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ABSTRAKT
V ramci této bakalaiské prace byly analyzovany proteiny ze skupiny enzymu — esteraz
a jejich mozna indukce po piidani Zeleza do kultiva¢niho media. Dale byl hodnocen
vliv ptfidavku Fe?* kationti na produkci daunomycinu v submerzni kultufe
Streptomyces coeruleorubidus. Prace je rozd€lena na dvé Casti. V prvni Casti byl
predstaven rod aktinobakterii Streptomyces, jejich vyskyt, vlastnosti a mozny piinos
diky produkci sekundarnich metaboliti. Ve druhé, experimentalni ¢asti, byl popsan
pouzity kmen Streptomyces coeruleorubidus. Vliv pfidavku Zeleza byl hodnocen
pomoci HPLC analyzy a nativni polyakrylamidové elektroforézy (nativni PAGE).
Pomoci analyzy HPLC bylo zjisténo, Ze piidani Zeleza ve formé FeSO4 do media
zvySuje produkci daunomycinu, a to pfiblizné 21,5x. Pfi nativni PAGE byly po
obarveni gelu zji§tény proteiny (esterazy), nejspise ze skupin o a p esteraz, které byly
kmenem Streptomyces coeruleorubidus produkovany navic ¢i ve vétsi mite, pokud

medium obsahovalo Zelezo.

Klic¢ova slova: Streptomyces, sekundarni metabolity, antracykliny, PAGE, proteiny,

esterazy

ABSTRACT

In this bachelor's thesis, proteins from the group of enzymes — esterases and their
possible induction after the addition of iron to the culture medium were analyzed.
Furthermore, the effect of the addition of Fe?* cations on daunomycin production
under submersion cultivation conditions of Streptomyces coeruleorubidus culture was
evaluated. The work is divided into two parts. The first part introduced the genus
actinobacteria called Streptomyces, their occurrence, properties and possible benefits
due to the production of secondary metabolites. In the second, experimental part, the
use of the Streptomyces coeruleorubidus strain was described. The effect of iron
addition was evaluated by HPLC analysis and native polyacrylamide electrophoresis
(native PAGE).

HPLC analysis showed that the addition of iron in the form of FeSO4 to the
medium increased daunomycin production by approximately 21.5-fold. During native

PAGE and after staining, proteins, i.e. esterases, most likely from the groups of a and



[ esterases, were detected. Those were more or t0 a greater extent produced by the

Streptomyces coeruleorubidus if the medium contained iron.

Key words: Streptomyces, secondary metabolites, anthracyclines, PAGE, proteins,

esterases
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1 Uvod

Bakterie rodu Streptomyces se v soucasné dobé t€si pomérné velkému zajmu, a to
predevsim diky jejich schopnosti produkovat Sirokou Skalu sekundarnich metaboliti.
Témi jsou antifungalni a antibakterialni latky. Ty piindSeji jisté vyhody pfimo jejich
producentiim, hlavné pii soupeieni o stanovisté. A zaroven, co je z pohledu ¢loveka
velmi dulezité, se uplatituji ve farmaceutickém pramyslu, a to ve formé antibiotik,
imunosupresiv ¢i pii 1é¢b€ nadorovych onemocnéni. Pozornost se pak vénuje hlavné
produkci antracyklini — antibiotik, ktera bakterie rodu Streptomyces pftirozené
produkuji, a ktera se fadi mezi nejucinnéjsi chemoterapeutika pti 1é¢be rakoviny.
Spolecnost v soucasné dob¢ celi n€kolika nadroénym vyzvam, které spolu Uzce
souvisi. Jednou z nich je zvySujici se primérny veék populace a kvalita Zivota, druhou
zvySeny vyskyt civiliza¢nich chorob a naddorovych onemocnéni. Cilem vyzkumu by
mélo byt jednak objevovani novych ucinnych latek, ale i optimalizace stavajicich a
pouzivanych postuptd. To by mélo vést ke snizeni nezadoucich ucinkd, napiiklad
sniZeni negativniho plsobeni antracyklinovych antibiotik na srde¢ni tkan pacienta.
Cilem této bakalaiské prace je zjistit, zda pfitomnost zeleza v submerzni kultuie
bakterii rodu Streptomyces muze podpofit produkci daunomycinu a zda dochazi

Kk syntéze proteini praveé za ptitomnosti zeleza v kultiva¢nim mediu.




2 Literarni reSerse

2.1 Bakterie rodu Streptomyces

Poprvé byl rod Streptomyces piedstaven Waksmanem a Henrici v roce 1943.
Streptomyces je nejvétsi rod Aktinobakterii (Hong et al., 2009). Bylo popsano vice nez
500 druhti bakterii rodu Streptomyces. Obecné se vyznacuji podobnymi
fyziologickymi a morfologickymi vlastnostmi, chemickym slozenim bunécné stény,
typem peptidoglykanu, fosfolipidd, fetézci mastnych kyselin, procentualnim obsahem
GC (guanino-cytosinovy komplementarni par), 16 STRNA analyzou a hybridizaci
DNA — DNA (Korn-Wendish a Kutzner, 1992).

