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Jako antibiotika byly pavodné oznacovany nizkomolekularni (Mw niZs8i nez 2000
Da) metabolity mikroorganizmt s raznou chemickou strukturou, které v nizkych
koncentracich inhibuji rast nebo zabijeji jiné mikroorganizmy a zéroveri neovliviuji své
producenty (WAKSMAN a LECHEVALIER, 1949). Tato definice byla postupem casu
ménéna, protoZe napt. néktera peptidova antibiotika (nisin, tendamistat atd.) jsou podstatné
vétSi. Navic nejsou mikroorganizmy jedinymi producenty antibiotik; mezi producenty
antibiotik totiZz patii také houby, liejniky, fasy, vysSi rostliny a dokonce Zivocichove.
V roce 1992 se pocet znamych antibiotik odhadoval na vice nez 10 000 antibiotik a
podobnych biologicky aktivnich slouc¢enin z mikroorganizmu, rostlin a Zivocichd, z nichz
vychézelo vice nez 100 000 semisyntetickych a syntetickych derivatd (GRAFE, 1992).
Berdy (BERDY, 2005) uvadi, Ze do roku 2002 bylo popsano 16 500 ptirozenych antibiotik
z mikroorganizmu. Z tohoto poc¢tu se v8ak prakticky vyuZiva asi jen 150 sloucenin (v
lidské terapii je to asi 100), protoZe pouZiti mnohych z nich je omezeno jejich toxicitou,
niz8i ucinnosti pii stejném mechanizmu G¢inku jako maji uz klinicky zavedena antibiotika,
nebo je jejich vyroba prilis nakladna atd.

Objev antibiotik ve 30-tych letech minulého stoleti byl pravdépodobné jednim z
nejvyznamngjSich pokrokd v historii mediciny (MUKHOPADHYAY a PETERSON,
2006). Antibiotika umoznila léceni infekci, které byly kdysi fatalni a ochranné postupy,
které byly diive nemyslitelné. Nékolik desetileti proto panovalo piesvédceni, Ze infekeni
onemocnéni prestavaji byt zavaznym problémem. Rychle rostouci pocet bakteridlnich
patogend k antibiotikim rezistentnich vSak naSi schopnost kontrolovat infekeni
onemocnéni podstatné omezil a v soucasnosti uz predstavuje jeden z nejzavaznéjSich
problému veiejneho zdravotnictvi (WHO, 2001; AMINOV a MACKIE, 2007). Dnes se
popisuje rezistence mikroorganizmt (zejména bakterii) ke vSem znamym tridam
piirozenych i syntetickych antibiotik (D'COSTA et al., 2006) a rychle roste i pocet
patogenu rezistentnich k ne¢kolika antibiotikim souc¢asné (CHARLES a GRAYSON,
2004). Ziejmym evolu¢nim faktorem vedoucim k Siteni rezisten¢nich genu je rostouci
produkce a spotieba samotnych antibiotik. Tento tlak selektuje bakterie nesouci rezistencni
geny a navic se ukazuje, Ze jednou ziskané rezisten¢ni geny, piestane-li selekéni tlak
pusobit, nejsou z populace bakterii eliminovany tak rychle, jak se pavodné ocekavalo
(SALYERS a AMABILE-CUEVAS, 1997; AMINOV a MACKIE, 2007).

Paraleln¢ s rozSitenim raznych typu rezistence do$lo v poslednich dvaceti letech k
znepokojivému snizeni vyvoje novych antibiotik (CHARLES a GRAYSON, 2004). Napi.
béhem let 1983-2002 poklesl pocet novych antimikrobnich agens povolenych FDA (US
Food and Drug Administration) o 56% a v letech 2004-2006 byla FDA povolena pouze 3
novd  antimikrobni  agens (MUKHOPADHYAY a PETERSON, 2006;
http://www.fda.gov/cder/rdmt/default.htm).

Tento pokles produktivity lze piipsat na vrub jednak tomu, Ze mnohé velké
farmaceutické firmy pod tlakem trhu ustoupily od vyzkumu antibiotik a orientovaly se na
vyvoj le¢iv sjinou indikaci vykazujicim wvétSi navratnost investic (CHARLES a
GRAYSON, 2004; LUZHETSKYY et al., 2007), jednak i Spatné volb¢ strategii pii hledani
novych antibiotik (BALZ, 2006). V poslednich 10-20 letech byla v programech hledani
novych antibiotik pro generovani chemické diverzity napt. patrna tendence upiednostriovat
kombinatorialni chemii. Siii se ale nazor, Ze kombinatorialni chemie nedokaZe zastoupit
jako primarni zdroj chemickeé diverzity ptirodni produkty, jejichZz hlavni vyhodou je ¢asto
velmi sloZita struktura a chiralni povaha (LARSEN et al., 2005). Stejn¢ tak genomicky
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piistup k hledani novych antibiotik se ukazuje jako méalo schidnd cesta (COATES a HU,
2007).

Za jednu z nadgjnych cest k rozSiteni spektra antimikrobnich latek jsou dnes
povazovany cilené zasahy do biosyntetickych drah antibiotik pomoci metod molekularni
biologie — kombinatorialni genetika (COATES a HU, 2007). Tak lze vytvaiet nové
kombinace gent pochézejicich z riznych genovych shluki in vivo, které vedou k produkci
hybridnich latek s novymi biologickymi aktivitami. Usp&$né pouZiti této strategie je vak
pominéno detailni znalosti biosyntetickych drah antibiotik a také enzymu, které katalyzuji
jejich jednotlivé reakce (WEBER et al., 2003).

Tato dizertacni prace byla vypracovana v radmci projektt studia biosyntézy
linkosamidovych a pyrrolo[1,4]benzodiazepinovych antibiotik, potencidlnich zdroja
hybridnich latek s antibakteridlnimi, antimalarickymi, nebo protinadorovymi G¢inky. M&
piispét k detailnimu poznani aminokyselinové vétve a kondenzacéniho kroku biosyntetické
drahy linkomycinu A. Vysledky studia jsou shrnuty v ptijaté a pripravovanych
publikacich, které jsou prezentovany v predkladané dizertacni praci. Jejich soucasti je
identifikace tfi intermediatd biosyntetické drahy linkomycinu A, identifikace a
charakterizace jednoho jejiho enzymu s aktivnim centrem neobvyklym pro katalyzovanou
reakci a dale studium interakci podjednotek hlavniho kondenza¢niho enzymu drahy.
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2.1. Rod Streptomyces

Sreptomyces (Obr. 1), druhové nejbohatSi bakteridlni rod, je definovan na zakladé

Obr. 1:
Mikroskopické  (a,b)

hyf S. coelicolor :

(a) kolonie

(b) vertikalni fez kolonii

(c) sporulujici vzdusné
mycelium

Pievzato z (CHATER, 2006) a

(THOMPSON et al., 2002).

elektronmikroskopické (c)
snimky morfologie kolonii a

fenotypovych a genotypovych znakad.
NejvyznamngjSim néstrojem taxonomie streptomycet
se vedle analyzy sloZeni bunéené stény a profila
mastnych kyselin zda byt sekven¢ni analyza 16S
rRNA (WILLIAMS et al., 1989; WELLINGTON et
al., 1992; KIESER, 2000; ANDERSON a
WELLINGTON, 2001). Pravé touto metodou se
podatilo prokédzat, Ze aktinomycety, ackoli maji
slozitou morfologii a komplikovany Zivotni cyklus,
nejsou skupinou odélenou od ostatnich bakterii, ale
jsou fylogeneticky  piibuzné  gram-pozitivnim
ty¢inkdm a kokam (Micrococcus, Arthrobacter)
(Atlas of actinomycetes, 1997). Dnes je rod
Sireptomyces taxonomicky fazen (Bergey's manual of
systematic bacteriology, 2001) do :

fiSe: Bacteria

kmene: Actinobacteria
téidy: Actinobacteria
podtridy: Actinobacteridae
fadu: Actinomycetales
podiadu: Streptomycineae
celedi: Streptomycetaceae

Zastupci rodu Streptomyces jsou gram-pozitivni
nepohyblivé vldknité aerobni organizmy s obsahem
G+C para v DNA 69-78 mol %, které Ize od jinych
aktinomycet odliSit typem bun&cné stény. Ta
obsahuje kyselinu L,L-diaminopimelovou a glycin,
neobsahuje nékteré  charakteristické  cukry
(arabinosu, galaktosu nebo xylosu) a acyl jejich
muramylovych zbytki je acetyl (ANDERSON a
WELLINGTON, 2001; SEDLACEK, 2007).

Streptomycety jsou v  piirodé vSudypritomné
(KIESER, 2000). Je zndma fada fytopatogennich
druht (napt. S scabies, S ipomea, S. turgidiscabies,
S dtelliscabiel) a byl nalezen take  lidsky
patogen S. somaliensis (KIESER, 2000; LORIA et
al., 2003); wveétSina streptomycet jsou vSak
saprofytické bakterie obyvajici predevsim padni

biotopy, kde se diky své schopnosti produkovat radu extracelularnich lytickych enzyma
vyznamnou meérou podileji na degradaci organického materidlu (MCCARTHY, 1987;
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CRAWFORD, 1988; WANG et al., 1989). Ke kolonizaci pudy jsou zastupci rodu
Sreptomyces dobie prizpusobeni. Vytvaieji totiz spory (Obr. 1c), odolné ke sniZzeni
koncentrace Zivin i vody, které usnadnuji rozSiteni a dlouhodobé v pudé prezivaji
(MAYFIELD et al., 1972; ENSIGN, 1978; KARAGOUNI et al., 1993). Relativné vysoky
pocet streptomycet existuje v padé vétSinou prave ve stadiu spor (MAYFIELD et al., 1972;
KIESER, 2000). Vedle sypké pudy streptomycety velmi dobie kolonizuji i rhizosféru a
navic jsou, jako jen malo bakterii, velmi Uspésné i jako patogeny napadajici kofeny rostlin.
Koteny, na rozdil od nadzemnich ¢asti rostlin, maji jen malo otvord, jimiZz do nich mohou
patogeny proniknout. Rada fytopatogennich druha streptomycet fe$i tento problém
produkci fytotoxinu thaxtominu, ktery inhibuje tvorbu buné&tné stény v rostoucich
rostlinnych tkanich a umoZznuje streptomycetam do nich pronikat (LORIA et al., 2003).
Vyraznym rysem rodu Streptomyces je schopnost produkovat Sirokou Skalu sekundéarnich
metabolitt, z nichZ fada je farmaceuticky dileZita a zahrnuje protivirové a protinadorové
latky, modulatory imunitni odpovédi, herbicidy, insekticidy, protiparazitni latky a vétSinu
soucasn¢ dostupnych antibiotik (THOMPSON et al., 2002).

2.1.1. Streptomycety se vyznaduji slozitym Zivotnim cyklem

Latinské jméno rodu Streptomyces, navrzené Waksmanem a Henricim (WAKSMAN
a HENRICI, 1948) Ize preloZit jako ,,ohnuta houba“. Streptomycety se skute¢né vyznacuji
pro bakterie neobvyklym zivotnim cyklem, v mnoha ohledech ptipominajicim zivotni
cyklus nékterych nizsich eukaryot (CHATER, 1997). Jejich kolonie jsou mnohobunééne
diferencované organizmy, které vykazuji ¢asovou a prostorovou kontrolu genové exprese,
morfogeneze a metabolizmu, coZ jsou vSechno znaky mnohobunéenych eukaryot
(KIESER, 2000).

Vyvojovy cyklus streptomycet, nejlépe prostudovany u modelového organizmu S
codlicolor, za¢ina na pevné padé (Obr. 2a) klicenim spor, které davaji vznik spleti
dlouhych vétvenych vldken nazyvanych vegetativni mycelium (faze rychlého rastu I).
Vegetativni hyfy jsou multinukleoidalni syncytia, jen nepravidelné rozdélena casto
nedplnymi prepazkami (WILDERMUTH, 1970). Po vytvoieni vegetativniho mycelia se
piechodné sniZzuje akumulace biomasy (prechodova (T) faze). Zéaroven dochazi k lyzi
nekterych kompartmentd vegetativniho mycelia, v hyfach na povrchu kolonie se ukladaji
zasobni latky, zvySuje se produkce vybranych extracelularnich proteini a zacina syntéza
sekundarnich metabolitd i tvorba nevétveného vzdusného mycelia. Vzdusne hyfy maji
hydrofobni povrch a vykazuji typicky spiradlovy zpuasob rastu (KIESER, 2000; VAN
WEZEL a VIJGENBOOM, 2004) (faze rychlého rastu 11). Vzdudné hyfy se nakonec méni
na fetizky spor nesoucich jedinou kopii chromozomu (faze sporulaéni).

V tekutém médiu vykazuji streptomycety charakteristickou diauxickou rastovou
kiivku, na niz lze, podobn¢ jako pti sledovani rastu na pevné pudg, rozlisit 4 rastove faze
(Obr. 2b) (PUGLIA et al., 1995; VOHRADSKY et al., 2000), ac¢koli vzdusné hyfy nejsou
v tekutém médiu diferencovany a nékteré druhy (napt. S. coelicolor) ani nesporuluji.

T faze predstavuje v obou typech kultur vyvojovy ,,kontrolni bod“ pro fyziologické
signaly i signaly z okolniho prostredi, které vedou k aktivaci diferencia¢niho programu.
Tato rastova faze je pribuzna ,.stringentni odpovédi®, jak ukazuje akumulace ppGpp
(HOLT et al., 1992) a stacionarni fazi, jak ukazuje sniZeni rychlosti syntézy ribozomalnich
proteini (BLANCO et al., 1994). T faze je také spojovana s aktivaci genu fidicich
biosyntézu antibiotik (HOLT et al., 1992) a regulacnich prvku tidicich expresi antibiotiky
indukovanych genta vicenasobné (,,multidrug®) rezistence (SALAHBEY et al., 1995).
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Produkce antibiotik na pevném médiu koinciduje svyvojem vzdusSnych hyf,
v tekutém médiu je obecné spojena se stacionarni fazi (BIBB, 2005). Regulace

spora
fetizky spor i
e

Zivotni cyklus
streptomycet

ol OBR. 2:

o a Zivotni cyklus streptomycet na
O o0 pevné pudé. Prevzato z
o) http://opennetware.org/wiki/Streptomy
ces:Other_Bits/An_Introduction_to_Str
eptomyces

- b Vyvojové faze Steptomyces
coelicolor J1501 v definovaném
tekutém minimanim médiu.
Cervena ¢&ast kiivky indikuje fazi

- T ' ' T T rychlého rastu |, modra T-fazi,
=0 S0 a0 50 _S¢. 0 zelena odpovida fazi rychlého

doba kultivace [h] rastu Il a Zluta stacionarni fazi.
Pievzato z (VOHRADSKY et al.,
2000).

obsah proteinu [mg/ml]




sekundarniho metabolizmu streptomycet je tedy do jisté miry koordinovana s regulaci
jejich zivotniho cyklu.

2.1.2. Genom streptomycet, streptomycety jako producenti antibiotik
Genom S. coelicolor, prvniho zéastupce streptomycet, jehoZz genom byl osekvenovan

(BENTLEY et al., 2002) (Obr. 3), sveéd¢i o vyznamne roli streptomycet v kolobéhu uhliku
i 0 slozitém Zivotnim cyklu rodu Streptomyces:

Ll g, e

e s R ".'f' PLh
. "’f":JE' ||i i"'ﬁil.‘h,i\".a w'-“-‘\

Obr. 3: Mapa chromozomu S. coelicolor (Prevzatoz (BENTLEY et al., 2002)).

