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Abstrakt:

Sekundarni metabolismus grampozitivnich pudnich bakterii rodu Streptomyces je
neocenitelnym vyznamnym zdrojem pfirodnich produktd, mezi které patfi i skupina
polyketidovych latek, manumycina. Tyto latky vykazuji kromé slabého antimikrobialniho
mnozstvi dosud neobjevenych, potencialné klinicky vyuZitelnych antibiotik, coz déla z téchto
organismlt nadéjné feSeni souCasného problému rozvoje antibiotikovych rezistenci
u mikroorganismu. Vyzkum se ubira dvéma hlavnimi sméry, jednak je zde snaha o ,umeélé”
vytvareni riznych modifikaci ve struktufe molekul a o porozumeéni jejich funkcim, jednak jde
o objevovani uplné novych producentd metodami ,genome miningu®, optimalizace postupl
pro probouzeni skrytych kryptickych genovych shlukG a zvySeni produkce pozadovanych
metabolithd. Jeden z mnoha takovych tichych shluk( obsahuje i Saccharothrix espanaensis
DSM44229. Tato geneticka informace byla s cilem charakterizace jejiho produktu pfenesena
do heterologniho hostitele, kde nasledné doSlo k aktivaci a produkci novych latek

manumycinového typu.

.....

metabolity, genové inZenyrstvi

Abstract:

Secondary metabolism of Gram-positive soil bacteria from the genus Streptomyces is
a inestimable source of natural products including manumycins, which belong to a polyketide
group. These products possess weak antimicrobial, but important antiinflammatory, and
antitumor activities. Streptomyces sp. offers broad amounts of yet undiscovered antibiotics,
potentially utilizable in clinical medicine. This fact makes out of these organisms a promising
solution to our present problem with rising antibiotic resistance among microorganisms. Two
main ways are applied in this research: There are efforts of prepairing new derivates based
on known products and creating various modifications in their structure. Next, new producers
are discovered by “genome mining” methods, activation of silent gene clusters, followed by
improvements of antibiotic production. One of those silent clusters was found in the
Saccharothrix espanaensis DSM44229 strain. The genetic information has been transferred
to a heterologous host in order to characterize its product. Cluster activation and production
of novel manumycin-type metabolites occurred in the host after the transfer.

Keywords: streptomycetes, secondary metabolites, polyketides, manumycins, anti-

inflammatory metabolites, genetic engineering
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1.Uvod

Kazda bunka vykonava béhem svého Zivota celou Ffadu enzymovych reakci latkové
premény, béhem kterych dochazi k pfeméné rlznych latek a energii. Souhrn téchto tzv.
metabolickych drah oznacujeme jako metabolismus. V metabolicky aktivnich burfikdch mize
metabolismus probihat ve dvou zakladnich forméach.

Vedle primarniho metabolismu, ktery je Casto cyklického charakteru a zajistuje latky
esencialni pro preziti a uspésnou reprodukci jako jsou napfiklad nukleové kyseliny, tuky,
cukry nebo nékteré aminokyseliny, burfiky mohou vykonavat také metabolismus sekundarni.
K jeho nastartovani dochazi, pfedev§im pokud je bunka vystavena stresu, napfiklad pfi
vy€erpani Zivin, a probiha paralelné s primarnim metabolismem. Produkty sekundarniho
metabolismu maji ¢asto dosud neobjasnénou funkci, avSak v mnoha pfipadech dochazi ke
spusténi alternativnich metabolickych drah pro ziskavani Zivin. BEéhem téchto procesu, které
poskytuji burice lepSi moznosti pro preziti v okolni konkurenci, dochazi také k produkci
riznych pigmentd nebo antibiotik.

Sekundarni metabolismus je v nejvétsi mife vyuzivan napfiklad nékterymi druhy rostlin,
hub a hlavné prokaryot. Zatimco u rostlin muze produkce probihat béhem celého Zivota
bunky, u prokaryot se soustfeduje pfedevsSim do stacionarni faze. Zde dochazi k produkci
mnoha ruznych skupin chemickych latek, ¢ehoz je hojné vyuzivano v praxi pfi produkci
antibiotik. Mnoho téchto latek, v€etné manumycinl, patfi do skupiny polyketidd. Jejich
syntéza je ve znacné mife podobna syntéze mastnych kyselin. U obou téchto skupin je
zakladni stavebni sloZzkou Acetyl-CoA.

Manumycinova antibiotika jsou mala skupina bakterialnich metabolitl, pojmenovana po
Manumycinu A1, ktery byl popsan jako prvni v roce 1963 (Buzzetti et al. 1963). Tyto latky
antibakterialni (Omura et al. 1976, Shu et al. 1994) az po protirakovinnou (Hara et al. 1993,
Sattler a Tamanoi 1996, Barbacid 1987).

Struktura manumycinovych latek byla poprvé popsana v roce 1973 na manumycinu A1
(Schréder a Zeeck 1973) jako dva nenasycené uhlikové Fetézce propojené unikatnim
uhlikovym kruhem. Zatimco dolni Fetézec je relativné konzervovany, horni midze nabyvat
rizné délky a muaze byt také rdznymi zplsoby zakon&en. Tato rozmanitost urCuje, jakou
aktivitu bude konkrétni manumycin mit. To je také divodem, pro¢ se v poslednich letech
zajem obraci pravé na ziskdvani novych, dosud nepopsanych manumycind, s potencionélné

vyuzitelnymi biologickymi U&inky.
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2. Prehled literatury

2.1. Polyketidy

Polyketidové latky tvofi vyznamnou skupinu pfirodnich latek, jez vykazuji velké mnozstvi
riznych klinicky vyuZitelnych biologickych uc€inkd. Vedle manumycinG sem patfi fada dalSich

sekundarnich metabolitt, bézné vyuzivanych v mediciné, jako je napfiklad erytromycin.

2.1.1. Syntéza polyketidi a mastnych kyselin

| pfes vysokou strukturalni diverzitu je biosyntéza polyketid jednotna a pravdépodobné
se plvodné vyvinula ze syntézy mastnych kyselin, které se zna¢né podoba (Hopwood and
Sherman 1990). V obou pfipadech je zalozena na Claisenové kondenzaci.

2.1.1.1. Mastné kyseliny

V pfipadé syntézy mastnych kyselin je kondenzace vykonavana enzymovym systémem
syntdzy mastnych kyselin (FAS — Fatty Acid Synthase). Ty zajiStuji pfipojovani malonylovych
podjednotek a jejich vazbu k pocatecni podjednotce, vétSinou acetylu, vznikajicimu z acetyl-
CoA nebo z malonyl-CoA dekarboxylaci (obr. 1).

Latky ucastnici se kondenzace jsou vazany na specialni enzymy. Prvnim z nich je
ketosyntaza (KS), na kterou je navazana startovni acetylova jednotka a ktera katalyzuje
kondenzaci. Malonylové podjednotky uréené pro prodluzovani fetézce jsou prenaseny
druhym enzymem, kterym je acyl-vazajici protein (ACP), jez je kromé& toho také
prostfednikem pfi pfenosu acetylu na KS.

Kondenzace probihd v nékolika cyklech podle pozadované délky vznikajiciho Fetézce.
Vysledkem kazdého cyklu je prodlouzeny fetézec vazany ve formé B-ketoesteru na ACP.
Nasledné kroky slouzi k odstranéni B-kysliku. Nejprve probiha redukce ketoreduktdzou (KR),
dehydrogenace dehydrogenazou (DH) a kone¢né dalSi redukce enoylreduktazou (ER). Po
dokonceni vSech téchto krokl je, po pfeneseni nasyceného fetézce z ACP na KS, cely
cyklus opakovan. Po dosazeni konecné délky je Fetézec prenesen na enzym thioesterazu
(TE), ze které je nasledné uvolnén ve formeé volné kyseliny nebo acyl-esteru.

JelikoZ jsou jednotlivé stavebni slozky (startovni acetyl a malonylové jednotky) vstupujici
do biosyntézy ve formé vazané na koenzym A, UCastni se procesu jesté dalsi slozka FAS,
kterou je malonyl-acetyl transferaza (MAT). Jeji Ulohou je pfenos téchto slozek z koenzymu
na prislusné enzymatické domény FAS (Staunton a Weissman 2001).
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Obr. 1: Cyklus biosyntézy mastnych Kyselin za¢ina pfenosem acetylové skupiny na KS
pomoci MAT, pres intermediét vazany na @R (Iniciace). Podobnym zptisobem je na [HGE
pomoci MAT prenesena i malonylova podjednotka (Zavadéni substratu), ktera je nasledné
pripojena  prodluZzovanému fetézci, vazanému na KS (ProdluZovani retézce).
Vysledny B-ketoester je pak redukovan (KR, ) a dehydratovan (DH), za vzniku
nasyceného retézce (Upravy B-uhliku), ktery je pfenesen na KS, ¢imZ zadind dalsi cyklus
syntézy. PoZadovany retézec je z cyklu vypustén pres TE (Terminace). (pfevzato z Brignole
et al. 2009).

Popsany mechanismus je shodny u vS8ech systému vyuzivajicich FAS a ve vSech
pFipadech |ze rozlisit zakladnich 7 domén s vySe popsanymi enzymatickymi Uc€inky. FAS se
déli na 2 zakladni typy v principu podle organizace mezi jednotlivymi doménami. FAS typu |
jsou velké proteiny, ve kterych jsou sdruzeny vSechny enzymatické domény, ucastnici se
biosyntézy mastnych kyselin. V pfipadé FAS typu Il se jedna o jednotlivé proteiny, které
katalyzuji jen jednu reakci, a které se b&éhem syntézy postupné stfidaji.



2.1.1.2. Polyketidsyntazy
NejdllezitéjSimi enzymy pfi biosyntéze polyketidu jsou polyketidsyntazy (PKS). Tyto

komplexy se déli v podstaté na 3 typy (obr. 2).

PKS typu | jsou, podobné jako v pfipadé FAS, velké multidoménové enzymy, nesouci
aktivitu potfebnou pro vSechny kroky biosyntézy polyketidi rozdélenou mezi jednotlivé
domény. Kazda z téchto domén je obvykle béhem syntézy enzymaticky aktivni pouze
jednou. Diky tomu se da podle pofadi jednotlivych domén celkem dobfe odhadnout kone¢na
struktura produktu.

U PKS typu Il jsou naproti tomu jednotlivé aktivnhi domény rozmistény na nékolika malych
enzymech, které obvykle nesou pouze jednu funkci, ale jsou vyuzivany opakované. Tento
typ je nejCastéji vyuzivan pfi syntéze bakteridlnich aromatickych polyketida. Jelikoz jsou
jednotlivé slozky téchto PKS aktivni opakované béhem procesu kondenzace, neexistuje
zadny vztah mezi jejich poctem a po¢tem krokd kondenzace. U téchto PKS lze tedy strukturu
vysledného produktu odhadnout mnohem obtiznéji, nez je tomu u PKS I. K odhadnuti Ize
vtomto pfipadé vyuzit napfiklad podobnosti mezi rdznymi chain length faktory (CLF),
urcujicimi délku polyketidovych Fetézcu.

Existuji také PKS typu I, které maji zvlastni homodimerni strukturu. U bakterii a hub byly
tyto PKS popsany pouze v nékolika pfipadech (Austin a Noel 2003, Katsuyama a Ohnishi
2012). Tento systém zajiStuje kondenzaci malonylovych jednotek a je zajimavy predevS§im
tim, Ze nevyuziva zadny ACP K iniciaci syntézy, ale dochazi k ni rovnou na startovni

jednotce.

2.1.1.3. Tailoring (post-PKS procesy)

Jako tailoring procesy se oznaluji déje, které polyketid podstupuje po syntéze
polyketidsyntazou. Jedna se o dodate¢né Upravy rliznymi enzymy od oxidoreduktaz, pres
rizné transferazové enzymy, az po halogenazy a jiné (Olano et al. 2010).

Mezi oxidoreduktdzy patfi fada enzymu, které se téchto procesu uUCastni nejCastgji.
Jednd se o oxygenazy, oxidazy, peroxidazy, reduktdzy nebo dehydrogenazy, enzymy
ovliviiujici kyslik-obsahujici skupiny (hydroxylové, epoxidové, aldehydové anebo keto),
pfipadné zavadéjici vodikové atomy. Neékteré =z nich, jako napfiklad ketoreduktazy
nalezneme také pfimo u PKS, kde odstranuji ketoskupinu béhem cykli Claisenovy

kondenzace.
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Obr. 2: Organizace jednotlivych typu PKS; ACP — acyl carrier protein; AT —
acyltransferaza; DH — dehydrataza; KR — ketoreduktaza; KS — ketoacyl! syntaza (prevzato
z Olano et al. 2010).

Transferazovych enzymu je hned nékolik typu, podle toho jaké skupiny pfenaseji. Mnoho
polyketidu je dodateéné upraveno glykosylaci glykosyltransferazami (Salas a Méndez 2007;
Thorson et al. 2001). Takto jsou modifikovana i nékterd vyznamnd antibiotika (erytromycin,
doxorubicin aj.), u nichz je glykosylace esencialni pro jejich aktivitu. Dal§i dualezitou
transferazovou reakci je pfenos metylové skupiny. Metyltransferazy vétSinou jako donor
vyuzivaji S-adenosylmethionin. K témto reakcim se také fadi napfiklad pfipojovani kratkych
uhlikatych Fetézcl acyltransferazami, aminoskupin aminotransferazami, nebo prenylovych
skupin prenyltransferazami.

Znacny dopad na aktivitu latek byl prokazan také v pfipadé halogenace u antibiotik, jako
je napfiklad vankomycin nebo chloramfenikol (Harris et al. 1985; Neumann et al. 2008).
Obecné se nejCastéji jedna o halogenaci atomy chloru, pfipadné bromu, méné ¢asto jodu
a fluoru.

Porozuméni témto procesum v poslednich letech zna¢né pokrocCilo a otevielo tak do

budoucna dal$i atraktivni moznosti pro ziskavani novych derivatu pfirodnich latek.
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2.2. Manumyciny

Manumyciny jsou mala skupina latek, syntetizovanych vramci bakterialniho
sekundarniho metabolismu. Prvni takovato latka, po které byla skupina pojmenovana, byla
objevena jiz v roce 1963 (Buzzetti et al. 1963) a oznacena jako manumycin A. Na této latce
byla popséna zakladni manumycinova struktura (viz 2.2.1.). Ta je kromé horni ¢asti molekuly
u vétSiny téchto latek velice podobna. Geny kédujici vSechny slozky potfebné pro biosyntézu
manumycinud jsou na linearnim chromosomu soustfedény do shluku.

Z hlediska biosyntézy byly tyto latky nejlépe charakterizovany na pfipadé asukamycinu,
produkovaného kmenem Streptomyces nodosus ssp. asukaensis, u kterého byl cely genovy
shluk osekvenovan a popséan. V8echny geny v ném byly rozdéleny do nékolika skupin podle
toho, jakych ¢asti biosyntézy se ucastni (obr. 3) (Rui et al. 2010).

R2 C1 C4 C3 C6 C7C9C8 C14C13 C11 C15
R4R3 R1 B4 B3 B2 C2 E2C10 A2 A1 Dt D2 D3 E3 C12 A3 M1 R5 H1 R6

4@@@@#44«-4@@@»%@* E>E>E>¢<ﬂ<344ﬁ¢>t>¢>t><ﬁ

38.5 Kb

Obr. 3: Oteviené cteci ramce identifikované v genovém shluku pro syntézu asukamycinu.
Geny rozdéleny dle svych funkci do nékolika skupin: skupina A pro biosyntézu a adenylaci
3,4-AHBA; skupina B pro biosyntézu CHC-Co0A; skupina ¢ pro skladani polyketidovych
retézctl; skupina D pro tvorbu CsN podjednotky; skupina E pro oxygenaci; skupina R jsou
regulatorové oblasti; |\ - export (prevzato z Rui et al. 2010).

2.2.1.Struktura manumycint

Charakteristickou sloZkou struktury manumycint je m-C;N (2-amino-4-hydroxycyklohex-
2-enon) kruhova podjednotka umisténa ve stfedu molekuly. Charakteristické je meta
usporadani mezi dusikem a uhlikem C7. Podle usporadani substituentd na uhlicich C5/C6
se molekuly déli na dva zakladni typy. Molekuly s uspofadanim 5,6-epoxy se oznacuji jako
Typ |, ktery se dale podle nasycenosti dolniho fetézce déli na Typ la (nenasyceny) a Typ Ib
(nasyceny). Typu Il jsou molekuly, u nichz se na C5/C6 nachazi hydroxyetylenova struktura.
ZpUsob substituce na uhlicich C5/C6 ovliviiuje antimikrobialni aktivitu molekuly (viz. 2.2.3.3.).
Na tuto centralni jednotku jsou navazany dva uhlikaté fetézce, pficemz uhlik C7 pfechazi
v takzvany dolni fetézec a na dusik je navazany horni fetézec.

Variabilita dolniho fetézce je znaéné omezend, ve vétsiné pfipadu se jedna o trien, nebo
tetraen, jako je tomu v pfipadé kolabomycint A7 a D8. Dolni uhlikaty fetézec je nejcastéji
zakoncen GCsN (2-amino-3-hydroxycyklopent-2-enon) podjednotkou. Pouze v nékolika

12



pripadech je zakonCen karboxy skupinou. Struktura CsN podjednotky je znacné
konzervovana naph’é mnoha druhy pfl’rodnl'ch latek.

fetézec, ktery do znacné miry urCuje vlastnosti konkrétni molekuly. Jeho struktura se maze
riznit napfiklad v celkové délce fetézce nebo v poltu a umisténi metylovych zbytkl
a dvojnych vazeb. Zdrojem variability je i volba startovni jednotky, kterd byla pro syntézu
tohoto Fetézce pouzita. Tato podjednotka se ve finalni molekule manumycinu nachazi na
konci horniho fetezce (obr. 4).

horni fetézce

manumycin A

HO™"
9 M
colabomycin A

dolni |
fetézec

asukamycin

C U-62162 @)

COOH

Obr. 4: Zakladni struktura manumycinu (vlevo), rizné struktury horniho fetézce (vpravo)

v

(prevzato z Petfickova et al. 2014).

2.2.2. Produkce manumycint

Hlavnimi producenty latek tohoto typu je rod Streptomyces z fadu Actinomycetales. Diky
jejich pestrému sekundarnimu metabolismu se obecné jedna o bakterie vyuzivané v mnoha
odvétvich biotechnologického pramyslu. Tyto organismy jsou ¢asto zmifiovany v souvislosti
s hledanim novych druht Ié€iv s protizanétlivymi nebo napfiklad protinadorovymi Gcinky.

Jak jiz bylo fe€eno, geny pro biosyntézu manumycini jsou jako u veétSiny ostatnich
sekundarnich metabolitd aktinomycet na chromosomu sdruzeny ve shlucich (viz 2.2.).
Velikost manumycinovych genovych shlukd se pohybuje nékde v rozmezi od 25 kbp do
40 kbp. Exprese téchto shlukl byva zahajena v ramci sekundarniho metabolismu za riznych
stresovych podminek. VétSina téchto genovych shlukd v8ak neni za béznych laboratornich
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podminek aktivovana ani pfi stresu. Nékteré studie tvrdi, Ze kazda ze streptomycet vlastni az
dvé desitky riznych genovych shlukd pro syntézu sekundarnich metabolitl, ale pouze
nékolik z nich je béhem stresu aktivovano (Bentley et al. 2002; lkeda et al. 2003). At uz jsou
tyto odhady presné nebo ne, jisté je to, Ze doposud jsme poznali jen maly zlomek
z celkového poctu téchto latek a Ze tento druh organismi do budoucna nabizi obrovsky
potenciadl ve smyslu hledani novych latek s vyuzitelnymi biologickymi aktivitami. Tyto
neexprimované genové shluky se oznacuji jako ,kryptické“ a vzhledem Kk jejich mnozZstvi se
jejich aktivaci zabyva ¢im dal vice studii. Divody a mechanismy utlumeni téchto shluk( vSak
nejsou doposud znamy. Z hlediska molekularni biologie je rod Streptomyces dlouhodobé
dobfe probadany, coz poskytuje fadu moznosti pro genetické manipulace pouzivané pfi
pokusech o aktivaci kryptickych shluka.

2.2.2.1. Rod Streptomyces (Actinomycetales)

Bakterie rodu Streptomyces jsou predevsim pldni vlaknité aerobni organismy, patfici do
fadu Actinomycetales. Obsahuji linearni chromosom dlouhy pfiblizné 6-10 Mbp o vysokém
podilu GC paru (az 70%) (Bentley et al. 2002), ktery se rozdéluje na dvé zakladni oblasti.
V konzervované centralni casti jsou soustfedény prevazné esencialni geny primarniho
metabolismu (Choulet et al. 2006; Ohnishi et al. 2008), v ramenech pak nalezneme geny
sekundarniho metabolismu a geny adaptacni (Choulet et al. 2006). Streptomycety jsou dale
studovany i jako model bunécéné diferenciace na prokaryotické Urovni. Prochazeji slozitym
zivotnim cyklem, ktery pfipomina cyklus plisni. Prvnim stupném rdstu na pevném médiu je
tvorba substratového mycelia proristajiciho do substratu. V dalSi fazi dochazi k tvorbé
nadzemnich sporogennich hyf, ze kterych jsou néasledné pfi stresovych podminkach
oddélovany spory. Actinomycetales zahrnuji kromé rodu Streptomyces jesté dalSi rody, které
se navzajem lisi pfedevsim tvarem, zpusobem rlstu anebo tvorbou spor (obr. 5).

