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1. Uvod - vyznam streptomycet pro (ne)jednu védeckou kariéru

, Tak pojd’ dal a seznam se s nasi laboratoti”, ptivital mé pan doktor [iti Janecek, kdyz jsem jej onoho
listopadu roku 1998 poprvé navétivil v Mikrobiologickém tistavu AV CR. ,Mdm jeden takovy
zlozvyk, totiz Ze koutim”, vzal mé na ochoz budovy L, ktery v té dobé slouzil mnoha tamnim védeckym
pracovnikiim, ale i nékterym studentiim jako kutdrna. A prdvé tam u kdvy a cigarety mé zacal velice
kamarddsky zasvécovat do krds studia streptomycet, prenosu signdlu pomoci fosforylace proteinii -
totiz ony si tim vlastné povidaji, produkce antibiotik — jsou to takové farmaceutické tovdrny; a jé — ac
sam nekutak — jsem tam s nim a s dalsimi kolegy trdvil cas, kteryy mi toho hodné p¥inesl a ktery je
neopakovatelny. To téma biologie streptomycet mé od té doby v mé profesionadlni kariéve uz

neopustilo...

Genova exprese je proces, pfi némz se podle genetické informace vytvari funkéni molekula.
Centralni dogma molekularni biologie (Crick, 1970) definuje tento proces u bunécnych
organismi jako prepis informace z DNA do molekul RNA, jez se nasledné prekladaji do
funkénich proteinti. Tento zjednoduSeny vyklad je vsak potfeba ponékud rozsifit, nebot

v soucasné dobé jiz vime, Ze:

(i) funkéni molekulou mtize byt i molekula RNA - tato molekula nekdduje protein
(ncRNA);
(if) nascentni protein nemusi byt funkcni; vysledna aktivita proteinti je casto

posttranslacné modifikovdna — v této praci se budu vénovat predevsim fosforylaci
proteinti jako ndstroji pfenosu signdlu z prostfedi a modulace nalezité bunécné

odpovédi;

(iii)  produktem procesu genové exprese muze byt i jiny metabolit, ktery vznika az tzv.
biosyntetickou drahou, ktera je proteiny katalyzovana — v této praci ptjde predevsim

o sekundarni metabolity, tj. rozlicné bioaktivni latky.

Zaroven je tfeba si uvédomit, Ze samotnd genova exprese jeSté nezajisti Zivotaschopny
organismus, pokud by adekvatné neodpovidala na podnéty okolniho prostfedi. Z tohoto
diivodu musi organismus umét pfijimat signaly z vnéjsiho prostfedi a adekvatné na né

reagovat zménami v genové expresi, tedy regulaci genové exprese.

Evoluce rozdélila prokaryotické organismy na ty s jednoduchym nebo sloZitym Zivotnim
cyklem v zavislosti na prostredi, které obyvaji. Jednoduché bakterie prosperuji ve specifickém
prostfedi s konstantnimi podminkami. Jedna se predevsim o parazitické organismy Zijici v
méné konkurenénim prostfedi. Tomu odpovida i jejich kratSi geneticka vybava s nizsi
potiebou regulaci. Na druhou stranu, komplexni organismy vykazuji rizné Zivotni strategie
v boji 0 zdroje ve vysoce konkurenénim prostiedi. Casto obyvaji ptidu nebo vodni ekosystémy,
kde jsou vystaveny pfirozené selekci, ménicim se nutricnim podminkdm a dal$im strestim.

Proto si komplexni mikroorganismy musely vyvinout takové genetické programy, které



adekvatné reaguji na zmény podminek prosttedi a jsou schopné kodovat celou skalu
diferenciacnich programt a metabolickych strategii. Tomu odpovida i velikost jejich genomu

(az 10 Mbp u myxobakterii nebo streptomycet).

Streptomycety jsou rodem grampozitivnich bakterii, které obyvaji prevazné ptidni prostredi.
Ptdni prostfedi je prikladem velice komplexniho ekosystému. Ptdni mikroorganismy se
potykaji s vysokou konkurenci jinych organismd, které usiluji o stejné zZiviny. Strategie preziti
streptomycet je podobna strategii houbovych organismu. Je zaloZena na slozitém vyvojovém
zivotnim cyklu, v jehoz priibéhu organismus detekuje rozli¢né extracelularni signaly a reaguje
na né morfologickou i fyziologickou diferenciaci. Zhlediska morfologického vyvoj
streptomycet zacind kliéenim spor a tvorbou vétvenych vegetativnich hyf, které se dale
diferencuji do vzdusného mycelia, na némz se vytvareji fetizky novych spor. Diferenciace
fyziologicka spociva pfedevsim ve vySe zminéném sekundarnim metabolismu, tedy v syntéze
celé skaly sekundarnich (specializovanych) metaboliti. Sekunddrni metabolity jsou malé
organické molekuly, které vSak casto vykazuji silné molekularni nebo biologické ucinky
(bioaktivitu). Mohou to byt siderofory vazajicich kovy, barviva spor, pachové latky (geosmin),
imunomodulatory (tacrolimus) a latky antimikrobidlni, véetné vétSiny klinicky ucinnych
antibiotik. Biosyntetické drahy zapojené do generovani téchto sloucenin vyzaduji
sofistikovanou regulacni sit, kterd je zodpovédna za modulaci odpovédi organismu na ménici
se environmentdlni podminky. Nejvétsi znamy potencidl k produkci antibiotik a jinych
bioaktivnich latek maji clenové bakteridlniho fadu Actinomycetales (zejména pravé rod
Streptomyces), ktefi jsou nasledovani dalsimi mikroorganismy, jako jsou Saccharopolyspora,
Bacillus nebo eukaryotické houby. Kromé antibiotik streptomycety casto produkuji
antifungalni latky, pfevazné polyeny, které vykazuji vyraznou 3-hemolytickou aktivitu pri
kultivaci na krevnich agarech (Herbrik et al., 2019, Bobek et al., 2022). S jejich pomoci ¢asto
vstupuji do symbiotickych svazkii s vy$simi organismy, jakymi jsou rostliny ¢i bezobratli

zivocichové.

Z vyse zminénych dtvodt se streptomycety jevi jako idealni modelovy organismus pro
studium regulaci genové exprese. Na jedné stran€ jde o model dostate¢né jednoduchy, nebot
se stale jedna o bakteridlni organismus, kde zasah do genetické informace casto pfimo ovlivni
vysledny fenotyp. Na druhé strané jde o organismus na evolué¢nim vrcholu bakterialni fise
s komplexnim zZivotnim cyklem, ktery vyzaduje efektivni kontrolni mechanismy na vsech

urovnich genové exprese.

Z tohoto pohledu mapovani genové exprese, studium jejich regulaci a zpétnd analyza
vysledného fenotypového projevu je ve své podstaté spojovacim clankem mé dosavadni
profesionadlni kariéry, zaméfené na biologii streptomycet. Cilem predkladané prace je podat
uceleny komentovany souhrn mych dosavadnich publikaci v této oblasti. Jednotlivé kapitoly
jsem se pokusil fadit tak, aby odpovidaly dil¢im krokiim genové exprese, tedy nikoliv

chronologicky dle data publikovani.



V prvni ¢asti jsou popsany studie zabyvajici se identifikacemi jednotlivych regulatorti genové
exprese nebo mapovanim jejich regulonti. Studované regulatory Ize tematicky rozdélit podle

arovné genoveé exprese, kterou ovliviiuji (Obr. 1):

(i) regulace iniciace transkripce, tj. analyza regulonu HrdB (viz kap. 2.1);

(ii) regulace ko-transkripéni nebo posttranskripéni, tj. SRNA (viz kap. 2.2);

(iii)  posttranslacni modifikace aktivity proteind, tj. fosforylace proteint (viz kap. 2.3).

Ve druhé casti je predstaven systémovy pohled na genovou expresi. Prezentované prace
mapuji zmény transkriptomu, proteomu, metabolomu a regulac¢nich siti v pritbéhu germinace
spor. Vyvojové stadium germinace bylo pro tyto analyzy zvoleno s ohledem na skuteénost, Ze
tento proces zahrnuje mechanismy reaktivaci genové exprese z nulového, tedy dormantniho,

stavu organismu (viz kap. 2.4).

Posledni ¢ast habilitacni prace se vénuje publikacim, které charakterizuji finalni produkci
sekunddrnich metabolitli. V obou pfipadech se jedna o analyzy produkce metaboliti
s antifungdlnim ucinkem; v prvnim pfipadé u klinického izolatu (Herbrik et al., 2019) a ve
druhém pfipadé o analyzy antifungalnich aktivit vice nez dvaceti ptidnich izolatt ¢i izolat

asociovanych s vyssimi organismy (Bobek et al., 2022) (viz kap. 2.5).

Domnivam se, Ze by pro tuto habilita¢ni praci nebylo pfili§ pfinosné preformulovat diskuse
relevantni k jednotlivym publikacim. Kazdy tematicky celek této prace je sice doplnén
diskusni ¢asti, v té jsem se vSak pokusil zhodnotit spiSe vyznam svych publikaci s ohledem na
to, zda nase vysledky pfinesly néjakou inspiraci dalsim autortim a v jakych souvislostech byly

citovany.

Celkové by meéla tato habilitacni prace poukdzat na potfebu dalsiho studia zakladnich
bunéénych procesti ve streptomycetdch ve spojitosti sjejich klinickym vyznamem a

pfipadnym pramyslovym uplatnénim jimi produkovanych metabolitt.

Rad bych vyjadfil svou vdécnost svym Skolitelim a mentortim, kterym vénuji prolog
nékterych kapitol. Také dékuji vSem svym soucasnym i byvalym kolegiim, spoluautorim

nasich spolec¢nych publikaci a samoziejmé i svym studentiim!



Obrazek 1. Schéma genové exprese (modré panely) ve vztahu k zivotnimu cyklu streptomycet

(oranZové ovaly) a se zaméfenim na vyzkumnd témata prezentovana v této praci.



2. Literarni pfehled, komentar a diskuse k autorovym publikacim

2.1 Sigma faktory a kontrola iniciace transkripce

2.1.1 Kde zaéit?

Nadpis této kapitoly neni projevem bezradnosti autora téchto fadkd, ale pouhy preklad titulu
prehledového clanku ,Where to Begin? Sigma factors and the selectivity of transcription
initiation in Bacteria” (Helmann, 2019). Domnivam se, ze vystiznost tohoto nadpisu je
neprekonatelnd, proto jsem si jej zde dovolil pouzit. Autor citovaného prehledu zaroven
podotykd, ze v dobé vydani v roce 2019 uplynulo pravé 50 let od doby, kdy byla poprvé
purifikovdana sigma podjednotka RNA polymerdzy, rozpozndavajici specifickd mista

(promotory) pro zahajeni transkripce (Burgess et al., 1969).

Mikroorganismy maji k dispozici Sirokou Skalu reguldtorti, které fidi genovou expresi a
naslednou aktivitu funkénich molekul. Témito regulatory jsou predevsim regulacni RNA a
proteiny, mohou se vSak uplatnovat také malé signalni molekuly, zmény konformace cilovych
sloZek expresniho aparatu ¢i posttranslacni modifikace produktti. Podle dileZitosti miizeme
reguladtory rozdélit na specifické, pleiotropni a globalni. Streptomycety disponuji asi az 900

takovymi transkripénimi regulatory (Hahn et al., 2003).

Zfejmé nejvyznamnéjsim zptisobem ovliviiuji vysledny transkriptom sigma faktory. Sigma (o)
faktor je oddélitelnd podjednotka RNA polymerazy (RNAP) a jeho selektivni vazba na

pfislusny promotor spousti transkripci.

Sigma faktory se déli do dvou strukturné a evolucné odlisnych rodin: (i) rodina 054 (podle 54
kDa RpoN u E. coli) a (ii) rodina 070 (podle 70 kDa RpoD u E. coli, téZ oznacovany jako cA)
(Paget and Helmann, 2003;Feklistov et al., 2014;Zhang and Buck, 2015). VétSina bakteridlnich
genom kdduje 1 nebo 2 054 geny, jejichz produkty casto reguluji expresi genti zapojenych do
dusikového metabolismu. U streptomycet vSak sigma faktory rodiny 054 zndmy nejsou (Otani
et al., 2022).

Na rozdil od toho, vSechny bakterie maji 070 jako sviij hlavni (primdrni) sigma faktor.
Bakteridlni 070 fidi transkripci esencidlnich (housekeeping) genti za normalnich rtstovych
podminek. Kromé tohoto primarniho sigma faktoru volné Zijici bakterie casto disponuiji
proménlivym poctem alternativnich 070 faktor(i. Na zakladé fylogenetické pribuznosti byla
rodina 070 rozdélena do ¢étyf skupin (Lonetto et al., 1992;Missiakas and Raina, 1998;Gruber
and Gross, 2003). Skupina 1 obsahuje esencialni 070 orthology, které fidi transkripci
housekeeping genti prevazné béhem exponencidlniho riistu. Sigma faktory skupiny 2 jsou

prvni skupiné blizce pfibuzné, ale nejsou esencialni. Clenové skupiny 3 jsou odlisnéjsi, jsou

vsak stale evoluéné pribuzni. Skupiny 2 a 3 spolecné reguluji expresi velkého poctu gent,



véetné téch, které jsou zapojeny do obecnych stresovych odpovédi, formovani a aktivity
bi¢iku, chemotaxe a vyvojovych procest, jako je tvorba endospor. Skupina 4, ktera je zndma
jako podskupina sigma faktorti s extracytoplazmatickou funkci (ECF), zahrnuje vzdalené
pfibuzné ¢leny 070 rodiny. Jsou nejpocetn€jsi skupinou 070 faktort a reguluji expresi genti,

které zajistuji adekvatni bunéénou odpovéd na stresové podminky.

Aktivita sigma faktor(i odrazi vyvojové stadium organismu a organismu umoznuje adekvatné
reagovat na signaly z prostfedi. Intracelularni zadsoba sigma faktort s odlisSnymi schopnostmi
rozpoznavani promotorti je bunéénou odpovédi na ménici se podminky prostredi. Proto je
pocet sigma faktorti kddovanych v genomu méftitkem komplexity organismu. Pocet zndmych
sigma faktorti se pohybuje od 1 u Mycoplasma genitalium (Fraser et al., 1995) aZ po ptiblizné 80
u Streptomyces sp. RLB3-17 (Otani et al., 2022), coz je zatim nejvétsi pocet gent kodujicich razné

sigma faktory nalezeny v jednom bakteridlnim genomu.

Median poctu gent kodujicich sigma faktory vjednom genomu streptomycet, vypocteny
z celkem 205 osekvenovanych genomd, je 46 (Otani et al., 2022). V ptipadé S. coelicolor je zndmo
asi 66 sigma faktort (Chater, 1993;Hopwood, 1999). Sigma faktory skupiny 1 a 2 maji u
streptomycet stejny minimdlni soubor domén a nelze je jednoznacéné rozlisit bez funkéni
charakterizace. U S. coelicolor se uvadi, Ze skupina 1 je zastoupena pouze jednim hlavnim
sigma faktorem HrdB (Buttner et al.,, 1990), zatimco skupina 2 obsahuje tfi neesencidlni
homology hlavniho sigma faktoru (HrdA, HrdC, HrdD). VétSina clenti skupiny 3 je spojena s
morfologickou diferenciaci. Patii sem oWhiG, SigF, SigN, SigK, SigH a SigB. Napriklad
oWhiG reguluje sporulaci (Tan et al., 1998). Nékolik ¢lenti skupiny 3 také fidi obecné stresové
odpovédi. Zejména u Sesti z nich (SigB, SigH, Sigl, SigK, SigL, SigM) bylo prokazano, Ze jsou
indukovany osmotickym stresem (Karoonuthaisiri et al., 2005). Nejdulezitéjsi z nich je
pravdépodobné SigB, ktery fidi expresi gent kodujicich nékolik dalSich sigma faktort,
proteiny pro ochranu pfed oxidativnim poskozenim, chaperony a metabolickou drahu pro

zajisténi cysteinu nebo mykothiolu (Lee et al., 2005).