Streptomyceta jsou aerobni, chemoorganotrofni, vlaknité, gram-pozitivni bakterie.
Potrebuji k zivotu organicky uhlik, anorganicky dusik, mineralni soli, nepotiebuji vSak
vitaminy ani rustové faktory (Lee a Demain, 1997). VétSina jsou mezofilni, rostou pii
teplotach 15-37 °C a v pH 6,5-8. Jsou odolng&jsi vuci suchu, vyzaduji méné vihkosti
nez jiné bakterie (Subbarao, 1999).

Svou strukturou jsou velmi podobné houbam. Vlakna a vytrusy jsou velmi malé,

obvykle 1 um nebo i méné (Willemse et al., 2011). Vytrusy jsou tvofeny fragmentaci
vlaken, tvoii sit, tzv. mycelium. Kolonie jsou pomalu rostouci. Diky produkci
t€kavého metabolitu geosminu maji ¢asto pudni zapach (Jiittner a Watson, 2007).
Na pocatku ristu jsou kolonie hladké, az pozdéji se objevuje vzdusné mycelium, které
muze byt vlo¢kovité, praskovité, granulované ¢i sametové (Ambarwati et al., 2012).
Produkuji Sirokou skalu pigmentt, které jsou odpovédné za zbarveni vegetativnich a
vzdusnych mycelii (Flardh a Buttner, 2009).

Streptomyceta jsou nepohybliva, pozitivni na katalazu, redukuji dusi¢nany na
dusitany, rozkladaji adenin, esculin, casein, gelatin, hypoxantin, Skrob a L-tyrosin
(Smaoui et al., 2011). Peptidoglykan bunétné stény obsahuje z velké Ccasti
L-diaminopimelovou kyselinu (L-DAP).

Nemaji zadné mykolové kyseliny, obsahuji mnozstvi nasycenych iso- a anteiso-
mastnych kyselin, maji bud’ hexa- nebo okta -hydrogenované menachinony s deviti
izoprenovymi jednotkami. Maji komplexni polarni lipidy, které obvykle obsahuji
difosfatidyl glycerol, fosfatidylethanolamin, fosfatidilinositol a jeho monosidy
(Cummins a Harris, 1958).




Metabolicka rozmanitost Streptomycet tkvi pfedev§im v tom, Ze maji extrémné
velky genom se stovkami transkripcnich faktort fidicich genovou expresi. To jim

umoziuje reagovat na dané potieby.

Streptomyceta se podobaji houbam nejen vzhledem, ale i jejich Zivotnim cyklem.
Ten zacina, kdyz se spory usadi na bohaté médium. To stimuluje existenci spor
Vv klidovém stavu, zacina kli¢eni a tvofi se zarodky.

Ve vegetativnim stadiu ristu buniky nepodstupuji binarni st€peni. Prodluzuji se a
vétvi, ¢imz vznika sit’ vldken, které rostou na povrchu a uvnitt média.
Tato sit’ se nazyva substratové mycelium (Flardh a Buttner, 2009). Jak kolonie dale

roste, mycelium uprostied se zacind odliSovat. Vysledkem diferenciace je vznik

vzdusnych hyf.
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Obrazek 2.1.1 Zivotni cyklus bakterit rodu Streptomyces (Mohammadipanah a Dehhaghi, 2017)

Streptomyceta jsou v piirodé rozsitena, a to predevsim v pudé, kde tvoii asi 40 %

vSech pudnich bakterii. Jejich populace v ekosystému je dana fadou chemickych,

fyzikélnich a biologickych faktorti. Pfedevsim zalezi na ptidni vodé a zivinach v ptde,
na pudnim pH, vlhkosti, slanosti, na struktufe ptidy a na podnebi (Locci, 1989).

e seno a jiny organicky material — zde maji dileZitou ulohu pfi rozkladu

organické hmoty, kde rozkladaji obtizn€ rozlozitelné latky, jako

napiiklad celulozu a chitin, dale se podileji na tvorbé humusu a

produkuji velké mnozstvi antibiotik (Kalhotka a Tesarova, 2014),




e sladké a slané vody,

e rostliny — zde hraji malou roli jako rostlinné patogeny, napiiklad
Streptomyces scabies, Streptomyces aureofaciens mohou zpusobovat
hnilobu pudy, strupovitost (Fatope et al., 2000). Na druhé stran¢ n¢které
druhy Streptomyces lze efektivné vyuzit jako biologickou kontrolu
(Rugthaworn, 2007),

e lidé a zvifata — n€které kmeny Streptomyces mohou zpisobovat
infekce, vCetné kontaminace ran a tvorby abscesti — bakterie prorusta
do podkozni tkan¢, tvoii se 1éze (Seipke et al., 2012), Streptomyceta

jsou také povazovana za respiracni alergeny u lidi.