Rad Actinomycetales je po mnoho let obecn& nejvyznamnéj$i skupinou bakterii
z pohledu ziskavani novych typu antibiotik a jinych pfirodnich latek (obr. 6). Do roku 2002
bylo u téchto organismi nalezeno témér 50% vS8ech novych antibiotik a jinych biologicky
aktivnich latek (tab. 1) (Bérdy 2005).
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tyEinkovité buriky,
nékteré se vétvi
anaerobni
Actinomycetales
vétvena filamenta,
rozpadaji se na
tyCinkovité bunky
aerobni
spory v retizcich
koherentni shiuk
vétvenych filament
produkujicich
Spory spory jednotlive
na stopkach

Obr. 5: Klasifikace aktinomycet podle Waksmana a Henriciho, 1949 (prevzato z Hopwood
2007).

2.2.2.2. Rod Saccharothrix (Actinomycetales)

Bakterie rodu Saccharothrix jsou dal§imi zastupci fadu Actinomycetales, patficimi do
Celedi pseudonokardii. Tento rod je c&asto zminovan v souvislosti svou schopnosti
glykosylovat pfirodni produkty (Ohuchi et al. 2000). Mezi takovéto latky patfi napfiklad
sacharomyciny ze skupiny heptadekaglykosidovych antibiotik, aktivni proti MRSA (Singh et
al. 2000). Prvnim osekvenovanym genomem organismu z této skupiny byl Saccharothrix
espanaensis DSM44229. Na rozdil od streptomycet je genom této bakterie cirkularni, stejné
jako u dalSich pseudonokardii (Land et al. 2009; Liolias et al. 2010; Oliynyk et al. 2007; Pati
et al. 2009; Sales et al. 2011), o délce 9 360653 para bazi a neobsahuje Zadné
mimochromozomalni replikony. V jeho genomu bylo nalezeno az 26 potenciélnich genovych
shlukd pro sekundarni metabolismus. Kromé saccharomycind A a B nebyla zaznamenéna

produkce jinych sekundarnich metabolitd (Strobel et al. 2012).
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Mitomycin
Novobiocin
Amphotericin
Vancomycin
Neomycin Cephalosporin
Virginiamycin
Chlortetracycline Gentamicin
Candicidin Monensin
Chloramphenicol Tylosin Adriamycin
Spiramycin  Pristinamycin Teicoplanin
Bacitracin Tetracycline Avoparcin
Erythromycin Kasugamycin Thienamycin
Streptomycin  Oleandomycin Fosfomycin  Lovastatin
Streptothricin Griseofulvin Polyoxin Rapamycin
Actinomycin Rifamycin  Cyclosporin Avermectin  Spinosyn
Penicillin Oxytetracycline  Bleomycin Bialaphos  Nikkomycin Epothilone
Gramicidin  Nystatin Kanamycin Lincomycin Tacrolimus

1940 1950 1960 1970 1980 1390 2000

Obr. 6: Objevy duleZitych antibiotik a jinych pfirodnich latek v letech 1940 aZz 2000. Tuéné
vyznacené jsou produkty bakterii Fadu Actinomycetales; normalné produkty hub; kurziva
oznacuje latky vyrabéné bakteriemi z jinych skupin nez Actinomycetales (Hopwood 2007).

Producenti Antibiotika Ostatni aktivity Celkem
Actinomycetales 8 700 1400 10 100
Ostatni bakterie 2900 900 3800
Houby 4 900 3700 8 600
Celkem 16 500 6 000 22 500

Tab. 1: Pocty novych prirodnich latek, izolovanych z hlavnich 3 skupin mikroorganismu do
roku 2002 (prevzato z Bérdy 2005)

2.2.2.3. Biosyntéza manumycint

Mechanismy biosyntézy byly intenzivné studovany u organismua Streptomyces parvulus
a Streptomyces nodosus ssp. asukaensis, produkujicich manumycin A a asukamycin
(Thiericke et al. 1990). Obé tyto latky obsahuji v podstaté 4 zakladni stavebni slozky (viz.
2.2.1.) pochazejici z nezavislych metabolickych drah.
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Centralni m-C;N podjednotka se kromé& manumycind nachazi také u mnoha dalSich
antibiotik, u nichz se ale jeji pivod muaze ruznit. U velké €asti téchto latek pochazi jeji
prekurzor z cyklu kyseliny Sikimové (Kim et al. 1996), konkrétné se jedna o kyselinu 3-amino-
5-hydroxybenzoovou (AHBA) (Kibby a Rickards 1981, Herlt et al. 1981). Jinym moznym
prekurzorem je 3-aminobenzoova Kkyselina (m-ABA), ktera je také intermediatem cyklu
kyseliny Sikimové (Rinehart et al. 1981). V pfipadé manumycinu ale probihd tvorba m-C;N
jednotky odliSnym zpusobem. Prekurzorem je Kkyselina 3-amino-4-hydroxybenzoova
(3,4-AHBA) (Hu et al. 1997), ktera v8ak nevznika v cyklu kyseliny Sikimové, ale vznika
kondenzaci a naslednou cyklizaci dvou dalSich latek. Prvni znich je 1-aspartat-4-
semialdehyd (ASA), pochazejici z Krebsova cyklu a druhou je dihydroxyacetonfosfat (DHAP)
nebo dihydroxyaceton (DHA) (Thiericke et al. 1990).

Vystavba horniho polyketidového fetézce probiha polyketidovou syntézou, ktera zacina
na startovni molekule. Tou mohou byt rGzné latky, pfiemz vétSinou se jedna o jednu ze tfi
hlavnich skupin. Prvni znich je acetyl-koenzym A, ktery je vyuzit v pfipadé syntézy
manumycinu A. Druhou je jednotka isopropylu, pouzita pfi stavbé manumycind E a G.
Posledni z hlavnich skupin startovnich jednotek je cyklohexan. Ten nalezneme napfiklad
u asukamycinu nebo u manumycinu F. Typ pouzité molekuly také hornimu Fetézci, resp. celé
latce, udéluje znacnou strukturdlni variabilitu. Jednotky pouZzité k prodlouzeni fetézce se
mohou také mirné liSit. U manumycinu A jde o pfipojeni jednoho malonyl-koenzymu A a tfi
metylmalonyl-koenzymu A.

Syntéza dolniho fetézce je také zajisténa polyketidovou syntézou, ale na rozdil od
horniho fetézce je jako startovni molekula pouZita 3,4-AHBA nesend aryl-pfenasejicim
proteinem. Syntéza tedy v podstaté zacind na vznikajici m-C;N jednotce. K syntéze je
vyuzivan malonyl-CoA, pficemz pocet kondenzacnich kroku se li§i podle toho, zda vznika
latka s trienovym (napf. manumycin A nebo asukamycin) nebo tetraenovym (colabomycin)
dolnim Fetézcem (Thiericke et al. 1990). V rdmci zavére€nych Uprav je fetézec jesté oSetien
ketoreduktdzou a dehydrogenovén, ¢imz dojde ke vzniku dvojnych vazeb na spojenych
jednotkach (Rui et al. 2010). Upiné na zavér je na konec fetézce pripojena CsN jednotka,
nebo je ponechano zakonceni v podobé karboxylové kyseliny.

Prekurzorem pro vznik 2-amino-3-hydroxycyklopent-2-enonové jednotky (CsN) je kyselina
5-aminolevulova (5-ALA), ktera v pfipadé biosyntézy mynumycinovych latek vznika vétsinou
z glycinu a sukcinyl-koenzymu A v ramci takzvané C4 drahy. Kli¢ovou roli pfi tomto vzniku
kyseliny 5-aminolevulové sehravd enzym 5-aminolevulindt syntdza. Druhym zplsobem
vzniku 5-ALA je C5 draha. Zde je tRNA? po pfeméné na semialdehyd transaminovana na
5-ALA. Takto vznikld kyselina aminolevulova v8ak slouzi vyhradné k ucelim priméarniho

metabolismu a stava se prekurzorem porfyrini a hemu (Petfiek et al. 2006).
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Svyntéza z pohledu celé molekuly

Proces skladani finalni molekuly byl opét nejlépe popsan u molekuly asukymycinu

(obr. 7). Vtomto procesu hraji duleZitou roli dvé amid-syntazy. Tyto enzymy vytvareji

amidové vazby, kterymi jsou jednotlivé strukturni jednotky spojeny. Konkrétné se jedna

o vazbu mezi m-C;N jednotkou a hornim Fetézcem a o vazbu kterou je CsN jednotka

pfipojena k dolnimu polyketidovemu fetézci (Rui et al. 2010).

V poslednich Upravach dochazi pomoci oxygenaz k oxidaci m-C;N jednotky na uhlicich
C4 a C5/C6 (Thiericke et al. 1990). Oxidaci na C4 vznikd 4-hydroxyprotoasukamycin,
u néhoz dochazi ke vzniku epoxidové skupiny na C5/C6 (Rui et al. 2010). Jako vychozi

vznikaji tedy vzdy mynumyciny typu | (s epoxidovou skupinou), u kterych miZze byt epoxid

redukovan jak enzymaticky, tak neenzymaticky za vzniku manumycinu typu .

e NH, AsuC12 o NH, A AsuA1 HaN,__CHO ’é‘\SUC5
_ @ AsUA3 HOOC AsuB1-B4 CoAS : -
$ g 3,4-AHBA S CHC-CoA
s AMP “"~C7CH,0H %
AsuC12 Hy 2
Sy, DHAP )
OH %’ OH OH OH Q
¥ _A_NH, NH, NH;
OO s AsuC7 AsuC8,C9
— —_—
H o HO 5N AsuC5 AsuC5 AsuC5
AsuC11 o”s s o?s é )(\/O AsuC8,C9 é Y\Q AsuC7 é n’YO
~
¢ § ¢ o] O OH o]

AsuC11 AsuC11

AsuC11

FAS or KSI/I?
AsuC7
AsuC8,C9

AsuC2 ACP
AsuD3,D2 :
S A
ATP, HSCoA B .1
o ACP
(HoOC)
WCOOH
*HN
~
PLP &
AsuD2 \_ AsuD1
AsuE3
HOJO'\,NHy COASJOJ\/\fO HNSO >—< HNJéoH
* o} OH
Glycine ] OH ﬁ NAD(P) NAD(P)H G
Succinyl-CoA Pr kamycin (C1) 4-Hydroxyprotoasukamycin (D1)
Obr. 7: Schematické znazornéni biosyntézy asukamycinu.

T Enzymatic /or non-
enzymatic conversion

Asukamycin (A1)

Primarni  metabolity

znazornény v obdélnicich, cervené startovni jednotka horniho fetézce a jeji prekurzor,

zelené CsN jednotka a prekurzory, modie m-C;N jednotka a prekurzory (prevzato z Rui et al.

2010).
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2.2.2.4. Upravy manumycini

Kromé& hledani Uplné novych manumycinl Ize latky s modifikovanymi aktivitami ziskat
také cilenymi zasahy do jejich struktury. JelikoZz se na jednotlivych aktivitdch ¢asto podileji
odlisné casti molekul téchto latek, muzeme Upravami konkrétnich struktur molekuly
modifikovat cilené ur€itou biologickou aktivitu. Takto ,vylepSené” derivaty by pak mohly byt
lépe vyuZzity v klinické praxi. Existuji dva zékladni pfistupy, kterymi Ize zmén docilit.

V prvnim pfipadé se obecné jedna o zasahy na genetické Urovni, at uz delecemi Ci
inzercemi nékterych gend, nebo kombinatorni biosyntézou. V obou pfipadech je nutna
znalost biosyntetickych shlukl a jednotlivych drah. Nej¢astéjsi dele¢ni Upravou je napfiklad
vyfazeni genud zajiStujicich tvorbu CsN jednotky. Takto vznikaji derivaty jinak shodné
s vychozi latkou, jen postradaji tento strukturni element (Rui et al. 2010).

Dale se pro tvorbu upravenych manumycind vyuziva tzv. kombinatorni biosyntéza
(Khosla a Zawada 1996). Kombinaci genetické informace ze dvou producentu pfibuznych
latek Ize docilit biosyntézy hybridni latky, ktera spojuje jednotlivé strukturni podjednotky obou
latek v jedné. Takto byla vytvofena hybridni molekula obsahujici horni Fetézec asukamycinu
a dolni delSi tetraenovy z kolabomycinu zaménou genll pro CLF (Petfickova et al. 2014).
Timto zpGsobem bychom v budoucnu mohli cilené produkovat latky s pfesné definovanymi
vlastnostmi.

Vedle genetickych Uprav Ize modifikovanych latek dosahnou také pomoci kultivace
v pfitomnosti nepfirozenych prekurzorl. Tento zpusob se nazyva suplementace prekurzory
(wprecursor feeding“). Zakladem této metody je to, ze nékteré enzymy mohou zpracovat
nékolik podobnych substratd. Béhem biosyntézy nam tak zase vznikaji produkty ¢astecné
pozménénymi strukturami. ,Feeding“ byl testovan napfiklad na zaméné startovnich molekul
pro syntézu horniho fetézce u asukamycinu (PospiSil et al. 2011; Hu a Floss 2006). Oba
pristupy lze pfitom Uspésné kombinovat.

2.2.3. Aktivita

Manumycinové latky vykazuji Fadu zajimavych biologickych aktivit, mezi néz patfi
zejména slaba antibakterialni, protinadorova a protizanétliva. Tyto viastnosti vétSinou zavisi
na konkrétni struktufe molekuly. Jejich molekularni podstatou je velmi €asto inhibice
klicovych eukaryotickych enzyma.

2.2.3.1. Inhibice Ras-specifické farnesyltransferdzy

Farnesyltrasferdza je enzym esencialni béhem posttranslacnich Gprav Ras proteinu,

ktery katalyzuje prenos farnesylu na C-konec Ras proteinu (Sattler a Tamanoi 1996,
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Barbacid 1987). Ras je G-protein, ktery je centralni bunécnou signalni molekulou pro
regulaci bunééného déleni. Jeho mutovana, konstitutivné aktivovana, forma se stava
onkogenni a zpusobuje znac¢né procento nadorovych onemocnéni (Gibbs et al. 1994).
Farnesylace Ras proteinu je vyZzadovana pro jeho vazbu do membrany, ktera je nezbytna pro
jeho regulaéni funkce pfi stimulaci ras gend, vedoucim ke zvySené proliferaci. Tento proces
vede v deregulovaném stavu ke vzniku nadoru.

Pfi inhibici aktivity tohoto enzymu je pravdépodobné podstatna struktura ,horniho*
polyketidového fetézce, kdy u méné vétvenych manumycini byla oproti manumycinu A
inhibi¢ni aktivita snizena (Shu et al. 1994). Ackoliv je farnesylace souc¢asti mnoha bunécnych
procest, nebyla béhem takto cilené protinddorové terapie zaznamenana vyrazna vedlejsi
toxicita. Zasadni je pfi tom schopnost rozliS§it a neovliviiovat velice pfibuznou
geranylgeranyltransferdzu |, kterd je pro funkci bunky esencialni. Tento zpusob inhibice
nadorovych onemocnéni byl kromé& rostlin (Qian et al. 1996) studovan u mysi
s implantovanym ras dependentnim fibrosarkomem, u kterych do$lo po uziti manumycinu A

k vyraznému Ustupu tohoto nadoru (Hara et al. 1993).

2.2.3.2. Inhibice IL-18 konvertujiciho enzymu

Dal$im enzymem, ktery je nékterymi manumyciny inhibovan, je interleukin-1f3 konvertujici
enzym (ICE). Interleukin-1 byva pfi¢inou patogennich zanétd a je produkovan makrofagy
a aktivovanymi monocyty. Existuje ve dvou isoformach IL-1a a IL-1B, pfi€emz aktivni forma
B vznik& proteolyticky z prekurzoru za Uc€asti pravé ICE. Nékteré manumyciny jsou diky
lécbé (Tanaka et al. 1996). Byla testovana aktivita degradativnich benzochinonovych
derivatu téchto latek, postradajicich dolni Fetézec a nebylo u nich pozorovano signifikantni
sniZeni inhibicni aktivity. Tento fakt naznacuje, ze ani v tomto pfipadé pravdépodobné neni

dolni fetézec nezbytnou strukturou.

2.2.3.3. Ostatni aktivity
Manumycinové latky vykazuji dale také antibakterialni aktivitu. Az na nékolik vyjimek

vS8ak ovliviuji pouze grampozitivni bakterie, pfi€emz na gramnegativni nema vétsSina
manumycinl Zzadny vliv (Shu et al. 1994; Hayashi et al. 1994; Zeeck et al. 1987; Grote et al.
1988b; Franco et al. 1991; Omura et al. 1976). Tato aktivita je vS8ak charakteristicka pouze
pro manumyciny Typu | (Kohno et al. 1996), aktivni strukturou molekuly bude tedy
pravdépodobné epoxidova skupina na centralni jednotce.

Dal$i zajimavou vlastnosti je schopnost inhibice IKK (I-kB-Kinase). Ta je zodpovédna za
fosforylaci NF-kB (Necrosis Factor kB), nasledné aktivujiciho geny pro zanétlivou odpovéd
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a onkogenezi. IKK je trimer tvofeny proteiny IKKa, IKKB a IKKy a pro svou aktivitu vyZaduje
pfitomnost cytokinu TNF-a (Tumor Necrosis Factor a) nebo interleukinu-1. Inhibice procesu
manumycinem A spociva v inaktivaci podjednotky IKKB, potazmo celé IKK (Bernier et al.
2006).

V neposledni fadé je v posledni dobé studovan vliv manumycinld na rozvoj Alzheimerovy
choroby. Manumycin A inhibuje neutralni sfingomyelinazu, ¢imz dochdazi k preruseni drahy
vedouci ke vzniku amyloid-B-peptidu, ktery se béhem choroby hromadi v mozku a je jednou
z pfic¢in demence (Constantini et al. 2005).

2.2.4. Hledani novych producentii manumycini

Prvnim krokem pfi ziskdvani novych manumycinovych latek je hledani novych kmenu
streptomycet, které vlastni genovy shluk pro jejich syntézu. Takové kmeny jsou vyhledavany
dvéma zakladnimi zpusoby.

Prvnim z nich je klasicky geneticky screening rdznych kmend, ziskanych v idedlnim
pfipadé ze vzdalenych lokalit. BéZné byva screening zacilen na pfitomnost gend pro
polyketidsyntazy. Tento cil screeningu je ale velice nespecificky pro hledani konkrétnich
polyketidovych latek, v nasem pfipadé manumycini. PKS jsou totiz u téchto organismu
znacné rozSifené enzymy a kazda streptomyceta obsahuje v genomu hned nékolik PKS
genu. Daleko specifi¢téjSi je screening zaméfeny na pfitomnost gent kddujicich
aminolevulindt syntdzu. Tento enzym zajiStuje tvorbu kyseliny aminolevulové, prekurzoru
CsN jednotky, a uCastni se i jeji cyklizace (viz 2.2.2.4). CsN jednotka se ale u nékterych
manumycint nemusi vabec vyskytovat, ¢imz se nam nékteré kmeny mohou falesné jevit jako
negativni na pfritomnost tohoto shluku. NejspecifitéjSim zacilenim screeningu jsou geny pro
syntazu kyseliny 3-amino-5-hydroxybenzoove, jejiz €innosti vznika prekurzor m-C;N jednotky
(viz 2.2.2.4.), jakoZzto spole€né struktury manumycind.

Druhym pfistupem v ziskavani novych producentd je vyhledavani téchto genovych
shlukd pfimo v online databazich v ramci tzv. genome scanningu. Pocet osekvenovanych
genomu streptomycet se v téchto databazich v posledni dobé vyrazné rozrista, a to hlavné
diky modernim zpusobum sekvenaci a diky pfiznivéj§im finanénim narokdm na jejich

realizaci.

2.3. Stimulace sekundarniho metabolismu

Uroveri produkce sekundarnich metabolitti se méize u jednotlivych kment velmi vyrazné
liSit, pfipadné mohou kmeny vlastnit takzvané ,kryptické“ genové shluky, u nichz nedochazi
k expresi (viz 2.2.2.). Pfedmétem vyzkumu je tedy v posledni dobé c&asto ,ozZiveni*
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kryptickych shlukd a zvySeni produkce. Téchto cill Ize dosahnout modifikacemi na rdznych
drovnich syntézy téchto latek. Castym a nejjednodudsim zplsobem, jak zvysit produkci je
kultivace bakterii za nestandardnich podminek, jak fyzikalnich, tak nutricnich. Dale se za
timto cilem vyuZiva klasickych genetickych manipulaci, napfiklad v oblastech regulacnich
gent shluku (Gottelt et al. 2010), nebo i v jinych genech, leZzicich mimo né&j. Posledni
metodou, jak dosahnout ,ozZiveni“ exprese kryptickych® shlukd je pak jejich kompletni
preneseni do heterolognich producentd. Kromé téchto ,klasickych® metod stoji také za
zminku zapojeni postupu syntetické biologie, kde je puvodni regulace Uplné nahrazena
umeéle zkonstruovanym regulaénim systémem, ktery by byl pfesné znamy, a snadno
manipulovatelny (Bayer et al. 2009; Salis et al. 2009; Widmaier et al. 2009).

2.3.1. Nestandardni kultivace

Bylo prokazano, ze nékteré druhy stresovych stimuld mohou spustit expresi genl pro
sekundarni metabolismus. Mezi né patfi napfiklad teplotni nebo ethanolovy Sok, které
poskozuji bunécny obal a zpusobuji Spatné sbalovani proteint (Puglia et al. 1995; Servant
a Mazodier 2001; Yura a Nakahigashi 1999).