V/néjsi kruh ¢islovan (v Mb) proti sméru hodinovych rugicek a barva oznacuje kore (tmavé modrd) a ramena
(svétle modra). Kruhy 1 a 2 (pocitano smérem dovnit) indikuji geny s barevné kddovanou funkci (cerna,
energeticky metabolismus; ¢ervena, transfer informace a sekundarni metabolizmus; tmavé zelena, povrchoveé
asociované funkce; modrozelend, degradace velkych molekul; tmavé fialova, degradace malych molekul;
Zluta, centrdlni nebo intermedialni metabolismus; svétle modra, regulatory; oranzova, konzervované
hypotetické geny; hnéda, pseudogeny; svétle zelend, nezndmé geny; Sedg, rizné). Kruh 3 oznacuje vybrané
esencidlni geny (buné&ené déleni, transkripce, translace, biosyntéza aminokyselin) — barevné kodovani viz
diive. Kruh 4 vybrané geny ,vyjimecnych situaci“ (Cervend, sekundarni metabolismus; svétle modra,
exoenzymy; tmavé modra ,konzervon“; zelena; proteiny plynovych vezikuli). Kruh 5 mobilni elementy
(hnéd4, transpozazy; oranZova, geny ziskané pravdépodobné lateralnim transferem). Kruh 6 G+C obsah. Kruh
7 ((G-C)/(G+C)), khaki, honoty>1 a riZova hodnoty <1. OriC a terminalni protein (modré krouzky) jsou
rovnéz oznageny.

e Svou velikosti (8 667 Mb) a poctem gena (7 825) fadi S. coelicor mezi
znamymi bakteriemi k tém s nejvétSim kodujicim potencialem.

e Ve srovnani s jinymi bakteriemi je na chromozomu velky pocet regulacnich
geni. Ty jsou pravdépodobné zodpovédné za odpovéd’ na stres a podnéty
z okolniho prostiedi.
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e Chromozom S. coelicolor obsahuje i mnoho duplikovanych genovych sad. Ty
reprezentuji ,,tkanoveé specifické” izoformy operujici v odliSnych fézich
vyvoje kolonie.

e 614 chromozomélné lokalizovanych transportéri (pro transport cukrdg,
aminokyselin a také ,,drug efflux proteiny*), které byly predpovézeny na
zaklade sekvencni analyzy, nejspiSe odrazi mnohocetnost interakci
se sloZitym padnim prostiedim.

e Schopnost vyuZivat Ziviny vpudé je demostrovana 819 potencidlné
sekretovanymi proteiny, mezi nimiz jsou zvIast’ pocetné hydrolazy.

Chromozom je linearni s oriC priblizn¢ uprostied. V centralnim ¢asti, o rozsahu cca
jedné poloviny chromozomu, jsou lokalizovany geny, kédujici primarni bunécné funkce
(buneené déleni, replikaci, transkripci, translaci, biosyntézu aminokyselin, atd). Naopak,
neesencialni lokusy kodujici sekundarni metabolity, hydrolazy aj., lezi na ramenech
chromozomu. Ramena jsou razn¢ dlouha 1,5Mb (levé) a 2,3 Mb (pravé) a nesou terminalni
repetice s kovalentn¢ vazanymi proteiny na 5 -koncich. Studie této oblasti chromozomu
streptomycet  ukazuji, Ze se v Useku DNA o rozsahu vice nez 1 milion pb DNA na
kazdém rameni Vv laboratornich podminkach vyskytuji rozsédhlé delece a amplifikace
(VOLFF a ALTENBUCHNER, 1998).

S pribyvajicimi informacemi ze sekvenac¢nich projekta (piehled viz. napi. volng
dostupnd databaze ,GOLD" (BERNAL et al.,, 2001) je ziejmé, Ze chromozomy
streptomycet vykazuje v centralni ¢asti syntenii (konzervovanost genového usporadani
diky spole¢nému predkovi) jednak vzajemnou, jednak sdilenou s chromozomy pribuznych
organizmt Mycobacterium tuberculosis a Corynebacterium diphteriae (FRIEND a
HOPWOOD, 1971).

Jak jiz bylo zmin¢éno, genom S. coelicolor vykazuje silny diraz na regulace. Nachazi
se tu 965 (12,3%) genu s regulaéni funkci. Tak vysoky pocet je v souladu s pozorovanim,
Ze srostouci velikosti genomu roste i pocet regulac¢nich gent (STOVER et al., 2000).
Zaroven lze pozorovat jasnou preferenci urcité skupiny regulatoru.

Zajimavy je napt. pocet o-faktord, proteinu, které se vazou ke kore RNA-polymerazy
a ovliviuji jeji promotorovou specificitu, ¢imz ftidi selektivni transkripci gent. S
codlicolor koduje 65 o- faktord, z nichZ 45 jsou tzv. ECF (extra cytoplasmic function).
ECF o-faktory odpovidaji na externi podnéty a aktivuji geny zahrnuté v disulfidovém
stresu, tvorbé vzduSného mycelia atd. (PAGET et al., 2002). Vétsina zbylych o-faktoru
spada do jedné skupiny, jejiz ¢lenové jsou obvykle zahrnuty v regulaci odpovédi na razne
stresy. Tento pocet ,stresovych” o-faktori muZe svéd¢it o nezavislé regulaci raznych
regulont odpovédi na stres.

S. coelicolor disponuje také ¢etnymi dvouslozkovymi systémy. Bylo identifikovano
85 senzorovych kinas a 79 regulatort odpovedi, véetné 53 part senzorova kinasa-regulator
odpovedi. Dalsi  zajimavosti genomu S coelicolor je ptitomnost 44 domnélych
serin/threonin protein kinaz. Tyto typicky eukaryotni regulatory jsou dnes sice znamy i
u jinych bakterii, ale jsou v nich vyrazné mén¢ ¢etné.

DalSim zajimavym rysem chromozomu S. coelicolor je pritomnost vice nez dvaceti
genovych shlukd determinujicich syntézu zndmych i piredpovidanych sekundarnich
metabolita (Obr. 4). Ve druhém, pIné osekvenovaném genomu streptomycet, genomu
druhu S avermitilis (IKEDA et al., 2003), bylo takovych shlukt nalezeno 30. Zjisteéni, Ze
v jediném kmeni je pritomnost vice genovych shlukd pro rizné sekundarni metabolity
podporuje predstavu, Ze k velké diverzité sekundarnich metabolitt u streptomycet prispiva
horizontélni genovy transfer a vyraznd vymeéna genetického materidlu (DONADIO et al.,
2002).
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Obr. 4: Sekundarni metabolity streptomycet.

A. Typicky vzhled kolonii streptomycet izolovanych z pady. Kolonie ¢asto exkretuji
riznobarevné pigmenty, ¢imZz poskytuji moznost vizualni inspekce biosyntézy
sekundarnich metaboliti. Pievzato z Thompson et.al., 2002.

B. Sekundarni metabolity zndmé nebo predikované z S. coelicolor A3(2), seskupené
podle jejich pravdépodobné funkce: (a) antibiotika (b) siderofory (c) pigmenty (d) lipidy a
(e) jiné molekuly. Prevzato z (BENTLEY et al., 2002).
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Schopnost produkce sekundarnich metabolitd je u streptomycet obecné velice
rozSirend. Rod Streptomyces produkuje mnoho farmaceuticky a pramyslové vyuzivanych
latek s protinadorovou, imunosupresivni, herbicidni, antifungalni aj. aktivitou a vice nez
dv¢ tietiny dnes vyuZivanych antibiotik ptirodniho ptvodu (BENTLEY et al., 2002). S
pomoci matematického modelovani (WATVE et al., 2001) bylo odhadnuto, Ze ze v3ech
antibakterialnich agens, syntetizovanych zastupci rodu Streptomyces, byla dosud popsana
pouhéa 3%.

2.1.3. Geny pro biosyntézu antibiotik jsou organizovany a koregulovany ve shlucich

Geny pro produkci jednotlivych sekundarnich metabolita jsou, aZz na vyjimky (BIBB,
2005), uspoiadany ve shlucich (HOPWOOD et al., 1995), jejichz velikost se pohybuje od
nékolika mélo do vice nez 100 kb (BENTLEY et al., 2002). Geny kddujici biosyntetické
enzymy jsou ve shlucich doprovazeny geny pro rezistenci k produkovanému antibiotiku a
nekdy také geny regulacnimi, tzv. drahové specifickymi regulatory. Tyto genové shluky,
oznacovane jako ostravky sekundarniho metabolismu (secondary metabolic islands,
SMILE) (THOMPSON et al., 2002), jsou obvykle lokalizovnany na na chromozomu, jsou
koregulované a funkéni v heterolognich druzich. SMILE byly pravdépodobné ziskany
horizontalnim ptenosem, o ¢emZz svédéi geny nelegitimni rekombinace (integrazy,
transposazy) nalézané piilezitostné uvnitt, nebo v sousedstvi genovych shluki (OMURA
etal., 2001; BENTLEY et al., 2002).

Charakteristikymi rysy regulace sekundarniho metabolizmu streptomycet jsou
pestrost a komplikovanost. Sekundarni metabolity udéluji adaptivni vyhody, jejichZ postata
neni ¢asto jeSté¢ ani pln¢ pochopena. To plati i pro antibiotika, jejichZ antibioticka aktivita
nemusi byt primarni funkci téchto latek v ptirod¢ (BIBB, 2005). Razné genove shluky
sekundarniho metabolismu tedy pravdépodobné reaguji na stres a pestré soubory
fyziologickych a environmentalnich signali. Navic je sekundarni metabolizmus obvykle
koordinovan s fazi Zivotniho cyklu, kter4 podléha vlastnim regula¢nim prvkam, coz
regulaci dale komplikuje.

Pres tuto slozitost Ize v regulaci produkce antibiotik vysledovat alesponi nékolik
obecnych motivi (CHATER a BIBB, 1997). Né&které z nich jsou uvedeny nize.

e Geny pro biosyntézu antibiotik se zdaji byt regulovany piedevSim na drovni
transkripce (CHATER a BIBB, 1997).

e Mnohé, ne-li vSechny streptomycety produkuji y-butyrolaktony (BIBB, 2005;
HORINOUCHI a BEPPU, 2007) (Obr. 5), které u tady druha hraji roli v poc¢atku
produkce sekundarnich metabolita. Je pfedmétem sporu, zda tyto molekuly funguji
jako indikatory populaéni hustoty nebo jsou produkovany spiSe jako odpovéd’ na
n&jaky signal (napt. limitaci Zivinami). NejprostudovanéjSim y-butyrolaktonem je tzv.
A-faktor (2-izokapryloyl-3R- hydroxymethyl-y-butyrolakton); piehledné publikace viz.
(HORINOUCHI a BEPPU, 2007; NISHIDA et al., 2007). Tento y-butyrolakton je
potiebny pro morfologickou diferenciaci a produkci streptomycinu a grixazonu u S,
griseus. Pro svou syntézu vyZaduje produkt genu afsA (ANDO et al., 1997) a pied
pocatkem biosyntézy streptomycinu se hromadi v médiu. Voln¢ difunduje pies
cytoplasmatickou membranu a s vysokou afinitou se vaze na cytoplasmaticky protein
ArpA (ONAKA et al., 1995). Po navazani A-faktoru ArpA uvoliiuje transkripéni
represi  pleiotropniho regula¢niho genu adpA, kodujiciho transkripeni faktor. AdpA
piimo aktivuje transkripci gent sekundarniho metabolismu (strR) a morfologické
diferenciace (amfR) (OHNISHI et al., 1999; OHNISHI et al., 2005).
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Obr. 5: A - faktor a nékteré jeho
homology produkované
streptomycetami.

Prevzato z (HORINOUCHI a BEPPU,
2007)
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Podobné kaskady zahnujici y-
butyrolaktony byly identifikovany ve
S virginiae (OKAMOTO et al.,
1995), S lavendulae (KITANI et al.,
2001) aj. Ty vSak vétSinou reguluji jen
produkci  sekundarnich metaboliti,
nikoli  morfologickou diferenciaci
(BIBB, 2005).

o Vedle y-butyrolaktonu existuji i
jiné extracelularni signalni molekuly,
které ovliviuji syntézu sekundarnich
metabolitd u streptomycet. Napi. PI
faktor, 2,3-diamino 2,3-
bis(hydroxymethyl)  -1,4-butanediol,
vyvolava  syntézu  antifungalniho
glykosylovaného polyenu pimaricinu
u S natalensis (RECIO et al., 2004).

o Dalsi tridu malych signélnich
molekul  predstavuji  oligopeptidy.
Akumulace exogenniho S-adenosyl-
methioninu zvysuje hladinu
transportéri oligopeptidi zahrnutych
v regulaci produkce aktinorhodinu a
undecylprodigiozinu ve S coelicolor.
Detailni mechanizmus neni zn&dm
(PARK et al., 2005).

o Literarni prameny svédci o tom,
Ze redukce rustové rychlosti je
dulezitym signadlem pro spusténi
sekundarniho metabolizmu.

U fady bakterii byva s regulaci
genove exprese rastovou rychlosti

spojovana akumulace vysoce
fosforylovaného guanozinoveho
nukleotidu  (p)ppGpp (GRALLA,

2005). U S codicolor je v
podminkach limitace dusikem pro
produkci  antibiotik vyZadovana
syntetaza ppGpp (RelA) asociovana
sribozomem (CHAKRABURTTY a
BIBB, 1997). Neni jasné, zda
jevtomto piipadé, ppGpp piimo
zahrnut v regulaci transkripce geni
biosyntézy antibiotik, nebo zda je
produkce antibiotik jen neptimym
néasledkem sniZeni rastové rychlosti




podnicené inhibici syntézy rRNA zprostiedkovanou pomoci ppGpp. Dosud
nejpresveédcive)si diukaz o prime roli ppGpp v aktivaci biosyntetickych gend antibiotik
podal pokus, v némzZ byl pouZit modifikovany gen relA k indukci syntézy ppGpp v S
coelicolor pfi nesnizené rastové rychlosti. V takovych podminkach zaroven doslo k
transkripci actll-orf4, drahové specifického regulatorového genu pro produkci
aktinorhodinu (HESKETH et al., 2001). Mechanizmus neni piesné¢ znam, ale je
zajimavé zminit, Ze mutace v B-podjednotce RNA-polymerdzy (XU et al., 2002)
udilejici rezistenci k rifampicinu a umoziujici obejit pozadavek syntézy ppGpp pro
aktivaci produkce antibiotik, pravdépodobné napodobuji efekt vazby ppGpp k RNA
polymeraze (TOULOKHONOV et al., 2001) a uzamykaji ji tak v konformaci
dovolujici ¢i uptednostiujici transkripci shlukta genti sekundarnino metabolizmu.

Zatimco RelA je v podminkach limitace dusikem pro produkci antibiotik ve S
coelicolor absolutné vyZzadovan, v podminkach limitace fosfatem je postradatelny.
Tvorbu antibiotik tedy musi iniciovat mechanizmus nezavisly na ppGpp. Nadmérna
hladina anorganického fosfatu v kultivaénim médiu brani produkci mnoha strukturalng
nezavislych sekundarnich metabolitt (MARTIN, 2004) a alespori v nékterych
piipadech se to odraZzi v represi transkripce biosyntetickych genovych shluka
(MCDOWALL et al., 1999; GIL a CAMPELO-DIEZ, 2003). Mechanizmus potlaceni
sekundarniho metabolizmu zvySenou hladinou intracelularniho fosfatu neni dosud
znam.