Vétsina sigma faktorti streptomycet (75 %) je vSak spojena se skupinou 4. Jeden z jejich ¢lenti,
oBIdN, je nezbytny pro tvorbu vzdusnych hyf (Bibb et al., 2000). Dalsi ¢len, SigE, jehoz funkce
je regulovana dvouslozkovym systémem CseC-CseB, fidi transkripci gent zapojenych do
integrity bunécné stény (Lonetto et al., 1994). Dalsi clen skupiny 4, SigR, fidi bunécnou
odpovéd na oxidativni stres (Paget et al., 1998). Rada dal$ich alternativnich sigma faktorti ze

skupin 3 a 4 je zapojena do reakci na zmény v prostfedi a muze také fidit produkci antibiotik.

2.1.2 Mapovani a modelovani expresni kinetiky regulonu HrdB u Streptomyces coelicolor

Housekeeping sigma faktory jsou nezbytné, nebot jejich regulon zajistuje predevsim
vegetativni fazi riistu. Housekeeping sigma faktorem streptomycet je HrdB (kodovany genem
SCO5820 u S. coelicolor). HrdB, stejné jako sigma faktory HrdA, HrdC a HrdD, je orthologem
RpoD (070) u Escherichia coli ¢i cA u Bacillus subtilis a Mycobacterium tuberculosis (Tanaka et al.,



1988;Buttner, 1989;Shiina et al., 1991;Tanaka et al., 1991;Kang et al., 1997). Aktivity HrdA-D
ani uloha jejich regulonti v Zivotnim cyklu streptomycet nebyly dosud studovany. Nicméné
jiz v roce 1990 bylo prokazano, ze HrdB je nezbytny, protoze jeho delecni mutace neni
Zivotaschopna. Ulohu tohoto sigma faktoru nezastoupi ani zadny sigma faktor z trojice HrdA,
HrdC nebo HrdD (Buttner et al., 1990). HrdB streptomycet je tak pravdépodobné jedinym
funkénim homologem 070 E. coli.

Zasadnim tkolem pfi odvozovani genovych regulacnich siti u bakterii je rozpoznani cilovych
genu. Sigma faktory u streptomycet rozpozndvaji rozmanité promotorové sekvence, které je
obtizné predpovédét, na rozdil od promotor(i bakterii s méné slozitym vyvojem, jakou je E.
coli. Kromé zde prezentované nasi publikace mi jsou zndmy c¢tyfi dalsi prdce, jejichz autofi
pouzili celogenomovy pfistup (metody ChIP-chip nebo ChIP-Seq) pfi hledani vazebnych mist
sigma faktor(i streptomycet. Prvni prace odhalila pfedevsim geny chaplinii a rodlind, jejichz
transkripci reguluje oBIdN u S. venezuelae (Bibb et al., 2012). Druha prace (Kim et al., 2012b)
zmapovala regulon SigR béhem oxida¢niho stresu u S. coelicolor. Ve tieti praci autofi
identifikovali regulon SigE kombinaci ChIP-seq, microarray a bioinformatické analyzy (Tran
et al.,, 2019). Ve c¢tvrté byl identifikovan regulon sigma faktoru cWhiG specifického pro fazi
sporulace (Gallagher et al., 2020). Ve své praci (Smidova et al.,, 2019) jsme se zaméfili na
odhaleni regulonu HrdB v pribéhu jeho aktivity ve vegetativni fazi rtstu S. coelicolor.
Experimentdlné je fyzickd interakce mezi sigma faktory a promotorovymi sekvencemi genu
ovéfovana pomoci metod chromatinové imunoprecipitace (ChIP-chip a ChIP-Seq).
Modifikovali jsme za timto ucelem tzv. REDIRECT PCR technologii mutageneze u
streptomycet (Gust et al., 2003). Touto modifikovanou metodou jsme provedli inzeréni mutaci,
pfi niz byla na ptivodnim misté hrdB genu v chromozdmu, za jeho protein-kodujici oblasti a
pred STOP kodonem, pfipojena epitopova znacka hemaglutininu (HA). Tim bylo nasledné
mozné s vyuzitim specifické protilatky stanovit vazbu znaceného sigma faktoru na promotor
pomoci ChIP-seq experimentu. Podobnou metodu v té dobé nezavisle na nas predstavil/a Kim
(Kim et al., 2012a). Autofi pouzili tandemové epitopové znaceni pro zavedeni myc znacky do
transkripcnich faktortt ScbR a NdgR.

Ziskané informace o vazbé sigma faktoru jsou vSak statické, coZ znamend, ze mohou
zahrnovat i tzv. tiché vazby, které pfimo nespoustéji transkripci (To and Vohradsky,
2010;MacQuarrie et al., 2011). Proto musi byt vazebna data doplnéna o transkripéni modely,
které pfedpokladaji, Ze dynamika reguladtoru (v nasem ptipadé HrdB) je korelovana s
dynamikou na trovni transkriptu (de Sousa Abreu et al., 2009). Az kombinace kinetickych dat
genové exprese se statickym zmapovanim vazebnych mist tak pomohla posoudit, u kterych

gent1 vazba HrdB na promotor transkripci skutecné ovlivni.

Potvrdil se pfedpoklad, Ze HrdB reguluje expresi housekeeping gent, jejichZ produkty jsou

dtlezité pro vegetativni vyvoj streptomyecet.



2.1.3 Diskuse: Ohlasy na ¢lanek o regulonu HrdB

Ke dni 11. 11. 2023 je podle databaze WOS (webofscience.com) ¢lanek citovan 21krat. Kromé
castych citaci obecné zminujicich identifikaci 2100 gend, jejichZ exprese je kontrolovana HrdB,
vyznamny pocet ¢lank{i zminiuje analyzu vazebného motivu a kli¢ovou roli HrdB souvisejici
s primarnim metabolismem a vegetativnim rtistem. V prehledovém ¢lanku (Lee et al., 2021),
ktery se zabyva vyuzitim celogenomovych analyz pro objevovani novych biosyntetickych
genovych shlukd, je dokonce zminéna i kontrolni funkce HrdB nad sekundarnim
metabolismem; konkrétné se jedna o geny objevené v HrdB regulonu zodpovédné za syntézu
polyketidti. V souvislosti s regulaci exprese genti sekundarniho metabolismu byl nas ¢lanek
citovan také v praci (Park et al., 2021), v niZ autofi pomoci Massively Parallel Reporter Assay
(MPRA) charakterizovali oblasti DNA pfedchdzejici mistim zacatki transkripce (TSS,
transcription start sites)) na nichz probiha kontrola transkripce genti sekundarniho
metabolismu u S. albidoflavus. Technikou MPRA se extrahuji a nasledné pomoci reportérového
genu testuji potencialni regulacni sekvence DNA, jakymi mohou byt napfiklad promotory
nebo enhancery. Lokalizaci TSS autofi této studie identifikovali promotorové oblasti s
vazebnym motivem (-35 ttgacn / -10 TAnnnT), v némz mél -33 G nejvyssi signal a ktery

odpovida vazebnému motivu HrdB (-35 ntGacn / -10 tAnnnT) odhalenému v nasi praci.

Nase prace je také citovana v microreview vénovanému SigR (Park et al., 2019). SigR je globalni
regulator, ktery u S. coelicolor pfimo aktivuje vice nez 100 genti, véetné genti pro homeostazu
thiolti, kontrolu kvality proteint, metabolismus siry, modulaci ribozomt a opravu DNA. Pro
indukci cilovych genti je nezbytné uvolnéni vazby jeho anti-sigma faktoru RsrA. Syntéza SigR
je potom fizena pozitivni zpétnou vazbou, kterou je produkovana jeho nestabilni izoforma
SigR’. To je dano transkripci z promotoru specifického pro SigR’ (p2) umisténého pred
promotorem konstitutivnim p1. Za nestresovych podminek jsou syntetizovany transkripty
sigRp1 a probiha jejich translace do produktu SigR, ktery je relativné stabilni (t1/2 > 70 min).
Varianta SigR’ je delsi o 58 aminokyselin (Kim et al., 2009) a je vyrazné méné stabilni (t1/2 ~ 10
min) (Kim et al., 2009). V této souvislosti je zajimava zminka o promotoru sigRp1, ktery, jak
ukdzal nas clanek, je také rozpoznavan HrdB na sekvencich (-35 GGCGGG / -10 TATCCT)
(Smidova et al., 2019). V tomto piipadé oblast -10 dobfe koresponduje s odhalenym obecnym
motivem pro vazbu HrdB uvedenym vyse (TAnnnT) na rozdil od oblasti -35.

Data z této prace byla rovnéz zminéna v clanku (Hwang et al., 2019), v némz autofi analyzuji
genom, transkriptom a proteom u S. clavuligerus s vyuzitim celogenomovych dat, jakymi jsou
RNA-Seq, dRNA-Seq (pro mapovani 5'-trifosfat nascentnich transkripti) a tzv. ribosome
profiling (mapovani mRNA pfimo vazanych na ribozom). Tak bylo u této streptomycety, ktera
je dulezita svou produkci kyseliny klavulanové (inhibitoru -laktamazy) (Brown et al., 1976)
a B-laktamového antibiotika cefamycinu C (Ward and Hodgson, 1993), nalezeno 2659 TSS, coz
napomohlo identifikaci promotorovych oblasti. Sekvenc¢ni analyza -35 promotorovych oblasti
pak napomohla predikovat regulované geny. Citujice nasi praci autori zminuji fakt, Ze nelze

konkrétni sigma faktor jednoduse prifadit ke konkrétnimu promotoru. To je dano jednak



flexibilitou vazeb rtiznych sigma faktort na konkrétni typ promotorti, jednak existenci vice
variant promotorovych sekvenci, jeZ jsou jednim sigma faktorem rozpoznavany, jak praveé

nase prace ukazala.

V praci (Lee et al., 2019) autofi analyzovali regulacni elementy gent u S. lividans, jejiz genom
je velice podobny genomu S. coelicolor. Pomoci softwarového souboru MEME Suite (Bailey et
al., 2009) analyzovali promotorové oblasti a odhalili konzervovany sekvencni motiv (-35
N5TGACN?7 / -10 NSTANNNTN?). Tento motiv nasledné porovnali s nasimi daty regulonu
HrdB. Vazebna specifita HrdB byla u obou streptomycet shodnd, coz bylo mozné
predpokladat také na zdkladé shodné sekvence aminokyselin v HrdB obou streptomycet. Poté
autofi ukdzali na moznou souvislost pfitomnosti 18 az 19 nukleotidového spaceru, ktery
charakterizuje promotorovou oblast primdrnich sigma faktorti. Naopak promotory
charakterizované pouze dvanactinukleotidovym spacerem nespadaly do regulonu HrdB.
Pritomnost dvanactinukleotidového spaceru je charakteristickd napiiklad pro promotorové
oblasti gent1 zajiStujicich opravy a rekombinaci DNA. Tyto promotory jsou rozpoznavany
sigma faktory SLIV_13900 and SLIV_16385 u S. lividans, respektive SCO4895 a SCO4409 u S.
coelicolor (Riickert et al., 2015;Jeong et al., 2016).

Vjiné praci (Hesketh et al., 2021) autofi analyzovali zmény transkriptomu v zavislosti na
pritomnosti glykopeptidového antibiotika vankomycinu ¢i jeho semisyntetickych derivata
dalbavancinu a chlorobifenyl-vankomycinu u S. coelicolor s rezistenci typu VanB. Autofi
vyuzili ndmi vytvofenou databdzi genli obsazenych vregulonu HrdB, aby zjistili, Ze
transkripce gent tohoto regulonu je v pfitomnosti téchto glykopeptidovych antibiotik
sniZena, a to véetné samotného genu hrdB (SCO5820).



2.2 Regulacéni RNA u streptomycet

,MEél bys vcas naskocit do toho rozjizdéjiciho se vlaku — requlacni RNA, to bude velké téma!”, ¥ikdval
mi pan doktor Mikulik. A mél pravdu! V roce 2006 jsem navstivil konferenci vénovanou ncRNA

v Cold Spring Harbor. Moje zavazadla vsak zamitila do jiného hotelu, a tak jsem teSeni nastalé situace
vénoval vice pozornosti nezli tomu, Ze mam prave prileZitost setkat se a diskutovat s budoucimi
nositeli Nobelovy ceny... (Jesté v témze roce byla Nobelova cena za fyziologii a lékarstvi udélena

Andrewu Z. Fireovi a Craigu C. Mellovi za objev RNA interference).
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Obrazek 2. ZjednoduSené schéma bakteridlniho transkriptomu.

2.2.1 Literarni prehled: Bakterialni regula¢ni RNA

Uz vice nez dvé desetileti je zndmo, Zze RNA nejsou jen pouhymi pasivnimi pfenaseci genetické
informace, ale Ze také byvaji diilezitymi reguldtory adaptaci bakterii na zmény v prostfedi.
Transkripty, které nekdduji protein (ncRNA, non-protein coding RNA), ¢asto mivaji regulacni
funkci — mohou bud ptlisobit enzymaticky (ribozym, viz nize) (Quendera et al., 2020), nebo
udinkuji jako posttranskripcni regulatory cilovych gent zapojenych do dilezitych bunécnych
procesti, jako je adaptace na stresové podminky, virulence a tvorba biofilmu (Waters and
Storz, 2009) (Obr. 2). V tomto druhém pfipadé cili na mRNA antisense mechanismem (neboli
parovanim bazi) a jsou pak oznacovany jako sRNA (small RNA).

Podle umisténi svych genti vici gentim cilovych transkriptii se SRNA déli do dvou skupin: cis
(oba geny lezi na opacnych vldknech a vzijemné se castecné piekryvaji) a trans (gen

regulujiciho transkriptu je umistén jinde nez gen regulovaného transkriptu). cis-sRNA (casto



bakteriology oznacované jako asRNA) jsou proto plné komplementdrni k ¢asti transkriptu,
ktery reguluji. Navic cis-sSRNA mohou modulovat hladiny mRNA nejen posttranskripcné -
tvorbou dvouvlaknovych RNA komplexti, ale mohou také procesem oznacovanym jako
interference transkripce pfimo ovlivnit transkripci v diasledku kolizi mezi RNA polymerdzami

pohybujicimi se opa¢nym smérem (transkrip¢ni interference, (Thomason and Storz, 2010)).

Na rozdil od cis-sRNA je parovani trans-sRNA sjejich cilovymi transkripty netplné.
Vzhledem k této netiplnosti ¢i nepfesnosti parovani vsak trans-sRNA mohou ovlivnit expresi
vice transkriptt. Konvencéni mechanismus posttranskripcnich regulaci prostfednictvim sRNA
spociva ve vazbé na cilovy messenger v blizkosti mista vazani ribozomu (RBS, ribosome
binding site), ¢imz inhibuji zahdjeni translace a stimuluji rozklad mRNA (Storz et al., 2011).
Avsak sRNA casto translaci naopak stimuluji a zabranuji degradaci mRNA. To je dano
parovanim bazi s nepreklddanou oblasti 5'-transkripéniho pocatku (5'-UTR, untranslated
region) mRNA, ¢imZ zabranuji tvorbé sekundarni struktury (vlasenky), ktera by translaci

naopak znemozZnila.

Pro regulacni aktivity molekul sSRNA byva klic¢ova interakce s proteiny. Proteiny vazajici se na
RNA (RBP, RNA-binding proteins) se nachazeji ve vSech zivych organismech a ovliviuji
konformaci a funkce vazanych RNA (Smirnov et al, 2017). Schopnost téchto proteinti
rozpoznavat a vazat se na RNA molekuly vychazi z pfitomnosti definovanych domén, jako je
klasicka doména S1, doména cold shock (CSD), doména K homologie (KH) a dalsi (Holmqvist
and Vogel, 2018). Dvéma hlavnimi skupinami RBP jsou RNA chaperony a ribonukleazy.

