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ABSTRAKT

Streptomycety maji velké farmaceutické vyuziti, nebot’ produkuji Siroké
spektrum antibakterialnich a antimykotickych sekundarnich metabolitd. Zastupci rodu
obyvaji predev§im padni ekosystémy. Ziji zde samostatng, nebo vytvati mezidruhové

interakce s jinymi organismy. Nékteré izolaty byly nalezeny i v lidském téle.

Mnoho lidskych i pidnich zastupct rodu vykazuje pii kultivaci na krevnim
agaru hemolytickou aktivitu, coz vyvolava otazku, zda by hemolyza mohla byt jejich
virulentnim faktorem. Ve své praci zkoumam produkei cytolytickych metaboliti u 22
B-hemolytickych kment streptomycet; z nich 8 je pidnich a 13 vytvéii mezidruhové
interakce (12 se ¢lenovci, 1 kmen s rostlinami). Lidsky kmen TR1341 slouzil jako

pozitivni kontrola.

Kultivace na krevnim agaru a ko-kultivace s jinymi mikroorganismy potvrdila
jejich cytolytickou (hemolytickou a inhibi¢ni) aktivitu. U nékterych kment vedla
ptitomnost y-butyrolaktonu (GBL) v médiu ke zvyseni produkce metabolith
odpovédnych za tyto aktivity. K jejich identifikaci byla pouzita kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Vysledky jednotlivych vzorki
kultur nebo parovych ko-kultur z LC-MS odhalily produkei polyenovych molekul
(candicidint, ascosind, filipini a strevertenu A) a také tfi novych polyenovych
sloucenin (zde oznaCovanych jako polyen A, B, C). Déle byly identifikovany dvé
nepolyenové slouceniny s pravdépodobnou hemolytickou aktivitou actiphenol a

surugamid A.

Vysledky inhibi¢nich aktivit streptomycet (produkujicich tyto latky) viici
eukaryotnim mikroorganismiim (kvasinky) naznacuji, Ze hemolyza pozorovana na
krevnim agaru by mohla slouzit jako cytolyticky faktor, ktery se uplatituje nejen
v interakcich volné zijicich mikroorganismi, ale také jako faktor virulence uvnitf
hostitelského mnohobunééného organismu (rostlin a bezobratlych, jako je tomu
v pripad¢ 13 zde studovanych izolatl, ¢i klinickych izolatd, jak bylo popsano diive
(Herbrik et al., 2020)). ZvySena aktivita sekundarniho metabolismu pfi pouziti GBL a

detekce novych metabolitii z parovych ko-kultur naznacuji, ze geny fidici tuto



biosyntézu jsou aktivovany na zaklad¢ signalu z vnéjSiho prostredi (napt. tzv. quorum

sensing signalni kaskada (Waters, & Bassler, 2005)).

Kli¢ova slova
Streptomyces; sekundarni metabolismus; polyenova antibiotika; hemolyza;

y-butyrolakton; piidni ekosystém; mezidruhové interakce.



ABSTRACT

Streptomyces are of great interest in the pharmaceutical industry as they produce
a plethora of secondary metabolites which act as antibacterial and antimycotic agents.
The genus is prevalent mostly in soil ecosystems. They can live on their own in the soil
or they are associated with other organisms. Some isolates have been found in the

human body.

Lot of the human-derived and some soil-derived Streptomyces strains exhibit
hemolytic properties when cultivated on blood agar, raising the question whether
hemolysis could serve as a virulence factor of the bacteria. In this work I examined
cytolytic compound production in 22 B-hemolytic Streptomyces strains; of these 8 were
soil-derived and 13 associated with other organisms (12 were arthropod-associated, and 1
plant-associated). An additional human-associated Streptomyces strain TR1341 served as

a positive control.

Cultivation on blood agar and co-cultivation with microorganisms confirmed
their cytolytic (hemolytic and inhibitory) capabilities. In some species, presence of
y-butyrolactone (GBL) in medium led to increased production of hemolytic and
inhibitory metabolites. Results of individual liquid cultures or paired co-cultures from
liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS) revealed production of polyene
molecules (Candicidins, Ascosins, Filipins, A and Strevertene A) as well as three novel
polyene compounds (denoted here as Polyene A, B, C). Two non-polyene compounds

with possible hemolytic activity Actiphenol and Surugamid A were also identified.

The results of the inhibitory activities of Streptomyces (producing these
inhibitory substances) against eukaryotic microorganisms (yeasts) indicate that the
hemolysis observed on blood agar could serve as a cytolytic factor that play role not
only in non-associated Streptomyces interactions but also as a virulence factor within
the host multicellular organism (plants and invertebrates, as in the case of the 13 isolates
or clinical isolates as described previously (Herbrik et al., 2020)). Increased secondary
metabolic production in presence of GBL as well as detection of novel polyene

compounds from paired co-cultures may suggest that the genes controlling this



biosynthesis are activated by signal from external environment (e.g. quorum seinsing

signal cascade (Waters, & Bassler, 2005)).

Keywords
Streptomyces; secondary metabolism; polyene antibiotics; hemolysis;

y-butyrolactone; soil ecosystem; interspecies interactions
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1 UVOD

Streptomycety se fadi do prokaryotni skupiny gram-pozitivnich, filamentnich
aktinomycet. V piirod¢ streptomycety nalezneme nejvice v pudé, kde svou biologickou
¢innosti produkuji velké mnozstvi sekundarnich metabolitii. Mnoho z téchto metaboliti
ma antibioticky ¢i antimykoticky u€inek. Snaha vyuzit téchto metabolith pro
farmaceutické ucely v poslednich letech stale vzriista vlivem hrozby, kterou predstavuje
antibioticka rezistence (de Lima Procopio & da Silva & Martins & de Azevedo, & de

Araujo, 2012).

Schopnost biosyntézy téchto slou€enin je odrazem evolucnich potieb streptomycet
a je druhové specificka (de Lima Procopio & da Silva & Martins & de Azevedo, & de
Araujo, 2012). Velka ¢ast chemické rozmanitosti sekundarnich metabolitt
produkovanych druhy streptomycet se s nejvétsi pravdépodobnosti vyvinula jako pfimy
vysledek jejich interakci s jinymi organismy a riznymi vlivy prostiedi. Interakce
streptomycet s rostlinami a zvifaty mohou byt parazitické, jako je tomu v piipadé
Streptomyces scabies, zpusobujici prasnou strupovitost brambor (Lerat & Simao-
Beaunoir, & Beauliei, 2009), nebo Streptomyces somaliensis a Streptomyces sudanensis,
kter¢ infikuji lidskou populaci (Hamid et al., 2020). Ve vétsing ptipadl jsou vSak
prospesné; jako je tomu napiiklad u mnoha druhit hmyzu, ktery se chrani pted infekci
antibiotiky produkovanymi streptomycetami (Seipke & Kaltenpoth, & Hutchings,
2012).

Hemolyza (ruptura erytrocytl) je virulentnim faktorem mnoha patogenti
(Thangamani et al., 2013); E. coli, Streptococcus spp., Staphylococcus aureus a Vibrio
spp. jsou nékteré prominentni piiklady (Zhang, & Austin, 2005). Aktivita hemolyzinii
vSak neni omezena na erytrocyty; hemolyziny mohou plsobenim na bunééné membrany
poskodit 1 jiné eukaryotické buiiky (cytolytickd aktivita) (Vesper, & Jo Vesper, 2004).
Hemolyziny jsou vétSinou lytické proteiny (enzymy nebo por formujici poriny) (Li et

al., 2021) nebo polyenova antibiotika (jak mimo jiné ukazuje i tato prace).

Polyenova antibiotika jsou pododdélenim tfidy makrolidi, které se skladaji z velké
skupiny antibiotik produkovanych vétSinou streptomycetami. Makrolidova antibiotika
se vyznacuji piitomnosti makrocyklického kruhu atomti uhliku uzavieného laktonizaci;

polyenova skupina mé navic fadu konjugovanych dvojnych vazeb (Dinos, 2017).
1



Vseobecné se uznava, ze polyenova antibiotika jsou G¢inna proti Sirokému
spektru houbovych patogent (Kristanc & Bozi¢ & Jokhadar & Dolenc, & Gomiscek,
2019). Jedna se o amfipatické slouceniny tvofené hydrofobni a hydrofilni ¢asti.
Mechanismus, kterym polyenova antibiotika piisobi, je tvorba pori. Pii jejich vytvareni
zaujimaji polyeny takovou pozici, kdy hydrofobni ¢ast smétuje k lipidové membrané a
hydrofilni konec smérem k vnéjSimu prostiedi (Kristanc & Bozi¢ & Jokhadar & Dolenc,

& Gomiscek, 2019).

Bylo dobie zdokumentovano, ze urcité polyeny, zejména filipin nebo slouceniny
podobné candicidinu, vykazuji hemolytické neboli cytolytické vlastnosti (Herbrik et al.,
2020). VSechny tyto slou¢eniny jsou fungicidni a ty s niz$i toxicitou maji vyuziti v
1¢katstvi. Napiiklad amfotericin B a nystatin Al se pouzivaji v antimykotickych a

antiprotozoalnich lécich (Knopik-Skrocka, 2002).

Zatimco produkce sekundéarnich metaboliti u Actinobacteria byla rozsahle
studovana (Jakubiec-Krzesniak & Rajnisz-Mateusiak & Guspiel & Ziemska, & Solecka,
2018), dopadu hemolyzy nebyla vénovana velka pozornost. Jedna z praci, které se touto
problematikou zabyvala, identifikovala kmen streptomycety TR1341, extrahovany z plic
starSiho muZského pacienta s recidivujici bronchopneumonii. Kmen produkoval polyen
filipin, ktery byl odpovédny za jeho hemolytickou aktivitu, coz ukazuje na moznou roli

hemolyzy jako virulentniho faktoru (Herbrik et al., 2020).

Nov¢jsi experimenty ukazaly, Ze hemolyticka aktivita se netyka vylu¢né
lidskych kment streptomycet. Screening sbirky piidnich kmeni streptomycet ze Sbirky
kultur ptidnich aktinomycet v Ceskych Budg&jovicich (CCSACB) odhalil, Ze 77,5 % ze
102 lidskych ptibuznych kment bylo B-hemolytickych, stejné€ jako 56 % ze 184 kment
pochazejicich z ptidy (Herbrik et al., 2020). Vyznam téchto pidnich kmeni nelze
ptrehlizet. Koneckonct, zkoumané kmeny ptizpisobené ¢loveéku, pochazeji z pudy
(Herbrik et al., 2020), coz miize potvrdit moji hypotézu vnimani hemolyzy jako jednu z
adaptaci, které bakterie pouzivaji, aby soutézily s jinymi organismy ve svém prostiedi.
Pidni, B-hemolytické kmeny byly shromazdény (Wurzer, 2019) a pouzity v této praci k
detekci B-hemolytickych sloucenin se zaméfenim na polyenova antibiotika, nebot’ jejich

role jako hemolyzinli neni dostatecné popsana.
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Schopnost streptomycet vytvaret mezidruhové interakce s riznymi
mikroorganismy byla v n¢kolika ptipadech zdokumentovana (Seipke & Kaltenpoth, &
Hutchings, 2012), (Hamid et al., 2020), ale vlivu téchto interakci na jejich hemolytické
(ptipadné inhibi¢ni) aktivity nebylo vénovano mnoho pozornosti. Moje sbirka
B-hemolytickych, pidnich kmenii obsahuje jak samostatné zijici kmeny, tak i kmeny
tvotici interakce s rostlinami a ¢lenovci, které ko-kultivuji s riznymi mikroorganismy.
Porovnani cytolytickych (hemolytickych i inhibi¢nich) schopnosti pii ko-kultivaci mezi

témito kmeny mize poskytnout nové poznatky tykajici se metabolismu streptomycet.

Cast genomu streptomycet tvoii biosyntetické kryptické genové klastry, které
nejsou za b&znych podminek exprimovany (Cihak et al., 2017). Nalezeni optimélnich
aktiva¢nich podminek mize znamenat produkci novych bioaktivnich latek. Schopnost
aktivace kryptickych klastrii mé fada signélnich autoregula¢ni molekul naptiklad
molekuly GBL (Bednarz & Kotowska, & Pawlik, 2019), (Chen & Cui & Wang & Wang,
& Wen, 2020), nebo N-acetylglukosaminu (NAG) (Chen & Cui & Wang & Wang, &
Wen, 2020). I kdyZ je znamo nékolik ptipadi, kdy GBL iniciovalo expresi kryptickych
klastrii (Bednarz & Kotowska, & Pawlik, 2019), jeho Gi¢inek na produkci cytolytickych

slou¢enin nebyl podrobné zkouman.

13



2 CILE PRACE

Cilem prace je analyzovat morfologii spolu s hemolytickou a inhibi¢ni aktivitou
kment streptomycet a detekovat metabolity, které jsou za hemolytickou a inhibic¢ni

aktivitu odpovédné, a ovéfit jejich hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu.

14



3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Obecna charakteristika Streptomyces spp.

Streptomycety jsou prokaryotni, gram-pozitivni organismy, které patii do rodu
aktinomycet. Jsou charakteristické svou mnohobunécnou stavbou (van Dissel &
Claessen, & van Wezel, 2014), acrobni sporulaci nebo tvorbou mycelii a hyf, ¢imz se

podobaji fisi hub.

Rod streptomycet je nejveétsi a nejvariabilnéjsi skupinou aktinomycet. Jeho
zastupci se mezi sebou lisi morfologicky 1 fyziologicky (Taddei & José-Rodriguez &
Marquez-Vilchez, & Castelli, 2021). Sekvenovanim genomu vzorovych zastupct rodu,
jako je S.coelicolor, S.griseus a S.venezuelae (Chandra, & Chater, 2014) se podatilo
nalézt spolecné rysy rodu, z nichz hlavni je homologie v 16S rRNA (ribozomalni RNA,
ktera je soucasti malé ribozomalni podjednotky u prokaryot) (Antony-Babu et al., 2017),
(Besaury & Martinet & Miihle & Clermont, & Rémond, 2021).

V ptirod¢ streptomycety nalezneme nejvice v pide a moiskych sedimentech.
V ekosystému hraji fadu dilezitych roli (viz kapitola 3.1.2). Zastupci maji dobrou
adaptaci na zmény podminek a dosahuji az piekvapiveé pokrocilé morfologie a
fyziologie. Projev pokrocilé morfologie je zejména (pro bakterie) netradi¢ni a slozity
zivotni cyklus (viz kapitola 3.1.1) podobny rstu mycelia (van Dissel & Claessen, & van
Wezel, 2014). Projevem pokrocilé fyziologie je produkce Sirokého spektra bioaktivnich
latek (Keller & Turner, & Bennett, 2005). Tyto latky jsou produkty sekundarniho

metabolismu (viz kapitola 3.2).

Zhruba u 30 % téchto bioaktivnich latek zname jejich chemickou strukturu a
prislusnost k urcité skupiné latek. Ta se pohybuje od polyketidd, peptida,
y-butyrolaktonti, furanti, terpenoidii, mastnym kyselindm a polyeniim, ¢imZ seznam

zdaleka nekonci (van Keulen, & Dyson, 2014). Zbylych 70 % ziistava stale nepopséno.

Geny, které koduji biosyntézu téchto sekundarnich metabolitd, jsou umistény na
chromozomech ve formé& nahusténych klastrii a jejich exprese je piisn€ regulovana
(Bentley et al., 2002). Velky priilom ucinil objev tzv. kryptickych genovych klastra
(Zazopoulos et al., 2003). Tyto shluky genti koduji expresi velkého mnozstvi skrytych
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sekundarnich metabolitl, které nejsou za béznych kultiva¢nich podminek exprimovany.
Aktivace kryptickych genovych klastrit miize znamenat produkcei potencidlné novych

latek (Cihak et al., 2017).

3.1.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus streptomycet rozdélujeme do tii fazi; (I) kliceni spory a tvorba
vegetativniho mycelia, (II) narist vzdusnych hydrofobni hyf, tvorba novych spor a

(ITI) jejich maturace (Jones, & Elliot, 2018).

Cyklus zahajuje vykliceni spory v tzv. hyfy. K piechodu ke kli¢eni musi byt
spory v prostiedi s dostatkem vody, zdrojem energie (napt. threhaléza (Ranade, &
Vining, 1993)) a se zbytkovou mRNA (mediatorovd RNA). Tato mRNA je dillezita
v pocatecni fazi kliceni, kde funguje jako templat pro syntézu proteinii (hydrolaz a
chaperontl) (Bobek & Smidova, & Cihak, 2017), (Bobek & Halada & Angelis &
Vohradsky, & Mikulik, 2004). Ve vrcholu hyf probiha kontinudlni polarni rast, tvorba
sept (ptepazek) a vetveni, coz vede ke vzniku vegetativniho (substratového) mycelia
(Kieser & Bibb & Buttner & Chater, & Hopwood, 2000), (Flardh & Richards &
Hempel & Howard, & Buttner, 2012).

V této vegetativni fazi ristu mizeme hyfy streptomycet morfologicky rozlisit na
dva oddily, sub-apikélni (spodni) oddil a apikalni (horni) oddil (Ultee et al., 2020).
Polarni rist pokracuje zejména v apikalnim oddilu, kam se ukladaji stavebni latky
(zeyjména peptidoglykan a teichové kyseliny) (Ultee et al., 2020). Pfechod do druhé faze
cyklu iniciuje neptiznivé plisobeni prostiedi. Tento negativni vliv oznacujeme jako

stresovy podnét (napf. ubytek Zivin v prostfedi, kontakt s jinymi mikroorganismy atd.).
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Piisobenim stresového podnétu dochazi ke ttem zménam v dosavadnim metabolismu:

1. Zvyseni produkce heterolognich extracelularnich proteint (Carrillo Rincon
et al., 2018).

2. Césteéna Iyze biomasy substratového mycelia — kanibalizace substrétu je
zprostiedkovana protedzami z extracelularni kaskady (naptiklad serinova
protedza A a B u Streptomyces griseus) (Truhlar, 2004) , nebo
undecylprodigiosinem. Kanibalizace vede k uvolnéni skladovanych latek,
nutnych pro start ristu vzdusnych hyt (Chater & Bir6 & Lee & Palmer, &
Schrempf, 2010), (Bikash et al., 2021).

3. Iniciace rustu vzdusnych hyf — ptechod do druhé faze zivotniho cyklu.

Iniciace rastu vzdusnych hydrofobnich hyf je fizena tzv. bld geny (bald od slova
holy). Nazev bld genti je odvozen od bald mutantl S. coelicolor, kteti slouzili
k potvrzeni jejich u¢inku na zménu faze zZivotniho cyklu (Chater, 2006). Metodami
molekularni biologie byly b/d geny vypnuty, coz vedlo k zastaveni klasického
morfologického vyvoje. Disledkem byla neschopnost mutanti tvofit vzdusné hyfy a
produkovat néktera antibiotika (Pope & Green, & Westpheling, 1996). Za béznych
podminek bld geny kdéduji (nyni jiz) synchronni déleni. To vede k ristu vzdusného
mycelia a k tvorbé cylindrickych pre-sporovych oddilt s nahromadénym glykogenem

(Kieser & Bibb & Buttner & Chater, & Hopwood, 2000).

Pre-sporové, cylindrické oddily se sbihaji a jejich buné¢né stény tloustnou, ¢imz
vznikaji nové spory, az celé fetizky spor. Poslednim krokem pted vznikem spor je
produkce pigmentu (naptiklad Sedy pigment u S. coelicolor) (Wink &
Mohammadipanah, & Hamedi, 2017). Proces reguluji tzv. whi geny odvozené od bilych
mutant (whi od slova white, podle chybéjiciho Sedého pigmentu u ne-maturovanych
spor), na kterych byl jejich ti¢inek zkouman (Willemse & Mommaas, & van Wezel,
2012). Nové€ vzniklé spory maturuji a za optimalnich podminek jsou schopny pfiejit ke
kliceni (McBride, & Ensign, 1990), (Bobek & Smidova, & Cihak, 2017), ¢imz se

dostavame opé&t na zacatek cyklu.

