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1. Úvod - význam streptomycet pro (ne)jednu vědeckou kariéru 

„Tak pojď dál a seznam se s naší laboratoří”, přivítal mě pan doktor Jiří Janeček, když jsem jej onoho 
listopadu roku 1998 poprvé navštívil v Mikrobiologickém ústavu AV ČR. „Mám jeden takový 
zlozvyk, totiž že kouřím”, vzal mě na ochoz budovy L, který v té době sloužil mnoha tamním vědeckým 
pracovníkům, ale i některým studentům jako kuřárna. A právě tam u kávy a cigarety mě začal velice 
kamarádsky zasvěcovat do krás studia streptomycet, přenosu signálu pomocí fosforylace proteinů - 
totiž ony si tím vlastně povídají, produkce antibiotik – jsou to takové farmaceutické továrny; a já – ač 
sám nekuřák – jsem tam s ním a s dalšími kolegy trávil čas, který mi toho hodně přinesl a který je 
neopakovatelný. To téma biologie streptomycet mě od té doby v mé profesionální kariéře už 
neopustilo... 

 

Genová exprese je proces, při němž se podle genetické informace vytváří funkční molekula. 
Centrální dogma molekulární biologie (Crick, 1970) definuje tento proces u buněčných 
organismů jako přepis informace z DNA do molekul RNA, jež se následně překládají do 
funkčních proteinů. Tento zjednodušený výklad je však potřeba poněkud rozšířit, neboť 
v současné době již víme, že: 

(i) funkční molekulou může být i molekula RNA – tato molekula nekóduje protein 
 (ncRNA); 

(ii)  nascentní protein nemusí být funkční; výsledná aktivita proteinů je často 
 posttranslačně modifikována – v této práci se budu věnovat především fosforylaci 
 proteinů jako nástroji přenosu signálu z prostředí a modulace náležité buněčné 
 odpovědi; 

(iii)  produktem procesu genové exprese může být i jiný metabolit, který vzniká až tzv. 
 biosyntetickou drahou, která je proteiny katalyzována – v této práci půjde především 
 o sekundární metabolity, tj. rozličné bioaktivní látky. 

Zároveň je třeba si uvědomit, že samotná genová exprese ještě nezajistí životaschopný 
organismus, pokud by adekvátně neodpovídala na podněty okolního prostředí. Z tohoto 
důvodu musí organismus umět přijímat signály z vnějšího prostředí a adekvátně na ně 
reagovat změnami v genové expresi, tedy regulací genové exprese.  

Evoluce rozdělila prokaryotické organismy na ty s jednoduchým nebo složitým životním 
cyklem v závislosti na prostředí, které obývají. Jednoduché bakterie prosperují ve specifickém 
prostředí s konstantními podmínkami. Jedná se především o parazitické organismy žijící v 
méně konkurenčním prostředí. Tomu odpovídá i jejich kratší genetická výbava s nižší 
potřebou regulací. Na druhou stranu, komplexní organismy vykazují různé životní strategie 
v boji o zdroje ve vysoce konkurenčním prostředí. Často obývají půdu nebo vodní ekosystémy, 
kde jsou vystaveny přirozené selekci, měnícím se nutričním podmínkám a dalším stresům. 
Proto si komplexní mikroorganismy musely vyvinout takové genetické programy, které 
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adekvátně reagují na změny podmínek prostředí a jsou schopné kódovat celou škálu 
diferenciačních programů a metabolických strategií. Tomu odpovídá i velikost jejich genomu 
(až 10 Mbp u myxobakterií nebo streptomycet). 

Streptomycety jsou rodem grampozitivních bakterií, které obývají převážně půdní prostředí. 
Půdní prostředí je příkladem velice komplexního ekosystému. Půdní mikroorganismy se 
potýkají s vysokou konkurencí jiných organismů, které usilují o stejné živiny. Strategie přežití 
streptomycet je podobná strategii houbových organismů. Je založena na složitém vývojovém 
životním cyklu, v jehož průběhu organismus detekuje rozličné extracelulární signály a reaguje 
na ně morfologickou i fyziologickou diferenciací. Z hlediska morfologického vývoj 
streptomycet začíná klíčením spor a tvorbou větvených vegetativních hyf, které se dále 
diferencují do vzdušného mycelia, na němž se vytvářejí řetízky nových spor. Diferenciace 
fyziologická spočívá především ve výše zmíněném sekundárním metabolismu, tedy v syntéze 
celé škály sekundárních (specializovaných) metabolitů. Sekundární metabolity jsou malé 
organické molekuly, které však často vykazují silné molekulární nebo biologické účinky 
(bioaktivitu). Mohou to být siderofory vázajících kovy, barviva spor, pachové látky (geosmin), 
imunomodulátory (tacrolimus) a látky antimikrobiální, včetně většiny klinicky účinných 
antibiotik. Biosyntetické dráhy zapojené do generování těchto sloučenin vyžadují 
sofistikovanou regulační síť, která je zodpovědná za modulaci odpovědí organismu na měnící 
se environmentální podmínky. Největší známý potenciál k produkci antibiotik a jiných 
bioaktivních látek mají členové bakteriálního řádu Actinomycetales (zejména právě rod 
Streptomyces), kteří jsou následováni dalšími mikroorganismy, jako jsou Saccharopolyspora, 
Bacillus nebo eukaryotické houby. Kromě antibiotik streptomycety často produkují 
antifungální látky, převážně polyeny, které vykazují výraznou β-hemolytickou aktivitu při 
kultivaci na krevních agarech (Herbrik et al., 2019, Bobek et al., 2022). S jejich pomocí často 
vstupují do symbiotických svazků s vyššími organismy, jakými jsou rostliny či bezobratlí 
živočichové.  

Z výše zmíněných důvodů se streptomycety jeví jako ideální modelový organismus pro 
studium regulací genové exprese. Na jedné straně jde o model dostatečně jednoduchý, neboť 
se stále jedná o bakteriální organismus, kde zásah do genetické informace často přímo ovlivní 
výsledný fenotyp. Na druhé straně jde o organismus na evolučním vrcholu bakteriální říše 
s komplexním životním cyklem, který vyžaduje efektivní kontrolní mechanismy na všech 
úrovních genové exprese. 

Z tohoto pohledu mapování genové exprese, studium jejích regulací a zpětná analýza 
výsledného fenotypového projevu je ve své podstatě spojovacím článkem mé dosavadní 
profesionální kariéry, zaměřené na biologii streptomycet. Cílem předkládané práce je podat 
ucelený komentovaný souhrn mých dosavadních publikací v této oblasti. Jednotlivé kapitoly 
jsem se pokusil řadit tak, aby odpovídaly dílčím krokům genové exprese, tedy nikoliv 
chronologicky dle data publikování.  
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V první části jsou popsány studie zabývající se identifikacemi jednotlivých regulátorů genové 
exprese nebo mapováním jejich regulonů. Studované regulátory lze tematicky rozdělit podle 
úrovně genové exprese, kterou ovlivňují (Obr. 1): 

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

(ii)  regulace ko-transkripční nebo posttranskripční, tj. sRNA (viz kap. 2.2); 

(iii)  posttranslační modifikace aktivity proteinů, tj. fosforylace proteinů (viz kap. 2.3). 

Ve druhé části je představen systémový pohled na genovou expresi. Prezentované práce 
mapují změny transkriptomu, proteomu, metabolomu a regulačních sítí v průběhu germinace 
spor. Vývojové stadium germinace bylo pro tyto analýzy zvoleno s ohledem na skutečnost, že 
tento proces zahrnuje mechanismy reaktivací genové exprese z nulového, tedy dormantního, 
stavu organismu (viz kap. 2.4).  

Poslední část habilitační práce se věnuje publikacím, které charakterizují finální produkci 
sekundárních metabolitů. V obou případech se jedná o analýzy produkce metabolitů 
s antifungálním účinkem; v prvním případě u klinického izolátu (Herbrik et al., 2019) a ve 
druhém případě o analýzy antifungálních aktivit více než dvaceti půdních izolátů či izolátů 
asociovaných s vyššími organismy (Bobek et al., 2022) (viz kap. 2.5).  

Domnívám se, že by pro tuto habilitační práci nebylo příliš přínosné přeformulovat diskuse 
relevantní k jednotlivým publikacím. Každý tematický celek této práce je sice doplněn 
diskusní částí, v té jsem se však pokusil zhodnotit spíše význam svých publikací s ohledem na 
to, zda naše výsledky přinesly nějakou inspiraci dalším autorům a v jakých souvislostech byly 
citovány. 

Celkově by měla tato habilitační práce poukázat na potřebu dalšího studia základních 
buněčných procesů ve streptomycetách ve spojitosti s jejich klinickým významem a 
případným průmyslovým uplatněním jimi produkovaných metabolitů. 

Rád bych vyjádřil svou vděčnost svým školitelům a mentorům, kterým věnuji prolog 
některých kapitol. Také děkuji všem svým současným i bývalým kolegům, spoluautorům 
našich společných publikací a samozřejmě i svým studentům! 
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Obrázek 1. Schéma genové exprese (modré panely) ve vztahu k životnímu cyklu streptomycet 
(oranžové ovály) a se zaměřením na výzkumná témata prezentovaná v této práci. 
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2. Literární přehled, komentář a diskuse k autorovým publikacím 

 

2.1 Sigma faktory a kontrola iniciace transkripce 

 

2.1.1 Kde začít? 

Nadpis této kapitoly není projevem bezradnosti autora těchto řádků, ale pouhý překlad titulu 
přehledového článku „Where to Begin? Sigma factors and the selectivity of transcription 
initiation in Bacteria“ (Helmann, 2019). Domnívám se, že výstižnost tohoto nadpisu je 
nepřekonatelná, proto jsem si jej zde dovolil použít. Autor citovaného přehledu zároveň 
podotýká, že v době vydání v roce 2019 uplynulo právě 50 let od doby, kdy byla poprvé 
purifikována sigma podjednotka RNA polymerázy, rozpoznávající specifická místa 
(promotory) pro zahájení transkripce (Burgess et al., 1969). 

Mikroorganismy mají k dispozici širokou škálu regulátorů, které řídí genovou expresi a 
následnou aktivitu funkčních molekul. Těmito regulátory jsou především regulační RNA a 
proteiny, mohou se však uplatňovat také malé signální molekuly, změny konformace cílových 
složek expresního aparátu či posttranslační modifikace produktů. Podle důležitosti můžeme 
regulátory rozdělit na specifické, pleiotropní a globální. Streptomycety disponují asi až 900 
takovými transkripčními regulátory (Hahn et al., 2003). 

Zřejmě nejvýznamnějším způsobem ovlivňují výsledný transkriptom sigma faktory. Sigma (σ) 
faktor je oddělitelná podjednotka RNA polymerázy (RNAP) a jeho selektivní vazba na 
příslušný promotor spouští transkripci.  

Sigma faktory se dělí do dvou strukturně a evolučně odlišných rodin: (i) rodina σ54 (podle 54 
kDa RpoN u E. coli) a (ii) rodina σ70 (podle 70 kDa RpoD u E. coli, též označovaný jako σA) 
(Paget and Helmann, 2003;Feklístov et al., 2014;Zhang and Buck, 2015). Většina bakteriálních 
genomů kóduje 1 nebo 2 σ54 geny, jejichž produkty často regulují expresi genů zapojených do 
dusíkového metabolismu. U streptomycet však sigma faktory rodiny σ54 známy nejsou (Otani 
et al., 2022). 

Na rozdíl od toho, všechny bakterie mají σ70 jako svůj hlavní (primární) sigma faktor. 
Bakteriální σ70 řídí transkripci esenciálních (housekeeping) genů za normálních růstových 
podmínek. Kromě tohoto primárního sigma faktoru volně žijící bakterie často disponují 
proměnlivým počtem alternativních σ70 faktorů. Na základě fylogenetické příbuznosti byla 
rodina σ70 rozdělena do čtyř skupin (Lonetto et al., 1992;Missiakas and Raina, 1998;Gruber 
and Gross, 2003). Skupina 1 obsahuje esenciální σ70 orthology, které řídí transkripci 
housekeeping genů převážně během exponenciálního růstu. Sigma faktory skupiny 2 jsou 
první skupině blízce příbuzné, ale nejsou esenciální. Členové skupiny 3 jsou odlišnější, jsou 
však stále evolučně příbuzní. Skupiny 2 a 3 společně regulují expresi velkého počtu genů, 
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včetně těch, které jsou zapojeny do obecných stresových odpovědí, formování a aktivity 
bičíku, chemotaxe a vývojových procesů, jako je tvorba endospor. Skupina 4, která je známa 
jako podskupina sigma faktorů s extracytoplazmatickou funkcí (ECF), zahrnuje vzdáleně 
příbuzné členy σ70 rodiny. Jsou nejpočetnější skupinou σ70 faktorů a regulují expresi genů, 
které zajišťují adekvátní buněčnou odpověď na stresové podmínky.  

Aktivita sigma faktorů odráží vývojové stadium organismu a organismu umožňuje adekvátně 
reagovat na signály z prostředí. Intracelulární zásoba sigma faktorů s odlišnými schopnostmi 
rozpoznávání promotorů je buněčnou odpovědí na měnící se podmínky prostředí. Proto je 
počet sigma faktorů kódovaných v genomu měřítkem komplexity organismu. Počet známých 
sigma faktorů se pohybuje od 1 u Mycoplasma genitalium (Fraser et al., 1995) až po přibližně 80 
u Streptomyces sp. RLB3-17 (Otani et al., 2022), což je zatím největší počet genů kódujících různé 
sigma faktory nalezený v jednom bakteriálním genomu.  

Medián počtu genů kódujících sigma faktory v jednom genomu streptomycet, vypočtený 
z celkem 205 osekvenovaných genomů, je 46 (Otani et al., 2022). V případě S. coelicolor je známo 
asi 66 sigma faktorů (Chater, 1993;Hopwood, 1999). Sigma faktory skupiny 1 a 2 mají u 
streptomycet stejný minimální soubor domén a nelze je jednoznačně rozlišit bez funkční 
charakterizace. U S. coelicolor se uvádí, že skupina 1 je zastoupena pouze jedním hlavním 
sigma faktorem HrdB (Buttner et al., 1990), zatímco skupina 2 obsahuje tři neesenciální 
homology hlavního sigma faktoru (HrdA, HrdC, HrdD). Většina členů skupiny 3 je spojena s 
morfologickou diferenciací. Patří sem σWhiG, SigF, SigN, SigK, SigH a SigB. Například 
σWhiG reguluje sporulaci (Tan et al., 1998). Několik členů skupiny 3 také řídí obecné stresové 
odpovědi. Zejména u šesti z nich (SigB, SigH, SigI, SigK, SigL, SigM) bylo prokázáno, že jsou 
indukovány osmotickým stresem (Karoonuthaisiri et al., 2005). Nejdůležitější z nich je 
pravděpodobně SigB, který řídí expresi genů kódujících několik dalších sigma faktorů, 
proteiny pro ochranu před oxidativním poškozením, chaperony a metabolickou dráhu pro 
zajištění cysteinu nebo mykothiolu (Lee et al., 2005).  