RNA chaperony docasné vazou RNA molekuly a vyvoldvaji u nich zmény sekundarni
struktury (Woodson et al., 2018). Strukturdlni zmény ovliviiuji stabilitu sSRNA a mRNA
molekul a mohou usnadnit i jejich parovani. Navic RNA chaperony vazajici soucasné sRNA a
cilovou mRNA v rdmci jednoho komplexu, pfivedou obé molekuly k sobé, ¢imz podporuji
vznik stabilnich interakci. I kdyZ mtiZe parovani sSRNA-mRNA probihat i bez RNA chaperonti,
jejich pfitomnost tento proces vyrazné urychluje (Rajkowitsch and Schroeder, 2007;Panja et al.,
2013). V soucasné dobé jsou u bakterii znamy tfi hlavni RNA chaperony: Hfq (Santiago-
Frangos and Woodson, 2018), ProQ (Smirnov et al., 2016) a CsrA (Miiller et al., 2019). U
ruznych bakterii jsou tyto RNA chaperony zastoupeny rizné a vazou odlisné typy sRNA, coz
naznacuje, ze jejich aktivity se neprekryvaji (Holmqvist et al.,, 2016;Smirnov et al,
2016;Holmqvist and Vogel, 2018;Melamed et al., 2020).

Ribonukledzy (RNazy) jsou enzymy zodpovédné za katalytické Stépeni rtiznych struktur RNA
(Arraiano et al., 2010). Vysledna stabilita a aktivita SRNA je vysledkem vzajemného ptisobeni
mezi RNA chaperony a RNézami, protoze RNA chaperony mohou chranit nebo naopak
odkryt sRNA, a tak RNazdm Stépeni umoznit (Holmqvist and Vogel, 2018). Hlavnimi
bakteridlnimi RN4zami jsou endoribonukledzy RN4za E a RNaza III a exonukledza PNPaza
(Saramago et al., 2014).



RNaza E stépi jednofetézcovou RNA, pfednostné v mistech bohatych na nukleotidy A/U
nasledovanych vlasenkovou strukturou (Del Campo et al., 2015). Tato endoribonukledza je
sloZzena z konzervované N-termindlni katalytické oblasti obsahujici RNA-vazebnou doménu

S1 a z C-terminalni nekatalytické oblasti (Bandyra and Luisi, 2018).

Na rozdil od RNé4zy E RNaza III degraduje dvouvlaknové tiseky RNA (dsRNA). Strukturné,
jak bylo popsano u E. coli, jde o 52 kDa homodimer s katalytickou N-terminalni doménou
spojenou kratkym tsekem C-termindlni domény vazajici dsRNA (Li and Nicholson, 1996).
RN4aza III muze Stépit dsRNA vytvorenou mezi komplementarnim tisekem sRNA a cilovou
mRNA (Lybecker et al., 2014;Altuvia et al., 2018). Degradace komplexu sSRNA-mRNA RNazou
III je u bakterii bézna. Napfiklad u salmonel stépi komplex [MicA sSRNA-ompA mRNA] (Viegas
et al., 2011), u B. subtilis komplex antitoxin-toxin [RatA sRNA-txpA mRNA] (Durand et al.,
2012). RNaza III mtize také stépit dvouvlaknové tseky vlasenkovych struktur. Tak se také
ucastni modifikaci nékterych primarnich transkript;; typickym prikladem je uprava
nascentnich ribozomalnich RNA, studovana naptiklad u E. coli (Bram et al., 1980;Bubunenko
et al., 2013), nebo tcast na maturaci CRISPR RNA u Streptococcus pyogenes (Deltcheva et al.,
2011).

Polyribonukleotid fosforyldza (PNPdza) je vysoce konzervovana 3'-5' exoribonukledza
(Saramago et al., 2014;Dos Santos et al., 2018). Strukturné to je prstencovy homotrimer, jehoz
kazdy monomer ma molekulovou hmotnost 78 kDa a obsahuje na C-konci KH a S1 vazebné
domény (Shi et al., 2008). U E. coli je PNPaza hlavnim enzymem zapojenym do degradace
sRNA, které nejsou vazany na Hfq (Andrade et al., 2013). Tento poznatek je v souladu se
zjisténim, ze PNPaza degraduje samotné sRNA, tedy v nepfitomnosti cilovych mRNA
(Andrade and Arraiano, 2008).

Ribozymy disponuji enzymatickou aktivitou, ¢ili stejné jako bilkovinné enzymy mohou
katalyzovat chemické reakce. Ribozymy jsou bud samostatné ncRNA, nebo castéji jsou
soucasti ribonukleoproteinovych komplexti. Pfikladem mohou byt rRNA, které ptisobi jako
ribozymy pii translaci mRNA (Nissen et al., 2000). Povahu ribozymu ma téZ endoribonukleaza
P (RNaza P), kterd katalyzuje upravu 5' konce prekurzorové tRNA (Guerrier-Takada et al.,
1983;Ellis and Brown, 2009). Mezi ribozymy jsou také fazeny nékteré introny. Introny skupiny
I a skupiny II tvofi soucast tzv. sobeckych genetickych elementti, které se inkorporuji do
riznych oblasti DNA genomu (Toro et al., 2007;Hausner et al., 2014). Po transkripci jsou vSak
tyto introny schopny samy sebe odstépit z primdarnich transkriptt, jejichz funkci tak nenarusi.
Jako soucast ribozymu podle vyse uvedené definice miizeme chdpat také tmRNA (v rdmci
procesu trans-translace; viz kap. 2.2.5) nebo 6S RNA (viz kap. 2.2.3). Ulohou 6S RNA je viak
spiSe zablokovat enzymatickou aktivitu 070-RNA polymerazy (070-RNAP) (Wassarman and
Storz, 2000). V podobném smyslu naptiklad CsrB ncRNA u E. coli vaze protein CsrA, ¢imz jej
inaktivuje (Liu et al., 1997).



2.2.2 Objev a mapovani exprese malych RNA

Predpokladali jsme, Ze mezi dtlezitymi regulatory genové exprese streptomycet jsou také
ncRNA, tak jak byly v té dobé postupné objevovany u jinych bakterii (Gottesman, 2005). Ve
spolupraci s Dr. Josefem Pankem, bioinformatikem z Mikrobiologického ustavu AV CR, jsme
pripravili predikci gent kodujicich ncRNA u S. coelicolor (Panek et al., 2008). Predikce byla
zaloZena na konzervaci sekvence DNA v intergenovych oblastech (tedy v oblastech mimo do
té doby znamych gent1), na lokalizaci transkripcnich termindtorti a na usporadani sousedicich
genu. Takto jsme predpovédéli tficet dva potencidlnich ncRNA. Abychom prokazali, ze
k expresi skute¢né dochazi, pro 32 predikovanych transkripti jsme navrhli vnitfni, asi 35 nt
dlouhé DNA oligonukleotidy, které jsme roboticky nanesli na microarrayové skli¢ko a nechali
hybridizovat s celkovou cDNA odvozenou od transkriptomu z izolovanych vzorkl (metoda
custom microarray). Timto zptisobem jsme prokazali skute¢nou expresi u 20 genti, kterou jsme

nasledné ovéfovali pomoci RT-PCR.

Po dokondeni téchto experimentti jsem nastoupil na rocni stdz do kanadské laboratote, kde
jsme pod vedenim Dr. Marie Elliot mapovali expresi podobnym zptisobem predpovézenych
gent metodou Northern blotting. Timto zptisobem se podafilo ovéfit existenci dalSich deviti
sRNA (Swiercz et al., 2008).

2.2.3 6S RNA - regulator regulatora

Nékteré regulacni RNA mohou regulovat vice gend, a tim Siroce ovliviiovat fyziologii buriky
(Majdalani et al., 2005). Tyto RNA ptisobi bud jednoduse prostfednictvim parovani bazi s
cilovymi nukleotidy, nebo vazanim na cilové proteiny pomoci svych sekundarnich struktur.
Prikladem druhé strategie je 65 RNA, ktera je jednou z nejlépe studovanych regulacnich RNA
u bakterii (Wassarman Karen, 2018). 6S RNA ma pfimy vliv na pfechod mezi vyvojovymi
stadii bakterii diky své pfimé interakci s holoenzymy o70-RNAP (tedy HrdB-RNAP u
streptomycet). Proto vznik komplexti [070-RNAP-6S RNA] interferuje s transkripci
specifickou pro exponencidlni fazi ristu a napomaha prechodu do faze stacionarni (Willkomm
et al., 2005;Wassarman and Saecker, 2006;Gildehaus et al., 2007). Diky své funkci je sekundérni

struktura promotorové oblasti 6S RNA vyrazné konzervovana napfic bakteridlni #1si.

Vysoky stupen konzervace umoznil s pomoci bioinformatického pfistupu identifikaci vice nez
100 potencidlnich homologti 6S RNA v rtznych eubakteridlnich druzich (Barrick et al., 2005).
Mezi témito nédlezy nebyl vSak rod streptomycet zastoupen. Proto Dr. Josef Panek vyvinul
bioinformaticky algoritmus, sjehoZz pomoci je mozné vyhledat transkripty s podobnou
sekundarni strukturou. Timto zptisobem detekoval v genomu streptomycet nejméné dva
transkripty se sekunddrni strukturou podobnou 6S RNA nalezenou u jinych bakterii (Barrick

et al.,, 2005). Nasledné jsme ovéfili, ze skutecné dochdzi k expresi téchto RNA molekul.



Zajimavé bylo zjisténi, ze gen jedné z téchto nalezenych RNA (scr3559), lezi v lokusu zvaném
BalAl, jehoz nadmérna exprese se projevuje upozadénym vyvojem vzdusného mycelia a

predevsim nadprodukci sekunddrnich metaboliti (Nishiyama et al., 2000).

Na tento transkriptjsme se v dalsi praci zamé¥ili a ukazali jsme, Ze nulova mutace genu scr3559
naopak snizuje produkci antibiotika aktinorhodinu u S. coelicolor (Mikulik et al., 2014), zatimco
jeho nadmérnd exprese vykazuje (i) zkracenou exponencialni fazi rdstu ve srovnani s
kontrolnim kmenem, (ii) urychlenou tvorbu vzdusného mycelia a maturaci spor a (iii)
zvysenou produkci aktinorhodinu a undecylprodigiosinu, podobné jako tomu bylo u BalAl
lokusu (Bobek et al., 2021). Tato pozorovani byla navic podpofena LC-MS analyzami dalSich
produkovanych metabolitti, véetné germicidinti, desferrioxamint a coelimycinu. Diferencidlni
microarray analyza potvrdila zvySenou expresi genti spojenych s popsanymi morfologickymi

a fyziologickymi zménami.

2.2.4 RNéaza III a antisense RNA (sRNA)

S Marii Elliot jsem se poprvé setkal na jiz zminéné konferenci v Cold Spring Harbor. Podruhé o rok
pozdéji na konferenci v Newcastle mi nabidla rocni postdoktorskou pozici ve své laboratori

v kanadském Hamiltonu. A tak jsem se v roce 2008 stal clenem skvéle organizované laboratore s deseti
dalsimi studenty, ktefi mi v cele s Marii vytvofili velice milé a p¥itom inspirationi prostiedi. Marie je

v soucasné dobé vysoce etablovand védecka kapacita, ktera si vsak stale umi udrZet privétivy pristup.

Jak je jiz uvedeno vySe, v pfipadé posttranskripénich regulaci je vyznamna tloha enzymu
RN4za III, ktery rozpoznava a stépi vytvorené dvouvlaknové komplexy RNA (MacRae and
Doudna, 2007). U streptomycet je zndmo, Ze RN4aza III se podili na posttranskripéni modifikaci
ribozomalnich RNA (Jones et al., 2014). Je vSak zajimavé, Ze delece genu kodujictho RNazu III
(rnc gen) vede u S. coelicolor ke znacnému snizeni produkce nejméné c¢tyf antibiotik
(aktinorhodin, undecylprodigiosin, CDA a methylenomycin) (Price et al., 1999;Chang et al.,
2005;Sello and Buttner, 2008).

Microarray analyza a ko-imunoprecipitace odhalily alespori 777 mRNA, které jsou
rozpoznavany RNazou III (Gatewood et al., 2012). Stale vSak nebylo jasné, jakym zptisobem
enzym vaze mRNA, pokud rozpoznava pouze dvouvldknové struktury. Hypoteticky by bud
(i) mRNA mohla tvofit v oblasti 5’-UTR vldsenkové struktury, které by vsak musely byt
dostatecné dlouhé, aby umoznily vazbu RNaze III, jako je tomu u rRNA, nebo (ii) existuji cis-
sRNA transkripty, které parovanim bazi vazbu RNazy III umozni. Smou postgradudlni
studentkou Ing. Ditou Setinovou jsme se zaméfili na tuto druhou moznost a z publikovaného
setu 777 transkripti asociovanych s RNazou III jsme vybrali 17 mRNA. Pro odhaleni
potencidlnich cis-sRNA jsme navrhli vnitfni primery odpovidajici oblastem 5-UTR a RBS

cilovych messengerti. Priitkaz existence odpovidajicich cis-sRNA jsme pak provedli pomoci



RACE experimentti (Rapid Amplification of cDNA Ends) (Olivarius et al., 2009), ¢imz jsme
zaroven odhalili jejich 5 a 3’ konce a jejich celkové délky. To se nam podatilo ve vsech 17
pfipadech (Setinova et al., 2017). Northern blotting analyzy ndm poté potvrdily jejich expresni
profil v prtibéhu zivotniho cyklu streptomycety. Nase dalsi analyzy navic odhalily cis-sRNA
u nékolika transkripcénich regulatorti (AdpA, SigB, SigH a SigR), véetné RN4azy III samotné.

2.2.5 tmRNA

Zajimavou regulacni RNA v bakteridlni fisi je tzv. transferova-messengerova RNA (tmRNA,
kédovand ssrA genem), kterd kombinuje vlastnosti tRNA a mRNA. Jeji uloha spociva v
recyklaci 70S ribozomi, na nichZ je zablokovana translace. Translace se na ribozomech mtize
zablokovat napf. nedostatkem aminoacyl-tRNA (hladovénim), absenci STOP kodonu (mutaci
¢i posunutim ¢tecitho ramce), nebo plisobenim antibiotik, které s translaci interferuji. Proces
obnoveni funkce ribozomt fizeny tmRNA se oznacuje jako trans-translace. Translace neni
dokoncena podle ptivodni mRNA, ale podle interni ,,messengerové” ¢asti tmRNA. Tato cast
tmRNA, zakonéend vlastnim STOP kodonem, kéduje peptid, ktery je specificky rozpoznan a
degradovan intracelularnimi protedzami (Herman et al., 1998;Flynn et al., 2001;Flynn et al.,
2003;Bolon et al., 2004). Blokované ribozomy jsou tak opétovné rozvolnény na samostatné
podjednotky a poskozend mRNA je rychle degradovdna ptisobenim 3'-5'-exonukledz
(Yamamoto et al., 2003).