Teplotni a ethanolovy Sok byl testovan napfiklad u organismu Streptomyces venezuelae,
produkujiciho polyketidové antibiotikum jadomycin B, ktery ma antibiotické 0c€inky proti
Grampozitivnim patogentiim (napfiklad nékteré stafylokoky) (Jakeman et al. 2009). Genovy
shluk pro syntézu této latky je pod kontrolou dvou hlavnich transkripénich faktort. Geny
jadR1 pro transkrip&ni aktivator JadR1 a jadR2, kodujici JadR2, ktery funguje jako represor
genu jadR1 (Yang et al. 2001; Yang et al. 1995). Tato represe byla v dusledku Soku
preruSena a doslo k vyraznému narustu v mnozstvi produkovaného jadomycinu B (Doull et
al. 1993; Doull et al. 1994). U Streptomyces coelicolor bylo zvySeni produkce
metylenomycinu pozorovano pfi limitaci alaninem nebo glukézou (Hayes et al. 1997).
Obecné v8ak lze fici, Ze mechanismy, jakymi k témto stimulacim dochazi, nejsou pfilis
podrobné prozkoumany.

Zajimavym zplsobem, jak stimulovat produkci béhem procesu kultivace je prFidani
malych koncentraci vzacnych prvki, jako jsou napfiklad lanthan (La) nebo skandium (Sc).
Nékolikanasobné zvySeni produkce sekundarnich metabolitd po pfidani Sc se prokazalo
hned u nékolika organismu (S. coelicolor, S. antibioticus, S. griseus) (Kawai et al. 2007).

Narust produkce sekundarnich metabolitd byl pozorovan také v pfipadé kultivace
v pfitomnosti jiného bakterialniho kmene (Onaka et al. 2011). PfedevS§im se jedna
o kokultivaci s bakteriemi produkujicimi mykolové kyseliny, jako napfiklad Tsukamurella
pulmonis nebo Corynebacterium glutamicum. Nutno v8ak podotknout, Ze pfidanim pouze
samotné mykolové kyseliny k zadnému narastu produkce nedochazelo (Onaka et al. 2011).
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2.3.2. Genetické modifikace

Z hlediska regula¢nich mechanismu sekundarniho metabolismu je nutné si uvédomit, ze
mnoho z nich funguje jako odpovéd na stav primarniho metabolismu (Wang et al. 2013)
a fyziologicky stav buriky, napfiklad na pfitomnost N-acetylglukosaminu po autolyze mycelia
(Rigali et al. 2008). Sekundarni metabolismus je také castecné koregulovdn s bunécnou
diferenciaci (Hempel et al. 2012). Modifikace se tedy vibec nemusi zamérovat pouze pfimo
na regula¢ni geny sekundarniho metabolismu. Vétdina téchto gend je navic sdilena hned
mezi nékolika metabolickymi drahami.

Vyzkumy provadéné na Streptomyces lividans poukazaly na fakt, ze bunécny alarmon
ppGpp (obr. 8) mize svou vazbou na RNA polymerazu (RNAP) (Artsimovitch et al. 2004)
zpUsobit zvySeni produkce antibiotik (Hesketh et al. 2001; Ochi 2007). Nésledné byla
vytvofena mutovand RNAP rezistentni krifampicinu, kterd napodobovala RNAP
s navazanym ppGpp aktivujici expresi biosyntetickych shlukd (Lai et al. 2002; Xu et al.
2002).

Limitace
aminokyselinami

!

308 podjednotka
. t ppGpp
Pi qy.
pprpGpp sekundarni
+ AMP 3 metabolismus
3 ke A|misto @@ Antibiotika
Pigment
50S podjednotka ATP+ GTP Engzymy y
morfologicka

diferenciace

Vzdus$né mycelium
Spory

Obr. 8: Schéma bakterialni stringentni odpovédi vedouci k diferenciaci a struktura molekuly
ppGpp (pfevzato z Ochi 2007).

Tyto vysledky vedly ke vzniku metody oznaCované jako ribozomové inzenyrstvi, jehoz
cilem je zména v genové expresi sekundarnich metabolitd diky zasahdm do transkripénich
a transla¢nich procesl. Ktomu jsou vyuzivany napfiklad Upravy rdznych ribozomalnich
proteind (rpsL mutovany protein S12), translaénich faktord nebo iz zmifované RNA
polymerazy (rpoB mutantni B-podjednotka RNAP) (Ochi 2007; Ochi a Hosaka 2013).
Doposud bylo popsano vice nez 60 takovychto mutaci, majicich za nasledek zvySeni urovné
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sekundarniho metabolismu nejen u aktinomycet. V mnoha pfipadech se jednalo o vznik
riznych typu rezistenci.

Kromé mutaci v transkripnim a translaénim aparatu existuje také fada jinych
stimulujicich mutaci. Za zminku stoji napfiklad gen dasR, kédujici transkripéni represor
DasR. Ten se mimo jiné podili na bunéfné odpovédi na zvySujici se koncentraci
N-acetylglukosaminu (GIcNAc). Ukazalo se, Ze i tato mutace ma za nésledek
nékolikanasobné zvyseni produkce antibiotik (Rigali et al. 2008).

2.3.3. Heterologni exprese

Aktivace produkce sekundarnich metabolitd pfenosem gend do heterologniho hostitele je
velice uginnym a univerzalnim nastrojem pro ziskavani novych typl pfirodnich latek. Vedle
genetickych modifikaci se jednd o druhou techniku pouZivanou pfi takzvaném ,genome
miningu®, coZ je souhrné oznaceni procesu vedouciho ke zpfistupnéni a charakterizaci
novych produktd tichych genovych shlukd (Challis 2008; Nett et al. 2009). Heterologni
exprese je kromé toho vyuzivana také pfi produkci novych derivatd znamych latek, a to
kombinaci ¢asti raznych shlukl, nebo pfenosem shlukd mutovanych (Gomez-Escribano
a Bibb 2012).

Existuje nékolik raznych hostitelskych (produkénich) kmenu, pouzivanych pro tento
zpUsob exprese. Velka €ast z nich byla genetickymi modifikacemi odvozena z nejlépe
prostudovaného S. coelicolor, u kterého je zndmo zna¢né mnozstvi metod pro genetické
manipulace (Gust 2004; Kieser 2000). Jednotlivé kmeny se li§i pfedevSim tim, do jaké miry
byl jejich genom modifikovan pro potfeby heterologni exprese. NejCastéji pouzivané
produkéni kmeny odvozené ze S. coelicolor jsou CH999 (McDaniel et al. 1993), M512
(Floriano a Bibb 1996), M1146 a z ného déle odvozené M1152 a M1154 (Gomez-Escribano
a Bibb 2011). Obecné je u téchto kmenl potlatena exprese vlastnich sekundarnich
metabolitd za souasné maximalizace exprese metabolitl vloZzenych. V poslednich dvou
pripadech (M1152 a M1154) se jedna o kmeny, obsahujici takzvané ,Ochi-type“ mutace, jak
jsou nazyvany mutace provadéné za UucCelem zvySeni produkce na udrovni slozek
transkripéniho a translaéniho aparatu (Ochi a Hosaka 2013). U kmene M1152 se jedna
0 bodovou mutaci v rpoB a u M1154 o bodové mutace v genech rpoB a rpsL (Ochi a Hosaka
2013).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Média pro kultivaci

Tekuta média

GYM médium
49 glukéza
49 kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

10 g sladovy extrakt (Malt Extract, Oxoid)

19 NZ Amin A (NZ Amine®, Type A, Wako)

29 NaCl

3 ml OB soli

- doplnit do celkového objemu 1000 ml dH,O

- pH 7.3 (upravit 2M vodnymi roztoky HCI nebo NaOH)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

OB soli
0,166 g CuSO,*5H,0
0,259 FeSO47H.0
0,12g MnSQO45H,0
0,5g CaCly*2H,0
0,3g ZnS0O47H.0
- doplnit do 100 ml dH,O, skladovat ve tmavé lahvi

LB médium

109 trypton (Tryptone, Oxoid)

59 kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

590" NaCl

- doplnit do 1000 ml dH,O

- pH 7.2-7.4* (upravit 2M vodnymi roztoky HCI nebo NaOH)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)
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- * LB médium pouzivané pfi Gigapack Ill Gold metodé obsahuje 10 g NaCl a jeho pH
je upraveno na 7.0

YEME médium
39 kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)
59 pepton (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid)

39 sladovy extrakt (Malt Extract, Oxoid)

109 glukdza

340g sacharéza

- doplnit do 1000 ml dH,O

- pH 7.2 (upravit 2M vodnymi roztoky HCI nebo NaOH)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

po sterilizaci pfidat sterilni (na 100 ml)
0,2ml 2,5M MgCl,
2,5ml  20% glycin (w/v) — pouze pro pfipravu protoplasti

SOC médium

49 trypton (Tryptone, Oxoid)

19 kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

116 mg NaCl

38 mg KCI

- doplnit do 200 ml dH,O

- pH 6.9-7.1 (upravit 2M vodnymi roztoky HCI nebo NaOH)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

po sterilizaci pridat sterilni (na 200 ml)
2ml Mg2+ roztok (1M MgCl*6H.O a 1M MgSQ,+7H,0)
2 ml 2M D-glukéza

SMM médium

- smichat nasledujici sterilni roztoky (sterilizovat v autoklavu — 121 °C, 23 minut,
101,5 kPa, kromé stopovych prvku, které jsou sterilizovany filtraci)

81,9 ml 6,1% PEG 6000 (w/v v dH,0)

2,5ml MgSO,7H.0 (2,4 g/100 ml dH.0)

10 ml 0,25M TES pufr (pH 7,2)

1 ml roztok 50mM NaH,PO, a 50mM K;HPO,
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2ml
0,1 ml
1 ml
2,5ml

50% glukdza (w/v)
stopové prvky B
20% kasein (w/v)
20% glycin (w/v)

stopové prvky B

0,19 ZnSO47H,0

0,1g FeSO4,7H.0

0,1g MnCl,*4H,O

0,1 g CaCly*6H,0

0,1g NaCl

- doplnit do 1000 ml dH,0O, skladovat 2-4 tydny ve 4 °C

SSM médium
109 glukéza
29 (NH4)2SO4
29 NaCl
059 KH,PO,
19 KoHPO,
0,29 MgSO,+7H,0O
59 CaCO;
2 g kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)

- doplnit do 1000 ml dH,O
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

SSY médium
209 sOjova mouka
109 sachar6za
59 Skrobova mouka
29 kvasnicovy extrakt (Yeast Extract, Oxoid)
29 pepton (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid)
29 NaCl
19 CaCO,
0,59 MgSO47H,0O
0,59 KH.PO,

- doplnit do 1000 ml dH,O
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)
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SN médium

59 pepton (Neutralised Bacteriological Peptone, Oxoid)

19 kaseinovy hydrolyzat
0,25g KHPO,

0,5¢ MgSQ,4*7H,0

10 ml roztok soli pro SN
29 CaCO,

29 NaCl

30 g glycerol

- doplnit do 1000 ml dH,O

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

roztok soli pro SN (100x konc.)
0,59 (NH,4)sM07024°4H,0
59 FeSO,7H.O
0,59 CuSO45H0
0,59 2ZnSO47H.0O
19 MnCl,*4H,0

STX médium
109 melasa
59 CaCO;
29 NaCl

209 glukéza

1 1 sOjovy vyvar (40 g s6jové mouky povarené 20 minut v dH,0)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

Agarova média

R5 médium (R2YE)

103 g sachar6za

0,25g K,SO,

10,129 MgCl,*6H,0

109 glukéza

0,19 kaseinovy hydrolyzat
2ml stopové prvky A

59 kvasnicovy extrakt
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573g TES

22 ¢ agar (Agar Bacteriological, Oxoid)

- doplnit do 1000 ml dH,O

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

po sterilizaci pridat sterilni roztoky (na 100 ml)
1 mi 0,5% KH,PO, (w/v)
0,4 ml  5M CaCl,
1,5ml  20% L-prolin (w/v)
0,7ml 1M NaOH

stopové prvky A
40 mg ZnCl,
200 mg FeClz*6H,0
10mg  CuCl,*2H,0
10 mg MnCl,*4H,0O
10mg Na,B,0,+10H.O
10mg  (NH4)sM0;0,4°4H,0
- doplnit do 1000 ml dH,0, skladovat ve tmavé lahvi

GYM agarové médium

11 GYM médium
209 agar (Agar Bacteriological, Oxoid)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

LA médium (LB agarové médium)

11 LB médium
209 agar (Agar Bacteriological, Oxoid)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

MS médium (Mannitol soya flour — nékdy SFM)

209 mannitol

209 s6jova mouka

209 agar (Agar Bacteriological, Oxoid)

- doplnit do 1000 ml vodou z kohoutku

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)



3.1.2. Roztoky a pufry

Nal roztok

- Rozpustime 0,45 kg Nal v250 ml dH,O (pfi pokojové teploté nasyceny roztok).
Pufrujeme 20mM Trisem (pH 7.5), prefiltrujeme a pfidame 1 g Na,SO:s.
- skladujeme ve tmavé lahvi v lednici pfi 4 °C.

Skelné mléko (Glass milk)

- Resuspendujeme 400 g skelného prachu v 800 ml dH,O, michame 60 minut a nechame
90 minut stat. Zcentrifugujeme (6000 rpm, 10 minut — centrifuga Sorvall RC5C, rotor
GS3) a sediment resuspendujeme v 200-300 ml dH,O. Pfidame HNO; do 50%
koncentrace, zahfejeme téméF k varu a ochladime. Znovu zcentrifugujeme a sediment
4-6x promyjeme dH,O (upravime na pH 7.0). Zasobni 50% suspenzi v dH,O uchovame
pfi -70 °C, pro préaci pfi 4 °C)

NEW WASH
100mM NacCl
1mM EDTA

50% Etanol
10mM  Tris (pH 7.5)

TAE pufr zasobni (50x koncentrovany)

2M Tris

1M kyselina octova
50mM EDTA (pH 8.0)
- v dH,O

- pouzivan 1x koncentrovany

Nandaseci pufr pro agarézovou elektroforézu (6x konc.)

0,25% bromfenolova modf (w/v)
30%  glycerol (w/v)
5x TAE pufr
-V dHQO
SM pufr
58g NaCl
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29 MgSQO,4+7H,0

50 ml 1M Tris-HCI (pH 7.5)

4 ml 2% Zelatina (w/v)

- doplnit do 1000 ml dH,O

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

STET pufr

8¢ sachar6za

59 triton X-100

10 ml 0,5M EDTA (pH 8.0)

5ml 1M Tris-HCI (pH 8.0)

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

TNE pufr

1M NaCl

20mM  Tris-HCI (pH 8.0)

5mM  EDTA (pH 8.0)

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

TNE+40% sacharbza

TNE pufr se 40% sacharézou (w/v)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

10mM MQSO4

0,49g MgSO.7H.O
- doplnit do 200 ml dH,O
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

TE+34% sachardza

34% sachar6za v TE (w/v)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

Roztok pronazy

- 10 mg pronazy rozpustime v 1 ml dH,O, inkubujeme 10 minut ve 30 °C

- uchovame pfi -20 °C
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30% PEG 6000

30% PEG 6000 v dH.0
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

Fenol pro izolaci chromozomalni DNA streptomycet

100g fenol

0,1g 8-hydroxychinolin

15ml  TE pufr obsahujici 0,1M NaCl
- uchovat ve tmavé lahvi pfi +4 °C

Neutralni Fenol-Chloroform

- Kysely fenol-chloroform vytfepdvame 10 minut s poloviénim objemem 1M Tris-HCI
(pH 8.8). Po rozdéleni odstranime horni vodnou fazi a zbytek vytfepeme 10 minut
s poloviénim objemem 0,1M Tris-HCI (pH 8.0). Po rozdéleni odstranime horni fazi
a zbyly neutralni fenol-chloroform uchovame v tmavé lahvi pfi 4 °C.

Kysely Fenol-Chloroform

59 fenol
5ml chloroform

5mg  8-hydroxychinolin
NaOH/SDS

3 mi 5M NaOH
10ml  10% SDS (w/v)
- doplnit dH,O do 50 ml

TESLR pufr

25mM  Tris-HCI (pH 8.0)

25mM EDTA (pH 8.0)

0,3M  sachar6za

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

pred pouzitim pridat

2 mg/ml lysozym
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5ug/ml RNaza A (pfevarena)

TE pufr

10mM  Tris-HCI (pH 8.0)
imM  EDTA (pH 8.0)
- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

Denaturacéni roztok

0,5M  NaOH
1,5M  NaCl
-V dHQO

Neutraliza¢ni roztok

1,5M  NaCl
0,5M  Tris-HCI (pH 7.4)
-V ngO

Hybridizac¢ni roztok

20ml  20x SSC

0,59 Dblokovaci €inidlo

0,1¢g N-lauroylsarkosin

0,2ml  10% SDS (w/v)

- doplnit do 100 ml dH,O

- pro rozpusténi michat asi 1 h pfi 50-70 °C, roztok zlGstane kalny

1 promyvaci roztok na hybridizaci

20 ml 20x SSC - sterilni
2mi 10% SDS (w/v) - sterilni
- doplnit do 200 ml dH,O

2 promyvaci roztok na hybridizaci

1ml 20x SSC - sterilni
2mi 10% SDS (w/v) — sterilni
- doplnit do 200 ml dH,O



1 pufr na imunologickou detekci

12,1 g Tris

8,766 g NaCl

- doplnit do 1000 ml dH,O
- upravit na pH 7.5

2 pufr na imunologickou detekci

0,59 blokovaci €inidlo
- rozpustit ve 100 ml pufru 1 (Tris/NaCl, pH 7.5)
- pro rozpusténi michat 1 h pfi 50-70 °C, roztok zUstane kalny

3 pufr na imunologickou detekci

2,429 Tris

1,17 g NaCl

2,035 g MgCl;

- doplnit do 200 ml dH,O
- upravit na pH 9.5

Barvici roztok na imunologickou detekci

45yl NBT roztoku

35ul  X-fosfatového roztoku

- pfidat do 10 ml pufru 3 (Tris/NaCl/MgCl,, pH 9.5)
- pred pouzitim pfipravit vZdy Cerstvé

NBT roztok (nitroblue-tetrazolium)

- zasobni roztok NBT v dimetylformamidu, koncentrace 75 mg/ml (70% v/v)
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

X-fosfatovy roztok

- zasobni roztok toluidinové soli 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfatu v dimetylformamidu,
koncentrace 50 mg/ml
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

1 roztok pro izolaci kosmidové DNA

50mM  Tris/HCI (pH 8.0)
10mM EDTA
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2 roztok pro izolaci kosmidové DNA

200mM NaOH
1% SDS (w/v)

3 roztok pro izolaci kosmidové DNA

3M octan draselny (pH 5.5)

L (lyticky) pufr na pfipravu protoplastu

100 ml  10,3% sachar6za se stopovymi prvky A?

10 ml  5,73% TES pufr, pH 7.2 (w/v)

1ml 2,5% K>SO, (W/v)

1 ml 0,5% KHoPOy4(w/v)

0,1 ml 2,5M MgCl,*6H,0

1ml 0,25M CaCl,

- @ pied sterilizaci pfidame 0,2 ml stopovych prvk(i A (viz. pfiprava R5 média) do
100 ml 10,3% glukdzy (w/v)

- do smési vySe uvedenych sterilnich roztokd pfidame pfed pouzitim lysozym

v koncentraci 1 mg/ml

P (protoplastovy) pufr na pripravu protoplastu

20 ml  zéaklad P pufru

0,25 ml 0,5% KH,PO, (w/v)

2,5ml  3,68% CaCl,*2H,0 (w/v)

2,5ml 5,73% TES pufr, pH 7.2 (w/v)

- pfed pouzitim smichame vySe uvedené sterilni roztoky sterilizované v autoklavu
(121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)

zaklad P pufru
103 g sacharéza

0,25g KySO,

2,02g MgClx*6H.0O

2ml stopové prvky A (viz. pfiprava R5 média)

- rozpustit v dH,O do objemu 800 ml

- sterilizovat v autoklavu (121 °C, 23 minut, 101,5 kPa)
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T (transformacni) pufr na transformaci protoplastt

25ml  10,3% sacharéza se stopovymi prvky A 2
75 ml  dH,O se stopovymi prvky A 2
1 mil 2,5%‘) KQSO4

Na kazdych 9.3 ml smési vySe uvedenych sterilnich roztokl pridame
0,2ml 5M CaCl,
0,5ml Tris-maleinovy pufr ®

- vysledny roztok smichame v poméru 3:1 (v/w) se sterilnim PEG 1000

- @ pred sterilizaci pfidame 0,2 ml stopovych prvk( A (viz. pfiprava R5 média) do
100 ml dH,O nebo 10,3% glukdzy (w/v)

- 1M Tris, upravit na pH 8.0 pfidanim kyseliny maleinové

IPTG (izopropyl-B-D-1-thiogalactopyranozid)

- 0,2M zasobni roztok v dH,O

- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranozid)

- 4% zasobni roztok v dimetylformamidu
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

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

- ve sterilni dH,O
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

Antibiotika

Thiostrepton (Thio)

- koncentrace zasobniho roztoku — 60 mg/ml (v DMSO)
- pouzivana vysledna koncentrace — 30 pg/ml

- uchovat v mrazaku pfi -20 °C
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Apramycin (Apr)

- koncentrace zasobniho roztoku — 100 mg/ml (v dH,0)
- pouzivana vysledna koncentrace — 50 pug/ml
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

Ampicilin (Amp)

- koncentrace zasobniho roztoku — 100 mg/ml (v dH,0)
- pouzivana vysledna koncentrace — 100 pg/ml
- uchovat v mrazéku pfi -20 °C

Kanamycin (Kan)

- koncentrace zasobniho roztoku — 100 mg/ml (v dH,0)
- pouzivana vysledna koncentrace — 25 pg/ml
- uchovat v mrazéku pfi -20 °C

Chloramfenikol (Cml)

- koncentrace zasobniho roztoku — 100 mg/ml (v dH,0)
- pouzivana vysledna koncentrace — 25 pg/ml
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

Kyselina nalidixova

- koncentrace zasobniho roztoku — 25 mg/ml (v dH,0)
- pouzivana vysledna koncentrace — 25 pug/ml
- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

Pufry pro enzymy

10x T4 DNA ligaéni pufr (10x T4 DNA Ligase buffer, Thermo Scientific)

slozeni:
400mM Tris-HCI (pH 7.8 pfi 25 °C), 100mM MgCl,, 100mM DDT, 5mM ATP

10x Klenow pufr (10x Klenow buffer, Thermo Scientific)

slozeni:
500mM Tris-HCI (pH 8.0 pfi 25 °C), 50mM MgCl,, 10mM DDT
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10x Tango pufr (Thermo Scientific)

sloZeni:
33mM Tris-acetat, 66mM octan draselny, 10mM octan hofe¢naty, 0,1 mg/ml BSA

10x B pufr (Thermo Scientific)

slozeni:
10mM Tris-HCI (pH 7.5 pfi 37 °C), 10mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA

10x G pufr (Thermo Scientific)

slozeni:
10mM Tris-HCI (pH 7.5 pfi 37 °C), 10mM MgCl,, 50mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA

10x O pufr (Thermo Scientific)

slozeni:
50mM Tris-HCI (pH 7.5 pfi 37 °C), 10mM MgCl,, 100mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA

10x R pufr (Thermo Scientific)

slozeni:
10mM Tris-HCI (pH 7.5 pfi 37 °C), 10mM MgCl,, 100mM KCI, 0,1 mg/ml BSA

3.1.3. Komer¢éni kity:

Kit pro pripravu znacené DNA sondy (DIG DNA Labeling kit, Roche)

dNTP Labeling Mixture — smés dNTP (1mM dATP, 1imM dCTP, 1mM dGTP, 0,65mM
dTTP, 0,35mM Dig-dUTP), 10x konc.