Většina sigma faktorů streptomycet (75 %) je však spojena se skupinou 4. Jeden z jejich členů, 
σBldN, je nezbytný pro tvorbu vzdušných hyf (Bibb et al., 2000). Další člen, SigE, jehož funkce 
je regulována dvousložkovým systémem CseC-CseB, řídí transkripci genů zapojených do 
integrity buněčné stěny (Lonetto et al., 1994). Další člen skupiny 4, SigR, řídí buněčnou 
odpověď na oxidativní stres (Paget et al., 1998). Řada dalších alternativních sigma faktorů ze 
skupin 3 a 4 je zapojena do reakcí na změny v prostředí a může také řídit produkci antibiotik.  

 

2.1.2 Mapování a modelování expresní kinetiky regulonu HrdB u Streptomyces coelicolor 

Housekeeping sigma faktory jsou nezbytné, neboť jejich regulon zajišťuje především 
vegetativní fázi růstu. Housekeeping sigma faktorem streptomycet je HrdB (kódovaný genem 
SCO5820 u S. coelicolor). HrdB, stejně jako sigma faktory HrdA, HrdC a HrdD, je orthologem 
RpoD (σ70) u Escherichia coli či σA u Bacillus subtilis a Mycobacterium tuberculosis (Tanaka et al., 
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1988;Buttner, 1989;Shiina et al., 1991;Tanaka et al., 1991;Kang et al., 1997). Aktivity HrdA-D 
ani úloha jejich regulonů v životním cyklu streptomycet nebyly dosud studovány. Nicméně 
již v roce 1990 bylo prokázáno, že HrdB je nezbytný, protože jeho deleční mutace není 
životaschopná. Úlohu tohoto sigma faktoru nezastoupí ani žádný sigma faktor z trojice HrdA, 
HrdC nebo HrdD (Buttner et al., 1990). HrdB streptomycet je tak pravděpodobně jediným 
funkčním homologem σ70 E. coli. 

Zásadním úkolem při odvozování genových regulačních sítí u bakterií je rozpoznání cílových 
genů. Sigma faktory u streptomycet rozpoznávají rozmanité promotorové sekvence, které je 
obtížné předpovědět, na rozdíl od promotorů bakterií s méně složitým vývojem, jakou je E. 
coli. Kromě zde prezentované naší publikace mi jsou známy čtyři další práce, jejichž autoři 
použili celogenomový přístup (metody ChIP-chip nebo ChIP-Seq) při hledání vazebných míst 
sigma faktorů streptomycet. První práce odhalila především geny chaplinů a rodlinů, jejichž 
transkripci reguluje σBldN u S. venezuelae (Bibb et al., 2012). Druhá práce (Kim et al., 2012b) 
zmapovala regulon SigR během oxidačního stresu u S. coelicolor. Ve třetí práci autoři 
identifikovali regulon SigE kombinací ChIP-seq, microarray a bioinformatické analýzy (Tran 
et al., 2019). Ve čtvrté byl identifikován regulon sigma faktoru σWhiG specifického pro fázi 
sporulace (Gallagher et al., 2020). Ve své práci (Smidova et al., 2019) jsme se zaměřili na 
odhalení regulonu HrdB v průběhu jeho aktivity ve vegetativní fázi růstu S. coelicolor. 
Experimentálně je fyzická interakce mezi sigma faktory a promotorovými sekvencemi genu 
ověřována pomocí metod chromatinové imunoprecipitace (ChIP-chip a ChIP-Seq). 
Modifikovali jsme za tímto účelem tzv. REDIRECT PCR technologii mutageneze u 
streptomycet (Gust et al., 2003). Touto modifikovanou metodou jsme provedli inzerční mutaci, 
při níž byla na původním místě hrdB genu v chromozómu, za jeho protein-kódující oblastí a 
před STOP kodonem, připojena epitopová značka hemaglutininu (HA). Tím bylo následně 
možné s využitím specifické protilátky stanovit vazbu značeného sigma faktoru na promotor 
pomocí ChIP-seq experimentu. Podobnou metodu v té době nezávisle na nás představil/a Kim 
(Kim et al., 2012a). Autoři použili tandemové epitopové značení pro zavedení myc značky do 
transkripčních faktorů ScbR a NdgR.  

Získané informace o vazbě sigma faktoru jsou však statické, což znamená, že mohou 
zahrnovat i tzv. tiché vazby, které přímo nespouštějí transkripci (To and Vohradsky, 
2010;MacQuarrie et al., 2011). Proto musí být vazebná data doplněna o transkripční modely, 
které předpokládají, že dynamika regulátoru (v našem případě HrdB) je korelována s 
dynamikou na úrovni transkriptu (de Sousa Abreu et al., 2009). Až kombinace kinetických dat 
genové exprese se statickým zmapováním vazebných míst tak pomohla posoudit, u kterých 
genů vazba HrdB na promotor transkripci skutečně ovlivní.  

Potvrdil se předpoklad, že HrdB reguluje expresi housekeeping genů, jejichž produkty jsou 
důležité pro vegetativní vývoj streptomycet. 
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2.1.3 Diskuse: Ohlasy na článek o regulonu HrdB 

Ke dni 11. 11. 2023 je podle databáze WOS (webofscience.com) článek citován 21krát. Kromě 
častých citací obecně zmiňujících identifikaci 2100 genů, jejichž exprese je kontrolována HrdB, 
významný počet článků zmiňuje analýzu vazebného motivu a klíčovou roli HrdB související 
s primárním metabolismem a vegetativním růstem. V přehledovém článku (Lee et al., 2021), 
který se zabývá využitím celogenomových analýz pro objevování nových biosyntetických 
genových shluků, je dokonce zmíněna i kontrolní funkce HrdB nad sekundárním 
metabolismem; konkrétně se jedná o geny objevené v HrdB regulonu zodpovědné za syntézu 
polyketidů. V souvislosti s regulací exprese genů sekundárního metabolismu byl náš článek 
citován také v práci (Park et al., 2021), v níž autoři pomocí Massively Parallel Reporter Assay 
(MPRA) charakterizovali oblasti DNA předcházející místům začátků transkripce (TSS, 
transcription start sites), na nichž probíhá kontrola transkripce genů sekundárního 
metabolismu u S. albidoflavus. Technikou MPRA se extrahují a následně pomocí reportérového 
genu testují potenciální regulační sekvence DNA, jakými mohou být například promotory 
nebo enhancery. Lokalizací TSS autoři této studie identifikovali promotorové oblasti s 
vazebným motivem (-35 ttgacn / -10 TAnnnT), v němž měl -33 G nejvyšší signál a který 
odpovídá vazebnému motivu HrdB (-35 ntGacn / -10 tAnnnT) odhalenému v naší práci. 

Naše práce je také citována v microreview věnovanému SigR (Park et al., 2019). SigR je globální 
regulátor, který u S. coelicolor přímo aktivuje více než 100 genů, včetně genů pro homeostázu 
thiolů, kontrolu kvality proteinů, metabolismus síry, modulaci ribozomů a opravu DNA. Pro 
indukci cílových genů je nezbytné uvolnění vazby jeho anti-sigma faktoru RsrA. Syntéza SigR 
je potom řízena pozitivní zpětnou vazbou, kterou je produkována jeho nestabilní izoforma 
SigR’. To je dáno transkripcí z promotoru specifického pro SigR’ (p2) umístěného před 
promotorem konstitutivním p1. Za nestresových podmínek jsou syntetizovány transkripty 
sigRp1 a probíhá jejich translace do produktu SigR, který je relativně stabilní (t1/2 > 70 min). 
Varianta SigR’ je delší o 58 aminokyselin (Kim et al., 2009) a je výrazně méně stabilní (t1/2 ~ 10 
min) (Kim et al., 2009). V této souvislosti je zajímavá zmínka o promotoru sigRp1, který, jak 
ukázal náš článek, je také rozpoznáván HrdB na sekvencích (-35 GGCGGG / -10 TATCCT) 
(Smidova et al., 2019). V tomto případě oblast -10 dobře koresponduje s odhaleným obecným 
motivem pro vazbu HrdB uvedeným výše (TAnnnT) na rozdíl od oblasti -35.  

Data z této práce byla rovněž zmíněna v článku (Hwang et al., 2019), v němž autoři analyzují 
genom, transkriptom a proteom u S. clavuligerus s využitím celogenomových dat, jakými jsou 
RNA-Seq, dRNA-Seq (pro mapování 5’-trifosfát nascentních transkriptů) a tzv. ribosome 
profiling (mapování mRNA přímo vázaných na ribozom). Tak bylo u této streptomycety, která 
je důležitá svou produkcí kyseliny klavulanové (inhibitoru β-laktamázy) (Brown et al., 1976) 
a β-laktamového antibiotika cefamycinu C (Ward and Hodgson, 1993), nalezeno 2659 TSS, což 
napomohlo identifikaci promotorových oblastí. Sekvenční analýza -35 promotorových oblastí 
pak napomohla predikovat regulované geny. Citujíce naši práci autoři zmiňují fakt, že nelze 
konkrétní sigma faktor jednoduše přiřadit ke konkrétnímu promotoru. To je dáno jednak 
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flexibilitou vazeb různých sigma faktorů na konkrétní typ promotorů, jednak existencí více 
variant promotorových sekvencí, jež jsou jedním sigma faktorem rozpoznávány, jak právě 
naše práce ukázala. 

V práci (Lee et al., 2019) autoři analyzovali regulační elementy genů u S. lividans, jejíž genom 
je velice podobný genomu S. coelicolor. Pomocí softwarového souboru MEME Suite (Bailey et 
al., 2009) analyzovali promotorové oblasti a odhalili konzervovaný sekvenční motiv (-35 
N5TGACN7 / -10 N8TANNNTN7). Tento motiv následně porovnali s našimi daty regulonu 
HrdB. Vazebná specifita HrdB byla u obou streptomycet shodná, což bylo možné 
předpokládat také na základě shodné sekvence aminokyselin v HrdB obou streptomycet. Poté 
autoři ukázali na možnou souvislost přítomnosti 18 až 19 nukleotidového spaceru, který 
charakterizuje promotorovou oblast primárních sigma faktorů. Naopak promotory 
charakterizované pouze dvanáctinukleotidovým spacerem nespadaly do regulonu HrdB. 
Přítomnost dvanáctinukleotidového spaceru je charakteristická například pro promotorové 
oblasti genů zajišťujících opravy a rekombinaci DNA. Tyto promotory jsou rozpoznávány 
sigma faktory SLIV_13900 and SLIV_16385 u S. lividans, respektive SCO4895 a SCO4409 u S. 
coelicolor (Rückert et al., 2015;Jeong et al., 2016). 

V jiné práci (Hesketh et al., 2021) autoři analyzovali změny transkriptomu v závislosti na 
přítomnosti glykopeptidového antibiotika vankomycinu či jeho semisyntetických derivátů 
dalbavancinu a chlorobifenyl-vankomycinu u S. coelicolor s rezistencí typu VanB. Autoři 
využili námi vytvořenou databázi genů obsažených v regulonu HrdB, aby zjistili, že 
transkripce genů tohoto regulonu je v přítomnosti těchto glykopeptidových antibiotik 
snížena, a to včetně samotného genu hrdB (SCO5820).  
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2.2 Regulační RNA u streptomycet 

 „Měl bys včas naskočit do toho rozjíždějícího se vlaku – regulační RNA, to bude velké téma!“, říkával 
mi pan doktor Mikulík. A měl pravdu! V roce 2006 jsem navštívil konferenci věnovanou ncRNA 
v Cold Spring Harbor. Moje zavazadla však zamířila do jiného hotelu, a tak jsem řešení nastalé situace 
věnoval více pozornosti nežli tomu, že mám právě příležitost setkat se a diskutovat s budoucími 
nositeli Nobelovy ceny... (Ještě v témže roce byla Nobelova cena za fyziologii a lékařství udělena 
Andrewu Z. Fireovi a Craigu C. Mellovi za objev RNA interference). 

 

 

Obrázek 2. Zjednodušené schéma bakteriálního transkriptomu. 

 

2.2.1 Literární přehled: Bakteriální regulační RNA 

Už více než dvě desetiletí je známo, že RNA nejsou jen pouhými pasívními přenašeči genetické 
informace, ale že také bývají důležitými regulátory adaptací bakterií na změny v prostředí. 
Transkripty, které nekódují protein (ncRNA, non-protein coding RNA), často mívají regulační 
funkci – mohou buď působit enzymaticky (ribozym, viz níže) (Quendera et al., 2020), nebo 
účinkují jako posttranskripční regulátory cílových genů zapojených do důležitých buněčných 
procesů, jako je adaptace na stresové podmínky, virulence a tvorba biofilmu (Waters and 
Storz, 2009) (Obr. 2). V tomto druhém případě cílí na mRNA antisense mechanismem (neboli 
párováním bází) a jsou pak označovány jako sRNA (small RNA).  

Podle umístění svých genů vůči genům cílových transkriptů se sRNA dělí do dvou skupin: cis 
(oba geny leží na opačných vláknech a vzájemně se částečně překrývají) a trans (gen 
regulujícího transkriptu je umístěn jinde než gen regulovaného transkriptu). cis-sRNA (často 
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bakteriology označované jako asRNA) jsou proto plně komplementární k části transkriptu, 
který regulují. Navíc cis-sRNA mohou modulovat hladiny mRNA nejen posttranskripčně - 
tvorbou dvouvláknových RNA komplexů, ale mohou také procesem označovaným jako 
interference transkripce přímo ovlivnit transkripci v důsledku kolizí mezi RNA polymerázami 
pohybujícími se opačným směrem (transkripční interference, (Thomason and Storz, 2010)). 

Na rozdíl od cis-sRNA je párování trans-sRNA s jejich cílovými transkripty neúplné. 
Vzhledem k této neúplnosti či nepřesnosti párování však trans-sRNA mohou ovlivnit expresi 
více transkriptů. Konvenční mechanismus posttranskripčních regulací prostřednictvím sRNA 
spočívá ve vazbě na cílový messenger v blízkosti místa vázání ribozomu (RBS, ribosome 
binding site), čímž inhibují zahájení translace a stimulují rozklad mRNA (Storz et al., 2011). 
Avšak sRNA často translaci naopak stimulují a zabraňují degradaci mRNA. To je dáno 
párováním bází s nepřekládanou oblastí 5'-transkripčního počátku (5'-UTR, untranslated 
region) mRNA, čímž zabraňují tvorbě sekundární struktury (vlásenky), která by translaci 
naopak znemožnila.  

Pro regulační aktivity molekul sRNA bývá klíčová interakce s proteiny. Proteiny vázající se na 
RNA (RBP, RNA-binding proteins) se nacházejí ve všech živých organismech a ovlivňují 
konformaci a funkce vázaných RNA (Smirnov et al., 2017). Schopnost těchto proteinů 
rozpoznávat a vázat se na RNA molekuly vychází z přítomnosti definovaných domén, jako je 
klasická doména S1, doména cold shock (CSD), doména K homologie (KH) a další (Holmqvist 
and Vogel, 2018). Dvěma hlavními skupinami RBP jsou RNA chaperony a ribonukleázy. 