Zajimalo nas, jak tento trans-translaéni systém funguje u riznych druhti streptomycet. Vybrali
jsme druhy, které produkuji antibiotika, ktera interferuji s translaci, a mohla by tak zptisobit
zvysSenou aktivitu trans-translacniho systému. Nejprve jsme zkoumali intracelularni hladinu
tmRNA u Streptomyces aureofaciens, S. griseus a S. collinus, které syntetizuji tetracyklin,
streptomycin a kirromycin (Paleckova et al., 2006;Paleckova et al., 2007). Zjistili jsme rozdily v
mife produkce tmRNA béhem vyvoje téchto streptomycet. Pfi experimentech se S. aureofaciens
(Paleckova et al., 2006) jsme do kultivaéniho média pfidavali subinhibi¢ni koncentrace
tetracyklinu (ale i jinych antibiotik, jako je streptomycin nebo chloramfenikol) v pribéhu
vegetativni faze rastu, tedy dfive, nez bakterie sama zacala streptomycin produkovat. To
zpusobilo zvyseni intracelularni hladiny tmRNA, zjisténé pomoci Northern blotting. In vitro
trans-translacni systém S. aureofaciens byl rovnéz citlivy na pfitomnost tetracyklinu jiz pri
koncentraci od 15 pmol/L. Tyto experimenty naznacuji, ze trans-translacni systém mtze
prispivat k odolnosti vii¢i antibiotik(im interferujicich s translaci. Rovnéz nékteré fyzikalni
faktory, které zptisobuji stresovou odpovéd, ovliviuji trans-translac¢ni systém (Paleckova et
al., 2007). SnizZeni kultivacni teploty ze standardnich 28°C na 12°C zptisobilo pokles syntézy
proteinti, zatimco se hladina tmRNA zvysila. Naopak zvyseni kultivacni teploty na 37 °C

zpusobilo degradaci tmRNA u vSech zkoumanych kmenti.

Nasledna komparativni analyza odhalila rozdily v sekvencich a v predikovanych
sekunddrnich strukturach tmRNA u rdaznych druhti streptomycet (Mikulik et al., 2008).



Dtilezitou ¢asti nasich analyz byla identifikace proteint interagujicich s tmRNA (Mikulik et
al., 2008). Pomoci afinitni chromatografie na tmRNA-Sepharose a UV-cross-linking
experimentt se P znac¢enou tmRNA bylo identifikovano Sest proteinti spojenych s tmRNA u
S. aureofaciens: 3 a P’ podjednotky RNAP, PNPé4za, ribozomalni proteinu SS1, ABC
transportéry a elongacni faktor EF-Tu. Pro detekci peptidu SmpB, ktery je dulezitou
komponentou trans-translacniho systému (Wower et al., 2001), jsme pouzili specifické
protilatky. Nejvyssi tiroveni SmpB byla detekovana v burikach z exponencialni faze rtstu a

niz$i mnozstvi ve staciondrni fazi a ve sporach.

2.2.6 Diskuse: Ohlasy na nase clanky o regulacnich RNA streptomycet

Obé nase publikace, vénujici se hledani ncRNA (Panek et al., 2008;Swiercz et al., 2008), byly ve
své dobé pro transkriptomiku streptomycet pionyrské a pokud jde o mou publikacéni aktivitu,
obé maji nejvyssi citovanost. Clanek (Panek et al., 2008) ma ke dni 11. 11. 2023 citovanost 54,
zatimco ¢lanek (Swiercz et al., 2008) je citovan 60krat. Nasledovaly dalsi publikace jinych
autord, které pouzitim kombinace bioinformatickych pfedpovédi a experimentalnich pfistupti
potvrzuji o¢ekdvané zapojeni ncRNA do regulaci bunéénych procest u streptomycet, véetné
primarniho metabolismu, vyvojovych pfechodt, produkce antibiotik a riiznych reakci na stres
(Tezuka et al., 2009;D'Alia et al., 2010;Vockenhuber et al., 2011;Moody et al., 2013). V této dobé
se rovnéz zacaly Sifeji vyuzivat moderni metody celogenomovych analyz, jako je deep
sequencing. Touto metodou Vockenhuber (Vockenhuber et al., 2011) analyzoval transkriptom
z konce exponencialni faze rtistu S. coelicolor, coz odpovidd zacatku tvorby sekundarnich
metaboliti. Autofi této studie identifikovali 63 ncRNA, z nichZ 29 jsou cis-sRNA, a pomoci
Northern blotting prokdzali expresi 11 z nich. V této praci byla opétovné potvrzena exprese

osmi pivodné nami (Panek et al., 2008;Swiercz et al., 2008) identifikovanych transkripti.

V jiné studii byla data z RN A-Seq pouzita pro komparativni analyzu ncRNA u tfi modelovych
streptomycet: S. coelicolor, S. avermitilis a S. venezuelae. Autofi zde identifikovali stovky novych
sRNA (Moody et al., 2013). OvSem pouze geny 129 z nich byly konzervované, a z nich pouze
11 bylo skutecné exprimovano ve vsech tfech streptomycetach. Jesté dfive, v publikaci z roku
2009, byla obdobna komparativni analyza pouzita pfi hledani novych ncRNA u S. griseus, S.
coelicolor a u S. avermitilis (Tezuka et al., 2009). Bioinformatickym prizkumem autofi nejprve
vybrali 54 kandidatnich sRNA, jejichz sekvence byly vysoce konzervované. Z téchto 54
kandidatti bylo analyzou Northern blotting a mapovanim S1 nukledzou potvrzeno novych 12
transkripti u S. griseus. Disrupce genti vSech 12 sRNA vsak nezptisobila pozorovatelné
fenotypové zmény. Navzdory témto poznatkiim vsak dnes jiz vime, Ze zasahy do syntézy
nékterych ncRNA u streptomycet mohou vyrazné ovlivnit produkci antibiotik. Naptiklad
nadmérnd exprese scr5239 sRNA u S. coelicolor vedla ke sniZeni produkce aktinorhodinu,
zatimco ubytek hladiny této sSRNA produkci antibiotika zvySilo (Vockenhuber and Suess,
2012). Podobnym zptisobem nadmérnd exprese cnc2198.1as sSRNA vyrazné snizila produkci

undecylprodigiosinu u téhoz druhu (D'Alia et al., 2010). NaS dosud nezvefejnény vyzkum



ukazal nadmérnou produkci aktinorhodinu pfi nadprodukci dfive objevenych cis-sSRNA
(Setinova et al., 2017) (Obr. 3).

Obrazek 3. Porovnani fenotypti kment streptomycet nadmérné exprimujicich cis-sRNA (ve sméru
hodinovych rudicek shora: negativni kontrolni kmen s prazdnym plazmidem (bily), as-rnc, as-adpA,
asSCO1626 (bily), asSCO0864, asSCO0703, asSCO0494 a asSCO0219).

Podobné jako vyse uvedené komparativni analyzy genomt streptomycet, také komparativni
analyza 130 dostupnych genomovych sekvenci mykobakterii odhalila, Ze pocet genti
kédujicich ncRNA se 1isi v zavislosti na druhu mykobakterie (Behra et al., 2022). Autofi této
studie identifikovali 12 vysoce konzervovanych ncRNA, mezi nimiz byly rozpoznany
ribonukledza P RNA, tmRNA, signal recognition particle (4,55 RNA), Msl RNA a 6C RNA.
Stejné jako to ukazaly nase prace u genomu streptomycet (Panek et al., 2008;Swiercz et al.,
2008), rovnéz u mykobakterii jsou geny kédujici Ms1 RNA (scr3559 u S. coelicolor) a 6C RNA
(scr3558 u S. coelicolor) blizko sebe, majice mezi sebou pouze jeden gen kodujici protein.

Msl RNA u S. coelicolor je pravé nami studovana scr3559 RNA, kterou jsme z divodu
podobnosti sekundarni struktury rovnéz oznacovali jako 6S-like RNA (Bobek et al., 2021).
Nicméné neddvno nasi kolegové v MBU AV CR (Vankova Hausnerova et al., 2022) ukazali, ze
transkript scr3559 vaze pouze jadrovou RNAP bez sigma faktoru, a proto jej pfejmenovali na

Ms1 RNA, podle popsaného analogu u mykobakterii (Sikova et al., 2019) (viz kap. 2.2.5).

6C RNA, nazvana podle Sesti konzervovanych cytosinovych zbytki nachdzejicich se ve
smycce konzervované vlasenkové struktury, je mezi pfislusniky kmene Actinobacteria Siroce
zastoupend, a dokonce pro M. tuberculosis je tato RNA nezbytna (Arnvig and Young, 2009).
Mai u M. tuberculosis identifikoval/a 47 gentl, jejichZ transkripty by mohly byt vazany 6C RNA
(Mai et al., 2019). Skutecna vazba, kterd probihd pravé pres C-bohatou smycku bez pomoci

RNA chaperonti, byla ovéfena u 15 z nich pomoci in vivo translacniho lacZ fazniho systému.



6C RNA je tedy ziejmé pleiotropnim reguldtorem ovliviiujicim mimo jiné replikaci DNA a
sekreci proteinti. Hladina 6C RNA vzriista s pfechodem buné€k do staciondrni faze riistu
(Behra et al., 2019). Analogicky 6C RNA ovliviiuje proces sporulace u S. coelicolor (Swiercz et
al., 2008).

Spolu s panem Doc. Karlem Mikulikem a s mou tehdejsi kolegyni Ing. Petrou Paleckovou jsme
byli prvnimi autory, ktefi studovali aktivitu tmRNA molekuly u streptomycet (Paleckova et
al., 2006;Paleckova et al., 2007;Mikulik et al., 2008;Paleckova et al., 2009). Celkem jsou ke dni
11. 11. 2023 vSechny naSe publikace vénujici se tomuto tématu ocitovany 34krat. Pokud
pomineme ribozomalni RNA, je tmRNA jednim znejvice exprimovanych transkriptii u

streptomycet (Arancio et al., 2022).

Analyza proteinti, které byly na svém karboxylovém konci oznaceny His8-tagem
prostfednictvim rekombinantni tmRNA, identifikovala trans-translaci deseti, predevsim
nasledujicich stresovych proteint: heat-shock protein Dnak, thiostreptonem indukovany
protein TipA, stresovy protein A, EF-Tu3 a proteinové regulatory bunécného cyklu -
pleiotropni reguldtor produkce antibiotik a metabolismu N-acetylglukosaminu DasR,
regulatory sporulace SsgF a SsgA a jejich transkripcni aktivator SsgR (Barends et al., 2010).
Autori této studie nasi praci cituji pfedevsim v souvislosti s tvrzenim, Ze tmRNA kontroluje
adaptaci transla¢niho systému na stresové podminky, které zahrnuji i pfitomnosti transla¢nich
inhibitori. Autofi dalsi studie, Andini a Nash, si v souvislosti s tim polozili otdzku, zda
zvySena hladina tmRNA v pfitomnosti antibiotik inhibujicich translaci je zptlisobena
navySenim syntézy nebo redukci degradace tohoto transkriptu (Andini and Nash, 2011).
Pomoci experimentti provedenych u M. smegmatis a M. bovis zjistili, Ze po vystaveni ribozomii
translacnim inhibitortim se aktivita promotoru ssrA genu zvysuje, a proto dochazi ke zvysSeni

hladiny tmRNA beze zmény v rychlosti jeji degradace.

Odhaleni novych cis-sRNA u streptomycet, které jsme provedli prostfednictvim dfive
identifikované vazby RNazy III na jejich cilové messengery, je ke dni 11. 11. 2023 citovano
celkem 11krat, vcetné citaci v nékolika pfehledovych ¢lancich o antisense transkripci (Georg
and Hess Wolfgang, 2018), o mezidruhové komunikaci prostfednictvim sRNA (Layton et al.,
2020) a o streptomycetovych ribonukleazach (Jones, 2023). Nékolikrat byla také citovana nami
zjisténd existence cis-sSRNA (as-adpA RNA) zfejmé ovliviujici produkci globalniho
transkripéniho regulatoru AdpA kontrolujictho morfologickou diferenciaci a produkci
antibiotik (Rabyk et al., 2018;Kang et al., 2019;Lu et al., 2022).



2.3 Regulace genové exprese prostfednictvim fosforylace proteinii

2.3.1 Literarni pfehled: Dvoukomponentové systémy streptomycet

Signaly z prostiedi a jejich spravna interpretace jsou pro mikroorganismy klicové (Hoskisson
and Fernandez-Martinez, 2018). Signdly se v mikroorganismech prenaseji pomoci
transdukénich drah, pfedevsim prostfednictvim tzv. dvoukomponentovych systémi (TCS,
Two-Component Systems) (Romero-Rodriguez et al., 2018). Jako odpovéd jsou nasledné
aktivovany patfi¢né transkripcni faktory. Dvoukomponentovy systém je obvykle sloZzen ze
dvou proteinti. Prvnim je transmembranova histidinova kindza uéinkujici jako senzor (SHK,
Sensor Histidine Kinase), ktery prendsi fosfatovou skupinu ze své histidinové casti na
aspartatovy zbytek druhého proteinu. Timto druhym proteinem je regulacni protein (RR,
response regulator), ktery miize plisobit jako transkripcni faktor na expresi cilovych gent
(Jung et al., 2018).

Ve své nejbéznéjsi a nejjednodussi organizaci jsou TCS pfitomny u bakterii, avsak nékteré
eukaryotické buriky, jako jsou houby, kvasinky a nékteré vyssi rostlinné buriky, maji systémy
podobné (Zhao et al., 2022). TCS mohou vnimat mnoho stimuld, jakymi jsou svétlo, teplota,
pH, pfitomnost kovil, dostupnost zivin, respiracni akceptory elektronti, oxidacni cinidla,
nizkomolekularni metabolity, véetné signali mezibakteridlni komunikace (quorum sensing a
quorum quenching faktor(i), pfitomnost antibiotik a antimikrobidlnich peptidd,
oligosacharidti, proteinti, hormonti a rtiznych signal(i od hostitele (Lazar and Tabor, 2021).

Tim mohou organismy ziskavat Ziviny, reagovat na stres nebo si vyménovat informace s
jinymi burikami, aby koordinovaly vyvoj a pfizptsobily se zménam prostfedi nebo v pfipadé
patogenti a komenzal{i svému hostiteli (Jacob-Dubuisson et al., 2018;Jung et al., 2018). Cetnost
TCS v jednom organismu je rovnéZz odrazem jeho vyvojové komplexity: jednoduché patogenni
intraceluldrni bakterie Zijici v homeostatickém prosttedi koduji pouze nékolik TCS. Naopak u
bakterii, které Ziji ve vysoce konkurencnim prostiedi, jako jsou streptomycety, jsou TCS hojné

a pro rychlou adaptaci na environmentalni a nutri¢ni zmény zasadni.

Pokroky ve vyzkumu TCS u nékolika streptomycet (napfiklad S. coelicolor, S. avermitilis, S.
antibioticus a S. lividans) umoznily navysit produkci antibiotik nebo dokonce jejich produkci
spustit, pokud jsou jejich biosyntetické drahy kodovany v kryptickych genovych shlucich, jez
nejsou aktivovany za standardnich laboratornich podminek (Rodriguez et al., 2013).



2.3.2 Fosforylace proteinti jako nastroj modifikace aktivit signalniho a transla¢niho

systému u streptomycet

Svou diplomovou praci jsem vykonaval u pana RNDr. Jifiho Janecka, CSc. Vénovali jsme se
spolu protein-kinazovym a fosfoprotein-fosfatdzovym aktivitdm jako ndstrojim pienosu
signalt z prostfedi a odpovédi ve smyslu koordinace vyvojovych etap bunécného cyklu
streptomycet (Bobek et al., 2000). Protein-kindza ze S. granaticolor Pkg2 je autofosforylovana
na threoninu a serinu (Nadvornik et al., 1999). Tento enzym byl ve svém fosforylovaném stavu
pouZzit jako substrat pro testovani aktivit fosfoprotein-fosfataz, pfitomnych v bezbunécném
extraktu mycelia této bakterie. Uroven aktivity fosfoprotein-fosfataz byla uréena z inhibice
fosforylaéni aktivity Pkg2. V nasem experimentu pfitomnost bezbunééného extraktu
zpusobila defosforylaci Pkg2. Mira této defosforylace byla pfitom pfimo umérna jednak
mnozstvi bezbunécného extraktu, jednak reakéni dobé. Aby se prokdzalo, Ze bezbunécny
extrakt fosfoprotein-fosfatazy skute¢né obsahuje, byly v dalSich experimentech do reakéni
smési pridany specifické inhibitory fosfoprotein-fosfatdz. Pfitomnost inhibitorti fosfatdz
potlacila de-fosforylaci jiz fosforylovanych proteinti. Na zdkladé téchto experimentt 1ze
usuzovat, Ze je u streptomycet mira fosforylace proteint vyssi v prabéhu vegetativni faze
rustu, zatimco pii diferenciaci vzdusného mycelia je jiZ protein-kindzova aktivita vyrazné

utlumena a prevaZzuje aktivita fosfatazova.