2.1.1 Sekundarni metabolity
Sekundarni metabolity jsou slozité chemické slouc¢eniny neboli produkty, které maji
jisty vyznam pouze pro svého producenta. Nejsou pro organismus esencialni, ale
umoznuji mu druhové interakce a poskytuji konkurenéni vyhodu nebo ochranu pied
neptiznivymi zivotnimi podminkami (Keulen a Dyson, 2014). Sekundarni metabolity
jako produkty jsou chemicky velmi rozmanité, coz je zpusobeno piedev§im
pfitomnosti riznych metabolickych drah, tzv. intermediatd, které vedou k syntéze
sekundarnich metaboliti. Soubor biochemickych drah, které vedou k jejich vzniku se
souhrnné nazyva sekundarni metabolismus (Bibb, 2005). Tyto metabolické drahy
umoznuji vytvofit velmi chemicky rozmanité latky, které z primarniho metabolismu
nezname. EXistuje nékolik metabolickych drah vedoucich k syntéze sekundarnich
metabolith — peptidovd, polyketidovd syntdza (PKS), drdha nonribozomdlni
polypeptidové syntazy (NRPS), hybridni (nonribozomélni polyketidovd syntaza),
draha shikimate, syntéza B-laktamu a dridha sacharidii. Geny koédujici tyto syntetické
dréhy jsou obecné pfitomny v chromozoméalni DNA a jsou ¢asto uspotfaddany do shlukii
(Harir, 2018).
Od primarniho se sekundarni metabolismus lisi:
e je postradatelny, neni spojen s ristem
e je aktivni pouze v ur€ité fazi Zivotniho cyklu a zavisi na podminkéach

prostiedi, jako je naptiklad slozeni kultivaéniho media




Z pohledu dilezitosti se vétSinou sekundarni metabolity povazuji za méné
dilezité. Avsak vyznam pro svého producenta maji jist¢ velky a mohou ptinaset i jisté
vyhody. Dukazem toho muze byt schopnost zvySovat rust, reprodukci organismu.
Nebo mohou byt u€innymi chemickymi zbranémi proti predatorim a kompetitoram,
tedy zvysuji nad€ji producenta na preziti (Masdk, 2014). VétSina sekundarnich
metabolitl se projevuje jako chemické signaly, které tfeba u Streptomycet koordinuji
tvorbu spor. Také produkce antibiotik, toxinti nebo pigmentl, jako produkti
sekundarniho metabolismu, hraje vyznamnou roli v zivotnim cyklu mikroorganismd.
Mikroorganismy produkuji sekundarni metabolity ve stacionarni fazi a ve fazi
zpozdéni jejich ristu, avSak aktinomyceta, zvIast rod Streptomyces, mize sekundérni
metabolity produkovat v exponencialni, stacionarni i smrtici fazi rastu (Zitouni, 2005).

Ve vztahu k ¢loveéku hraji sekundarni metabolity velmi vyznamnou roli, jejich
vyuziti je Siroké. PredevS§im pak bakteriim rodu Streptomyces se dostava pozornosti.
Od objeveni streptomycinu v roce 1943 nasledovaly objevy mnoha dalsich antibiotik,
ktera jsou hojné farmaceuticky vyuzivana (Katz a Baltz, 2016). Nejéastéji se vyuzivaji
pii 1écbé nemoci, které zpiisobuji mikrobidlni patogeny. Naptiklad vyuziti
tetracyklinovych antibiotik.

Sekundarni metabolity Streptomycet nasly uplatnéni také pti 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Casto byvaji soucasti chemoterapii. Napiiklad daunorubicin,
antibiotikum ze skupiny antracyklint, je béZné uzivan pti 1écbé€ n€kterych forem akutni
leukémie (Fassas a Anagnostopoulos, 2005). Dalsi metabolity s protinadorovou
aktivitou jsou naptiklad aktinomycin, aktinomycin D, staurosporin a dalsi.
Nezadoucim u¢inkem pii nedodrzeni davkovani téchto 1é¢iv je vSak silna toxicita pro
ostatni bunky téla.

Dale tfeba rapamycin nebo takrolimus, které mohou byt napomocné pii
potla¢ovani imunitniho systému ¢loveka, ktery je po transplantaci orgédnu. Predepisuji
se samostatné, v kombinaci obou anebo s dal$imi imunosupresivy, predevsim s jim

ptibuznym cyklosporinem (McAlister et al., 2000).
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2.1.2 Antracykliny
Antracykliny jsou skupinou protinadorovych antibiotik, ktera se ziskavaji z bakterii
rodu Streptomyces. | kdyZ jsou antracyklinova antibiotika znama uz od pocatku 50. let
(Brockmann a Bauer, 1950), pocatek vétsiho zajmu o né saha az do objeveni
daunomycinu (Dubost et al., 1963; DiMarco et al., 1964). Jak je zminéno vyse, uzivaji
se klécbe¢ riznych nadorovych onemocnéni. Principem jejich Gc¢inku je snizeni
aktivity enzymu topoizomerazy, to zpusobi zastavu replikace a déleni bun¢k (Puma et
al., 2008). Mohou puisobit téz interkalac¢né, tedy tak, ze zptisobi zmény DNA, vaze se
na oba fetézce soucasné, coz brani déleni bun€k a blokuje tvorbu bilkovin.

Antibiotika se podavaji pouze intravendézné, jsou metabolizovana jatry a
vylucovana Zlu¢i a ¢aste¢né moci (Puma et al., 2008). Antracyklinova antibiotika maji
vSak 1 znacné nevyhody. Jednou znich je toxicky uc¢inek na srdecni sval, tzv.
kardiotoxicita, coz mlize byt Casto limitujicim faktorem v uzivani téchto antibiotik.
Musi byt brat ohled predevsim na vék pacienta, genetické dispozice, jiz existujici
rizikové faktory (hypertenze), dalsi terapie (ozafovani) (Puchnerova et al., 2016).