RNA chaperony dočasně vážou RNA molekuly a vyvolávají u nich změny sekundární 
struktury (Woodson et al., 2018). Strukturální změny ovlivňují stabilitu sRNA a mRNA 
molekul a mohou usnadnit i jejich párování. Navíc RNA chaperony vázající současně sRNA a 
cílovou mRNA v rámci jednoho komplexu, přivedou obě molekuly k sobě, čímž podporují 
vznik stabilních interakcí. I když může párování sRNA-mRNA probíhat i bez RNA chaperonů, 
jejich přítomnost tento proces výrazně urychluje (Rajkowitsch and Schroeder, 2007;Panja et al., 
2013). V současné době jsou u bakterií známy tři hlavní RNA chaperony: Hfq (Santiago-
Frangos and Woodson, 2018), ProQ (Smirnov et al., 2016) a CsrA (Müller et al., 2019). U 
různých bakterií jsou tyto RNA chaperony zastoupeny různě a vážou odlišné typy sRNA, což 
naznačuje, že jejich aktivity se nepřekrývají (Holmqvist et al., 2016;Smirnov et al., 
2016;Holmqvist and Vogel, 2018;Melamed et al., 2020). 

Ribonukleázy (RNázy) jsou enzymy zodpovědné za katalytické štěpení různých struktur RNA 
(Arraiano et al., 2010). Výsledná stabilita a aktivita sRNA je výsledkem vzájemného působení 
mezi RNA chaperony a RNázami, protože RNA chaperony mohou chránit nebo naopak 
odkrýt sRNA, a tak RNazám štěpení umožnit (Holmqvist and Vogel, 2018). Hlavními 
bakteriálními RNázami jsou endoribonukleázy RNáza E a RNáza III a exonukleáza PNPáza 
(Saramago et al., 2014). 
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RNáza E štěpí jednořetězcovou RNA, přednostně v místech bohatých na nukleotidy A/U 
následovaných vlásenkovou strukturou (Del Campo et al., 2015). Tato endoribonukleáza je 
složena z konzervované N-terminální katalytické oblasti obsahující RNA-vazebnou doménu 
S1 a z C-terminální nekatalytické oblasti (Bandyra and Luisi, 2018).  

Na rozdíl od RNázy E RNáza III degraduje dvouvláknové úseky RNA (dsRNA). Strukturně, 
jak bylo popsáno u E. coli, jde o 52 kDa homodimer s katalytickou N-terminální doménou 
spojenou krátkým úsekem C-terminální domény vázající dsRNA (Li and Nicholson, 1996). 
RNáza III může štěpit dsRNA vytvořenou mezi komplementárním úsekem sRNA a cílovou 
mRNA (Lybecker et al., 2014;Altuvia et al., 2018). Degradace komplexu sRNA-mRNA RNázou 
III je u bakterií běžná. Například u salmonel štěpí komplex [MicA sRNA-ompA mRNA] (Viegas 
et al., 2011), u B. subtilis komplex antitoxin-toxin [RatA sRNA-txpA mRNA] (Durand et al., 
2012). RNáza III může také štěpit dvouvláknové úseky vlásenkových struktur. Tak se také 
účastní modifikací některých primárních transkriptů; typickým příkladem je úprava 
nascentních ribozomálních RNA, studovaná například u E. coli (Bram et al., 1980;Bubunenko 
et al., 2013), nebo účast na maturaci CRISPR RNA u Streptococcus pyogenes (Deltcheva et al., 
2011). 

Polyribonukleotid fosforyláza (PNPáza) je vysoce konzervovaná 3'-5' exoribonukleáza 
(Saramago et al., 2014;Dos Santos et al., 2018). Strukturně to je prstencový homotrimer, jehož 
každý monomer má molekulovou hmotnost 78 kDa a obsahuje na C-konci KH a S1 vazebné 
domény (Shi et al., 2008). U E. coli je PNPáza hlavním enzymem zapojeným do degradace 
sRNA, které nejsou vázány na Hfq (Andrade et al., 2013). Tento poznatek je v souladu se 
zjištěním, že PNPáza degraduje samotné sRNA, tedy v nepřítomnosti cílových mRNA 
(Andrade and Arraiano, 2008). 

Ribozymy disponují enzymatickou aktivitou, čili stejně jako bílkovinné enzymy mohou 
katalyzovat chemické reakce. Ribozymy jsou buď samostatné ncRNA, nebo častěji jsou 
součástí ribonukleoproteinových komplexů. Příkladem mohou být rRNA, které působí jako 
ribozymy při translaci mRNA (Nissen et al., 2000). Povahu ribozymu má též endoribonukleáza 
P (RNáza P), která katalyzuje úpravu 5' konce prekurzorové tRNA (Guerrier-Takada et al., 
1983;Ellis and Brown, 2009). Mezi ribozymy jsou také řazeny některé introny. Introny skupiny 
I a skupiny II tvoří součást tzv. sobeckých genetických elementů, které se inkorporují do 
různých oblastí DNA genomů (Toro et al., 2007;Hausner et al., 2014). Po transkripci jsou však 
tyto introny schopny samy sebe odštěpit z primárních transkriptů, jejichž funkci tak nenaruší. 
Jako součást ribozymu podle výše uvedené definice můžeme chápat také tmRNA (v rámci 
procesu trans-translace; viz kap. 2.2.5) nebo 6S RNA (viz kap. 2.2.3). Úlohou 6S RNA je však 
spíše zablokovat enzymatickou aktivitu σ70-RNA polymerázy (σ70-RNAP) (Wassarman and 
Storz, 2000). V podobném smyslu například CsrB ncRNA u E. coli váže protein CsrA, čímž jej 
inaktivuje (Liu et al., 1997). 
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2.2.2 Objev a mapování exprese malých RNA 

Předpokládali jsme, že mezi důležitými regulátory genové exprese streptomycet jsou také 
ncRNA, tak jak byly v té době postupně objevovány u jiných bakterií (Gottesman, 2005). Ve 
spolupráci s Dr. Josefem Pánkem, bioinformatikem z Mikrobiologického ústavu AV ČR, jsme 
připravili predikci genů kódujících ncRNA u S. coelicolor (Panek et al., 2008). Predikce byla 
založena na konzervaci sekvence DNA v intergenových oblastech (tedy v oblastech mimo do 
té doby známých genů), na lokalizaci transkripčních terminátorů a na uspořádání sousedících 
genů. Takto jsme předpověděli třicet dva potenciálních ncRNA. Abychom prokázali, že 
k expresi skutečně dochází, pro 32 predikovaných transkriptů jsme navrhli vnitřní, asi 35 nt 
dlouhé DNA oligonukleotidy, které jsme roboticky nanesli na microarrayové sklíčko a nechali 
hybridizovat s celkovou cDNA odvozenou od transkriptomu z izolovaných vzorků (metoda 
custom microarray). Tímto způsobem jsme prokázali skutečnou expresi u 20 genů, kterou jsme 
následně ověřovali pomocí RT-PCR.  

Po dokončení těchto experimentů jsem nastoupil na roční stáž do kanadské laboratoře, kde 
jsme pod vedením Dr. Marie Elliot mapovali expresi podobným způsobem předpovězených 
genů metodou Northern blotting. Tímto způsobem se podařilo ověřit existenci dalších devíti 
sRNA (Swiercz et al., 2008). 

 

2.2.3 6S RNA – regulátor regulátorů 

Některé regulační RNA mohou regulovat více genů, a tím široce ovlivňovat fyziologii buňky 
(Majdalani et al., 2005). Tyto RNA působí buď jednoduše prostřednictvím párování bází s 
cílovými nukleotidy, nebo vázáním na cílové proteiny pomocí svých sekundárních struktur. 
Příkladem druhé strategie je 6S RNA, která je jednou z nejlépe studovaných regulačních RNA 
u bakterií (Wassarman Karen, 2018). 6S RNA má přímý vliv na přechod mezi vývojovými 
stadii bakterií díky své přímé interakci s holoenzymy σ70-RNAP (tedy HrdB-RNAP u 
streptomycet). Proto vznik komplexů [σ70-RNAP-6S RNA] interferuje s transkripcí 
specifickou pro exponenciální fázi růstu a napomáhá přechodu do fáze stacionární (Willkomm 
et al., 2005;Wassarman and Saecker, 2006;Gildehaus et al., 2007). Díky své funkci je sekundární 
struktura promotorové oblasti 6S RNA výrazně konzervovaná napříč bakteriální říší.  

Vysoký stupeň konzervace umožnil s pomocí bioinformatického přístupu identifikaci více než 
100 potenciálních homologů 6S RNA v různých eubakteriálních druzích (Barrick et al., 2005). 
Mezi těmito nálezy nebyl však rod streptomycet zastoupen. Proto Dr. Josef Pánek vyvinul 
bioinformatický algoritmus, s jehož pomocí je možné vyhledat transkripty s podobnou 
sekundární strukturou. Tímto způsobem detekoval v genomu streptomycet nejméně dva 
transkripty se sekundární strukturou podobnou 6S RNA nalezenou u jiných bakterií (Barrick 
et al., 2005). Následně jsme ověřili, že skutečně dochází k expresi těchto RNA molekul. 
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Zajímavé bylo zjištění, že gen jedné z těchto nalezených RNA (scr3559), leží v lokusu zvaném 
BalA1, jehož nadměrná exprese se projevuje upozaděným vývojem vzdušného mycelia a 
především nadprodukcí sekundárních metabolitů (Nishiyama et al., 2000). 

Na tento transkript jsme se v další práci zaměřili a ukázali jsme, že nulová mutace genu scr3559 
naopak snižuje produkci antibiotika aktinorhodinu u S. coelicolor (Mikulik et al., 2014), zatímco 
jeho nadměrná exprese vykazuje (i) zkrácenou exponenciální fázi růstu ve srovnání s 
kontrolním kmenem, (ii) urychlenou tvorbu vzdušného mycelia a maturaci spor a (iii) 
zvýšenou produkcí aktinorhodinu a undecylprodigiosinu, podobně jako tomu bylo u BalA1 
lokusu (Bobek et al., 2021). Tato pozorování byla navíc podpořena LC-MS analýzami dalších 
produkovaných metabolitů, včetně germicidinů, desferrioxaminů a coelimycinu. Diferenciální 
microarray analýza potvrdila zvýšenou expresi genů spojených s popsanými morfologickými 
a fyziologickými změnami. 

 

2.2.4 RNáza III a antisense RNA (sRNA) 

S Marií Elliot jsem se poprvé setkal na již zmíněné konferenci v Cold Spring Harbor. Podruhé o rok 
později na konferenci v Newcastle mi nabídla roční postdoktorskou pozici ve své laboratoři 
v kanadském Hamiltonu. A tak jsem se v roce 2008 stal členem skvěle organizované laboratoře s deseti 
dalšími studenty, kteří mi v čele s Marií vytvořili velice milé a přitom inspirativní prostředí. Marie je 
v současné době vysoce etablovaná vědecká kapacita, která si však stále umí udržet přívětivý přístup.  

 

Jak je již uvedeno výše, v případě posttranskripčních regulací je významná úloha enzymu 
RNáza III, který rozpoznává a štěpí vytvořené dvouvláknové komplexy RNA (MacRae and 
Doudna, 2007). U streptomycet je známo, že RNáza III se podílí na posttranskripční modifikaci 
ribozomálních RNA (Jones et al., 2014). Je však zajímavé, že delece genu kódujícího RNázu III 
(rnc gen) vede u S. coelicolor ke značnému snížení produkce nejméně čtyř antibiotik 
(aktinorhodin, undecylprodigiosin, CDA a methylenomycin) (Price et al., 1999;Chang et al., 
2005;Sello and Buttner, 2008).  

Microarray analýza a ko-imunoprecipitace odhalily alespoň 777 mRNA, které jsou 
rozpoznávány RNázou III (Gatewood et al., 2012). Stále však nebylo jasné, jakým způsobem 
enzym váže mRNA, pokud rozpoznává pouze dvouvláknové struktury. Hypoteticky by buď 
(i) mRNA mohla tvořit v oblasti 5’-UTR vlásenkové struktury, které by však musely být 
dostatečně dlouhé, aby umožnily vazbu RNáze III, jako je tomu u rRNA, nebo (ii) existují cis-
sRNA transkripty, které párováním bází vazbu RNázy III umožní. S mou postgraduální 
studentkou Ing. Ditou Šetinovou jsme se zaměřili na tuto druhou možnost a z publikovaného 
setu 777 transkriptů asociovaných s RNázou III jsme vybrali 17 mRNA. Pro odhalení 
potenciálních cis-sRNA jsme navrhli vnitřní primery odpovídající oblastem 5’-UTR a RBS 
cílových messengerů. Průkaz existence odpovídajících cis-sRNA jsme pak provedli pomocí 
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RACE experimentů (Rapid Amplification of cDNA Ends) (Olivarius et al., 2009), čímž jsme 
zároveň odhalili jejich 5’ a 3’ konce a jejich celkové délky. To se nám podařilo ve všech 17 
případech (Setinova et al., 2017). Northern blotting analýzy nám poté potvrdily jejich expresní 
profil v průběhu životního cyklu streptomycety. Naše další analýzy navíc odhalily cis-sRNA 
u několika transkripčních regulátorů (AdpA, SigB, SigH a SigR), včetně RNázy III samotné. 

 

2.2.5 tmRNA 

Zajímavou regulační RNA v bakteriální říši je tzv. transferová-messengerová RNA (tmRNA, 
kódovaná ssrA genem), která kombinuje vlastnosti tRNA a mRNA. Její úloha spočívá v 
recyklaci 70S ribozomů, na nichž je zablokovaná translace. Translace se na ribozomech může 
zablokovat např. nedostatkem aminoacyl-tRNA (hladověním), absencí STOP kodonu (mutací 
či posunutím čtecího rámce), nebo působením antibiotik, které s translací interferují. Proces 
obnovení funkce ribozomů řízený tmRNA se označuje jako trans-translace. Translace není 
dokončena podle původní mRNA, ale podle interní „messengerové” části tmRNA. Tato část 
tmRNA, zakončená vlastním STOP kodonem, kóduje peptid, který je specificky rozpoznán a 
degradován intracelulárními proteázami (Herman et al., 1998;Flynn et al., 2001;Flynn et al., 
2003;Bolon et al., 2004). Blokované ribozomy jsou tak opětovně rozvolněny na samostatné 
podjednotky a poškozená mRNA je rychle degradována působením 3'-5'-exonukleáz 
(Yamamoto et al., 2003). 