Po dokonceni diplomové prace jsem presel ke spolupraci s panem Doc. Karlem Mikulikem,
DrSc. U néj jsem zpocatku navazal na studium fosforyla¢nich modifikaci proteinti, nyni se
zaméfenim na ribozomy. Ovéfovali jsme, zda fosforylace ribozomalnich proteinti umoznuje
regulovat aktivitu translacniho aparatu. NasSe experimenty, provedené pomoci in vitro
translace poly-(U) na dvou modelech streptomycet, S. collinus (Mikulik et al., 2001) a S.
coelicolor (Mikulik et al., 2011), ukazaly zvySenou aktivitu ribozomti, pokud jsou ribozomalni
proteiny defosforylovany (Obr. 4). Fosforylaci je dotcena predevsim peptidyltransferazova
aktivita. Lze se domnivat, Ze fosforylace ribozomalnich proteinti pfirozené reguluje translacni
aktivitu, aby organismus mohl pruzné reagovat na ménici se podminky prostfedi, véetné
nedostatku zivin, a koordinovat vyvojové pfechody, véetné morfologické diferenciace a
produkce antibiotik.

V naslednych experimentech, provadénych predevsim mou tehdejsi kolegyni, Ing. Petrou
Paleckovou, jsme s pomoci specifickych inhibitort protein-kindzové aktivity ukdzali vliv
fosforylace proteini na germinaci spor. Pokud byla aktivita protein-kinaz utlumena,
dochézelo ke zpomaleni pfechodu do vegetativni faze riistu. Ackoliv v této praci neslo zcela
vyloucit dalsi inhibi¢ni efekty pouzitych latek, dosazené vysledky koreluji se zavéry vyse
zminéné prace (Bobek et al., 2000), naznacujice prevahu fosforylacnich aktivit béhem
vegetativni faze riistu, zatimco pfi vyvoji vzdusné mycelia a spor, tedy pfi pfechodu do

dormantniho stavu pfevazuje aktivita fosfoprotein-fosfataz.



Aktivita protein-kinaz, ale
defosforylace ribosomalnich proteinti

® Vegetativni riist * Stacionarni faze

Obrazek 4. Fosforylacni aktivita v priibéhu bunécéného cyklu.

2.3.3 Diskuse: Ohlasy na nase clanky o fosforylacich proteinti streptomycet

Nejvyssi miry citovanosti k tomuto tématu (dohromady 30 ke dni 11. 11. 2023) dosdhly nase
dva ¢lanky tykajici se fosforylace ribozomalnich proteint. Prace, které nds cituji, se zabyvaly
napftiklad fosforylacemi ribozomalnich proteinti u E. coli (Soung et al., 2009), ale také u sav¢ich
mitochondprii (Miller et al., 2009). Nasleduji clanky analyzujici celkovy fosfoproteom u dalsich
druht bakterii, jakymi jsou B. subtilis (Rosenberg et al., 2015), M. tuberculosis (Fortuin et al.,
2015), Saccharopolyspora erythraea (Licona-Cassani et al., 2014), Zymomonas mobilis (Tatli et al.,
2019).

Autofi studie fosforylac¢nich aktivit ribozomalnich proteinti E. coli (Soung et al., 2009), ktefi
cituji obdobnou nasi studii provedenou na streptomycetach (Mikulik et al., 2001), detekovali
fosforylaci u proteintt S3, S4, S5, S7, 511, S12, S13, 518 a S21 malé podjednotky (30S) a u
proteinti L1, L2, L3, L5, L6, L7/L12, L13, L14, L16, L18, L19, L21, L22, L28 a L31 velké
podjednotky (50S).

Zajimava je studie fosforylaci ribozomalnich proteinti u savéich mitochondrii (Miller et al.,
2009). Je znamo, Ze mitochondrie maji vlastni translacni aparat, ktery je zodpovédny za
syntézu 13 mitochondridlné koédovanych proteinti pro oxidativni fosforylaci, kterd pro
eukaryotni bunikky generuje az 90% energie. Autofi identifikovali 24 mitochondridlnich
ribozomalnich proteinti fosforylovanych na aminokyselinach serinu, threoninu nebo tyrosinu,
podobné jako tomu byva u bakterii. V jiné studii (Miller et al., 2008) pak stejna skupina autort
prokazala, Ze posttranslacni modifikace ribozomalnich proteinti fosforylaci i acetylaci
modifikuje funkci mitoribozomu. Fosforylace ribozomalnich proteinti vede k inhibici syntézy
proteint v in vitro translaénim systému, stejné jako u streptomycet v ndmi publikované studii.
Navic fosforylace jednoho z ribozomalnich proteint, DAP3, ktery je pro-apoptoticky, je
dtlezita pro jeho roli pri indukci apoptozy.

U B. subtilis (Rosenberg et al., 2015) byla analyzovana dynamika Ser/Thr/Tyr fosfoproteomu
v priibéhu germinace endospor. Mezi fosforylovanymi proteiny byly identifikovany slozky
centralniho metabolismu, zahrnujici transkripci, translaci, metabolismus uhliku a komponent
specifickych pro spory. Fosfoproteom analyzovany =z pocatku exponencialniho rlstu

mykobakterie zahrnoval 214 proteinti fosforylovanych na 414 Ser/Thr/Tyr zbytcich. Z hlediska



funkéniho zahrnovaly tyto fosforylované proteiny virulencni faktory, regulacnich proteiny,
slozky metabolismu lipid(i, energetického metabolismu, replikace a exprese genetické

informace a syntézy bunécné stény.

V pribéhu celého Zzivotniho cyklu byly sledovany zmény fosfoproteomu u aktinomycety
Saccharopolyspora erythraea, ktera produkuje prvni klinicky vyuzivané makrolidové
antibiotikum erytromycin (Oliynyk et al., 2007). Celkem byla detekovana fosforylace u 88
proteind. K vyraznym zméndm fosforylace dochazelo pfedevSim ve stacionarni fazi
bunééného cyklu u enzymu centralniho metabolismu uhliku, jako napfiklad acetyl-koenzym
A karboxylaza, isocitrat lydza a 2-oxoglutarat dehydrogenaza. Autofi se domnivaji, Ze vyssi
mira fosforylace téchto enzymti znamena jejich zvySenou aktivitu, kterd je potfeba pro syntézu

prekurzorti vedoucich k produkci antibiotik.

Zymomonas mobilis je fakultativné anaerobni alfaproteobakterie, kterd je vyuZzivana pro
primyslovou vyrobu biopaliv, pfedevsim etanolu (Martien et al.,, 2019). Z. mobilis také
disponuje nitrogendzou a dokaZe ucinné fixovat atmosféricky dusik, aniZ by to ovlivnilo
vytézek etanolu (Kremer et al., 2015). Analyza fosfoproteomu u této bakterie odhalila 125
fosforylovanych proteinti, mezi nimiZ jsou enzymy metabolickych drah, jako je glykolyza,
Krebstv cyklus, transport elektronti, metabolismus dusiku a syntéza proteinti. Kvantitativni
analyza fosforylovanych proteinti mimo jiné ukazala zvySenou fosforylaci enzymu glykolyzy
a ribozomalnich proteind béhem aerobnich podminek, ale také v podminkach anaerobnich pfi

fixaci dusiku.

Kromé c¢lankti analyzujicich fosfoproteom u rtiznych bakterii nds v jednom pfipadé citovali
autori studie, v niz hledali nové terapeutické cile pro vysoce rezistentni Streptococcus agalactiae
sérotyp III (Favero et al., 2020). Jde o invazivniho patogena, ktery v roce 2015 zptsobil v
Singapuru zavaznou epidemii, kterd postihla i mladsi a imunokompetentni jedince, véetné
netéhotnych Zen (Kalimuddin et al., 2017). Jednalo se o prvni dokumentovany pfipad infekce
spojené s konzumaci syrovych ryb z chovu (Tan et al., 2016). Navic byla u tohoto sérotypu
zaznamendana rezistence na pét tfid antibiotik (mozna pravé vzhledem k moznému
naduzivani antibiotik v rybich chovech, pozn. autora). Autofi se domnivaji, Ze tato bakterie
muze slouzit jako rezervodr genti antibiotické rezistence, a proto ve své studii pomoci
bioinformatickych nastrojii poukazali na pét proteinti jako potencidlnich cil pro nova léciva.
Jednim z téchto proteinti je ribozomalni protein L19, ktery je zodpovédny za spojeni malé a
velké ribozomalni podjednotky, a je proto zasadni pro translaci (Persson et al., 1995;Soung et
al., 2009). Autofi studie nas cituji v souvislosti s nasim zjisténim, Ze fosforylace proteinu L19
na aminokyselinovych zbytcich Ser, Thr a Tyr snizuje aktivitu ribozom az o 50 % (Mikulik et
al., 2001).



2.4 Germinace streptomycet

Svou postdoktorskou pozici jsem zahdjil v Laboratofi bioinformatiky u pana doktora Jitiho
Vohradského: ,, Germinace streptomycetich spor je uiZasny model pro ty nase matematické simulace,
protoze vychdzi z nulového stavu...” Jirka je vyborny védec, ale zdrover skvély diplomat, psycholog a
sportovec. ,, Kouzlo matematického pristupu je v tom, Ze z dat o genové expresi miizu modelovat
regulacni sité, coZ pak usetti spoustu experimentii. Je naptiklad zbytecné zkoumat, zda se potencidlni
reguldtor a requlovand molekula k sobé vdzi in vitro, kdyz vim, Ze se ve skutecnosti spolu viibec

nepotkaji...” Pro mé je vzdy radost s nim mluvit, protoZe vim, Ze miiZeme mluvit o cemkoliv.

2.4.1 Literarni pfehled: Dormance a probouzeni

Pro mnoho bakterii a hub je pfechod do dormantniho stavu dtlezitou strategii pfeziti
nepfiznivych podminek. V dormantnim stavu zastavuji sviij rist, nemnozi se a diferencuji se
do metabolicky neaktivnich forem, které jsou odolné vii¢i nepfiznivym podminkam.
Exospory, znamé také jako arthrospory se vSak tvofi jen u nékterych bakteridlnich rodt
spadajicich predevsim do tfidy Actinomycetia. Kromé radu Actinomycetales, kam patfi i rod
Streptomyces, jde napiiklad o rody Micromonospora nebo Cryptosporangium. Tyto exospory se
morfologicky i funkcéné vyrazné lisSi od endospor bakterii rodu Bacillus a Clostridium.
Endospory jsou velmi odolné vici rliznym stresim, coZ jim umozZnuje preZzit i extrémni
podminky. Na druhou stranu exospory se vice podobaji spordm eukaryotnich hub. To je
pravdépodobné dano analogii vyvoje v plidnim prostfedi. Spole¢nou charakteristikou spor je
tlustd bunécna sténa doplnéna vnéjsimi obaly a dehydratace. U streptomycet je vnéjsi obal
oznacovan jako rodletova vrstva, ktera je tvofena vlaknitymi proteiny chapliny a rodliny
(Claessen et al., 2004), spolecné vytvarejici texturu pfipominajici proutény kosik.
Dehydratovany stav sporam zajistuje odolnost proti teplotnim extrémtim a dal$im fyzikalnim
a chemickym ucinkiim. Dehydratace vSak také vede k nehybnosti a zméné konformace
makromolekul, ke kondenzaci nukleovych kyselin a k neaktivnim formam proteinti. Aby se
proteiny a mRNA v cytoplazmé dehydratovanych exospor uchovaly, jsou stabilizovany
prostrednictvim vodikovych vazeb v prostfedi trehalézy. Trehaldza je oznacovana jako
multiprotektivni cukr, nebot zajistuje ochranu proti teplotnim extrémutim, vysuseni, radiaci ¢i
oxidativnimu stresu (Fillinger et al., 2001). Jde o dimer dvou molekul glukdzy spojenych o, -
1,1-glykosidickou vazbou, ktery mtze tvofit az 25 % suché hmotnosti spory (McBride and
Ensign, 1987). Nasledné je trehaldza vyuZzivana jako vnitini zdroj energie pro pocatecni faze
kliceni. U endospor vykonava funkci stabilizdtoru makromolekul kyselina dipikolinova
(DPA). DPA tvofi az 15 % suché hmotnosti zralych endospor a zajiStuje sporam odolnost vici
teplu (Setlow, 2006).

Samotné kliceni je zalozené na kompletni rekonstrukci bunék, ktera zahrnuje vysokou
metabolickou aktivitu a morfologické zmény, které zacinaji odstranénim povrchovych obalti

a rekonstituci bunééného obsahu. Klic¢eni exospor je sekvenéni proces, ktery 1ze rozdélit do tii



odlisnych kroki (definovanych podle (Hardisson et al., 1978)): (i) ztmavnuti spor, (ii) bobtnani
a (iii) rast klicku (Obr. 5). Toto ptivodni clenéni procesu germinace jsem se ve svém
prehledovém ¢lanku pokusil popsat v kontextu s nasimi soucasnymi znalostmi (Bobek et al.,
2017).

(i) Ztmavnuti je spojeno s rekonstrukci bunécné stény. Spory ztraceji hydrofobni povahu, coz
vede k pocate¢nimu priniku vody. Tento proces méni optické vlastnosti spor a umoznuje
burikkdm znovu aktivovat metabolismus. Ztmavnuti je zplisobeno ztratou lomu svétla, coz
vyzaduje pritomnost bivalentnich kationtti Ca*, Mg?, Mn?*, Zn* a Fe? (Hardisson et al.,
1978;Eaton and Ensign, 1980;Salas et al., 1983). Vapnik a hoicik jsou vazany karboxylovymi
skupinami peptidoglykanu a polyfosfatovymi skupinami teichoové kyseliny ve sténé spor
(Thomas and Rice, 2014). Béhem odstraniovani sporovych obalt jsou reaktivovany hydrolazy,
které Stépi kovalentni vazby uvnitf vrstvy peptidoglykanu. Tim zprostfedkovavaji

rekonstrukci bunééné stény, coz umoznuje vstup externich zivin (Haiser et al., 2009).

(ii) Bobtnani je zptisobeno pokracujicim priinikem vody do spor. U¢inkem enzymu trehalazy
dochézi v bunkach k vyraznému poklesu hladiny trehal6zy, coz naopak vede ke zvyseni
hladiny glukézy (McBride and Ensign, 1987). Tim je zajistén zdroj energie pro reaktivaci
enzymu a opétovné spusténi metabolismu. Aktivované spory mohou detekovat vnéjsi zdroje
zivin a na stav vnéjsiho prostfedi zacinaji odpovidat spusténim patficnych metabolickych
drah. Tato faze je kontrolovana réiznymi regulatory genové exprese, které ovlivnuji transkripci
(BldD, Crp protein nebo sigma a anti-sigma faktory) a translaci (RNaza III), jak jsme zjistili ve
svych expresnich analyzach (Strakova et al., 2013a;Strakova et al., 2013b).