CAMP slouZi v prokaryotnich i eukaryotnich mikroorganizmech jako nizkomolekul&rni
signalni molekula. Studium mutanty S. coelicolor defektni v genu kodujicim adenylat
cyklazu ukazalo, Ze nejztetelngjsi zmeény zprostiedkované cAMP zahrnovaly pro T
fazi specificky prechod od acidogenniho k alkaligennimu metabolismu. Podle modelu
navrzeného autory pokusu, zprostiedkovavd cAMP . piepnuti* metabolizmu uhliku
dulezitého pro germinaci, obnoveni rustu béhem tvorby vzduSného mycelia i
biosyntézu antibiotik (SUSSTRUNK et al., 1998).

DalSim regula¢nim principem, zahrnutym v aktivaci biosyntézy antibiotik, je
fosforylace proteina. Jedna se zejména o vyuzivani ¢lenua rodiny tzv. dvouslozkovych
systému senzorova kinasa/regulator odpoveédi.

V klasickém modelu dvousloZkového systému extracelularni doména
transmembranové senzorové Kkinasy, jako odpovéd na specificky signal
autofosforyluje svou intracelularni doménu a prevede fosfatovou skupinu na
rozpoznavany regulator odpovédi. Aktivovany regulator odpovédi pak ,,piepina“
cilové geny. U bakterii se poc¢et environmentalnich podnétt, na néZ mohou odpovidat,
zda byt ve vztahu s po¢tem senzorovych kinas kdédovanych jejich genomem (KIM a
FORST, 2001). Modelovy organizmus S coelicolor nese 164 gent pro dvouslozkovy
pienos signalu. Ty zahrnuji 84 senzorovych kinas a 80 regulatora odpovédi, z nichz 67
lezi na chromozomu v sousedstvi a predpoklada se, Ze tvoii dvouslozkové systemy
(HUTCHINGS et al., 2004).

Nyni se ukazuje, Ze ne vSechny dvousloZzkové systémy aktinobakterii, mezi
néZ jsou streptomycety taxonomicky tazeny, vyhovuji vySe zminénému klasickému
modelu. Variace komponent samotnych zahrnuji bifunkéni senzorové kinasy, které
mohou fungovat jako kinazy i fosfatdzy (obr.6). Ukézalo se, Ze disrupce genu pro
bifunkéni senzorovou kinasu muze vést k dialogu mezi regulatorem odpovedi a
nepiibuznou senzorovou kinasou nebo k fosforylaci nizkomolekuldrnim donorem
fosfatu jako je acetylfosfat. Byly popsany i vétvené drahy, v nichZ jedna senzorova
kinasa muZe aktivovat vice regulatori odpovédi, nebo kde vice senzorovych kinas
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muze komunikovat s jednim regulatorem odpovedi. Byly popsany i tiislozkové
systémy, v nichz je aktivita senzorové kinasy ¢i regulatoru odpoveédi modulovana
piidatnym proteinem (HUTCHINGS, 2007).
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Obr. 6: Bifunkéni VanRS dvouslozkovy systém.

S coelicolor nese shluk gent vanRSIKHAX, ktery udéluje inducibilni
rezistenci ke glykopepdidovym antibiotikim. Tyto geny jsou organizovany
ve c¢tyfech transkripénich jednotkach. Znich vanRS operon  kdduje
dvouslozkovy systém regulujici expresi vanRSIKHAX shluku. Za absence
aktivacniho signalu je VanR nespecificky fosforylovan nizkomolekularnim
donorem fosfatu — acetylfosfatem a senzorova kinasa VanS funguje jako
VanR-specificka fosfatasa k supresi hladiny fosforylovaného regulatoru
odpoveédi fosfo-VanR a kudrZovani cilovych gena ve ,,vypnutém® stavu.
V pritomnosti aktiva¢niho signalu se ,,piepind“ aktivita senzorové kinasy
z fosfatdzy na kinasu a VanS pak aktivné fosforyluje VanR, ktery pak
aktivuje expresi gent vankomycinové rezistence. KdyZ signal odezni,

aktivita VVansS revertuje na fosfatazovou a rychle ,,vypind“ odpovéd..
Pievzato z (HUTCHINGS, 2007).

Ackoli jsou minoritni o-faktory ¢asto vyZadovany pro transkripci gent pro produkci
antibiotik, neexistuje Zadny dikaz, Ze se jich G¢astni néjaka specialni vyvojova vétev o
faktora (CHATER a BIBB, 1997) Streptomycety obsahuji velky pocet raznych o
faktoru (63 S. coelicolor (BENTLEY et al., 2002) a 60 S. avermitilis (IKEDA et al.,
2003) navic, jsou jejich promotory velmi odlisné co do sekvence i slozitosti (STROHL,
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1992), takZe se zda pravépodobné, Ze regulace sekundarniho metabolizmu se muze
Ucastnit vice minoritnich o faktort.

Kromé biosyntetickych enzymu kdéduji geny shluka biosyntézy antibiotik ¢asto i tzv.
drahové specifické regulatory. Mnoho z nich jsou ¢lenové proteinové rodiny SARP
(streptomycete antibiotic regulatory protein) (WIETZORREK a BIBB, 1997). Jde o
transkripéni aktivatory, jejichZz molekula obsahuje na N-konci motiv ,,helix-turn-helix*.
Prikladem takovych regulatori u S. coelicolor jsou proteiny kddovane geny actll-orf4
(¥idi biosyntézu aktinorhodinu) (FERNANDEZ-MORENO et al., 1991; ARIAS et al.,
1999) a redD (tidi biosyntézu undecylprodigiozinu) (TAKANO et al., 1992; WHITE a
BIBB, 1997).

Regula¢ni geny tzv. ,,vyssi Grovné* uplatnuji pleiotropni efekt na produkci mnohych
sekundarnich metabolita. Ptikladem je protein AfsR ze S coelicolor (Obr 7). AfsR je
soucasti regulacni kaskddy operujici nasledovné: AfsK, protein volné spojeny
s membranou se aktivuje autofosforylaci s pomoci KbpA a poté fosforyluje protein
AfsR, voIn¢ ptitomny v cytoplasmé, ¢imz podstatné zvysi jeho DNA-vazebnou
schopnost. Fosforylovany AfsR pak vytvaii komplex s RNA-polymerazou a aktivuje
transkripci transkripéniho faktoru AfsS, ktery dale aktivuje transkripci gena kodujicich
drahové specifické regulatory, napt. Actll-orf4 a RedD (detaily viz. vyse). AfsR je
fosforylovan i jinymi kinasami, coZ naznacuje jeho daleZitou roli v ¢etnych aktivitach
bunky. Prislusné kinasy byly jiz identifikovany, signaly pro jejich aktivaci nikoli
(ROKEM et al., 2007).
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Obr 7: Transkripéni regulace sekundarniho metabolismu pomoci AfsR.
Prevzato z (ROKEM et al., 2007)

Spole¢né prvky genetické kontroly morfologické diferenciace streptomycet a
biosyntézy antibiotik vykazuji pleiotropni mutanty S. coelicolor fady bld. Tyto mutanty
jsou defektni v tvorbé vzdusného mycelia nikoliv vSak vrastu (KELEMEN a
BUTTNER, 1999; CHATER, 2001) a vétSina znich i v produkci antibiotik
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aktinorhodinu, prodigiozinu a methylenomycinu (CHAMPNESS a CHATER, 1994). U
nekterych tiid bld mutant maZe byt defekt v morfologické diferenciaci potlacen
vyZivové nebo nekdy kiiZzovou stimulaci difuzibilnimi faktory. Potlaceni pleiotropniho
defektu v produkci antibiotik bylo pozorovano jen v nékolika piipadech a aZz na
vyjimky (napf. bldH) obecné ne v podminkéch, které potlacuji morfologickou
deficienci (CHATER a BIBB, 1997).

Relativné nejvice je efekt mutace prozkouman v piipadé bldA (Obr.8). bldA gen
S. codlicolor koduje, podle sekvena¢ni studie a kodon-antikodon rozpoznavacich
pravidel (CRICK, 1966; BENTLEY et al., 2002), jedinou tRNA, kterda ve S
codlicolor G¢inng preklada fidce se vyskytujici kodon pro leucin UUA (LESKIW et al.,
1991a; LESKIW et al., 1991b). Tato tRNA neni nezbytné nutna pro rast, ale je
vyzadovana pro né¢které aspekty sekundarniho metabolizmu a morfologické
diferenciace, jak bylo zjisténo na zé&kladé studia fenotypu bldA mutant v raznych
streptomycetach (LESKIW et al., 1991a; KWAK et al., 1996; TREPANIER et al.,
2002).

Na zaklad¢ informaci ze ¢tyi projektt sekvenace genomu streptomycet se ted’
zda, ze:

1) streptomycety obvykle obsahuji
asi 2-3% genu s TTA kodony, z nichz
vétSina byla ziskana horizontalnim
pienosem (CHATER a CHANDRA,
2006; HESKETH et al., 2007; L1 et al.,

2) TTA kodony  jsou  ve
streptomycetach malo  cetné  ve
srovnani S jinymi genomy
aktinobakterii, v¢etné Frankia a
Nocardia farcinica (CHATER a
CHANDRA, 2006; LI et al., 2007),
které maji srovnatelné vysoky obsah
Obr. 8: Efekt mutacev bldA genu. GCv DNJA. & VYSOKY

3) Pozice TTA kodont uvniti gent

Skovitym® , h vykazuji silnou tendenci k lokalizaci na
»praskovitym- sporovym povrchem a poc¢atku  kodujici  sekvence  nez

éés_tmi _zbarvenymi pig_mentovanym vgenech u jinych  aktinomycet
antibiotikem. Kolonie vpravo (LESKIW et al., 1991a; FUGLSANG
foskt{f"da blaA EAES S‘I’r"i‘?t‘?'a’ 2005), coz maze byt GNNEE pri
el el [PONAEiE] et E el eliminaci translace v piipad¢, Ze je

Kolonie vlevo je normalni, s

nepigmentovana. snizena hladina bldA tRNA (LESKIW
Ptevzato z (CHATER, 2006). et al., 1991a; CHATER a CHANDRA,
2008).

VIV

Pritomnost UUA kodonu v mRNA streptomycet obecné zapfi¢inuje
zpozdéni v jejich translaci a to ve vztahu ke stati kultury. (Leskiw et al, 1993). BIdA
tRNA je pak hojngjsi ve stacionarni fazi, nez béhem rastu (Leskiw et al, 1993 a
Trepainer 1997), coZz obecn¢ neni pravidlem pro bézné tRNA, které se tidi pravidly
stringentni kontroly (Strauch et al 1991; Chakraburtty and Bibb, 1997).

Bylo popsano nekolik raznych zpasobd zprostiedkovani vlivu bldA na
produkci sekundarnich metaboliti:
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1) VIiv na produkci antibiotik aktinorhodinu, undecylprodigiozinu a
methylenomycinu ve S. coelicolor je zprostredkovan pomoci TTA-obsahujicich
»drahove specifickych regulacénich genu“ (Fernandez-Moreno et al,1991; O
Rourke, 2003; Chater, 2006). Produkce aktinorhodinu i undecylprodigiozinu je
vSak obnovitelnd zvySenim genové davky genu pro prislusny ,drahové
specificky* regulator (WHITE a BIBB, 1997). Do urcité miry je tedy bldA
nezavisla translace mozn4, vysvétluje se v8ak mistranslaci kodonu na bohatém
médiu ¢i na minimalnim médiu se snizenou hladinou fosfatu (GUTHRIE a
CHATER, 1990; WHITE a BIBB, 1997).

2) Produkce streptomycinu ve S griseus zavisi na bldA na vice urovnich (TTA
kodony obsahuje gen adpA - globalni regulator i gen strR - drahové specificky
regulator) (CHATER a CHANDRA, 2008).

3) Dale napt. v biosyntéze puromycinu ve S. alboniger byla bldA dependence
pripsana strukturalnim genam (pur6 a purl0) (CHATER a CHANDRA, 2008).

Pokud jde o roli TTA obsahujicich gent, zda se, Ze udéluji adapta¢ni vyhodu v
urcitych prostiedich ¢i okolnostech, které se obvykle v laboratoii nedaii reprodukovat
(ptitomnost jinych mikroorganizma, rostlin, G¢inek bakteriofagt, ptitomnost chemickych
antagonista ¢i pusobeni fyzikalnich faktord). Z tohoto pohledu muze byt hladina bldA
tRNA citliva k n¢jakému spiSe obecnému odchyleni od ideédlnich rastovych podminek,
snad p¥imo pres senzorovy systém jako je stringentni odpovéd’, nebo nepiimo pomoci
sledovani rychlosti rastu. Jednotlivé TTA obsahujici geny by pak pravdépodobné byly také
podrobeny raznym senzorovycm vstupum. To odpovida predstave,, Ze posloupnost vyvoje
S codlicolor tidi mnohocetné kontrolni body (CHATER a CHANDRA, 2008).

Zaveérem je treba pripomenout, Ze soucasné prace svédéi o mnohem veétsi slozitosti
regulace sekundarniho metabolismu, neZ jaka se puvodné piedpokladala. Tradicni
piedstava hierarchického usporadani kontroly antibiotické produkce, kde pleiotropni
regulatory ,,vyssi drovné“ aktivuji ,,drahové specifické” regulatory lokalizované uvniti
piislusnych genovych shlukd, je dnes vyvracena studiemi, které svéd¢i pro pritomnost
rozsadhlého dialogu mezi rtiznymi drahami pro pienos signalu. Bylo napt. zjiSténo, Ze
regulatory, pavodné povaZované za ,drahové specifické” ovliviuji nejen jiné genové
shluky (a tedy pleiotropni efekt), ale i regulatory ,,vy3si Urovné* jako je afsR2/afsS Navic
se zda, Ze klicové aspekty genove exprese v S. coelicolor jsou na urovni procesovani RNA
modulovény ¢innosti homologu RNazy 11, AbsB (HUANG et al., 2005).

2.2. Biosyntetické enzymy sekundérniho metabolismu; p¥ibuzné enzymy; ziskavani
novych antibiotik manipulaci; hybridni antibiotika

Jak jiz bylo fec¢eno v Uvodu, rozvoj rezistenci (CHARLES a GRAYSON, 2004;
D'COSTA et al., 2006) na stran¢ jedné a omezeni produkce novych antibiotik (CHARLES
a GRAYSON, 2004; MUKHOPADHYAY a PETERSON, 2006) na stran¢ druhé,
piedstavuji podle WHO zavazny problém verejného zdravotnictvi (WHO, 2001).

Za jednu z velmi nadéjnych cest k rozSireni spektra antimikrobnich latek jsou dnes
povaZzovany cilené zasahy do biosyntetickych drah antibiotik pomoci metod molekularni
biologie — tzv. kombinatorialni genetika (COATES a HU, 2007). Takto lze vytvéret
kombinace gent pochazejicich z riznych genovych shluku in vivo, které vedou k produkci
hybridnich latek s novymi biologickymi aktivitami.
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2.2.1. Syntéza hybridnich antibiotik

NejprostudovanégjSim modelem pro piipravu hybridnich antibiotik jsou polyketidova
a peptidova antibiotika (BALTZ, 1998; HUTCHINSON, 1998; WEISSMAN a
LEADLAY, 2005).