17



o
e}
o l
o

Volné spory

| Germinace spor J

|

Tvorba sept a segregace E

chromozomi . I Vegetativni rdst I

| -

I Tvorba vzduinych hyf |

Obrdzek 1: Zivotni cyklus Streptomycet (Bush & Tschowri & Schlimpert
& Fldrdh, & Buttner, 2015).

Nové objevenou alternativou ke klasickému zivotnimu cyklu je tzv. exploracni
cesta, pojmenovand po schopnosti tzv. prizkumnych bun¢k rapidné proristat napfi¢
substratem (Jones, & Elliot, 2018). Tento alternativni cyklus je spustén interakci
streptomycet s acidnimi metabolickymi produkty hub, které méni pH prostiedi. Tato
zmeéna pH substratu je asociovana s produkci alkalické, t€kavé organické latky (volatile
organic compound VOC)(zejména trimethylaminu (Jones et al., 2019)) schopné
indukovat exploracni cyklus. Signaly pro iniciaci exploracniho cyklu se §ifi i na dalsi
streptomycety v okoli a jejich rychlost rlstu je aZ 10x rychlejsi nez u klasické cesty

(Jones, & Elliot, 2017).
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3.1.2 Ekologie a vztahy k organismim

Streptomycety jsou pfitomné v mnoha riznych ekosystémech, z nichz
nejvyznamnéjsi je pudni prostfedi (Guo et al., 2015), (Olanrewaju, & Babalola, 2019)
nebo mofe a ocedny (Xu & Gu & Zhang & Li, & Tian, 2017). Mén¢ zastoupené, ale
vyznamné jsou ekosystémy pousté (Goodfellow et al., 2017), prostfedi Antarktidy (Lee

et al., 2012) nebo jeskyné (Jiang et al., 2015).

Pidni substrat rychle kolonizuji v podobé vegetativniho mycelia. Neptiznivé
obdobi prezivaji v podobé¢ rezistentnich spor i n¢kolik let (Williams & Shameemullah &
Watson, & Mayfield, 1972). V pudnim prosttedi neziji pouze izolované, ale mohou

tvofit mezidruhové interakce, se zde pfitomnymi organismy.

VétSina mezidruhovych interakci ma symbioticky charakter (Seipke &
Kaltenpoth, & Hutchings, 2012)). Jedna se o spolupraci mezi dvéma i vice rozdilnymi
organismy. Konkrétnim ptikladem je mravenec Camponotus vagus, ktery vyuziva
antimykotické sekundarni metabolity Streptomyces albidoflavus k ochrang proti
patogeniim (Baranova et al., 2020) nebo vosy rodu Philanthus a Trachypus, péstujici si
Candidatus Streptomyces philanthi uvnitt Zlazovych rezervoart v oblasti tykadel

(Kaltenpoth & Yildirim & Glirbliz & Herzner, & Strohm, 2012).

Ne&kdy streptomyceta prechdzi k parazitismu (ziskava Ziviny na tkor jiného
organismu). Konkrétnim piikladem je zastupce Streptomyces scabies, zpiisobujici
prasnou strupovitost brambor nebo druhli Streptomyces somaliensis a Streptomyces
sudanensis, které jsou schopné infikovat lidskou populaci (Seipke & Kaltenpoth, &
Hutchings, 2012). Streptomyces sudanensis zptsobuje chronické subkutanni
onemocnéni zvané aktinomykoéza, které je frekventované v subtropickych a tropickych

oblastech (Hamid et al., 2020).

Streptomycety mohou byt detekovany jako kolonizatofi lidského téla (naptiklad
ktze a dychacich cest) (Lara et al., 2021). Klinicky projev je vzacny, ale n€které piipady
ukazuji na moznou oportunni patogenitu streptomycet. U nékolika kment byl prokézan
vliv metabolitli na imunitni systém (Maier et al., 1982), konkrétn€ na aktivaci a
proliferaci lymfocyta (pfikladem je L-asparagindza produkovana Streptomyces

ansochromogenes UFPEDA 3420) (Silva Lacerda et al., 2018).



Jiny vyzkum Bakteriologické laboratofe, Ustavu Imunologie a Mikrobiologie
L.LF Univerzity Karlovy ukazuje na adaptaci (nebo predispozici) ptidnich kmenti
v lidském organismu. Ze sputa pacientli s respira¢nimi obtizemi (prod€lani tuberkuldzy,
opakujici se infekce dychacich cest atd.) byl izolovan kmen Streptomyces sp. TR1341,
ktery byl nésledn¢ podroben testiim, které ukézaly jeho schopnost produkovat
metabolity s cytotoxickou aktivitou (zejména filipin a actinomycin X2) (Herbrik et al.,

2020).
Poznidmka k piidnim zastupciim a k jejich mezidruhovym interakcim

VétSina pidnich zastupch hraje dulezitou roli v udrZeni ekologické rovnovahy
prostiedi. Diky své extracelularni enzymatické vybavé (celulazy, xylanazy, amylazy,
maltazy atd.) rozkladaji jinak obtizné degradovatelné polymery a uhlovodiky a tim
uvolnuji ¢ast zivin zpét do obéhu (McCarthy, & Williams, 1992), (Bhatti & Haq, &
Bhat, 2017)).

Tyto vlastnosti maji potencialn¢ velké vyuziti pro zemédélstvi. Adice piidnich
streptomycet do kontaminovanych pad zlepsuje jejich kvalitu a stimuluje fytoextrakei
(schopnost urcitych rostlin pfijimat a akumulovat znecistujici latky z prostredi) (Ali et
al., 2021). Izolované metabolity streptomycet (ziskané z pidy rostlin z ¢eledi Fabaceae)
stimuluji lepsi rist sojovych bobl, konkrétné izolat 1-aminocyklopropan-1-karboxylat
deaminaza zpusobil zrychleni ristu vyhonkt (o 36,63 %) a zvySeni obsahu susSiny

(0 17,97 %) ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Horstmann et al., 2020).

Nejcastéji tvofené interakce streptomycet vznikaji mezi mikrobidlnimi
spoleCenstvy asociovanymi s rostlinami (konkrétné s kofeny rostlin v rhizosféte (Viaene
et al., 2016), (Rey, & Dumas, 2017), (Kim et al., 2019)). Piikladem jejich tcinku je
modulace rezistence rostlin vii¢i patogeniim. Konkrétnim ptikladem je kmen s nazvem
AgN23, ktery byl schopen kolonizovat listy Arabidopsis thaliana. Kolonizace rostliny
vegetativnim myceliem vedla k jeji rezistenci vici Alternaria brassicicola (houbovy
patogen listl rostlin) (Vergnes et al., 2020). Rovnéz VOC z nékolika izolath
streptomycet inhibuji rst patogent (napt. Rhizoctonia solani) a zvysuji piirastek

biomasy (Cordovez et al., 2015).
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3.2 Vztah mezi primarnim a sekundarnim metabolismem

Primérni metabolismus mtizeme nazvat jako zékladni biologicky proces
odehravajici se ve vSech zivych organismech v celém obdobi jejich zivota. Je kddovan
tzv. housekeeping geny (napft. atpD and recA) (Cordovez et al., 2015), (Zhao et al.,
2022). Oproti tomu je sekundarni metabolismus aktivni pouze v urcité fazi zivotniho
cyklu a za urcitych vnéjSich podminek. Sekundarnim metabolismem vznikaji latky s
komplexni chemickou strukturu a biologickou funkei, které oznacujeme jako

sekundarni metabolity (Wang & Chen & Li, & Mao, 2019).

Hlavnim zdrojem Zzivin jsou rostlinné materialy (pfedevsim sacharidy), které
jsou primarné bohaté na uhlik a naopak chudé na dusik a fosfaty (Hodgson, 2000).
rostlinnych uhlohydratti pomoci extracelularnich enzymu. Rozkladem ziskana glukéza
je transportovana do bunék a fosforylaci je z ni uvolnovana potiebna energie. Dal§im

vyznamnym zdrojem sacharidi je napf. chitin (Iwasaki & Ichino, & Saito, 2020).

Katabolismus aminokyselin odrazi jejich relativni nepfitomnost v pid¢. Z toho
davodu streptomycety jen ziidka investuji do jejich utilizace. Vyjimkou jsou drahy
argininu, aminokyselin s rozvétvenym fetézcem a nékteré ¢asti drah aromatickych
aminokyselin, které maji regulacni drahy podobné jako Escherichia coli a Bacillus

subtilis (Hodgson, 2000).

K ptechodu smérem k sekundarni morfologii dochazi pfi zménach podminek
prostiedi, zejména pfi zméné zakladnich nutri¢nich zdroji (Martin et al., 2011). Primarni
a sekundéarni metabolismus je tizce morfologicky a fyziologicky propojen. Vétsina
produktl a meziproduktl (intermediatd) primarniho metabolismu slouzi jako
prekurzory pro sekundarni metabolity (Hodgson, 2000). Prekurzory spolecné pro oba
metabolismy jsou napf. acetyl-CoA, malonyl-CoA nebo aminokyseliny (Hiltner &

Hunter, & Hoskisson, 2015).

Tvorba sekundarnich metabolitli je fizena biosyntetickymi genovymi klastry
(Lee et al., 2021). Regulace exprese téchto gent je zajiSténa signalnimi (regula¢nimi)

molekulami (napt. cyklicky AMP receptorovy protein u S. coelicolor (Gao et al., 2012))
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spojené v signalni kaskady (Xia & Zhan & Mao, & Li, 2020). Nejstudovang;jsi signalni
kaskadou je tzv. quorum sensing systém, kde se signalni molekuly §ifi prostfedim a
indukuji ptislusné mechanismy (Waters, & Bassler, 2005), (Polkade & Mantri &
Patwekar, & Jangid, 2016). Klastry mohou byt v ramci horizontalniho genového
transferu vyménovany jako celé ,,jednotky* napti¢ riznymi organismy (Herbrik et al.,
2020). Timto principem dochézi k evoluci genomu bakterii. Projevem evoluce a
adaptace je naptiklad vznikla rezistence bakterii proti antibiotikiim (Thoma, & Muth,

2015).

Sekundarni metabolity nejsou pro Zivot organismu esencialni. Svému
producentovi ov§em usnadiiuji adaptaci na zmény v prostiedi a umoznuji mu lépe
koordinovat dal$i vyvoj. Vzhledem k nezmérné variabilité exprese sekundarniho
metabolismu existuje Siroké spektrum sekunddrnich metaboliti (Al-shaibani et al.,

2021).

3.3 Prehled a funkce sekundarnich metabolita Streptomyces spp.

Variabilita sekundarnich metabolitii neni jen napfi¢ jednotlivymi taxony, ale 1
mezi metabolity jednoho organismu. Napftiklad S. coelicolor produkuje vice riznych
sekundarnich metabolitt (antibiotikum undecylprodigiosin, polyketid aktinorhodin,
nebo peptidové antibiotikum zavislé na vapniku a mnoho dalSich)(Hoskisson, & van
Wezel, 2019). Streptomycety jsou jednim z hlavnich priimyslovych producentt
sekundarnich metabolitti (Thangamani et al., 2013). S vyuzitim jako antimykotik,
antivirotik, protinadorovych 1é¢iv, antihypertenziv, imunosupresiv a zejména jako

antibiotik (de Lima Procopio & da Silva & Martins & de Azevedo, & de Araujo, 2012).
Funkce metabolitii:
Obranna

Nejcastéjsi funkei sekundarnich metabolitii je schopnost branit svého producenta
proti konkuren¢nim organismim, se kterymi soupefi o zdroje Zivin. Pfikladem
sekundarnich metabolitl s témito vlastnostmi je velké mnozstvi antimykotik, antivirotik
a hlavné antibiotik a imunosupresiv (Omura et al., 2001), (de Lima Procépio & da Silva

& Martins & de Azevedo, & de Aratjo, 2012).
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Informaéni

Sekundarni metabolity slouzi jako signalni a komunika¢ni molekuly. Davaji
informace o vnitfnim a vnéjSim prostiedim na jejichz zaklad¢ dochazi k morfologickym
a fyziologickym zménam v organismu (Camilli, & Bassler, 2006). Jejich pozitivnim,
nebo negativnim vlivem na fyziologii ostatnich mikroorganismu vznikaji komplexni

interak¢ni systémy az celé biologické komunity (Takano et al., 2016).

Ptikladem je tzv. A-faktor (autoregulacni faktor). Ma schopnost regulovat
vysledek metabolické drahy u Streptomyces griseus, ktery v jednom piipadé povede ke
vzniku sterptomycinu a v druhém ke sporogenezi (Horinouchi, & Beppu, 1994). Diky
své funkci ho mizeme pokladat za ,,bakteridlni hormon®, ktery tidi sekundarni
metabolismus a morfogenezi. A-faktor a latky s podobnymi funkcemi se vyznacuji

shodnou strukturou v obsahu y-butyrolaktonového kruhu (Szilagyi et al., 2019).

3.3.1 Antibiotika a antimykotika

Rod aktinomycet je odpovédny za primyslovou produkci az dvou tfetin vSech
antibiotik, z toho 80 % produkuji zastupci rodu streptomycet (Krouza Bergman, 2020),
(Xia & Zhan & Mao, & Li, 2020), (Arafat & Abu-Tahon, & Isaac, 2021). Produkované
latky patii vétSinou do aminoglykosidové a polyketidové skupiny antibiotik.
Polyketidova antibiotika zahrnuji tetracyklinové antibiotika, nepolyenova a polyenova
makrolidové antibiotika. VSechny tyto skupiny antibiotik maji producenty napiic¢
zastupci rodu streptomycet (de Lima Procopio & da Silva & Martins & de Azevedo, &
de Araujo, 2012)

Aminoglykosidova antibiotika

Prvni objevenou latkou této skupiny bylo antibiotikum streptomycin (Jones &
Metzger & Schatz, & Waksman, 1944), (Kurtboke, 2012), (Buchholz, & Collins, 2013).
Aminoglykosidy jsou latky tvofené 2 az 4 (amino-) sacharidy, resp. (amino-) cyklitoly.
Maji Siroké spektrum uplatnéni. Klinicky se stale v mensi mife pouziva streptomycin,
dale zejména gentamicin, tobramycin, amikacin, plazomicin a neomycin (Gonzalez 3rd,
& Spencer, 1998). Hlavnim producentem streptomycinu je Streptomyces griseus.

Producentem neomycinti je Streptomyces fradie a gentamicinu Micromonospora (Zheng
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et al., 2020). Hlavni mechanismus jejich u¢inku spocivéa v deaktivaci proteosyntézy,

nejcasteji blokovanim ¢innosti ribozomt (Begg, & Barclay, 1995).

Polyketidova antibiotika

Latky této skupiny vznikaji cestou tzv. polyketidové, resp. oligoketidové
syntézy. Touto enzymovou drahou (Miyanaga, 2019) vznikaji bioaktivni latky ptfitomné
v mnoha bakteriich, houbach a rostlinach (napft. rostlinné flavonoidy, fungéalni
aflatoxiny atd.). Piikladem je vicenistatin z Streptomyces halstedii, nebo hitachimycin

z Streptomyces scabrisporus (Miyanaga, 2017).

Tetracyklinova antibiotika

Dulezita tetracyklinova antibiotika jsou napiiklad chlortetracyklin,
oxytetracyklin, tetracyklin (Andriamanohiarisoamanana & Thara & Yoshida, & Umetsu,
2020). Nejvyznamnéjs$imi producenty jsou streptomycety (Streptomyces aureofaciens,
Streptomyces rimosus) (Hleba et al., 2018), (Wang et al., 2019). Mechanismus u¢inku je
zalozen na deaktivaci proteosyntézy. Deaktivace dosahuji primarn¢ interakci s 16S
rRNA v 308 ribozomalni podjednotce bakteridlniho ribozomu, ¢imz zastavi translaci

(Brodersen et al., 2000), (Pioletti, 2001).

Nepolyenova makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika jsou hojné produkovanou skupinou antibiotik u
streptomycet, piikladem je bafilomycin Al, B1, a D u kmene ZDB Streptomyces sp.
(Dame, & Ruanpanun, 2017). Zakladni strukturu tvoii makrocyklicky laktonovy kruh.
Molekula antibiotik je tvofena ze dvou Casti. Prvni ¢ast je vysledkem polyketidové
metabolické drahy a nazyva se aglykon (Kawahara & Izumikawa & Takagi, & Shin-ya,
2012). Druha ¢ast je tvotfena sacharidem (Dinos, 2017). Nejcastéji se jedna o amino-
nebo deoxysacharid. Mechanismem u¢inku makrolidovych antibiotik je zasah do tvorby
peptidové vazby katalyzované ribozomalni peptidyltransferasou. Tento zasah do
proteosyntézy spociva ve vazbé na 50S podjednotku aktivniho ribozomu. Nepolyenova

makrolidové antibiotika maji vysokou aktivitu proti G+ bakteriim (Hoshino et al.,
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2020). Znamym zastupcem je erythromycin produkovan Streptomyces erythreus (Weber

& Wierman, & Hutchinson, 1985).

3.3.2 Polyenova antibiotika

Tyto latky vznikaji podobnym mechanismem jako nepolyenovéa makrolidova
antibiotika. Lisi se velikosti aglykonu a bioaktivitou. Prvnim zastupcem téchto polyenti
byl fungicidin (nystatin) produkovan Streptomyces noursei (Ettlinger & Corbaz, &
Hiitter, 1958), (Fjervik, & Zotchev, 2005). V soucasnosti je znamo vice nez 200
sloucenin téchto antibiotik (Ellis, 2002).

Jedna se o amfipatické slouceniny obsahujici rigidni lipofilni ¢ast (ta je tvofena
systémem 3 az 7 konjugovanych dvojnych vazeb a nazyvana chromofor) a flexibilni
hydrofilni ¢ast (Aparicio & Fouces & Mendes & Olivera, & Martin, 2000). Na rozdil od
nepolyenové skupiny antibiotik maji tyto ,,polyeny* vétsi laktonovy kruh (o 26 az 38
uhlikovych atomech).

Diky ptitomnosti chromoforu maji polyeny typické absorpéni spektrum
v ultrafialové (UV) oblasti (vrchol absorbance je v rozmezi 225-245 nm) (Selvakumar
& Arun & Suguna & Kumar, & Dhevendaran, 2010) a charakteristické fyzikalni a
chemicke vlastnosti (fotolabilita, silnd absorpce zatfeni, Spatna rozpustnost ve vod¢)
(Aparicio & Fouces & Mendes & Olivera, & Martin, 2000), (Martin, & McDaniel,
1975). Druha flexibilni ¢ast laktonového kruhu obsahuje navazané polarni skupiny
(zejména hydroxylové, karboxylové atd.). Pozice hydroxylovych skupin (OH skupin)
v kruhu urcuje silu antibiotika. Nejsiln€j$i jsou latky s OH skupinami
v pozici C-8 a C-9, nebo C-7 a C-10. Nejslabsi naopak v pozici C-7 a C-9 (Tevyashova
et al., 2013).

Mechanismus jejich u¢inku spociva v selektivni interakci se steroly, které jsou
uloZeny v membranovych strukturach. Tato vazba vede ke zméné permeability
membrany a ztraté esencialnich slozek z cytoplazmy (Aparicio & Fouces & Mendes &
Olivera, & Martin, 2000). Vysledkem je buné¢na smrt. Konkrétnéji 1ze zptsob
mechanismu popsat jako formaci péru v cytoplazmatické membrané. Polyeny pii

vytvateni port zaujimaji takovou pozici, kdy hydrofobni ¢ast smétuje celem k lipidoveé
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membrané a hydrofilni konec smérem k vnéjSimu prostredi (Kristanc & Bozi¢ &

Jokhadar & Dolenc, & Gomiscek, 2019).