(iii) Vznik klicku je jev jiz pozorovatelny mikroskopicky a zajistuje rtist apikalnich hyf. Klicky
se objevuji na vnitini sténé spor a postupuji skrz vnéjsi vrstvu. DuleZitou roli hraje
chaperoninovy protein SsgA, ktery lokalizuje mista vzniku kli¢ku (Noens et al., 2007). DalSimi
klicovymi proteiny jsou DivIVA, FtsZ a FilP, které jsou zodpovédné za tvorbu novych hyf a
vegetativni rtst (Grantcharova et al., 2005;Flardh et al., 2012;Kelemen, 2017). Tim nakonec

dochazi k pfechodu od faze germinace k vegetativnimu bunéénému rastu.
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Ztmavnuti Bobtnani Vznik klicku

Obrazek 5. Schéma germinace streptomycet. Zleva: vzdusné mycelium nesouci fetizky spor; klicici
spory reprezentujici jednotliva stadia germinace; rostouci a vétvici se hyfy substratového mycelia.

Autorska ilustrace. Pfevzato z (Bobek et al., 2017) a upraveno.



2.4.2 Systémova analyza genové exprese pfi germinaci spor

Pfed systémovymi analyzami genové exprese v priitbéhu germinace spor nds nejprve zajimala
odpovéd na otazku, jakym zptisobem jsou dormantni spory pripraveny na reaktivaci svého
metabolismu. Zaméfili jsme se na pfipravenost proteosyntetického aparatu (Mikulik et al.,
2002). Modelovym organismem byl zvolen S. granaticolor, jehoz spory kli¢i rychle a vcelku
synchronné. Navozeni maximdlni synchronnosti procesu kliceni spor bylo pro tyto
experimenty nezbytné. Proto byly spory nejprve uméle aktivovany, coz se provadi
mechanickou disrupci sporového plasté nasledovanou teplotnim Sokem. Aktivované spory
byly potom znadeny in vivo po dobu 30 minut radioaktivnim [*S]- cystein / methioninem
pfitomnym v kultivacnim médiu. Do média byl navic pfidan rifamycin — antibiotikum, které
blokuje iniciaci transkripce (Campbell et al., 2001;Feklistov et al., 2008). I pfes takto
zablokovanou de novo transkripci bylo pomoci dvourozmérné proteinové elektroforézy
detekovano nékolik stovek radioaktivnich — tedy nové syntetizovanych - proteint. Tyto
experimenty ukdzaly, Ze dormantni spory disponuji zasobou molekul mRNA, jez ziejmé byly,
vzhledem k metabolické inaktivité v dormantnim stavu, nasyntetizovany jesté ve fazi
sporulace a maturace spor. Predpokladali jsme, Ze tato zdsoba mRNA koduje tzv. early

proteins, tedy proteiny potfebné pro pocatecni fazi kli¢eni.

V ndvazné pilotni systémové studii byly synchronné kli¢ici spory pouzity k proteomické
analyze aktivovanych a nové syntetizovanych proteinti (Bobek et al., 2004). Vzhledem
k absenci vody obsahuji dormantni spory agregované proteiny. Tato prace odhalila, Ze se
v priibéhu kliceni syntetizuje velké mnozstvi chaperonti (DnaK, Trigger factor a GroEL), o
nichz se domnivame, Ze reaktivaci dosud neaktivnich proteinti napomahaji. Funkce
chaperonti je rovnéz ovlivnéna fosforylaci. Nové syntetizované proteiny byly vySe popsanou
metodou znacdeny v péti navazujicich ¢asovych tsecich a nasledné identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. Identifikované proteiny byly pfifazeny do funkénich skupin a
rozdéleny do Sesti kinetickych skupin, které odpovidaji jednotlivym fazim germinace: (i) early
proteins (0-30 min), (ii) proteiny syntetizované pred prvni replikaci DNA (0-60 min), (iii)
proteiny syntetizované béhem prvni replikace DNA (60-80 min), (iv) proteiny syntetizované
po prvni replikaci DNA (90-120 min), (v) proteiny syntetizované ve fazi mikroskopicky
patrnych germinacnich klicki (90-300. min), (vi) proteiny syntetizované ve fazi prvnich vlaken
(210-300 min).

V navazujici praci (Strakova et al., 2013a) jsme pfistoupili k podrobnému zmapovani kinetiky
exprese proteinti detekovanych v pribéhu germinace spor S. coelicolor, jehoz genom byl v té
dobé — na rozdil od S. granaticolor - jiz osekvenovan a nejlépe anotovan (Bentley et al., 2002).
Hladiny exprimovanych proteinti byly mapovany béhem celého priibéhu kli¢eni. Podle takto
zjisténé kinetiky exprese byly akumulované (tedy vSechny detekované) a nové syntetizované
(tedy radioaktivni) proteiny seskupeny do definovanych kinetickych a funkénich skupin.
Vysledky ukazaly, Ze schopnost dormantnich spor pfejit do aktivnhiho metabolismu je
zajiStovana jiz ve fazi sporulace pfipravou slozek proteosyntetického aparatu, chaperont a



hydroldz, coz umoznuje rychlé zahajeni globdlni exprese proteinti béhem prvnich 10 minut
kultivace. Zatimco chaperony jsou nezbytné pro opétovné aktivovani pfitomnych proteinti po
jejich hydrataci (Bobek et al., 2017), hydrolazy napomahaji obnové bunééné stény kliéicich spor
(Bobek et al., 2004;Haiser et al., 2009). V prtibéhu prvni hodiny pak byla syntetizovana vétSina
proteinti; jiz v této fazi byly detekovany proteiny energetického metabolismu, transportni
proteiny a pleiotropni regulatory (pfedevSim cAMP-receptor Crp, RNéaza III a BIdG). Od
tohoto stadia lze tudiz pfedpoklddat kompetentnost bunék reagovat na signaly z prosttedi.
Zajimavé bylo zjisténi syntézy cytoskeletovych proteinti DivIVA, FilP a FtsZ, které kontroluji
apikalni rtst a proces déleni bunék (Frojd and Flardh, 2019).

V rdmci nasich systémovych studii germinacniho procesu byla kromé proteomického pristupu
aplikovana také microarray analyza transkriptomu (Strakova et al., 2013b). Vzhledem k tomu,
ze proteomicky pfistup detekuje fadové stovky proteinti, zatimco ¢ipova analyza odhali tisice
transkripti, nelze z obou metod ziskana data snadno porovnavat. Proto byla bioinformaticka
analyza v této praci zaloZena na identifikaci hlavnich komponent, které umoznuji porovnavat
reprezentativni vzory kinetickych profilti genové exprese (tzv. principal component analysis).
V takovém pripadé byla zjisténa vysoka mira korelace nové syntetizovanych proteinti a jejich

transkriptti.

Ziskana data potvrdila, Ze v dormantnich sporach jiz existuje relativné vysoky pocet mRNA
et al., 2002). Dokonce se ukazalo, Ze aktivita transkripcniho aparatu byla nejvyssi na pocatku

germinace a postupné klesala az do konce pozorovaného obdobi.

Ziskana transkriptomickd data jsme nasledné jesté jednou vyuzili pro bioinformatickou
analyzu, ktera méla ozfejmit, které geny jsou dutileZité pro jednotlivé faze germinace (Bobek et
al., 2014). Proto jsme identifikovali takové geny, jejichZ exprese se v urcitém casovém bodé
vyrazné lisi (vzroste nebo klesne). Tyto geny byly poté zafazeny do metabolickych a
regulacnich drah. Tento pfistup odhalil casovani aktivace konkrétnich drah béhem kliceni.
Zajimavym zjisténim byly zmény v expresi konkrétnich sigma faktorti. To nastinilo jejich
tlohu béhem kliceni. Mezi faktory, jejichZ exprese byla zvySena béhem pocatecni faze kliceni,
patfi SigE, ktery pravdépodobné fidi obnovu bunééné stény, SigR, ktery kontroluje opétovné
seskupovani proteinti, a dalsi (SigH, SigB, Sigl, Sig]), které ovladaji reakce na osmoticky a
oxidacni stres. Z analyzy exprese genti kodujicich sigma faktory plyne, Ze fyziologicky proces
germinace je kontrolovan podobnym zptisobem, jako je fizena genova exprese ve stresovych

podminkach.



2.4.3 Sekundarni metabolity produkované pii germinaci spor

VySe popsané analyzy genové exprese pfi germinaci spor mimo jiné odhalily v této pocatecni
vyvojové fazi aktivitu nékterych gent (konkrétné 163) z rozli¢nych biosyntetickych genovych
shlukt, které zajistuji produkci sekunddrnich metabolitti. Proto nds napadlo sviij dalsi
vyzkum zaméfit na proSetfeni produkce sekundarnich metabolitii v pribéhu germinace S.
coelicolor, a to navzdory tomu, Ze aktivita sekundarniho metabolismu streptomycet byla do té
doby pfipisovana vyluéné prechodu do staciondrni faze zivotniho cyklu (Seipke et al., 2012),
zatimco germinace byla fazi neproduktivni. Produkované metabolity jsme méfili pomoci
HPLC-MS a odhalili jsme pfitomnost seskviterpenoidniho antibiotika albaflavenonu a dvou
polyketidti - germicidinu A a chalkonu. Tyto metabolity mohou slouZit ke koordinaci rastu
populace jejich producenta, prostfednictvim mechanismu oznacovaného jako quorum sensing
(Phelan et al, 2011). Tento mechanismus umoznuje mikroorganismiim vzajemnou
komunikaci a regulaci genové exprese na zakladé hustoty populace a stavu vnéjsiho prostredi.
Tak napftiklad spory S. viridochromogenes kli¢i samy pomaleji nez v husté populaci (Xu and
Vetsigian, 2017). Na druhé strané bylo zjisténo, Ze bezbunécny extrakt ze supernatantu S.
viridochromogenes inhibuje kli¢eni spor (Hirsch and Ensign, 1976). Je to praveé kvili pfitomnosti
inhibitoru klieni germicidinu A, ktery byl jiz dfive izolovan (Petersen et al., 1993;A0ki et al.,
2011;Ma et al., 2017) a jehoZ produkci jsme timto potvrdili i u S. coelicolor. Zaroven jsme
ukazali, Ze nejen germicidin A, ale rovnéz pritomnost chalkonu zabrani kli¢eni dalSich spor.
Na druhou stranu latku, kterd by germinaci naopak aktivovala, se ndm najit nepodafilo.
Albaflavenon v naSich experimentech kli¢eni Zadnym zptisobem neovlivnil. Je o0 ném vsak
znamo, ze ma antibakterialni ucinek na Bacillus subtilis (Glrtler et al., 1994), coz muze ve
prospéch streptomycet ovlivnit podminky silné konkurenéniho ptidniho prostredi. Celkové
tak muze biologickd aktivita metabolitli uvolnénych na zacatku kliceni, at uz se jedna o
germinacni aktivatory ¢i inhibitory, slouzit jako signal mezibunééné komunikace a
prizptsobit strategii kliceni pfirodnim podminkam (Rutherford and Bassler, 2012;Brachmann
et al., 2013).

2.4.4 Diskuse: Ohlasy na nase ¢lanky o germinaci spor streptomycet

Svlj dosavadni vyzkum v oblasti germinace spor streptomycet jsem nasledné shrnul
v kontextu s ostatnimi publikovanymi pracemi souvisejicimi s touto problematikou
v prehledovém c¢lanku: ,A Waking Review: Old and Novel Insights into the Spore
Germination in Streptomyces” (Bobek et al., 2017). Zabyval jsem se zde mimo jiné tématem

dormance mikroorganismu. Tento prehledovy clanek je ke dni 11. 11. 2023 citovan 24krat.

V jedné ze studii citujicich nas pfehledovy ¢lanek autofi pouzili kryo-elektronovou tomografii,
aby sledovali rst a morfologickou diferenciaci bunék u Streptomyces albus (Sexton and
Tocheva, 2020). Kryo-elektronova tomografie uchovava burnky v jejich pfirozeném stavu a

umoznuje trojrozmérné pozorovani s rozliSenim kolem 4 nm (Tocheva et al., 2010). Autori



potvrdili, Ze béhem sporulace dochdzi k dramatické pfestavbé bunécného obalu, véetné
formace stény spor a dvou ochrannych proteinovych vrstev. Pozorovani germinace spor
autorim umoznilo porovnat morfologii dormantnich a vegetativnich bunék. Bunééna sténa
spory je asi 60 nm tlustd, ale vrstva peptidoglykanu u rostouciho klicku je o poznani tenci - uz
jen asi 35 nm. Peptidoglykan ve vegetativni ¢asti navazuje na vnitini ¢ast sporového obalu,
zatimco vnéjsi vrstva spory véetné svrchniho rodletového plasté se odlupuje na misté, kde

vegetativni klicek vystupuje.

Ve svém prehledovém clanku pak autofi z téZze vyzkumné skupiny shrnuli rozdily mezi
endosporami a exosporami (Beskrovnaya et al., 2021). Zminuji, Ze sporulace probiha u
mikroorganism rliznymi zptisoby, z nichZ mnoho nebylo dosud dtikladné prozkoumano. Jde
napfiklad o tvorbu akinet u cyanobakterii, puceni spor u kmene Chloroflexi ¢i tvorba plodniéek
(fruiting bodies) u myxobakterii (Kaplan-Levy et al., 2010;Yabe et al., 2010;Mufioz-Dorado et
al., 2016). Naopak nejpodrobnéji prostudované mechanismy sporulace zahrnuji tvorbu
endospor zejména u tfid Bacilli a Clostridia kmene Firmicutes a tvorbu exospor u aktinobakterii.
Kmen Firmicutes je tradi¢né odliSovanou skupinou grampozitivnich bakterii majicich ve svém
genomu nizky podil guaninu a cytosinu (G+C bazi). Avsak se soucasnym rozvojem taxonomie
zaloZené na genomu bylo takovéto zatazeni zpochybnéno objevem bakterii kmene Firmicutes
snaopak relativné vysokym obsahem G+C bazi v genomu (napfiklad Geobacillus) nebo
dokonce bakterii téhoz kmene sklasickou gramnegativni bunécnou sténou (napfiklad

Acetonema longum, tfida Negativicutes) (Yutin and Galperin, 2013).

Naproti tomu néktefi zadstupci kmene Actinobacteria, tedy kmene naopak s vysokym podilem
G+C bazi v genomu, tvofi exospory. Zatimco endospory se diferencuji ve spory soucasné
s asymetrickym délenim, u exospor dochazi k diferenciaci jiZ predtim rozdélenych bunék
(Hoskisson and van Wezel, 2019). Speciace uvnitf aktinobakterii vedla k Siroké skale moZnosti
tvorby exospor, od jednotlivych spor produkovanych na nespecializovanych myeceliich, po
tvorbu sporangii. Nejlépe charakterizované jsou vSak dlouhé fetézce exospor produkované
streptomycetami (McCormick and Flardh, 2012). Citovano je také naSe zjisténi, ze jiz
v dormantnich exosporach streptomycet jsou pritomné ne€které proteiny a mRNA vyuzivané
béhem kliceni (Mikulik et al., 2002;Strakova et al., 2013a). V této souvislosti je zajimavé, Ze také
dormantni faze vysSich organismt disponuji predem pfipravenym transkriptomem a
proteomem, ktery je potfebny pro nejranéjsi faze nasledujiciho vyvoje. Jako ptiklady téchto
dormantnich forem Ize uvést sucha semena rostlin (Weitbrecht et al., 2011), neoplozena vajicka
zivocichti (Minami et al., 2007), ¢i spory hub a plisni (Baltussen et al., 2020).