Ponékud uspésného snizovani kardiotoxicity nasledkem uzivani antracyklinovych
antibiotik se dosahuje podanim tzv. lipozomalniho antracyklinu. Tedy molekuly 1é¢iva
jsou uzavieny v umgéle vytvoreném lipozomalnim obalu, ktery zajist'uje delsi polocas
léku v krvi, dale umoziuje proniknuti molekuly antracyklinu skrze propustnéjsi
kapilary nadoru, kde 1é€iva latka zistane v extracelularni tekuting, a naopak sniZuje
prunik molekul 1éku skrze srde¢ni bunky (Sieswerda et al., 2011).

Mezi nejzndmé;jsi antracykliny patfi doxorubicin, izolovany ve druhé poloviné 20.
stoleti z bakterie Streptomyces peuceutius. Dale daunorubicin, epirubicin, idarubicin a

dalsi.
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Obrazek 2.1.2.1 Chemicka struktura antracyklinii: DOX-doxorubicin, DNR-daunorubicin, EPI-epirubicin, IDA-
idarubicin (Shevchuk O., 2012)

2.2 Enzymy produkované bakteriemi rodu Streptomyces

Bakterie rodu Streptomyces vynikaji nejen schopnosti produkovat antibiotika, ale také
produkci fady vyznamnych enzymut (Sathya a Ushadevi, 2014). Jejich potencial
produkovat velké mnozstvi extraceluldrnich enzymii byl vSak do znacné miry
opomijen (Morosoli et al., 1997). Tyto enzymy jsou ve své podstaté bilkoviny, které
hraji vyznamnou roli jako metabolické katalyzatory. Ty diky absenci vnéj$i membrany
uvolnuji ihned do kultivaéniho media (Hamed et al., 2018), ¢imz je také znaéné
usnadnéna jejich izolace. Enzymy produkované Streptomycetami jsou uvedeny
v tabulce 2.2.1.

Enzym funkce

Amylazy $tépi §krob na jednodussi cukry

Proteazy patii mezi hydrolazy, $tépi bilkoviny hydrolyzou peptidické
vazby

Lipézy a esterdzy skupina enzymt, které katalyzuji hydrolyzu esterovych vazeb
v triacylglyceridech na glycerol a mastné kyseliny (Sharma et
al., 2001)

Zelatindza ziskala si pozornost pti vyvoji 1€k, diky prospektivni funkci
pfi degradaci pojivové tkané spojené s metastdzami tumoru
(Stevenson et al., 1993)

Tabulka 2.2.1 Enzymy produkované bakteriemi r. Streptomyces a jejich funkce (autor)
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2.3 Uloha Zeleza v sekundarnim metabolismu bakterii r. Streptomyces a jeho vliv
na produkci antracyklint

Zelezo je znamé jako ,klicovy”“ kov pro produkci sekundarnich metaboliti
Vv bakteriich, v¢etn¢ aktinomycet. Plisobi jako kofaktor mnoha enzymu (Andrews et
al.,, 2003). U Streptomyces spp. je zelezo pozadavkem na syntézu antibiotik
aktinomycinu, neomycinu, streptomycinu, chloramfenikolu a dalsich (Weinberg,
1970). To znamena, Ze piitomnost zeleza v definovaném mediu na za¢atku kultivace
muize mit zasadni vyznam pro optimalni produkci antibiotik (Pan et al., 1975).
V minulosti bylo provedeno mnoho studii o pozadavcich bakterii na kovy jako je
zelezo (Fe), hot¢ik (Mg), zinek (Zn), méd’ (Cu), mangan (Mn).

Napiiklad dle vysledku studie, které uvadi Majumdar a Majumdar (1965), kde se
hodnotil efekt piidani prvki Fe, Cu, Mn a Zn do kultiva¢niho media Streptomyces
fradiae a produkci neomycinu. Zatimco Mn a Cu nemaji zadny vliv na produkci
3.den kultivace 8 pg/ml a 5.den se produkce neomycinu témet zdvojnasobila na 14,9
ug/ml. Dalsi studie provadéna na kmeni Streptomyces coelicolor ukazala, ze Zelezo
ovliviiuje expresi vyvojovych genii a jeho nedostatek vedl ke zhorSeni diferenciace a
snizeni produkce sekundarnich metabolitd (Tierrafria et al., 2011). U Streptomyces
hygroscopicus byla produkce rapamycinu podpoifena pritomnosti Fe o koncentraci
vy$$i, neZ je nutna pro rust (Cheng et al., 1995).

Zelezo jako prvek v§ak neni pro mikroorganismy v nekyselém aerobnim prostiedi
snadno dostupny (Crichton, 2001). Na strané jedné je Fe®* nerozpustny a na strané
druhé je Fe?* toxicky pro bakterialni buiiky. V disledku toho je piijem Zeleza
regulovan transkripéni regulaci (Andrews et al., 2003). U nékolika bakterii, také u rodu
Streptomyces, se asimilace Zeleza provadi pomoci molekul chelatujicich Zelezo, které
se nazyvaji siderofory, coz jsou velké proteinové molekuly, které jsou schopné
extrahovat Zelezo jednoduse a rovnovaznym posunem (Wandersman a Delepelaire,
2004).