Polyenova antibiotika jsou schopna lyzovat eukaryotni bunky. Nekteré latky této
skupiny (filipiny a candicidiny) jsou hemolytické (viz. nize) (Herbrik 2020). Sila
hemolyzy se odviji od velikosti makrolidového kruhu. Hemolyticka a cytolyticka
aktivita molekul s vétSim kruhem (filipiny a candiciny) plisobi na membranu ve tfech
fazich. Nejprve (pii nizké koncentraci polyenil) dochazi k reverzibilni zméné
propustnosti membrany pro K ionty. V druhé fazi (pii stiedni koncentraci polyentl) se
jiz ireverzibilné méni propustnost membrany pro kationty. To zpiisobuje zménu
osmotického tlaku, ¢imz se dostavame do tieti faze — lyze bunky (Brajtburg & Medoff
& Kobayashi & Elberg, & Finegold, 1980). Naopak malé molekuly (s méné neZ sedmi
dvojnymi vazbami v kruhu) maji mnohem intenzivné;jsi u€inek i pfi malych
koncentracich. Propustnost membran pro K* ionty se neméni a k indukci hemolyzy
dochdzi okamzité pouze v jednom kroku. Takové zmény na membrané jsou velmi
vyrazné a smrt buniky je rychla (Brajtburg & Medoff & Kobayashi & Elberg, &
Finegold, 1980). Vé&tsina polyent se vyznacuje pfevazné antimykotickym t¢inkem
(Cole & Jarvis, & Schweikert, 2003). Jejich vyhodou je velice nizk4 mira rezistence,
ktera by mohla vytesit problém s multirezistentnimi patogeny (ptikladem je latka

ADE-PI ze tfidy acyldepsipeptidovych antibiotik produkovana Streptomyces

hawaiiensis) (Thomy et al., 2019).
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Obrazek 2: Ukdzka struktury polyennich makrolidnich antibiotik — amphotericin B (1)
a jeho zkonstruovany analog nystatin (Tevyashova et al., 2013).
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3.4 Hemolyza

Hemolyza znaci rozpad erytrocytii a uvolnéni jejich vnitiniho obsahu, zejména
¢erveného krevniho barviva hemoglobinu (Thangamani et al., 2013). Pficina jejiho
vzniku je rizna (vznikd napt. tepelnymi, mechanickymi, osmotickymi nebo

chemickymi vlivy).

Hemolyza je projevem virulence mnoha bakterii, jmenovité E. coli (Braun &
Schonherr, & Hobbie, 1993), Staphylococcus aureus (Jenul, & R. Horswill, 2021) nebo
zastupct rodu Candida (Furlaneto & Goées & Perini & dos Santos, & Furlaneto-Maia,
2018). Puivodné se predpokladalo, Ze hemolyticka aktivita bakteriim slouzi pfedev§im
k zisk&vani zeleza z hemové ¢asti hemoglobinu jako nutri¢niho zdroje. Ptikladem je
asimilace Zeleza patogennich zéastupct rodu Candida (Furlaneto & Goes & Perini & dos
Santos, & Furlaneto-Maia, 2018). Nov¢jsi studie ovSem ukazuji vliv hemolytickych
latek i na imunitni systém. Naptiklad griseusrazin A z Streptomyces griseus (i dalsi latky
jako flavoglaucin a isotetrahydro-auroglaucin (Kim et al., 2014)) je schopen indukovat
hemovou oxygenazu 1 (HO-1)(enzym rozkladajici hemoglobin za vzniku biliverdinu,
zeleza a oxidu uhli¢itého) u lipopolisacharidy (LPS) stimulovanych RAW264.7
makrofagl. Zaroven inhibuje produkei fady zanétlivych mediatort (prostaglandinu E2,
oxidu dusnatého), pomoci potlaceni exprese cyklooxygenazy-2 a indukovatelné syntazy
oxidu dusnatého v LPS stimulovanych RAW?264.7 makrofazich a dale i pro-zanétlivych
cytokinint (interleukin (IL)-6, IL-1f a tumor nekrotizujici faktor (TNF)-a) (Lee et al.,
2016)).

Latky, které hemolyzu vyvolavaji obecné oznacujeme jako hemolyziny. Jde o
kalcium-dependentni a termolabilni molekuly (Bakés & Veiga & Soloaga & Ostolaza, &
Goii, 1998). Nejcastéji se jedna o lytické proteiny, které se vazou na sacharidy nebo
lipidy tvofici membrany a membranoveé receptory eukaryotnich bun¢k (Canicatti, 1990).
Po vazb¢ je mechanismus ucinku zprosttedkovan bud’ enzymatickou reakci nebo

formaci port (Li et al., 2021).

Lytické proteiny (a dalsi latky se stejnou funkci a mechanismem ucinku) tvori
fadu bakterialnich hemolytickych toxinli. U gram pozitivnich bakterii patii tyto

hemolyziny do skupiny zvané exotoxiny. Pfikladem jsou alfa, beta, gama ¢i delta
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hemolyziny u Staphylococcus aureus (Vandenesch & Lina, & Henry, 2012),
streptolyziny u Streptococcus pyogenes (Molloy & Cotter & Hill & Mitchell, & Ross,
2011) nebo toxiny Clostridium perfringens (napft. a-toxin, B-toxin nebo e-toxin) (Rood et
al., 2018).

Utinek hemolyzini vyhodnocujeme podle hemolytickych z6n na krevnich

agarech, kde rozliSujeme celkem tfi typy hemolyzy a, B a y (Buxton, 2016).

v-hemolyza znaci ptipady, kdy nedochéazi ke vzniku hemolytické zony a zédniku

erytrocytul.

o -hemolyza znaci ¢astecnou lyzu erytrocytii (netplnou hemolyzu). Dochézi pii ni k

oxidaci hemoglobinu za vzniku zeleného methemoglobinu.

B-hemolyza je Gplné rozruSeni membrany erytrocytl a jejich zanik, ktery vede

k projasnéni krevniho agaru kolem kolonii.

Obrazek 3: Ukdzka hemolytickych zén, A = p-hemolyza, B = a-hemolyza, C = y-hemolyza, zdroj
(Buxton, 2016).
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3.4.1 Hemolyziny

Dle mechanismu uc¢inku mizeme hemolyziny rozd¢lit do nékolika skupin:

e Enzymy s hemolytickou funkci
e Pory formujici hemolyziny
e Ostatni hemolyziny

e Polyenova antibiotika

1. Enzymy s hemolytickou funkei

Enzymaticky aktivni hemolyziny rozrusuji buné¢nou membranu vazbou na zde
pfitomné stavebni latky. Jedna se o pfedevsim o lipazy (dale naptiklad lektinazy,
neuraminidazy) (Telesmanich & Lomov, & Podosinnkova, 2017). Pfikladem jsou
hemolytické lipazy neepidemickych variant Vibrio cholerae (Nagamune & Yamamoto,

& Honda, 1995), (Ogierman et al., 1997).

Mechanismus ucinku fosfolipaz spociva v jejich vazbé na fosfolipidy
v cytoplazmatické membrané erytrocytt (Baine, 1985). Touto vazbou dochazi
k odniméni poléarni skupiny z fosfolipidt, coz vede k destabilizaci membrany a k lyze
buniky. Pfikladem jsou enzymy Clostridium perfringens, jehoz a-hemolyzin
(zplsobujici a-hemolyzu a intravaskularni hemolyzu) je fosfolipaza C
a B-hemolyzin (zpiisobujici B-hemolyzu) je sfingomyelindza (Oda & Terao & Sakurai,

& Nagahama, 2015), (Bunkar et al., 2020).

Sfingomyelinéza je toxin ptitomny i u Staphylococcus aureus. Stingomyelindzy jsou
fosforove diesterové hydrolazy, které hydrolyticky §té€pi sfingomyeliny, které jsou hojné
zastoupeny v eukaryotické membrané. Hemolyticka aktivita tohoto toxinu je podpoiena
zménou kultivacni teploty z 37 °C pod 10 °C, kdy zpiisobuje #zv. hot-cold hemolyzu, ¢ili
netplnou hemolyzu vyvolanou u¢inkem chladu (J Smyth & Mdéllby, & Wadstrom,
1975), (Montes et al., 2008).
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2. Hemolyziny formujici pory

Poriny (molekuly formujici pory) vytvari riizné monomery, které se po navazani
na membranu (rozpoznénim specifického receptory) zabudovavaji do jeji struktury a
vytvaii transmembranové oligomery (Li et al., 2021), (Kagan, & Thundimadathil, 2010).
Oligomery tvoii pory (otvory), které transportuji drobné polarni (hydrofilni) molekuly

dovniti a vné molekuly, ¢imz méni osmoticky tlak a lyzuji bunku.

Pti¢innou lyze bunky muze byt i transport dal§iho toxinu pérem a jeho uc¢inek na
fyziologické funkce (viz dale) (Lacomel & Dunstone, & Spicer, 2021). Oba zptsoby
ucinku jsou neenzymatické. Piikladem je toxin cytolysin A u Escherichia coli nebo
listeriolysin O (Roderer, & Glockshuber, 2017), tvofeny bakterii Listeria

monocytogenes, jenZ napomaha bakterii uniknout z fagozomu (Cheng et al., 2020).

V zévislosti na tvaru, ktery monomery hemolyzini na membran¢ zaujimayji,
muzeme poriny klasifikovat do dvou zékladnich skupin. Bud’ na a-p6ér formujici
proteiny (a-PFP), které tvoti kanalky pomoci alfa-Sroubovic (cytolysin A u Escherichia
coli (Sathyanarayana et al., 2018)), nebo na B-p6ér formujici proteiny
(B-PFP), které tvoii kanalky z tzv. beta-barelii, které jsou zndzornény na Obrazku 4
(Lacomel & Dunstone, & Spicer, 2021). Pfikladem tohoto typu toxinu je a-toxin
Staphylococcus aureus (Reyes-Robles, & Torres, 2017).

Obrazek 4: Alfa-toxin Staphylococcus aureus, pohled ze predu a z boku, zdroj (Song et al.,
1996).
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Poriny mohou byt tvoteny ze dvou slozek (A a B). Slozka B je protein formujici
por, ktery obsahuje oblast vazajici receptor na membrang cilové buiiky. Struktura A je
sekundarni toxin (Casto enzym), ktery vstupuje poérem do nitra bunky a katalyzuje reakci
inhibice bunécnych funkci (Lubran, 1988), (Zuverink, & Barbieri, 2018). Prikladem
inhibice bunéénych funkci je (ADP)-ribosylace regulacnich proteint adenylatcyklazy
(toxiny Vibrio cholerae) s naslednym zhroucenim cytoskeletu bunky. Divodem
zhrouceni je zvySeni intracelularni koncentrace cAMP (Muanprasat, & Chatsudthipong,

2013).

3. Ostatni hemolyziny

Do této skupiny patii tzv. moduliny rozpustné ve fenolu (phenol-soluble modulin
PSM). Jedna se amfipatické, a-helikalni slou¢eniny hojn¢ vylu¢ované rodem
Staphylococcus (Le et al., 2019). Pro Staphylococcus epidermidis maji dtlezitou roli pti

tvorbé& biofilm, které jsou ¢astym zdrojem infekce (Otto, 2014).

Po izolaci jejich filtratu fenolem byly identifikovany tfi peptidy a, B a y. Tyto
peptidy zptisobuji lyzu ¢ervenych a bilych krvinek, stimuluji zanétlivé reakce a
ptispivaji k sifeni infekce patogenu (naptiklad S. aureus, S. haemolyticus) (Gonzalez et

al., 2014), (Da et al., 2017).

4. Polyenova antibiotika

Viz kapitola 3.3.2.

3.4.2 Hemolyticka aktivita u Streptomyces spp.

Hemolyziny jsou béZnou vybavou zastupcl aktinomycet. Miizeme je nalézt
naptiklad u Mycobacterium avium (Maslow & Dawson & Carlin, & Holland, 1999),
(Kozon et al., 2019), Mycobacterium tuberculosis (Wren et al., 1998) 1 u zastupct rodu

streptomycet. Az prekvapivé mnoho streptomycet je schopno -hemolyzy.

Screening 102 zastupct (ze sbirky Narodni referencni laboratofe patogennich

aktinomycet v Trutnové, http://www.nemtru.cz/sbirka-patogennich-aktinomycet-cctr),

které jsou pfitomné u plicnich onemocnéni ¢lovéka, ukazal B-hemolyzu v 77,5 %.
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Screening 184 pudnich zastupct ukazal f-hemolyzu v 56 % (Herbrik et al., 2020).
Podobné procentudlni rozlozeni uvedly i dalsi studie (B-hemolyza; 51,5 % ptudnich
kmenti, 75,5 % na ¢loveéka adaptovanych kmentl) (Wurzer, 2019) . Na hemolyzu lze

v této souvislosti pohlizet bud’ jako na faktor virulence nebo jako na jeden z adaptacnich
mechanismi streptomycet (spory, nalezené v dychacich cestach pacientli, pochazeji

z pudy, adaptaci kmenti mohlo dojit k rozvoji hemolyzy) (Herbrik et al., 2020).

Hemolyziny jsou produkty sekundarniho metabolismu. Konkrétnim ptikladem je
objev hemolytické aktivity u S. coelicolor po Sesti dnech kultivaci na krevnim agaru
(Thangamani et al., 2013). Gen SCOI1782, ktery je za hemolyzu S. coelicolor
odpovédny, kéduje expresi membranovych proteint, které byly pojmenovany jako
S-hemolyzin. S-hemolyzin jevi podobnost s hemolyziny Brachyspira

hyodysenteriae (35 %) a Mycobacterium tuberculosis (62 %) (Thangamani et al., 2013).

Tento ptiklad zaroven ukazuje, Ze cytolyticka aktivita hemolyzini nemusi byt
vyhrazena jen vii€i erytrocytim, ale mize byt mifena i proti jinym eukaryotnim buitkam
(S-hemolyzin je namifen proti lidskym fibroblastim) (Thangamani et al., 2013).
Cytolyticka aktivita filipinu Streptomyces filipinensis je mifend nejen proti buitkdm hub
(testovano proti; Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Cryptococcus
neoformans, Trichosporon cutaneum, Trichosporon asahii, Aspergillus nidulans,
Aspergillus nidulans a Aspergillus niger) (Barreales et al., 2020), ale i proti ov¢im

erytrocytim na krevnim agaru (Herbrik et al., 2020).

3.5 Modulace metabolismu

Modulaci metabolismu se rozumi takové nastaveni stimulli a podminek
kultivace, aby doslo k aktivaci exprese kryptickych klastrii. Nejjednodu$sim ze zptisobt
modulace je ko-kultivace s cizim organismem. Jednim z takovych ptikladi je
ko-kultivace streptomycet s Bacillus mycoides, ktera vedla k indukci produkce novych
algicidnich derivatl tryptaminu (inhibujici rist tzv. vodniho kvétu) streptomycetou (Yu
& Hu, & Ma, 2015). Ko-kultivace s konkuren¢nim organismem vede k boji o zdroje a
tim k aktivaci obrannych sekundarnich mechanismi. Konkrétnim ptikladem je Gc€inek

aktinomycinu D (0,5 pg.ml™) ze Streptomyces parvulus na inhibici biofilmu
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Staphylococcus aureus. Aktinomycin D inhiboval produkei slizu, snizil hydrofobii

bun¢k a zamezil hemolytickému u¢inku Staphylococcus aureus (She et al., 2020).

Krom¢ metod ko-kultivace miizeme pro dosazeni modulace metabolismu pouzit
ruznych chemickych sloucenin, které funguji jako signdlni molekuly pro zahajeni

metabolické produkce (viz kapitola 3.5.1).

Modulace dosahujeme 1 zptisoby metod genetického inZzenyrstvi (Upravy gena
v organismu, transfer gent do heterolognich zastupci atd.). Prikladem je vlozeni alely
genu absAl z S. coelicolor do heterologniho zastupce streptomycet (S. flavopersicus) za
ucelem aktivace sekundarnich biosyntetickych klastra (konkrétné klastrii pro produkci
antibiotika pulvomycinu, jehoz produkce u S. flavopersicus do té¢ doby nebyla

zaznamenana)(McKenzie et al., 2010).

Produkece téchto latek je velice komplexni proces, ktery je nutné regulovat, aby
nedochazelo napiiklad k toxické nadprodukei a vy&erpani producenta. Ulohu umélé
regulace v laboratornich podminkach plni tzv. indukovatelné regulacni systémy, které
kontroluji expresi biosyntetickych gent a tim moduluji produkci sekundéarnich

metabolitt (Ji & Kim, & Kang, 2019).

3.5.1 Signalni molekuly jako induktory sekundarnich metabolitu

Nejcastéji se jednd o autoregulacni slouceniny, které funguji jako bakterialni
hormony (napt. A-faktor, ktery byl prvni objevenou slouc¢eninou této skupiny viz
kapitola 3.3). Zékladni struktura A-faktoru i dalSich sloucenin je tvofena
GBL (Takano et al., 2016). GBL molekuly stimuluji produkci sekundarnich metabolitt.
Jejich syntéza zacind na zacatku exponencidlni faze ristu a maximalni koncentrace
(100 nM) dosahuji na jejim vrcholu (Wink & Mohammadipanah, & Hamedi, 2017). Do
dnesni doby bylo popséano zhruba 19 rtiznych GBL sloucenin (Daniel-Ivad et al. 2018).

Zastupci streptomycet mohou mit v genomu dva typy gentl; geny kodujici
expresi GBL molekul, geny kodujici receptory pro GBL molekuly. Expresi téchto gent
se GBL molekuly §ifi prostiedim a plni stejnou funkci jako quorum sensing
komunikac¢ni kaskéada (viz kapitola 3.2) (Barreales & Payero & Jambrina & Aparicio, &
Parales, 2020).
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Kromé genti kddujicich tvorbu receptorti pro GBL, existuje skupina
tzv. pseudo GBL-receptorti, které nejsou schopny GBL molekuly vazat. Funguji tedy
jako antagonisté (potlacuji a reguluji expresi sekundarnich metabolitt) (Xu, & Yang,
2019). Potvrzeni jejich antagonistické funkce je vidét v prikladu inaktivace genu sfbR u
S. filipinensis (kodujici GBL receptor) a genu pseudoreceptoru GBL sfbR2.
Inaktivace genu receptoru vede k poklesu produkce filipinu, naopak inaktivace genu
pseudoreceptoru vede k posileni jeho produkce (Barreales & Payero & Jambrina &

Aparicio, & Parales, 2020).

Biosyntetickd draha GBL nebyla zatim dostate¢né popsana. Pti zkoumani
biosyntézy signalnich molekul (konkrétné SCBs (S. coelicolorbutanolides)) u
vzorového zastupce S. coelicolor byla objevena klicova funkce
y-butyrolaktonsyntazy (GBL-syntaza)(kédovana genem ScbA). GBL-syntaza je
zodpovédna za iniciaci biosyntézy SCBs. Deleci jejiho genu SchA doslo u S. coelicolor
k poruseni produkce fady sekundarnich metabolitti (konkrétné polyketidového
pigmentovaného antibiotika, aktinorhodinu a undecylprodigiosinu). Deleci byl rovnéz
poprvé prokdzan vliv SCBs na produkci sideroforu desferrioxaminu a na expresi gent
primarniho metabolismu, kodujicich enzymy pro priméarni metabolické drahy (D'Alia et

al., 2011).

Z téchto ditvodil jsou geny, analogické k ScbA genu S. coelicolor, vyuzivany
v metodach genového inzenyrstvi pro sniZzeni nebo zvysSeni metabolické produkce.
Ptikladem je inaktivace genu afsA4-g, kddujiciho GBL-syntazu u S. fradiae CGMCC
4.7387, ktera vedla ke snizeni produkce sekundarniho metabolitu (aminoglykosidového
antibiotika neomycinu). Naopak nadmérna exprese tohoto genu vedla ke zvySeni

produkce neomycinu, coz potvrzuje vliv GBL-syntazy (Meng et al., 2017).

Dalsi signalni molekulou je naptiklad NAG, ktery ma podobné ucinky jako
GBL. Prikladem tucinku je vliv NAG na zvySenou produkci bleomycinu u Streptomyces
verticillus (Chen & Cui & Wang & Wang, & Wen, 2020).