Zajímalo nás, jak tento trans-translační systém funguje u různých druhů streptomycet. Vybrali 
jsme druhy, které produkují antibiotika, která interferují s translací, a mohla by tak způsobit 
zvýšenou aktivitu trans-translačního systému. Nejprve jsme zkoumali intracelulární hladinu 
tmRNA u Streptomyces aureofaciens, S. griseus a S. collinus, které syntetizují tetracyklin, 
streptomycin a kirromycin (Palecková et al., 2006;Palecková et al., 2007). Zjistili jsme rozdíly v 
míře produkce tmRNA během vývoje těchto streptomycet. Při experimentech se S. aureofaciens 
(Palecková et al., 2006) jsme do kultivačního média přidávali subinhibiční koncentrace 
tetracyklinu (ale i jiných antibiotik, jako je streptomycin nebo chloramfenikol) v průběhu 
vegetativní fáze růstu, tedy dříve, než bakterie sama začala streptomycin produkovat. To 
způsobilo zvýšení intracelulární hladiny tmRNA, zjištěné pomocí Northern blotting. In vitro 
trans-translační systém S. aureofaciens byl rovněž citlivý na přítomnost tetracyklinu již při 
koncentraci od 15 μmol/L. Tyto experimenty naznačují, že trans-translační systém může 
přispívat k odolnosti vůči antibiotikům interferujících s translací. Rovněž některé fyzikální 
faktory, které způsobují stresovou odpověď, ovlivňují trans-translační systém (Palecková et 
al., 2007). Snížení kultivační teploty ze standardních 28°C na 12°C způsobilo pokles syntézy 
proteinů, zatímco se hladina tmRNA zvýšila. Naopak zvýšení kultivační teploty na 37 °C 
způsobilo degradaci tmRNA u všech zkoumaných kmenů. 

Následná komparativní analýza odhalila rozdíly v sekvencích a v predikovaných 
sekundárních strukturách tmRNA u různých druhů streptomycet (Mikulik et al., 2008). 
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Důležitou částí našich analýz byla identifikace proteinů interagujících s tmRNA (Mikulik et 
al., 2008). Pomocí afinitní chromatografie na tmRNA-Sepharose a UV-cross-linking 
experimentů se 32P značenou tmRNA bylo identifikováno šest proteinů spojených s tmRNA u 
S. aureofaciens: β a β´ podjednotky RNAP, PNPáza, ribozomální proteinu SS1, ABC 
transportéry a elongační faktor EF-Tu. Pro detekci peptidu SmpB, který je důležitou 
komponentou trans-translačního systému (Wower et al., 2001), jsme použili specifické 
protilátky. Nejvyšší úroveň SmpB byla detekována v buňkách z exponenciální fáze růstu a 
nižší množství ve stacionární fázi a ve sporách. 

 

2.2.6 Diskuse: Ohlasy na naše články o regulačních RNA streptomycet 

Obě naše publikace, věnující se hledání ncRNA (Panek et al., 2008;Swiercz et al., 2008), byly ve 
své době pro transkriptomiku streptomycet pionýrské a pokud jde o mou publikační aktivitu, 
obě mají nejvyšší citovanost. Článek (Panek et al., 2008) má ke dni 11. 11. 2023 citovanost 54, 
zatímco článek (Swiercz et al., 2008) je citován 60krát. Následovaly další publikace jiných 
autorů, které použitím kombinace bioinformatických předpovědí a experimentálních přístupů 
potvrzují očekávané zapojení ncRNA do regulací buněčných procesů u streptomycet, včetně 
primárního metabolismu, vývojových přechodů, produkce antibiotik a různých reakcí na stres 
(Tezuka et al., 2009;D'Alia et al., 2010;Vockenhuber et al., 2011;Moody et al., 2013). V této době 
se rovněž začaly šířeji využívat moderní metody celogenomových analýz, jako je deep 
sequencing. Touto metodou Vockenhuber (Vockenhuber et al., 2011) analyzoval transkriptom 
z konce exponenciální fáze růstu S. coelicolor, což odpovídá začátku tvorby sekundárních 
metabolitů. Autoři této studie identifikovali 63 ncRNA, z nichž 29 jsou cis-sRNA, a pomocí 
Northern blotting prokázali expresi 11 z nich. V této práci byla opětovně potvrzena exprese 
osmi původně námi (Panek et al., 2008;Swiercz et al., 2008) identifikovaných transkriptů. 

V jiné studii byla data z RNA-Seq použita pro komparativní analýzu ncRNA u tří modelových 
streptomycet: S. coelicolor, S. avermitilis a S. venezuelae. Autoři zde identifikovali stovky nových 
sRNA (Moody et al., 2013). Ovšem pouze geny 129 z nich byly konzervované, a z nich pouze 
11 bylo skutečně exprimováno ve všech třech streptomycetách. Ještě dříve, v publikaci z roku 
2009, byla obdobná komparativní analýza použitá při hledání nových ncRNA u S. griseus, S. 
coelicolor a u S. avermitilis (Tezuka et al., 2009). Bioinformatickým průzkumem autoři nejprve 
vybrali 54 kandidátních sRNA, jejichž sekvence byly vysoce konzervované. Z těchto 54 
kandidátů bylo analýzou Northern blotting a mapováním S1 nukleázou potvrzeno nových 12 
transkriptů u S. griseus. Disrupce genů všech 12 sRNA však nezpůsobila pozorovatelné 
fenotypové změny. Navzdory těmto poznatkům však dnes již víme, že zásahy do syntézy 
některých ncRNA u streptomycet mohou výrazně ovlivnit produkci antibiotik. Například 
nadměrná exprese scr5239 sRNA u S. coelicolor vedla ke snížení produkce aktinorhodinu, 
zatímco úbytek hladiny této sRNA produkci antibiotika zvýšilo (Vockenhuber and Suess, 
2012). Podobným způsobem nadměrná exprese cnc2198.1as sRNA výrazně snížila produkci 
undecylprodigiosinu u téhož druhu (D'Alia et al., 2010). Náš dosud nezveřejněný výzkum 
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ukázal nadměrnou produkci aktinorhodinu při nadprodukci dříve objevených cis-sRNA 
(Setinova et al., 2017) (Obr. 3). 

 

 

Obrázek 3. Porovnání fenotypů kmenů streptomycet nadměrně exprimujících cis-sRNA (ve směru 
hodinových ručiček shora: negativní kontrolní kmen s prázdným plazmidem (bílý), as-rnc, as-adpA, 
asSCO1626 (bílý), asSCO0864, asSCO0703, asSCO0494 a asSCO0219). 

 

Podobně jako výše uvedené komparativní analýzy genomů streptomycet, také komparativní 
analýza 130 dostupných genomových sekvencí mykobakterií odhalila, že počet genů 
kódujících ncRNA se liší v závislosti na druhu mykobakterie (Behra et al., 2022). Autoři této 
studie identifikovali 12 vysoce konzervovaných ncRNA, mezi nimiž byly rozpoznány 
ribonukleáza P RNA, tmRNA, signal recognition particle (4,5S RNA), Ms1 RNA a 6C RNA. 
Stejně jako to ukázaly naše práce u genomu streptomycet (Panek et al., 2008;Swiercz et al., 
2008), rovněž u mykobakterií jsou geny kódující Ms1 RNA (scr3559 u S. coelicolor) a 6C RNA 
(scr3558 u S. coelicolor) blízko sebe, majíce mezi sebou pouze jeden gen kódující protein. 

Ms1 RNA u S. coelicolor je právě námi studovaná scr3559 RNA, kterou jsme z důvodu 
podobnosti sekundární struktury rovněž označovali jako 6S-like RNA (Bobek et al., 2021). 
Nicméně nedávno naši kolegové v MBÚ AV ČR (Vaňková Hausnerová et al., 2022) ukázali, že 
transkript scr3559 váže pouze jádrovou RNAP bez sigma faktoru, a proto jej přejmenovali na 
Ms1 RNA, podle popsaného analogu u mykobakterií (Šiková et al., 2019) (viz kap. 2.2.5). 

6C RNA, nazvaná podle šesti konzervovaných cytosinových zbytků nacházejících se ve 
smyčce konzervované vlásenkové struktury, je mezi příslušníky kmene Actinobacteria široce 
zastoupená, a dokonce pro M. tuberculosis je tato RNA nezbytná (Arnvig and Young, 2009). 
Mai u M. tuberculosis identifikoval/a 47 genů, jejichž transkripty by mohly být vázány 6C RNA 
(Mai et al., 2019). Skutečná vazba, která probíhá právě přes C-bohatou smyčku bez pomoci 
RNA chaperonů, byla ověřena u 15 z nich pomocí in vivo translačního lacZ fúzního systému. 
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6C RNA je tedy zřejmě pleiotropním regulátorem ovlivňujícím mimo jiné replikaci DNA a 
sekreci proteinů. Hladina 6C RNA vzrůstá s přechodem buněk do stacionární fáze růstu 
(Behra et al., 2019). Analogicky 6C RNA ovlivňuje proces sporulace u S. coelicolor (Swiercz et 
al., 2008). 

Spolu s panem Doc. Karlem Mikulíkem a s mou tehdejší kolegyní Ing. Petrou Palečkovou jsme 
byli prvními autory, kteří studovali aktivitu tmRNA molekuly u streptomycet (Palecková et 
al., 2006;Palecková et al., 2007;Mikulik et al., 2008;Paleckova et al., 2009). Celkem jsou ke dni 
11. 11. 2023 všechny naše publikace věnující se tomuto tématu ocitovány 34krát. Pokud 
pomineme ribozomální RNA, je tmRNA jedním z nejvíce exprimovaných transkriptů u 
streptomycet (Arancio et al., 2022).  

Analýza proteinů, které byly na svém karboxylovém konci označeny His8-tagem 
prostřednictvím rekombinantní tmRNA, identifikovala trans-translaci deseti, především 
následujících stresových proteinů: heat-shock protein DnaK, thiostreptonem indukovaný 
protein TipA, stresový protein A, EF-Tu3 a proteinové regulátory buněčného cyklu – 
pleiotropní regulátor produkce antibiotik a metabolismu N-acetylglukosaminu DasR, 
regulátory sporulace SsgF a SsgA a jejich transkripční aktivátor SsgR (Barends et al., 2010). 
Autoři této studie naši práci citují především v souvislosti s tvrzením, že tmRNA kontroluje 
adaptaci translačního systému na stresové podmínky, které zahrnují i přítomnosti translačních 
inhibitorů. Autoři další studie, Andini a Nash, si v souvislosti s tím položili otázku, zda 
zvýšená hladina tmRNA v přítomnosti antibiotik inhibujících translaci je způsobená 
navýšením syntézy nebo redukcí degradace tohoto transkriptu (Andini and Nash, 2011). 
Pomocí experimentů provedených u M. smegmatis a M. bovis zjistili, že po vystavení ribozomů 
translačním inhibitorům se aktivita promotoru ssrA genu zvyšuje, a proto dochází ke zvýšení 
hladiny tmRNA beze změny v rychlosti její degradace. 

Odhalení nových cis-sRNA u streptomycet, které jsme provedli prostřednictvím dříve 
identifikované vazby RNázy III na jejich cílové messengery, je ke dni 11. 11. 2023 citováno 
celkem 11krát, včetně citací v několika přehledových článcích o antisense transkripci (Georg 
and Hess Wolfgang, 2018), o mezidruhové komunikaci prostřednictvím sRNA (Layton et al., 
2020) a o streptomycetových ribonukleázách (Jones, 2023). Několikrát byla také citována námi 
zjištěná existence cis-sRNA (as-adpA RNA) zřejmě ovlivňující produkci globálního 
transkripčního regulátoru AdpA kontrolujícího morfologickou diferenciaci a produkci 
antibiotik (Rabyk et al., 2018;Kang et al., 2019;Lu et al., 2022). 
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2.3 Regulace genové exprese prostřednictvím fosforylace proteinů 

 

2.3.1 Literární přehled: Dvoukomponentové systémy streptomycet 

Signály z prostředí a jejich správná interpretace jsou pro mikroorganismy klíčové (Hoskisson 
and Fernández-Martínez, 2018). Signály se v mikroorganismech přenášejí pomocí 
transdukčních drah, především prostřednictvím tzv. dvoukomponentových systémů (TCS, 
Two-Component Systems) (Romero-Rodríguez et al., 2018). Jako odpověď jsou následně 
aktivovány patřičné transkripční faktory. Dvoukomponentový systém je obvykle složen ze 
dvou proteinů. Prvním je transmembránová histidinová kináza účinkující jako senzor (SHK, 
Sensor Histidine Kinase), který přenáší fosfátovou skupinu ze své histidinové části na 
aspartátový zbytek druhého proteinu. Tímto druhým proteinem je regulační protein (RR, 
response regulator), který může působit jako transkripční faktor na expresi cílových genů 
(Jung et al., 2018). 

Ve své nejběžnější a nejjednodušší organizaci jsou TCS přítomny u bakterií, avšak některé 
eukaryotické buňky, jako jsou houby, kvasinky a některé vyšší rostlinné buňky, mají systémy 
podobné (Zhao et al., 2022). TCS mohou vnímat mnoho stimulů, jakými jsou světlo, teplota, 
pH, přítomnost kovů, dostupnost živin, respirační akceptory elektronů, oxidační činidla, 
nízkomolekulární metabolity, včetně signálů mezibakteriální komunikace (quorum sensing a 
quorum quenching faktorů), přítomnost antibiotik a antimikrobiálních peptidů, 
oligosacharidů, proteinů, hormonů a různých signálů od hostitele (Lazar and Tabor, 2021). 

Tím mohou organismy získávat živiny, reagovat na stres nebo si vyměňovat informace s 
jinými buňkami, aby koordinovaly vývoj a přizpůsobily se změnám prostředí nebo v případě 
patogenů a komenzálů svému hostiteli (Jacob-Dubuisson et al., 2018;Jung et al., 2018). Četnost 
TCS v jednom organismu je rovněž odrazem jeho vývojové komplexity: jednoduché patogenní 
intracelulární bakterie žijící v homeostatickém prostředí kódují pouze několik TCS. Naopak u 
bakterií, které žijí ve vysoce konkurenčním prostředí, jako jsou streptomycety, jsou TCS hojné 
a pro rychlou adaptaci na environmentální a nutriční změny zásadní. 

Pokroky ve výzkumu TCS u několika streptomycet (například S. coelicolor, S. avermitilis, S. 
antibioticus a S. lividans) umožnily navýšit produkci antibiotik nebo dokonce jejich produkci 
spustit, pokud jsou jejich biosyntetické dráhy kódovány v kryptických genových shlucích, jež 
nejsou aktivovány za standardních laboratorních podmínek (Rodríguez et al., 2013).  
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2.3.2 Fosforylace proteinů jako nástroj modifikace aktivit signálního a translačního 
systému u streptomycet 

Svou diplomovou práci jsem vykonával u pana RNDr. Jiřího Janečka, CSc. Věnovali jsme se 
spolu protein-kinázovým a fosfoprotein-fosfatázovým aktivitám jako nástrojům přenosu 
signálů z prostředí a odpovědí ve smyslu koordinace vývojových etap buněčného cyklu 
streptomycet (Bobek et al., 2000). Protein-kináza ze S. granaticolor Pkg2 je autofosforylována 
na threoninu a serinu (Nádvorník et al., 1999). Tento enzym byl ve svém fosforylovaném stavu 
použit jako substrát pro testování aktivit fosfoprotein-fosfatáz, přítomných v bezbuněčném 
extraktu mycelia této bakterie. Úroveň aktivity fosfoprotein-fosfatáz byla určena z inhibice 
fosforylační aktivity Pkg2. V našem experimentu přítomnost bezbuněčného extraktu 
způsobila defosforylaci Pkg2. Míra této defosforylace byla přitom přímo úměrná jednak 
množství bezbuněčného extraktu, jednak reakční době. Aby se prokázalo, že bezbuněčný 
extrakt fosfoprotein-fosfatázy skutečně obsahuje, byly v dalších experimentech do reakční 
směsi přidány specifické inhibitory fosfoprotein-fosfatáz. Přítomnost inhibitorů fosfatáz 
potlačila de-fosforylaci již fosforylovaných proteinů. Na základě těchto experimentů lze 
usuzovat, že je u streptomycet míra fosforylace proteinů vyšší v průběhu vegetativní fáze 
růstu, zatímco při diferenciaci vzdušného mycelia je již protein-kinázová aktivita výrazně 
utlumena a převažuje aktivita fosfatázová. 