Prestoze jde o strukturdIné velmi odlisné latky, mechanizmus jejich biosyntézy je
v n¢kterych ohledech podobny (CANE a WALSH, 1999) (Obr. 9). Biosyntéza jejich
zakladnich skeletu je tizena modularnimi nebo vicepodjednotkovymi enzymy — syntasami.
Syntetasy v obou ptipadech katalyzuji —opakovanou kondenzaci malych zakladnich
jednotek. V piipadé polyketida jsou thioesterovou vazbou vzajemné spojovany aktivované
jednoduché karboxylové kyseliny, v ptipad¢ neribozomalné syntetizovanych peptidi jsou
peptidovou vazbou spojovany aminokyseliny, aktivované ve formé¢ aminoacyladenylatu.
Zakladni skelet byva dale modifikovan (tzv. kosmetickymi Upravamy, cosmetic after
events) pomoci enzymu jako jsou glykosyltransferasy, methyltransferasy, oxygenasy,
halogenasy atd. (BALTZ, 1998; RIX et al., 2002).

2.2.1.1. Modularni enzymy

Tento typ syntas, kam jsou fazeny polyketid syntetasy (PKS, polyketide synthase)
typu | a syntetasy neribozomalnich peptida (NRPS, nonribosomal polypeptide synthase), je
tvoien jednim nebo nékolika velkymi proteinovymi retézci. Kazdy fetézec je organizovan
v tzv. moduly (skupiny nékolika aktivnich mist). Kazdy modul nese v3echny enzymatické
aktivity (oznacované jako domény) nutné k rozpoznani, aktivaci, kovalentnimu navazani a
nekdy i modifikaci jedné zakladni jednotky (MOOTZ et al., 2002). Kazdé aktivni misto na
vSech modulech pracuje béhem syntézy pouze jednou (neiterativni enzymy).

Modularni proteiny jsou kddovany modularnimi geny (Obr. 9).

Zdrojem strukturalni pestrosti syntetizovanych latek je pocet, druh, poradi a razné
modifikace (methylace, redukce, cyklizace, dehydratace,..) provadéné nékterymi moduly,
ale takeé modifikace zakladniho skeletu po ukon¢eni jeho syntézy (tzv. kosmetické Upravy;
cosmetic after events).

Geny oA > [ ea > [ > Obr.9: Schéma biosyntézy
- = erytromycinuA katalyzované

Proteiny _Start Modul 1 Modul 2  Modul 3 Modul 4  Modul 5 Modul ste" PKStypu l.

A @@@@%ﬁ’g e  Kazdy zmoduld nese tii

Substrity - e hme e zakladni domény:
e B §Z : . ketosyntetasu (KS),
i N— : . acyltransferasu (AT)
> acyl carrier protein“ (ACP).
Polyketidovy  6-deoxyenythronolid B(37) " ¢ ™ Cyklizace Nékteré moduly nesou i dalSi
aglykon (DEB) B0 Non a uvolnéni ,
Y o domeény:

| Modifikace ketoreduktasu (KR),

; dehydratasu (DH),
Makrolidove _ L L enoylreduktasu (ER)
T A S e thioesterasu (TE).

L Prevzato z (HOPWOOD, 1997)
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Produkty NRPS, na rozdil od peptidi syntetizovanych ribozomalng, maji
inkorporovany vedle proteinogennich i hydroxy- ¢i karboxylové kyseliny. Mohou byt
nejen linearni, nybrz i cyklické nebo vétvené, .. (MOOTZ et al., 2002).

PKS typu | se podileji na syntéze napt. erytromycinu, avermektinu, tylozinu atd.
NRPS se Gc¢astni biosyntézy napt. cyklosporinu, gramicidinu S, bacitracinu, atd. (CANE a
WALSH, 1999; MOOTZ et al., 2000).

2.2.1.2. Vicepodjednotkové enzymy

K vicepodjednotkovym enzymam jsou pocitdny polyketid syntetasy (PKS,
polyketide synthase) typu Il. Jsou sloZzeny z n¢kolika velkych polypeptidovych retézcu
(podjednotky enzymu), obvykle monofunkénich. Zarazeni kazdé jedneé zékladni jednotky
do vznikajiciho polyketidu je opakované katalyzovano vzdy stejnou sadou podjednotek
enzymu.

PKS typu Il se podileji na syntéze aktinorodinu, daunorubicinu, tetracenomycinu,
atd. (BALTZ, 1998).

Postupem casu se ukazuje, Ze vySe zminéné enzymy maji mnohem v¢tsi strukturalni
a funkéni diverzitu, nez plyne z vySe popsanych zékladnich typa (SHEN, 2003). Napt.
kromé zminénych dvou typi PKS existuje typ Ill, ktery nepotiebuje tzv. acyl nosicovy
protein; ,,acyl carrier protein“ (ACP) k aktivaci acylCoA substrata (FUNA et al., 1999;
SHEN, 2003). Byly popsany také PKS, které vytvareji namisto obvyklych C-C vazeb take
vazby C-O, iterativni PKS typu I, neiterativni PKS typu Il atd. (SHEN, 2003). V
biosyntéze leinamycinu byl nalezen i PKS-NRPS hybridni enzym (TANG et al., 2004).
Vedle zakladniho typu NRPS byly popsany také iterativni NRPS (oznac¢ované jako typ B)
a nelinearni NRPS (oznac¢ované jako typ C) (MOOTZ et al., 2002) (Obr. 10).
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Obr. 10: Biosyntetické strategie neribozomalnich peptidovych syntas
Pievzatoz (MOOTZ et al., 2002).

Ozna¢ni domén NRPS:

Adenyla¢ni doména (A)

Thiola¢ni doména (T), nékdy oznacovana jako ,,peptidyl carrier domain“ (PCP)

Kondensac¢ni doména (C)
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2.2.1.3. Vyuzti genovych manipulaci k pripravé novych antibiotik. Hybridni
antibiotika.

Jak jiZz bylo zminéno, rozvoj rezistenci vyZaduje vyvoj stale novych antimikrobnich
latek, které se od téch znamych liS§i mechanizmem UGc¢inku ale i jinymi vhodnymi
vlastnostmi. Dobrym zdrojem dlouhym vyvojem ,ovérenych® ,z&kladnich skeleti
struktur® jsou piirodni latky (WEIST a SUSSMUTH, 2005). Nové (a v piirodé obvykle
neznamé) kombinace takovych ,,osvédcenych® strukturalnich prvka predstavuji také tzv.
hybridni antibiotika, kterd Hutchinson (HUTCHINSON, 1997) vymezuje jako nové
metabolity vznikajici z nové sestavenych kombinaci gend, kterych je dosazeno bud’
zavedenim genu z jednoho mikroorganismu do jiného, nebo cilenou mutagenezi genut
sekundarniho metabolismu v rdmci jednoho producenta.

Princip ptipravy hybridnich antibiotik poprvé demonstrovali Hopwood a
spolupracovnici (HOPWOOQOD et al., 1985), kteti transformovali producenta granaticinu S
violaceoruber souborem gent pro biosyntézu aktinorhodinu. Vysledkem byla produkce
dihydrogranatirhodinu. Stejna skupina popsala také zavedeni ¢asti genového shlukuku pro
biosyntézu aktinorhodinu do medermycin produkujiciho kmene, coz vedlo k produkci
medenorhodina A a B. DalSich pfistupa a strategii jak generovat nové metabolity bylo jiz
popsano mnoho (pro piehled uvadim né¢kterd review: (STROHL, 2001; WEISSMAN a
LEADLAY, 2005; BALTZ, 2006; OH et al., 2007).

NejpestiejSi paleta novych latek byla ziskana v pripadé polyketidd, modularni
organizace jejich syntetdz (PKS) totiz skytd jedine¢nou moznost produkovat nove
chemické entity. Rizenou manipulaci domén bylo mozno zkratit (MARTIN et al., 2003) a
prodlouzit (ROWE et al., 2001) délku fetézce, zmenit vybér startovaci jednotky (LONG et
al., 2002) a stavebnich kamenu (DEL VECCHIO et al., 2003; PETKOVIC et al., 2003) a
také modifikovat uroven B-ketoredukce (GAISSER et al., 2003) (Obr 11). Presun celych
modulti nebo subjednotek PKS v divokych i mutovanych formach dal vznik dalSim
hybridam nékolika polyketidi (REEVES et al., 2004).

Produkce novych metabolitd vySe uvedenymi postupy byva oznacovana jako
»kombinatorialni biosyntéza“ a uvadi se, Ze takto bylo pripraveno jiz nékolik stovek
novych polyketida (WEISSMAN a LEADLAY, 2005).
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Obr. 11: P¥imé& produkce ivermektinam podobnych latek
genetickou  modifikaci avermektin polyketid syntasy
(AVES).

a Prirozena draha rezultuje ve smeés avermektind bud’
s dvojnou vazbou C22-C23, nebo s hydroxylem na C23.

b Genetickou modifikaci byly dehydratasovda (DH) a
ketoreduktasovd (KR) doména AVES Uplnou sadou
reduktivnich elementt, DH, enoyl reduktasa (ER) a KR
z PKS biosyntezy rapamycinu. Hybridni syntetasa také
produkovala avermektiny (diky neuplnému procesovani
nékterych ftetézcu), ale davala vzniknout i dalSim
strukturam, které byly pIné redukovany na C22 a C23.
To naznacuje, Ze je mozné ziskat ivermektiny pi¥imo
fermentaci a nikoli jen semi-syntézou.
Prevzato z (WEISSMAN a LEADLAY, 2005).
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2.2.2. Oxygenasy

V biosyntéze antibiotik jsou oxygenasy vyuzivany jak k syntéze zékladnich skelett
(biosyntesa novobiocinu, (PACHOLEC et al., 2005)), tak k tzv. kosmetickym upravam
(,cosmetic after events®, biosyntéza polyketidta, (KATZ, 1997 )). Jejich dalsi vyznamnou
roli v burikach je napt. detoxikace.

Oxygenasy jsou systematicky fazeny do tiidy oxidoreduktas. Katalyzuji oxidativni
reakce, v nichZ jsou atomy molekuly kysliku piimo inkorporovany do molekuly substratu
(NELSON a COX, 2000). Tento typ oxidace neni nikdy spojen s moZnosti konzervovat
energii pro dalSi pouziti a svédci spiSe o regulacnim a syntetickém vyznamu oxygenacnich
reakci (JINDRA et al., 1985).

Substraty oxygenas jsou ve srovnani s intermediarnimi metabolity, které maji
pievazné charakter iontd, ¢asto nepolarni nebo malo polarni slouceniny, u nichz je
z energetickych davodi prakticky nemozné uskuteénit napi. hydroxylaci kombinaci
dehydrogenace a hydratace, jako v intermediarnim metabolizmu. Zde je tieba vyuZzit
mnohem G&inngjsi oxida¢ni ¢inidlo — molekularni kyslik (SIPAL et al., 1992).

Molekularni kyslik je pro biologickeé systémy vyhodné reagens, nebot’ jeho vysoka
potenciélni reaktivita je ,drZzena na uzdé“ jeho molekuldrni strukturou. Podle teorie
molekulovych orbitalt ma totiz molekularni kyslik v elektronovém zakladnim stavu dva
nesparované elektrony v nejvysSich obsazenych molekulovych orbitalech (proto je
oznacovan jako tripletni biradikal). Naopak, organické latky jsou obvykle v singletnim
zakladnim stavu se sparovanymi elektrony a ptima reakce tripletniho kysliku se singletni
organickou molekulou by poruSila zakladni fyzikalni princip, zachovani momentu
hybnosti. Proto je tzv. ,,spinové zakézana“.

Aby mohla molekula organické latky v singletnim stavu reagovat s molekularnim
kyslikem, musi pomoci piekonat tuto spinovou bariéru katalyzator (napi. oxygenasa)
s jehoz pomoci je kyslik aktivovan z tripletniho zakladniho na reaktivni singletni ¢i
dubletni (radikalové) druhy. Mnohdy tyto katalyzatory generuji i reaktivni druhy kysliku s
jeste vetsi reaktivitou Stépenim O-O vazby. Specificke aktivace kysliku je v nich dosazeno
za prispéni prechodnych kovu (Fe,Cu,Mn,..), organického kofaktoru (flavin, pterin), nebo
vlastné obou - v piipadé hemu. Ve viech biologickych systémech je molekula kysliku
aktivovana reduktivné, protoZe jednoducha inverze elektronu Kkysliku pro dosazeni
sigletniho stavu piimo je vysoce endotermicka. Zdrojem aktivacnich elektront jsou pak
napi. kovy, organicky substrdt sam, kosubstrat, druhy redoxné aktivni kov ¢i kofaktor,
redukovany pyridinovy nukleotid (FETZNER, 2007; KOVALEVA a LIPSCOMB, 2008).

Vedle tohoto zékladniho scénaie jsou popsany i oxygenazy na kofaktoru nezavislé.
Mechanizmus aktivace kysliku je zde zatim malo prozkouman, predpoklada se vsak, Ze
substraty téchto enzymu jsou schopny tvofit stabilizovany radikal (FETZNER, 2007).

2.2.2.1. Oxygenasy hydroxylujici aromatické slou¢eniny

Hydroxylace aromatického kruhu je v Zivych systémech daleZitou reakci. Casto se
vyskytuje pii aktivaci latek béhem katabolizmu i v biosyntéze ptirodnich produktd. Pro
uskute¢iovani selektivni hydroxylace aroméata Zivé organizmy vyvinuly nékolik typa
enzymt a mechanizma (Obr.12) vyuZivajicich bud’ molekularni kyslik (mono- a di-
oxygenazy), nebo peroxid vodiku (peroxidazy) jako donory kysliku.

Monohydroxylaci aromati s vyuZzitim pouze molekularniho kysliku jako zdroje
kyslikovych atomi a7z na vyjimky (napt. Fe**/a-ketoglutarat-dependentni dioxygenasy),
katalyzuji monooxygenasy.
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Obr. 12: Zakladni drahy pro enzymatickou hydroxylaci aromati.

DO= dioxygenasa, MO= monooxygenasa, PO= peroxidasa/peroxygenasa,
Tyr= tyrosinasa, DH=dehydrogenasa, Re=ptestaveni. (1) aromaticky substrét,
(2) cis-dihydrodiol, (3) katecholovy produkt, (4) epoxidovy intermediat, (5)
fenolicky produkt, (6) cis,trans-dihydrodiol, (7) fenolicky substrat, (8)
benzochinonovy produkt

Pievzato z (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).

Monooxygenasy katalyzuji reakce, v nichZ je jen jeden ze dvou atoma kyslikove
molekuly inkorporovan do organického substratu a druhy je redukovéan na H,O. VyZaduji
tedy k redukci kyslikovych atomu dva substraty. Hlavni substrat piijima jeden ze dvou
kyslikovych atomt a ko-substrdt poskytuje redoxni ekvivalenty k redukci druhého
kyslikového atomu na H,O. ProtoZe vétSina monooxygenas katalyzuje reakce, v nichZ je
hlavni substrdt hydroxylovan, byvaji nazyvany také hydroxylasami. Né&kdy jsou
oznacovany i jako oxygenasy se smisenou funkci, aby se naznacilo, Ze oxiduji dva rozdilné
substraty souc¢asn¢ (NELSON a COX, 2000).