Roli signalnich molekul miizou mit i samotné antibiotika streptomycet.
Ptikladem je lincomycin. Pozitivni indukéni Gi€inky ma ovSem jen v malé koncentraci

(v tzv. subinhibi¢ni koncentraci). Pii jejim pfekro¢enim naopak inhibuje proteosyntézu.
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Pti spravné aplikaci vyrazné ovliviiuje genovou expresi. V pokusu s S. coelicolor tato
schopnost vedla k vétsi tvorbé modie-pigmentovaného antibiotika norhodinu (Ishizuka
et al., 2018). Rada dalsich antibiotik (pii aplikaci v subinhibiéni koncentraci) ma
podobné ucinky. Piikladem je chloramphenicol, tetracyklin, vancomycin nebo

rifampicin (Vaz Jauri & Bakker & Salomon & Kinkel, & Badger, 2013).
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4 METODIKA

4.1 Vybrané kmeny

Diky spolupraci s Dr. Chronakovou mam k dispozici izolaty B-hemolyzujicich
streptomycet ze Sbirky kultur paidnich aktinomycet Ceské Budgjovice (CCSACB) pii
Ustavu pidni biologie Biologického centra AV CR, v.v.i. (viz Tabulka I). Jako pozitivni

--------

vyzkumu (Herbrik et al., 2020).

Sbirka obsahuje kmeny samostatné rostouci v pidé (BCCO0524, BCCO0670,
BCCO0747, BCC0O2259, BCC0O2295, BCCO2309, BCCO2325 a BCCO2389), kmeny
symbiotické se ¢lenovci (BCCO1092, BCCO1093, BCCO1094, BCCO1095, BCCO1097,
BCCO01099, BCCO1104, BCCOI1105, BCCO1106, BCCO1331, BCCO2179 a BCCO2196)
a rostlinami (BCCO2282) viz Tabulka 1.
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Tabulka 1: Shirka vybranych kmenii Streptomyces spp.

Kmen
BCCO0524
BCCO0670

BCCOO0747

BCCO1092

BCCO1093

BCCO1094

BCCO1095

BCCO1097

BCCO1099

BCCO1104

BCCO1105

BCCO1106

BCCO1331

BCCO2179

BCCO2196

BCCO2259

BCCO2282

BCCO2295

BCCO2309

BCCO2325

BCCO2389

Taxonomie
Streptomyces scabia
Streptomyces pratensis

Streptomyces olivochromogenes

Streptomyces luridiscabiel

Streptomyces cavourensis

Streptomyces pseudovenezuelae

Streptomyces bacillaris
Streptomyces
phaeochromogenes (S.
ederensis)

Streptomyces hydrogenans

Streptomyces albolongus

Streptomyces similanensis
Streptomyces
fumigatiscleroticus
Streptomyces olivaceus

Streptomyces hydrogenans

Streptomyces albidoflavus

Streptomyces xiamenensis
Streptomyces rishiriensis
Streptomyces neopeptinius
Streptomyces gaidamensis
Streptomyces chartreusis

Streptomyces atratus

Zdroj
Krasova ptida
Pastvinna puda
Pastvinna ptda pobliz
ula
T¢lo brouka
(Hadrodemius globus)
T¢lo brouka
(Dinoplatypus pallidus)
T¢lo brouka
(Dinoplatypus pallidus)
Télo brouka (Xyleborus
perforans)
T¢lo brouka (Xyleborus
perforans)

Tykadla brouka (Diapus
pussilimus)

T¢lo brouka
(Crossotarsus
mniszechi)

Tykadla brouka
(Hypoborus ficus)
Tykadla brouka
(Hypoborus ficus)
Tykadla brouka
(Xyleborus perforans)
Stfevo mnohonozek
2018 (Telodeinopus
aoutii)

Stievo mnohonozek
2018 (Telodeinopus
aoutii)

Orna puda — produkce
Zea mays (2018)
Kofeny zea mays
(2018)

Orna puda — produkce
Zea mays (2018)
Orna puda — produkce
Zea mays (2018)
Orna ptda — produkce
Zea mays (2018)
Orna ptda — produkce
Zea mays (2018)
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4.2 Kaultiva¢ni média a podminky kultivace

Streptomycety byly kultivovany v tekutych i na pevnych kultivacnich mediich.
Jako tekuté médium byl pouzit GYM (Ochi, 1987)(0.4% kvasnicovy extrakt, 1% sladovy
extrakt, 0.4% glukoéza, 0,1% NZ Amine A (NZ-Amine®, Type A, Wako), 0,2% NacCl,
pH 7.3), pfi kultiva¢nich podminkéach 28 °C po dobu 72 hodin, pokud neni uvedeno
jinak. V ptipadé¢ potteby bylo GYM médium obohaceno defibrinovanou berani krvi
(7%)(Oxoid). Pro kultivaci na pevnych substratech bylo rovnéz pouzito GYM médium

s ptimési agaru (2%), nebo Columbia ov¢i krevni agar (KA)(Oxoid).

Pro testovani u¢inku GBL (nebo NAG) na hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu
streptomycet jsem kmeny kultivovala v gradientu téchto induk¢nich latek. K vytvoteni
tohoto média jsem pouZzila GYM s ptidavkem agaru (2%). Miska byla polozena na
Sikmé plose (pod uhlem zhruba 5°). V této poloze misky tuhla prvni vrstva GYM média.
Nasledné byla miska vracena do vodorovné polohy, ve které tuhla druha vrstva GYM
média s obsahem GBL (nebo NAG), ¢imz v misce vznikl gradient této latky (rozpéti

koncentrace gradientu 0-25 pg.ml™).

4.3 Testovani hemolytické aktivity

Kultivaéni média s ptimési krve slouZzila k testovani hemolytické aktivity.
Kultivace probihala pfi 28 °C po dobu 72 hodin, pokud neni uvedeno jinak. Hodnotila
jsem vzhled vzniklych hemolytickych zon (B-hemolyza aplna; projasnéni média, -
hemolyza netplna; rizova, nebo a-hemolyticka zelena zoéna) a méfila jsem jejich
velikost (od obvodu linie streptomycety az k okraji viditelné hemolytické zony na

médiu).

4.4 Ko-kultivace s patogeny a ko-kultivace v parech

Testy inhibi¢nich aktivit streptomycet byly provadény na nasledujicich druzich
potencidlné patogennich mikroorganismu; Candida tropicalis CCM 8223, Candida
albicans CCM 8186, Staphylococcus aureus DSM 346, Streptococcus pneumoniae CCM
4424, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 ze sbirky Ustavu imunologie a
mikrobiologie, 1. 1¢katské fakulty Univerzity Karlovy.
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Vzhledem k pomalejSimu rastu a jinym kultivaénim podminkdm jsem jednotlivé
kmeny streptomycet kultivovala v jedné linii samostatné 48 hodin piedem (28 °C),
pokud neni uvedeno jinak. Nasledné jsem piidala linii patogenniho organismu do tvaru
pismene T (kolmo vii€i ¢are streptomycety). Po nasledujicich 24 hodinach (pti 37 °C)
jsem odecitala morfologické a inhibicni (pii kultivaci na KA i hemolytické) zmény.
Inhibi¢ni zo6ny jsem méfila jako délku linie mikroorganismu, kde nedoslo k jeho ristu.
Pro pokus na agarech s gradientem GBL (nebo NAG)(viz kapitola 4.2) jsem
mikroorganismus (Candida albicans) ptedem kultivovala v tekutém médiu (48 hodin,
37 °C) a jeho suspenzi (s optickou denzitou 0,4 pfi 590 nm) homogenné rozetiela po
pevném médiu s linii streptomycety (po 48 hod jeji samostatné kultivace pti 28 °C) a po

naslednych 24 hod (pfi 37 °C) jsem hodnotila vysledky.

Ko-kultivovaci kment streptomycet mezi sebou v riiznych kombinacich
oznacuji jako ko-kultivaci v parech. Kultivace probihala v tekutém GYM médiu bez i
s ptimési beranich erytrocytt (7%)(Oxoid) pti 28 °C, 200 rpm (revolutions per minute,
otacky za minutu) po dobu 72 hodin.

4.5 Indukce hemolytické a inhibi¢ni aktivity

Pro testovani schopnosti GBL (nebo NAG) indukovat hemolytickou a inhibi¢ni
aktivitu streptomycet jsem aplikovala 1 pl GBL (ReagentPlus, > 99%, Sigma-Aldrich
Co. LLC, USA), nebo NAG (> 99%, Sigma-Aldrich Co. LLC, USA) na filtra¢ni
papirek (1 cm?), ktery jsem piilozila na pevné médium na dotyk s linii streptomycety
(ptipadné s ko-kultivovanym mikroorganismem). Pfidani GBL bylo bud’ provedeno
simultdnné s naockovanim streptomycety, nebo az 48 hodin po samostatné kultivaci

streptomycety (28 °C).

4.6 Ethyl-acetatova precipitace a testovani hemolytické a
inhibi¢ni aktivity

Ethyl-acetatova precipitace je zpisob extrakce sekundarnich metabolitt ze
supernatantu (Rajan, & Kannabiran, 2014). Po 72 hodinach kultivace na tfepacce,
(28 °C) v 20 ml GYM media v Erlenmeyerovée bance, jsem vzorky centrifugovala
(4000 g, 10 min, 4 °C) a oddélila supernatant od peletu. K supernatantu bylo pfidano
NacCl do dosazeni 5SM koncentrace s ndslednou extrakci 1 ml ethylacetatu na tiepacce
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(250 rpm, 4 °C, 30 min). Po opétovné centrifugaci (4000 g, 10 min, 4 °C) jsem vzorek
zakoncentrovala (pomoci vakuového odparovace, Concentrator Plus, 2013 model,
Eppendorf) a opét rozpustila v 200 ul chloroformu. Hemolyticka aktivita extrahovanych
metabolit byla testovana na Columbia ov¢im krevnim agaru (Oxoid). Na agar bylo
pipetovano 10 ul od kazdého vzorku. Doprostted misky jsem ptidala 10 pl ¢istého
chloroformu jako negativni kontrolu. Po odpateni chloroformu jsem misky inkubovala
pies noc pti 37 °C a nésledné jsem odecetla zmény hemolyzy. Pro otestovani inhibi¢ni
aktivity byla na KA ptiddna suspenze Candida albicans (kultivace v tekut¢tm GYM
médiu po 48 hod pti 37 °C) s optickou denzitou 0,4 pti 540 nm.

4.7 Extrakce na pevné fazi (SPE metoda)

Separace na pevné fazi (SPE, Solid-phase extraction) je metoda pouZita pro
extrakci sekundarnich metabolitdi ze supernatantu za ucelem jejich detekce pomoci
LC-MS (Kamenik et al., 2010). Po 72 hodinach kultivace na tfepacce (200 rpm, 28 °C)
v 20 ml GYM media v Erlenmeyerové batice jsem vzorky centrifugovala (4000 g,

10 min, 4 °C). Po sliti supernatantu jsem pro extrakci pouzila SPE kolonky (Oasis HLB
3cc 60 mg vahy sorbentu, hydrofilné-lipofilné vyvazeny sorbent, Waters, USA) (Cihak
et al., 2017). Proces SPE extrakce probihal podle jednotlivych kroki; kondiciovani
kolonky 3 ml methanolu (LC-MS tfida, Biosolve, Nizozemsko), ekvilibrace 3 ml vody
(pfipravené Milli-Q water Cisticem, Millipore, USA), pfidani supernatantu (pH
upraveno na 3, pouzitim kyseliny mravenci, 98-100%, Merck, Némecko), opétovné
promyti 3 ml vody a eluce 1,5 ml methanolu. Nésledné byl eluat odpaten (pomoci
Concentrator Plus, 2013 model, Eppendorf), smichan s 150 pl 50% methanolu a
centrifugovan (2800 g, 5 min). Z takto pfipravené¢ho vzorku mohlo byt pouZzito 50 pl
pro LC-MS analyzu.

4.8 LC-MS analyza extrahovanych supernatanti

Kapalinova chromatografie slouzi k separaci jednotlivych sloZek vzorku. Ty jsou
poté analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie, ktera po ionizaci latek rozlisi
vznikl¢é ionty na zdklad¢ poméru hmotnost ku naboji (m/z). LC-MS byla provedena na
systému Acquity UPLC s 2996 PDA detekénim systémem (194 - 600 nm), napojenym
na hmotnostni spektrometr LCT premier XE time-of-flight (TOF) (Waters, USA).
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Pét puL vzorku bylo naneseno na kolonu Acquity UPLC BEH CI18 LC (50 mm x 2.1 mm
I.D., velikost ¢astic 1.7 um, Waters) pti 40 °C, eluovano dvouslozkovou mobilni fazi

(A a B, 0,1% kyselina mravenéi a acetonitril) v daném potadi, pfi priitoku 0.4 mL.min .
Analyza byla provadéna v programu linearniho gradientu (min/%B) 0/5; 1.5/5; 15/70;
18/99 s naslednym 1 minutovym ¢isténim kolonky (99% B) a 1,5 minutovym
ekvilibrovanim (5% B). Hmotnostni spektrometr pracoval v kladném ,,W* médu

s nastavenim: kapilarni napé€ti na +2,800 V, napéti na kuzelu na +40 V, teplota
desolvatacniho plynu na 350 °C, teplota bloku iontového zdroje na 120 °C, pratok
desolvata¢niho plynu 800 L.h!, pritok plynu v kuZelu 50 L.h™!, doba skenovani 0,15 s,
zpozdéni mezi skeny 0,01 s (Cihak et al., 2017).

Ptesnost spektrometrického méteni byla udrzovéna pod 10 ppm pomoci technologie
lock spray s leucin enkefalinem jako referenéni slou¢eninou (2 ng uL ™!, 5 uL.min'). MS
chromatogramy byly extrahovany pro [M+H]" ionty s toleranénim oknem 0,03 Da a
upraveny metodou stfedniho vyhlazovani (velikost okna: 4 skeny, pocet vyhlazeni: 2).

Data byla nasledn& zpracovana pomoci MassLynx V4.1 (Waters) (Cihak et al., 2017).

4.9 Testovani pritomnosti extracelularnich hemolytickych
proteint

Pro testovani pfitomnosti extracelularnich hemolytickych proteini byl odebrany
supernatant (kultivovany 72 hodin, 28 °C, 200 rpm, centrifugovany pii 4000 g, 10 min)
prefiltrovan (velikost port 5 mikront) a rozdélen na tretiny (kazda tfetina byla

podrobena jinému procesu).

Prvni tfetinu supernatantu jsem inkubovala s proteindzou K (I mg/ml, specificka
aktivita > 30 U/mg, Roth, Némecko) o koncentraci 1 pg/ml po dobu 60 min, pti 37 °C.
Druhou tfetinu supernatantu jsem inkubovala za stejnych podminek ovSem za absence
proteinazy K (tato sada slouZila jako pozitivni kontrola, nebot’ se u ni ocekava
zachovani ptipadné hemolytické aktivity). Zbytek supernatantu jsem inkubovala pfi
100 °C po dobu 5 min (negativni kontrola, nebot’ u této sady ocekdvame vlivem varu
ztratu pripadné hemolytické aktivity zptisobenou proteiny). Od kazdého vzorku jsem
nanesla 5 ul na filtra¢ni papirek (1 cm?) umistény na KA. Vzorky jsem nechala
kultivovat ptes noc (28 °C) a rano jsem odecetla vysledky hemolyzy (Guan et al.,
2008).
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5 VYSLEDKY

5.1 Charakteristika morfologie a hemolytické aktivity

Kmeny byly kultivovany (podminky kultivace viz kapitola 4.2) na KA. Po tiech

dnech jsem analyzovala hemolytickou aktivitu (miru projasnéni média, viz kapitola 4.3)

a morfologii (pfitomnost sporulace) viz Tabulka 2, Obrazek 5 a Obrazek 6. V ramci

pfilohy je pfilozeno CD, které¢ obsahuje obrazky vSech kmenti z jednotlivych kultivaci.

Tabulka 2: Hemolyticka aktivita a morfologie (sporulace) sbirky kmenii po 72 hod

Kmen

BCCO0524
BCCO0670
BCCOO0747
BCCO1092
BCCO1093
BCCO1094
BCCO1095
BCCO1097
BCCO1099

BCCO1104

BCCO1105
BCCO1106
BCCO1331
BCCO1341
BCCO2179

BCCO2196
BCCO2259
BCCO2282

BCCO2295
BCCO2309
BCCO2325
BCCO2389

Hemolyza

B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza
Slaba B-
hemolyza
B-hemolyza
B-hemolyza

/a-hemolyza
B/o-hemolyza

B-hemolyza
B-hemolyza

B-hemolyza
B-hemolyza

B-hemolyza
B-hemolyza

B/o-hemolyza

B-hemolyza

kultivace na KA pri 29°C.

Poznamky k hemolyze

Projasnéni média

Zluta zoéna aZ projasnéni
Zluto-riizova zona

Zluta zona aZ projasnéni
Zluta zoéna aZ projasnéni
Zluta zona aZ projasnéni
Zluta zoéna aZ projasnéni
Zluta zona az projasnéni
Zluta zéna aZ projasnéni
Zluta zéna a zoéna
projasnéni

Zluta, misty zelena zéna
Projasnéni média

Zluta, misty zelena zéna
Zluta, misty zelena zona
Projasnéni média

Zluta zéna a zoéna
projasnéni

Projasnéni média

Slaba Zluta, misty
zelend zona

Zluta zona az projasnéni
Zluta zéna aZ projasnéni
Zluté a zelena zona
Zelena zona

+ + + + + + + + +

Sporulace

~N 00 J 00 N J oo N LW

i *N RN RN SR \S R S

W W O\

Velikost
hemolytické zony

(mm)
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BCCO0524

Padni, samostatné Zijici kmeny BCCO0670 A UpIna B-hemolyza, slabsi sporulace, kruhovité koloniel

BCCO0747

BCCO2259

BCCO2295 % Netplnd B-hemolyza, bez sporulace, kolonie tvofi ucelenou I|n|||

BCCO2309

BCCO2325

BCCO2389

” BCCO1092
Padni kmeny asociované se ¢lenovci

BCCO1093

BCCO1094

BCCO1095

BCCO1097 % Uplna B-hemolyza, silna sporulace, kolonie tvofi ucelenou linii

BCCO1099

BCCO1104

8CCO1105 Neuplna B-hemolyza, bez sporulace, kolonie tvori ucelenou linii

BCCO1106

NN

BCCO1331

BCCO2179

BCCO2196

Padni kmeny asociované s rostlinami
BCCO2282

Obrazek 5: Srovnani intenzity hemolytické aktivity a morfologie mezi kmeny
streptomycet, podle jejich piivodu (viz Tabulka 2 a prilozend obrazova dokumentace na
CD).

Miru sporulace jsem hodnotila nasledovné; silna sporulace = bilé spory jsou po celé
délce linie streptomycety, slabsi sporulace = bilé spory pokryvaji Sedé vegetativni
mycelium jen misty, bez sporulace = v Zadném misté linie streptomycety nejsou vidét

bilé spory.
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BCCO1341 BCCO1105

BCC01093 BCCO1106

BCCO0524 BCCO0670

Obrazek 6: Kultivace kmenii po 72 hod na KA pri 29 °C
Kmeny BCCOI1341 a BCCOI1105; ukazka riistu substratového mycelia s neuplnou
[-hemolyzou
Kmeny BCCOI1093 a BCCOI1106, ukazka rustu vzdusného mycelia, uplné f-hemolyzy a
sporulace
Kmeny BCCO0524 a BCCO0670; ukdzka ristu vzdusného mycelia, uplné -hemolyzy a
sporulace.



5.2 Pozorovani hemolytické a inhibi¢ni aktivity pri ko-kultivaci

Ko-kultivace s mikroorganismy slouzila ke sledovani inhibi¢ni a hemolytické
aktivity streptomycet. V pokusu jsem pouzila 6 patogennich mikroorganismu, které byly
do média pfidany v exponencidlni fazi ristu streptomycety (soubézné ptridani
mikroorganismu i streptomycety a ko-kultivace 24 hod na KA, viz Tabulka 3) a ve
stacionarni fazi rastu (po 48 hodinach samostatné kultivace streptomycet a 24 hod
ko-kultivace, postup viz kapitola 4.4, vysledky viz Tabulka 4). V exponencialni fazi
byla inhibice pozorovéna v 6 piipadech, kmeny BCCOI105, BCC0O2259, BCCO2309 a
BCCO2325 nenarostly (viz Tabulka 3) a ve stacionarni fazi ve 37 ptipadech, kmeny
BCCO2325 a BCCO2309 nenarostly (viz Tabulka 4). Podle téchto vysledkl jsem pro
navazujici pokusy (viz kapitola 5.3) zvolila jako optimalni dobu ko-kultivace 72 hod (s

predchazejici samostatnou kultivaci streptomycety po 48 hod).

Hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu vic¢i Candida albicans jsem hodnotila
zmétenim inhibi¢nich a hemolytickych zon viz Tabulka 5 (princip méfeni viz kapitola
4.3 a4.4). Zaroven jsem sledovala zmény v morfologii (sporulaci), které jsem
porovnavala s vysledky z Tabulka 2. V navazujicich pokusech jsem pro ko-kultivace
streptomycet pouzila pouze Candida albicans (preferovany mikroroganismus). Ukazka

ko-kultivaci je zndzornéna na Obrdzek 7.
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Tabulka 3: Velikost inhibicnich zon po 24 hod ko-kultivaci kmenii streptomycet

v jejich exponencialni fazi rustu na KA s vybranymi mikroorganismy. Pritomnost

inhibice (+), nepritomnost inhibice (-), ko-kultivovany mikroorganismus nenarost!
inhibici nelze hodnotit (Mikroorg. nenarostl).

Druhy mikroorganismii

Streptococcus  streptococcus

Candida Candida . )
pneumoniae  pneumoniae

Staphylococcus  Pseudomonas

tropicalis  albicans M fize R fiize aureus aeruginosa
Kmeny Pritomnost inhibice ristu mikroorganismu

BCCO0524 Mikroorg. + + Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO0670 Mikroorg. i i Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO0747 i Mikroorg. Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl nenarostl

BCCO1092 i i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO1093 i i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO1094 Mikroorg.  Mikroorg. Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl nenarostl nenarostl

BCCO1095 i i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO1097 i i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCC0O1099 + + - - - -

BCCO1104 - : : Mikroorg. + :
nenarostl

BCCO1106 - : : Mikroorg. : :
nenarostl

BCCO1331 - : : Mikroorg. : :
nenarostl

BCCO1341 - - + - - -

BCCO2179 i i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl

BCCO2196 - : : Mikroorg. : :
nenarostl

BCCO2282 Mikroorg. i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl nenarostl

BCCO2295 Mikroorg. i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl nenarostl

BCCO2389 Mikroorg. i Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl nenarostl
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Tabulka 4: Velikost inhibicnich zon po 48 hod samostatné kultivace kmenti streptomycet
(staciondrni fazi ristu) a naslednou 24 hod ko-kultivaci na KA s vybranymi
mikroorganismy. Pritomnost inhibice (+), nepritomnost inhibice (-), ko-kultivovany
mikroorganismus nenarostl inhibici nelze hodnotit (Mikroorg. nenarostl).

Druhy mikroorganismi

Streptococcus = Streptococcus

Candida Candida : .
pneumoniae  pneumoniae

Staphylococcus Pseudomonas

tropicalis  albicans M fize R fiize aureus aeruginosa
Kmeny Pritomnost inhibice ristu mikroorganismu
BCCO0524 + + Mikroorg. Mikroorg. + i
nenarostl nenarostl
BCCO0670 Mikroorg. i Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl nenarostl nenarostl
BCCOO0747 Mikroorg. i Mikroorg. Mikroorg. + i
nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1092 Mikroorg. Mikroorg.  Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl  nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1093 Mikroorg. Mikroorg.  Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl  nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1094 Mikroorg. N Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1095 Mikroorg. N Mikroorg. Mikroorg. + i
nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1097 Mikroorg. Mikroorg.  Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl  nenarostl nenarostl nenarostl
BCCO1099 + + Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl nenarostl
BCCO1104 i i Mikroorg. Mikroorg. i +
nenarostl nenarostl
BCCO1105 Mikroorg. Mikroorg.
i i nenarostl nenarostl i i
BCCO1106 Mikroorg. Mikroorg.
i ) nenarostl nenarostl i i
BCCO1331 Mikroorg. Mikroorg.
i ) nenarostl nenarostl i i
BCCO1341 Mikroorg. Mikroorg.
+ + + +
nenarostl nenarostl
BCCO2179 Mikroorg. Mikroorg.
+ + + +
nenarostl nenarostl
BCCO02196 + + Mikroorg. Mikroorg. i i
nenarostl nenarostl
BCCO02259 Mikroorg. Mikroorg.
i i nenarostl nenarostl i i
BCC02282 Mikroorg. Mikroorg. Mikroorg.
i nenarostl nenarostl nenarostl i i
BCCO02295 Mikroorg. Mikroorg. Mikroorg. Mikroorg. + +
nenarostl  nenarostl nenarostl nenarostl
BCC02389 + Mikroorg. i + i +
nenarostl
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Tabulka 5: Zmerené hodnoty hemolytickych zon pri ko-kultivaci s 6 mikroorganismy
v exponencialni a stacionarni fazi, zmeérené hodnoty inhibicnich zon pri inhibici ristu
Candida albicans ve staciondrni fazi a pozorovani pritomnosti sporulace (porovnani

Kmen

BCCO0524
BCCOO0670
BCCOO0747
BCCO1092
BCCO1093
BCCO1094
BCCO1095
BCCO1097
BCCO1099
BCCO1104

BCCO1105

BCCO1106
BCCO1331
BCCO1341
BCCO2179
BCCO2196

BCCO0O2259

BCCO0O2282
BCCO2295

BCCO2309

BCCO2325
BCCO2389

s vysledky sporulace z Tabulka 2).

Velikost hemolytické zony

(mm)
\
exponencialni
fazi
2

A oLODNMNMNDNDNEFERPPFPPEPDN

2

Kmen
nenarostl

Kmen
nenarostl
0
0
Kmen
nenarostl
Kmen
nenarostl
1

Ve
stacionarni
fazi
5
15
15
16
15
15
12
11
9
12

1

1
0
10

11

10
17

Velikost
inhibi¢ni
zony
(mm)

W O O O o u

Priitomnost
sporulace
bez
ko-
kultivace
+

+ + + + + + + +

Pritomnost
sporulace
pri
ko-kultivaci

+ + + + + + 4+ + + +

+
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Schéma a popis obrazku

Linie streptomycety

Candida rropu'ahs\

Candida albicans
Streptococcus
preumoniae
M fize Streptococcus
Staphylococcus aureus preumoniae
R faze

' Pseudomonas aeruginosa

BCC01093

BCCO1104 BCC02196

Obrazek 7: Ukazka inhibice rustu mikroorganismu streptomycetami po 72 hod ko-kultivace
na KA (ve staciondrni fazi riistu streptomycety).
Kmen BCCO0524 inhibuje rust Candida albicans, kmen BCCOI1093 inhibuje rust
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aureginosa
Kmen BCCOI1104 inhibuje rust Staphylococcus aureus, kmen BCCOZ2196 inhibuje riist
Candida tropicalis a Candida albicans.
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5.3 Pozorovani zmén hemolytické a inhibi¢ni aktivity po pridani
GBL

Aplikaci GBL (viz kapitola 4.5) pti ko-kultivaci s Candida albicans na KA

pozoruji zmény hemolytické a inhibicni aktivity. Zméfené hodnoty hemolytickych a

inhibi¢nich zon (viz Tabulka 5) porovnavam s vysledky z Tabulka 6. V ptitomnosti

GBL doslo v 10 ptipadech ke zvétSeni nebo objeveni hemolytickych zén a v 10

piipadech k jejich zmenseni nebo vymizeni (viz Tabulka 6). V ptitomnosti GBL doslo

v 14 ptipadech ke zvétSeni nebo objeveni inhibi¢nich zon a jen ve 2 ptipadech ke

zmenS$eni nebo vymizeni (kmen BCCO1341 a BCCO2325)(viz Tabulka 6). Aplikace

GBL pfi ko-kultivaci na KA/GYM médiu je zndzornéna na Obrdazek 8 a 9. Stejny pokus

jsem provedla i pro NAG viz Tabulka 7.

Tabulka 6: Porovnani velikosti hemolytickych a inhibicnich zon p¥i ko-kultivaci s
Candida albicans na KA po 72 hod (48 samostatné kultivace s naslednou 24 hod ko-
kultivaci) s a bez pritomnosti GBL.

Kmen Velikost hemolytickych zén (mm) Velikost inhibi¢nich zén (mm)
Bez S Porovnani velikosti Bez S Porovnani velikosti
GBL GBL hemolytickych zén GBL GBL inhibi¢nich z6n

BCCO0524 5 14 Zvétseni 3X 5 25 Zvétseni 5x
BCCO0670 15 11 ZmenSeni 0 4 Objeveni
BCCOO0747 15 16 Zvétseni 0 10 Objeveni
BCCO1092 16 3 ZmenSeni 0 0 Rovnaji se
BCCO1093 15 9 Zmenseni 0 1 Objeveni
BCCO1094 15 11 Zmenseni 3 13 Zvétseni 4X
BCCO1095 12 12 Rovnaji se 10 15 Zvétseni 1,5X
BCCO1097 11 16 Zvétseni 1,5x 0 12 Objeveni
BCCO1099 9 14 Zvétseni 1,5x 10 10 Rovnaji se
BCCO1104 12 10 Zmenseni 0 9 Objeveni
BCCO1105 1 8 Zvétseni 8X 0 0 Rovnaji se
BCCO1106 1 7 Zvétseni 7X 0 8 Objeveni
BCCO1331 0 5 Objeveni 0 6 Objeveni
BCCO1341 10 0 Vymizeni 20 0 Vymizeni
BCCO2179 6 14 Zvétseni 2X 6 16 Zvétseni 2,5
BCCO219% 6 5 Zmenseni 5 16 Zvétseni 3X
BCCO2259 4 5 Rovnaji se 0 0 Rovnaji se
BCCO2282 2 6 Zvétseni 3x 0 5 Objeveni
BCCO2295 11 5 Zmenseni 0 7 Objeveni
BCCO0O2309 4 6 Zvétseni 1,5x 3 3 Rovnaji se
BCCO2325 10 4 Zmenseni 7 3 ZmenSeni
BCCO2389 17 11 Zmenseni 0 10 Objeveni
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Tabulka 7: Porovnani velikosti hemolytickych a inhibicnich zon p¥i ko-kultivaci s

Candida albicans na KA po 72 hod (48 samostatné kultivace s naslednou 24 hod ko-

Kmen

BCCO0524
BCCO0670
BCCOOQ747
BCCO1092
BCCO1093
BCCO1094
BCCO1095
BCCO1097
BCCO1099
BCCO1104
BCCO1105
BCCO1106
BCCO1331
BCCO1341
BCCO2179
BCCO2196
BCCO2259
BCCO2282
BCCO2295
BCCO2309
BCCO2325
BCCO2389

kultivaci) s a bez pritomnosti NAG u nékterych kmenii streptomycet.

Velikost hemolytickych zon (mm)

Bez NAG

o« 00 O1 N

=<

Neméreno

o1 w o~ o1

Nemeéfeno
Neméfeno
Neméfeno
Neméfeno

2

1
Neméreno
Neméfeno
Neméreno
Neméfeno
Neméfeno

6

S
NAG

5

5

11
Neméfeno

3

5

6

10

9

10
Neméfeno
Neméieno
Neméieno
Neméifeno

6

2
Neméieno
Neméieno
Neméieno
Neméieno
Neméieno

8

Porovnani
velikosti
hemolytickych
s/lbez NAG
ZvétSeni 2,5x
Rovnaji se
Zvétseni 1,5x
Neméifeno
ZvétSeni 3x
Rovnaji se
Zvétseni 1,5x
ZvétSeni 2x
ZvétSeni 3x
ZvétSeni 2x
Neméfeno
Neméieno
Neméieno
Neméieno
ZvétSeni 3x
ZvétSeni 2x
Nemeéteno
Neméieno
Nemeéteno
Neméieno
Neméieno
Zvétseni 1,5x

Velikost inhibi¢nich zén (mm)

Bez
NAG

WO O o oo

= =
oo

O O O o

N
o

O ~NWO OO oo

S
NAG

10
Kontaminace
3

Nemeéieno
1

N OO w~

Nemeéreno
Nemeéieno
Neméfeno
Neméfeno
14
3
Neméreno
Neméfeno
Neméreno
Neméfeno
Neméfeno
1

Porovnani
velikosti
inhibi¢nich zén
s/lbez NAG
ZvétSeni 2x
Kontaminace
Objeveni
Nemereno
Objeveni
ZvétSeni 2x
ZmenSeni 3x
Objeveni
ZmensSeni 1,5x
ZvétSeni 2x
Nemereno
Neméieno
Neméfeno
Neméfeno
ZvétSeni 3x
ZmensSeni 1,5x
Nemeéteno
Neméfeno
Nemeéteno
Neméfeno
Neméfeno
Objeveni
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Linie streptomycety

Schéma a popis
Filtraéni papirek

obrazku s1ul GBL

% Kolmd &ira
Candida albicans

BCCO00524 BCC01099

BCCO02196

BCCo02179

Obrazek 8: Ukadzka inhibice Candida albicans (horizontadlné) pri kultivaci na KA (48 samostatné
kultivace s naslednou 24 hod ko-kultivaci) v pritomnosti GBL u kmenit BCCO0524, BCCO1099,
BCCO2179 a BCCO2196 (vertikalné).
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/ Streptomyceta

Schéma a popis

Filtraéni papirek
obrdzku

s1 ul GBL

y Kolmd édra
Candida albicans

BCC01095 BCC01099

BCC01097
Obrazek 9: Ukdzka inhibice Candida albicans (horizontalné) pri kultivaci na GYM médiu
po 72 hodindch (48 samostatné kultivace s naslednou 24 hod ko-kultivaci) v pritomnosti GBL
u kmenii streptomycet (vertikalné)
BCCOI1095 — BCCO1099 — BCCOI1097 (kmenu BCCO2309 a BCCO2389 kultivovanych za
stejnych podminek k inhibici nedoslo).
Velikost inhibicnich zon; BCCO1095 8 mm, BCCO1099 4 mm, BCCO1097 2 mm.
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Kultivace na agarech s koncentra¢nim gradientem induk¢ni latky

Pro ovéteni vlivu GBL na inhibici Candida albicans jsem kmeny BCCO1095,
BCCO1097, BCC0O2389 ko-kultivovala na agarech s koncentraénim gradientem
GBL/NAG (viz kapitola 4.2). Zména intenzity inhibice v zavislosti na koncentraci
gradientu GBL a NAG byla dobfe pozorovatelna u kmene BCCO1095 viz Obrdzek 10.
Z Obrazek 10 v ptitomnosti GBL (i NAG) je také vidét vliv gradientu na sporulaci.
Podobny uéinek na sporulaci byl pozorovan 1 pfi kultivaci kmene BCCO2196 na KA
v pritomnosti GBL (i NAG) (postup viz kapitola 4.5) viz Obrazek 11.

Schéma a popis

obrazku
Suspenze Candida
Kolma éara albicans s optickou
Candida albicans denzitou 0,4 pii 590 nmn
Kmen BCCO1095

Obrazek 10: Ukazka vliivu GBL a NAG na inhibicni schopnost kmene BCCOI1095 a
jeho sporulaci pri kultivaci v gradientu GBL/NAG na GYM médiu po 48 hod samostatné
kultivace BCCOI1095 a naslednym pridanim Candida albicans (48 hod ko-kultivace).

Koncentrace gradientu GBL/NAG (v rozmezi 0-25 ug.ml) odpovida kylu na obrazku.



Kmen BCCO2196

- e
“~ o
-~
~
~ *C‘ ~ 3
Y Casna sporulace
. 3 ’ v
S5 v misté kontaktu
o2
ST streptomycety s
o filtracnim
=3 papirkem

2

’
2 U
N7

Filtraéni papirek Filtraéni papirek
s 1 ul GBL s 1 ul NAG

Obrazek 11: Ukazka ucinku GBL a NAG na casnou
sporulaci kmene BCCO2196, kultivace na KA po 48 hod

Levy obrazek - na filtracnim papirku byl pridan 1 ul GBL
Pravy obrazek - na filtracnim papirku byl pridan 1 ul NAG

5.4 Otestovani hemolytické aktivity extrahovanych metaboliti

Pomoci ethyl-acetatové precipitace jsem u kmeni BCCO1093, BCCO1094,
BCCO1095, BCCO1099 a BCCO1106 testovala, zda jsou extrahované metabolity
opravdu zodpovédné za hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu (postup viz kapitola 4.6).
Z Obrazek 12 a 13 je vidét, ze hemolyticka a inhibic¢ni aktivita mize byt disledkem

pfitomnych sekundarnich metaboliti.
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Obrazek 12: Ethyl-acetatova precipitace metabolitii a jejich hemolyticka aktivita na KA
(postup viz kapitola 4.6)
Kmen BCCOI1099 ne-hemolyzoval, ostatni kmeny (BCCOI1106, BCCO1095, BCCO1094,
BCCO01093) jiz ano
Kmen 1341 slouzil jako pozitivni kontrola, negativni kontrola uprostied misky byl cisty
chloroform.

Svétla zona v
misté inhibice
Candida albicans

Suspenze
Candida albicans
s optickou
denzitou 0,4 pii
540 nmn

Obrazek 13: Ethyl-acetatova precipitace metabolitii a jejich inhibicni aktivita proti Candida
albicans na KA (postup viz kapitola 4.6)
U vsech extraktii je kolem filtracnich papirku napustenych izolovanymi metabolity videét slaba
inhibicni zona
Kmen BCCOI341 slouzil jako pozitivni kontrola, negativni kontrola uprostred misky byl cisty
chloroform.
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5.5 Extrakce metabolitii pomoci SPE a analyza pomoci LC-MS

SPE metoda a LC-MS analyza slouzili k detekci a identifikaci metaboliti
streptomycet (postup viz kapitola 4.7 a 4.8). Vysledky nalezenych latek jsou uvedeny
v Tabulce 8. Nové nalezené metabolity jsem se snazila identifikovat a popsat (Polyen A,
polyen B). K tomu jsem vyuzila schopnost metaboliti absorbovat svétlo v UV/VIS
oblasti s analyzou jejich absorp¢nich maxim a pfesné méefeni m/z pomoci
vysokorozliSujiciho hmotnostniho spektrometru. Kromé m/z byl k ur€eni elementarniho

slozeni pouzit pomér detekovanych izotopickych pikd.

Naméiené hodnoty Polyenu A u kmene BCCOI1106 jsou; ¢z = 8.23 min, UV/VIS
vlnova délka absorp¢nich maxim: 311 nm, 326 nm, 343 nm viz Obrdazek 14. Hmotnostni
spektrum polyenu A v €ase 8,23 min bylo neurcité a jeho strukturni vzorec jsem nebyla
schopna urcit. Namétené hodnoty Polyenu B jsou (pro kmeny BCCO1092, BCCO1093,
BCCO1094, BCCO1095, BCCO1097, BCCO1104, BCCO2179, BCCO2282, BCCO2325,
a BCCO2389); tg = 9.42 min, m/z 745.4166, UV/VIS vinové délky absorpcnich maxim:
(289 nm), 327 nm, 343 nm, 362 nm viz Obrazek 14, 15 a 16.

U ctyt kment (BCCO1331, BCCO2259, BCC0O2295 a BCCO2309) jsem
nedetekovala Zadné metabolity, pfesto tyto kmeny maji hemolytickou a inhibi¢ni
schopnost (viz Tabulka 5 a 6). Kmeny jsem podle absence metabolitl nazvala jako tzv.