Po dokončení diplomové práce jsem přešel ke spolupráci s panem Doc. Karlem Mikulíkem, 
DrSc. U něj jsem zpočátku navázal na studium fosforylačních modifikací proteinů, nyní se 
zaměřením na ribozomy. Ověřovali jsme, zda fosforylace ribozomálních proteinů umožňuje 
regulovat aktivitu translačního aparátu. Naše experimenty, provedené pomocí in vitro 
translace poly-(U) na dvou modelech streptomycet, S. collinus (Mikulik et al., 2001) a S. 
coelicolor (Mikulik et al., 2011), ukázaly zvýšenou aktivitu ribozomů, pokud jsou ribozomální 
proteiny defosforylovány (Obr. 4). Fosforylací je dotčena především peptidyltransferázová 
aktivita. Lze se domnívat, že fosforylace ribozomálních proteinů přirozeně reguluje translační 
aktivitu, aby organismus mohl pružně reagovat na měnící se podmínky prostředí, včetně 
nedostatku živin, a koordinovat vývojové přechody, včetně morfologické diferenciace a 
produkce antibiotik. 

V následných experimentech, prováděných především mou tehdejší kolegyní, Ing. Petrou 
Palečkovou, jsme s pomocí specifických inhibitorů protein-kinázové aktivity ukázali vliv 
fosforylace proteinů na germinaci spor. Pokud byla aktivita protein-kináz utlumena, 
docházelo ke zpomalení přechodu do vegetativní fáze růstu. Ačkoliv v této práci nešlo zcela 
vyloučit další inhibiční efekty použitých látek, dosažené výsledky korelují se závěry výše 
zmíněné práce (Bobek et al., 2000), naznačujíce převahu fosforylačních aktivit během 
vegetativní fáze růstu, zatímco při vývoji vzdušné mycelia a spor, tedy při přechodu do 
dormantního stavu převažuje aktivita fosfoprotein-fosfatáz. 
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Obrázek 4. Fosforylační aktivita v průběhu buněčného cyklu. 

 

2.3.3 Diskuse: Ohlasy na naše články o fosforylacích proteinů streptomycet 

Nejvyšší míry citovanosti k tomuto tématu (dohromady 30 ke dni 11. 11. 2023) dosáhly naše 
dva články týkající se fosforylace ribozomálních proteinů. Práce, které nás citují, se zabývaly 
například fosforylacemi ribozomálních proteinů u E. coli (Soung et al., 2009), ale také u savčích 
mitochondrií (Miller et al., 2009). Následují články analyzující celkový fosfoproteom u dalších 
druhů bakterií, jakými 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).  

Autoři studie fosforylačních aktivit ribozomálních proteinů E. coli (Soung et al., 2009), kteří 
citují obdobnou naši studii provedenou na streptomycetách (Mikulik et al., 2001), detekovali 
fosforylaci u proteinů S3, S4, S5, S7, S11, S12, S13, S18 a S21 malé podjednotky (30S) a u 
proteinů L1, L2, L3, L5, L6, L7/L12, L13, L14, L16, L18, L19, L21, L22, L28 a L31 velké 
podjednotky (50S). 

Zajímavá je studie fosforylací ribozomálních proteinů u savčích mitochondrií (Miller et al., 
2009). Je známo, že mitochondrie mají vlastní translační aparát, který je zodpovědný za 
syntézu 13 mitochondriálně kódovaných proteinů pro oxidativní fosforylaci, která pro 
eukaryotní buňky generuje až 90% energie. Autoři identifikovali 24 mitochondriálních 
ribozomálních proteinů fosforylovaných na aminokyselinách serinu, threoninu nebo tyrosinu, 
podobně jako tomu bývá u bakterií. V jiné studii (Miller et al., 2008) pak stejná skupina autorů 
prokázala, že posttranslační modifikace ribozomálních proteinů fosforylací i acetylací 
modifikuje funkci mitoribozomu. Fosforylace ribozomálních proteinů vede k inhibici syntézy 
proteinů v in vitro translačním systému, stejně jako u streptomycet v námi publikované studii. 
Navíc fosforylace jednoho z ribozomálních proteinů, DAP3, který je pro-apoptotický, je 
důležitá pro jeho roli při indukci apoptózy. 

U B. subtilis (Rosenberg et al., 2015) byla analyzována dynamika Ser/Thr/Tyr fosfoproteomu 
v průběhu germinace endospor. Mezi fosforylovanými proteiny byly identifikovány složky 
centrálního metabolismu, zahrnující transkripci, translaci, metabolismus uhlíku a komponent 
specifických pro spory. Fosfoproteom analyzovaný z počátku exponenciálního růstu 
mykobakterie zahrnoval 214 proteinů fosforylovaných na 414 Ser/Thr/Tyr zbytcích. Z hlediska 

Aktivita protein-kináz, ale 
defosforylace ribosomálních proteinů

• Vegetativní růst

Aktivita fosfoprotein-fosfatáz, ale 
fosforylace ribosomálních proteinů

• Stacionární fáze
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funkčního zahrnovaly tyto fosforylované proteiny virulenční faktory, regulačních proteiny, 
složky metabolismu lipidů, energetického metabolismu, replikace a exprese genetické 
informace a syntézy buněčné stěny. 

V průběhu celého životního cyklu byly sledovány změny fosfoproteomu u aktinomycety 
Saccharopolyspora erythraea, která produkuje první klinicky využívané makrolidové 
antibiotikum erytromycin (Oliynyk et al., 2007). Celkem byla detekována fosforylace u 88 
proteinů. K výrazným změnám fosforylace docházelo především ve stacionární fázi 
buněčného cyklu u enzymů centrálního metabolismu uhlíku, jako například acetyl-koenzym 
A karboxyláza, isocitrát lyáza a 2-oxoglutarát dehydrogenáza. Autoři se domnívají, že vyšší 
míra fosforylace těchto enzymů znamená jejich zvýšenou aktivitu, která je potřeba pro syntézu 
prekurzorů vedoucích k produkci antibiotik. 

Zymomonas mobilis je fakultativně anaerobní alfaproteobakterie, která je využívaná pro 
průmyslovou výrobu biopaliv, především etanolu (Martien et al., 2019). Z. mobilis také 
disponuje nitrogenázou a dokáže účinně fixovat atmosférický dusík, aniž by to ovlivnilo 
výtěžek etanolu (Kremer et al., 2015). Analýza fosfoproteomu u této bakterie odhalila 125 
fosforylovaných proteinů, mezi nimiž jsou enzymy metabolických drah, jako je glykolýza, 
Krebsův cyklus, transport elektronů, metabolismus dusíku a syntéza proteinů. Kvantitativní 
analýza fosforylovaných proteinů mimo jiné ukázala zvýšenou fosforylaci enzymů glykolýzy 
a ribozomálních proteinů během aerobních podmínek, ale také v podmínkách anaerobních při 
fixaci dusíku. 

Kromě článků analyzujících fosfoproteom u různých bakterií nás v jednom případě citovali 
autoři studie, v níž hledali nové terapeutické cíle pro vysoce rezistentní Streptococcus agalactiae 
sérotyp III (Favero et al., 2020). Jde o invazivního patogena, který v roce 2015 způsobil v 
Singapuru závažnou epidemii, která postihla i mladší a imunokompetentní jedince, včetně 
netěhotných žen (Kalimuddin et al., 2017). Jednalo se o první dokumentovaný případ infekce 
spojené s konzumací syrových ryb z chovu (Tan et al., 2016). Navíc byla u tohoto sérotypu 
zaznamenána rezistence na pět tříd antibiotik (možná právě vzhledem k možnému 
nadužívání antibiotik v rybích chovech, pozn. autora). Autoři se domnívají, že tato bakterie 
může sloužit jako rezervoár genů antibiotické rezistence, a proto ve své studii pomocí 
bioinformatických nástrojů poukázali na pět proteinů jako potenciálních cílů pro nová léčiva. 
Jedním z těchto proteinů je ribozomální protein L19, který je zodpovědný za spojení malé a 
velké ribozomální podjednotky, a je proto zásadní pro translaci (Persson et al., 1995;Soung et 
al., 2009). Autoři studie nás citují v souvislosti s naším zjištěním, že fosforylace proteinu L19 
na aminokyselinových zbytcích Ser, Thr a Tyr snižuje aktivitu ribozomů až o 50 % (Mikulik et 
al., 2001).  
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2.4 Germinace streptomycet 
Svou postdoktorskou pozici jsem zahájil v Laboratoři bioinformatiky u pana doktora Jiřího 
Vohradského: „Germinace streptomycetích spor je úžasný model pro ty naše matematické simulace, 
protože vychází z nulového stavu...“ Jirka je výborný vědec, ale zároveň skvělý diplomat, psycholog a 
sportovec. „Kouzlo matematického přístupu je v tom, že z dat o genové expresi můžu modelovat 
regulační sítě, což pak ušetří spoustu experimentů. Je například zbytečné zkoumat, zda se potenciální 
regulátor a regulovaná molekula k sobě váží in vitro, když vím, že se ve skutečnosti spolu vůbec 
nepotkají...“ Pro mě je vždy radost s ním mluvit, protože vím, že můžeme mluvit o čemkoliv.  

 

2.4.1 Literární přehled: Dormance a probouzení 

Pro mnoho bakterií a hub je přechod do dormantního stavu důležitou strategií přežití 
nepříznivých podmínek. V dormantním stavu zastavují svůj růst, nemnoží se a diferencují se 
do metabolicky neaktivních forem, které jsou odolné vůči nepříznivým podmínkám. 
Exospory, známé také jako arthrospory se však tvoří jen u některých bakteriálních rodů 
spadajících především do třídy Actinomycetia. Kromě řádu Actinomycetales, kam patří i rod 
Streptomyces, jde například o rody Micromonospora nebo Cryptosporangium. Tyto exospory se 
morfologicky i funkčně výrazně liší od endospor bakterií rodu Bacillus a Clostridium. 
Endospory jsou velmi odolné vůči různým stresům, což jim umožňuje přežít i extrémní 
podmínky. Na druhou stranu exospory se více podobají sporám eukaryotních hub. To je 
pravděpodobně dáno analogií vývoje v půdním prostředí. Společnou charakteristikou spor je 
tlustá buněčná stěna doplněná vnějšími obaly a dehydratace. U streptomycet je vnější obal 
označován jako rodletová vrstva, která je tvořena vláknitými proteiny chapliny a rodliny 
(Claessen et al., 2004), společně vytvářející texturu připomínající proutěný košík. 
Dehydratovaný stav sporám zajišťuje odolnost proti teplotním extrémům a dalším fyzikálním 
a chemickým účinkům. Dehydratace však také vede k nehybnosti a změně konformace 
makromolekul, ke kondenzaci nukleových kyselin a k neaktivním formám proteinů. Aby se 
proteiny a mRNA v cytoplazmě dehydratovaných exospor uchovaly, jsou stabilizovány 
prostřednictvím vodíkových vazeb v prostředí trehalózy. Trehalóza je označována jako 
multiprotektivní cukr, neboť zajišťuje ochranu proti teplotním extrémům, vysušení, radiaci či 
oxidativnímu stresu (Fillinger et al., 2001). Jde o dimer dvou molekul glukózy spojených α,α-
1,1-glykosidickou vazbou, který může tvořit až 25 % suché hmotnosti spory (McBride and 
Ensign, 1987). Následně je trehalóza využívaná jako vnitřní zdroj energie pro počáteční fáze 
klíčení. U endospor vykonává funkci stabilizátoru makromolekul kyselina dipikolinová 
(DPA). DPA tvoří až 15 % suché hmotnosti zralých endospor a zajišťuje sporám odolnost vůči 
teplu (Setlow, 2006). 

Samotné klíčení je založené na kompletní rekonstrukci buněk, která zahrnuje vysokou 
metabolickou aktivitu a morfologické změny, které začínají odstraněním povrchových obalů 
a rekonstitucí buněčného obsahu. Klíčení exospor je sekvenční proces, který lze rozdělit do tří 
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odlišných kroků (definovaných podle (Hardisson et al., 1978)): (i) ztmavnutí spor, (ii) bobtnání 
a (iii) růst klíčku (Obr. 5). Toto původní členění procesu germinace jsem se ve svém 
přehledovém článku pokusil popsat v kontextu s našimi současnými znalostmi (Bobek et al., 
2017). 

(i) Ztmavnutí je spojeno s rekonstrukcí buněčné stěny. Spory ztrácejí hydrofobní povahu, což 
vede k počátečnímu průniku vody. Tento proces mění optické vlastnosti spor a umožňuje 
buňkám znovu aktivovat metabolismus. Ztmavnutí je způsobeno ztrátou lomu světla, což 
vyžaduje přítomnost bivalentních kationtů Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ a Fe2+ (Hardisson et al., 
1978;Eaton and Ensign, 1980;Salas et al., 1983). Vápník a hořčík jsou vázány karboxylovými 
skupinami peptidoglykanu a polyfosfátovými skupinami teichoové kyseliny ve stěně spor 
(Thomas and Rice, 2014). Během odstraňování sporových obalů jsou reaktivovány hydrolázy, 
které štěpí kovalentní vazby uvnitř vrstvy peptidoglykanu. Tím zprostředkovávají 
rekonstrukci buněčné stěny, což umožňuje vstup externích živin (Haiser et al., 2009).  

(ii) Bobtnání je způsobeno pokračujícím průnikem vody do spor. Účinkem enzymu trehalázy 
dochází v buňkách k výraznému poklesu hladiny trehalózy, což naopak vede ke zvýšení 
hladiny glukózy (McBride and Ensign, 1987). Tím je zajištěn zdroj energie pro reaktivaci 
enzymů a opětovné spuštění metabolismu. Aktivované spory mohou detekovat vnější zdroje 
živin a na stav vnějšího prostředí začínají odpovídat spuštěním patřičných metabolických 
drah. Tato fáze je kontrolována různými regulátory genové exprese, které ovlivňují transkripci 
(BldD, Crp protein nebo sigma a anti-sigma faktory) a translaci (RNáza III), jak jsme zjistili ve 
svých expresních analýzách (Strakova et al., 2013a;Strakova et al., 2013b). 

(iii) Vznik klíčku je jev již pozorovatelný mikroskopicky a zajišťuje růst apikálních hyf. Klíčky 
se objevují na vnitřní stěně spor a postupují skrz vnější vrstvu. Důležitou roli hraje 
chaperoninový protein SsgA, který lokalizuje místa vzniku klíčku (Noens et al., 2007). Dalšími 
klíčovými proteiny jsou DivIVA, FtsZ a FilP, které jsou zodpovědné za tvorbu nových hyf a 
vegetativní růst (Grantcharova et al., 2005;Flärdh et al., 2012;Kelemen, 2017). Tím nakonec 
dochází k přechodu od fáze germinace k vegetativnímu buněčnému růstu. 