Pomoci LC-MS/MS byl charakterizovan proteom v kli¢icich endosporach rodu Bacillus (Sinai
et al., 2015). Bylo zjisténo, Ze pro pocatecni faze kli¢eni spor je nezbytna pfitomnost enzym,
které dokazi vyuzit dosazitelné zdroje energie. Napiiklad na povrchu spor Bacillus
thuringiensis je pritomny 140 kDa d-endotoxin, jenZ nese enzymatickou aktivitu (3-glukosidazy
a muze vyuzivat Sirokou Skalu substratti k produkci glukozy jako latky aktivujici kliceni

(Papalazaridou et al., 2011). Pfitomnost aktivni (-glukosidazy byla vedle rodu Bacillus



detekovana nami pfi kliéeni S. granaticolor, jak je v praci citovano. Z hlediska dalsiho
porovnani germinacnich procesti mezi endosporami a exosporami je zajimava vysoka aktivita
chaperonti a enzymiti pro modifikace proteinti, obdobné jako tomu bylo v pfipadé
streptomycet popsaném v nasich publikacich (Bobek et al., 2004;Strakova et al., 2013a;Strakova
et al., 2013b). Tato zjisténi ukazuji na jednotnou formu reaktivaci proteinti a koordinace funkci

enzymatického aparatu v klic¢icich sporach napfic riznymi bakteridlnimi druhy.

A. Manteca (Manteca et al.,, 2006) provedl/a proteomickou analyzu nikoliv na pfikladu
klic¢icich spor, ale v pribéhu programované bunécné smrti u S. coelicolor. Programovana
bunééna smrt (apoptdza) predstavuje aktivni formu usmrceni specifickych bunék v ramci
organismu, kterd kromé eukaryot probiha také u bakterii. AvSak na rozdil od eukaryotické
apoptozy jsou molekuldrni mechanismy regulujici apoptézu u bakterii malo znamé. U
streptomycet probihd vyznamna faze apoptdzy vegetativniho mycelia pfi formaci vzdusnych
hyf pfed sporulaci. A podobné, jako je tomu u germinace, také u procesu apoptdzy autofi
studie zjistili, Ze dochdzi k nartstu aktivity enzymt acastnicich se degradace bunécnych
makromolekul, regulac¢nich proteinti a proteinti indukovanych stresem. Nékolik stresovych
proteind, jako jsou chaperony SCO4296, SCO4762 a SCO2554 nebo peptidyl-prolyl isomerazy
S5C0O2620 (trigger factor) a SCO1638, proces apoptdzy primo doprovazi. V této souvislosti byla
citovana nami zjisténa ucast téchto chaperonti na reaktivaci proteinti pfi germinaci spor S.
granaticolor (Bobek et al., 2004). Podobna souvislost byla zaznamenana i pro enzym PNPaza
(SCO5737). Tento enzym degradujici RNA (Bernstein et al., 2004) je dtleZity pro zajisténi
prestavby transkriptomu, k némuz dochazi praveé ve fazich morfologické diferenciace nebo ve

stresovych podminkach.

Biologicka funkce dalSich proteintit SCO2368 a SCO4277 zistava nejasnd, i kdyz byly také
zapojeny do vyvojovych procest, jako je germinace nebo apoptoza. Zajimavé je, Ze tyto
proteiny maji doménu vazajici cAMP, a mohou se tedy ucastnit intracelularni signalizace,
stejné jako je tomu u proteinu Crp (cAMP-receptor protein). Je zndmo, Ze mutace genu crp
vede k vyraznym defektiim u klicicich spor (Siisstrunk et al., 1998;Derouaux et al., 2004).
V navaznosti na nasi studii germinace S. granaticolor A. Piette (Piette et al., 2005) analyzoval/a
rozdily v proteomu mezi sporami divokého typu S. coelicolor ajeho kmeny s crp mutaci. Autofi
zjistili, Ze Crp reguluje mimo jiné aktivity ATP syntazy, hydrolazy bunécné stény a chaperont,

tedy proteinti pro spravny prubéh kliceni nezbytnych.

Méd byla charakterizovana jako pozitivni regulator diferenciace vzdusného mycelia,
sporulace a produkce antibiotik u streptomycet (Ueda et al., 1997;Keijser et al., 2000). To
pfimélo autory studie (Gonzalez-Quifidnez et al., 2019) zkoumat koncentraci médi v cytosolu
také v priibéhu germinace a v souvislosti s expresi genti kodujicich dva systémy pro sekreci
médi u S. coelicolor (SCO2730/2731 a SCO1045/1046). Autofi zjistili, ze béhem kliceni
koncentrace médi v cytosolu rychle klesa. Zaroven s tim dosahla exprese genti chaperon-
transportniho systému SCO2730/2731 nejvyssi trovné (na rozdil od nizké exprese genti
SCO1045/1046). Navic byl proces germinace vyrazné synchronizovan a urychlen u spor s vyssi



intraceluldrni koncentraci médi. Nase prace byly témito autory citovany pravé v souvislosti se

synchronnosti kliceni, jakozto dtilezitym aspektem studia germinace spor.

Né&s vyzkum germinace streptomycet byl dokonce citovan ve studii, jez mapovala
transkriptom v prtibéhu kli¢eni spor prvoka Spongospora subterranea, ktery zptisobuje prasnou
strupovitost brambor (Balotf et al., 2021). Autofi této studie identifikovali 679 transkripti
s rtiznou urovni exprese. Vétsina proteinti kddovanych témito transkripty byla zapojena do
energetického metabolismu, transkripce a translace, biosyntézy aminokyselin, transportu,
metabolismu mastnych kyselin, reakce na stres, opravy DNA a transferazové aktivity.
Nalezené funkc¢ni skupiny proteinti koreluji s nasimi, zde citovanymi, vysledky, a naznacuji
tak mozné obecné principy mechanismu kliceni spor i u velice fylogeneticky vzdalenych

mikroorganismii.



2.5 Hemolyticka aktivita a produkce antifungalnich latek

Na svém dosavadnim piisobisti v UIM jsem obklopen mnoha tiZasnymi lidmi, kteii mi nevdhali
pomoci, kdykoliv jsem to potfeboval. Ale ve svém oboru biologie streptomycet jsem ziistaval dlouhou
dobu sdm nemaje moznost konzultace nebo jen takové nezdvazné diskuse. O to vic mé potésilo, kdyz
jsem mél v roce 2017 najednou tu tizasnou ptileZitost ptivitat na nasem pracovisti pani doktorku
Katefinu Pettickovou. ,Hele, ty ses chtél vénovat tém aktivacim kryptickych klastrii* a mé zajimaji
asociace streptomycet s jinymi organismy. Oba jsme nyni na 1. LF UK, tak to do sebe pékné zapada...”
O rok pozdéji jsme do tymu ptibrali i pana doktora Miroslava Petvicka a pustili se do price vice
zameétené na klinicky vyznam streptomycet. Rad ptizndvam, Ze manzelé Pettickovi mi pfinesli
spoustu ndpadii a motivace k dalsi prici. V obou nachdzim své partiky pro vsedni pracovni dny.

* za standardnich laboratornich podminek neexprimované geny biosyntetickych drah

2.5.1 Literarni pfehled: Streptomycety asociované s hostitelskym organismem

Streptomycety mohou byt kromé ptidy soucasti mnoha dalsich ekosystémti, naptiklad motské
vody, tfetihornich sedimentt nebo gudno netopyra (Kampfer et al., 2014). Nékteré druhy jsou
dokonce schopny vstoupit do tizkych symbiotickych vztahti s rostlinami a zivocichy, zejména
bezobratlymi (Kaltenpoth et al., 2005a;Behie et al., 2016). V ramci téchto vztaht streptomycety
poskytuji antibiotika k ochrané hostitele nebo k ochrané zdrojii hostitele pfed patogeny
(Kaltenpoth, 2009). V témét vsech popsanych piipadech se ukazalo, ze streptomycety chrani
své hostitele nebo jejich potravni zdroje pred patogennimi houbami (Kellner, 2002;Oliver et
al., 2003;Kaltenpoth et al., 2005b;Scarborough et al., 2005;Teixeira et al., 2008). Na druhé strané

jim hostitelsky organismus zajisti dostatek zivin a ochranu.

Ze symbidz s bezobratlymi je nejcastéji dokumentovana interakce streptomycet se zastupci
hmyzu (Kaltenpoth, 2009). Ale aktinobakterie také tvofi stabilni asociace s mofskymi
bezobratlymi, pfedevsim s mofskymi houbami a homolicemi (Piel, 2004;Gulder and Moore,
2009).

Samotatské vosy rodu Philanthus tvori endosymbidzu se kmenem Candidatus Streptomyces
philanthi (Kaltenpoth et al., 2006). Samicky si v ptidé hloubi podzemni diry, kde se vyvijeji
larvy. Nicméné kvuli teplym a vlhkym podminkam v larvalnich komtrkach hrozi neustalé
riziko zavleceni bakteridlni nebo houbové infekce. Streptomycety rostou uvnitt
specializovanych zldz na tykadlech samicek a jakmile samicka vyhloubi svou diru, vylucuje
sekret se streptomycetami (Kaltenpoth et al., 2005b;Kroiss et al., 2010). Streptomycety se
zaclenuji do larvalnich kokonti a produkuji antibiotika. Bylo zjisténo, ze smés téchto antibiotik
inhibuje fadu patogennich mikroorganismii (Kroiss et al., 2010). Jinym pfikladem je blize
neuréena streptomyceta produkujici kandicidin a antimycin, ktera Zije v mutualistickém

vztahu s mravenci rodu Acromyrmex (Haeder et al., 2009;Barke et al., 2010;Seipke et al., 2011).



Streptomycety rovnéz vytvareji rozmanité interakce srostlinami. Vlaknitd morfologie
streptomycetam umoznuje kolonizovat okolni kofeny a pronikat nasledné pfimo do
rostlinnych bunék, a prostoupit tak do téla hostitele (Coombs and Franco, 2003b;a;Joshi et al.,
2007). Stavaji se tak benignimi saprofyty, prospésnymi endosymbionty ¢i rostlinnymi

patogeny.

2.5.2 Klinické izolaty streptomycet

Jelikoz jsou streptomycety hojné v plidé a jejich spory se casto dostavaji do vzdusného
prostfedi, 1ze ocekdvat, ze bézné vstupuji i do lidského téla. OvSem moznost, ze jsou
streptomycety také soucasti prirozené mikrobioty lidského téla, nebyla po dlouhou dobu
prokazana. Dokonce jsou dosud ¢asto v klinickych laboratofich povazovany za kontaminanty
(Scharfen et al.,, 2010). AZ molekularni data charakterizujici lidsky mikrobiom odhalila
pritomnost rodu Streptomyces na kiizi (Gallo and Hooper, 2012), v gastrointestinalnim traktu
(Bolourian and Mojtahedji, 2018), dychacim traktu (Huang et al., 2015), a také v déloze (Collado
et al, 2016). A pravé streptomycety asociované s c¢lovékem by mohly byt producenty
dtleZitych latek potencialné uplatnitelnych vhumanni mediciné. Casto je naptiklad
dokumentovana schopnost streptomycet produkovat metabolity specializované na sav¢éi nebo
pfimo na lidské buriky, které maji imunomodulaéni (rapamycin, takrolimus) (Bolourian and
Mojtahedi, 2018) nebo protinddorové ucinky (mitomycin C, bleomycin, aktinomycin,
doxorubicin a mnoho dalsich) (Olano et al., 2009). Navzdory tomu je védeckou komunitou
moznost pfirozené interakce streptomycet s clovékem spise opomijena. Kromé nékolika jasné
patogennich kment zptisobujicich endemické aktinomykézy (S. somaliensis, S. sudanensis),
neni vétsinou klinicky efekt streptomycet znadmy. Ani v pfipadé téchto znamych patogenti
nebyly rozpozndny zadné specifické faktory virulence a ani se nic nevi o molekuldrnich
mechanismech jejich patogeneze. Obecné streptomycety zptlisobuji supurativni
granulomatézni zmény tkani. Infekce zacind od povrchovych struktur kiize. Pokud neni
lécena, postupuje do svalti, kosti a mtize se dokonce $ifit lymfatickym systémem nebo krvi a
zpusobit systémova onemocnéni. Nicméné dlouhodoba antibioticka lécba je pomérné tispésna
(Relhan et al., 2017). Nékterd respiracni onemocnéni (napf. pneumonie asociované se
zemédélstvim) byla zptisobena inhalaci spor spolecné se sporami mikromycet (Roussel et al.,
2005;Cano-Jiménez et al., 2016).

Diky své spolupraci s n€kolika ceskymi mikrobiologickymi laboratofemi, a to zejména s
Narodni referen¢ni laboratofi pro patogenni aktinomycety v Trutnové a se Zdravotnim
ustavem v Ostravé, mame k dispozici unikatni sbirku vice nez sta kmenti streptomycet
pochazejicich z lidskych vzorkd. Vzorky streptomycet byly odebrany z bronchoalveolarni
lavaze nebo hlenu pacientti s respiracnimi obtiZzemi. Schopnost streptomycet pfezit v cilenych
kulturach mykobakterii umoznila jejich ii¢innou izolaci. Pacienti byli pfedevsim lidé, kteti byli
vystaveni zvySené koncentraci prachovych castic ze zemédélské cinnosti nebo hornictvi.

Taxonomické uréeni a dlouhodoba péce o ziskané izolaty jsou provadény na Ustavu plidni



biologie v Biologickém centru AV CR pomoci taxonomie zaloZené na sekvenci 16S rRNA
(www.actinomycetes.cz). Taxonomicka klasifikace ukazuje na mozné adaptace puvodné
pudnich streptomycet na nova prostfedi v hostitelském organismu. Predpokladame, ze
streptomycety pro uspésné preziti v lidskych tkanich moduluji svtij sekundarni metabolismus.
Mohou pak produkovat bioaktivni latky, které specificky ptisobi proti mistnim mikrobidlnim
konkurentim nebo mohou ovlivnit imunitni odpovéd hostitele. Proto sbirka kultur
aktinomycet mtize slouzit jako jedine¢ny zdroj imunomoduldtorti a antibiotik zaméfenych

proti béZnym respira¢nim patogentim.

Prvnim pfikladem byl publikovany vyzkum kmene S. sp. TR1341 (Herbrik et al., 2019), ktery
jsme pro detailni studium vybrali na zakladé Sirokého spektra jeho bioaktivit, jako je hemolyza
a schopnost inhibovat rist nékterych bakterii (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Neisseria pharyngis) a plisni (Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Fusarium sp.). Hemolytické nebo obecné cytolytické vlastnosti jsou u
2022). Pfedevsim nizkomolekularni slouceniny typu filipinu nebo pentamycinu zptisobuiji
pomérné drastické poskozeni membran erytrocytt. Polyeny byvaji fungicidni a ty s nizsi
toxicitou, jako jsou amfotericin B, nystatin Al ¢i pentamycin, jsou pouzivany v klinické
mediciné jako klicové antimykotické a antiprotozoalni latky (Knopik-Skrocka and Bielawski,
2002).

Streptomyces sp. TR1341 byla ptivodné izolovana ze sputa pacienta s anamnézou tuberkuldzy
a opakovanymi respiracnimi infekcemi. Pacient byl star$i muz zijici v oblasti s vysokou

koncentraci prachovych ¢astic v ovzdusi.

Extrakty tohoto kmene byly analyzovany pomoci HPLC-MS. Zjistili jsme, Ze studovany kmen
produkuje aktinomycin X2 a dvé polyenové slouceniny filipin III a fungichromin, coz je
v souladu s nalezenym genovym shlukem pro jejich biosyntézu. Extrakt samotny byl (-
hemolyticky. Navic abychom prokazali, Ze filipin a fungichromin jsou skutecni nositelé
hemolytickych aktivit, pfipravili jsme mutantni kmen, ktery neni schopen syntetizovat tyto
typy sloucenin. Vsechny mutované kolonie zcela ztratily f-hemolytické vlastnosti. Nebyly
proto ani schopné potlacit riist testovanych mikromycet. Produkce cytolytickych latek mtize
lyzi hostitelskych bunék streptomycetdm napomoci v kolonizaci lidského téla. Navic jim

pomaha tspésné vzdorovat konkurenci mikromycet.