»INIC*.
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Kmen
BCCO0524

BCCOO0670

BCCOO0747

BCCO1092
BCCO1093
BCCO1094
BCCO1095
BCCO1097
BCCO1099
BCCO1104
BCCO1105
BCCO1106
BCCO1331

BCCO1341
BCCO2179
BCCO2196
BCCO2259

BCCO2282
BCCO2295

BCCO2309

BCCO2325
BCCO2389

Tabulka 8: Detekovane metabolity sbirky kmenut pomoci LC-MS po 72 h kultivaci v
tekutéem GYM médiu (postup izolace a LCMS viz kapitola 4.7 a 4.8)

Detekované metabolity
Candicidin A, A1,A3, Candicidin D, D1, V,a Vl a
Ascosin A1-A3
Neidentifikovana latka, tR = 13,6 min, A =399
nm
Neidentifikovana latka, tR = 6,7 min, A = 245,
305, 358 nm
Polyen B
Polyen B
Polyen B
Polyen B
Polyen B
Candicidin A, A1, A3 surugamid A
Polyen B
N/A
Polyen A
Polyeny, ani jiné screenované latky (targety)
nebyly detekovany
Filipin
Polyen B
N/A
Polyeny, ani jiné screenované latky (targety)
nebyly detekovany
Polyen B
Polyeny, ani jiné screenované latky (targety)
nebyly detekovany
Polyeny, ani jiné screenované latky (targety)
nebyly detekovany
Polyen B
Polyen B
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C18 C5H 44 0i1% FA ACN

H01109_KBE3_1106_10: 4849 (8.247) 5: Diode Aray
3259913 347 013 4 518e-2
4 fe-24
] 310.9913
3 fe-21
- ]
o,
2 0e-27
1.0e-24
j B03913  gazams
00 235 250 295 300 5 W0 315 40D 425 450 475 SO0 S5 S50 595 600 a5 6RO 675 700
C13 C3H 44 011% FAACH
01108 k6321097 10 5652 (5.418) &; Diiode Array
29913 1244
124 361 3913
1.0

IEam3
2889913

T1a29913
6509913658 9913

201109 4683 TR4Z_10x 5124 {8.539) 5: Diode Array

. 1.406&-1
1 dai- 338 QBIH;:.'.rggm Dee

12814

1.08-14 3139913

8.0e-24

B e 24
40e-29
E 6759813
20824 B46.9313

[

2458913
B A

Obrazek 14: UV/VIS absorpcni spektra; (A) polyenu A (BCCOI116 v tr = 8,23 min s
absorpcnimi maximy, 311 nm, 326 nm, 343 nm, (B) polyenu B (BCCO1092) v tr = 9,42 min s
absorpcnimi maximy, (289 nm), 327 nm, 343 nm, 362 nm, (C) kontrola TR1431, jeji absorpcni

maxima odpovidaji udajiim od vyrobce pro filipin Il (Amax, 323, 339, 357 nm)
( https://fnkprddata.blob.core.windows.net/domestic/data/datasheet/CAY/70440.pdf)
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C18 CSH 44 0i1% FA ACN

201109_K683_1082_10x 1: TOF MS ES+
10004 7454 0.080a
5.06e4
=
[ —pmempempmpeer

200 400 B.00 800 1000 1200 1400

Obrazek 15: LC-MS analyza polyenu B po 72 h kultivaci v tekutém GYM médiu. MS
chromatogram zaznamenany pro ion 745,4166.

1600

18 C5H 44 0i1% FA ACH
D01109_kES3_1092_10 487 (9.508) + 1: TOF MS ES+
745 4166 5 D6
. rasares [IMIHH] 50604
+_
[M+H]*-[H,0]
1174163
wi |
146 4367
1474335
r
565 364 . g B0 4255 T61.4307
70 7014 a9 a5ee 35 3T £H7 3678 555 1S5 78 cngoRs  pan47ne J0S44I8 049 5466
5/5 550 515 600 G5 BS0 G75 TO0 75 TS0 7I5 @00 E@S @S0 &75 900 8 9S50 :

Obrazek 16: Hmotnostni spektrum latky s tr = 9.42 min z LC-MS analyzy polyenu B
po 72 h kultivaci v tekutem GYM médiu. Ve spektru je patrny ion o m/z = 745,4166, ktery
odpovida pseudomolekulovému [M~+H]" iontu (po ztraté hydroxylové skupiny 727,4163).

Na zdkladé poméru izotopickych pikii a chyby méreni (<10 ppm) jsme navrhli sumarni
vzorce polyenu B (viz Obradzek 17).
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Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM ¢ DBE: min=-1.5, max =40.0

Monoisotopic Masgs, Even Electron lons
1422 formulade) evaluated with 17 results within limits (up to 50 bestisotopic matches for each mass)

Elements Uzed:

Mass | calc.mass | mpa [Pem [ DBE [ Formula lirrr Jirmmory | c [ 0 [ w [ o |

7454166 7454163 0.3 0.4 115 C4l Hel 012 .0 2.6 41 6l 1z
745.4176 1.0 <13 165 C42 HS7 M4 OB ga.6 4.2 42 57 4 8
745.4155 1.1 1.5 -0.5 <25 Hsl M3 017 a5 7.1 x 6l 08 17
745.4182 16 21  -1.5 29 HeS Mz 019 0.1 5.7 23 6 2z 19
745.4150 16 21 175 C38 HS3 MIO O6 §7.7 3.4 3|8 53 10 &
745.4190 24 3.2 215 43 HS3 M3 04 §9.7 5.5 45 53 8 4
745.4195 28 39 35 C30 Hsl Mg 015 89.3 5.0 3 6 & 15
745.4136 3.0 40 125 C37 HS7 NE O10 g6.2 1.3 ¥ 5 & 10
7454205 42 56 85 C3 HS57 MID Ol 8.7 4.3 i 57 10 11
745.4123 43 58 7.5 O35 Hsl Nz 014 8.2 0.9 s 6l 2 14
745.4118 4.8 6.4 255 C49 HS3 M4 O3 as 7.1 49 53 4 3
745.4217 51 6.5 05 47 HSF M2 06 W05 B2 47 57z &
745.4222 56 7.5 25 (34 Hss 017 86.9 2.6 34 65 17
745.4104 6.2 &3 205 C48 HSF 07 0.3 6.5 48 &7 7
745.4230 64 8.6 55 45 H53 NS 02 a1z B 48 53 8 2
745.4235 63 93 7.5 C35Hsl M4 013 860 1.7 I 61 4 13
745,4096 7.0 9.4 85 C32 HSF Mg 012 8.3 4.0 3 5 8 12

Obrazek 17: Navrhy sumarniho vzorce polyenu B s m/z 745.4166.

5.6 Test na pritomnost extracelularnich hemolytickych proteinii
v médiu

Po netspésné detekcei metabolitih pomoci LC-MS jsem supernatanty z tekuté
kultivace ,,NIC* kmenii podrobila testu na pfitomnost extracelularnich hemolytickych
proteini viz Obrazek 18 (postup viz kapitola 4.9). U negativni kontroly (inkubace
vzorkl pii 100 °C, 10 min) doslo ke ztraté hemolytické aktivity. U vzorkl testovanych

proteinazou K byla hemolytick4 aktivita zachovana stejné jako u pozitivnich

kontrolnich vzorki bez proteinazy K. Experiment nevyloucil milj piivodni ptedpoklad,

ze hemolytickou aktivitu zplisobuji polyenové sekundarni metabolity. Hemolyticka

aktivita pravdépodobné neni zpiisobovana extracelularnimi proteiny.
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Obrazek 18: Zachovani hemolytické aktivity u ,, NIC* kmenu
Horni obrazek — kmeny inkubované s proteindzou K, viditelné hemolytické zony po 48
hodinach, pri 28 °C
Levy dolni obrazek — pozitivni kontrola, viditelné hemolytické zony po 48 hodinach, pri
28 °C
Pravy dolni obrdazek — negativni kontrola, nepritomnost hemolytickych zon jiz po 24
hodinach, pri 28 °C

5.7 Ko-kultivace v parech s opakovanou LC-MS analyzou

Kultivovani ,,NIC* kmeni v parech mezi sebou (postup viz kapitola 4.4) slouzilo k
iniciaci tvorby sekundarnich metabolitl, které se snazim detekovat. Po 72 hod kultivaci
v tekutém GYM médiu jsem metabolity separovala pomoci SPE a analyzovala pouzitim
LC-MS (viz kapitola 4.7 a 4.8). Timto postupem jsem byla schopna u parat BCC0O2309
a BCCO1331, BCC0O2259 a BCCO2295 detekovat a analyzovat pfitomné latky.
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V parové ko-kultivaci mezi kmeny BCC0O2309 a BCCOI3I jsem detekovala
nezndmy polyen, ktery se podobal polyenu B viz Obrdzek 19 (UV-VIS absorp¢ni
maxima polyenu B jsou 327, 343 a 362 nm, absporp¢ni maxima nového polyenu jsou
346, 364 a 386 nm). Tuto substanci jsem nazvala jako Polyen C. Pfesnym méfenim m/z
pomoci vysokorozliSujiciho hmotnostniho spektrometru jsem urcila teoretickou
molekulovou hmotnost Polyenu C (My = 742, identifikaci pseudomolekulového iontu

[M+H]" = 743.4131) viz Obrdzek 20 a 21.

U ko-kultivovaného paru kmentt BCC0O2259 a BCC0O2295 jsem nenasla zadny
polyen, ale antifungélni ucinky téchto kmenii by mohlo zptisobovat nepolyenové

antibiotikum actiphneol, jehoz spektrum se pfi analyze naslo (viz Obrazek 22, 23 a 24).

U ko-kultivovanych part; (I) BCC0O2259 a BCC02309, (II) BCC0O2259 a
BCCO1331, (IIT) BCC0O2295 a BCC0O2309 a (IV) BCCO2295 a BCCOI33l, jsem

nedetekovala Zadnou substanci.
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C18 CSH PREMIER 83 0i1% FA ACN

211122_k706_2309_10x 4862 (7.768) 5: Dinde Array
363.7877 2471

1.89 457877
N

385 7aTY
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2867877

AU

193.7877
e

B50.7877
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nm
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 675 600 625 650 675 700

Obrazek 19: UV/VIS absorpcni spektrum polyenu C v tr = 7,73 min s absorpcnimi
maximy, 346 nm, 364 nm a 386 nm

C18 CSH PREMIER 83 0i1% FA ACN

211122_k70B_2308_10x &: Diode Array
7.3 34710000z

Range: 2.5682e+1

2.2e+1
2.0e+14
1.8e+14

1 Be+14

14e+14
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404 s
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Obrazek 20: LC-MS analyza polyenu C z ko-kultivovanych kmeniit BCCO2259 a

BCCO2295 po 72 h kultivaci v tekutem GYM médiu. MS chromatogram zaznamenany
pro ion 743.4131.
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18 CSH PREMIER 83 0i1% FA ACN
211122 _k706_2308_10x 395 (7.788) 1: TOF MS ES+
100 7434131 1474

7254041 |745.4156

%

1057 5701
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1058 5756
1485 8501
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Obrazek 21: Hmotnostni spektrum latky s tr = 7,73 min z LC-MS analyzy extraktu
sekunddrnich metabolitii ko-kultivovanych kmenit BCC0O2309 a BCCOI1331 po 72 h
kultivaci v tekutém GYM médiu. Ve spektru je patrny ion o m/z = 743,4131, ktery
odpovida pseudomolekulovému [M+H]" (po ztraté hydroxylové skupiny 725,4041) a
byl nazvan jako polyen C.
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Obrazek 22: UV/VIS absorpcni spektrum actiphenolu v tr = 4,637 min s
absorpcnim maximem 330,7877 nm
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Obrazek 23: LC-MS analyza actiphenolu z ko-kultivovanych kmenui
BCCO02259 a BCCO2295 po 72 h kultivaci v tekutéem GYM médiu.
MS chromatogram zaznamenany pro ion 276,1219.
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Obrazek 24: Hmotnostni spektrum latky s tr = 4,65 min z LC-MS analyzy extraktu
sekundarnich metabolitu ko-kultivovanych kmenit BCCO2259 a BCCO2295 po 72 h
kultivaci v tekutéem GYM médiu. Ve spektru je patrny ion o m/z = 276,1219, ktery
odpovida pseudomolekulovému [M~+H]" iontu actiphenolu (po ztraté H>O/po ztraté
hydroxylové skupiny 258,1144) s teoretickou hodnotou [M+H]" iontu m/z = 276.1158 .
Na zdklade poméru izotopickych pikit a chyby méreni <I0 ppm Ize konstatovat, Ze
detekovana latka ma molekulovy vzorec CisHi7NOy, coz odpovida actiphenolu.
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6 DISKUZE

Ve své praci se vénuji zmapovani produkce cytolytickych metabolitii u
streptomycet. Sekundarnimu metabolismus streptomycet bylo vénovano hodné
pozornosti, nebot” jeho produkty maji velké klinické vyuziti (napt. amphotericin B,
nystatin Al, pentamycin jsou dulezitd antimykotika a antiprotozoika (Knopik-Skrocka,
2002)) (Zhang et al., 2020). Piestoze hemolyticka aktivita (v SirSim slova smyslu
cytolyticka aktivita, tj. schopnost lyzovat eukaryotni buiiky) je soucasti sekundarniho

metabolismu, jeji samostatné projevy nebyly moc zkoumany.

Z divodu vysoké adaptability mikroorganismi ¢elime problémim vznikajici
rezistence na aktualné pouzivané latky (de Lima Procopio & da Silva & Martins & de
Azevedo, & de Aratijo, 2012). Z tohoto diivodu je snaha o nalezeni novych substanci

(naptiklad s mensi moznosti vzniku rezistence) klicova.

6.1 Hemolyticka a inhibi¢ni aktivita u Streptomyces spp.

Hemolyticka aktivita streptomycet ma dva dilezité vyznamy — 1. usnadnéni
schopnosti kolonizovat hostitelsky organismus nebo 2. prizptisobeni se samostatnému
ristu napt. v pidnim ekosystému. Prvnim je jeji role jako faktoru virulence a nastroje
oportunni patogenity pii pruniku streptomycet do hostitelského organismu. Druhym je
jeji role jako nastroje pro adaptaci a preziti ve vnéjSim konkurenénim prostiedi. Novejsi
studie podporuji vyznam hemolyzy jako faktoru virulence (Krouza Bergman, 2020) 1
ptesto, ze klinicky projev streptomycet je vzacny (Dunne & Burman, & Wilson, 1998).
Naptiklad Streptomyces coelicolor je schopna a-hemolyzy na KA (Thangamani et al.,
2013). Gen kodujici tuto schopnost (SCO1782) vykazuje sekvenéni podobnost s
hemolyziny Mycobacterium tuberculosis (62 %) spolu s cytolytickou aktivitou proti
lidskym fibroblastovym bunikdm (Thangamani et al., 2013). Filipin produkovany
kmenem Streptomyces sp. TR1341, ktery byl izolovany ze sputa pacienta s chronickym
zanétlivym onemocnénim plic, je odpovédny za B-hemolyzu kmene (Herbrik et al.,
2020). Z tohoto divodu lze predpokléadat, Ze hemolyza je (podobné jako inhibice)
soucasti virulence potencialné patogennich kmenii. Hemolytickéa aktivita
pravdépodobné streptomycetam zajist'uje ptisun zivin (Zeleza). Hemolyziny maji
obecné cytolyticky efekt (nelyzuji tedy jen erytrocyty, ale i jiné eukaryotické burky)
(Vesper, & Jo Vesper, 2004), ktery vede k uvolnéni hemového Zeleza a dalSich Zivin
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z rozpadlych bunék a jejich utilizaci bakteriemi. Cim efektivngjsi mechanismy zisku
zivin organismus ma k dispozici, tim 1épe dokaze ve vysoce kompetitivnim prostiedi,
jakym je pudni ekosystém (mikromycety) nebo télo hostitelského organismu
(bezobratli), piezivat, rist a mnozit se. Takto se mize cytolyticka aktivita
(detekovatelnd hemolyzou na KA) projevit jako faktor virulence pii vstupu
streptomycet do lidského téla. V pribéhu zanétu télo zahajuje mechanismy pro
automatické snizeni koncentrace zeleza, které se uvoliiuje z rozpadlych erytrocyta a
slouzi jako zdroj zivin pro patogeny. ZvySuje syntézu feritinu a transferinu (bilkovinné
pfenaSece Zeleza) za soucasného omezeni asimilace Zeleza z potravy a jeho vstfebani

v tenkém stfeveé (Kalidasan & Joseph & Kumar & Hamat, & Neela, 2018).

Screening 102 lidskych a 184 pidnich kment streptomycet ukézal, ze hemolyticka
aktivita neni vylucné jen u kmeni Zijicich uvnitf téla hostitele, ale i u kmenti Zijicich
v pudé (B-hemolyza; 56 % ptdnich kmenti, 77,5 % klinickych izolat) (Herbrik et al.,
2020). Podobné vysledky poskytla i jina studie (B-hemolyza; 51,5 % pidnich kment,
75,5 % na Cloveka adaptovanych kmen) (Wurzer, 2019). Z tohoto screeningu vychazela i
bakalafska prace Natalie Krouza Bergman, kterd méla k dispozici sbirku piidnich
B-hemolytickych kmend, z nichz nékteré jsou pouzity i v této praci; BCCO0524,
BCCO0670 (Krouza Bergman, 2020). Bergman v izolatech -hemolytickych kmeni
(BCCO0486, BCCO0519, BCCO0524, BCCO0670, BCCO1499, BCCO1747 a
BCCO02155) detekovala filipin, streverten, ascosin a candicidin (polyenova antibiotika)
a jejich hemolytickou aktivitu potvrdila pomoci ethyl-acetatové precipitace (postup viz
kapitola 4.6). V moji praci jsem pracovala s §irsi sbirkou B-hemolytickych streptomycet,
které byly izolovany nejen z ¢isté padniho prostfedi (BCCO524, BCCO670, BCCO747,
BCC02259, BCC0O2295, BCCO2309, BCCO2325 a BCCO2389), ale téz z tél
bezobratlych zivocichli (BCCO1092, BCCO1093, BCCO1094, BCCO1095, BCCO1097,
BCCO1099, BCCO1104, BCCOI1105, BCCO1106, BCCO1331, BCCO2179 a BCCO2196),
¢1 z kotenového systému rostlin (BCCO2282). Vysledky moji prace, obdobné jako
vysledky v praci Bergman, by mohli potvrdit druhy vyznam hemolyzy jako nastroje pro
adaptaci a pieziti v konkuren¢nim prosttedi. Vzhledem k tomu, Ze lidské kmeny
streptomycet pivodné s nejvyssi pravdépodobnosti z pidy pochazely (pfevazovaly
1zolaty z plic hornikti ¢i zeméd¢€lch (Herbrik et al., 2020)), je dilezité této hypotéze

veénovat vétsi pozornost.
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Inhibi¢ni aktivitou madm na mysli produkci metaboliti (antimykotik, antibiotik atd.),
které zastavuji rist konkuren¢niho organismu (eukaryotniho, ale i prokaryotniho). Ve
sv¢ praci zkoumam aktivitu inhibi¢ni i hemolytickou, nebot’ se domnivam, ze jsou spolu
provazany a navzajem se dopliuji. Polyenova antibiotika, jako je streverten A,
filipinové slouCeniny nebo candicidiny, maji antifungélni a také hemolytické schopnosti
(Kim et al., 2011), coz naznacuje, ze tyto dvé vlastnosti jdou ruku v ruce. Kmen
Streptomyces TR1341 produkci filipinu zptisobuje hemolyzu a zaroven inhibuje tvorbu

polysacharidového pouzdra Streptococcus pneumoniae (Herbrik et al., 2020).