 

Obrázek 5. Schéma germinace streptomycet. Zleva: vzdušné mycelium nesoucí řetízky spor; klíčící 
spory reprezentující jednotlivá stadia germinace; rostoucí a větvící se hyfy substrátového mycelia. 
Autorská ilustrace. Převzato z (Bobek et al., 2017) a upraveno. 
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2.4.2 Systémová analýza genové exprese při germinaci spor 

Před systémovými analýzami genové exprese v průběhu germinace spor nás nejprve zajímala 
odpověď na otázku, jakým způsobem jsou dormantní spory připraveny na reaktivaci svého 
metabolismu. Zaměřili jsme se na připravenost proteosyntetického aparátu (Mikulik et al., 
2002). Modelovým organismem byl zvolen S. granaticolor, jehož spory klíčí rychle a vcelku 
synchronně. Navození maximální synchronnosti procesu klíčení spor bylo pro tyto 
experimenty nezbytné. Proto byly spory nejprve uměle aktivovány, což se provádí 
mechanickou disrupcí sporového pláště následovanou teplotním šokem. Aktivované spory 
byly potom značeny in vivo po dobu 30 minut radioaktivním [35S]- cystein / methioninem 
přítomným v kultivačním médiu. Do média byl navíc přidán rifamycin – antibiotikum, které 
blokuje iniciaci transkripce (Campbell et al., 2001;Feklistov et al., 2008). I přes takto 
zablokovanou de novo transkripci bylo pomocí dvourozměrné proteinové elektroforézy 
detekováno několik stovek radioaktivních – tedy nově syntetizovaných – proteinů. Tyto 
experimenty ukázaly, že dormantní spory disponují zásobou molekul mRNA, jež zřejmě byly, 
vzhledem k metabolické inaktivitě v dormantním stavu, nasyntetizovány ještě ve fázi 
sporulace a maturace spor. Předpokládali jsme, že tato zásoba mRNA kóduje tzv. early 
proteins, tedy proteiny potřebné pro počáteční fázi klíčení. 

V návazné pilotní systémové studii byly synchronně klíčící spory použity k proteomické 
analýze aktivovaných a nově syntetizovaných proteinů (Bobek et al., 2004). Vzhledem 
k absenci vody obsahují dormantní spory agregované proteiny. Tato práce odhalila, že se 
v průběhu klíčení syntetizuje velké množství chaperonů (DnaK, Trigger factor a GroEL), o 
nichž se domníváme, že reaktivaci dosud neaktivních proteinů napomáhají. Funkce 
chaperonů je rovněž ovlivněna fosforylací. Nově syntetizované proteiny byly výše popsanou 
metodou značeny v pěti navazujících časových úsecích a následně identifikovány pomocí 
hmotnostní spektrometrie. Identifikované proteiny byly přiřazeny do funkčních skupin a 
rozděleny do šesti kinetických skupin, které odpovídají jednotlivým fázím germinace: (i) early 
proteins (0-30 min), (ii) proteiny syntetizované před první replikací DNA (0-60 min), (iii) 
proteiny syntetizované během první replikace DNA (60-80 min), (iv) proteiny syntetizované 
po první replikaci DNA (90-120 min), (v) proteiny syntetizované ve fázi mikroskopicky 
patrných germinačních klíčků (90-300. min), (vi) proteiny syntetizované ve fázi prvních vláken 
(210-300 min). 

V navazující práci (Strakova et al., 2013a) jsme přistoupili k podrobnému zmapování kinetiky 
exprese proteinů detekovaných v průběhu germinace spor S. coelicolor, jehož genom byl v té 
době – na rozdíl od S. granaticolor - již osekvenován a nejlépe anotován (Bentley et al., 2002). 
Hladiny exprimovaných proteinů byly mapovány během celého průběhu klíčení. Podle takto 
zjištěné kinetiky exprese byly akumulované (tedy všechny detekované) a nově syntetizované 
(tedy radioaktivní) proteiny seskupeny do definovaných kinetických a funkčních skupin. 
Výsledky ukázaly, že schopnost dormantních spor přejít do aktivního metabolismu je 
zajišťována již ve fázi sporulace přípravou složek proteosyntetického aparátu, chaperonů a 
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hydroláz, což umožňuje rychlé zahájení globální exprese proteinů během prvních 10 minut 
kultivace. Zatímco chaperony jsou nezbytné pro opětovné aktivování přítomných proteinů po 
jejich hydrataci (Bobek et al., 2017), hydrolázy napomáhají obnově buněčné stěny klíčících spor 
(Bobek et al., 2004;Haiser et al., 2009). V průběhu první hodiny pak byla syntetizována většina 
proteinů; již v této fázi byly detekovány proteiny energetického metabolismu, transportní 
proteiny a pleiotropní regulátory (především cAMP-receptor Crp, RNáza III a BldG). Od 
tohoto stadia lze tudíž předpokládat kompetentnost buněk reagovat na signály z prostředí. 
Zajímavé bylo zjištění syntézy cytoskeletových proteinů DivIVA, FilP a FtsZ, které kontrolují 
apikální růst a proces dělení buněk (Fröjd and Flärdh, 2019). 

V rámci našich systémových studií germinačního procesu byla kromě proteomického přístupu 
aplikována také microarray analýza transkriptomu (Strakova et al., 2013b). Vzhledem k tomu, 
že proteomický přístup detekuje řádově stovky proteinů, zatímco čipová analýza odhalí tisíce 
transkriptů, nelze z obou metod získaná data snadno porovnávat. Proto byla bioinformatická 
analýza v této práci založena na identifikaci hlavních komponent, které umožňují porovnávat 
reprezentativní vzory kinetických profilů genové exprese (tzv. principal component analysis). 
V takovém případě byla zjištěna vysoká míra korelace nově syntetizovaných proteinů a jejich 
transkriptů. 

Získaná data potvrdila, že v dormantních sporách již existuje relativně vysoký počet mRNA 
molekul. Tento výsledek je v souladu s našim dřívějším (výše zmíněným) zjištěním (Mikulik 
et al., 2002). Dokonce se ukázalo, že aktivita transkripčního aparátu byla nejvyšší na počátku 
germinace a postupně klesala až do konce pozorovaného období. 

Získaná transkriptomická data jsme následně ještě jednou využili pro bioinformatickou 
analýzu, která měla ozřejmit, které geny jsou důležité pro jednotlivé fáze germinace (Bobek et 
al., 2014). Proto jsme identifikovali takové geny, jejichž exprese se v určitém časovém bodě 
výrazně liší (vzroste nebo klesne). Tyto geny byly poté zařazeny do metabolických a 
regulačních drah. Tento přístup odhalil časování aktivace konkrétních drah během klíčení. 
Zajímavým zjištěním byly změny v expresi konkrétních sigma faktorů. To nastínilo jejich 
úlohu během klíčení. Mezi faktory, jejichž exprese byla zvýšena během počáteční fáze klíčení, 
patří SigE, který pravděpodobně řídí obnovu buněčné stěny, SigR, který kontroluje opětovné 
seskupování proteinů, a další (SigH, SigB, SigI, SigJ), které ovládají reakce na osmotický a 
oxidační stres. Z analýzy exprese genů kódujících sigma faktory plyne, že fyziologický proces 
germinace je kontrolován podobným způsobem, jako je řízena genová exprese ve stresových 
podmínkách. 
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2.4.3 Sekundární metabolity produkované při germinaci spor 

Výše popsané analýzy genové exprese při germinaci spor mimo jiné odhalily v této počáteční 
vývojové fázi aktivitu některých genů (konkrétně 163) z rozličných biosyntetických genových 
shluků, které zajišťují produkci sekundárních metabolitů. Proto nás napadlo svůj další 
výzkum zaměřit na prošetření produkce sekundárních metabolitů v průběhu germinace S. 
coelicolor, a to navzdory tomu, že aktivita sekundárního metabolismu streptomycet byla do té 
doby připisována výlučně přechodu do stacionární fáze životního cyklu (Seipke et al., 2012), 
zatímco germinace byla fází neproduktivní. Produkované metabolity jsme měřili pomocí 
HPLC-MS a odhalili jsme přítomnost seskviterpenoidního antibiotika albaflavenonu a dvou 
polyketidů - germicidinu A a chalkonu. Tyto metabolity mohou sloužit ke koordinaci růstu 
populace jejich producenta, prostřednictvím mechanismu označovaného jako quorum sensing 
(Phelan et al., 2011). Tento mechanismus umožňuje mikroorganismům vzájemnou 
komunikaci a regulaci genové exprese na základě hustoty populace a stavu vnějšího prostředí. 
Tak například spory S. viridochromogenes klíčí samy pomaleji než v husté populaci (Xu and 
Vetsigian, 2017). Na druhé straně bylo zjištěno, že bezbuněčný extrakt ze supernatantu S. 
viridochromogenes inhibuje klíčení spor (Hirsch and Ensign, 1976). Je to právě kvůli přítomnosti 
inhibitoru klíčení germicidinu A, který byl již dříve izolován (Petersen et al., 1993;Aoki et al., 
2011;Ma et al., 2017) a jehož produkci jsme tímto potvrdili i u S. coelicolor. Zároveň jsme 
ukázali, že nejen germicidin A, ale rovněž přítomnost chalkonu zabrání klíčení dalších spor. 
Na druhou stranu látku, která by germinaci naopak aktivovala, se nám najít nepodařilo. 
Albaflavenon v našich experimentech klíčení žádným způsobem neovlivnil. Je o něm však 
známo, že má antibakteriální účinek na Bacillus subtilis (Gürtler et al., 1994), což může ve 
prospěch streptomycet ovlivnit podmínky silně konkurenčního půdního prostředí. Celkově 
tak může biologická aktivita metabolitů uvolněných na začátku klíčení, ať už se jedná o 
germinační aktivátory či inhibitory, sloužit jako signál mezibuněčné komunikace a 
přizpůsobit strategii klíčení přírodním podmínkám (Rutherford and Bassler, 2012;Brachmann 
et al., 2013). 

 

2.4.4 Diskuse: Ohlasy na naše články o germinaci spor streptomycet 

Svůj dosavadní výzkum v oblasti germinace spor streptomycet jsem následně shrnul 
v kontextu s ostatními publikovanými pracemi souvisejícími s touto problematikou 
v přehledovém článku: „A Waking Review: Old and Novel Insights into the Spore 
Germination in Streptomyces“ (Bobek et al., 2017). Zabýval jsem se zde mimo jiné tématem 
dormance mikroorganismů. Tento přehledový článek je ke dni 11. 11. 2023 citován 24krát.  

V jedné ze studií citujících náš přehledový článek autoři použili kryo-elektronovou tomografii, 
aby sledovali růst a morfologickou diferenciaci buněk u Streptomyces albus (Sexton and 
Tocheva, 2020). Kryo-elektronová tomografie uchovává buňky v jejich přirozeném stavu a 
umožňuje trojrozměrné pozorování s rozlišením kolem 4 nm (Tocheva et al., 2010). Autoři 
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potvrdili, že během sporulace dochází k dramatické přestavbě buněčného obalu, včetně 
formace stěny spor a dvou ochranných proteinových vrstev. Pozorování germinace spor 
autorům umožnilo porovnat morfologii dormantních a vegetativních buněk. Buněčná stěna 
spory je asi 60 nm tlustá, ale vrstva peptidoglykanu u rostoucího klíčku je o poznání tenčí - už 
jen asi 35 nm. Peptidoglykan ve vegetativní části navazuje na vnitřní část sporového obalu, 
zatímco vnější vrstva spory včetně svrchního rodletového pláště se odlupuje na místě, kde 
vegetativní klíček vystupuje.  

Ve svém přehledovém článku pak autoři z téže výzkumné skupiny shrnuli rozdíly mezi 
endosporami a exosporami (Beskrovnaya et al., 2021). Zmiňují, že sporulace probíhá u 
mikroorganismů různými způsoby, z nichž mnoho nebylo dosud důkladně prozkoumáno. Jde 
například o tvorbu akinet u cyanobakterií, pučení spor u kmene Chloroflexi či tvorba plodniček 
(fruiting bodies) u myxobakterií (Kaplan-Levy et al., 2010;Yabe et al., 2010;Muñoz-Dorado et 
al., 2016). Naopak nejpodrobněji prostudované mechanismy sporulace zahrnují tvorbu 
endospor zejména u tříd Bacilli a Clostridia kmene Firmicutes a tvorbu exospor u aktinobakterií. 
Kmen Firmicutes je tradičně odlišovanou skupinou grampozitivních bakterií majících ve svém 
genomu nízký podíl guaninu a cytosinu (G+C bází). Avšak se současným rozvojem taxonomie 
založené na genomu bylo takovéto zařazení zpochybněno objevem bakterií kmene Firmicutes 
s naopak relativně vysokým obsahem G+C bází v genomu (například Geobacillus) nebo 
dokonce bakterií téhož kmene s klasickou gramnegativní buněčnou stěnou (například 
Acetonema longum, třída Negativicutes) (Yutin and Galperin, 2013).  

Naproti tomu někteří zástupci kmene Actinobacteria, tedy kmene naopak s vysokým podílem 
G+C bází v genomu, tvoří exospory. Zatímco endospory se diferencují ve spory současně 
s asymetrickým dělením, u exospor dochází k diferenciaci již předtím rozdělených buněk 
(Hoskisson and van Wezel, 2019). Speciace uvnitř aktinobakterií vedla k široké škále možností 
tvorby exospor, od jednotlivých spor produkovaných na nespecializovaných myceliích, po 
tvorbu sporangií. Nejlépe charakterizované jsou však dlouhé řetězce exospor produkované 
streptomycetami (McCormick and Flärdh, 2012). Citováno je také naše zjištění, že již 
v dormantních exosporách streptomycet jsou přítomné některé proteiny a mRNA využívané 
během klíčení (Mikulik et al., 2002;Strakova et al., 2013a). V této souvislosti je zajímavé, že také 
dormantní fáze vyšších organismů disponují předem připraveným transkriptomem a 
proteomem, který je potřebný pro nejranější fáze následujícího vývoje. Jako příklady těchto 
dormantních forem lze uvést suchá semena rostlin (Weitbrecht et al., 2011), neoplozená vajíčka 
živočichů (Minami et al., 2007), či spory hub a plísní (Baltussen et al., 2020). 

Pomocí LC-MS/MS byl charakterizován proteom v klíčících endosporách rodu Bacillus (Sinai 
et al., 2015). Bylo zjištěno, že pro počáteční fáze klíčení spor je nezbytná přítomnost enzymů, 
které dokáží využít dosažitelné zdroje energie. Například na povrchu spor Bacillus 
thuringiensis je přítomný 140 kDa δ-endotoxin, jenž nese enzymatickou aktivitu β-glukosidázy 
a může využívat širokou škálu substrátů k produkci glukózy jako látky aktivující klíčení 
(Papalazaridou et al., 2011). Přítomnost aktivní β-glukosidázy byla vedle rodu Bacillus 
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detekována námi při klíčení S. granaticolor, jak je v práci citováno. Z hlediska dalšího 
porovnání germinačních procesů mezi endosporami a exosporami je zajímavá vysoká aktivita 
chaperonů a enzymů pro modifikace proteinů, obdobně jako tomu bylo v případě 
streptomycet popsaném v našich publikacích (Bobek et al., 2004;Strakova et al., 2013a;Strakova 
et al., 2013b). Tato zjištění ukazují na jednotnou formu reaktivací proteinů a koordinace funkcí 
enzymatického aparátu v klíčících sporách napříč různými bakteriálními druhy.  