Streptomyceta jsou zndma pro svou schopnost produkovat Sirokou Skalu
siderofort (Barona-Gomez et al., 2004), které casto obsahuji hydroxamaty a
ketochelaty (Wang et al., 2014). Pii nedostatku Zeleza v mediu je produkce a/nebo
absorpce siderofort snizena nebo dokonce zrusena, coz vede v disledku ke zhorSené

diferenciaci, a tedy ke snizené produkci sekundarnich metabolitii (Yamanaka et al.,
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2005). Z toho vyplyva, ze siderofory hraji dilezitou roli v rstu bakterii a jejich

biosyntéza je tedy zavisla na dostupnosti zeleza v mediu.

2.4 Uloha Zeleza v syntéze proteinti bakterii r. Streptomyces

Zelezo je zakladni Zivina, ktera je vyzadovana pro mnoho kli¢ovych metabolickych
procestt v mikroorganismech, jako je transport elektronli, metabolismus energic a
syntéza DNA (Hantke, 2001). Vazba a transport Zeleza pomoci siderofori hraje
dilezitou roli v dostupnosti zeleza v bunice (Crosa, 1997). Koncentrace volného zeleza
Vv bunikach vSak musi byt ptisné regulovéana. U G- bakterii je metabolismus Zeleza tizen
globalnim regula¢nim proteinem Fur (Escolar et al., 1999), u G+ bakterii, kterymi jsou
I bakterie rodu Streptomyces, je metabolismus Zeleza regulovan hlavné skupinou
regulacnich proteini DmdR, které jsou =zavislé na dvojmocnych kovech, u
Streptomyces spp. jsou to proteiny DmdR1 a DmdR2 (Flores et al., 2005). Po interakci
s Fe?* nebo i jinymi dvojmocnymi kovy plisobi tyto proteiny jako transkripéni
regulatory, obvykle jako represory genil, které se podili na metabolismu Zzeleza.
V nékterych ptipadech mohou tyto regulatory zeleza fungovat také jako transkripéni
aktivatory (Rodriguez a Smith, 2003).

Pro piiklad Streptomyces coelicolor, jedna z nejznaméjsich aktinomycet (ale i
dalsi Streptomyces spp.) je schopna syntetizovat nékolik typt sekundarnich
metabolit,, obsahuje dvé kopie genu pro regulaci Zeleza, a to DmdR1 a Dmdr2.
Naruseni DmdR1 mélo za nasledek vyznamné zmény v proteomu Streptomyces
coelicolor, a to zejména Vv enzymech souvisejicich pravé s metabolismem zeleza
(Flores et al., 2005).

Existuje velké mnoZzstvi proteind, jejichz hlavni funkci je pfenos elektroni mezi
metabolickymi enzymy. Mnoho téchto proteinti vyuziva pravé Zelezo jako protetickou
skupinu v pfenosu elektrontl. Tyto proteiny mohou byt rozdéleny do skupin — hemové
anehemové typy (Lovenberg, 1973). Mezi tzv. nehemové typy patii také Fe-S klastry,
shluky, které se vyskytuji téméf ve vSech Zivych organismech, v bakteriich
nevyjimaje. Jednd se o jedny znejstarSich a nejvSestranéjSich anorganickych
kofaktorti. Jsou tvofeny ionty Zeleza, bud’ ve formé Fe?* nebo Fe3* a anorganickym

sulfidem (Beinert, 2000).
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Scheme 1. Classification of lron Proteins with Special Referance to
Iron=Sulfur Proteins

Iren-containing proteins
1

T 1
Heme proteins Iron=sulfur proteins Other proteins
]
[ - ]
Simple iron—sulfur proteins Complex iron-sulfur proteins
1
1 1 1
Rubredoxins Ferredoxins (Mher proteins
(Fd)
I-center 2-center
Yiron 4-iron
cluster cluster
I-cluster 2-cluster
Fd Fd
] 1
l-cluster 2-cluster
Fd Fd
r T T | T
Iron—sulfur Iron—sulfur Iron—sulfur lron—sulfur Others
flavopriteins molybdenum molybdenum hemoflavoproteins
proteins flavoproteins

Obrdzek 2.4.1Klasifikace proteinii obsahujicich Zelezo (Bezkorovainy, A., 1980)

Pravé do skupiny Fe-S klastru patii 1 proteiny Wbl, které se vyskytuji vyhradné u

aktinomycet, véetné rodu Streptomyces, kde hraji kli¢ovou roli pfi sporulaci (Molle et

al., 2000), pfi regulaci produkce antibiotik a rezistenci (Morris et al., 2005).
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3 Cil prace
Cilem této bakalarské prace je detekovat proteiny, které jsou indukovany ptidanim
zeleza ve form¢é FeSO4 do kultivaéniho media a vliv Zeleza na produkci antracyklinti
v submerzni kultufe Streptomyces coeruleorubidus.
Hlavni cile:
e hodnoceni vlivu pifidavku zeleza do kultivacniho media na produkci
antracyklint

e detekce proteinti indukovanych pfidanim zeleza do kultivaéniho media
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4 Metodika

4.1 Popis kmene Streptomyces coeruleorubidus

Streptomyces coeruleorubidus je vlaknita, gram pozitivni, aerobni bakterie z rodu
Streptomyces, kterd byla piivodné izolovéna z motského sedimentu (Pridham et al.,
1958). Tak jako ostatni bakterie rodu Streptomyces ptipomina svou strukturou houby.
Tvofti vzdusné i substratové mycelium. Substratové hyfy jsou rozvétvené, ale nenesou
zadné spory, vzdusné mycelium v dospélosti tvoii spirdlovy typ sporovych fetézcl
(Siva Kumar et al., 2012).