V zavislosti na povaze prostetické skupiny se u bakterii rozliSuji 4 typy
monooxygenas aromatd. Tii z nich obsahuji v aktivnim mist¢ Fe, flavinové
monooxygenasy jsou nekovové biokatalyzatory (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007) :

e Hydroxylasy sbinuklearnim-Fe centrem
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Bakterialni  viceslozZkové  monooxygenasy  (BMM,  bacterial
multicomponent monooxygenases) jsou velké rozpustné proteinové
komplexy, transkribované z jednoho operonu, ktery koduje 4-6 polypeptida.
Ctyfi z nich predstavuji obvykle konzervované slozky a, B, N a R. a a
(v nékterych ptipadech je piitomna ptidatna podjednotka y) tvoii komplex o
vysoké molekulové hmotnosti (>200 kDa), tzv. H-komplex, ktery je
nositelem hydroxylasové aktivity. N slozka (cca 300 aminokyselinovych
zbytkd) obsahuje N-koncovou doménu podobnou feredoxinu a C-koncovou
NAD(P)H-dependentni reduktasovou doménu, které spolupracuji pfi
transportu elektrona do aktivniho mista. Slozka R (maly regula¢ni protein) o
velikosti 90-140 aminokyselinovych zbytka koordinuje spotiebu elektroni a
oxidaci substratu (NOTOMISTA et al., 2003).

Ackoli je pravdépodobné, Ze BMMO uZivaji velmi podobny katalyticky
mechanizmus, jejich substratova specifita se zna¢n¢ lisi. Navic se lisi ve
sloZeni podjednotek a velikosti, usporadani kodujicich sekvenci a genomové
lokalizaci (vétSinou chromozomalni, nékdy plazmidove). Obvykle jsou
rozdélovany do 5-6 skupin (podle zastoupeni podjednotek a usporadani
operonu, ktery je koduje). Takova klasifikace koreluje s jejich funkénimi
vlastnostmi a sekvenéni podobnosti (LEAHY et al., 2003; NOTOMISTA et
al., 2003).

K aktivaci kysliku pro hydroxylaci uhlovodikoveho substratu pouZivaji
karboxylatem-piremosténé di-Fe centrum v hydroxylasové sloZzce (Obr. 13)
(LIPPARD, 2005; ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).
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Obr. 13: Aktivni misto toluen-4-monooxygenasy
obsahujici karboxylatem piemosténé di-Fe centrum.
Vlevo - klidovy stav, vpravo - komplex Q, jenZ je povazovan
za vlastni hydroxylaéni agens.

Prevzato z (ULLRICH aHOFRICHTER, 2007).

Flavinové monooxygenasy (FM O) hydroxylujici aromaty

FMO jsou mezi mikroorganizmy velmi rozSitené. Tyto enzymy
aktivuji kyslik v neptitomnosti prechodného kovu. Jako prostetickou skupinu
pouZzivaji flaviny. Flaviny se mohou podrobovat jedno- i dvou- elektronovym
redoxnim reakcim coz je ¢ini velmi vhodnymi pro hydroxyla¢ni reakce
(WALSH, 1980; SARIASLANI, 1989; BUGG, 2001). V¢tSina FMO  jsou
oxygenasy externiho typu (tj. nepouZivaji substrat zaroven jako akceptor
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kysliku a donor elektroni, ale vyZaduji externi donor elektront)
(SARIASLANI, 1989). Flavinova slozka je v pribéhu reakce redukovana
pomoci NAD(P)H a redukovany flavin reaguje sO, a vytvari se
hydroperoxoflavinovy intermediat [R-(FAD)-O-OH], ktery je pokladan za
kone¢ny oxygena¢ni druh (BALLOU et al.,, 2005; ULLRICH a
HOFRICHTER, 2007). Flavinové aromatické hydroxylasy obvykle katalyzuji
konverze fenold, nebo jejich substituovanych derivata na katecholy
(SARIASLANI, 1989). K podrobngji prostudovanym zastupcam této skupiny
hydroxylas patti jednoslozkové hydroxylasy: hydroxylasa kyseliny p-
hydroxybenzoové (PHBH) a fenol hydroxylasa, které zavadgji druhou OH
skupinu do orto- polohy vzhledem k uZ existujici OH skupiné (Obr 14).
Druhd OH skupina aktivuje aromaticky kruh a ushadriuje jeho nésledné
Stepeni specifickymi dioxygenasami (Obr 14) (FRITSCHE a HOFRICHTER,
2005; ULLRICH a HOFRICHTER, 2007). Pozoruhodnym rysem téchto
jednoslozkovych FMO je jejich schopnost katalyzovat oboji - redukci i
oxygenaci - na 1 polypeptidu (ENTSCH et al., 2005). V posledni dob¢ byla
popsana i fada dvouslozkovych FMO, které pouzivaji flavin-reduktasu
k redukci  flavinu, ktery pak difunduje, nebo je ,dodan“ na
monooxygenasovou slozku.

COOH 0, H:0 COQH COOH

PHEH orto- Stepenl =
— COOH
COOH
OH

NAD(P)H NAD(P)*

meta- Stépeni
\ CHO
| COOH
= OH

Obr.14: Hydroxylace p-hydroxybenzodtu flavin-dependentni
hydroxylazou (PHBH) v meta-pozici. Produkt reakce,
protokatechuat (3,4-dihydroxybenzoét), je vychozim bodem
pro dalSi metabolizmus aromatického uhliku pomoci orto-
nebo meta- Stépeni kruhu, které vede ke kyselin¢ mukonové,

nebo k derivatam semialdehydu 2-hydroxymukonatu.
Pievzato z (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).

e Pterin-dependentni hydroxylasy

Tvoii malou rodinu monooxygenas, které katalyzuji oxygenaci
aromatickych aminokyselin fenylalaninu, tyrozinu a tryptofanu na tyrosin,
dihydroxyfenylalanin (DOPA) a 5-hydroxytryptofan v tomto poiadi (Obr 15).
Tyrosin  hydroxylasa katalyzuje rychlost-limitujici krok v biosyntéze
katecholamini.
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Obr.15: Reakce katalyzované tetrahydrobiopterin-depen-
dentnimi hydroxylasami aromatickych aminokyselin. Kyslikové
atomy v aminokyseling i hydroxypterinu pochazeji z O,.

Pievzato z (FITZPATRICK, 1999).

Uvedené enzymy se nachézeji v lidskych jatrech a CNS, ale napf. i
v n¢kterych bakteriich (napi. Cromobacterium violaceum, Pseudomonas sp.)
(ULLRICH a HOFRICHTER, 2007). Enzymy z eukaryotickych zdroju jsou
tvoireny homologni katalytickou doménou, k niZ jsou ptipojeny N-terminalni
regulacni a C-terminalni tetramerizacni doména, zatimco bakterialni enzymy
postrddaji N- i C- terminalni domény. Eukaryotické hydroxylasy jsou
homotetramery, bakterialni fenylalanin  hydroxyldza je monomerni
(FITZPATRICK, 1999).

Aktivni misto pterin-dependentnich hydroxylas obsahuje jeden
ekvivalent nehemového Fe(ll), vdzaného na postranni tetézce 2 His a 1
Asp/Glu. Tuto klasickou podobu kanonického kov-koordinujiciho motivu
maji pterin-dependentni hydroxylasy spole¢nou s vétSinou c¢lena velké
skupiny oxygenas obsahujicich nehemové Zelezo (KOVALEVA a
LIPSCOMB, 2008). Ackoli posledni hydroxyla¢ni intermediat pterin-
dependentnich hydroxylas nebyl dosud identifikovan, predpoklada se, ze
zelezo je velmi pravdépodobné zahrnuto v pienosu kysliku (ULLRICH a
HOFRICHTER, 2007).

V blizkosti Fe se na enzym véaze i tetrahydrobiopterin (BH,), ktery je
béhem katalytického cyklu pireménovan na hydroxybiopterin. Do reakce
dodava 2 elektrony vyZadované pro redukci druhého atomu kysliku na vodu a
chova se zde jako spiSe ko-substréat, ktery se v kazdém cyklu vaze a disociuje,
nez jako vazany kofaktor. Bylo také popsano, Ze tyrosin hydroxylasa maize
hydroxylovat tyrosin na dihydroxyfenylalanin i v neptitomnosti BH,4, a to
spomoci peroxidu vodiku (FITZPATRICK, 1999; KOVALEVA a
LIPSCOMB, 2008).

-32 -




Hemové monooxygenasy (systémy cytochromu P450, P450)

Je to velmi pocetna nadrodina enzyma, kterd katalyzuje Siroké spektrum
reakci (MUNRO et al., 2007). Zastupce P450 nalézdme ve vSech fiSich a
s vyjimkou bakterialnich P450 a P450 z hub, je vétSina téchto enzymu
membrénoveé vazana. Extracelularni P450 nebyly dosud popsany (ULLRICH a
HOFRICHTER, 2007).

NAD(P)H

=0 HO™~g  "\Ho =0

HO—& 4 \HO o HO :"_IV_
Cys Cy Cys

Obr. 16: Konsenzudlni mechanizmus P450
katalyzy.
Pievzato z (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).

P450 patii do jedné z hlavnich skupin hemoproteini - hem-thiolatovych
proteind (druha je hem-imidazolova skupina). Porfyrinovy skelet (protoporfyrin
IX) je totiz v proteinové molekule P450 totiZz vazan hydrofobnimi interakcemi a
zaroven prostiednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu (paty
ligand Fe) (STIBOROVA et al., 2004). Elektron donorovy charakter této vazby je
dulezty pro P450 katalytickou aktivitu. Diky vlastnostem péatého ligandu je
charakteristicky posun hlavniho (Soretova) absorpéniho pasu hemu P450 v
komplexu P450 sCO ke 450 nm (proto nazev Pigment 450, P450). Sestym
ligandem Fe je molekula vody (MUNRO et al., 2007).

Aby vykazoval katalytickou aktivitu musi byt P450 asociovan s elektron
donorovym partnerem. Podle systému, které pouZivaji pro pienos elektronu, jsou
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P450 obecn¢ déleny do 2 hlavnich skupin (ttidy I a Il). Tiida | zahrnuje
bakterialni, mitochondrialni a houbove enzymy, které popuzivaji dvouslozkovy
elektrontransportni systém sestavajici z [2Fe-2S]ferredoxinu a FAD-dependentni
reduktasy. Enzymy tiidy Il jsou mikrozomalni monooxygenasy ziskavajici
elektrony ~ z membranové vazanych  FAD/FMN-dependentnich  reduktas
(ULLRICH a HOFRICHTER, 2007). Ukazuje se vSak, Ze diverzita redoxnich
partnert je mnohem Vétsi, nez se pavodné predpokladalo (MUNRO et al., 2007).

Obecny priubéh monooxygenasoveé reakce katalyzované P450 Ize vyjadiit
sumarni rovnici:

RH + O,+ 2e"+ 2H" — ROH + H,0

Pro reakeni cyklus P450byl navrZen tzv. konsenzudlni mechanizmus
shrnuty na (Obr. 16) (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).

Tyrosinasa
Tyrosinasy patii v prirodé k velmi rozSitenym enzymam. Jsou nezbytné pro

pigmentaci (tvorbu melaninu) a jsou dualezitymi faktory pii hojeni rostlin a primarni
imunitni odpovédi u bezobratlych.

R

Obr. 17: Katalyticky cyklustyrosinasy.
Prevzato z (ULLRICH aHOFRICHTER,

; %-a“

01242 asep|xo

Tyto casto extracelularni enzymy maji v aktivnim misté par Cu iontd (CuA a
CuB), které jsou koordinovany kazdy se tiemi HIS zbytky (,,Cu centrum typu 3“). Ukazuje
se, ze Cu vazebné regiony tyrosinas prokaryotického a eukaryotického piavodu jsou vysoce
konzervované (CLAUS a DECKER, 2006).

Dvojice Cu v aktivnim centru tyrosinas vaze jednu molekulu atmosférického
kysliku ke katalyze dvou raznych druha reakci: (1) orto-hydroxylace monofenold
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(monofenolasovd, kresolasova aktivita) na difenoly a (2) oxidace o-difenold na o-
dichinony (difenolasova, katecholasova aktivita). Nejlépe zndma reakce je tvorba melanina
z tyrosinu via DOPA . Dva elektrony poZadované pro redukci druhého kyslikového atomu
na vodu jsou dodavany substratem — tyrosinasy jsou interni monooxygenasy (SOLOMON
et al., 1996).

Komplikovany reakéni mechanizmus tyrosinas neni dosud dokonale pochopen.
Ukazuje se vSak, Ze oxidace o-difenolu sleduje kinetiku Michaelis-Mentenoveé, zatimco
hydroxylace monofenolu vykazuje lag fazi (ULLRICH a HOFRICHTER, 2007).
Zjednodu3eny katalyticky cyklus tyrosinasy s soustiedénim na hydroxylazovou aktivitu je
na (Obr.17).

Prokaryotické tyrosinasy jsou nemodifikované monomerni proteiny s nizkou
molekulovou hmotnosti (cca 30 kDa). Jsou sekretovany do média, kde se ucastni
extracelularni tvorby melaninu.

Ve streptomycetach jsou tyrosinasové geny soucasti melC operonu. Ten vedle
tyrosinasoveho genu (melC2) obsahuje gen melC1, ktery je dulezity pro spravnou expresi
melC2. Koduje maly, chaperonu podobny protein, ktery je zahrnut v sekreci a
v inkorporaci Cu do tyrosinasy (CLAUS a DECKER, 2006).

2.2.2.2. Syntasa oxidu dusného — , nevlatni dité rodiny P450"

Z hlediska strukturalniho a enzymologického je zajimavym ,ptibuznym® rodiny
cytochroma P450 tzv. NOS (nitric oxide synthase) katalyzujici syntézu NO (Obr. 18),
ktery hraje roli vtadé fyziologickych procesua napi. u clovéka pti pienosu signélu ci
imunitni odpoveédi (GORREN a MAYER, 2007).

NOS neni cytochrom P450, piesto ma rysy piekvapivé podobné témto enzymam
(Tab. 1): je to hem-thiolatovy protein, vyuZivajici tutéZ prostetickou skupinu k podobnym
chemickym procesim. Navic scytochromy P450 sdili téhoz redoxniho partnera,
diflavoprotein reduktasu, jeZ je v pripadé NOS soucésti jednoho polypeptidového fetézce
spole¢né s oxygenasou. Mezi NOS a cytochromy P450 vSak na druhé stran¢ existuje rada
napadnych rozdila (Tab. 1) jako je ptitomnost pridatného kofaktoru BH; v NOS, ktery
zabranuje rozkladu O-Fe komplexu na hem a superoxid (GORREN a MAYER, 2007).

NOS jsou hojné rozsiteny v Zivocisné tisSi (TORREILLES, 2001). Bakterialni syntéza
NO obvykle souvisi s denitrifikaci a zahrnuje enzymy které nejsou NOS ptibuzné
(CUTRUZZOLA, 1999). U nokardii byl popsan enzym smnoha podobnostmi s
konstitutivné syntetizovanou NOS (CHEN a ROSAZZA, 1995).

S nastupem genomiky byly identifikovany proteiny s blizkou homologii pouze
k oxygenacni doméné NOS, a to u zastupcu roda Streptomyces, Saphylococcus, Bacillus a
dalSich. Nekteré z nich byly klonovany, exprimovany v E. coli, charakterizovany a
srovnany se sav¢i NOS oxygenasovou doménou (GORREN a MAYER, 2007). Jsou to
dimerni proteiny, které vazou arginin a BH,, jsou schopné produkovat dusitan z N-hydroxy
argininu nebo pieménuji N-hydroxyarginin ¢i arginin na NO a citrulin v pritomnosti
NADPH a izolované NOS reduktasové domény. Ur¢ité podobnosti byly nalezeny i mezi
UV/VIS a Ramanovymi spektry savcich a bakterialnich proteind (CHARTIER a
COUTURE, 2004; SANTOLINI et al., 2006). Jak jiz bylo zminéno vSechny tyto proteiny
ale, vyZaduji pro syntézu NO piidani NOS reduktazové domény a redukovaného pteridinu
nebo nefyziologicky vysoké koncentrace H,0, a jejich aktivita je obvykle nizka.