Hexanucleotide Mix — smés nahodnych hexanukleotidd, 10x konc.

Klenow Enzyme — 2 U/ul Klenow enzym

- uchovat v mrazaku pfi -20 °C

Kit pro GC-rich PCR (GC-RICH PCR System, Roche)

GC-RICH Enzyme Mix (in storage buffer)

5x GC-RICH Reaction Buffer — 7,5mM MgCl,, DMSO
5M GC-RICH Resolution Solution

- uchovat v mrazéku pfi -20 °C
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Kit na izolaci chromozomalni DNA streptomycet (Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, Promega)

Cell Lysis Solution

Nuclei Lysis Solution

Protein Precipitation Solution

RNase Solution — 4 mg/ml roztok RNazy A v DNA Rehydratation Solution
DNA Rehydratation Solution — 10mM Tris-HCI (pH 7.4), 1mM EDTA (pH 8.0)
- kit uchovan v pokojové teploté

Kit na izolaci plasmidové DNA E. coli (JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit,
Genomed)

G1 (Cell Suspension) —50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNaza A
G2 (Cell Lysis) — 200mM NaOH, 1% SDS (w/v)
G3 (Neutralization/Binding) — octan, guanidin hydrochlorid
G4 (Wash) — etanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI
GX (Wash) — etanol, EDTA, octan, guanidin hydrochlorid
- roztok G1 nutno uchovat ve 4 °C, vSechny ostatni v pokojové teploté

Kit pro baleni kosmidt do fagovych partikuli a infekci do E. coli (Gigapack Ill Gold,

Agilent Technologies)

Gigapack Il Gold packaging extracts — balici extrakty pro maximalni efektivitu baleni
Dodavany kmen VCS257

Kit FastStart PCR Master (Roche)

Ready-to-use master mix: obsahuje Tag DNA polymerazu, MgCl,, 2x reakéni pufr
a 0,4mM dNTP

3.1.4. Enzymy

RNaza A

Roztok RNazy A 1 mg/ml ve sterilni dH,O
- 10 minut povafit pfi 100 °C a uchovat v mrazaku pfi -20 °C
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DNA ligaza
T4 DNA ligase (5 U/ul, Thermo Scientific)

Klenow fragment

Klenow Fragment (10 U/ul, Thermo Scientific)

T4 PNK

T4 polynukleotid kinaza (10 U/ul, New England Biolabs)
SAP

Krevetova alkalickd fosfatéaza (10 U/ul, Thermo Scientific)

Restrikéni endonukledzy (Thermo Scientific, NEB)

Hindlll, Sau3A, Kpnl, Xhol, BamHI|, Hpal, Miul, EcoRV, Sphl, Sacl, Xbal, Notl,
Bgll

Protilatky
AP-konjugét

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

3.1.5. Bakterialni kmeny
Escherichia coli SURE

- Kmen pouzivany pro klonovani DNA, postradajici komponenty katalyzujici

prestavby DNA (Stop Unwanted Rearrangement Events)
- Genotyp: endA1, ginV44, thi-1, gyrA96, relA1, lac, recB, recd, sbcC, umuC:: Tn5
uvrC, e14-, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 F’[poroAB* lacl® lacZAM15 Tn10]
- Kmen poskytla Mgr. Katefina Petfickova, Ph.D. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)
Escherichia coli GM2929

- Kmen deficientni v metylaci DNA pouzivany pfi klonovani plasmidi pro transformaci

streptomycet
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- Genotyp: araC14, leuB6(Am), fhuA13, lacY1, tsx-78, gInX44(AS), galK2(Oc),
galT22, LAM-, mcrA0, dem-6, hisG4(Oc), rfbC1, rosL136(strR), dam-13::Tn9, xylA5,
mtl-1, recF143, thiE1, mcrB9999, hsdR2

- Kmen poskytla Mgr. Katefina Petfickova, Ph.D. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

Escherichia coli ET12567

- Kmen deficientni v metylaci DNA pouZivany pro konjugacni prenos DNA do
streptomycet dle protokolu REDIRECT

- Genotyp: dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR, zjj-202::Tn10, recF143, galK2, galT22,
ara-14, lacY1, xyl-5, leuB6, thi-1, tonA31, rpsL 136, hisG4, tsx-78, mtl-1, ginV44

- Kmen poskytl Dr. Bertolt Gust (Department of Molecular Microbiology, John Innes

Centre, Norwich Research Park, Velka Britanie)
Escherichia coliVCS257

- Kmen vyuzivany k transdukci kosmid( fagovymi partikulemi, vytvofenymi metodou

Gigapack Il Gold, a jejich klonovani.

- Genotyp: supE44, supF58, hsdS3(rsmg), dapD8, lacY1, ginV44, A(gal-uvrB)47,
tyrT58, gyrA29, tonA53, A(thyA57)

- Kmen obsahuje supF mutaci pro zvySeni efektivity vysevu a vySSi stabilitu
rekombinantnich klonu

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

Saccharothrix espanaensis DSM44229

- Divoky kmen Saccharothrix espanaensis, u kterého byla sekvenaci genomu zjisténa
pritomnost  kryptického  biosyntetického genového shluku pro syntézu
manumycinovych latek

- Sbirkovy kmen z némecké sbirky mikroorganismd DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen)

Streptomyces coelicolor M512, M1146, M1154

- Specialné upravené kmeny se zvySenou expresi genu pro cizorody sekundarni

metabolismus (viz. 2.3.3.)
- Genotyp M512: redD, actll-ORF4, SCP1, SCP2
- Genotyp M1146: Aact, Ared, Acpk, Acda
- Genotyp M1154: Aact, Ared, Acpk, Acda, rpoB[C1298T], rosL[A262G]
- Kmeny pochazi z John Innes Centre, Norwich Research Park, Velk4 Britanie
Streptomyces lividans K4-114
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- Speciélné upraveny kmen se zvySenou expresi genu pro cizorody sekundarni
metabolismus (viz. 2.3.3.)

- Genotyp: pro-2, str-6, SLP2, SLP3, act::ermE

- Kmen pochazi z John Innes Centre, Norwich Research Park, Velka Britanie
Streptomyces lividans TK24

- Kmen k pfipravé protoplasti pro transformaci
- Genotyp: str6, SLPZ2, SLP3

- Kmen poskytla Mgr. Katefina Petfickova, Ph.D. (Laboratof molekularni biologie

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

3.1.6. Vektory

pBluescript SK+

- Klonovaci vektor obsahujici geny pro rezistenci k ampicilinu, f1 replikacni pocatek
a klonovaci misto (MCS) (obr. 9). MCL se nachazi uvnitf lacZ” genu udélujiciho
modré zabarveni kolonii v pfipadé prazdného MCL. V pfitomnosti X-gal umoznuje
tento vektor modro/bilou selekci na nepfitomnost/pfitomnost vkladaného fragmentu

- Vektor poskytla Mgr. Katefina Petfickova, Ph.D. (Laboratof molekularni biologie
aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

o~
i W

/’n
. f1 (+)ori
b

pBluescript SK+ B Kionovaci misto
| 2958 bp

—sacl
\ b 7

Klonovaci misto pBluescript SK+:

[ — EcoO1091

| — Kpnul

— Sacl

I
< Mt
| — Sacll
[~ BsiXI

Obr. 9: Schéma vektoru pBluescript SK+ (nahofe) a mapa jeho klonovaciho mista (dole),
amp — gen pro rezistenci k ampicilinu, lacZ' — gen pro a-fragment (3-galaktozidazy
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pOJ446, plJ4070, plJ487 (Kieser et al. 2000)
- Kosmidovy vektor pOJ446 (obr. 10A) poskytl Ing. Miroslav Petficek, CSc. (Laborator
molekularni biologie aktinomycet, MBU AV CR, v.v.i)

- Vektory plJ4070 (obr. 10B) a plJ487 (obr. 10C) poskytla Mgr. Katefina Petfickova,
Ph.D. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet, MBU AV CR, V.V.i)
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Obr. 10: Popis na dalsi strané
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Obr. 10: Restrikni mapy pouZivanych vektord. A: pOJ446 odvozeny od plasmidu pKC505.
Mista Pvull a Hpal umoZziuji linearizaci pro kosmidové klonovani. BamHI misto je pouZito
pro inzerci DNA fragmentu (Bierman et al. 1992), aac(3)lV — gen pro rezistenci
k apramycinu. B: plJ4070 obsahujici konstitutivni promotor espR*. C: plJ487 pouZivany pro
transformaci streptomycet, rep — gen pro plasmidovy replikacni protein, tsr — gen pro

rezistenci k thiostreptonu, neo — gen pro rezistenci k neomycinu.

3.1.7. Oligonukleotidy a DNA standardy

Standardy

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Ready-to-Use 250 to 10000 bp (Thermo
Scientific, Obr. 11)

]
e
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]
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e
——e
[ ——— 1
-
e

1% Agarose

0,5 yg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Obr. 11: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

44



Oligonukleotidy

HEMA1

- sekvence - 1:1 smés oligonukleotidd HEMA1a a HEMA1b:
HEMA1a: 5°- GTS TGG TGY TCS AAC GAC TAC CT -3" (S = G nebo C;
Y= Cnebo T)
HEMA1b: 5- GTS TGG TGY RGS AAC GAC TAC CT -3" (S = G nebo C;
Y= Cnebo T; R=A nebo G)
- specifita: gen pro ALAS

HEMA3

- sekvence: 5- GTA CAT SCC SAC SGC GTG SAC CTC GTC -3" (S= G nebo C)
- specifita: gen pro ALAS

AHBAS F

- sekvence: 5°- AAG ATC CCS YTS GAG ATC GTS GTS GC -3 (S = G nebo C;
Y= Cnebo T)
- specifita: gen pro syntazu 3,4-AHBA

AHBAS R

- sekvence: 5- SGG CAT GTA CGG SAR SGG GTG SGT CTC -3" (S = G nebo C;
R = A nebo G)
- specifita: gen pro syntazu 3,4-AHBA

ESPR1 F

- sekvence: 5'- AGG ATC CAG GGT CGA CCG ACG TGC T -3

-Tm =60 °C
ESPR1 R

- sekvence: 5- CGC ATG CCA TTT CCC CAG CTT ACC C -3’

-Tm=64°C

45



ESPR2 F

- sekvence: 5- CGC ATG CCG GGT CTG CGA CAT CTG -3’

-Tm =60 °C
ESPR2 R

- sekvence: 5- CAA GCT TAATCG CGT TCG GGC TCC T -3’

-Tm =58 °C
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3.2. Metody

3.2.1.Izolace a zpracovani DNA

Izolace plasmidové DNA z E. coli (Sambrook a Russell 2001)

11)

Pfes noc kultivujeme bunky v 1,5 ml LB média obsahujiciho 180 pg ampicilinu ve
trepacce pfi 37 °C

zcentrifugujeme v eppendorfkach pfi 13 000 rpm, 30 s, +4 °C. Slijeme supernatant
pelet resuspendujeme ve 300 pl STET pufru, do kterého jsme pfidali 200 g
lysozymu

10 minut inkubujeme na ledu

uzaviené zkumavky inkubujeme 2 minuty v blo¢ku pfi 100 °C

zcentrifugujeme pfi 13 000 rpm, 25 minut, +4 °C

do nové zkumavky odebereme vrchnich 200 pl, ke kterym pfidame 200 ul
isopropanolu (+4 °C)

dudkladné promichame a srédzime 30 minut pfi -20 °C

zcentrifugujeme pfi 13 000 rpm, 10 minut, +4 °C

dvakrat promyjeme 75% EtOH (-20 °C), mezi promyvanim zcentrifugujeme jako
v predeslém kroku

pelet vysusime a rozpustime v 50 pl TE pufru obsahujicim 1 pl RNazy A (1 pg/ul)

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

Genomed

- bunky kultivujeme maximalné v 5 ml LB média 24 h pfi 37 °C

1)

kulturu zcentrifugujeme, odebereme zbytky média a pelet dikladné resuspendujeme
ve 250 pl roztoku G1

pfidadme 250 pl roztoku G2 a prevracenim zkumavky opatrné promichame
inkubujeme 5 minut v pokojové teploté

pridame 350 ul roztoku G3, opatrné promichame, dokud neni suspenze homogenni
(nevortexujeme!) a centrifugujeme pfi pokojové teploté, 13 000 rpm, 10 minut
umistime kolonku (JETQUICK spin column) do pfilozené 2 ml sbérné zkumavky
a pfeneseme supernatant na kolonku. Zcentrifugujeme 1 min pfi 13 000 rpm.
Vylijeme tekutinu a kolonku vratime do sbérné zkumavky
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6)

9)

(volitelny — promyti v pfipadé bakterii bohatych na nukleazy): naneseme na kolonku
500 pl roztoku GX a nechame 1 minutu stat. Zcentrifugujeme 1 minutu pfi
13 000 rpm. Vylijeme tekutinu a vratime kolonku

pridame 500 pl reconstitued roztoku G4 a centrifugujeme 1 minutu pfi 13 000 rpm.
Vylijeme tekutinu, vratime kolonku a stejnym zplasobem jes$té jednou
zcentrifugujeme

kolonku vilozime do 1,5 ml eppendorfky, na stfed DNA-v4zajiciho nosi€e naneseme
50 pl TE predehratého na 65-70 °C a nechame minutu stat. Centrifugujeme
2 minuty pfi 13 000 rpm

odebereme kolonku a zkumavku s eluovanou DNA skladujeme pfi +4 °C

|zolace kosmidové DNA z E. coli (REDIRECT)

transformanty kultivujeme v 5 ml LB média s antibiotiky pfes noc ve 37 °C

1 ml kultury zcentrifugujeme pfi 13 000 rpm

pelet resuspendujeme vortexovanim ve 100 pl roztoku 1

ihned pridame 200 pl roztoku 2 a prevracenim zkumavky dukladné promichame
hned poté pfidame 150 pl roztoku 3 a znovu promichame pfevracenim zkumavky
zcentrifugujeme pfi 13 000 rpm, 5 minut pfi pokojové teploté

k supernatantu pfiddme 400 pl neutralniho fenol-chloroformu, vortexujeme 2 minuty
a zcentrifugujeme jako v pfedchozim kroku

horni fazi pfeneseme do nové zkumavky a pfidame 600 pl isopropanolu.
Ponechame na ledu 10 minut

10) zcentrifugujeme stejné jako v kroku 6 a pelet promyjeme 200 pl 75% EtOH

11) znovu zcentrifugujeme jako v kroku 6, pelet nechame vysusit a rozpustime v 50 pl

TE pufru
- kosmidovou DNA skladujeme v -20 °C.

Izolace plasmidu ze streptomycet alkalickou lyzi a fenolovou precipitaci

mycelium kultivujeme v 8 ml YEME média s antibiotiky pfi 28 °C po dobu pfiblizné
4-7 dni (u rdznych kmenl se doba miZze znacné liSit)

5ml narostlé kultury zcentrifugujeme a pelet resuspendujeme v 500 ul TESLR
inkubujeme 30 minut pfi 37 °C

pridame 250 pl NaOH/SDS a ihned vortexujeme. Inkubujeme 15 minut pfi 70 °C
ochladime a pfridame 80 pl kyselého fenol-chloroformu, dukladné rozvortexujeme
a centrifugujeme pfi 13 000 rpm, 10 minut v pokojové teploté
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10)

11)

12)

13)

14)

supernatant pfendame do nové zkumavky s 50 ul 3M nepufrovaného NaAc a 450 pl
isopropanolu a promichame

centrifugujeme jako v kroku 5 a odstranime vesSkerou tekutinu

pelet rozpustime v 70 ul TE

prfidame 14 pul 3M nepufrovaného NaAc a 14 pl kyselého fenol-chloroformu.
Rozvortexujeme, ochladime v ledu a centrifugujeme pfi 13 000 rpm, 5 minut, +4 °C
horni fazi prendame do nové zkumavky s 56 ul 3M nepufrovaného NaAc a 630 pl
TE. Pfidame 460 ul isopropanolu, promichame, centrifugujeme 5 minut
a odebereme veskerou tekutinu

pelet promyjeme 1,2 ml 75% EtOH, zcentrifugujeme 5 minut a odstranime veSkerou
tekutinu

pelet rozpustime ve 150 pl TE, pfidame 150 pl 5M NH,Ac a promichame.
Centrifugujeme 10 minut

vnové zkumavce pfidame ksupernatantu 660 pl EtOH, promichame
a centrifugujeme 10 minut. Odstranime vesSkerou tekutinu

promyjeme 75% EtOH, zcentrifugujeme, pelet vysuSime a rozpustime v 50 ul TE

Izolace genomové DNA streptomycet

- mnozstvi jsou pocitana na 1-1,5 g mycelia

1)
2)

N o O

o o
O — = = = ~

10)
11)

12)

mycelium kultivujeme v GYM médiu pfi 28 °C

zcentrifugované mycelium zvazime a resuspendujeme v5 ml TE+34% sach.,
pfidame 10 mg lysozymu a promichame

inkubujeme ve 30 °C, kazdych 15 minut protdhneme suspenzi pipetou. Inkubujeme
do doby, nez dojde pfidanim kapky 10% SDS ke kapce suspenze na
mikroskopickém skli¢ku k témér Uplnému procisténi suspenze

poté pridame 1,2 ml 0,5M EDTA, opatrné promichame a pfidame 0.13 ml roztoku
pronazy. Znovu opatrné promichame a inkubujeme 5 minut ve 30 °C

pfidame 0.7 ml 10% SDS, promichame a inkubujeme 1-2 h ve 37 °C

nasledujici kroky s fenolem provadime v ochrannych brylich a rukavicich

pridame 6 ml fenolu a v ruce dukladné protfepavame 10 minut v pokojové teploté
pridame 6 ml chloroformu, znovu protfepavame 5 minut

centrifugujeme pfi 8 000 rpm, 10 minut. Pasterkou odebereme horni vodnou fazi
opakujeme kroky 6-8 dokud se nam mezi fazemi tvofi srazenina a dokud neni
odebirand faze ¢ira

pro odstranéni fenolu pfiddme 6 ml chloroformu a znovu protfepdvame 5 minut.
Centrifugujeme jako v kroku 8 ale jen 5 minut

pasterkou odebereme horni fazi a opakujeme krok 10
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13) horni fazi pfeneseme pasterkou do pfedem zvazené zkumavky a uréime hmotnost
vzorku

14) na kazdy gram vzorku pfidame 40 ug RNazy A (pfevarené) a inkubujeme 1 h ve
37 °C

15) na ledu pfidame ctvrtinu objemu 5M NaCl a promichame

16) pridame polovi¢ni objem 30% PEG 6000 tak, aby vysledna koncentrace byla 10%,
a michame zatavenou pasterkou nebo sklenénou ty€inkou

17) béhem michani by se vysrazena DNA méla na pasterku navinout

18) DNA oplachneme na pasterce 2x1 ml 75% EtOH a nechame vysusit na vzduchu

19) DNA rozpustime pres noc pfi +4 °C v 5 ml TE pufru

20) po rozpusténi pfidame 0,6 ml 3M NaAc a 12 ml 100% EtOH. Promichame a DNA
navineme stejné jako v krocich 16 a 17

21) vysuSenou DNA nakonec rozpustime ve 100-400 pl TE pufru (podle mnozstvi

ziskané DNA) a skladujeme ve +4 °C

GLASS MILK izolace DNA z agar6zového gelu (Vogelstein a Gillespie 1979)

1) odfizneme &asti gelu s velikostnimi standardy a obarvime je EtBr

2) po obarveni vyznacime pod UV lampou skalpelem na prouZcich oblast pozadované
velikosti, pfiloZzime standardy zpét k prouzkim s fragmentem a podle znacek jej
vyfizneme

3) vyfiznutou ¢ast zvazime a pfidame 2-3 ml Nal na 1 g gelu

4) inkubujeme pfi 53 °C, dokud se gel nerozpusti (maximalné 5 minut), obcas
promichame

5) pfiddme 1 pl skelného mléka na 1 ug DNA (minimalné 5 pl), ddkladné promichame

6) inkubujeme 10 minut v ledu, ob&as promichame

7) zcentrifugujeme 10 ve stolni mikrocentrifuze a sediment 3x promyjeme 1 ml NEW
WASH roztoku. Po poslednim promyti znovu sto€ime a pipetou odebereme zbytek
tekutiny

8) resuspendujeme v 50 ul TE nebo dH,O a eluujeme DNA 10 minut pfi 53 °C

9) zcentrifugujeme 1 minutu a odebereme supernatant s eluovanou DNA

- pfed ligaci supernatant extrahujeme fenol-chloroformem a presrazime EtOH

Neradioaktivni znaceni DNA (DIG DNA Labeling kit, Roche)

- nasledujici mnoZstvi jsou uréena pro znaceni az 3 ug linearni DNA

- pfed znacenim je doporuc¢eno DNA precistit fenol-chloroformem a presrazet etanolem
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7)

DNA rozpusténou v 15 pl dH,O denaturujeme 10 minut pfi 95 °C a poté rychle
ochladime na smési ledu a NaCl

na ledu pfidame 2 pl smési hexanukleotidd, 2 pl dNTP znadici smési a 1 ul Klenow
enzymu

smés inkubujeme az 20 hodin ve 37 °C

nakonec reakci zastavime pfidavkem 2 ul 0,2M EDTA pH 8.0

naznacenou DNA presrazime pfidavkem 2,5 ul 4M LiCl a 75 pl EtOH (-20 °C).
Promichame a nechame alespori 30 minut pfi -70 °C

zcentrifugujeme pfi 13 000 rpm, 10 minut, +4 °C. Pelet oplachneme 75% EtOH
(-20 °C) a vysuSime

rozpustime v 50 pl TE

Klonovani PCR fragmentu ,natupo*

1)

9)

amplifikovanou PCR smés naneseme na gelovou elekiroforézu a poté pozadovany
fragment izolujeme z gelu metodou GLASSMILK.

