfipadné antibakteridlni ucinky nebyly kviili malé koncentraci
pozorovatelné. Dalsim moznym vysvétlenim je, ze, jak jiz bylo napsano, je tato struktura jen
hypoteticka a je proto mozné, ze se ve skutecnosti v extraktech takto vypadajici molekula
nenachdzi. Svou roli v absenci antibakteridlnich ucinkl extraktli z heterolognich hostitelti
mize také hrat chybéjici horni fetézec, ktery by mohl k témto vlastnostem rovnéz ptispivat.

Extrakt z kmene sdeleci VvrdER vytvari pti biologickém testu inhibi¢ni zénu na
stejném misté jako divoky kmen, i kdyz v o néco mensim rozsahu. Kromé této zény vsak
vytvari jesté¢ dal§i minimalné dvé zény. Tento vysledek je ponékud neocekavany, nebot
v extraktu byl identifikovan kromé pivodniho antibiotika pouze jeden novy derivat, ktery se
1181 pouze o 4 vodiky. Neptedpoklada se proto vyraznéj$i zmeéna polarnich vlastnosti, na TLC
desce by se mél nachazet na stejném misté jako U-62162. Bude proto nutné provést dalsi
extrakce, ucinngj$i separace a analyzy, aby bylo zjisténo, které latky jsou za nové inhibi¢ni
zony zodpovédné a zda novy derivat s konjugovanymi dvojnymi vazbami ve spodnim fetézci
sam také vykazuje antibakteridlni u¢inky, nebo zda je inhibi¢ni zona ve stejné vzdalenosti
jako zona standardu vysledkem pfitomnosti frakce pivodniho antibiotika.

Poznatky ziskané v této praci budou rozSiteny dal$i analyzou genového shluku a
potvrzenim role jednotlivych genl v biosyntéze U-62162. Pochopeni tohoto procesu otevie
cestu k syntéze modifikovanych antibiotik diky cilenym zasahtim do gent biosyntetického
shluku. Tyto nové latky mohou mit zménénou aktivitu, lepsi fyzikalné-chemické vlastnosti
nebo nizsi toxicitu.

Dalsim dulezitym krokem jsou testy protizanétlivych a protinadorovych vlastnosti
U-62162 i jeho nového derivatu s nenasycenym spodnim fetézcem. Timto smérem lezi ziejmé
nejvetsi potencial téchto metaboliti.
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Souhrn

Byla dokoncena sekvenace genového shluku kodujiciho biosyntézu U-62162
ze Streptomyces verdensis, byly nalezeny ORF a pifedpovézeny jejich proteinové
produkty.

Genovy shluk pro biosyntézu U-62162 byl pfenesen do heterolognich producentt, tyto
kmeny vSak danou latku nesyntetizovaly. V extraktech byly nalezeny derivaty
U-62162 bez horniho fetézce, coz naznacuje, ze v genovém shluku chybi nékteré geny
ucastnici se skladani tohoto fetézce a jsou zfejmée pfitomny na jiném misté¢ genomu S.
verdensis.

Ve S. verdensis byla provedena inser¢ni inaktivace genu VIdER, u kterého se
predpokladalo, ze koduje enoylreduktazu ticastnici se redukce dvojnych vazeb béhem
syntézy spodniho fetézce. Inaktivace tuto roli potvrdila, nicméné se ukazalo, Ze enzym
je castecné nahraditelny jinym proteinem pfitomnym v buiice, nebot” i po jeho
inaktivaci pfevladala produkce nezménéné latky nad metabolitem s nenasycenym
spodnim fetézcem.

Na kraji genového shluku se nachazi gen vrdDS s piedpokladanou funkci DSBA
oxidoreduktazy. Abychom zjistili, zda se tento enzym ucastni biosyntézy U-62162,
byla provedena jeho inser¢ni inaktivace. Kmen s deleci tohoto genu nicméné dale
produkuje pouze U-62162 a proto se zda, Zze vrdDS jiz ke genovému shluku nepatii.

U-62162 postrada pro manumyciny jinak typickou strukturu, kterou je CsN jednotka
na spodnim fetézci. Geny pro biosyntézu CsN byly vpraveny do S. verdensis a do
kmene S. verdensis AvVrdER. Nicméné ani zjednoho kmene nebyly extrahovany
metabolity s touto pfipojenou jednotkou. Duvodem je mozna rozdilnd konformace
spodniho fetézce derivatu U-62162 sdvojnymi vazbami oproti ostatnim
manumycinim, ptipadné odliSny ACP nesouci tento fetézec béhem biosyntézy, ktery
neni nasledné rozeznan amid syntdzou. Pfiinou mulze byt také neuspéSna exprese
vlozenych gend.
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