Pti kultivaci kmene, pouzitého pro praktickou ¢ast bakalarské prace, na PDA
(Potato Dextrose Agar, VWR) s pH 5,6 v termostatu pii 28 °C byly tvoieny kolonie,
které mély bilé az svétle Sedé vzdusné mycelium, pii kultivaci déle nez 14 dni az tmavé
Sedé. Zbarveni substratového mycelia se lisi dle délky kultivace. Po tfech dnech je

lehce Zluté, po péti dnech oranzové, po sedmi dnech Cervené.

Obrazek 4.1.2 Streptomyces coeruleorubidus, kolonie na PDA (autor)
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Obrazek 4.1.3 Streptomyces coeruleorubidus, vzdusné mycelium (autor)

0

iy

Obrdzek 4.1.4 Streptomyces coeruleorubidus, zbarveni agaru po 7 dnech kultivace (autor)

Jako i jiné kmeny bakterii z rodu Streptomyces, tak i Streptomyces coeruleorubidus
produkuje sekundarni metabolity, kterymi jsou antracyklinovd a antrachinonova
antibiotika, u¢inné proti Gram+ bakteriim a nadorovym onemocnénim, jakymi jsou
daunomycin, duborimycin, rubomycin M, baumycin Al (Pridham et al., 1958).
V soucasné dobé existuje mnoho diive ¢i nové izolovanych mutantnich kmeni
Streptomyces coeruleorubidus, které také produkuji antracykliny, mohou se vSak lisit
barvou vzdu$ného ¢i substraitového mycelia. Pro piiklad Streptomyces
coeruleorubidus NRRL 18370 produkujici pacidamyciny (Fronko et al., 2000) nebo
Streptomyces coeruleorubidus ME130-A4 produkujici antracyklinové feudomyciny A
a B (Okietal., 1981).

Streptomyces coeruleorubidus produkuje také enzym, kterym je slozena o + 8
hydrolaza. o + B hydrolaza je nadéeled’ hydrolytickych enzymu, které maji Siroce

odlisny fylogeneticky ptivod a katalytické funkce. Jadrem kazdého enzymu je alfa/beta
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list, obsahujici 8 beta fetézcl spojenych Sesti helixy (Ollis et al., 1992). o + B hydrolaza
obsahuje proteazy, lipazy, peroxidazy, esterazy, epoxidové hydrolazy a dehalogenazy
(Nardini a Dijkstra, 1999).

Kmen Streptomyces coeruleorubidus obsahuje také nékolik regulatori, které jsou
zavislé na pritomnosti intra nebo extracelularniho Zeleza, jako je IdeR, DtxR ¢i IRPs
(promotory) a také shluky Fe-S proteini. Kromé téchto regulatorii obsahuje tento
kmen s nejvétsi pravdépodobnosti také proteiny Wbl, které také patii do Fe-S klastru.
Jsou popsany napiiklad u Streptomyces venezueale ¢i Streptomyces coelicolor
(Stewart et al., 2020).

Bohuzel u kmene Streptomyces coeruleorubidus prozatim proteiny Wbl nebyly
oficialné uvedeny, v§ak tento kmen je morfologicky i kultivaénimi podminkami velmi
podobny pravé kmenu Streptomyces coelicolor, proto lze predpokladat, ze i zde tyto

proteiny maji tutéz funkci, mozna jen na jiném C-konci.
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Nasledujici pasaz ,,Ptiprava kultivacnich medii” o rozsahu 1 strana je vypusténa
z divodu budouciho podani patentové piihlasky a je obsazena pouze v plné verzi

prace, ktera je ulozena na Zeméd¢lské fakulté JU.
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4.1.1 Inokulace, kultivace vegetativniho media

Vegetativni medium bylo inokulovéano z pevného media.

£ A

Obrazek 4.1.5.1 Narostlé kolonie pouzité pro inokulaci do VM (autor)

Biomasa byla odebrana sterilné, ockovaci klickou do homogenizatoru (Potter-
Elvehjem) se 3 ml fyziologického roztoku a byla zhomogenizovana. Poté bylo
nainokulovéno 2,5 ml tohoto homogenizatu do VM pomoci pipety.

Vegetativni medium bylo kultivovano v orbitalni tfepacce s RPM 220, vykyvem
30 mm, pti 30 °C po dobu 38 — 42 hodin. Po 38 hodinach bylo steriln¢ odebrano 10 pl
na skli¢ko pod mikroskop, pro kontrolu idealni faze rstu pro inokulaci produkéniho

media.

Obrazek 4.1.1.6 Pripraveno pro inokulaci do PM, foto z mikroskopu (autor)
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4.1.2 Inokulace, kultivace produkéniho media
Produk¢éni medium bylo sterilné inokulovéano 2,5 ml vegetativniho media. Bylo
kultivovano v orbitalni tiepacce s RPM 220, vykyvem 30 mm, pii 30 °C po dobu 7
dni.

Po sedmi dnech byly z produk¢nich medii nesterilné odebrany 2 ml, které byly
pouzity na piipravu vzorku pro elektroforézu a zvlast' 1 ml, ktery byl extrahovan pro

kapalinovou chromatografii — HPLC.