A. Manteca (Manteca et al., 2006) provedl/a proteomickou analýzu nikoliv na příkladu 
klíčících spor, ale v průběhu programované buněčné smrti u S. coelicolor. Programovaná 
buněčná smrt (apoptóza) představuje aktivní formu usmrcení specifických buněk v rámci 
organismu, která kromě eukaryot probíhá také u bakterií. Avšak na rozdíl od eukaryotické 
apoptózy jsou molekulární mechanismy regulující apoptózu u bakterií málo známé. U 
streptomycet probíhá významná fáze apoptózy vegetativního mycelia při formaci vzdušných 
hyf před sporulací. A podobně, jako je tomu u germinace, také u procesu apoptózy autoři 
studie zjistili, že dochází k nárůstu aktivity enzymů účastnících se degradace buněčných 
makromolekul, regulačních proteinů a proteinů indukovaných stresem. Několik stresových 
proteinů, jako jsou chaperony SCO4296, SCO4762 a SCO2554 nebo peptidyl-prolyl isomerázy 
SCO2620 (trigger factor) a SCO1638, proces apoptózy přímo doprovází. V této souvislosti byla 
citována námi zjištěná účast těchto chaperonů na reaktivací proteinů při germinaci spor S. 
granaticolor (Bobek et al., 2004). Podobná souvislost byla zaznamenána i pro enzym PNPáza 
(SCO5737). Tento enzym degradující RNA (Bernstein et al., 2004) je důležitý pro zajištění 
přestavby transkriptomu, k němuž dochází právě ve fázích morfologické diferenciace nebo ve 
stresových podmínkách. 

Biologická funkce dalších proteinů SCO2368 a SCO4277 zůstává nejasná, i když byly také 
zapojeny do vývojových procesů, jako je germinace nebo apoptóza. Zajímavé je, že tyto 
proteiny mají doménu vázající cAMP, a mohou se tedy účastnit intracelulární signalizace, 
stejně jako je tomu u proteinu Crp (cAMP-receptor protein). Je známo, že mutace genu crp 
vede k výrazným defektům u klíčících spor (Süsstrunk et al., 1998;Derouaux et al., 2004). 
V návaznosti na naši studii germinace S. granaticolor A. Piette (Piette et al., 2005) analyzoval/a 
rozdíly v proteomu mezi sporami divokého typu S. coelicolor a jeho kmeny s crp mutací. Autoři 
zjistili, že Crp reguluje mimo jiné aktivity ATP syntázy, hydrolázy buněčné stěny a chaperonů, 
tedy proteinů pro správný průběh klíčení nezbytných. 

Měď byla charakterizována jako pozitivní regulátor diferenciace vzdušného mycelia, 
sporulace a produkce antibiotik u streptomycet (Ueda et al., 1997;Keijser et al., 2000). To 
přimělo autory studie (González-Quiñónez et al., 2019) zkoumat koncentraci mědi v cytosolu 
také v průběhu germinace a v souvislosti s expresí genů kódujících dva systémy pro sekreci 
mědi u S. coelicolor (SCO2730/2731 a SCO1045/1046). Autoři zjistili, že během klíčení 
koncentrace mědi v cytosolu rychle klesá. Zároveň s tím dosáhla exprese genů chaperon-
transportního systému SCO2730/2731 nejvyšší úrovně (na rozdíl od nízké exprese genů 
SCO1045/1046). Navíc byl proces germinace výrazně synchronizován a urychlen u spor s vyšší 
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intracelulární koncentrací mědi. Naše práce byly těmito autory citovány právě v souvislosti se 
synchronností klíčení, jakožto důležitým aspektem studia germinace spor.  

Náš výzkum germinace streptomycet byl dokonce citován ve studii, jež mapovala 
transkriptom v průběhu klíčení spor prvoka Spongospora subterranea, který způsobuje prašnou 
strupovitost brambor (Balotf et al., 2021). Autoři této studie identifikovali 679 transkriptů 
s různou úrovní exprese. Většina proteinů kódovaných těmito transkripty byla zapojena do 
energetického metabolismu, transkripce a translace, biosyntézy aminokyselin, transportu, 
metabolismu mastných kyselin, reakce na stres, opravy DNA a transferázové aktivity. 
Nalezené funkční skupiny proteinů korelují s našimi, zde citovanými, výsledky, a naznačují 
tak možné obecné principy mechanismů klíčení spor i u velice fylogeneticky vzdálených 
mikroorganismů. 
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2.5 Hemolytická aktivita a produkce antifungálních látek 

Na svém dosavadním působišti v ÚIM jsem obklopen mnoha úžasnými lidmi, kteří mi neváhali 
pomoci, kdykoliv jsem to potřeboval. Ale ve svém oboru biologie streptomycet jsem zůstával dlouhou 
dobu sám nemaje možnost konzultace nebo jen takové nezávazné diskuse. O to víc mě potěšilo, když 
jsem měl v roce 2017 najednou tu úžasnou příležitost přivítat na našem pracovišti paní doktorku 
Kateřinu Petříčkovou. „Hele, ty ses chtěl věnovat těm aktivacím kryptických klastrů* a mě zajímají 
asociace streptomycet s jinými organismy. Oba jsme nyní na 1. LF UK, tak to do sebe pěkně zapadá...“ 
O rok později jsme do týmu přibrali i pana doktora Miroslava Petříčka a pustili se do práce více 
zaměřené na klinický význam streptomycet. Rád přiznávám, že manželé Petříčkovi mi přinesli 
spoustu nápadů a motivace k další práci. V obou nacházím své parťáky pro všední pracovní dny.  

* za standardních laboratorních podmínek neexprimované geny biosyntetických drah 

 

2.5.1 Literární přehled: Streptomycety asociované s hostitelským organismem 

Streptomycety mohou být kromě půdy součástí mnoha dalších ekosystémů, například mořské 
vody, třetihorních sedimentů nebo guáno netopýrů (Kämpfer et al., 2014). Některé druhy jsou 
dokonce schopny vstoupit do úzkých symbiotických vztahů s rostlinami a živočichy, zejména 
bezobratlými (Kaltenpoth et al., 2005a;Behie et al., 2016). V rámci těchto vztahů streptomycety 
poskytují antibiotika k ochraně hostitele nebo k ochraně zdrojů hostitele před patogeny 
(Kaltenpoth, 2009). V téměř všech popsaných případech se ukázalo, že streptomycety chrání 
své hostitele nebo jejich potravní zdroje před patogenními houbami (Kellner, 2002;Oliver et 
al., 2003;Kaltenpoth et al., 2005b;Scarborough et al., 2005;Teixeira et al., 2008). Na druhé straně 
jim hostitelský organismus zajistí dostatek živin a ochranu.  

Ze symbióz s bezobratlými je nejčastěji dokumentována interakce streptomycet se zástupci 
hmyzu (Kaltenpoth, 2009). Ale aktinobakterie také tvoří stabilní asociace s mořskými 
bezobratlými, především s mořskými houbami a homolicemi (Piel, 2004;Gulder and Moore, 
2009). 

Samotářské vosy rodu Philanthus tvoří endosymbiózu se kmenem Candidatus Streptomyces 
philanthi (Kaltenpoth et al., 2006). Samičky si v půdě hloubí podzemní díry, kde se vyvíjejí 
larvy. Nicméně kvůli teplým a vlhkým podmínkám v larválních komůrkách hrozí neustálé 
riziko zavlečení bakteriální nebo houbové infekce. Streptomycety rostou uvnitř 
specializovaných žláz na tykadlech samiček a jakmile samička vyhloubí svou díru, vylučuje 
sekret se streptomycetami (Kaltenpoth et al., 2005b;Kroiss et al., 2010). Streptomycety se 
začleňují do larválních kokonů a produkují antibiotika. Bylo zjištěno, že směs těchto antibiotik 
inhibuje řadu patogenních mikroorganismů (Kroiss et al., 2010). Jiným příkladem je blíže 
neurčená streptomyceta produkující kandicidin a antimycin, která žije v mutualistickém 
vztahu s mravenci rodu Acromyrmex (Haeder et al., 2009;Barke et al., 2010;Seipke et al., 2011). 
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Streptomycety rovněž vytvářejí rozmanité interakce s rostlinami. Vláknitá morfologie 
streptomycetám umožňuje kolonizovat okolní kořeny a pronikat následně přímo do 
rostlinných buněk, a prostoupit tak do těla hostitele (Coombs and Franco, 2003b;a;Joshi et al., 
2007). Stávají se tak benigními saprofyty, prospěšnými endosymbionty či rostlinnými 
patogeny. 

 

2.5.2 Klinické izoláty streptomycet 

Jelikož jsou streptomycety hojné v půdě a jejich spory se často dostávají do vzdušného 
prostředí, lze očekávat, že běžně vstupují i do lidského těla. Ovšem možnost, že jsou 
streptomycety také součástí přirozené mikrobioty lidského těla, nebyla po dlouhou dobu 
prokázána. Dokonce jsou dosud často v klinických laboratořích považovány za kontaminanty 
(Scharfen et al., 2010). Až molekulární data charakterizující lidský mikrobiom odhalila 
přítomnost rodu Streptomyces na kůži (Gallo and Hooper, 2012), v gastrointestinálním traktu 
(Bolourian and Mojtahedi, 2018), dýchacím traktu (Huang et al., 2015), a také v děloze (Collado 
et al., 2016). A právě streptomycety asociované s člověkem by mohly být producenty 
důležitých látek potenciálně uplatnitelných v humánní medicíně. Často je například 
dokumentována schopnost streptomycet produkovat metabolity specializované na savčí nebo 
přímo na lidské buňky, které mají imunomodulační (rapamycin, takrolimus) (Bolourian and 
Mojtahedi, 2018) nebo protinádorové účinky (mitomycin C, bleomycin, aktinomycin, 
doxorubicin a mnoho dalších) (Olano et al., 2009). Navzdory tomu je vědeckou komunitou 
možnost přirozené interakce streptomycet s člověkem spíše opomíjena. Kromě několika jasně 
patogenních kmenů způsobujících endemické aktinomykózy (S. somaliensis, S. sudanensis), 
není většinou klinický efekt streptomycet známý. Ani v případě těchto známých patogenů 
nebyly rozpoznány žádné specifické faktory virulence a ani se nic neví o molekulárních 
mechanismech jejich patogeneze. Obecně streptomycety způsobují supurativní 
granulomatózní změny tkání. Infekce začíná od povrchových struktur kůže. Pokud není 
léčena, postupuje do svalů, kostí a může se dokonce šířit lymfatickým systémem nebo krví a 
způsobit systémová onemocnění. Nicméně dlouhodobá antibiotická léčba je poměrně úspěšná 
(Relhan et al., 2017). Některá respirační onemocnění (např. pneumonie asociované se 
zemědělstvím) byla způsobena inhalací spor společně se sporami mikromycet (Roussel et al., 
2005;Cano-Jiménez et al., 2016). 

Díky své spolupráci s několika českými mikrobiologickými laboratořemi, a to zejména s 
Národní referenční laboratoří pro patogenní aktinomycety v Trutnově a se Zdravotním 
ústavem v Ostravě, máme k dispozici unikátní sbírku více než sta kmenů streptomycet 
pocházejících z lidských vzorků. Vzorky streptomycet byly odebrány z bronchoalveolární 
laváže nebo hlenu pacientů s respiračními obtížemi. Schopnost streptomycet přežít v cílených 
kulturách mykobakterií umožnila jejich účinnou izolaci. Pacienti byli především lidé, kteří byli 
vystaveni zvýšené koncentraci prachových částic ze zemědělské činnosti nebo hornictví. 
Taxonomické určení a dlouhodobá péče o získané izoláty jsou prováděny na Ústavu půdní 
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biologie v Biologickém centru AV ČR pomocí taxonomie založené na sekvenci 16S rRNA 
(www.actinomycetes.cz). Taxonomická klasifikace ukazuje na možné adaptace původně 
půdních streptomycet na nová prostředí v hostitelském organismu. Předpokládáme, že 
streptomycety pro úspěšné přežití v lidských tkáních modulují svůj sekundární metabolismus. 
Mohou pak produkovat bioaktivní látky, které specificky působí proti místním mikrobiálním 
konkurentům nebo mohou ovlivnit imunitní odpověď hostitele. Proto sbírka kultur 
aktinomycet může sloužit jako jedinečný zdroj imunomodulátorů a antibiotik zaměřených 
proti běžným respiračním patogenům. 

Prvním příkladem byl publikovaný výzkum kmene S. sp. TR1341 (Herbrik et al., 2019), který 
jsme pro detailní studium vybrali na základě širokého spektra jeho bioaktivit, jako je hemolýza 
a schopnost inhibovat růst některých bakterií (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Neisseria pharyngis) a plísní (Candida albicans, 
Saccharomyces cerevisiae, Fusarium sp.). Hemolytické nebo obecně cytolytické vlastnosti jsou u 
aktinomycet často zapříčiněny produkcí polyenových sekundárních metabolitů (Bobek et al., 
2022). Především nízkomolekulární sloučeniny typu filipinu nebo pentamycinu způsobují 
poměrně drastické poškození membrán erytrocytů. Polyeny bývají fungicidní a ty s nižší 
toxicitou, jako jsou amfotericin B, nystatin A1 či pentamycin, jsou používány v klinické 
medicíně jako klíčové antimykotické a antiprotozoální látky (Knopik-Skrocka and Bielawski, 
2002). 

Streptomyces sp. TR1341 byla původně izolována ze sputa pacienta s anamnézou tuberkulózy 
a opakovanými respiračními infekcemi. Pacient byl starší muž žijící v oblasti s vysokou 
koncentrací prachových částic v ovzduší.  

Extrakty tohoto kmene byly analyzovány pomocí HPLC-MS. Zjistili jsme, že studovaný kmen 
produkuje aktinomycin X2 a dvě polyenové sloučeniny filipin III a fungichromin, což je 
v souladu s nalezeným genovým shlukem pro jejich biosyntézu. Extrakt samotný byl β-
hemolytický. Navíc abychom prokázali, že filipin a fungichromin jsou skuteční nositelé 
hemolytických aktivit, připravili jsme mutantní kmen, který není schopen syntetizovat tyto 
typy sloučenin. Všechny mutované kolonie zcela ztratily β-hemolytické vlastnosti. Nebyly 
proto ani schopné potlačit růst testovaných mikromycet. Produkce cytolytických látek může 
lyzí hostitelských buněk streptomycetám napomoci v kolonizaci lidského těla. Navíc jim 
pomáhá úspěšně vzdorovat konkurenci mikromycet. 