DNA v objemu 24,5 ul smichame se 3 pl 10xPNK pufru, 1,5 pl 20mM ATP a 1 pl
PNK.

Inkubujeme 30 minut pfi 37 °C a poté inaktivujeme 10 minut pfi 70 °C.

Po fenol/chloroformové extrakci supernatant srazime pfidavkem 1/10 objemu NaAc
(pH7.0) a 3 objem0 ledového 100% EtOH po dobu 1 hodiny v -80 °C.

Centrifugujeme 15 minut pfi 4 °C, 13 000 rpm, supernatant vylijeme a pfidame 100 pl
75% EtOH. Centrifugujeme stejnym zpudsobem dalSich 5 minut. Slijeme supernatant
a sediment na vzduchu vysusSime.

DNA rozpustime v 17 pl dH,O, pfidame 2 pl 10x Klenow pufru, 0,5 pl 2mM dNTP
a 1 pl Klenow enzymu. Inkubujeme 15 minut pfi 37 °C a poté enzym inaktivujeme
10 minut pfi 70 °C.

Spojime s nastépenym defosforylovanym vektorem a extrahujeme stejnym objemem
neutralniho FCI.

VysuSeny sediment rozpustime ve 31 ul dH,O, pfidame 4 ul 10x ligaéniho pufru
s ATP, 4 ul PEG 4000 a 1 pul T4DNA ligazy. Inkubujeme pres noc pfi 14 °C nebo
1-2 hodiny pfi 22 °C.

Srazime pridavkem 1/10 objemu NaAc (pH7.0) a 3 objemu ledového 100% EtOH po
dobu 1 hodiny v -80 °C, zcentrifugujeme a vysusime stejné jako v kroku 5.

10) VysuSeny sediment rozpustime v 5 pl sterilni dH,O.

11) Elektroporaci transformujeme kompetentni buriky E. coli SURE (viz.), které

selektujeme na LB miskach s ampicilinem, IPTG a X-GAL. Kultivujeme pfes noc pfi
37 °C.
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Ultracentrifugace v sacharézovém gradientu

1)

Do tenkosténné ultracentrifugaéni kyvety (Sorvall® Inst. 11.6x60.3 mm, 4,4 ml
Polyallomer Ultra Tube) si pipetou opatrné navrstvime gradient 15-40% sachar6zy
vTNE pufru. Kazdou vrstvu gradientu nanasime srozdilem koncentraci
5% v objemu 0,6 ml.

Na hladinu gradientu opatrné naneseme presrazenou DNA rozpusténou ve 100 pl
dH:0.

Kyvety vyvazime TNE pufrem a centrifugujeme 19 hodin pfi 20 °C a 31 000 rpm
(ultracentrifuga Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi, rotor TST60.4).

Po centrifugaci etanolem ocistime a jehlou slabé propichneme dno kyvety a obsah
nechame pomalu odkapat do nékolika pfipravenych zkumavek. Objem prvnich frakci
by se mél pohybovat v rozmezi 100 az 200 ul, dale az 0.5 ml, abychom odebrali cely
objem kyvety.

Cast kazdé frakce naneseme na gelovou elektroforézu, abychom ovéfili velikost
fragment( v jednotlivych frakcich.

Frakce s fragmenty s pozadovanou velikosti spojime, pfidame stejny objem dH,O
a 2,5 nasobek objemu 100% EtOH. Dukladné promichame a srazime 1 h pfi -80 °C.
Centrifugujeme 15 minut pfi 13 000 rpm, 4 °C, promyjeme 300 pl 75% EtOH
a stejnym zpulsobem centrifugujeme dalSich 5 minut.

Sediment vysu§ime a rozpustime v 90 pl dH,0.

3.2.1.1. Dalsi upravy DNA

Fenol/chloroformova extrakce (Sambrook a Russell 2001)

5)

K roztoku pfidame stejny objem neutralniho FCI a dukladné vortexujeme.
Centrifugujeme na stolni centrifuze 10 minut pfi 13 000 rpm.

Vodnou fézi srazime v nové zkumavce pfidavkem 1/10 objemu NaAc (pH7.0)
a 3 objemu ledového 100% EtOH po dobu 1 hodiny v -80 °C.

Centrifugujeme 15 minut pfi 4 °C, 13 000 rpm, supernatant vylijeme a pfidame 300 pl
75% EtOH. Centrifugujeme stejnym zplUsobem dalSich 5 minut. Slijeme supernatant
a sediment na vzduchu vysusime.

DNA rozpustime v dH,O nebo TE pufru.

Srazeni DNA pomoci EtOH (Sambrook and Russell 2001)

1)

Ke vzorku pfidame 1/10 objemu NaAc (pH 7.0) a 3 objemy ledového 100% EtOH
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2) Srazime minimalné 1 hodinu pfi -80 °C.

3) Centrifugujeme 15 minut pfi 4 °C, 13 000 rpm, supernatant vylijeme a pfidame 300 ul
75% EtOH. Centrifugujeme stejnym zpasobem dalSich 5 minut.

4) Supernatant vylijeme a sediment nechame na vzduchu dukladné vysusit.

5) DNA rozpustime v dH,O nebo TE pufru.

Méreni koncentrace DNA ve vzorku

- Kuréovani koncentrace DNA ve vzorku vyuzivame absorbanci pfi vinové délce
260 nm. Absorbanci méfime na spektrofotometru Ultrospec IIE spectrophotometer,
LKB Biochrom. Jako blank pro méfreni pouzivame TE pufr nebo dH,O podle toho
v em je méfeny vzorek rozpustén.

1) pzorek nafedime do objemu alesporn 300 pl zméfime Asgo v kyveté typu Q

2) pro koncentraci dsDNA 50 ug/ml je Ay = 1. Z tohoto vztahu a pouzitého fedéni

odecéteme koncentraci méreného vzorku.

Restrikéni stépeni DNA

- $tépeni bylo provadéno obvykle v objemu 10-30 pl restrikénimi enzymy od Thermo
Scientific za teploty pozadované pouzitym enzymem po dobu 1-1,5 hodiny.

- §tépici smés obsahuje DNA, dH,0O, restrikéni pufr dle tabulky dodavané vyrobcem
a 1/10 objemu enzymu.

Defosforylace 5’koncti DNA

1) Vzorek DNA nafedime dH,O do objemu 90 pl

)
2) PFidame 10 pl 10x SAP pufrua 1 pl SAP
3) Inkubujeme 1 hodinu pfi 37 °C
4) Inaktivujeme fosfatazu 10 minut pfi 70 °C.

Ligace DNA (Sambrook a Russell 2001)

1) DNA urCenou kligaci, extrahovanou fenol-chloroformem a pfesrazenou
etanolem, rozpustime ve 35 pl sterilni dH.0.

2) Pfidame 4 pl 10x konc. T4 DNA ligaéniho pufru a 1 pl T4 DNA ligazy

3) Inkubujeme pfes noc pfi 14 °C nebo 2 hodiny pfi 22 °C a poté inaktivujeme
10 minut pfi 70 °C.

4) Ligovanou DNA presrazime etanolem a rozpustime v pozadovaném objemu
sterilni dH,O nebo TE pufru.
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Gelova elektroforéza (Sambrook a Russell 2001)

- pro elektroforézu pouzivame 1% nebo 0,3% agarézu (SeaKem® LE Agarose,
Lonza) v 1x TAE pufru (w/v).

- pro nanaseni pfidavame do vzorkl nanaseci pufr o objemu jedné pétiny vzorku.

- elektroforézu provadime v 1x konc. TAE pufru.

- gel se vzorkem nasledné barvime 20 minut ve vodném roztoku EtBr (1 pg/ml),

oplachneme pod tekouci vodou a vizualizujeme UV zafenim.

3.2.2. PCR reakce
- Michani reak&nich smési pro PCR provadime vzdy na ledu €istymi sterilnimi Spi¢kami.
Pro PCR reakce pouzivame termocykler T-Gradient Thermocycler od Whatman
Biometra. Teploty nasedani primerQ jsou obvykle o 4 °C niz8i nez teplota tani (Tm)

uvadéna vyrobcem, v pfipadé riznych teplot se jedna o praimérnou hodnotu.

PCR screening ALS-ALL

Reakéni smés: 0,5 ul Primer 1
0,5 ul Primer 2
5ul 2mM dNTP
3ul 25mM MgCl,
5ul  10x Taq pufr (10x buffer Taq, Top-Bio)
1yl DNA (0,5 pg/ul)
34,5 pldH,O
0,5 ul Taq polymeraza (pfidat b&éhem prvniho nasedani)

Cyklovani:

cyklu cas teplota

1 pocate€ni denaturace 10 min 95 °C

10 denaturace 30s 95 °C
nasedani primert 30s 60 °C (v kazdém cyklu

shizena 0 0,5 °C)

elongace 45 s/kb 72 °C

25 denaturace 30s 95 °C
nasedani primerd 30s 55 °C
elongace 45 s/kb 72 °C

1 finalni elongace 7 min 72 °C
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GC-RICH PCR System (Roche)

- Sada specialné navrzena pro PCR reakce pfi pouziti templatd s vysokym obsahem GC
pard
Reakénismés 1:5ul  2mM dNTP
0,2 ul Primer 1 (finalni konc. 2 uM)
0,2 I Primer 2 (finalni konc. 2 uM)
10 ul  GC-RICH resolution solution
1ul DNA (1 pg/ul)
19 ul dHO
Reakéni smés 2: 10 yl  5x GC-RICH PCR reaction buffer
1yl GC-RICH PCR Systém enzyme mix
5 ul dHO
- pfed pouzitim smichame ve sterilni mikrozkumavce 35 pl reakéni

smési 1 a 15 pl smési 2 a umistime do termocykleru

Cyklovani:

cyklu cas teplota

1 pocate¢ni denaturace 3 min 95 °C

10 denaturace 30s 95 °C
nasedani primeru 30s Tm—-4°C
elongace 45 s/kb 72 °C

20 denaturace 30s 95 °C
nasedani primerud 30s Tm—-4°C
elongace 45 s/kb (+5 s v 72 °C

kazdém dalSim cyklu)
1 finalni elongace 7 min 72 °C

Koloniova PCR (FastStart PCR Master, Roche)

Reakéni smés: 2,5pul  10x konc. primer 1
2,5l 10x konc. primer 2
75y  dHO
12,5yl Master Mix

55



- jako templat pouzijeme mikroskopické mnozstvi mycelia pfenesené do

smési sterilnim paratkem

Cyklovani:

cyklu cas teplota

1 lyze a denaturace 10 min 95 °C

15 denaturace 30s 95 °C
nasedani primert 30s Tm—-4°C
elongace 60 s/kb 72 °C

20 denaturace 30s 95 °C
nasedani primeru 30s Tm—-4°C
elongace 60 s/kb (+5s v 72 °C

kazdém dalsim cyklu)
1 finalni elongace 7 min 72 °C

3.2.3. Genove manipulace

Konjugacni prenos kosmidu z E. coli do streptomycet (REDIRECT)

1)

Pfipravime si kompetentni burnky E. coli ET12567 (kultivujeme v médiu
s kanamycinem a chloramfenikolem).  Bunky transformujeme  kosmidem
a selektujeme na médiu s apramycinem (100 pg/ml).

Jednou kolonii zaockujeme 10 ml LB média s apramycinem (50 pg/ml),
chloramfenikolem a kanamycinem (50 pg/ml).

100 pl inokula zaockujeme do 10 ml Cerstvého LB média s antibiotiky a kultivujeme
pfiblizné 4 hodiny pfi 37 °C, dokud nebude ODgg = 0,4.

Poté bunky dvakrat promyjeme 10 ml samotného LB média, abychom odstranili
antibiotika, a nakonec resuspendujeme v 1 ml LB média.

Pro kazdou konjugaci pfeneseme 10 pl spor streptomycet do 500 pl 2xYT média
a inkubujeme 10 minut pfi 50 °C. Poté nechame ochladit.

Smichame 0,5 ml bunék E. coli a 0,5 ml pfipravenych spor a kratce zcentrifugujeme.
Vylijeme vétSinu supernatantu a pelet resuspendujeme ve zbytku tekutiny (cca 50 pl).
(volitelny — pfipravime fedéni od 10" do 10 v celkovém objemu 100 ul dH,0).
Vysejeme na misky s MS médiem obsahujicim 10mM MgCl, bez antibiotik
a inkubujeme 16-20 hodin pfi 30 °C.
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9)

3.2.3.1.

Misky prelijeme 1 ml dH,O s 0,5 mg kyseliny nalidixové a 1,25 mg apramycinu.
Inkubujeme dale pfi 30 °C.

Transformacni metody

Priprava elektrokompetentnich bunék E. coli (Sambrook a Russell 2001)

1)

2)

Tra

V 5 ml LB média (dle kmene s pfridanymi antibiotiky) si pfipravime inokulum z jedné
kolonie, které inkubujeme na tfepacce pies noc pfi 37 °C.

2 ml inokula zaockujeme do 200 ml LB média v litrové barice a na tfepacce
inkubujeme pfi 37 °C, dokud kultura nedosahne ODggo = 0,7.

Poté bunky zchladime a ve vychlazenych sterilnich centrifugaénich zkumavkach
centrifugujeme 8 minut, pfi 4 °C, 8 000 rpom (MR 23i, rotor AM 100.13, Jouan).
Supernatant opatrné vylijeme a burky resuspendujeme ve 200 ml ledové sterilni
dH,0 a centrifugujeme stejnym zplsobem jako v kroku 3.

Promyjeme jesté jednou jako v kroku 4 a odstranime zbylou tekutinu.

Buriky resuspendujeme v 0,5 ml ledového sterilniho 10% glycerolu a rozdélime po
50 pl do sterilnich 1,5 ml zkumavek. Uchovame pfi -80 °C.

nsformace kompetentnich bunék E. coli elektroporaci (Sambrook a Russell

2001)

1)

2)

K 1-5 pl plasmidové DNA v 1,5 ml zkumavce pfidame 50 pl elektrokompetentnich
bunék, promichame a inkubujeme 10 minut na ledu.

Smés poté preneseme do sterilizované vychlazené elektroporaéni kyvety, tak aby ve
smési nevznikaly bubliny, a provedeme elektroporaci (Electro Square Porator ECM
830, BTX Division of Genetronics, program HV, napéti 2000 V, délka pulzu 99 us,
10 pulzd, interval 100 ms).

Okamzité po elektroporaci pfiddme do kyvety 1 ml steriiniho SOC média
a pfeneseme do sterilni zkumavky.

Inkubujeme na tfepacce 1-1,5 hodiny pfi 37 °C, 1 200 rpm

Cast bunék vysejeme na misky s LB médiem a pfislusnymi antibiotiky pro selekci
a inkubujeme pres noc pfi 37 °C.

Priprava protoplastl ze streptomycet (Kieser et al. 2000)

1)

Do prolamované banky s 80 ml YEME média s glycinem (pfipadné s antibiotiky)
zaoCkujeme spory pfislusného kmene streptomycet (glycin Ize u nékterych kmenu
pFidat az nékolik hodin pfed ukonéenim kultivace).
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Inkubujeme 50-52 hodin na tfepacce pfi 28 °C.

20 ml kultury prelijeme do sterilni centrifugacni zkumavky a centrifugujeme 10 minut
pfi 20 °C, 8 000 rpm (MR 23i, rotor AM 50C.13, Jouan)

Vylijeme supernatant a buriky resuspendujeme v 15 ml sterilni 10,3% sachar6zy
a znovu zcentrifugujeme. Vylijeme supernatant.

Buriky resuspendujeme ve 4 ml L pufru slysozymem (sterilizujeme filtraci)
a inkubujeme maximélné 60 minut pfi 30 °C. Kazdych 15 minut promichame
opatrnym vtazenim do 10 ml pipety. Doba inkubace se mize u rlznych kmenu
vyrazné lisit, tovrbu protoplasti kontrolujeme pod mikroskopem pfi zvétSeni 1000x
s imerznim olejem.

Pfed koncem pfidame 5 ml P pufru a opatrné promichame.

Protoplasty prefiltrujeme pfes smotek vaty umistény na dné prodéravélé zkumavky,
vloZzené uvnitf vétSi zkumavky zachycujici roztok s protoplasty (vée predem
sterilizovano).

Protoplasty centrifugujeme 7 minut pfi 20 °C, 700g (MR 23i, rotor AM50C.13, Jouan)
Supernatant vylijeme, protoplasty resuspendujeme ve 300-500 ul P pufru a po 50 ul
rozdélime do 1,5 ml sterilnich zkumavek. Uchovame pfi -80 °C.

Transformace protoplastl (Kieser et al. 2000)

- Pipetuje vyhradné sterilnimi Spickami s ustfizenym koncem

1)

2)

3)

4)

Ke 3-5 ul plasmidové DNA v 1,5 ml zkumavce pfiddme 50 pl pfipravenych protoplastd
a ihned pfidame 200 ul T pufru a pipetou nékolikrat promichame.

Protoplasty vysejeme na misky s vysusenym R5 médiem (2 hodiny suSeno ve
flowboxu).

Misky inkubujeme 18 hodin pfi 28 °C a poté prelijeme roztokem prislusného
antibiotika ve sterilni dH,O (1 ml dH,O a mnozstvi antibiotika pozadované na misku).
Misky déale inkubujeme nékolik dni pfi 28 °C, dokud nejsou vidét kolonie.

Baleni kosmidu do fagovych partikuli (Gigapack Il Gold)

- balici extrakt ponechavame pred zpracovanim co nejdéle ve zmrazeném stavu

1)

zkumavku s extrakty mezi prsty rychle rozmrazime a ihned pfidame 1-4 pl ligované
DNA.

Obsah velice opatrné promichame pipetou a 5 s centrifugaci sto¢ime veSkery obsah
na dno zkumavky.

Inkubujeme 2 hodiny pfi 22 °C.

Pfidame 500 pl SM pufru a 20 pl chloroformu. Opatrné promichame obsah zkumavky.
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5)
6)

Kratce zcentrifugujeme na stolni centrifuze.

Supernatant je pfipraven pro infekci. Skladujeme pfi 4 °C az 1 mésic.

Infekce bunék E. coli VCS257 fagovymi partikulemi (Gigapack Il Gold)

1)

Pfipravime si inokulum zao€kovanim jedné kolonie bunék VCS257 do 1 ml LB média
bez antibiotik a kultivujeme pfes nov pfi 37 °C.

2) Druhy den inokulum zaockujeme do 100 ml LB média bez antibiotik, obsahujiciho
10 mM MgSQO, a 0,2 % (w/v) malt6zy.

3) Na tfepacce kultivujeme pfi 37 °C po dobu 4-6 hodin tak, abychom nepfesahli
ODgpo = 1.

4) Kulturu centrifugujeme 10 minut pfi 500 g

5) Supernatant vylijeme a buriky resuspendujeme v 10mM MgSO, do ODg = 0,5.

6) Smichame 100 pl sbalenych partikuli a 100 ul pfipravenych bunék a pfi pokojové
teploté inkubujeme 30 minut.