Vybérem vhodného modelového eukaryotniho organismu (Candida albicans) a jeho
ko-kultivaci na KA jsem mohla hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu vzajemné sledovat.
Pti ko-kultivaci v exponencidlni fazi (24 hod) pfevladala neuplna B-hemolytickd aktivita
a k inhibici Candida albicans do§lo jen u kmene BCC0O0524 a BCCO1099 (viz Tabulka
3 a fotografie v ramci ptilohy na CD). Pfi ko-kultivaci ve stacionarni fazi rtstu (48 hod
samostatna kultivace, celkové 72 hod ko-kultivace) byla u v§ech kmeni viditelna Gplna
B-hemolyticka aktivita (viz fotografie v ramci pfilohy na CD) a k inhibici Candida
albicans doslo u 9 kment (viz Tabulka 4 a 5). Produkce antibiotik a antimykotik, které
inhibuji rist organismt, bézn¢ nastupuje mezi piechodem z exponencidlni faze do
stacionarni, kdy je streptomyceta zraniteln¢jsi (dochézi ke kanibalizaci vlastniho
substratového mycelia z diivodu malnutrice (Chater & Biré & Lee & Palmer, &
Schrempf, 2010)) a proto zahajuje obranné mechanismy proti konkurentim ve vné&j$im
prostiedi. Velikost inhibi¢nich zon byla ve vétSin€ pfipadl shodna s délkou zon
hemolytickych (viz Tabulka 5). Pii ko-kultivaci kmenti (BCCO1095, BCCO1097,
BCCO01099, BCCO0O2309 a BCC0O2389) na GYM médiu (bez erytrocytil) dochdzelo
k inhibici ristu mikroorganismu méné (u 3 pfipadi z 5 viz Obrdzek 9, inhibi¢ni zony
byly u kmentt BCCO1095 a BCCO1099 kratsi nez na KA viz porovnani hodnot
z Tabulka 5 a Obrazek 9). Vysledky by mohly potvrzovat vzajemnou souvislost
hemolytické a inhibi¢ni aktivity, nebot’ je z nich patrné, ze; (I) ob¢ aktivity jsou
v exponencidlni fazi slabé a jejich Uplny projev se dostavi az ve fazi stacionarni
(velikost hemolytickych zon je nejdelsi ve stacionarni fazi, viz porovnani hodnot
z Tabulka 5, k nejvétSimu poctu inhibic rastu mikroorganismit dochazi ve stacionarni
fazi), (II) velikost hemolytickych a inhibi¢nich zon (pro Candida albicans, ve
staciondrni fazi) je ptiblizn€ stejnd, viz Tabulka 5. Zaznamenala jsem piipad, kdy se
uplna B-hemolytickd aktivita v exponencialni fazi projevila, ale k inhibici Candida
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albicans doslo az pti ko-kultivaci ve stacionarni fazi (kmen BCCO2179 viz Tabulka 3 a
4 a fotografie v rdmci pfilohy na CD). Dfivéjsi ¢innost hemolyzy by mohla potvrzovat
jeji roli jako mechanismu k zajisténi piisunu zivin pro dalsi vyvoj a produkei

bioaktivnich (v tomto ptipadé antimykotickych) latek.

6.2 Vliv mezidruhovych interakci a vnéjSiho prostredi na
metabolismus

Je znamo, Ze se streptomycety ucastni mnoha mezidruhovych interakci
symbiotického, nebo patogenniho razu. Kromé Streptomyces somaliensis a
Streptomyces sudanensis (Seipke & Kaltenpoth, & Hutchings, 2012) nebyly
streptomycety v humanni medicin€ ¢asto uvadény jako pficina infekce (Dunne &
Burman, & Wilson, 1998). Nov¢jsi studie ovSem ukazuji pfitomnost streptomycet pii
lidskych onemocnéni plic, kde figuruji jako primarni patogeny (po vylouceni jinych
patogent kultivaci byly izolovany v ¢isté kultufe vzorkl tkané (Dunne & Burman, &
Wilson, 1998), nebo pomoci mezidruhové interakce zvySuji virulenci napt. Haemophilus
influenzae (Manteca et al., 2008). Interakce s organismy z riznych taxonl stimuluje
produkci piisluSnych metabolitii a vede k rozvoji biosyntetickych drah sekundarniho
metabolismu (jako napiiklad drahy syntézy polyenovych antibiotik). Naptiklad
aktinomycety, které ziji mutualisticky s hnédymi fasami, produkuji filipiny (Parrot et
al., 2019), zatimco symbionti mravenct produkuji candicidiny (Haeder & Wirth & Herz,
& Spiteller, 2009).

Pro testovani morfologie a sekundarniho metabolismu streptomycet jsem kmeny
kultivovala na mediich s krvi i bez krve. Vysledky ukézaly rozdily v morfologii mezi
jednotlivymi streptomycetami, které produkovaly rizné sekundarni metabolity
s B-hemolytickou aktivitou (hemolyziny). U kmeni, které pochazeji z rozdilného
prostfedi a vedou jiny zpusob Zivota (samostatny, nebo asociovany s jinymi organismy)
doslo k rozdilnym projeviim sporulace a k rozdilné velikosti a intenzit¢ hemolytickych
z6n viz Obrdzek 5. VéEtSina kment asociovanych se ¢lenovei BCC0O1092, BCCO1093,
BCCO1094, BCC01095, BCCO1097, BCCO1099, BCCO1106, BCCO2179 a BCCO2196
(a ptidni samostatné zijici kmen BCCO2389) tvotila tiplnou B-hemolyzou a silnou
sporulaci. VétSina samostatné Zijicich pidnich kmeni tvofila aplnou f-hemolyzu

s men$i mirou sporulace (BCCO0524, BCCO0670, BCCO0747 a BCCO2325), jejich
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kolonie byly kruhovité a dobte ohrani¢ené. Kmen BCC0O2282 asociovany s koteny Zea
mays (kukufice) se morfologicky podobal ptidnim kmentim se slabsi f-hemolytickou
aktivitou a bez sporulace viz Obrazek 5. Vysledky naznacuji, ze kmeny tvofici
mezidruhové interakce se ¢lenovci by mohly mit vétsi schopnost tvorby hemolytickych

metabolitli (nebo mohou mit jejich hemolyziny vyssi toxicitu) a vétsi miru sporulace.

Pro ovéfeni vlivu mezidruhovych interakci na metabolismus streptomycet jsem
kmeny ko-kultivovala s Sesti riznymi mikroorganismy (Candida tropicalis, Candida
albicans, Streptococcus pneumoniae M faze, Streptococcus pneumoniae R faze,
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa) za raznych podminek (v
exponencialni a staciondrni fazi na KA viz Tabulka 3 a 4). Velikost hemolytickych zoén
byla pfi ko-kultivaci kmenil s mikroorganismy vétsi nez piti samostatné kultivaci
streptomycet na KA (viz porovnani hodnot zmétenych hemolytickych zon z Tabulka 2 a
5). K podobnym vysledktim dosla ve své praci i Mgr. Wurzer, ktera ukézala, ze velikost
B-hemolyzy je vyraznéjsi u kment streptomycet (pidnich i klinicky odvozenych) pfi
ko-kultivaci s lidskymi patogeny; P. aeruginosa a S. aureus (Wurzer, 2019). Hemolyza
by tedy mohla hrat roli jako mechanismus souvisejici se soutéZzenim s kompetitivnim

organismem o zdroje prostredi, pfipadné k jeho predaci.

Streptomycety velice Casto sdileji piidni prosttedi s houbami a vétSina
produkovanych metabolitl streptomycet ma antimykotické ucinky (Cole & Jarvis, &
Schweikert, 2003). Je mozné, Ze interakce mezi nimi jsou pfi¢inou podobnosti Zivotniho
cyklu streptomycet s Zivotnim cyklem vétSiny hub. Houby jsou zndmymi producenty
antibiotik a hemolyzinti v ptidnim prostfedi (Nayak et al., 2011). Vylucuji fosfolipazy,
které interaguji s membranami hostitelskych bunék a vedou k lyze. Mezidruhové
interakce s houbami by tedy mohly byt pfi¢inou exprese hemolyzinii u ptidnich
streptomycet. Z téchto divodi jsem jako vzorovy mikroorganismus pro dalsi

ko-kultivace (viz Tabulka 5 a 6) zvolila kvasinku Candida albicans.

U ,,NIC* kment jsem nebyla pti bézné kultivaci (72 h v GYM tekutém meédiu)
schopna detekovat zddné metabolity, nicméné jejich hemolyticka a inhibi¢ni aktivita
byla prokézéana (viz kultivace na KA Tabulka 2). Po vylouceni ptitomnosti
extracelularnich hemolytickych proteini pomoci experimentu s proteinazou K (viz

Obrazek 18) bylo ziejmé, Ze produkované hemolytické metabolity bud’ nejsou polyeny,
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(na které jsem se pii identifikaci latek zamétovala), nebo nejsou mymi postupy
izolovany v dostate¢né koncentraci pro analyzu (velké ztraty pii ptipravé vzorku
pomoci SPE). Predpokladala jsem, Ze experiment parové ko-kultivace (postup viz
kapitola 4.4) mezi jednotlivymi zastupci streptomycet, by mohl vést ke

zvySené produkci metaboliti. Vysledky parové ko-kultivace mezi ,,NIC* kmeny mij
ptedpoklad podpofily, nebot’ v izolatech paru BCC0O2309 a BCCO1331 jsem uspésné
detekovala novou polyenovou substanci (oznac¢enou jako Polyen C)(viz Obrazek 20) a u
paru BCCO2259 a BCCO2295 ne-polyenové antimykotikum actiphenol (viz Obradzek
23). Vysledky naznacuji, ze ptitomnost konkurenéniho mikrorganismu (v tomto ptipadé
stejného rodu) aktivuji produkci sekundarnich metabolitd, coz je podpoteno jiz

publikovanymi vysledky (Boruta, 2021).

6.3 Zavislost produkce metabolitii na fazi Zivotniho cyklu

Z fyziologického hlediska mé vyznam rozdéleni zivotniho cyklu streptomycet na
exponencialni a staciondrni fazi riistu. Zakladnim pfedpokladem je, Ze produkce
sekundarnich metabolith pii kultivaci za laboratornich podminek nastava na zacatku
stacionarni faze rustu (respektive mezi pfechodem z exponencialni do stacionarni faze)
streptomycet, kdy je substratové mycelium dobie viditelné a dochazi k riistu vzdusnych
hyf (Wink, 2017). Pti kultivaci streptomycet v tekutych médiich, kde se vzdusné hyty
vétsinou nediferencuji, nastava produkce metabolitl rovnéZ ve staciondrni fazi, kdy se
rust zpomaluje aZ zcela zastavuje v zavislosti na malnutrici (Wink, 2017), (McCormick,

& Flardh, 2012).

Soucasné studie ukazuji, Ze 1 produkce proteinii specifickych pro stacionarni fazi
muze byt ovliviiovdna geny exprimovanymi jesté v exponencialni fazi. Aktinorhodin je
polyketidové antibiotikum produkované S. coelicolor A3 a jeho produkce je normalné
pozorovatelné u kultur ve staciondrni fazi ristu. Gen actl/l-ORF4 za béZnych podminek
aktivuje biosyntetické strukturni geny (actlll a actVI-ORFI) a tim produkci
aktinorhodinu. VloZeni mnoha kopii plazmidu s act/I-ORF'4 vedlo ke zvySeni hladiny
mRNA biosyntetického strukturniho genu actl/l-oRF4 (déle 1 actlll) a k produkci
aktinorhodinu jiz béhem exponencialni faze rtistu. Tento vysledek naznacuje, Ze syntéza
aktinorhodinu zavisi pouze na dostatecném mnozstvi aktiva¢niho genu (act/I-ORF4) a

ne jen na obdobi faze rstu (Gramajo & Takano, & Bibb, 1993).
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V moji praci jsme kmeny kultivovala v exponencialni a pak stacionarni fazi
rustu a pozorovala jsem jejich hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu (viz Tabulka 3 a 4).
Z vysledk je patrné, Ze k inhibici dochazi mnohem castéji az ve stacionarni fazi rastu
streptomycety (v 37 piipadech, na rozdil od 6 ptfipadl v exponencialni fazi, viz Tabulka
3 a 4). Podobné vysledky plati i pro hemolytickou aktivitu (ve stacionarni fazi prevlada
uplna B-hemolyza a vétsi hemolytické zony nez ve fazi exponencialni, viz Tabulka 5 a
fotografie v ramci piilohy na CD), ¢imZ moje vysledky odpovidaji vyse uvedenym

studifm (Wink, 2017), (McCormick, & Flirdh, 2012).

Nové poznatky poskytla prace Ing. Cihéka, ktery upozornil na produkci
metabolitd ve fazi kliceni spor (Cihak et al., 2017). Tyto metabolity jsou pro toto obdobi
zivotniho cyklu specifické (v exponencialni a stacionarni fazi nebyly zachyceny).
Pomoci LC-MS Ing. Cihak detekoval produkci antibiotika albaflavenonu, polyketidu
germicidinu A a chalkonu u S. coelicolor. U poslednich dvou sloudenin Ing. Cihak
odhalil jejich inhibi¢ni u¢inek na maturaci spor (germicidin je prvni znamy
autoregulacni inhibitor kliceni spor rodu streptomycet (Petersen & Zahner & Metzger &
Freund, & Hummel, 1993) a bylo prokdzano, Ze rovnéz inhibuje prodluzovani
vzdusnych hyf (Aoki & Matsumoto & Kawaide, & Natsume, 2011)), coz vedlo k teorii,
ze sekundarni metabolity pochazejici z rané faze mikrobialniho ristu mohou
koordinovat dal§i vyvoj (v ramci quorum sensing kaskady), a/nebo hrat roli v kompetici

s organismy Vv jejich pfirozeném prostiedi (Cihék et al., 2017).

Zavéry z prace Ing. Cihaka mé vedly k uvaze, zda v nasich ko-kultivacich v
exponencialni fazi nemohly vzniknout specifické metabolity. Tato teorie nebyla v této
préci testovana. Navrhem pro detekci metabolitii exponencialni faze je ko-kultivace
streptomycet (BCCO0524, BCCO1099, BCCO1104 a BCCO1341) s mikroorganismy,
které inhibovaly (viz Tabulka 3) v tekutém GYM médiu po dobu 24 hodin a ovéfenti,
zda se tyto potencialné detekované metabolity liSi od metaboliti detekovanych ve

staciondrni fazi (viz Tabulka 8) pomoci LC-MS.
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6.4 Polyenova antibiotika a hemolyziny Streptomyces

Ptredpokladem této prace je, ze polyenova antibiotika mohou byt hlavni pfic¢inou
hemolytické aktivity u Streptomyces spp. Miyj ptredpoklad vychazel z prace Bergman,
ktera popisovala mozny cytolyticky G€inek polyenii na membrany erytrocyti. Jak bylo
vysvétleno v kapitole 3.3.2, nejcastéji se predpoklada, ze mechanismem, kterym
polyenova antibiotika indukuji hemolyzu, je tvorba porti. Destabilizace fosfolipida
v eukaryotni membrang¢ je diisledkem absorpce ergosterolu polyenem (Kristanc & Bozi¢
& Jokhadar & Dolenc, & Gomiscek, 2019). Polyeny mohou také tvofit reaktivni formy
kysliku nebo inhibovat membranovy transport urcitych aminokyselin a glukdzy

(Kristanc & Bozi¢ & Jokhadar & Dolenc, & Gomiscéek, 2019).

Nové polyeny byly nepietrzité¢ objevovany od druhé poloviny dvacétého stoleti.
Nékteré z nich jsou uvedeny i v této praci, konkrétn¢ jde o filipin, streverten A a
candicidiny. Vétsina téchto sloucenin, véetné strevertenu a filipinu, ma antifungalni a
také hemolyticky tcinek (Kim et al., 2011). Piiklady znamych polyenovych antibiotik
produkovanych Streptomyces spp. s hemolytickou aktivitou jsou: (I) filipiny
produkované S. filipinensis, S. avermitilis a S. miharaensis (Payero et al., 2015), které
vedou k tvorbé velkych agregati v membranég erytrocytt, a tim k perforaci (Knopik-
Skrocka, 2002); (II) amfotericin B, produkovan S. nodosus (Caffrey & Lynch & Flood
& Finnan, & Oliynyk, 2001) a nystatin, produkovan S. noursei (Fjervik, & Zotchev,
2005), které tvofi mensi agregaty v membranach, ¢imz je €ini propustnymi pro
molekuly s nizkou hmotnosti (Knopik-Skrocka, 2002); (III) candicidiny, produkované
riznymi kmeny streptomycet pochazejicimi z pidy, ale i z mote (She et al., 2020), meni
permeabilitu bunééné membrany, coz vede k hemolyze (Brajtburg & Medoff &

Kobayashi & Elberg, & Finegold, 1980).

Pro ovéfeni inhibicni a hemolytické aktivity produkovanych metabolitd jsem
sekretované metabolity izolovala ethyl-acetatovou precipitaci s naslednou kultivaci
diskt filtra¢nich papirkt napusténych izolovanymi metabolity na KA (v jednom
ptipad€)(viz Obrazek 12) a na KA spolu s Candida albicans (v druhém)(viz Obradzek
13). Vysledky uvedené v kapitole 5.4 nevyvraceji hemolytickou a antimykotickou

funkei polyenti. Pro potvrzeni téchto vysledkl by se musela provést delece genu
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kodujiciho produkei jednotlivych metaboliti, ¢imZ by hemolyticka a inhibi¢ni aktivita

jiz neméla byt pozorovatelna.

Vysledky moji prace ukazuji, ze mnoho ptidnich zastupct produkuje
antifungalni latky s cytolytickou aktivitou, z nichz nékteré by snad mohly byt vyuzity
v medicin€. Pfedbézny screening dalSich piirodnich zastupct na jejich B-hemolytickou
aktivitu a nasledné testovani na fungicidni slouceniny by mohl byt jednou z moznosti
vyuziti poznatkid prace pro nalezeni novych substanci. Slo by o levny a snadny zptisob

predbézného testovani, umoziujici screening mnoha kmenti najednou.

6.5 Identifikované substance sekundarniho metabolismu: filipin,
streverten A, candicidiny a ascosin a nové nalezené substance;
polyen A, B, C a actiphenol

Filipin:

Filipin je pentaenové makrolidové antibiotikum (neglykosylovany polyen)
s hemolytickou a antimykotickou aktivitou, kterd je dobfe zdokumentovana (Whitfield
& Brock & Ammann & Gottlieb, & Carter, 1955). Primyslovym producentem filipinu je
S. filipinensis a jeho vyuziti spoc¢iva naptiklad v detekci a kvantifikaci cholesterolu v
biologickych membréanach a jako néstroj pro diagnostiku Niemann-Pickovy choroby
typu C (Payero et al., 2015). Kmen TR1341, ktery je producentem filipinu, byl v moji
préci pouzit jako pozitivni kontrola hemolytickych schopnosti, nebot’ jeho
B-hemolyticka aktivita byla prok4zany jiz v praci Ing. Herbrika (Herbrik et al., 2020).
Ing. Herbrik potvrdil aktivitu filipinu vypnutim odpovidajiciho biosyntetického
genového klastru; jeho delece vedla u kmene TR1341 ke ztraté¢ hemolytickych
schopnosti testovanych na KA (Herbrik et al., 2020). Pomoci SPE a LC-MS jsem filipin
III detekovala rovnéz u kmene BCCO2155 porovnanim absorpénich maxim z UV/VIS
spektra (323, 339 a 357 nm). Jeho hemolytickou aktivitu jsem potvrdila kultivaci na KA
viz Tabulka 2.

Candicidiny a surugamid A

Slouceniny Candicidinii byly detekovany u kmene BCC0O0524 a BCC0O1099

(viz Tabulka 8). Candicidiny jsou aromaticka, polyenova, makrolidova antibiotika
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produkovana S. griseus IMRU3570 (Szczeblewski et al., 2017). Hlavni slozky
candicidinu a ascosinu (detekovaného u kmene BCCO0524) jsou strukturaln¢ identické
a lisi se jen relativnim mnoZzstvim jednotlivych slozek (Candicidin D je identicky

s ascosinem A2 a levorinem A2) (Szczeblewski et al., 2017). Podle literatury se
candicidinovy komplex skladé az z deviti slozek, oznacenych jako candicidin A az 1, z
nichz pouze hlavni slozka, candicidin D byla strukturn¢ charakterizovana (Szczeblewski

etal., 2017).