Existuji pochybnosti o fyziologickém vyznamu syntézy NO pomoci bakterialnich
NOS oxygenasovych homologi a zda se, Ze NO, nebo jiné reaktivni druhy dusiku, by
mohly byt generovany spiSe jako intermediaty, nez jako finalni produkty (GORREN a
MAYER, 2007). V n¢kolika pripadech se opravdu prokazala odlisna funkce NOS
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oxygenasovych homologa. Napi. enzym ze S. turgidiscabies je zahrnut v poslednim kroku
syntézy fytotoxinu thaxtominu A (KERS et al., 2004).

NOS HOMODIMER

OXYGENAZOVA REDUKTAZOVA

CPR/P450 REDOXNI PAR

e
NADPH --

Obr. 18: Schémareakce a kofaktoria syntetasy oxidu dusného (NOS).
NOS katalyzuje syntézu NO ve dvou odlisnych cyklech s N-hydroxy
argininem jako intermedidtem, ktery je preménén na citrulin a NO bez
uvolnéni z enzymu. Oba cykly spotiebuji 1 molekulu kysliku a oba
vyZaduji vstup exogennich elektroni — dvou v prvnim a jednoho ve

druhém cyklu — které jsou dodany NADPH.
Prevzato z (GORREN a MAYER, 2007)

Vysvétlivky: CaM=kalmodulin; BH,=terahydrobiopterin

- 36 -




Tab. 1 : Podobnosti a rozdily mezi NOS a cytochromy P450
(pFevzato z (GORREN a MAYER, 2007))

Podobnosti Rozdily
thiolat-ligandovany hem Zadna sekvenéni homologie
N-hydroxylace (ARG) spotiebovavajici 2 e oxidace (N-hydroxyARG) spotiebovavajici 1 e

e”dodavany z NADPH via reduktasa reduktasa a oxygenasa jsou soucasti jednoho

polypeptidového fetézce

dimer (stabilizace Zn**)

spektroskopické vlastnosti cerveny posun Soretova pasu
modulace hemového spinového stavu hem je bez substratu vétsinou ve
substraty vysokospinovém stavu

nizka stabilita komplexu Fe(11)O,

podobné katalytické intermediaty

tertahydrobiopterin jako kofaktor

2.2.1.3. Dioxygenasy

Dioxygenasy katalyzuji ty oxygenacni reakce, v nichZ jsou oba atomy molekuly
kysliku inkorporovany do molekuly organického substratu. VétSina z nich vyzaduje jako
kofaktor kov, nejcastéji Fe(ll) ¢i Fe(l11) (BUGG, 2003).

Zavedenim dvou atomu kysliku do molekuly substratu jsou produkovany bud
metabolity s inkorporovanymi dvéma atomy kysliku, aniZz pfitom dojde k poSkozeni
zakladni struktury slouceniny (jsou napi. zachovany aromatické kruhy u aromatickych
uhlovodikt), nebo dojde k jejimu rozstépeni.

Substraty dioxygenas Stépicich aromatické kruhy jsou intermediaty vzniklé
zavedenim bud dvou hydroxylovych skupin do aromatického kruhu, nebo jedné do
struktury fenolt. Timto mechanizmem se umikroorganizma iniciuje VvétSina
metabolickych cest vedoucich k degradaci aromatickych slougenin (STIBOROVA et al.,
2004). Mikroorganizmy v zdsadé pouZzivaji rizné katabolické drahy k degradaci kazdé
aromatické slouceniny, aerobni katabolizmus téchto latek v3ak obvykle prochazi via
jednen ze ¢ty intermedidta: katechol (vyskytuje se napt. pii degradaci benzenu, benzoétu,
fenolu a jejich derivata), protokatechuét, gentisat, a hydrochinon.

2.2.1.3.1. Dioxygenasy katecholu

K rozstépeni kruhu aromatickych dihydroxyderivati, které jsou vici sobé v orto- poloze,
dochazi bud” tak, Ze se Stépi C-C vazba mezi fenolickymi hydroxylovymi skupinami a
produktem Stépeni je kyselina mukonova (intradiolové dioxygenasy), nebo se Stépi C-C
vazba v sousedstvi fenolickych hydroxylovych skupin a jako produkt vznika aldehyd
kyseliny hydroxymukonové (Obr. 19). Intadiolové dioxygenasy vyZaduji nehemové Fe(lll)
a extradiolové vétSinou nehemove Fe(ll) jako kofaktor a maji mononuklearni centra
(BUGG, 2003).
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Obr. 19: Reakce katalyzované intr adiolovymi

a extradiolovymi oxygenasami.
Prevzato z (BUGG, 2003).

2

2.2.1.3.1.1. Extradiolové dioxygenasy katecholu

Extradiolové dioxygenasy jsou celkové mnohostranngjsi nez jejich intradiolové
protejsky: Stépi Sirsi paletu substrata, nalézdme u nich vétsi pocet strukturdlnich usporadani
(scaffold) a vyskytuji se v SirS§im spektru metabolickych drah (véetné biosyntetickych).

Extradiolové dioxygenasy patii alespon ke tiem evoluéné nezavislym rodindm
(Typ I-111). Nejlépe prozkoumany ,, Typ I" patii do VOC (vicinal oxygen chelate)
nadrodiny. VSechny dosud identifikované enzymy typu | se sestavaji z jednoho druhu
podjednotek. Velikost podjednotky je 21/32,5 kDa pro jedno/dvou doménové enzymy.
Drtivd veétSina dosud identifikovanych enzymu typu | jsou dvoudoménové enzymy.
Jednodoménové enzymy jsou typicky dimerni, dvoudoménove existuji v fad¢ oligomernich
stavi (VAILLANCOURT et al., 2006).

Navzdory fylogenetické diverzit¢ vSechny extradiolove dioxygenasy obsahuji 2-
His-1-karboxylat kov-vazebny motiv (VAILLANCOURT et al., 2006). V aktivnim misté
tvoii Fe(ll)-chelatovy komplex s katecholovym substratem a pak vazou molekularni kyslik
v sousednim ligandovém misté kovu, coZ dovoli souc¢asnou aktivaci substratu a kysliku
transferem elektrond ze substratu na kyslik pres Fe (Obr. 20).
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Obr. 20: Aktivace kydiku extradiolovymi dioxygenasami.
Pievzato z (KOVALEVA aLIPSCOMB, 2008).
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2.3. Linkosamidova antibiotika, chemicka struktura linkosamidovych antibiotik

Linkomycin A (dale jen linkomycin), je fazen do skupiny tzv. linkosamidovych
antibiotik. Strukturalnim prvkem, ktery dal celé skupiné linkosamidovych antibiotik (Obr.
21) nézev, je 6-amino-6,8-dideoxy-1-thio-D-erythro-a-D-galaktooktopyranosid, trivialnim
nazvoslovim oznacovany jako methylthiolinkosamid (MTL, (SCHROEDER et al., 1967)).

K uvedené cukerné sloZce je amidovou vazbou (HOEKSEMA et al., 1964) ptipojen
aglykon, v ptipadé linkomycinu trans-N-methyl-4-n-propyl-L-prolin, trivialnim nazvem
kyselina propylhygrova (PHA, (MAGERLEIN et al., 1967). Aglykonem molekuly
linkomycinu B, produkovaného spole¢né s linkomycinem jako minoritni sloZka, je trans-N-
methyl-4-n-ethyl-prolin (ARGOUDELIS et al., 1965a; SPIZEK et al., 2004) (Obr. 21).
DalSi linkomyciny (Obr. 21), nalezené ve fermentacnim médiu producentt, byly ziskany
zménou sloZeni média nebo pouZitim inhibitori (ARGOUDELIS et al., 1970; WRIGHT,
1983).

Zakladni skelet cukerné slozky molekuly linkosamidovych antibiotik (MTL) je
ponékud modifikovan v pripadé celesticetind (Obr. 21)(ARGOUDELIS a BRODASKY,
1972), jez sdileji prolin jako aglykon.

2.3.1. Producenti linkosamidovych antibiotik

Prvnim popsanym ¢lenem linkosamidové skupiny antibiotik byl celesticetin,
produkovany S caelestis (HOEKSEMA et al., 1955; HOEKSEMA, 1968).

Linkomycin, jediny komeréné vyrdbény piirodni ¢len linkosamidové rodiny, byl
poprvé popsan u Sreptomyces lincolnensis (BERGY et al., 1963 ). K dalSim producentam
linkomycinu patii napi. S. espinozus (ARGOUDELLIS et al., 1972 ), Actinomyces roseolus
(KUZNETSOV et al., 1974), Micromonospora halophytica (BIBIKOVA et al., 1989), S
pseudogriseolus (ARGOUDELIS a COATS, 1973).

2.3.2. Derivaty linkomycinu

Linkomycin se komer¢né vyrabi fermentaci uz od 60-tych let minulého stoleti a jako
v i ptipad¢ jinych antibiotik, byly ucinény pokusy ziskat derivaty (Obr. 22) zéakladni
molekuly s vylepSenymi vlastnostmi semisyntetickou cestou (MAGERLEIN, 1971;
MAGERLEIN, 1977). Snaha po zlepSeni sledovala dva razné cile. Zaprvé ovlivnéni
farmaceutickych vlastnosti molekuly jako absorpce, depotni aktivita, chut' atd. Latky
spadajici do této kategorie jsou razné estery linkomycinu. Zadruhé rozSiteni spektra
G¢inku, zvySeni G¢innosti. Sem patii tzv. analogy linkomycinu; molekuly se skeletem
linkomycinu, které se od n¢j lisi jednim ¢i vice substituenty (MAGERLEIN, 1971).

Jednim z nejzajimavéjSich analogi linkomycinu je klindamycin, antibiotikum, které
bylo ptipraveno nahradou hydroxyskupiny v pozici C7 cukerné ¢asti linkomycinu chlérem.
Klindamycin se oproti linkomycinu vyznacuje SirSim spektrem G¢inku, vy3si aktivitou a
rychlejSim vstiebavanim pii peroralnim podani (MAGERLEIN, 1971). Navic je , ¢asto
v kombinaci s jinymi ucinnymi latkami, pouzivan pii l1éceni malarie (GUAY, 2007;
IBEZIM a ODO, 2008).

Byly rovnéz ug¢inény pokusy ziskat nové derivaty linkomycinu pomoci mikrobialnich
transformaci. Ve srovnani s chemickou modifikaci byl vSak touto cestou ziskan mensi
pocet a také mensi diverzita derivata. Prikladem derivati linkomycinu spadajicich do této
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Linkomycin B | methyl methyl ethyl
Linkomycin C | ethyl methyl propyl
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Celesticetin A salicylyl
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Celesticetin C anthranilyl
Celesticetin D acetyl

Obr. 21: Chemicka struktura vybranych linkosamidovych antibiotik.

A. Linkomycinova fada linkosamidovych antibiotik
B. Celesticetinova fada linkosamidovych antibiotik

Spolecna cast zakladniho skeletu cukerné ¢asti molekuly linkosamidovych antibiotik

je vyznacena zeleng.
Prevzato ze (SPIZEK a REZANKA, 2004).
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skupiny jsou 7-O-a-D-mannopyranosyl-linkomycin pripraveny glykosylaci linkomycinu a-
mannosidasou z Canavalia ensiformis (WEIGNEROVA et al., 2001), sulfoxid
linkomycinu a 1-demethylthio-1-hydroxylinkomycin ziskané ptidanim linkomycinu do
kultury S lincolnensis (ARGOUDELIS. a MASON, 1969), 1"-demethylklindamycin,
ziskany pridanim klindamycinu ke kulture S punipalus (ARGOUDELLIS et al., 1969a),
klindamycin sulfoxid, ziskany transformaci klindamycinu kulturou S armentosus
(ARGOUDELIS et al., 1969a) a linkomycin-3-fosfat pripraveny konverzi linkomycinu
kulturou S. rochei (ARGOUDELIS a COATS, 1969).

Jednou z nejuginngjSich skupin latek odvozenych od linkomycinu jsou derivaty
klindamycinu, které maji propyl v pozici 4" nahrazen delSim (5-8 ¢lennym) alkylovym
fetézcem. Nejvyssi aktivitu vykazovaly derivaty s pentylem jako substituentem..
Postradaji-1i takové derivaty navic methyl na dusikovém atomu v pozici 17, jejich G¢innost
se dale zvysuje. Tyto derivaty jsou G¢inngjsi nez klindamycin i proti plazmodiim. Naopak
N-demethylace linkomycinu v poloze 1" aktivitu derivati vyznamné snizuje. Napi. N-
demethyllinkomycin vykazuje jen 2% aktivity linkomycinu (MAGERLEIN, 1971).
Prikladem takovych derivata je pirlimycin - 4'-pentyl-N-demethyl klindamycin
(BIRKENMEYER et al., 1984; DIVO et al., 1985 ).

Vyuziti tady derivata linkomycinu limituje jejich nakladnd a naro¢na syntéza.
Ptiprava geneticky modifikovanych organizmi schopnych produkovat derivaty
linkomycinové molekuly by mohla vyznamné prispét k zavedeni ucinnych, avSak dosud
nerentabilnich derivata do klinické praxe.

R3 CH
| o) ®
N |l Ri
€
HO O
OH
SCH,
OH
R1 R2 R3
linkomycin OH propyl | methyl
klindamycin Cl propyl | methyl
N-demethylklindamycin Cl propyl H
4" -pentyl-N-demethyl-4"-depropylklindamycin Cl H pentyl

Obr. 22: Linkomycin a priklady nékterych jeho G¢innych derivati.

2.3.3. Mechanizmus G¢inku linkomycinu

Linkosamidy se stejné jako strukturdlné nepodobné makrolidy a streptogramin B,
vazou na velkou podjednotku 50S ribozomu blizko peptidyltransferdzového centra, které
je tvoieno vyhradné RNA a katalyzuje tvorbu peptidovych vazeb pti elongaci proteinu.

MW

VSechna zmingnd antibiotika (fazena spole¢né do tzv. MLS skupiny) zapfi¢inuji disociaci
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peptidyl-tRNA z ribozomu. Zda se totiz, Ze vétSina nascentnich peptidi opousti ribozom
tunelem v 50S podjednotce. Vazebna mista pro antibiotika MLS skupiny lezi na zacatku
tohoto tunelu a zminéna skupina antibiotik pak blokuje vstup nascentnich peptida do
tohoto tunelu (Obr. 23) (TENSON et al., 2003).

Krystalova struktura 50S podjednotky
ribozomu v komplexu sklindamycinem.
Barevné znaceni je nasledujici: N-terminalni

'S Phe (cervend); nukleotidy A2058, A2059 a

_ A2062 (cislovani dle E. coli) 23S rRNA
L% i@ dulezité pro vazbu MLS skupiny antibiotik
m'&kx. (zelend); A2451 - dulezita komponenta
peptidyltransferazového centra (cervend);
C2452 (modrd); N3 z A2451 z 23S rRNA
Obr. 23: (Zlutd); proteiny, které tvoii c&ast ,stény
Prevzato z (TENSON etal., 2003) tunelu“ : L4 (modrd) a L22 (Zlutd),

klindamycin (Eervena).