7) PFidame 800 ul LB média a inkubujeme pfi 37 °C 1 hodinu. Kazdych 15 minut obsah
opatrné promichame.

8) Bunky zcentrifugujeme 1 minutu na stolni centrifuze pfi 13 000 rpm, vylijeme vétsinu
supernatantu a buriky resuspendované ve zbytku kapaliny vysejeme na LB misky
s apramycinem a inkubujeme pFes noc pfi 37 °C.

3.2.4. Dalsi metody

Lyze bunék na membrané

1)

2)

Kolec¢ko filtraéniho papiru namocené do 10% SDS vlozime na dno petriho misky
a vylijeme vesSkerou volnou kapalinu.

Nylonovou membranu poloZzime na filtracni papir koloniemi nahoru tak, aby se mezi
papirem a membranou netvofily bubliny a nechame puasobit 3 minuty

Poté membranu pfeneseme do druhé misky, do které jsme umistili filtracni papir
stejnym zpusobem namoceny do denaturacniho roztoku a nechame plsobit 5 minut
Neutralizujeme 5 minut ve tfeti misce na filtraénim papiru s neutralizacnim roztokem
Nakonec membranu polozime na 5 minut na filtrani papir namoceny do 2xSSC
Membranu nechame vysusSit a 5 minut osvitime UV lampou, aby doslo k navazani

uvolnéné DNA na membranu.
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Pfiprava neradioaktivhé znacené DNA préby (DIG DNA Labeling Kit, Roche)

1)

Fragment DNA izolovany z gelu a presrazeny etanolem rozpustime v 15 pl sterilni
dH,O a denaturujeme 10 minut pfi 100 °C. Poté okamzité rychle zchladime na ledu
s NaCl.

Pfimo na ledu pfiddme ke smési 2 ul hexanukleotidové smési, 2 ul dNTP znacici
smési a 1 pl Klenow enzymu. Promichame a inkubujeme pfes noc pfi 37 °C.

Pro zastaveni reakce pfidame 1 pl 0,5M EDTA (pH 8.0) a inkubujeme 10 minut pfi
65 °C.

Pfidame 2,5 ul 4M LiCl a 75 pl ledového 100% EtOH. Rozvortexujeme a srazime pfi
-80 °C alespor 30 minut.

Zcentrifugujeme 15 minut pfi 4 °C, 13 000 rpm.

Vylijeme supernatant, promyjeme 300 ul 75% EtOH a centrifugujeme stejné jako
v kroku 5.

Vylijeme supernatant a sediment nechdme na vzduchu vysusit.

DNA rozpustime v 50 pl sterilni dH,O a pfed pouzitim denaturujeme 10 minut pfi
100 °C.

Hybridizace DNA na nylonové membrané s neradioaktivhé znacenou prébou

a imunologqicka detekce

1)

Pro prehybridizaci pfidame k membrané v hybridizaénim valci 20 ml hybridizaéniho
roztoku na 100 cm?® membrany. V hybridizaéni picce (HPOI & HPIO MiniOven,
Apollo) inkubujeme za sou¢asného otaceni 1 hodinu pfi 68 °C.

Hybridiza¢ni roztok vylijeme a nahradime ho 2,5 ml €erstvého hybridizacniho roztoku,
ktery ve valci nechame predehfat na 68 °C.

Do roztoku pfiddme denaturovanou probu (10 min pfi 100 °C) a za soucCasného
otaeni nechame pres noc hybridizovat v picce pfi 68 °C.

Membrany promyjeme za pokojové teploty 2 x 5 minut 50 ml promyvaciho roztoku
1 (50 ml) a pfi 68 °C 2 x 15 minut 50 ml promyvaciho roztoku 2, pfedehfatého na
68 °C.

Pro imunologickou detekci membranu asi 1 minutu promyjeme pufrem 1.

Po promyti pfidame 100 ml pufru 2 a inkubujeme 30 minut za sou¢asného michani
(Multifunction 3D rotator PS-M3D, Grant-Bio).

Pufr vylijeme a znovu promyjeme pufrem 1.

Pfiddme 20 ml konjugovanoé protilatky nafedéné pufrem 1 do koncentrace
150 mU/ml.

Znovu za sou¢asného michani inkubujeme 30 minut a roztok poté vylijeme.
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10) Michanim promyjeme 2 x 15 minut 100 ml pufru 1 a poté ekvilibrujeme 2 minuty ve
20 ml pufru 3.

11) Pufr vylijeme a na membranu naneseme 10 ml barviciho roztoku.

12) Inkubujeme ve tmé 30 minut az nékolik hodin (pfipadné az do druhého dne).

13) Pro inhibici reakce inkubujeme 5 minut v TE pufru. Membranu vysusSime a uchovame

v suchu a temnu.

Aceton/etylacetatova extrakce metabolitt

- Pro odpafovani vzork( byla pouzita rotacni vakuova odparka LABOROTA 4003 —
control, Heidolph Instruments). Metabolity jsou citlivé na oxidaci, vzorky proto
uchovavame v chladu a temnu, idealné za nepfistupu kysliku.

1) Mycelium zaockujeme do prolamované banky s 50 ml YEME média s pfislusnymi
antibiotiky a na tfepacce kultivujeme 2 dny pfi 28 °C. Poté malym mnozstvim inokula
zaockujeme v nové barice v poméru 1:10 Cerstvé médium pro produkci sekundarnich
metabolitd (napf. SMM) a kultivujeme stejnym zpusobem dalsi 3 dny.

2) Filtraci nebo centrifugaci oddélime mycelium (A) od kultivaéniho média (B) a dale
zpracovavame oddélené

3) A: Kmyceliu pfidame aceton o poloviénim objemu, nez byl objem kultury a 30 minut
nechame protfepavat ve 4 °C. Poté mycelium zcentrifugujeme a aceton odpafime na
rotacni vakuové odparce (teplota lazné 37 °C, podtlak 90 mbar).

B: V kultivaéni kapaliné rozpustime NaCl do 5M koncentrace.

4) A: V bance po odpareni obvykle zlistane malé mnozstvi kapaliny, ke které pfidame
3 nasobny objem etylacetatu a znovu nechame 30 minut protfepavat pfi 4 °C.

B: Pridame EtAc o tfetinovém objemu plvodni kultury a 30 minut protfepavame ve
4 °C.

5) A/B:V délici nalevce nebo centrifugaci odebereme horni EtAc frakce.

6) Obé EtAc frakce spojime a odpafime na rotaéni vakuové odparce.

7) Extrakt rozpustime v malém objemu chloroformu, pfeneseme do tmavych lahvi¢ek
a pro lepSi trvanlivost extraktu je napustime dusikem.

8) Uchovame v -80 °C.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

1) Podle poctu vzorkl si vystfihneme pozadovanou velikost chromatografické destiCky
(TLC aluminium sheets 20x20 cm Silica gel 60 Fus4, Merck), na kterou si tuzkou
naznacime pfiblizné 1,5 cm od spodniho okraje start a na ném mista, na které budou

jednotlivé vzorky nanéseny.
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2) Na vyznacena mista mikrostfikackou pomalu naneseme jednotlivé vzorky (20 pl),
pricemz pfi nanaseni vzdy po¢kame, nez zaschne prfedchozi nanesena kapka tak,
abychom vzorek nanesli na co nejmensi plochu.

3) Po zaschnuti nanesenych vzorkd umistime chromatografickou desti¢ku do vyvijeci
kolony, do které jsme prfedem nalili mobilni fazi (benzen-aceton v poméru 3:2)
v takovém mnozstvi, aby hladina mobilni faze nedosahovala na uroven nanesenych
vzorkd.

4) Ve chvili kdy mobilni faze doputuje téméf na konec destiCky, destiCku vyjmeme
a nechadme zaschnout.

5) Vysu8enou desticku osvitime UV svétlem (366 nm) a vyfotografujeme.

Analyza extraktd pomoci UHPLC-UV(DAD)-ESI ToF MS (ultra vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV detekci diodového pole a hmotnostni detekci

doby letu) — méreno a vyhodnocovano Magr. Terezou Tylovou

- Systém Acquity UPLC firmy Waters je tvofen UPLC vysokotlakym cCerpadlem,
davkovacem vzorkd, kolonovym termostatem, detektorem diodového pole (DAD)
a hmotnostnim spektrometrem (MS) s ionizaci elektrosprejem (ESI) a analyzatorem
doby letu (ToF; vée Waters, CR). K vyhodnoceni vzorkd byl pouzit dodavany software
MassLynx V4.1 (Waters, CR).

- Podminky méfeni:

UHPLC - kolona Acquity UPLC BEH C18 (50x2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 um;
Waters, CR)
mobilni faze: A — 0,1% kyselina mravenci v dH,O; B — 100% acetonitril
rychlost pratoku: 0,4 ml/min
gradientova eluce (min/%A): 0/90, 12/40, 15/20, 16/20, 18/0, 20/90
teplota kolony: 25 °C
teplota vzorku: 10 °C
objem nastfiku: 2-5 pl
MS — negativni ESI ionizace (ES-)
napéti na vstupnim kuzelu: +40 V
napéti na kapilare: +2500 V
teplota bloku iontového zdroje: 120 °C
teplota desolvata¢niho plynu (N): 350 °C
pratok desolvata¢niho plynu: 800 I/h
pratok plynu na vstupnim kuzelu: 50 I/h
méfeno ve ,\W* modu, ¢as skenu 0,1 s, prodleva mezi skeny 0,01 s
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- specifické [M-H] a [M+H]" ionty byly extrahovany s hmotnostnim oknem 0,05 Da

Analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR)

- Analyza realizovana Markem Kuzmou, PhD. z laboratofe charakterizace molekularni
struktury, MBU AV CR, v.v.i
- Mé&Feno pomoci pfistroje Bruker Avance Il 700 pfi 700.13 MHz pro 'H a pfi
176.05 MHz pro *C v deuterochloroformu (CDCl;, ARMAR AG, Déttingen, Némecko)
pfi teploté 20 °C.
- Metody: 'H NMR
SC NMR
COSY (corellation spectroscopy)
TOCSY (total correlation spectroscopy
J-resolved spectroscopy
'H-"3C HSQC (heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy)
'H-"3C HMBC (heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy)
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4. Vysledky

4.1.ldentifikace kmene Saccharothrix espanaensis DSM44229 jako
mozného producenta manumycinovych antibiotik

Biosynteticky genovy shluk kmene Saccharothrix espanaensis DSM44229 byl objeven
pomoci ,genome scanningu“ s vyuzitim vyhledavani podobnych proteinovych sekvenci
algoritmem BLASTP (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#). Pro vyhledavani byla pouzita
aminokyselinova sekvence cyklizujici aminolevulinat syntazy, specifické pro biosyntézu
antibiotik s tzv. CsN jednotkou, produktu genu asuD2 z producenta asukamycinu S. nodosus
ssp. asukaensis. Od klasickych aminolevulindt syntaz z primarniho metabolismu hemu
a porfyrinu se lidi nékolika konzervativnimi zaménami v aminokyselinové sekvenci, které jim

udileji schopnost cyklizovat vznikajici kyselinu aminolevulovou na CsN jednotku (obr. 12).
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Obr. 12: Popis na dalsi strané.
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Obr. 12: Srovnani homologie aminokyselinové sekvence organismi Saccharothrix
espanaensis DSM44229, S. nodosus ssp. asukaensis, S. parvulus Tu64, S. aureus
SOK?1/5-04, Rhodobacter capsulatus a Hommo sapiens. Cervené jsou vyznaceny oblasti, na
které nasedaji primery HEMA1 a HEMAS3, navrZzené na geneticky screening pritomnosti gent
pro ALAS. Zelené sipky znazorriuji mista specifickych zamén tyrosinu za serin u cyklizujicich
ALAS.

V pfipadé kmene DSM44229 obsahuje okoli pfislusného genu i kompletni konzervovany
operon zajistujici syntézu CsN a jeji pfipojeni na kostru antibiotika a dal§i geny typické pro
manumycinovy biosynteticky shluk (obr. 13, tab. 2).

P e P e et E——— e Tt e T

“» m@»@»»»«@@:o»m

E1 C5 C4 C3 C2CeE2C7 Ccace D1 afsR

0 5 10 15 20 25 26 Kb
L i L A i i L A L A 1

Obr. 13: Cteci ramce biosyntetického genového shluku S. espanaensis DSM44229

Protein

Homolog

Odhadovana funkce

EspA1 (YP_007036332.1)
EspA2 (YP_007036333.1)
EspA3 (YP_007036331.1)

EspC11 (YP_007036330.1)
EspC12 (YP_007036329.1)
EspC13 (YP_007036328.1)
EspC14 (YP_007036327.1)
EspC15 (YP_007036334.1)
EspC2 (YP_007036317.1)
EspC3 (YP_007036316.1)
EspC4 (YP_007036315.1)
EspC5 (YP_007036314.1)
EspC6 (YP_007036318.1)
EspC7 (YP_007036320.1)
EspC8 (YP_007036322.1)
EspC9 (YP_007036321.1)
EspD1 (YP_007036323.1)
EspD2 (YP_007036324.1)
EspD3 (YP_007036325.1)
EspE1 (YP_007036313.1)
EspE2 (YP_007036319.1)

AsuA1 (ADI58644.1)
AsuA2 (ADI58643.1)
AsuA3 (ADI58653.1)

AsuC11 (ADI58652.1)
AsuC12 (ADI58651.1)
AsuC13 (ADI58650.1)
AsuC14 (ADI58649.1)
AsuC15 (ADI58654.1)
AsuC2 (ADI58636.1)
AsuC3 (ADI58635.1)
AsuC4 (ADI58634.1)
AsuC5 (ADI58633.1)
AsuC6 (ADI58637.1)
AsuC7 (ADI58639.1)
AsuC8 (ADI58642.1)
AsuC9 (ADI58641.1)
AsuD1 (ADI58645.1)
AsuD2 (AAO62615.1)
AsuD3 (ADI58647.1)
AsuE1 (ADI58628.1)
AsuE2 (ADI58638.1)

3,4-AHBA syntaza
AMP-vazebny enzym
2-amino-4,5-dihydroxy-6-on-
heptanoyl-7-fosfat syntaza
ACP

ACP specifické pro 3,4-AHBA

3-oxoacyl-[ACP] syntaza Il
~chain lenght“ faktor
thioesteraza
arylaminacetyltransferaza
3-oxoacyl-[ACP] syntaza Ill
3-oxoacyl-[ACP] syntaza Ill
ACP

thioesteraza
3-oxoacyl-[ACP] reduktaza
acyl dehydrataza

acyl dehydrataza
amidsyntaza
5-aminolevulinat syntaza
aminolevulinat-CoA ligaza
oxygenaza

oxidoreduktaza
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Protein

Homolog

Odhadovana funkce

EspE3 (YP_007036326.1)
EspM1 (YP_007036335.1)

EspR1 (YP_007036312.1)
EspR2 (YP_007036311.1)
AfsR (YP_007036336.1)

ASUuE3 (ADI58648.1)
AsuMi (ADI58655.1)

AsuR1 (ADI58626.1)
AsuR2 (ADI58625.1)
(WP_030236535.1)

limonen 1,2-monooxygenaza
membranovy transportér
transkripeni regulator
transkripéni regulator, TetR

transkripéni regulator, SARP

Tab. 2: Odhadované funkce otevienych Ctecich ramct biosyntetického genového shluku,
nalezeného u Saccharothrix espanaensis DSM44229 a jednotlivé homologie k proteinim
popsanym u producenta asukamycinu Streptomyces nodosus spp. asukaensis.

4.1.1. Produkce manumycini u divokého kmene S. espanaensis
DSM44229

Pro produkci latek manumycinového typu divokym kmenem jsme provedli fermentaéni
kultivace v médiich SN a STX, ktera bézné pouzivdme pro produkci manumycinl
u streptomycet. Metabolity byly poté z kultivaéniho média a mycelia extrahovany acetonem
a etylacetatem (viz. 3.2.4.). Extrakty byly analyzovany pomoci UHPLC-UV(DAD)-ESI ToF
MS (viz. 3.2.4.), kterd nezaznamenala produkci zadnych latek manumycinového typu (obr.
14). Stejného vysledku jsme dosahli i v pfipadé kultivace na médiich SSY a SSM (Wang et
al. 2010; Bouras et al. 2007), ktera se dle literatury pouzivaji na kultivaci pseudonokardii,

mezi které kmen patfi.
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Obr. 14: Chromatogramy extraktt z divokeho kmene DSM44229 po kultivaci na médiu
STX (nahore) a médiu SN (dole).
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Na zakladé téchto vysledkd jsme usoudili, Ze by genovy shluk mohl byt v pivodnim
hostiteli za laboratornich podminek krypticky. Proto jsme se rozhodli ho prenést do
heterologniho producenta za ucelem aktivace. Ktomu bylo potfeba ve vhodném
kosmidovém vektoru vytvofit knihovnu fragmentd chromozomalni DNA (chDNA) a selektovat
klony, které nesou kompletni genovy shluk.

4.2. Priprava kosmidové knihovny kmene S. espanaensis

4.2.1.Izolace chromozomalni DNA kmene S. espanaensis

Metodou pro izolaci kompletni chDNA (viz. 3.2.1.) jsme ziskali vzorek genomové DNA
zkmene Saccharothrix espanaensis. Pro dalSi aplikace byla dulezita vysokd kvalita
generovanych fragment jsme vzorek nanesli na gelovou elektroforézu a obarvili Etidium-
bromidem (EtBr) (viz. 3.2.1.1.), pfi¢emz jako standard jsme pouzili GeneRuler (GR) + DNA
bakteriofaga A nastépenou restrikéni endonukleazou Kpnl nebo Xhol (viz 3.2.7.)

4.2.2. Uprava chromozomalini DNA pro vytvoreni kosmidové knihovny

Pro klonovani do kosmidového vektoru pOJ446 je nutné pouzit fragmenty chDNA
o velikosti 35-40 kbp, aby dochazelo k efektivnimu baleni do fagovych partikuli. Vzorek jsme
pro kalibraci nejprve §tépili riznou koncentraci enzymu Sau3A (viz. 3.2.1.1.), abychom urgili,
pfi jaké koncentraci enzymu dochazi ke generaci maximalniho mnozstvi pozadovanych
fragmentd. V malych objemech (10 ul pro kazdou koncentraci) jsme tedy Stépili 3,5 ug
chDNA presné definovanou koncentraci restrikéni endonukleazy Sau3A (dvojkova fedici
fada zacinajici na koncentraci enzymu 0,25 U/10ul) po dobu 1 hodiny pfi 37 °C. Po
nastépeni jsme vysledek analyzovali gelovou elektroforézou a obarvili EtBr (obr. 15).

Pro preparativni reakci jsme pouZzili koncentrace enzymu, pfi které dochazelo pouze
k ¢astenému Stépeni DNA a pfi které se velikost vyslednych fragmentt pohybovala kolem
40 kbp, v nadem pfipadé vzorek v 5. jamce. Pro preparativni reakci jsme pfipravili $tépnou
smés o celkovém objemu 550 pl, obsahujici pfiblizné 190 ug chDNA a enzym Sau3A
v koncentraci 0,015625 jednotek na 10 pl (0,86 U/550ul). Reakce probihala za stejnych
podminek jako kalibrace, tedy po dobu 1 hodiny pfi 37 °C.

Pro co nejSetrné&jsi separaci a izolaci fragmentud o idealni velikosti ze vzorku byla namisto

gelové elektroforézy pouZzita ultracentrifugace v sachar6zovém gradientu (viz. 3.2.1.). Poté
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jsme malym otvorem na dné centrifugacni kyvety nechali jeji obsah pomalu odkapat do
nékolika zkumavek. Fragmenty o pozadované velikosti jsme o&ekavali v prvnich nékolika
frakcich, a proto jsme gradient rozdélili na 13 frakci o objemu 0,2-0,35 ml (prvnich 6 frakci po
200 pl a dalSich 7 frakci po 350 pl), abychom od vzorku efektivné oddélili fragmenty jinych
velikosti.

s
X
<
+
—> ¥
O

0,03125
0,015625
0,0078125
0,0039062
GR + NMXhol

=1
53
=B
%2

0,25
0,125
0,0625

B e s 7 8 9 10

Obr. 15: Snimek gelové elektroforézy z kalibrace Stépeni vzorku DNA S. espanaensis
enzymem Sau3A. Jako standard v krajnich jamkach byl pouzit GR + A DNA stépena enzymy
Kpnl nebo Xhol. Separace probihala v 0,3% agarézovém gelu.
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Abychom urcili velikost fragmentt v jednotlivych frakcich, nanesli jsme malou ¢ast
z kazde frakce na gelovou elektroforézu spolu se standardy GR + AMKpnl resp. Xhol a obarvili
EtBr (obr. 16). Pro nasledujici praci byly pouzity pouze prvni dvé frakce, obsahujici
fragmenty o pozadované velikosti. Pfed dalSim pouzitim jsme DNA ztéchto dvou
sachar6zovych vzorkl nafedili dH,O, pfesrazeli etanolem a rozpustili v 90 pl H,O. Nakonec
byla DNA podrobena defosforylaci 5° koncl alkalickou fosfatazou SAP (viz. 3.2.1.1.),
abychom zabranili nasledné nezadouci ligaci menSich fragmentl. Poté byla fosfatdza

inaktivovana 10 minut pfi 70 °C.