2.5.3 Pudni izolaty a streptomycety asociované s rostlinami a s bezobratlymi zivocichy

Stru¢ny prehled dosud znamych polyenovych latek a jinych metabolith vykazujicich
hemolytickou aktivitu jsme podali v literarnim tivodu navazujiciho ¢lanku (Bobek et al., 2022).
V tomto clanku jsme vSak hlavné studovali produkci a aktivitu sekundarnich metabolitti u
dalsich celkem 23 B-hemolytickych kmenti. Z téchto kmenti bylo 12 ptivodem z ptdy, 10 bylo
izolovanych z tél bezobratlych Zivocichti a jeden kmen byl asociovany s kofeny kukufice.



Vsechny tyto kmeny jsou soucasti Sbirky kultur aktinomycet na Ustavu pitidni biologie
Biologického centra AV CR. Tato jedine¢na sbirka (pod vedenim pana Ing. Vaclava Kristiifka,
CSc. a v kuratorstvi pani RNDr. Alice Chronidkové, Ph.D., s nimiz intenzivné spolupracujeme)
obsahuje kolem 1700 kmenti, pfevazné streptomycet, které byly izolovany z ptidy a sedimentti

unikatnich biotopti po celém svété.

Testovali jsme schopnost vybranych streptomycet inhibovat rtst ¢tyf rtiznych askomyecet:
Aspergillus niger, A. fumigatus, Fusarium spp. a Paecilomyces spp. Ukazalo se, ze pokud mély
streptomycety moznost vyrust a spustit produkci sekunddrnich metabolit(i, byly vétsinou
schopné rlistu plisni zabranit nebo jej vyrazné zpomalit. Pomoci hmotnostni spektrometrie
jsme se pokusili identifikovat latky zodpovédné za popsané aktivity. Z polyenovych molekul
odpovédnych za hemolyzu jsme zjistili produkci kandidicidinti, filipind, strevertenu A,
tetrafunginu a tetrinu A, a ¢tyf novych polyenovych sloucenin (oznacenych jako polyen A, B,
CaD). Kromé nich byly navic identifikovany nepolyenové antimykotické slouceniny aktifenol
a surugamid A. Domnivame se, Ze schopnost streptomycet produkovat cytolytické slouceniny
(projevujici se hemolyzou na krevnim agaru) je vrozenou vlastnosti bakterii v ptadnim
prostfedi, a mohla by dokonce slouzit jako faktor virulence pfi kolonizaci hostitelskych

organismt.

2.5.4 Diskuse: Ohlasy na ¢lanek o Streptomyces sp. TR1341

Ke dni 11. 11. 2023 dosahl nas clanek charakterizujici Streptomyces sp. TR1341 13 citaci ve WoS.
Byl napfiklad citovan v praci, kterd analyzuje genomy 17 patogennich izolata ze sbirek
Mycetoma Research Centre v Sudanu, jez zpusobily aktinomycetomy (Watson et al., 2022).
Jedna se o tropickd chronicka granulomat6zni zanétliva onemocnéni kiize a podkoznich tkani.
Autofi této studie poukazuji na vysokou rozmanitost patogenti, jez toto onemocnéni
zplisobuji. Jedenact izolatli byly streptomycety; z nich 7 bylo zafazeno ke dvéma zndmym
druhtim patogennich streptomycet zptisobujicich aktinomycetomy. Z téchto sedmi jsou tfi
prislusniky druhu S. sudanensis a ¢tyfi byly klasifikovany do druhu S. somaliensis. Dalsi tfi
izolaty streptomycet byly prifazeny ke druhiim dosud s lidskou aktinomycetomou
nespojovanymi (S. albogriseolus, S. radiopugnans a S. werraensis). Navic autofi studie odhalili
ztejmé novy druh streptomycety, ktery podle jeho puvodu ze zapadniho Kordofanu
pojmenovali Streptomyces kordofanensis. Citujice nasi praci popisujici kmen S. sp. TR1341 se
autofi domnivaji, Zze budou odhaleny i dalsi druhy patogennich streptomycet, které

aktinomycetomy zptisobuiji.

Nasi kolegové z Biologického centra AV CR, ktefi rovnéZ nasi praci citovali, hledali u 84
klinickych izolatt streptomycet fylogenetickou pfibuznost a nasledné urcovali citlivost téchto
kmenti na rtizna antibiotika (Kotrbova et al., 2022). Na zakladé porovnani sekvenci 165 rRNA
identifikovali 70 % izolatl jako pfislusniky druhtG S. albidoflavus, S. hydrogenans, S.
resistomycificus a S. griseochromogenes. Testy citlivosti na antibiotika potvrdily pfirozenou

odolnost vUci penicilinu a naopak obecnou citlivost streptomycet vitéi amikacinu,



gentamycinu, vankomycinu a linezolidu. Autofi cituji nasi praci v souvislosti s tvrzenim o
nejasném klinickém vyznamu streptomycet, nebot mnoho streptomycetami produkovanych
sekundérnich metabolitt vykazuje silnou cytotoxickou a (3-hemolytickou aktivitu a mtze také

vyznamnym zptisobem ovlivnit imunitni systém.

Streptomycety byly ovsem detekovany jako soucasti normalniho lidského mikrobiomu, coz
potvrzuji analyzy klinickych vzork(i metodami sekvenovani nové generace (Huang et al.,
2015;Collado et al., 2016;Raymond et al., 2016;Wu et al., 2017). Jak je uvedeno vyse, u cloveéka
byla potvrzena pfitomnost streptomycet na zdravé kiizi, v déloze a v dychacich cestach
(Huang et al. 2015; Collado et al. 2016). V ptipadé lidského stfevniho mikrobiomu se vSak
zjistilo, Ze rod Streptomyces je ve srovnani se stfevnim mikrobiomem zvifat zastoupen
v mnohem mensi mife (Bolourian a Mojtahedi 2018). Nizky podil streptomycet v lidskych
stfevech mtiZze souviset s nasim soucasnym hygienickym stylem zivota, kde se ¢astice ptidy
prilnuté k syrové potravé omyji nebo se pfed konzumaci sterilizuji vafenim. Verma se ve svém
vyzkumu pfimo zaméfil/a na izolaci streptomycet ze vzorkt lidské stolice (Verma et al., 2023).
Ve své studii autofi identifikovali kmen Streptomyces levis HFM-2, ktery vykazoval
antioxidacni aktivitu a cytotoxicitu proti riznym nadorovym bunécénym liniim. Tim by tato
streptomyceta mohla byt jednou z téch, jejichz pfitomnost ve stfevnim ekosystému by mohla
byt pro hostitelsky organismus prospésnd. To evokuje otazku, zda by streptomycety mohly
byt soucasti probiotik prospésnych stfrevnimu systému. Tim se ve svém prehledovém ¢lanku
zabyval (Cuozzo et al., 2023). Probiotika zajistuji mnoho dtilezitych funkci, jako jsou modulace
télesné hmotnosti, modulace stavu imunitniho systému a prevence pred nékterymi
poruchami, jakymi jsou intolerance na laktézu, kardiovaskuldrni onemocnéni a prijmy
spojené s uzivanim antibiotik. K dosaZeni statusu probiotika vSak musi mikroorganismy
splnovat specificka kritéria tykajici se bezpecnosti, funkcnich a technologickych vlastnosti (de
Melo Pereira et al., 2018). Nejdulezitéjsi pozadavek na probiotikum je jeho schopnost prezit
béhem transportu na misto jeho ocekdvaného prospésného tucinku. Probiotické
mikroorganismy musi odolat nizkému pH v Zaludku a plisobeni pankreatické stavy a slinnych
enzymu. Po uspésném osidleni epitelovych buné€k stfeva musi pfispivat k biologickym
funkcim, regulovat okolni mikroorganismy a eliminovat toxiny (Kerry et al., 2018). Nékteré
aktinobakterie izolované z kufat byly velmi tolerantni k acidickym podminkdm, napfiklad
kmen Streptomyces sp. JD9 je odolny vii¢i pH 2, viici pepsinu (az 3 mg/mL), vii¢i pankreatinim
(1 mg/mL) i vici 0,3% zluci (Latha et al., 2016). Podobné vysledky byly zaznamenany u
Streptomyces PDPF-2 (Kunchala et al., 2017).

Streptomycety jsou v dnesni dobé vyuzivany jako probiotika v rybafském primyslu, a to diky
své schopnosti produkce antimikrobidlnich latek, produkce enzymu usnadnujicich traveni
potravy a také vzhledem k delsi Zivotnosti odolnych spor. Dalsi vyznamnou probiotickou
vlastnosti streptomycet je jejich schopnost detoxikace. Je zndmo, ze zemédélské produkty, jako
je kukufice, pSenice a s6ja, byvaji kontaminovany mykotoxiny. A naptiklad kmen Streptomyces
cacaoi subsp. asoensis je schopen efektivné degradovat aflatoxin a eliminovat genotoxicitu
(Harkai et al., 2016).



3. Zavér

My si Vis budeme hyckat!”, prislibila mi pani pfednostka Prof. Libuse Koldtovd, kdyz jsem se ke konci
roku 2009 pFisel poprvé predstavit do Ustavu imunologie a mikrobiologie se zdjmem o nabizenou pozici
vedouctho bakteriologické laboratore. Tehdy jsem se rozhodoval spise pocitové, a myslim, Ze po této vété
jsem jiz rozhodnuty byl. Asi pro nikoho, kdo se dosud zabyval vice méné jen svym vyzkumnym tématem,
neni jednoduché prejit do univerzitniho prostiedi a doplnit si (¢i v mém pripadé spise stile doplitovat)
znalosti v tak sirokém oboru, jakym je lékarska mikrobiologie. Ale tuto vyzou jsem tehdy prijal a neménil
bych. Pani pfednostka na tu vivodni vétu moznd uz zapomneéla, presto svilj pfislib plni a hycka si nds
opravdu vsechny. Pecuje o nds, napravuje nase preslapy, a buduje nds spolecny tym, navzdory nasim
vrtochiim, rozdilnym ambicim a zahledénosti do velice odlisnych vyzkummnych témat. Ne vzdy je to jeji
usili snadné...

vvvvvv

zpusobem odhalenou pfitomnost 29 tzv. kryptickych genovych shlukt u S. coelicolor (Bentley
et al., 2002). Stalo se tak v ndvaznosti na zmapovani genetické informace této modelové
streptomycety s dosud nejlépe anotovanym genomem. Pfi analyze genomu S. avermitilis bylo
dokonce identifikovano 37 genovych shlukid pro potencidlni produkci sekundarnich
metabolit(i (Ikeda et al., 2003). Stejné tak i genomy dalSich streptomycet maji mnohem Sirsi
moznosti produkovat bioaktivni latky, nez bylo mozné pozorovat za standardnich
laboratornich podminek (Nett et al., 2009). Velky vyznam téchto objevi spatiuji v tom, Ze tyto
kryptické genové shluky i u znamych streptomycet ukryvaji potencidl pro tvorbu novych
bioaktivnich latek smoznosti budouciho uplatnéni v humdnni mediciné ¢ v oblasti

biotechnologii.

Neni ovSem snadné odpovédét na otazku, jakym zplisobem lze takovou produkci skutecné
spustit. K aktivaci kryptickych biosyntetickych drah byvaji streptomycety péstovany za
nestandardnich fyzikalnich a vyzivovych podminek (Wakefield et al., 2017). Takto byl
naptiklad objeven polyketidovy alkaloid coelimycin P1 (tzv. zluty pigment), ktery je
produkovan z kryptického genového klastru cpk u S. coelicolor (Gomez-Escribano and Bibb,
2012). Dals$i mozné strategie jsou genetické manipulace uvnitt genti (Luo et al., 2013) nebo
prenos celého biosyntetického genového klastru do heterologniho producenta (Kalan et al.,
2013;Tanaka et al., 2013). Zajimavy a velice efektivni zptisob, jak aktivovat kryptické genové
shluky, je vyuziti konkurencnich mikroorganismti v laboratornich podminkach. Tato
technika, oznacovana jako ko-kultivace, je inspirovana pfirozené konkurenénim prostfedim a
skutecné u streptomycet vedla ke stimulaci produkce nékterych antibiotik (Vetsigian et al.,
2011;Traxler et al., 2013).

K zivotu v ptdnim prostfedi jsou streptomycety dobfe uzptlisobeny. Jejich rozrtstajici se
substratové mycelium zajistuje pfisun Zzivin. Vegetativni buriky sekretuji velké mnozstvi

enzymu, které rozkladaji nerozpustné organické polymery, vcéetné chitinu a celuldzy, na



jednoduché cukry (Bertram et al., 2004;Chater et al., 2010;Thompson et al., 2010). MnoZzstvi
produkovanych sekunddrnich metaboliti (véetné takovych, jez jsou v laboratornich
podminkach kryptické) slouzi pfedevsim jako chemicka zbran k likvidaci konkurenénich
pudnich mikroorganismii. Dalsi dtlezitou vlastnosti produkovanych metabolita je jejich
schopnost signalizace. Mohou pak i za velice nizkych koncentraci signalnich latek v ramci
mezibunécné komunikace pfimo ovliviiovat expresi genti, ¢imz koordinuji svij vlastni vyvoj
nebo ovliviiuji rast ostatnich mikroorganismtt (Yim et al., 2007;Davies and Davies, 2010).
Kromé téchto tuloh maji sekundarni metabolity dalsi specifické funkce. Naptiklad
undecylprodigiosin produkovany S. coelicolor je spoustééem apoptdzy vegetativniho mycelia
(zminéno v kap. 2.4.4) (Tenconi et al., 2018). Streptomyceta je tak castecné citliva na
antibiotikum, které sama produkuje. Zbytky lyzovaného vegetativniho mycelia slouzi
v nutricné vycerpaném prostredi jako zdroj zivin pro diferenciaci mycelia vzdusného a
sporulaci. Dal$i neméné zajimavou strategii mnoha streptomycet je produkce tékavého
geosminu (Gust et al., 2003). Geosmin je pfi¢inou typické viiné zeminy; jeho aroma je casto
spojovano s destém po suchém obdobi a je mnoha lidmi vnimano jako pfijemné a osvézujici.
A pravdépodobné nejen lidmi. Jak bylo nedavno zjisténo, geosmin je silnym atraktantem pro
clenovce, pficemz tito zivocichové pak napomadhaji sifeni streptomycetich spor (Becher et al.,
2020). Zuvedenych pfikladti plyne, Ze si streptomycety pro uspésné preziti ve
vysoce komplexnim a konkurenénim Zivotnim prostredi postupné vyvinuly fadu strategii,
s jejichz pomoci navazuji interakce nejen s konkuren¢nimi mikroorganismy (predace), ale i

s vys$imi organismy, s nimiz tvofi symbiotické vazby.

Vyzkum biologie streptomycet se doneddvna odehraval v uzavienych monokulturach na
urovni jednoho modelového druhu, u néhoz byly jednotlivé geny postupné charakterizovany
z funkéniho hlediska. S rozvojem novych experimentalnich technologii se v soucasné dobé
stale Castéji objevuji studie celogenomové, charakterizujici zmény genové exprese jako reakce
na zménéné kultivaéni podminky ¢i vyvojové etapy. Domnivam se, Ze v blizké budoucnosti
budou nabyvat na vyznamu pravé studie, zabyvajici se vice ekologickym vyznamem
streptomycet, a to nejen z hlediska jejich tlohy v ptdnim ekosystému, ale predevsim jejich
vztahu k organismiim, s nimiz (v nichz) ziji v ekologickych vazbach. Z tohoto druhého
pohledu bude nezbytné podrobnéji analyzovat dosud spiSe opomijeny vyznam streptomycet
v oblasti klinické mikrobiologie. Bude tfeba odpovédét na otazku, zda a za jakych okolnosti je
streptomyceta s potencidlem osidlovat lidské télo pro hostitelsky organismus spise vyhodou
(k potlaceni potencidlné patogennich mikroorganismii), nebo nevyhodou (z hlediska jejt
pripadné patogenity).
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