‘-

Detaily celého procesu nejsou zcela znamy, vi se vsak, Ze trojrozmérnd struktura
klindamycinu se velmi podoba L-Pro-Met a D-ribosylovému kruhu adenosinu, molekulam,
které se nachazeji k sobé& nejblize na 3"-konci L-Pro-Met a deacetylované — tRNA kratce
po vytvoieni peptidové vazby mezi L-Pro-tRNA a L-Met-tRNA. Tento fakt naznacuje,
Ze zékladem interakce klindamycinu a dalSich linkosamida s ribozomem je napodobeni 3’-
pretranslokace v elonga¢nim cyklu peptidu. Linkosamidy tedy puasobi jako strukturalni
analogy intermediatu proteosyntézy (FITZHUGH, 1998).

U senzitivnich kmenu linkosamidy blokuji proteosyntézu. Vliv téchto antibiotik na
cilovou bunku je v8ak vicenasobny. V subinhibi¢nich koncentracich linkomycin, stejné
jako dalsi ¢lenové skupiny makrolidy-linkosamidy-streptogramin (MLS), moduluje ¢innost
urcitych promotora cilového organismu. Mechanizmus transkripéni modulace neni piesné
zndm, ale pravdépodobné zahrnuje bakterialni odpovéd” na stres a/nebo porueni a
nasledné vyrovnani metabolického systému jako nasledek jemné interference s funkci
ribozomu (TSUI et al., 2004).

2.3.4. M echanizmusrezistence k linkomycinu
Dosud byly popsany tii mechanizmy rezistence k linkosamidam:

1) Modifikace cilového mista. Jedna se o tzv. MLSy, rezistenci, kterou linkosamidy sdileji
s makrolidy a streptograminem B a kterd spocivd v methylaci N° specifického
adeninového zbytku (A2058; ¢cislovani dle E. coli) molekuly 23S rRNA
methyltransferasami dvou typd. Monomethyltransferasami, jejichZ piikladem je LmrA,
kodovana genem linkomycinového biosyntetického shluku S. lincolnensis (PESCHKE
et al., 1995) a dimethyltransferasami, jejichZz ptikladem je Erm(C) stafylokoka
(SHIVAKUMAR a DUBNAU, 1981). Zatimco monomethylace zminéného
adeninového zbytku zajiStuje rezistenci k vysokym (>1000 upg/ml) koncentracim
linkosamida a nizSim (>50-200 pg/ml) koncentracim erythromycinu, tylosinu a
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karbomycinu, dimethylace udéli rezistenci k vysokym (>1000 pg/ml) koncentracim
vSech péti antibiotik(CALCUTT a CUNDLIFFE, 1990; BURIANKOVA et al., 2004).

2) Modifikace antibiotika samotneho. Jednd se o inaktivaci antibiotika fosforylaci nebo
nukleotidylaci jeho hydroxylové skupiny v poloze 3, ktera byla detekovana u nékterych
druht streptomycet (ARGOUDELIS et al., 1977; MARSHALL et al., 1989).
Nukleotidyltransferasy linkosamidu, kddované Inu geny (dtive lin) byly popsany u
grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganizma (HEIR et al., 2004; ACHARD et
al., 2005) a katalyzuji adenylaci linkosamida.

3) Aktivni eflux antibiotika. Jedna se o aktivni odstranéni antibiotika z bunky, které
zprostredkovavaji proteiny piisludejici k dvéma nadrodinam:

K nadrodin¢ MFS (major facilitator superfamily) transportnich proteind, které
pro export latek vyuZivaji protonovy gradient, patii proteinovy produkt genu ImrA
(ZHANG et al., 1992), ktery je soucasti linkomycinového biosyntetického shluku
producenta linkomycinu S. lincolnensis.

K nadrodin¢ ABC (ATP binding cassette) transportérd, které ziskavaji energii
pro transport hydrolyzou ATP, je tazen proteinovy produkt genu linkomycinového
biosyntetického shluku ImrC (PESCHKE et al., 1995). U klinickych izolata byly
popsany i dalSi ¢lenové rodiny ABC transportéra zprostiedkovavajici aktivni eflux
linkosamidu. Jako piiklad miZe slouZit VgaA, ¢, ktery zprostredkovava aktivni eflux
streptograminu A a linkosamidi u Staphylococcus haemolyticus (NOVOTNA a
JANATA, 2006).

2.3.5. Vyuziti linkosamidovych antibiotik v klinické praxi

Prvni popsany zastupce linkosamidi celesticetin, ackoli je aktivni proti gram-
pozitivnim i gram-negativnim bakteriim, neni dostatecné G¢inny na to, aby byl zarazen
mezi klinicky pouZivana antibiotika (WRIGHT, 1983). Vykazuje totiZ jen 5% aktivity
linkomycinu in vivo. Také linkomycin B je ve srovnani s linkomycinem mén¢ ucinny,
vykazuje totiZ jen 25% jeho aktivity (SPIZEK et al., 2004).

Klinicky dalezitymi antibiotiky jsou jen dva zastupci skupiny linkosamidu,
linkomycin a jeho semisynteticky derivat klindamycin. Vyznamn¢jSi z nich je
klindamycin, jehoZ celosvétovd produkce jej dokonce tadi mezi 20 nejdulezitéjSich
antibiotik.

Ucinek linkomycinu a klindamycinu je vbé&znych davkach bakteriostaticky.
V davkach vyssich, nez jsou dosaZitelné in vivo, je G¢inek dokonce baktericidni (SPIZEK
et al., 2004). Mezi citlivé organizmy patii vétSina grampozitivnich bakterii, zvIasté pak
rody Staphylococcus a Sreptococcus. Linkosamidy dale vykazuji antibakterialni G¢inek
vaci anaerobnim bakteriim, nékterym mykoplasmam, prvokim a houbam (BLASI et al.,
2005; GUAY, 2007). Naopak aerobni gramnegativni bakterie jsou vétSinou
k linkosamidtm resistentni (SPIZEK et al., 2004).

Hlavnim terapeutickym vyuzitim linkosamida jsou piipady, kdy lze piedpokladat
synergistické pasobeni smiSené aerobni a anaerobni mikroflory (prevence intraabdominalni
infekce pii chirurgickych vykonech, infekce ve stomatologii, infekce kiZze a mékkych
tkani, ale zejména infekce kosti a kloubt). Linkosamidy jsou 0¢innou alternativou
penicilina v piipadech intolerance. Klindamycin, nikoli vSak linkomycin, je G¢inny pfi
akutnich forméach toxoplasmozy a pneumocystozy u nemocnych AIDS, zustava dosud
nejlepsim lékem proti osteomyelitidé a v kombinaci s chininem vykazuje velmi dobré
vysledky pii [é¢eni malarie, je.li pricinnym agens Plasmodium falciparuma to i tehdy, je-li
puavodce rezistentni k jinym Iécivam, napi. k chlorochinu (VACEK, 1991; KREMSNER et
al., 1993; KUCERS et al., 1997; SPIZEK et al., 2004).

-44 -




Vedle terapeutického vyuZiti nachazi linkosamidy své uplatnéni i v zékladnim
vyzkumu. Napi. linkomycin je pouzivan jako inhibitor proteosyntézy pti studiu plastidi u
rostlin (SULLIVAN a GRAY, 1999).

2.3.6. Biosyntéza linkomycinu

Biosynteticka draha linkomycinu l l
neni podrobn¢ znama. Byla vSak v hrubych
rysech navrzena na zéklad¢ obohacovacich
pokusua s naslednou nejéastéji NMR ¢i MS N rd
analyzou (Obr. 24) (ARGOUDELIS et al.,
1969b; WITZ et al., 1971; BRAHME et N-demethyllinkomycin
al., 1984a; BRAHME et al., 1984b), které l
pomohly  ur¢it  metabolicky  ptvod

uhlikovych  a  dusikovych  atomu linkomycin

v molekule linkomycinu (BRAHME et al., Obr. 24: Schema biosyntezy linkomycinu
1984a; BRAHME et al., 1984b; CHUNG

et al., 1997).

Podle uvedeného navrhu jsou nejprve syntetizovany dva zakladni prekurzory,
propylprolin (PPL) a methylthiolinkosamid (MTL), které jsou kondenzovany na N-
demethyllinkomycin (NDL), ktery se v poslednim kroku methyluje na linkomycin.

2.3.6.1. Biosyntéza aglykonu linkomycinu (aminokyselinova vétev biosyntézy
linkomycinu)

V molekule aglykonu linkomycinu, kyseliny propylhygrové (PHA), je obsaZeno
devét atomu uhliku. Sedm z nich pochdzi z tyrozinu (WITZ et al., 1971) a dva zbyvajici
(uhlik N-methylu a terminalni methylové skupiny postranniho alifatického fetizku) z C1-
donoru (nejspiSe S-adenosylmethioninu) (ARGOUDELIS et al., 1969b; BRAHME et al.,
1984b; CHUNG et al., 1997)

Biosyntetickeé experimenty vyuZivajici znacené prekursory naznacuji, Ze tyrozin je
odvozen z glukosy, ktera je v glykolyze pieménovana na fosfoenolpyruvat a erythrosa-4-
fosfat vznikajici v hexosomonofosfatové draze, jez jsou pak Sikimatovou drahou
pievedeny na tyrosin, hydroxylovany v dalSim kroku na dihydroxyfenylalanin (DOPA).
Dréha pak pravdépodobné pokracuje 2,3-extradiolovym Stépenim aromatického kruhu
DOPA, nésledovanym intramolekuldrni cyklizaci produktu extradiolového Stépeni za
tvorby pyrolového kruhu (BRAHME et al., 1984b). DalSich nekolik kroka premény DOPA
na propylprolin (PPL) je mén¢ ziejmych, ale nejspiSe zahrnuji syntézu 1,2,3,6,-
tetradehydropropylprolinu, jediného dosud identifikovaného vnitiniho intermediatu
aminokyselinové vétve biosyntézy linkomycinu (KUO et al., 1992).

Schema biosyntézy aglykonu linkomycinu, navrZzené Brahmem a spolupracovniky
(19844a,b) a modifikované Kuem a spolupracovniky (1992) ukazuje Obr. 25.
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Obr. 25: Hypotetickd aminokyselinova vétev biosyntézy linkomycinu.
Upraveno podle (BRAHME et al., 1984b).

2.3.6.2. Biosyntéza cukerné slozky linkomycinu (cuker na vétev biosyntézy
linkomycinu)

Pocatecni pokusy o urceni metabolického pavodu cukerné ¢asti linkomycinové
molekuly vedly ke zjisténi, Ze S-methylova skupina methylthiolinkosamidu je odvozena
z Cl-donoru (nejspiSe S-adenosylmethioninu) (ARGOUDELIS et al., 1969b; CHUNG et
al., 1997).

Celd pravdépodobnd dréha vedouci ksyntéze MTL byla pozdgji navrZena aZz
Brahmem a spolupracovniky (BRAHME et al., 1984a) (Obr. 26). Data ziskana z jejich
experimentt naznacuji, ze C8 uhlikovy skelet MTL vznik& kondenzaci C3 a C5 jednotek.

C5 jednotka je odvozena bud’ od glukosy (ptes hexosomonofosfatovou dréhu) jako
celek, nebo vznika kondenzaci C3 jednotky (glyceraldehyd-3-fosfatu) s C2-donorovou
jednotkou, jako je sedoheptulosa-7-fosfat pies transketolasovou reakci.

C3 jednotka, kterd se spojuje sC5 jednotkou pii tvorbé MTL skeletu, pochazi
z vhodné donorové molekuly jako je sedoheptulosa-7-fosfat a je pridana pomoci
transaldolasové reakce. V zavislosti na pavodu C3 donorové molekuly, C3 jednotka
sestava bud’ z intaktniho C3 skeletu, nebo vznikla spojenim C1 a C2 jednotek.

Jednotky C3 a C5 kondenzuji za vzniku oktosy, kterd je pak preménéna na MTL v
sérii reakci, o nichz je jen minimum informaci. Predpoklada se, Ze pieména zahrnuje
izomerizaci oktulosy na oktosu, defosforylaci a redukci uhliku C8, transaminaci a
thiomethylaci na C1.
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Doposud nebyl identifikovan ani jeden vnitini intermediat cukerné vétve biosyntézy
linkomycinu, piesto byl zékladni navrh drahy, vypracovany Brahmem a spolupracovniky
(BRAHME et al.,, 1984a) modifikovan. Sekvenacni projekt linkomycinového
biosyntetického shluku gent totiz odhalil totiz ptitomnost tzv. cukerného shluku
(subcluster), jez je soucasti linkomycinového biosyntetického shluku geni (PESCHKE et
al., 1995) a jehoZz homology nalézame i u jinych aktinomycet (PISSOWOTZKI et al.,
1991; STOCKMANN a PIEPERSBERG, 1992), kde je zahrnut v tvorbé sekundarnich
metabolitt. V cukerném shluku jsou sdruzeny geny kodujici enzymy, jejichZz piitomnost
vede k zaveru, Ze biosyntéza MTL zahrnuje nukleotidyla¢ni aktivacni krok a posloupnost
modifika¢nich krokt probihajicich na nukleotidem (nejspise dTDP) aktivovaném
cukerném intermediatu. Tento alternativni navrh drahy je zaloZen na stoji na postulatu, Ze
BC profil, publikovany Brahme a spolupracovniky (BRAHME et al., 1984a), by mohl
podporovat glukosu jako vychozi jednotku za piedpokladu, Ze dochazi k rychlé rovnovaze
v hexosofosfatovém ,,poolu”  zprostiedkované hexosomonofosfatovou drdhou béhem
produkeni faze. Podobny typ preusporddani znaceni byl jiz popsan pro jiné latky
(validamycin a neomycin) produkované streptomycetami a odvozené od glukosy (CHUNG
et al., 1997).

CH,
HO
xylosa-5-(P) H,N
+ H 0 CH
—_— 3
sedoheptulosa-7-(P) OH ~ HO

SCH,

dTDP-glukosa —_—

OH
Obr. 26: Hypotetickd cukerna vétev biosyntézy linkomycinu. Jsou zde uvedeny dvé
alternativni drahy vychézejici z pentosového cyklu (A), nebo dTDP glukosy (B).

2.3.6.3. Kondenzace propylprolinu a methylthiolinkosamidu na N-
demethyllinkomycin

Predposlednim krokem biosyntézy linkomycinu je tvorba amidové vazby mezi
aminoskupinou cukerné (MTL) a karboxylovou skupinou aminokyselinové (PPL)
podjednotky linkomycinu. Kondenzaci podjednotek vznikd N-demethyllinkomycin (NDL)
(Obr. 27). Pro existenci tohoto biosyntetického svédci  prace Argoudelise a
spolupracovnikia (ARGOUDELIS et al., 1965b), ktefi popsali hromadéni linkomycinu i N-
demethyllinkomycinu v médiu producenta v médiu obohacovaném
methylthiolinkosamidem (MTL). Existence syntetdzové reakce byla dale potvrzena
studiemi syntetdzové aktivity producenta linkomycinu in vivo (HAUSKNECHT a WOLF,
1987) i invitro (CHUNG et al., 1997).
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Obr. 27: Kondenzace propylprolinu a methylthiolinkosamidu na N-
demethyllinkomycin

2.3.6.4. Methylace N-demethyllinkomycinu, vznik linkomycinu

Zavérec¢nou reakci biosyntézy linkomycinu je N-methylace N-demethyllinkomycinu
za vzniku linkomycinové molekuly (Obr. 28). Existence tohoto biosyntetického kroku byla
povrzena experimenty in vitro (CHUNG et al., 1997) i invivo (KADLEC, 2000).