Frakce
GR + NKpnl
GR + M.Xhol

l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

40 kbp .
40 kbp

30 kbp ‘ e R . { e 1335
' ¥ 8 Kop

2
i

Obr. 16: Snimek gelové elektroforézy se vzorky frakci ze sacharézového gradientu. Jako

standard v krajnich jamkach byl pouZit GR + A DNA stépena enzymy Kpnl nebo Xhol.
Separace probihala v 0,3% agarézoveém gelu.
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4.2.3. Priprava kosmidové knihovny

Pro vytvoreni kosmidové knihovny byl pouzit kosmidovy vektor pOJ446, nesouci gen pro
apramycinovou rezistenci. Tento vektor jsme nejprve linearizovali 2 hodinovym $tépenim
restrikéni endonukleazou Hpal a néasledné defosforylovali alkalickou fosfatazou aby
nedochazelo ke zpétné cirkularizaci (obr. 17A). Po tepelné inaktivaci enzymd jsme
linearizovany plazmid pfed ligaci extrahovali fenol/chloroformem (viz. 3.2.1.1.) a pfesrazeli
do men$iho objemu H,O (8 ul) (viz. 3.2.1.1.). Pro inzerci fragmentu jsme plasmid dale
2 hodiny $tépili enzymem BamHlI (obr. 17B) a po pfidani pfipravené fragmentované chDNA
ligovali T4 DNA ligazou (obr. 17C) (viz. 3.2.1.1.). Nakonec jsme DNA presrazeli etanolem
a rozpustili ve 4 ul H,O pro baleni do fagovych partikuli.

4.3. Priprava kment pro heterologni expresi biosyntetického shiluku,

pochazejiciho ze Saccharothrix espanaensis DSM44229

Pripraveny vzorek kosmidové knihovny jsme kvili co nejvy$8i ucinnosti balili do fagovych
partikuli pomoci kitu Gigapack Il Gold (viz. 3.2.3.1.). FAgem jsme infikovali dodavany kmen
E. coli VCS257, upraveny pro zvySeni efektivity transdukce (viz. 3.2.3.1.), ktery jsme
nasledné kvuli selekci vyseli na misky s LB médiem a apramycinem. Za u¢elem pozdéjSich
manipulaci jsme na povrch agaru pfed vysevem rozprostreli sterilni nitrocelul6zovou
membranu. Misky jsme inkubovali pfes noc pfi 37 °C. Pro hybridiza¢ni analyzu jsme druhy
den membranu s malymi koloniemi pfesné otiskli na sterilni nylonovou membranu na dalSi
misce s LB médiem a apramycinem. Pavodni misku jsme poté inkubovali dalsi 4 hodiny
a nasledné pro dalSi zpracovani uchovali v +4 °C. Misku s nylonovou membranou jsme
inkubovali 6 hodin ve 37 °C a pak provedli lyzi bunék na membrané, aby doslo k uvolnéni
obsazené DNA (viz. 3.2.4.). Po vazbé uvolnéné DNA na membranu pomoci UV zafeni byla

vysuSena nylonovd membréna pouzita pro hybridizaci.

4.3.1. Zjisténi pritomnosti gent pro ALAS v E. coli VCS257

Pro pfiblizné ur€eni pfitomnosti poZzadovaného biosyntetického shluku v jednotlivych
koloniich VCS257/pESP446 (pOJ446+44229) jsme provedli hybridizaci s probou detekujici
gen pro aminolevulinat syntdzu. DNA fragment pro vytvofeni této proby vznikl pomoci PCR
metody pro screening ALS-ALL za vyuziti degenerovanych primerd HEMA1 a HEMAS3, kde
jako templat slouzila chromozomalni DNA izolovana z kmene S. espanaensis (viz.3.2.2.).
Vysledny fragment jsme poté pro vizualizaci oznacili digoxygeninem pomoci kitu DIG DNA
Labeling kit (viz. 3.2.4.) a pouzili jako prébu.
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Obr. 18: Snimek dvou hybridizovanych nylonovych membran s lyzovanymi

koloniemi pozitivnimi na pfitomnost genu pro ALAS.

4.3.2. Ovéfeni pfitomnosti celeho biosyntetickeho shluku

14 pozitivnich kolonii jsme pro izolaci kosmidové DNA (viz. 3.2.1.) zaockovali z plvodni
misky s nitrocelul6zovou membranou do tekutého LB média. Pro ovéfeni pfitomnosti celého
biosyntetického shluku jsme kosmidy z jednotlivych klond podrobili restrik€nimu Stépeni
enzymy Miul (obr. 19) nebo Kpnl (obr. 20). Jelikoz je tento genovy shluk osekvenovan,
zname presné jeho restrikeni profil pro tato Stépeni (obr. 21).

Dle pfitomnosti oekavanych fragmentl ve vzorcich po nastépeni témito enzymy jsme

mohli urcit pfiblizny rozsah vlozeni genomové DNA u jednotlivych klonu (obr. 21).

4.3.3. Pfenos kosmidu do streptomycet

Pro dal8i praci jsme zvolili klon E. coli VCS257 Cislo 2 (VCS257/pESP446-2). Kosmid
obsahuijici cely genovy shluk jsme z VCS257/pESP446-2 izolovali a pouzili pro transformaci
kompetentnich bunék E. coli ET12567 (viz. 3.2.3.1.), ze kterych byl dle protokolu REDIRECT
(viz. 3.2.3.) prenesen konjugaci do kmenu streptomycet pro heterologni produkci. Kmen
ET12567 je deficientni v metylaci DNA a kéduje konjugaéni funkce pro mezidruhovy pfenos
DNA z E. coli do streptomycet. Jako recipienty jsme pouzili produkéni kmeny S. coelicolor
M512, M1146 a M1154 a S. lividans K4-114 (viz. 3.1.5.). Rekombinantni klony jsme

selektovali na rezistenci k apramycinu.
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GR 2
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i$ ¥4
+

1000 L
2413 bp + + + +
6055 bp + + + + + + + +
2248 bp + + + + + + + + + + + +
3173 bp + + + + + + + + + + + + ?
5390 bp + + ? + + + + + + + + +
1209 bp ? ? ? ? ? ? ? ? ? + ? ? ?
2723 bp
+ + + + + + + + + + +
2702 bp
8600 bp + ? + + + +
2429 bp + + | o+ | o+ I

Obr. 19: Snimek gelové elektroforézy po Stépeni enzymem Miul a pfitomnost fragment(
urcitych velikosti dle restrikcni mapy shluku z DSM44229 ve vzorcich kosmidd, pozitivnich
na pritomnost genl pro ALAS. Fragment o velikosti 1209 bp je ve vzorcich Spatné
pozorovatelny. GR = GeneRuler 1 kb viz. 3.1.7.
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7856 bp ? + + +
3242 bp + + + + + + + + + +
5503 bp + + + + + + + + + + + + +
1838 bp + + + + + + + + + + + + +
1918 bp + + + + + + + + + + + + +
4171 bp + + + + + + + + + +
7240 bp + + + + + + + + +

6039 bp + ? + + + +

Obr. 20: Snimek gelové elektroforézy po Stépeni enzymem Kpnl a pfitomnost fragmentt
urcitych velikosti dle restrikcni mapy shluku z DSM44229 ve vzorcich kosmidd, pozitivnich
na pfitomnost genti pro ALAS. GR = GeneRuler 1 kb viz. 3.1.7.
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Obr. 21: Predpokladany rozsah vioZzené DNA z kmene DSMA44229 v jednotlivych klonech
pozitivnich na pfitomnost gent pro ALAS. Sestrojeno na zakladé nalezenych fragmentd
urcitych velikosti. Zelené jsou vyznaceny klony, u kterych je pfedpokladana pritomnost
celého biosyntetického shiuku. Cervend $ipka vyznaduje pribliznou pozici genu pro ALAS.

Pfitomnost celého genového shluku v klonech s kosmidem ¢€islo 2 jsme kromé& mapovani
restrikénimi endonukleazami ovéfili pomoci koloniové PCR kitem FastStart PCR Master (viz.
3.2.2.) s cyklovanim dle metody pro screening ALS-ALL (viz. 3.2.2.) a s vyuzitim primer0 pro
3 razné geny. Okrajové €asti shluku jsme amplifikovali primery AHBAS F a AHBAS R pro
gen kédujici 3,4-AHBA syntazu na jednom konci a primery ESPR2 R a ESPR2 F pro
regulacni gen espR2 na druhém konci. Primery HEMA1 a HEMA3 jsme amplifikovali gen pro
ALAS nachazejici se v centralni ¢asti shluku. PCR smési jsme analyzovali pomoci gelové
elektroforézy a obarvili EtBr. Primery pro 3,4-AHBA syntazu generuji fragment o velikosti 366
bp, pro ALAS fragment o 519 bp a primery pro gen espR2 generuji fragment o 619 bp
(obr. 22).
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Obr. 22: Snimek gelové elektroforézy PCR smési po amplifikaci genu espR2 a c¢asti gend
pro ALAS a 3,4-AHBAS. GR — GeneRuler 1 kb.
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4.4. Analyza vysledného produktu heterologni exprese a optimalizace
jeho produkce

4.4.1. Charakterizace metabolického profilu heterologniho producenta

Pro analyzu produkce sekundarnich metabolitd jsme kmen K4-114/pESP446-2
zaockovali do 50 ml YEME média s apramycinem a kultivovali na tfepacce 2 dny pfi 28 °C.
Takto pfipravené inokulum jsme v poméru 1:10 zaockovali do SMM média s apramycinem
do vysledného objemu 80 ml. N&sledovala 3-denni kultivace na tfepacce pfi 28 °C. Stejnym
zpusobem jsme provedli kultivaci kmene K4-114 bez vloZzeného kosmidu pro negativni
kontrolu.

Po ukon&eni kultivace néasledovala EtAc extrakce metabolitd z kultivaniho média
imycelia (viz. 3.2.4.) a slozeni vysledného vzorku bylo analyzovano pomoci
UHPLC-UV(DAD)-ESI ToF MS (viz. 3.2.4.) (obr. 23).

Chromatogram slozek extraktu metabolitd prokédzal oproti neupravenému kmeni K4-114
pfitomnost 3 novych latek v pfipraveném kmeni K4-114/pESP446-2. Absorb¢éni spektrum
s maximem kolem vinové délky 355 nm a odhadovany souhrny vzorec nalezenych latek
s retencnimi Casy 8,81, 9,6 a 10,05 minuty odpovida latkam manumycinového typu. Pomoci
UHPLC-UV(DAD)-ESI ToF MS metody byla zjisténa molekulova hmotnost a elementarni
slozeni téchto latek. Nasledné byla provedena tzv. fragmentace ve zdroji, kdy dochazi za
zvySeného napéti ve zdroji k rozpadu plvodni molekuly na fragmenty, a diky niZ je mozné
provedena u dvou mensich nalezenych metabolitd jak v pozitivnim, tak v negativnim
ionizaCnim mddu: Nejprve pfi napéti ve zdroji +100 V (obr. 24A a 25A) a pro zpfresnéni
odhadu slozZeni horniho fetézce také pfi napéti £50 V (obr. 24B a 25B). U tfetiho nejvétsiho
metabolitu nebyla fragmentace ve zdroji provedena z divodu nedostatecné separace tohoto
metabolitu od koeluujicich latek, coz vedlo k nejasnostem o plvodu vzniklych fragmentl ve
fragmentacnim spektru. Ziskana fragmentaéni spektra byla vyhodnocena pomoci softwaru
Mass Fragment (Waters, CR), ktery je schopen s vysokou pravdépodobnosti urgit
elementarni slozeni fragmentl ve spekiru v€etné pravdépodobnosti jejich vzniku z pavodni
molekuly. Data ziskana metodou fragmentace ve zdroji potvrzuji pfitomnost latek
manumycinového typu s typickymi Stépy predstavujicimi CsN jednotku a dolni fetézec s CsN
jednotkou, ktery ma patrné strukturu tetraenu jako u kolabomycind. Z molekulové hmotnosti
celé molekuly a ze ziskanych dat z fragmentace ve zdroji pak lze odvodit i elementarni
sloZeni horniho fetézce. Ten je ve srovnani se znamymi kolabomyciny vyznamné mensi
u obou latek podrobenych fragmentaéni analyze. Ze ziskanych dat vSak nelze, kvuli vysoké
variabilité, odhadnout jeho nasyceni a vétveni. Ani jedna z novych latek nem& molekulovou
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hmotnost shodnou s Zadnym z dfive charakterizovanych manumycin a pravdépodobné se
tedy jedna o zcela nové, dosud nepopsané manumyciny.

3: Diode Array

8.36 ' Range: 6.584e+1
.36
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C28H32NZC)7 C29H34N207 C30H34N207
Obr. 23: UHPLC-UV(DAD) analyza frakce prvniho extraktu metabolitt kmene

K4-114/pESP446-2 (nahore). Vlastnosti 3 novych latek a jejich pravdépodobné elementarni
sloZeni.
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Obr. 24: Pokracovani a popis na dalsi strané.
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Obr. 24: MS fragmentacni spektra (fragmentace ve zdroji) metabolitu s retenénim ¢asem 8,8
minuty ziskana UHPLC-UV(DAD) ToF MS analyzou. Hmotnostni spektrum zachycuje vznik

jednotlivych Stépnych produktd. A: fragmentace pfi napéti -100 V (ES-) a odhadnuté

struktury molekuly (horni Fetézec pouze elementarni sloZeni). B: fragmentace pri +50 V

(ES+) zachycuje fragment odpovidajici hornimu Fetézci.
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Obr. 25: Pokracovani a popis na dalsi strané.
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Obr. 25: MS fragmentacni spektra (fragmentace ve zdroji) metabolitu s retenénim ¢asem 9,6
minuty ziskana UHPLC-UV(DAD) ToF MS analyzou. Hmotnostni spektrum zachycuje vznik
jednotlivych Stépnych produkta. A: fragmentace prfi napéti -100 V (ES-) a odhadnuté
struktury molekuly (horni fetézec pouze elementarni sloZeni). B: fragmentace pfi +50 V
(ES+) zachycuje fragment odpovidajici hornimu retézci.

Produkce téchto metaboliti v pfipraveném kmeni K4-114/pESP446-2 byla vSak
z neznamého dlvodu nestala a kvuli vysokému obsahu monoacylglyceroll, které jsou od
manumycinovych latek jen t&zko oddéliteiné béznymi separacnimi technikami,
nedostacovala k dukladnéjSimu precisténi, coz komplikovalo pfesné ur€eni struktury pomoci
NMR. Z tohoto duvodu jsme se produkci pokusili zvySit a stabilizovat vhodnymi genetickymi

zasahy.

4.41.1. NMR analyza struktury
Jelikoz extrakty obsahuji také znaéné mnozstvi jednotlivych €asti sledovanych molekul

jakozto degradativnich produktd a meziproduktl, podafilo se z extraktu purifikovat alespori
strukturu dolniho Fetézce s €asti centralni jednotky a pomoci NMR (viz. 3.2.4.) urcit pfesnou
strukturu této molekuly (obr. 26, tab. 3). Vysledek této analyzy provadéné na izolatu, ktery se
podafilo ziskat Ing. S. Pospisilovi, CSc. (Laboratof molekularni biologie aktinomycet, MBU
AV CR, v.v.i), potvrdil tetraenovou strukturu dolniho fetézce predpokladanou na zékladé
fragmentace. Kompletni manumycinové produkty se bohuzel zatim nepodafilo izolovat
v Cistoté a mnozstvi dostacujicim pro ur€eni struktury pomoci NMR, proto nam zatim chybi

informace o struktufe hornich polyketidovych Fetézcu.
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Atom# 8¢ m OH m Jun [HZ]
ipso 155.72 s - - -
ortho 115.72 d 6.811 m -
meta 128.26 d 7.337 m -
para 129.92 s -

i-OH - n.d.

1 135.14 d 6.629 d 15.4

2 126.53 d 6.742 dd 10.7,15.4
3 138.55 d 6.592 dd 10.7,14.8
4 131.03 d 6.396 dd 11.1,14.8
5 142.26 d 6.693 dd 11.1,14.8
6 128.92 d 6.360 dd 11.8,14.8
7 144.57 d 7.379 dd 11.8, 14.6
8 119.11 d 5.951 d 14.6

9 165.73 S - - -

10 - n.d.

1 197.30 S -

2 115.01 S -

3 173.67 s -

q 25.59 t 2.620 m -

5 32.12 t 2.543 m -
3’-OH - - 13.718 S -

Tab. 3: NMR data naméfena pro 'H a "°C vzorku obsahujiciho molekuly dolniho Fetézce.
Méreno pti 700.13 MHz pro 'H a pfi 176.05 MHz pro "*C v CDCl; pfi 20°C.

Obr. 26: Vysledna struktura dolniho fetézce novych molekul urcéena na zakladé dat z analyzy
pomoci NMR.
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4.4.2. Stimulace produkce novych metaboliti u kmene K4-114/pESP446-2

Pro docileni zvy$ené a stabilni produkce zadanych metabolitd jsme zvolili metodu
nadexprese dvou regulacnich genl (espR1 a espR2), lezicich na okraji genového shluku
z DSM44229 (viz. obr. 13). Oba tyto geny jsou vysoce homologni ke genim asuR1 a asuR2
z genového shluku pro biosyntézu asukamycinu, kde jsou hlavnimi regulatory (Xie et al.
2012).

4.4.21. Nadexprese requlacnich genu espR1 a espR2

Jednotlivé oblasti jsme nejprve amplifikovali pomoci PCR s vyuZitim navrZzenych primerd
ESPR2 R a ESPR2 F pro gen espR2, ESPR1 R a ESPR1 F pro gen espR1 a pro amplifikaci
obou regula¢nich gend soucasné primert ESPR1 F a ESPR2 R. Tyto primery byly navrzeny
tak, aby nasedaly nedaleko regula¢nich oblasti a obsahovaly restrikéni mista pro nasledné
klonovani (obr. 27). Jako templat pro PCR reakci jsme pouzili pavodni chromozomalni DNA
izolovanou z kmene DSM44229 a kvuli vysokému pomeéru GC paru jsme k provedeni zvolili
GC-RICH PCR metodu (viz. 3.2.2.), abychom sniZzili riziko vzniku mutaci ve vysledném
amplifikovaném fragmentu.

Vysledné PCR fragmenty jsme dle protokolu pro klonovani ,natupo” (viz. 3.2.1.) vlozili
pfes restrikéni misto pro EcoRV do plasmidd pBluescript SK+ (pBlueEspR). Témi jsme pak
elektroporaci transformovali pfipravené kompetentni buriky E. coli SURE (viz. 3.2.3.1.).
Selekce transformantlt probihala na LB miskdch s ampicilinem, IPTG a X-gal. Pro ovéfeni,
zda nebyly béhem PCR do genll vneseny mutace, byly plasmidy izolované z uspésnych
transformantd osekvenovany.

Osekvenované fragmenty jsme z plasmidu pBluescript SK+ vystépili restrikEnimi enzymy
podle primeru pouzitych pro jejich amplifikaci, a poté oddélili gelovou elektroforézou. U genu
espR2 byla pro vystépeni pouzita jind restrikéni mista, ktera nam umoznila po dalSim
klonovacim kroku eliminaci prazdnych vektord $tépenim po ligaci (viz. dale). Fragmenty
o velikosti odpovidajici pozadovanym genim jsme z gelu izolovali metodou GLASSMILK
(viz. 3.2.1.) a po fenol-chloroformové extrakci jsme je pfes stejna restrikéni mista viozili
pomoci T4 DNA ligazy do nastépeného defosforylovaného plasmidu plJ4070, nesouciho
silny konstitutivni streptomycetovy promotor ermE* (pESPR-4070). Gen espR2 byl vioZen za
vyuziti restrikénich enzym( Hindlll a BamHI, gen espR1 pomoci enzymii Sphl a BamHI. Céast
obsahujici oba geny pres restrikéni mista pro BamHI a Hindlll (obr. 27). Hotovymi plasmidy
jsme poté elektroporaci transformovali kompetentni bunky E. coli GM2929 (viz. 3.2.3.1.).
Tento kmen E. coli nemetyluje DNA, coz usnadfiuje jeji nasledné klonovani ve
streptomycetach. Uspésné transformanty jsme selektovali na miskach s LA médiem

a ampicilinem. Pfitomnost pozadovanych gent v plasmidech izolovanych z transformanti
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jsme ovéfili jejich opétovnym restrikCnim vyStépenim a nasledné gelovou elektroforézou
(obr. 28A).

Fragmenty jsme z téchto plasmidd znovu vystépili, tentokrat restrikEnimi enzymy Hindlll
a Sacl tak, aby navic obsahovaly konstitutivni promotor ermE* z plasmidu plJ4070.
Pozadované fragmenty jsme poté opét separovali gelovou elektroforézou, izolovali metodou
GLASSMILK (viz. 3.2.1.) a ligovali T4 DNA ligdzou do pfipraveného plasmidu plJ487.
Plasmid plJ487 jsme pfed tim nastépili enzymy Hindlll a Sacl a defosforylovali. Po ligaci
jsme ligazu tepelné inaktivovali pfi 70 °C po dobu 10 minut a plasmidy Stépili restrikénim
enzymem Xbal, jehoz restrikéni misto bylo u rekombinantnich konstruktd béhem vkladani
fragmentd vyfazeno. Linearizovany byly tedy pouze puvodni prazdné plasmidy, ¢imz jsme
omezili vznik transformantd bez poZadovanych fragmentd aznaéné zvySili frekvenci
Uspésnych transformantd s rekombinantnimi konstrukty.