4.2 HPLC analyza

Z 1 ml vzorku, ktery byl promichan na vortexu, bylo odebrano 400 pl do ¢isté jedno
mililitrové uzaviratelné zkumavky, bylo pfidano 180 pul 1M kyseliny staveloveé,
promichéno na vortexu. Poté bylo pfiddno 1,2 ml acetonu, promichdno na vortexu a
ptidano 300 ul destilované vody. Opét promichano na vortexu a sto¢eno v centrifuze
pti 14 000 g po dobu 5 minut. Poté bylo odebrdno 400 pl supernatantu do sklenéné

vialky a méfeno na kapalinovém chromatografu.

Stroj Shimadzu Nexera
Kolona C18 150x4,6 mm, 5 um DP
Mobilni faze MP A —H3PO4pH 2,7 + SDS 1 g/l

MP B — Acetonitril
pomér A:B = 50:50

Vlnova délka 254 nm
Detektor UV/VIS
Prutok 1 ml/min
Celkovy Cas analyzy 25 minut
Reten¢ni ¢as 7 minut
Velikost napichu 10 pl

Podminky se béhem analyzy neméni — izokratick4 reakce
Tabulka 4.3.1 Podminky HPLC analyzy (autor)

Vysledkem byla odectena plocha peaku, ktera byla pomoci vzorce

plocha ¢istého media . 0,1

' l_l Rovnice 4.2.1
plocha standardu [mg ] ovnice

kde plocha ¢istého media byla vypoctena ze vzorce

plocha peaku vzorku . 2,08
0,4

Rovnice 4.2.2
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a plocha standardu je 2531584, pfepoctena na jednotky mg/l, tedy produkci
daunomycinu v miligramech na jeden litr vzorku. Odpovida koncentraci daunomycinu

na arovni 100 mg/I.

4.3 Analyza proteini

4.3.1 Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza

Elektroforéza patii do skupiny elektromigrac¢nich separac¢nich metod. Principem je
migrace elektricky nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli. Toto pole se
vytvari vloZzenim stejnosmérného napéti mezi elektrody (Klouda, 1996).

Rychlost pohybu ¢astic je pfimo imérné aplikovanému napéti a naboji Castic a
nepiimo umérna velikosti ¢astic. Dulezitou roli hraje také velikost gelovych port, tedy
jak husty gel je. Cim hustsi gel, tim vice ptisobi jako molekularni sito a molekuly se
odd¢luji hlavné podle své velikosti. Elektroforézou 1ze oddélit malé kationty a anionty,
organické kyseliny, amino kyseliny, peptidy, lipidy, sacharidy, proteiny, nukleotidy,
nukleové kyseliny, dokonce i subcelularni ¢astice ¢i celé bunky. V praxi se vSak jedna
predevsim o separaci proteini a nukleovych kyselin (Platenik, 2008).

Rozlisuji se dva typy PAGE. Prvni je SDS PAGE, kde polyakrylamidovy gel i
pufr obsahuji SDS (dodecylsulfat sodny), ktery je schopen denaturovat bilkoviny.
V disledku toho gelem migruji proteiny a oddé€luji se presn¢ podle velikosti
polypeptidu a pro detekci je tedy postacujici pouze malé mnozstvi proteinu.

Druhym typem je nativni PAGE, kterd byla pouZzita v experimentalni ¢asti této
prace. Tento gel ani pufr neobsahuji zddné detergenty. Na nativnim gelu se od sebe
proteiny odd¢€luji podle jejich ¢istého naboje, velikosti a tvaru jejich nativni struktury.

V soucasné dob¢ je vice pouzivana metoda pomoci dodecylsulfatu sodného, tedy

SDS PAGE.
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4.3.2 Priprava polyakrylamidového gelu

Ptistrojové vybaveni

Obrazek 4.3.2.1 Souprava pro vertikdlni elektroforézu Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Systém (autor)

Pouzité chemikalie a roztoky

e destilovana voda

e Acrylamide-Solution (30%), Mix 37,5:1 (PanReac AppliChem)

e pufrA
na 100 ml pufru - 7,27 g Tris (VWR), 48 ml 1M HCI, pH 7,5 a dolit destilovanou
vodou do 100 ml

e pufrB
na 100 ml pufru — 6 g Tris (VWR), 48 ml 1M HCI, pH 8,8 a dolit destilovanou vodou
do 100 ml

e sifi¢itan sodny — Na;SO3 — nasyceny vodny roztok

e persiran amonny (APS), VWR
10% roztok — 100 mg APS, 900 ul destilované vody

e TEMED - Tetramethylethyldiamine (PanReac AppliChem)

e clektrodovy pufr

24



na 1000 ml pufru — 14,4 g glycinu (VWR), 3 g Tris (VWR), rozmichat v 600 ml
destilované vody, srovnat pH na 8,3 pomoci HCI a dolit destilovanou vodou do 1000

ml

Elektrodovy pufr pied pouzitim fedit 10x.

Piiprava geli:

Jeden findlni gel je asi 6 x 8 cm velky a 1 mm silny.