 

2.5.3 Půdní izoláty a streptomycety asociované s rostlinami a s bezobratlými živočichy 

Stručný přehled dosud známých polyenových látek a jiných metabolitů vykazujících 
hemolytickou aktivitu jsme podali v literárním úvodu navazujícího článku (Bobek et al., 2022). 
V tomto článku jsme však hlavně studovali produkci a aktivitu sekundárních metabolitů u 
dalších celkem 23 β-hemolytických kmenů. Z těchto kmenů bylo 12 původem z půdy, 10 bylo 
izolovaných z těl bezobratlých živočichů a jeden kmen byl asociovaný s kořeny kukuřice. 
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Všechny tyto kmeny jsou součástí Sbírky kultur aktinomycet na Ústavu půdní biologie 
Biologického centra AV ČR. Tato jedinečná sbírka (pod vedením pana Ing. Václava Krištůfka, 
CSc. a v kurátorství paní RNDr. Alice Chroňákové, Ph.D., s nimiž intenzivně spolupracujeme) 
obsahuje kolem 1700 kmenů, převážně streptomycet, které byly izolovány z půdy a sedimentů 
unikátních biotopů po celém světě.  

Testovali jsme schopnost vybraných streptomycet inhibovat růst čtyř různých askomycet: 
Aspergillus niger, A. fumigatus, Fusarium spp. a Paecilomyces spp. Ukázalo se, že pokud měly 
streptomycety možnost vyrůst a spustit produkci sekundárních metabolitů, byly většinou 
schopné růstu plísní zabránit nebo jej výrazně zpomalit. Pomocí hmotnostní spektrometrie 
jsme se pokusili identifikovat látky zodpovědné za popsané aktivity. Z polyenových molekul 
odpovědných za hemolýzu jsme zjistili produkci kandidicidinů, filipinů, strevertenu A, 
tetrafunginu a tetrinu A, a čtyř nových polyenových sloučenin (označených jako polyen A, B, 
C a D). Kromě nich byly navíc identifikovány nepolyenové antimykotické sloučeniny aktifenol 
a surugamid A. Domníváme se, že schopnost streptomycet produkovat cytolytické sloučeniny 
(projevující se hemolýzou na krevním agaru) je vrozenou vlastností bakterií v půdním 
prostředí, a mohla by dokonce sloužit jako faktor virulence při kolonizaci hostitelských 
organismů.  

 

2.5.4 Diskuse: Ohlasy na článek o Streptomyces sp. TR1341 

Ke dni 11. 11. 2023 dosáhl náš článek charakterizující Streptomyces sp. TR1341 13 citací ve WoS. 
Byl například citován v práci, která analyzuje genomy 17 patogenních izolátů ze sbírek 
Mycetoma Research Centre v Súdánu, jež způsobily aktinomycetomy (Watson et al., 2022). 
Jedná se o tropická chronická granulomatózní zánětlivá onemocnění kůže a podkožních tkání. 
Autoři této studie poukazují na vysokou rozmanitost patogenů, jež toto onemocnění 
způsobují. Jedenáct izolátů byly streptomycety; z nich 7 bylo zařazeno ke dvěma známým 
druhům patogenních streptomycet způsobujících aktinomycetomy. Z těchto sedmi jsou tři 
příslušníky druhu S. sudanensis a čtyři byly klasifikovány do druhu S. somaliensis. Další tři 
izoláty streptomycet byly přiřazeny ke druhům dosud s lidskou aktinomycetomou 
nespojovanými (S. albogriseolus, S. radiopugnans a S. werraensis). Navíc autoři studie odhalili 
zřejmě nový druh streptomycety, který podle jeho původu ze západního Kordofanu 
pojmenovali Streptomyces kordofanensis. Citujíce naši práci popisující kmen S. sp. TR1341 se 
autoři domnívají, že budou odhaleny i další druhy patogenních streptomycet, které 
aktinomycetomy způsobují.  

Naši kolegové z Biologického centra AV ČR, kteří rovněž naši práci citovali, hledali u 84 
klinických izolátů streptomycet fylogenetickou příbuznost a následně určovali citlivost těchto 
kmenů na různá antibiotika (Kotrbová et al., 2022). Na základě porovnání sekvencí 16S rRNA 
identifikovali 70 % izolátů jako příslušníky druhů S. albidoflavus, S. hydrogenans, S. 
resistomycificus a S. griseochromogenes. Testy citlivosti na antibiotika potvrdily přirozenou 
odolnost vůči penicilinu a naopak obecnou citlivost streptomycet vůči amikacinu, 
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gentamycinu, vankomycinu a linezolidu. Autoři citují naši práci v souvislosti s tvrzením o 
nejasném klinickém významu streptomycet, neboť mnoho streptomycetami produkovaných 
sekundárních metabolitů vykazuje silnou cytotoxickou a β-hemolytickou aktivitu a může také 
významným způsobem ovlivnit imunitní systém. 

Streptomycety byly ovšem detekovány jako součásti normálního lidského mikrobiomu, což 
potvrzují analýzy klinických vzorků metodami sekvenování nové generace (Huang et al., 
2015;Collado et al., 2016;Raymond et al., 2016;Wu et al., 2017). Jak je uvedeno výše, u člověka 
byla potvrzena přítomnost streptomycet na zdravé kůži, v děloze a v dýchacích cestách 
(Huang et al. 2015; Collado et al. 2016). V případě lidského střevního mikrobiomu se však 
zjistilo, že rod Streptomyces je ve srovnání se střevním mikrobiomem zvířat zastoupen 
v mnohem menší míře (Bolourian a Mojtahedi 2018). Nízký podíl streptomycet v lidských 
střevech může souviset s naším současným hygienickým stylem života, kde se částice půdy 
přilnuté k syrové potravě omyjí nebo se před konzumací sterilizují vařením. Verma se ve svém 
výzkumu přímo zaměřil/a na izolaci streptomycet ze vzorků lidské stolice (Verma et al., 2023). 
Ve své studii autoři identifikovali kmen Streptomyces levis HFM-2, který vykazoval 
antioxidační aktivitu a cytotoxicitu proti různým nádorovým buněčným liniím. Tím by tato 
streptomyceta mohla být jednou z těch, jejichž přítomnost ve střevním ekosystému by mohla 
být pro hostitelský organismus prospěšná. To evokuje otázku, zda by streptomycety mohly 
být součástí probiotik prospěšných střevnímu systému. Tím se ve svém přehledovém článku 
zabýval (Cuozzo et al., 2023). Probiotika zajišťují mnoho důležitých funkcí, jako jsou modulace 
tělesné hmotnosti, modulace stavu imunitního systému a prevence před některými 
poruchami, jakými jsou intolerance na laktózu, kardiovaskulární onemocnění a průjmy 
spojené s užíváním antibiotik. K dosažení statusu probiotika však musí mikroorganismy 
splňovat specifická kritéria týkající se bezpečnosti, funkčních a technologických vlastností (de 
Melo Pereira et al., 2018). Nejdůležitější požadavek na probiotikum je jeho schopnost přežít 
během transportu na místo jeho očekávaného prospěšného účinku. Probiotické 
mikroorganismy musí odolat nízkému pH v žaludku a působení pankreatické šťávy a slinných 
enzymů. Po úspěšném osídlení epitelových buněk střeva musí přispívat k biologickým 
funkcím, regulovat okolní mikroorganismy a eliminovat toxiny (Kerry et al., 2018). Některé 
aktinobakterie izolované z kuřat byly velmi tolerantní k acidickým podmínkám, například 
kmen Streptomyces sp. JD9 je odolný vůči pH 2, vůči pepsinu (až 3 mg/mL), vůči pankreatinům 
(1 mg/mL) i vůči 0,3% žluči (Latha et al., 2016). Podobné výsledky byly zaznamenány u 
Streptomyces PDPF-2 (Kunchala et al., 2017).  

Streptomycety jsou v dnešní době využívány jako probiotika v rybářském průmyslu, a to díky 
své schopnosti produkce antimikrobiálních látek, produkce enzymů usnadňujících trávení 
potravy a také vzhledem k delší životnosti odolných spor. Další významnou probiotickou 
vlastností streptomycet je jejich schopnost detoxikace. Je známo, že zemědělské produkty, jako 
je kukuřice, pšenice a sója, bývají kontaminovány mykotoxiny. A například kmen Streptomyces 
cacaoi subsp. asoensis je schopen efektivně degradovat aflatoxin a eliminovat genotoxicitu 
(Harkai et al., 2016). 
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3. Závěr 

„My si Vás budeme hýčkat!“, přislíbila mi paní přednostka Prof. Libuše Kolářová, když jsem se ke konci 
roku 2009 přišel poprvé představit do Ústavu imunologie a mikrobiologie se zájmem o nabízenou pozici 
vedoucího bakteriologické laboratoře. Tehdy jsem se rozhodoval spíše pocitově, a myslím, že po této větě 
jsem již rozhodnutý byl. Asi pro nikoho, kdo se dosud zabýval více méně jen svým výzkumným tématem, 
není jednoduché přejít do univerzitního prostředí a doplnit si (či v mém případě spíše stále doplňovat) 
znalosti v tak širokém oboru, jakým je lékařská mikrobiologie. Ale tuto výzvu jsem tehdy přijal a neměnil 
bych. Paní přednostka na tu úvodní větu možná už zapomněla, přesto svůj příslib plní a hýčká si nás 
opravdu všechny. Pečuje o nás, napravuje naše přešlapy, a buduje náš společný tým, navzdory našim 
vrtochům, rozdílným ambicím a zahleděností do velice odlišných výzkumných témat. Ne vždy je to její 
úsilí snadné... 

 

Za jeden z nejdůležitějších objevů v oblasti biologie streptomycet považuji bioinformatickým 
způsobem odhalenou přítomnost 29 tzv. kryptických genových shluků u S. coelicolor (Bentley 
et al., 2002). Stalo se tak v návaznosti na zmapování genetické informace této modelové 
streptomycety s dosud nejlépe anotovaným genomem. Při analýze genomu S. avermitilis bylo 
dokonce identifikováno 37 genových shluků pro potenciální produkci sekundárních 
metabolitů (Ikeda et al., 2003). Stejně tak i genomy dalších streptomycet mají mnohem širší 
možnosti produkovat bioaktivní látky, než bylo možné pozorovat za standardních 
laboratorních podmínek (Nett et al., 2009). Velký význam těchto objevů spatřuji v tom, že tyto 
kryptické genové shluky i u známých streptomycet ukrývají potenciál pro tvorbu nových 
bioaktivních látek s možností budoucího uplatnění v humánní medicíně či v oblasti 
biotechnologií. 

Není ovšem snadné odpovědět na otázku, jakým způsobem lze takovou produkci skutečně 
spustit. K aktivaci kryptických biosyntetických drah bývají streptomycety pěstovány za 
nestandardních fyzikálních a výživových podmínek (Wakefield et al., 2017). Takto byl 
například objeven polyketidový alkaloid coelimycin P1 (tzv. žlutý pigment), který je 
produkován z kryptického genového klastru cpk u S. coelicolor (Gomez-Escribano and Bibb, 
2012). Další možné strategie jsou genetické manipulace uvnitř genů (Luo et al., 2013) nebo 
přenos celého biosyntetického genového klastru do heterologního producenta (Kalan et al., 
2013;Tanaka et al., 2013). Zajímavý a velice efektivní způsob, jak aktivovat kryptické genové 
shluky, je využití konkurenčních mikroorganismů v laboratorních podmínkách. Tato 
technika, označovaná jako ko-kultivace, je inspirovaná přirozeně konkurenčním prostředím a 
skutečně u streptomycet vedla ke stimulaci produkce některých antibiotik (Vetsigian et al., 
2011;Traxler et al., 2013). 

K životu v půdním prostředí jsou streptomycety dobře uzpůsobeny. Jejich rozrůstající se 
substrátové mycelium zajišťuje přísun živin. Vegetativní buňky sekretují velké množství 
enzymů, které rozkládají nerozpustné organické polymery, včetně chitinu a celulózy, na 
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jednoduché cukry (Bertram et al., 2004;Chater et al., 2010;Thompson et al., 2010). Množství 
produkovaných sekundárních metabolitů (včetně takových, jež jsou v laboratorních 
podmínkách kryptické) slouží především jako chemická zbraň k likvidaci konkurenčních 
půdních mikroorganismů. Další důležitou vlastností produkovaných metabolitů je jejich 
schopnost signalizace. Mohou pak i za velice nízkých koncentrací signálních látek v rámci 
mezibuněčné komunikace přímo ovlivňovat expresi genů, čímž koordinují svůj vlastní vývoj 
nebo ovlivňují růst ostatních mikroorganismů (Yim et al., 2007;Davies and Davies, 2010). 
Kromě těchto úloh mají sekundární metabolity další specifické funkce. Například 
undecylprodigiosin produkovaný S. coelicolor je spouštěčem apoptózy vegetativního mycelia 
(zmíněno v kap. 2.4.4) (Tenconi et al., 2018). Streptomyceta je tak částečně citlivá na 
antibiotikum, které sama produkuje. Zbytky lyzovaného vegetativního mycelia slouží 
v nutričně vyčerpaném prostředí jako zdroj živin pro diferenciaci mycelia vzdušného a 
sporulaci. Další neméně zajímavou strategií mnoha streptomycet je produkce těkavého 
geosminu (Gust et al., 2003). Geosmin je příčinou typické vůně zeminy; jeho aroma je často 
spojováno s deštěm po suchém období a je mnoha lidmi vnímáno jako příjemné a osvěžující. 
A pravděpodobně nejen lidmi. Jak bylo nedávno zjištěno, geosmin je silným atraktantem pro 
členovce, přičemž tito živočichové pak napomáhají šíření streptomycetích spor (Becher et al., 
2020). Z uvedených příkladů plyne, že si streptomycety pro úspěšné přežití ve 
vysoce komplexním a konkurenčním životním prostředí postupně vyvinuly řadu strategií, 
s jejichž pomocí navazují interakce nejen s konkurenčními mikroorganismy (predace), ale i 
s vyššími organismy, s nimiž tvoří symbiotické vazby.  

Výzkum biologie streptomycet se donedávna odehrával v uzavřených monokulturách na 
úrovni jednoho modelového druhu, u něhož byly jednotlivé geny postupně charakterizovány 
z funkčního hlediska. S rozvojem nových experimentálních technologií se v současné době 
stále častěji objevují studie celogenomové, charakterizující změny genové exprese jako reakce 
na změněné kultivační podmínky či vývojové etapy. Domnívám se, že v blízké budoucnosti 
budou nabývat na významu právě studie, zabývající se více ekologickým významem 
streptomycet, a to nejen z hlediska jejich úlohy v půdním ekosystému, ale především jejich 
vztahu k organismům, s nimiž (v nichž) žijí v ekologických vazbách. Z tohoto druhého 
pohledu bude nezbytné podrobněji analyzovat dosud spíše opomíjený význam streptomycet 
v oblasti klinické mikrobiologie. Bude třeba odpovědět na otázku, zda a za jakých okolností je 
streptomyceta s potenciálem osidlovat lidské tělo pro hostitelský organismus spíše výhodou 
(k potlačení potenciálně patogenních mikroorganismů), nebo nevýhodou (z hlediska její 
případné patogenity). 
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