Hotovymi plasmidy (dale pESPR) jsme transformovali protoplasty pfipravené z kmene
S. lividans TK24 (viz. 3.2.3.1.). Protoplasty jsme pro jejich regeneraci vyseli na vysusené
R2YE misky bez antibiotik a kultivovali pfes noc pfi 28 °C. Druhy den jsme kvuli selekci
transformantd misky prelili roztokem thiostreptonu (750 pg na misku) a kultivovali dalSich
nékolik dni, nez se objevily kolonie. Pfitomnost genu v jednotlivych koloniich jsme ovéfili
pomoci koloniové PCR (viz. 3.2.2.) (obr. 29A). Pozitivni kolonie jsme pfeockovali na nové
R2YE misky s thiostreptonem a poté do 5 ml YEME s thiostreptonem pro izolaci plasmidu ze
streptomycet (viz. 3.2.1.). Pfitomnost poZzadovanych genu v plasmidech jsme znovu ovéfili
Stépenim ruznymi enzymy dle jejich restrikCnich map. Produkty Stépeni jsme analyzovali
gelovou elektroforézou (obr. 28B,C).

Ovérenymi expresnimi konstrukty jsme nakonec transformovali protoplasty pfipraveného
kmene K4-114/pESP446-2 (viz. 3.2.3.1.), které jsme nasledné vyseli na vysusené R2YE
misky s apramycinem. Kultivace probihala pfes noc pfi 28 °C a druhy den byly misky prelity
roztokem thiostreptonu (750 pug na misku). Kultivace pokracovala dalSich nékolik dni, dokud
se neobjevily kolonie. Narostlé kolonie jsme otestovali na pfitomnost gent koloniovou PCR
(obr. 29B) a pozitivni klony jsme preockovali na nové R2YE misky s apramycinem
a thiostreptonem a nésledné do YEME meédia se stejnymi antibiotiky na izolaci plasmidu pro
dalSi ovéreni pfitomnosti regulacnich genu espR restrikénim Stépenim (obr. 28D). Ovérené
kmeny K4-114/pESP446-2,pESPR byly timto pfipraveny pro fermentacni produkci
manumycinovych latek. Pro kontrolu byl pfipraven kmen K4-114/pESP446-2,p1J487,
transformovany prazdnym vektorem plJ487.

Za UCelem porovnani produkce novych latek takto upravenymi kmeny
K4-114/pESP446-2,pESPR a K4-114/pESP446-2,plJ487 byla za stejnych podminek u vSech
provedena extrakce metabolitd (viz. 3.2.4.), pficemz béhem extrakce byla pro porovnani

zvazena sucha hmotnost mycelia z pouzitych kultur.
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Obr. 27: Schéma vsech klonovacich kroku provadénych za tuc¢elem nadexprese regulacnich
genl espR1, espR2 a espR1+2 v produkénim kmeni K4-114/pESP446-2.
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Obr. 28: Snimky gelovych elektroforéz z kontrolnich Stépeni jednotlivych klonovani béhem
nadexprese regulacnich genu espR1 a 2. A: vystépeni jednotlivych gent z plasmidi
PESPR-4070 restrikcnimi enzymy pouZitymi pro jejich vioZeni do vektoru. Hindlll a BamHI
pro gen espR2, Sphl a BamHI pro gen espR1 a BamHI a Hindlll pro geny espR1+2.
B,C: kontrolni restrikcni Stépeni plasmidi pESPR po transformaci protoplasti S. lividans
TK24. D: kontrolni restrikéni stépeni plasmidu plJ487 a pESPR po transformaci protoplastt
upraveného kmene S. lividans K4-114/pESP446-2. Prazdny plasmid byl Stépen enzymy Xbal
a Xhol, z ostatnich plasmidd byly jednotlivé geny vystépeny pomoci enzymu Hindlll a Sacl.
GR — GeneRuler 1 kb (viz. 3.1.7.)

Prvotni analyza slozek téchto extraktd pomoci UHPLC-UV(DAD) poukazala na zvySenou
produkci nové identifikovanych latek u kmene  K4-114/pESP446-2,pESPR1
s nadexprimovanym regulaénim genem espR1. Naproti tomu vSak doSlo k UpIné inhibici
produkce u ostatnich kmenud s nadexprimovanymi geny espR2 a espR1+2 a také
u kontrolniho kmene K4-114/pESP446-2,plJ487 transformovaného samotnym plasmidem
plJ487 (obr. 30).
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Obr. 29: Snimky gelovych elektroforéz produktu koloniové PCR zaméfené na pritomnost
Jednotlivych regulacnich genu espR. A: koloniova PCR kmenu S. lividans TK24
transformovanych  plasmidy pESPR. B: koloniova PCR kmend S. lividans
K4-114/pESP446-2,pESPR

Analyza extraktd pomoci TLC (viz. 3.2.4.) zaznamenala latky s podobnou pohyblivosti
u extraktl, ziskanych z kmenud K4-114/pESP446-2 a K4-114/pESP446-2,pESPR1, vcetné
jedné latky detekované jen u kmene K4-114/pESP446-2,pESPR1. TLC dale poukazala na
znacnou podobnost mezi kmeny, u kterych byla pozorovana inhibice produkce a divokym
produkénim kmenem S. lividans K4-114 (obr. 31).

86



K4-114/pESP446-2

3: Diode Array
AU 8.85 350 10.00Da
3 319421 bitimin
E (672465 bit/min)
_ 04759
2.54
2.04
3 973
1.5 167088 bit/min
E (351764 bit/min)
1.0
5.0e-14
0.0 T T T T - T T T T T T T T T T T al T T T T Cas
7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

K4-114/pESP446-2,pESPR1

3: Diode Array
AU 8.85 350 10.00Da
3.0e+13 2480437 bit/min
3 (9186803 bit/min)
256411 .27 g
E 9.73
2.0e+1 1638464 bit/min
E (6068385 bit/min)
1.5e+13
1.0e+13 10.10
3 433618 bitimin
5.0 (1605992 bit/min)
O'C“I“"I“"\""\""I"“I"'I‘"I""\"'\""I“"I"“I""I“"I""""I““I'"I"‘éas
7.50 8.00 850 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

Obr. 30: UHPLC-UV(DAD) analyza extrakti metaboliti kmene S. lividans
K4-114/pESP446-2 a kmene K4-114/pESP446-2,pESPR1 s nadexpresi genu espR1. Vpravo
uvedena hmotnost mycelia z kultury pouZité pfi extrakci. U ostatnich kmend, vcetné
kontrolniho kmene transformovaného pouze plasmidem plJ487, nebyla zaznamenana Zadna
produkce poZadovanych latek. U signali je uveden retenéni ¢as, plocha peaku a plocha

peaku prepoctend na 1 gram mycelia.
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Obr. 31: Snimek TLC extraktd ziskanych z divokého produkéniho kmene S. lividans K4-114,
plavodniho  upraveného  kmene S. lividans  K4-114/pESP446-2 a  kmenu
K4-114/pESP446-2,pESPR s nadexprimovanymi regulacnimi geny espR, véetné kontrolniho
kmene  K4-114/pESP446-2,p1J487. Svétle skvrny u vzorki  K4-114/pESP446-2
a K4-114/pESP446-2,pESPR1 odpovidaji sledovanym latkam, nalezenym také pomoci
UHPLC-UV(DAD), vcetné treti, detekované v obou pripadech jen u vzorku
K4-114/pESP446-2,pESPR1. K4-114 byl kultivovan bez antibiotik, K4-114/pESP446-2
kultivovan s apramycinem a ostatni byly Kultivovany s apramycinem a thiostreptonem.
Vyfoceno pfi UV o vinové délce 366 nm.

88



5.Diskuse

Sekundarni metabolismus vlaknitych bakterii fadu Actinomycetales pfedstavuje obrovsky
rezervoar dosud neobjevenych latek s velkym potencialem primyslového vyuziti. Tyto
organismy v minulosti poslouzily k objeveni vétSiny klinicky pouzivanych antibiotik a dalSich
biologicky aktivnich latek. Stale se vSak jedna jen o malé procento podobnych latek, kieré
nam mohou tyto organismy do budoucna poskytnout. VétSina z nich zlstava neodhalena,
protoze jsou geny pro jejich expresi v divokych kmenech neaktivni. Uéel nebo mechanizmus
inaktivace téchto ,kryptickych” genovych shlukd neni dodnes objasnén. Rizné metody jejich
aktivace jsou v poslednich letech €asto zmifiovany, a to nejen kvili zvySujici se potfebé
aktivnich latek.

Nasim zdjmem jsou predevsim latky manumycinového typu. | pfesto, Ze se jedna o malé,
relativné jednoduché molekuly, vykazuji tyto latky znaénou variabilitu, a to nejen strukturni,
ale i na urovni jejich biologickych aktivit. Struktury nesouci nékteré z téchto aktivit jsou dnes
jiz identifikované, jako napfiklad epoxidova skupina na m-C,N jednotce jako pravdépodobny
nositel antibakterialni aktivity. Z hlediska protinadorové aktivity se zda byt dllezita droven
funkci, biosyntézy a vlivu jednotlivych struktur molekuly na jeji biologické aktivity by
s vyuzitim rdznych modifikacnich metod, napfiklad kombinatorni biosyntézy, mohlo
v budoucnu vést k cilenému vytvareni latek s pfesné pozadovanymi aktivitami.

Cilem této prace byla aktivace genového shluku, nalezeného v osekvenovaném genomu
organismu Saccharothrix espananesis DSM44229. Scaningem byla zjiSténa pfitomnost
manumycinového genového shluku vjeho genomu. Ve srovnani se dvéma nejlépe
prozkoumanymi genovymi shluky pro syntézu asukamycinu a kolabomycinu E je tento shluk
krat§i a oproti obéma postradd hned nékolik genl. Vzhledem k asukamycinovému
biosyntetickému shluku postrada shluk nalezeny u S. espanaensis DSM44229 4 transkripcné
regulaéni geny (asuR3-6), vSechny geny skupiny asuB (1-4), pro syntézu cyklohexyl-CoA,
specifické startovni jednotky horniho polyketidového Fetézce asukamycinu, a geny asuC1
pro fosfopanteteinyltransferazu a asuC170 pro hypoteticky protein s neznamou funkci.
Nepfitomnost genl asuB a asuC10 pravdépodobné neni zasadni. Biosyntéza horniho
fetézce nejspiSe pouziva béznych prekurzord mastnych kyselin a polyketidd, jako je tomu
napf. u manumycinu. Produkt genu asuC17 u asukamycinu modifikuje potfebné ACP a da se
predpokladat, Ze biosynteticky aparat u Saccharothrix vyuzivd homologniho enzymu
kédovaného jinde v genomu. K tomu evidentné dochazi i po pfenosu genového shluku do
heterolognich producentt, kde jsou manumycinove latky produkovany. Dle vysledkd deleéni
analyzy provadéné u genového shluku pro biosyntézu asukamycinu jsou geny asuR1
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a asuR5 pravdépodobné kli€ovymi pozitivnimi regulatory produkce. Po deleci jednoho
z téchto gend dochazelo k Uplné inhibici produkce asukamycinu mutantnimi kmeny (Xie et al.
2012). Pfi srovnani s genovym shlukem pro biosyntézu kolabomycinu E, s nimz nové
identifikované metabolity pravdépodobné sdileji tetraenovy charakter dolniho polyketidového
fetézce, postrada shluk S. espanaensis DSM44229 dva regulacni geny (colR3 a colR5)
a 3 geny skupiny colC (1, 10 a 16). Gen col16 je specificky pro kolabomycinovy shluk,
u asukamycinu chybi a jeho produkt je podobny tzv. DSBA oxidoreduktdazam disulfidovych
mustku bilkovin, které €asto reguluji aktivitu proteint a proteinovych komplexu. Oproti obéma
zminovanym postrada genovy shluk S. espanaensis také gen oznaceny jako H1 (asuH1
resp. colH1) pro bilkovinu s DNA-vazebnym motivem ,helix-turn-helix, jejiz funkce zistava
u obou shlukd neznamda. Genovy shluk nalezeny u S. espanaensis DSM44229 vSak na
druhou stranu neobsahuje zadné geny, které bychom nenalezli u shlukd pro biosyntézu
asukamycinu nebo kolabomycinu E. Otazkou zlstdva, zda je nulova exprese shluku
u S. espanaensis DSM44229 zplUsobena pravé absenci nékterého z genl, napf.
zmiflovaného regulaéniho genu R5, a jakym zpusobem dochazi K jeji aktivaci v pfipadé
heterologni produkce, nebo zda k inhibici doch&zi vlivem genu lezicich mimo tento genovy
shluk.

Scanningem genomu S. espanaensis DSM44229 byla kromé& manumycinového
biosyntetického shluku zjisténa také pfitomnost dalSich dvou gend pro aminolevulinatsyntazu
(BN6_48530 a BN6_50240). Dle jejich sekvence by se mohlo také jednat o geny
cyklizujiciho typu ALAS, coz do jisté miry naznacuje i okoli téchto genu, které odpovida
operontm pro produkci strukturni CsN jednotky. PfisluSsné genové lokusy obsahuji i putativni
geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitd, napf. acyltransferazy, geny pro biosyntézu
aromatickych uhlovodikovych zbytkd, oxidoreduktazy a v SirSim okoli BN6 48530 téz geny
pro modularni PKS. Zdali se jedna o funk&ni genové shluky pro biosyntézu dalSich typu latek
s CsN jednotkou, aktivni i kryptické, nebo jen o zlomky nefunkéni genetické informace, neni
jisté. Zadny dal$i metabolit s CsN jednotkou nebyl u tohoto kmene identifikovan.

Expresi ,kryptického" genového shluku S. espanaensis DSM44229 se nepodafilo navodit
na zadném z meédii, bézné pouzivanych pro produkci sekundarnich metabolit
u streptomycet a pseudonokardii. S cilem charakterizace vysledného produktu tohoto
genového shluku jsme se jeho expresi pokusili aktivovat pomoci heterologni exprese.
Aktivace kryptickych biosyntetickych genovych shlukd pfenosem do heterolognich hostitell
je velice uCinnym zpGsobem objevovani novych biologicky vyuZitelnych latek. Kmeny
aktinomycet pro heterologni expresi jsou geneticky modifikovany tak, aby produkce jejich
vlastnich sekundarnich metabolitd byla potlatena, ale celkova urovenn sekundarniho
metabolismu zvySena. Proto se zde pomérné Casto exprimuji i genové shluky, které jsou

v puvodnich organismech neaktivni. Timto postupem se podafilo navodit expresi genového
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shluku pochéazejiciho ze Saccharothrix espanaensis DSM44229. Pro heterologni produkci
jsme pouZili produkéni kmeny S. coelicolor M512, M1146 a M1154 a S. lividans K4-114. Tyto
kmeny byly konjugacnim pfenosem transformovany kosmidem obsahujicim cely genovy
shluk, pochazejici ze S. espanaensis DSM44229.

U kmene Streptomyces lividans K4-114, specialné upraveného pro maximalizaci exprese
vloZzenych genll sekundarniho metabolismu, se po vloZzeni genového shluku, pochazejiciho
ze S. espanaensis DSM44229, podafilo pomoci UHPLC-UV(DAD)-ESI ToF MS identifikovat
3 nové produkty. Absorbéni spektrum téchto latek prfesné odpovida spektru s absorb&nim
maximem okolo vinové délky 355 nm, které je typické pro latky manumycinového typu. Také
namérenda molekulovd hmotnost a odhadovany souhrnny vzorec naznaduji, ze se jedna
o tento typ latek, tvofenych centralni m-C;N jednotkou, kompletnim dolnim polyketidovym
fetézcem, zakoncenym CsN jednotkou, a hornim polyketidovym fetézcem. Témito vysledky
byla potvrzena vyuZitelnost metody heterologni exprese pfi pokusech o aktivaci ,kryptickych*
genovych shlukl streptomycet s cilem identifikace novych metabolitd s vyuzitelnymi
biologickymi aktivitami.

Ve vytvofeném heterolognim kmeni vSak kromé noveé identifikovanych latek dochazi také
ke zvySené produkci monoacylglyceroll, kterou se nam zatim nepodafilo snizit zménou
kultivacnich podminek. Od Zadanych metabolitl jsou monoacylglyceroly velice tézko
oddélitelné, coz zna¢né komplikuje pfesné ur€eni struktury novych latek. Prvnich odhadu
struktur nékterych Casti molekuly bylo proto dosazeno pomoci fragmentace v ionizujicim
zareni a nasledné analyzy fragmentd hmotnostni spektrometrii. Timto zpidsobem bylo u dvou
latek dosazeno relativné spolehlivého odhadu struktury dolni ¢asti molekuly, kterd se u obou
shoduje a je tvofena delSim tetraenovym polyketidovym fetézcem s CsN jednotkou, jako je
tomu u kolabomycinu. Odhadované struktura dolniho polyketidového fetézce byla nasledné
potvrzena také analyzou jednoho z izolovanych meziprodukttd pomoci NMR. Predpokladame
tedy, Ze se tyto latky, v€etné treti, u které se fragmentaci provést nepodafrilo, budou lisit
pouze ve struktufe horniho polyketidového fetézce, ktery bude dle ziskanych hmotnostnich
dat vyrazné kratSi nez u popsanych kolabomycint a také u vétSiny dalSich manumycind.
Vzhledem ktomu, Ze struktura horniho fetézce je vyznamnym faktorem ovliviiujicim
jednotlivé biologické aktivity manumycinovych latek, je izolace téchto novych metabolitd
v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté, kromé identifikace jejich struktury pomoci NMR, dllezita
pro otestovani jejich biologickych aktivit a porovnani vysledkl se zndmymi manumyciny.

Abychom u vytvofeného kmene docilili stabilnéjSi produkce Z&danych metabolitd,
rozhodli jsme se v ném nadexprimovat dva regulacni geny lezici na kraji genového shluku.
JelikoZ jsou tyto geny homologni ke dvéma hlavnim regulaénim gentim z genového shluku
pro biosyntézu asukamycinu, doufali jsme, Ze se nam timto zpusobem podafi produkci

stabilizovat a zvysit.
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Za uCelem nadexprese jsme tedy pfipravili expresni konstrukty, obsahujici jednotlivé
regulacéni geny umisténé pod kontrolu silného streptomycetového konstitutivniho promotoru
ermE*. Témito konstrukty jsme poté transformovali protoplasty upravenych produkénich
kmenu K4-114/pESP446-2. Takto jsme pfipravili dva kmeny: K4-114/pESP446-2,pESPR1
a K4-114/pESP446-2,pESPR2 s nadexprimovanymi jednotlivymi regulatory espR1 resp.
espR2 ajeden kmen K4-114/pESP446-2,pESPR1+2 s kombinovanou nadexpresi obou
regulac¢nich gena.

Prvotni analyza kmenl K4-114/pESP446-2,pESPR se zvySenou expresi regulacnich
genu espR poukazala na znacné zvySeni produkce nové identifikovanych metabolitl
u kmene K4-114/pESP446-2,pESPR1, ve kterém byla navozena nadexprese regula¢niho
genu espR1. V porovnani s puvodnim upravenym kmenem K4-114/pESP446-2 zde byl
zaznamenan prfiblizné desetindsobny narast v produkci pozadovanych latek i presto, Ze
u takto upraveneho kmene doSlo ke zpomaleni rdstu kultury. Analyza v8ak také poukézala
na uplnou inhibici produkce téchto metabolitd u kmenl K4-114/pESP446-2,pESPR2
s nadexpresi genu espR2 a u kmene K4-114/pESP446-2,pESPR1+2 s nadexpresi obou
regulacnich genu. Tento vysledek C¢asteéné koresponduje s deleénimi experimenty,
provadénymi u shluku pro biosyntézu asukamycinu (Xie et al. 2012), pfi kterych dochazelo
k téméf nulové expresi genového shluku v pfipadé delece genu asuR71 a mirné zvySené
expresi po deleci genu asuR2. V pfipadé obou deleci byla celkova produkce asukamycinu
inhibovana.

Detekovatelné mnozZstvi sledovanych metabolitl se nam v8ak nepodafilo izolovat ani
u kontrolniho  kmene K4-114/pESP446-2,plJ487, ktery byl transformovan prazdnym
plasmidem plJ487. PfiCinu tohoto jevu se nam dosud nepodafrilo objasnit a bude proto nutné
celou sérii pokusl zopakovat, pfipadné oveéfit mozny inhibini efekt antibiotik pouzitych pfi
kultivaci jednotlivych kmenu jejich opétovnou kultivaci bez antibiotik a naslednou analyzou
vyslednych extraktd.
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6. Souhrn

Pripravili jsme kosmidovou knihovnu genomové DNA kmene S. espanaensis
DSM44229.

Podafilo se naklonovat cely manumycinovy biosynteticky genovy shluk pochéazejici
z kmene S. espanaensis DSM44229.

Manumycinovy genovy shluk se podafilo aktivovat pfenosem do heterologniho
producenta, ¢imz jsme potvrdili, Ze je tato metoda vhodna pro aktivaci nékterych
,Kryptickych® genovych shluku.

Heterologni produkci jsme dosahli produkce 3 novych metaboliti kédovanych
genovym shlukem z kmene S. espanaensis DSM44229.

U nové identifikovanych produktl se podafilo pfesné charakterizovat tetraenovou
strukturu dolniho polyketidového fetézce, odpovidajici struktufe kolabomycind,
a pfiblizné i strukturu zbytku jejich molekul.

Nadexprese regulaéniho genu espR71 vedla ke zvySeni produkce sekundarnich
metabolithd, ¢imZ byla potvrzena jeho predpokladana funkce pfi pozitivni regulaci
genového shluku. Takto ziskany rekombinantni kmen bude pouZzit pro izolaci
a purifikaci nové identifikovanych latek za ucelem ur€eni jejich presné struktury
a stanoveni biologickych aktivit.
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