H CH CH CH

| o 3 '3 0 3
N I HO N I HO
C—NH C—NH

H o — H o
H H
SCH, SCH,
OH . . H

linkomycin

N-demethyllinkomycin

Obr. 28: Methylace N-demethyllinkomycinu, vznik linkomycinu
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2.3.7. Biosyntéza antibiotik strukturéné pribuznych linkomycinu

Komparativni analyza genovych shlukt pro biosynteticky ptibuzné sekundarni
metabolity je velmi G¢innym nastrojem pro piifazovani funkci jednotlivym geniam téchto
shlukt. Tento pristup byl UspéSné pouzit napt. pifi analyze shluki pro biosyntézu
aminokumarinovych antibiotik (POJER et al., 2002). Uvedeny pfistup vychazi
z predpokladu, Ze strukturaln¢ podobné prvky v molekulach sekundarnich metabolitt
budou syntetizovany pomoci podobnych metabolickych drah..

Podle uvedeného piedpokladu sdileji linkomycinu strukturalné ptibuzné antibiotika,
(celesticetin a  pyrolo[1,4]benzodiazepiny  (Obr. 29)), slinkomycinem ¢asti svych
biosyntetickych drah.

2.3.7.1. Biosyntéza celesticetinu

Mezi linkomycinu biosynteticky ptibuzna antibiotika patii celesticetin, produkovany
kmenem Streptomyces caelestis (HOEKSEMA et al., 1955; HOEKSEMA, 1968). Jak jiz
bylo uvedeno vyse, celesticetin je strukuralné rovnéz ¢len linkosamidové rodiny antibiotik
a s linkomycinem pravdépodobné sdili velkou ¢ast biosyntetické drahy, v niz je
syntetizovana cukerna slozka jejich molekuly (obr. Xx). Biosyntéza celesticetinu nebyla
dosud studovana tak systematicky jako biosyntéza linkomycinu (piehled nékterych praci
Ize najit v prehledném c¢lanku (WRIGHT, 1983). Nicméng vi se napi., Ze prolinova cast
celesticetinu neni syntetizovana touz cestou, jakou vznika prolinovy derivat v molekule
linkomycinu (JELINKOVA et al., 2004).

2.3.7.2. Biosyntéza pyrolo[1,4]benzodiazepinovych antibiotik

Mezi linkomycinu biosynteticky pfibuznd antibiotika pattii pyrolo-[1,4]-
benzodiazepiny, produkované napt. kmeny Streptomyces refuineus var. thermotolerans
(anthramycin) (TENDLER a KORMAN, 1963), Sreptomyces achromogenes var.
tomaymyceticus (tomayamycin) (ARIMA et al., 1972), Streptosporangium sibiricum
(sibiromycin). Pyrolo-[1,4]-benzodiazepiny maji vyznamnou protinadorovou aktivitu,
jejich terapeutické pouZiti vSak znemoznuje jejich kardiotoxicita (WRIGHT, 1983).

Strukurélné jsou pyrolo-[1,4]-benzodiazepiny tvoteny antranilatovou a prolinovou
podjednotkou, spojenymi peptidovou vazbou a naslednym, pravdépodobné spontdnnim
uzavienim kruhu (HURLEY a ROKEM, 1983). Uvedené pyrolo-[1,4]-bensodiasepiny se
liSi substituenty na aromatickém kruhu, povahou postranniho tetézce na prolinovych
podjednotkach a stupném nenasycenosti prolinového kruhu (WRIGHT, 1983). Ruzné
derivaty prolinu (Obr. 29), které jsou pravdépodobné syntetizovany biosyntetickymi
drahami, sdileji nékteré kroky saminokyselinovou vétvi biosyntézy linkomycinu. Tyto
sdilené kroky byly navrzeny (HURLEY, 1980).

Genovy shluk pro biosyntézu anthramycinu byl osekvenovan a byly v ném nalezeny
homology Imb gena A, B1,B2,W,XaY (HU et al., 2007).
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Obr. 29: Linkomycin a biosynteticky pribuznd antibiotika
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2.3.8. Geneticky zaklad biosyntézy linkomycinu

Podobné jako biosyntetické geny fady jinych antibiotik jsou geny fidici biosyntézu
linkomycinu usporadany ve shluku spolecné sgeny rezistencnimi. Shluk gent pro
biosyntézu linkomycinu (dale jen linkomycinovy shluk) je lokalizovan chromozomalng,
jeho délka je cca 35 kb a je v ném sdruzeno 29 otevienych ¢tecich rdmcea (Obr. 30), jez
jsou pravdépodobné organizovany v dvanacti transkripénich jednotkach (PESCHKE et al.,
1995; JANATA et al., 2001).

) mmh)e) (Xt N D adEd -

rA A Bi1B2C DE FGIHJKL MNZPOSRQTVWTBXY U rC

Il Hypotetické rezistenéni geny
[ ] Genv pravdépodobné koéduiici NDL syntetasu

B Genv kdduiici enzvmy zahrnuté v pieméné tvrosinu na PPL
B Genv pravdépodobné kéduiici enzvmv zahrnuté v konverzi alukosv na MTL

B Geny neznamé funkce
[ ] NDL methyltransferasa

Obr. 30 Schéma genového shluku pro biosyntézu linkomycinu

Uplné sekvence linkomycinového shluku pramyslového nadprodukéniho kmene S.
lincolnensis 78-11 je zndma (PESCHKE et al., 1995) jiZz od roku 1995, funkce vSak byly
experimentalné ptifazeny jen nemnohym ¢&tecim ramcam; funkce ostatnich jsou doposud
pouze dedukovany na zaklade¢ pocitacové analyzy jejich sekvence (Tab.2).

V ramci shluku jsou sdruzeny tii geny kddujici rezistenci k linkomycinu (dale jen
Imr geny). Gen ImrA koduje pravdépodobné integralni membranovy protein
(protongradient-dependentni exportér) (castnici se transportu linkomycinu z buriky
(ZHANG et al., 1992; PESCHKE et al., 1995). Gen ImrB vykazuje (na udrovni
proteinového produktu) podobnost s 23S rRNA methyltransferasami a zajistuje tedy
rezistenci k linkomycinu nejspise formou modifikace (methylace) zasahového mista
(ZHANG et al., 1992). Posledni z trojice rezisten¢nich gend, ImrC, vykazuje (na drovni
proteinoveho produktu) podobnost s ABC transportéry a pravdépodobné tedy koduje dalsi
protein s transportni fukci (PESCHKE et al., 1995).

Kromé rezistenénich gent obsahuje shluk 26 dalSich genia (dale jen Imb geny), u
nichz je piedpokladana funkce biosynteticka ¢i regulacni. ZvIlastni postaveni v ramci této
skupiny gent zaujimaji geny tvotici tzv. cukerny shluk. Jsou to geny oznacované jako
IMbQRSOPZNML (PESCHKE et al., 1995). Homology téchto gena lze nalézt v tzv.
»cukernych shlucich”, které koduji enzymy biosyntézy deoxy(amino)cukri, za¢lenovanych
mikroorganizmy do antibiotik. Typickymi enzymovymi aktivitami, které jsou kédovany
geny sdruzenymi v takovych ,cukernych shlucich“, jsou dehydratasy, isomerasy,
aminotransferasy, methyltransferasy a glykosyltransferasy (NEDAL a ZOTCHEV, 2004).
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Z hlediska studia funkce geni linkomycinového biosyntetického shluku jsou
nejzajimaveéjSi homology ,,cukernych gent* sdruzené v genovém shluku pro biosyntézu
biosynteticky piibuzného antibiotika celesticetinu (viz. vy3e) (KOBERSKA et al., 2005).

Formalné ucelenou skupinu piedstavuji i geny, jejichz homology byly nalezeny
v genovém shluku pro biosyntézu antramycinu — geny ImbA,B1,B2,W,X,Y (HU et al.,
2007). Na zéklad¢ wvysledka srovnavaci analyzy sekvenci linkomycinového a
anthramycinového shluku lze predpokléadat, Ze se tyto geny Uc¢astni biosyntézy prolinovych
derivata ptitomnych v jejich molekuldch. V pokusech in vitro bylo zjisténo, Ze protein
LmbB1 premériuje DOPA na bliZze neidentifikovanou latku Zluté barvy a proteiny LmbB1
a LmbB2 preménuji in vivo tyrosin na blize neidentifikovanou latku Zluté barvy
(NEUSSER et al., 1998). U inaktivanta S lincolnensis v genu ImbX je produkce
linkomycinu obnovitelna obohacenim kultiva¢niho média o PPL. Gen ImbX je tedy
skute¢ng funkenim genem shluku a Ggastni se biosyntézy PPL (SMUTNA, 2007). Gen
ImbY vykazuje (na Urovni proteinového produktu) podobnost s F420-dependentnimi
oxidoreduktasami.

Gen ImbC je jednim z méla Imb gena jimZ byla prifazena funkce. Jeho proteinovy
produkt LmbC adenylaci aktivuje PPL pro vstup do kondenzaé¢ni reakce (KADLCIK et al.,
2006, June 24-28).

Gen ImbJ je dalSim genem, jehoZ funkce byla prokazana experimentélné in vitro.
Gen koduje S-adenosyl-dependentni methyltransferasu, Kkatalyzujici finalni reakci
biosyntézy linkomycinu, tedy methylaci N-demethyllinkomycinu (KADLEC, 2000).
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Protein Podobnost s konzervovanymi Predpokladana/ prokazana funkce
doménami
LmrA Nadrodina MFS Efluxni typ rezistence k linkomycinu
(major facilitator superfamily) (exportér zavisly na protonovém gradientu)
LmrB rRNA adenin dimethylasy Rezistence k linkomycinu  modifikaci
(methylaci) z&sahového mista (23S rRNA
methyltransferasami)
LmrC ABC-transportéry Efluxni typ rezistence k linkomycinu (ABC
transporter)
LmbA y-Glutamyltranspeptidasy ?
LmbB1 glyoxalasa/ proteiny zajistujici DOPA extradiol dioxygenasa
resistenci k bleomycinu /dioxygenasy
LmbB2 - tyrosin hydroxylasa
LmbC Acyl-CoA syntetasy (AMP- Aktivace PPL pro vstup do kondenzaéni
vytvaiejici)/ ligasy spojujici AMP a reakce
kyselinu (KADLCIK et.al., 2006)
LmbD - kondenza¢ni enzym
LmbE velka rodina homologt neznamé kondenzaéni enzym
funkce
LmbF Aminotransferasy kondenzaé¢ni enzym
LmbG methyltransferasy
LmblIH T1dD (Zn-dependentni proteasy) ?
LmbJ SAM-dependentni methyltransferasy NDL-methyltransferasa (KADLEC, 2000)
LmbK Hydrolasy biosyntéza aminocukru
Fosfatasy
LmbL dehydrogenasy biosyntéza aminocukru
LmbM 4,6-Dehydratasy biosyntéza aminocukru
LmbN ACP proteiny (acyl carrier proteins) biosyntéza aminocukru
Isomerasy cukri
LmbO nukleotidyltransferasy biosyntéza aminocukru
LmbP kinasy cukra biosyntéza aminocukru
LmbQ T1dD (Zn-dependentni proteasy) ?
LmbR transaldolasy biosyntéza aminocukru
LmbS aminotransferasy biosyntéza aminocukru
LmbT glykosyltransferasy biosyntéza aminocukru
LmbU cloE, novE, couE (regulaéni ? geny) ?
LmbV - ?
LmbwW methyltransferasy biosyntéza PPL
LmbX PhzC/PhzF biosyntéza PPL
(biosyntéza fenazint)
LmbY flavin-dependentni oxidoreduktasy biosyntéza PPL
LmbZ dehydrogenasy ?

Tab. 2 Sekven¢ni analyza a shrnuti informaci o proteinovych produktech gent
linkomycinového biosyntetického shluku.
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CiL DIZERTACNI PRACE

Derivatiza¢ni experimenty (MAGERLEIN, 1971) naznacuji, Ze linkosamidova
antibiotika predstavuji potencidlni zdroj novych latek svyssi Gc¢inosti, SirSim spektrem
acinku, pripadné lepSimi farmakologickymi vlastnostmi, neZz ptirodni linkomycin. Navic,
enzymy sekundarniho metabolismu jsou obecné znamy SirSi substratovou specifitou a
(alespon nekteré) enzymy biosyntézy linkomycinu ziejmé nejsou v tomto sméru vyjimkou.
Kromé¢ linkomycinu je totiz ptirozené produkovan i minoritni linkomycin B a kromé toho
Ize Gpravou sloZeni média ziskat i dalSi linkomyciny.

Biosynteticka draha linkomycinu je tedy potencialnim pfedmétem genetickych
manipulaci scilem ziskat hybridni antibiotika na bazi linkomycinu. Zakladnim
piedpokladem pro Uspédné cilené manipulace biosyntetické drahy jsou vSak podrobné
znalosti sekvence jejich reakci i samotnych enzymovych aktivit. V ptipad¢ linkomycinu
jsou navzdory dlouho znamé sekvenci biosyntetického genového shluku informace o
enzymech Katalyzujicich jednotlivé reakce kusé. Situace je navic komplikovana
minimalnimi znalostmi o vnittnich intermediatech drahy.

Cilem predkladané dizerta¢ni prace bylo pripravit padu pro cilené genetické
manipulace rozsitenim poznatka jednak o aminokyselinové vétvi drahy, zejména o jejich
poc¢atecnich krocich, jednak o klicovém enzymu dréhy, NDL-syntetase, kterd katalyzuje
kondenzaci cukerné a aminokyselinové podjednotky linkomycinu a kterd by méla
potencidlné rozpoznavat predkladané modifikované intermediaty linkomycinu odvozené
od PPL.
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11I.VYSLEDKY

1. L-3,4-Dihydroxyphenyl alanine-extradiol cleavage is followed by intra-
molecular cyclization in lincomycin biosynthesis

Cile: Cilem prace bylo ptitadit funkci proteinu LmbB1, bliZe jej charakterizovat a potvrdit
piedpoklad, Ze 2,3-extradilové Stépeni aromatického kruhu DOPA je skute¢né reakci
v metabolické draze vedouci k syntéze linkomycinu.

Metody: Protein LmbB1, kdédovany genem linkomycinového genového shluku, byl
nadprodukovan v E. coli BL21 (DE3) pomoci vektoru pET28b. Zvyseny podil rozpustné
formy LmbB1 byl zajistén kultivaci ve snizené post-indukéni teploté. LmbB1 byl
purifikovan metaloafinitni chromatografii a kvalita preparatu byla ovérena SDS-
elektroforézou. Molekulova hmotnost LmbB1 byla stanovena gelovou chromatografii. Pro
testy a ovefeni byl reakeéni produkt LmbB1 nadprodukovan pomoci purifikovaného
LmbB1; pro preparaci proteinu pak pomoci bun¢k E. coli BL21 (DE3) nadprodukujicimi
LmbB1. LmbB1 reakéni produkt byl charakterizovan pomoci CE-MS.

Vysledky: Protein LmbB1 byl nadprodukovan v E. coli, purifikovan v aktivni form¢ a
charakterizovan jako dimer identickych podjednotek. Stanovend molekulovd hmotnost a
fragmentacéni profil LmbB1 reakéniho produktu byly vsouladu s predpokladanou
strukturou kyseliny 4-(karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrolo-2-karboxylové.
LmbB1 je tedy dioxygenasa Kkatalyzujici 2,3-extradiolové Stépeni aromatického kruhu
DOPA. Z bezprostredniho produktu Stépeni, 2,3-secoDOPA, vznikd LmbB1 reakéni
produkt  kyselina  4-(karboxy-3-oxo-propenyl)-2,3-dihydro-1H-pyrrolo-2-karboxylova
intramolekularni cyklizaci a to nejpravdépodobnéji za prispéni LmbB1.
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