Surugamid A byl detekovéan rovnéz u kmene BCCO1099. Surugamidy jsou
skupinou neribozomalnich peptidd, které byly poprvé izolované z motskych zastupcii
streptomycet asociovanych s moiskymi houbami (napt. Streptomyces sp. SM17)
(Almeida et al., 2019), ale jejich produkce byla neddvno zaznamenand i u pidniho
kmene S. albidoflavus J11074 pfti kultivaci za specidlnich podminek (piisobenim
stresového faktoru) (Almeida et al., 2019). Jde o latky s protirakovinnymi a
antimykotickymi u¢inky. Surugamid A a jeho blizce ptibuzné derivaty, surugamidy B-E,
jsou cyklické oktapeptidy obsahujici D-aminokyselinu (D-isoleucin). Protirakovinné
aktivity dosahuji inhibici bovinniho katepsinu B a cysteinové protedzy (Almeida et al.,

2019).

Actiphenol

Sloucenina byla detekovana u ko-kultivovaného paru kmentt BCCO2259 a
BCCO02295. Actiphenol patii mezi fenolové kyseliny produkované zastupci
streptomycet. Je znamy pro své antifungalni ucinky, které byly prokazany v diskovém
testu; actiphenol (50 pg/disk) potencoval antifungalni aktivitu mikonazolu (polozka ¢.
15420) proti Candida albicans (Human et al., 2016). Actiphenol ma i antivirové u¢inky
(je aktivni proti viru coxsackie B3 a viru chiipky A (IC50s = 14,37 a 34,4 pg/ml)). Jeho

funkce je zaloZena na inhibici translace u eukaryot (Human et al., 2016).

Nové substance:

U kmentt BCCO0670 a BCCO0747 byly nalezeny nov¢ latky (viz Tabulka §8).
Tyto latky pravdépodobné nejsou polyeny, protoze nevykazuji jim odpovidajici

absorp¢ni spektra. Nelze vSak vyloucit, Ze se jedna o latky, které maji u téchto kment
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hemolyticky Gi¢inek, nebo se né&jak na hemolyze podileji (komunikace s Ing. Cihdkem).
Nepolyenové latky vychytavajici uvolnéné zelezo z lyzovanych erytrocytd jsou
naptiklad siderofory; malé peptidy, které tvoii komplexy se zelezem (Chater & Bir6o &
Lee & Palmer, & Schrempf, 2010). Siderofory pravdépodobné nezplisobuji samotnou
hemolyzu, ale po jejim probéhnuti mohou napomahat streptomycetam zajistit si z okoli

dostatek iontu zeleza.

U kmentt BCCO1092, BCCO1093, BCCO1094, BCCO1095, BCCO1097,
BCCO1104, BCCO1106, BCCO2179, BCCO2282, BCCO2325, BCCO2389 a
BCCO02309+BCCO1331 (viz Tabulka 8 a Obrazek 19, 20 a 21) jsem detekovala nové
nalezené substance, které¢ jsou oznacovany jako polyen A, B a C. Tyto latky maji na
zaklad¢ specifickych absorpénich spekter ve své struktute pfitomny polyenovy kruh;
Polyen A (311, 326 a 343 nm), Polyen B (327, 343 a 362 nm), Polyen C (346, 364 a 386
nm). Pfesnym métenim m/z pomoci vysoko rozliSujiciho hmotnostniho spektrometru a
pomérem detekovanych izotopickych pika jsem navrhla nékolik sumérnich vzorci
polyenu B (viz Obrdzek 17). Idealni jsou névrhy, které maji nizké ppm a zastoupeni
atomu prvkl odpovidajici polyentim, tj. C, H, O (jako napt. filipin III); C41He1O12 (nizké
ppm 0,4), C34Hes017 (vysoké ppm 7,5, ale akceptovatelné <10 ppm) a CasHs707 (vysoké
ppM 8,3, ale akceptovatelné <10 ppm). Pokud by se podatilo nalézt jiz popsany polyen
se sumarnim vzorcem C41Hg1O12 mohl by se pouZit jako standard pro ovéteni spravnosti
mého navrzeného sumdarniho vzorce (latky by ve srovnani mély poskytovat stejné
retencni ¢asy a mély by byt ztotoZnény s hmotou, tzn. byl by identifikovan stejny
pseudomolekulovy ion [M+H]"). Nicméné pouha LC-MS nestaci a pro piimé uréeni
struktury polyenu B by se musela provést nuklearni magneticka rezonance pro kterou je
potieba mit dostatek Cisté latky polyenu B (pfi SPE i samotné LC-MS dochézi k velkym
ztratdm). Pokud produkce bakterialniho kmene neni dostatecnd, musi se zvysit (napf.
vhodnou genetickou manipulaci), anebo se musi optimalizovat procesy extrakce,

purifikace a zakoncentrovani, aby se ztraty co nejvice minimalizovaly.

Hmotnostni spektrum polyenu A bylo neur€ité a jeho sumarni vzorec jsem z n¢j
nebyla schopna urcit. Polyen C se absorpénimi maximy v UV/VIS oblasti (viz Obrdzek
19) podobal polyenu B (viz Obrdzek 14) proto je mozné, Ze jejich sumarni vzorce se
rovnéz budou podobat. V obou piipadech (u polyenu B 1 C) by se mohlo jednat o latku

s 6 dvojnymi vazbami. Vychazim ze skutecnosti ziskanou méfenim, kdy rostouci pocet
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konjugovanych dvojnych vazeb v polyenovém kruhu vede k posunu absorpénich maxim
k vys$$im hodnotam (napf. filipin vs. candicidin) (Brown, 2000). Oproti filipinu, nebo
fungichrominu (s 5 dvojnymi vazbami) ma polyen B a C vy$s§i maxima spektra a

soucasn¢ ma nizs$i maxima oproti candicidinu (s 7 dvojnymi vazbami).

6.6 Vysledek vlivu GBL na hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu

Molekuly GBL se v laboratofich pouzivaji pro stimulaci a iniciaci metabolické
produkce, nebot’ i1 v pfirozeném prostiedi hraji roli autoregulacnich signalnich molekul
(Daniel-Ivad & Pimentel-Elardo, & Nodwell, 2018). Zprosttedkovavaji mezidruhovou
komunikaci prostfednictvim komunikac¢nich drah, které jsou svou funkci podobné
quorum sensing systému. Podobné ucinky jako GBL maji i molekuly NAG (Chen &
Cui & Wang & Wang, & Wen, 2020).

Pro zkoumani vlivu GBL na metabolismus u mezidruhovych interakci jsou
vhodnymi modely kmeny streptomycet, které obsahuji jen jeden typ gent pro GBL.
Piikladem je kmen Streptomyces albidoflavus J1074, ktery mé gen kodujici receptor
GBL (XNR_4681) a gen pro biosyntézu GBL chybi. Heterologni exprese
biosyntetickych GBL genti (ScbA, ScbC a ScbB) z S. coelicolor v S. albidoflavus vedla
k nové produkci paulomycinu (Zhang et al., 2020). DalSim ptikladem je gen SVBI z
Streptomyces venezuelae, ktery je strukturalné identicky s genem SCB3 z S. coelicolor.
Gen SCB3 miiZze modulovat produkci ptibuznych sekundarnich metabolitli u obou

kment (S. venezuelae 1 S. coelicolor) (Zou et al., 2014).

V moji préaci jsem ukazala mozny pozitivni i€inek GBL zejména na produkci
inhibi¢nich metabolitl. Pfitomnost signdlnich molekul GBL dispergovanych v médiu
vedla ke zvySeni produkce inhibi¢nich metabolitl, coz bylo patrné zvétSenim
inhibi¢nich z6n (viz Tabulka 6), ovsem hemolyticka aktivita nebyla pfidavkem GBL
piili§ ovlivnéna (primérna velikost hemolytickych zon zlstala zhruba stejna, viz
Tabulka 6). U kmene BCCO2196 byl patrny u¢inek GBL (i NAG) na ¢asnou sporulaci
(respektive na urychleny pfechod k ristu vzdusnych hyf a k tvorbé spor)(viz Obrdzek
11). Pro potvrzeni tohoto vlivu jsem kmeny BCCO1095, BCCO1097 a BCC0O2389
kultivovala na agarech v koncentracnim gradientu GBL/NAG (rozmezi koncentrace

0-25 pug.ml™). Mira sporulace a velikost inhibi¢nich zon byly pfimo imérné koncentraci
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GBL v gradientu (se zvysujici se koncentraci se zvétSovala inhibi¢ni z6na a mira
sporulace, ktera byla hodnocena subjektivné viz Obrazek 10). Tyto vysledky ukazuji na
mozny pozitivni u¢inek GBL na indukeci cytolytickych metaboliti. ZvySena biosyntéza
je pravdépodobné diisledkem signalni funkce GBL molekul. Pfirozend produkce téchto
latek do média poméha streptomycetam koordinovat vyvojovy cyklus v zavislosti napf.
na dostupnosti zivin ¢i signali a efektivné reagovat na kompetitivni ko-kultivovany
organismus (urychluji pfechod do stacionarni faze k riistu vzdusnych hyf a k sporulaci,

vcetné zvySené produkce bioaktivnich latek).

Pokud vezmeme v ivahu, Ze ¢ast genomu streptomycet je tvoiena kryptickymi
genovymi klastry pro produkci sekundarnich metaboliti (Zazopoulos et al., 2003) je
mozné piedpokladat, ze po ptidani GBL by mohla byt aktivovana exprese n¢kterych
kryptickych klastrti a produkce novych bioaktivnich metabolitl. Tuto hypotézu
podporuje jiz zminény vyzkum mezidruhovych interakei u S. albidofavus J1074, ktery
pfi detailn€jSim pozorovani heterologni exprese SCBs gentl S. coelicolor ukazal
nezbytnou ptitomnost genu S. albidoflavus pro receptor SCBs (XNR_4681) pro produkci
paulomycinu (Zhang et al., 2020). Z toho plyne, Ze informace o biosyntéze SCBs
molekul a paulomycinu by mohla byt ulozena jiz v piivodnim genomu S. albidoflavus,
ale je kodovana kryptickymi klastry, tzn. exprese téchto gent neni za standardnich
laboratornich podminek aktivovana. K aktivaci t€chto kryptickych klastri je tieba
exogennich biosyntetickych genti (napt. SchA4, ScbC a ScbB z S. coelicolor) z jinych
streptomycet pii jejich mezidruhové interakci (Zhang et al., 2020).

Pro ovéfeni u€inku GBL na produkci novych metabolit v pidnich izolatech z této
prace navrhuji navazujici experiment. Kmeny streptomycet by se kultivovaly v tekutém
médiu s ptidanym GBL (bez i s ko-kultivaci s Candida albicans, nebo v parové ko-
kultivaci s jinou streptomycetou) s ndslednou izolaci metabolitll ze stacionarni faze
rustu pomoci SPE a detekci pomoci LC-MS. Porovnani nové detekovanych metaboliti
(viz Tabulka 8) a metabolitl z této prace by mohloukazat, zda je GBL schopen

aktivovat kryptické klastry a iniciovat produkci novych substanci.
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7 ZAVER

1.

Pidni kmeny streptomycet, samostatné Zzijici, nebo asociované se Clenovci a
rostlinami, maji B-hemolytickou aktivitu spolu s inhibi¢ni aktivitou proti riznym
mikroorganismtm.

Hemolyticka a inhibi¢ni aktivita se navzajem ovliviiuji. Velikost hemolytickych
z6n se zvétSuje pii ko-kultivaci streptomycet s jinymi organismy, jejichz rust
inhibuji (viz porovnani velikosti hemolytickych zon z Tabulka 2 a hemolytickych
zOon stacionarni faze z Tabulka 5). U kmeni BCCO0670, BCCO0747 a
BCCO1094 doslo pii ko-kultivaci az k 3x zvétSeni hemolytické zony (u kmene
BCCOI1341 az k 5x zvétSeni). Ob¢ aktivity dosahuji maximalni ¢innosti ve
staciondrni fazi rastu streptomycet a velikosti jejich hemolytickych a inhibi¢nich
z6n jsou ve vétSing piipadit shodné, coz bylo potvrzeno porovnanim hodnot
z Tabulka 3, 4 a 5.

Kmeny, které pochazeji zpodobného zdroje a ucastni se podobnych
mezidruhovych interakci, se shoduji v morfologii a intenzit¢ B-hemolyzy (viz
Obrazek 5). Vétsina kment asociovanych se ¢lenovei (BCCO1092, BCCO1093,
BCCO01094, BCCO1095, BCCO1097, BCCO1099, BCCO1106, BCCO2179 a
BCCO2196) ma uplnou B-hemolytickou aktivitu a silnou bilou sporulaci (viz
Obrazek 6). Samostatng zijici kmeny a kmen BCCO2282 (asociace s rostlinami)
maji slabou miru sporulace a ¢ast&jsi vyskyt netplné B-hemolyzy (viz Obrdazek 5
ao).

Mezi vyznamné mezidruhové interakce streptomycet v pidnim prostiedi patii
interakce s houbami. Ko-kultivace kmeni BCCO0524, BCC01094, BCCO1095,
BCCO1099, BCCO1341, BCCO02179, BCCO2196, BCCO2309 a BCCO2325
v jejich stacionarni fazi s Candida albicans vedla k inhibici riistu kvasinky (viz
Tabulka 5).

Ptidani GBL do média v dal$i ko-kultivaci s Candida albicans vedlo k objeveni
novych inhibi¢nich zé6n (BCCO0670, BCCO0747, BCCO1093, BCCO1097,
BCCO1104, BCCO1106, BCCO1331, BCCO2282, BCC0O2295 a BCCO2389) a k
jejich zvétseni a neménilo zény hemolytické (viz Tabulka 6). Vliv GBL na
metabolismus streptomycet je podle téchto vysledkl pozitivni. Pozitivni vliv GBL

byl u kmene BCCO1095 déle potvrzen kultivaci na agaru s koncentracnim
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gradientem GBL, kde kmen BCCOI1095 inhiboval Candida albicans v ptimé
zavislosti na koncentraci GBL (viz Obrdzek 10).

. Kultivace ptidnich kment s néslednou SPE a LC-MS potvrdila pfitomnost
polyentt (viz Tabulka §8) a ecthyl-acetitova precipitace nevyvratila
jejich hemolytickou a antimykotickou aktivitu (viz Obrazek 12 a 13). Filipin,
candicidin, ascosin, surugamid A a actiphenol jsou jiz pfedtim popsané a znamé
latky. Polyeny A, B a C jsou nové nalezené latky, které ukazuji na stale
nevycerpané moznosti detekce novych substanci.

Parova ko-kultivace jednotlivych ,,NIC* kmenu streptomycet mezi sebou vedla

k produkci novych substanc (polyen C) a actiphenolu (viz Obrdzek 19-24).

Moje vysledky prace mohou piispét nejen k objevu novych klinicky vyuzitelnych

antimykotik, ale mohou napovédét roli streptomycet v ptidnim ekosystému nebo v

hostitelském organismu. Pozitivni G¢inky GBL na inhibi¢ni aktivitu by se mohly vyuzit

pro zvySeni produkce cytolytickych metabolitl s potencidlné klinickym vyuzitim.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADEPI ............... Acyldepsipeptide 1

A-faktor ............ Autoregulacni faktor

CAMP ............... Cyklicky adenosinmonofosfat

GBL.................. Gama-butyrolakton

GBL-syntaza ....... Gama-butyrolaktonsyntaza

IL ... Interleukin

KA. ... Krevni agar

LC-MS............... Kapalinovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii

LPS ............. Lipopolisacharidy

mRNA ............... Mediatorova RNA

NAG ... N-acetylglukosamin

NIC ............. Kmeny streptomycet u kterych nebyly detekované zadné metabolity
PFP............. Protein formujici protein

PSM ... Phenol-soluble modulin, moduliny rozpustné ve fenolu

ROS ... Reaktivni formy kysliku

rRNA ............... Ribozomalni RNA

SARPs ............ Streptomyces antibiotic reguldtory proteins, antibiotické regulacni

proteiny streptomycet
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SCBS .eovviiiinnnn S. coelicolorbutanolides, butanolidy S. coelicolor

SPE ........coooeil. Solid-phase extraction, separace na pevné fazi
TMA ............ Trimethylamin

TNF ............ Tumor nekrotizujici faktor

VOoC ............ Volatile organic compound, t€kavé organické latky
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4.9) Horni obrazek — kmeny inkubované s proteinazou K, viditelné hemolytické zony
po 48 hodinach, pti 28°C Levy dolni obrazek — pozitivni kontrola, viditelné
hemolytické zony po 48 hodinach, pii 28°C Pravy dolni obrazek — negativni kontrola,
nepfitomnost hemolytickych zon jiz po 24 hodinéch, pi1 28°C............cccoeviiniinnn.n 62
Obrazek 19: UV/VIS absorp¢ni spektrum polyenu C v tR = 7,73 min s absorpénimi
maximy; 346 nm, 364 1M @ 380 NM........oeiitiiiiit it 64
Obrazek 20: LC-MS analyza polyenu C z ko-kultivovanych kmeni BCC0O2259 a
BCC02295 po 72 h kultivaci v tekutém GYM médiu. MS chromatogram zaznamenany
PIO 10N 7434131, .ot 64
Obrazek 21: Hmotnostni spektrum latky s tR = 7,73 min z LC-MS analyzy extraktu
sekundarnich metaboliti ko-kultivovanych kmentt BCC0O2309 a BCCO1331 po 72 h
kultivaci v tekutém GYM médiu. Ve spektru je patrny ion o m/z = 743,4131, ktery
odpovida pseudomolekulovému [M+H]" (po ztraté hydroxylové skupiny 725,4041) a byl
Nnazvan Jako polyen C..... ..o e 65
Obrazek 22: UV/VIS absorpéni spektrum actiphenolu v tR = 4,637 min s
absorpnim maximem 330,7877 NM.......ocoiiiiiii e e 65
Obrazek 23: LC-MS analyza actiphenolu z ko-kultivovanych kmentt BCC0O2259 a
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hydroxylové skupiny 258,1144) s teoretickou hodnotou [M+H]" iontu m/z = 276.1158 .
Na zéklad€ poméru izotopickych pikl a chyby méteni <10 ppm Ize konstatovat, Ze
detekovana latka ma molekulovy vzorec C15SHI7NO4, coz odpovida

ACHIPRENIOIU. .. e 66
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12. SEZNAM PRILOH

Soucasti ptilohy je CD, pfilozené ve vazbé¢, obsahujici vSechny fotografie

kultivovanych a ko-kultivovanych kmeni streptomycet.

Fotografie jsou rozdéleny a popsany dle nasledujiciho seznamu;

1. SP1- B-hemolyza sbirky kmenii na KA
Nazev kmene — (1): Fotografie misky ze spodu
Nazev kmene — (2): Fotografie misky shora
2. SP2 - Ko-kultivace kment s 6 mikroorganismy, ukazka inhibice a hemolyzy
e Ko-kultivace v exponencialni fazi rastu
e Ko-kultivace ve stacionarni fazi ristu
Nazev kmene - (1,2 . . .): vice kultivaci daného kmene
3. SP3 - Vliv GBL na hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu
e Vliv GBL pred pridanim Candida albicans (24 hod)
e Vliv GBL po 48 hodinach rustu s Candida albicans
Nazev kmene - (1,2 . . .): vice kultivaci daného kmene
Nazev kmene - (1,2 . ..) — GYM/KA: kultivace na GYM/KA médiu
4. SP4 - Vliv NAG na hemolytickou a inhibi¢ni aktivitu
e Vliv NAG pied piidanim Candida albicans (24 hod)
e Vliv NAG po 48 hodinach ristu s Candida albicans

5. SPS5 - Vysledky kultivace kment na agaru s koncentraénim gradientem

GBL/NAG
e Vliv gradientu GBL/NAG pred pridanim Candida albicans
(48 hod)

e Vliv gradientu GBL/NAG po 48 hodinach kultivace s Candida
albicans
Nazev kmene - (1,2 . . .): vice kultivaci daného kmene
Nazev kmene - (1,2 . ..) — GBL/NAG, bez GBL/NAG: kultivace
v gradientu GBL/NAG, nebo kultivace na GYM médiu bez gradientu

(negativni kontrola)



6. SP6 - Testovani pfitomnosti extracelularnich hemolytickych proteint
7. SP7 - Ethyl-acetatova precipitace
o Testovani hemolytické aktivity metaboliti

e Testovani schopnosti metabolitli inhibovat Candida albicans
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