Postup:
1)
2)

3)

4)

5)
6)

Destilovana voda 6,25 ml
30% roztok akrylamidu 2,5 ml
Pufr A 1,75 ml
Sific¢itan sodny 25 ul
Persiran amonny (APS) 50 pl
TEMED 5ul
Celkovy objem 10,58 ml — pro dva gely

Tabulka 4.3.2.1 7,5% délici gel (autor)

Destilovan4 voda 3,125 ml
30% roztok akrylamidu 1,25 ml
Pufr B 1,75 ml
Sificitan sodny 12,5 ul
Persiran amonny (APS) 37,5 ul
TEMED 5ul

Celkovy objem 6,18 ml — pro dva gely
Tabulka 4.3.2.2 3,75% zaostiovaci gel (autor)

Sestavit Cisté a suché gelové kazety

Ptipravit 7,5% d¢lici gel — do suché ¢isté kadiny piidavat jednotlivé chemikalie
tak, jak jdou za sebou dle tabulky ¢.3, polymerace za¢ne ptidanim APS a
TEMEDu

Po pfidani vSech chemikalii promichat a pomoci pipety nalit mezi skla tak, aby
se netvorily vzduchové bubliny, kazety naplnit 2-2,5 cm pod horni okraj
(prostor pro zaostfovaci gel) a nechat 1,5 hodiny polymerovat

Po ukonéeni polymerace pielit pomoci pipety 3,75% zaostfovacim gelem,
pfipravenym dle tabulky ¢. 4 — tento gel polymeruje rychle, tudiZ pfipravit az
tésn¢ pred nalévanim

Ihned vlozit hfeben pro tvorbu jamek a nechat 15 minut polymerovat

Pted samotnou elektroforézou hieben vyjmout a jamky 2-3x promyt stfickou s

destilovanou vodou
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7) Po promyti skla s gely vlozit do stojanu do elektroforetické vany a ihned prelit

10x fedénym elektrodovym pufrem tak, aby byly jamky zcela pod hladinou

4.3.3 Priprava vzorki, naneseni vzorkii, vlastni elektroforéza
Pouzité chemikalie a roztoky

e laboratorni pisek

e 3M NaCl
na 100 ml roztoku o koncentraci 3 mol/l — 17,53 g NaCl rozmichat v destilované vodé
a doplnit objem do 100 ml

e Triton® X-100, VWR

e Lysozyme, egg white, VWR

e cextrakéni pufr
na 100 ml roztoku — 1,211 g TRIS (VWR) rozmichat v 60 ml destilované vody, srovnat
pH na 7 pomoci HCI a dolit destilovanou vodou do 100 ml

e vzorkovy pufr Next gel® Sample Loading Buffer 4x

Ptiprava vzorku:

Vzorky jsou ze 7.dne kultivace z produkéniho media, ze kterého byly odebrany 2 ml
do uzaviratelné plastové zkumavky. Ty byly stoCeny v centrifuze pti 14 000 g po dobu
5 minut. Po stoCeni byl supernatant odebran a vyhozen, déle byl zpracovan pouze
sediment. Ten byl ptfeveden do vychlazené tfeci misky, pfidano 100 pl 3M roztoku
NaCl a Spetka laboratorniho pisku. Vzorek byl tfen v misce 3 minuty a poté byl
pieveden zpét do zkumavky. K utfenému vzorku bylo pfidano 25 ul tritonu a 75 ul
extrakéniho pufru, promichdno na vortexu 2 minuty, nasledovalo 5 minut vloZeni do
sonikatoru, coz zpisobilo destrukci bunéénych stén za pomoci ultrazvukovych vin o
vysoké frekvenci.

Po sonikaci bylo pfidano 100 mg lysozymu, opét promichani na vortexu do
uplného rozmichani lysozymu — asi 10 minut. Poté probéhla inkubace pii 37 °C 30
minut, v poloving ¢asu byl vzorek promichan 2 minuty na vortexu. Po inkubaci opét
promichani a sto¢eni vzorku v centrifuze pti 14 000 g 5 minut. Po tomto sto¢eni byl

supernatant odebran do ¢isté zkumavky.
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Z tohoto supernatantu bylo odebrano 37,5 ul do nové Cisté zkumavky, bylo
pfiddino 12,5 pl vzorkového pufru a takto pfipraveny vzorek byl pouzit na

elektroforézu.

Naneseni vzorkd, vlastni elektroforéza:
Pomoci automatické pipety bylo do vzorkovacich jamek naneseno 10 ul a 20 pl
piipraven¢ho vzorku s a bez obsahu Zeleza.

Po naneseni vzorkl byla foretickd vana ptiklopena vikem a piipojena ke zdroji
napéti. Elektroforéza probéhla pii 150 V po dobu 20 minut — nez vzorky prosly ze
zaostfovaciho gelu do déliciho. Poté probihala pii 250 V po dobu téméf 2 hodin.

4.3.4 Barveni, odbarveni gelu
Pouzité chemikalie a roztoky
e Dbarvici roztok o + 3
a — 1-Naphthyl acetate 99%, Alfa Aesar
B — 2-Naphthyl acetate 99%, Alfa Aesar
Fast Blue RR, SIGMA
N — Dimethylformamide, VWR
0,1M Tris HCI 100 ml — navazit 1,211 g Tris, zalit 95 ml destilované vody, pomoci
17,5% HCI srovnat pH na 7,3 a dolit destilovanou vodou do 100 ml
Navazit 20 mg o, 20 mg B a 40 mg Fast Blue RR, pfelit 1 ml dimethylformamidu, pfed
pouzitim zalit 100 ml 0,1M Tris HCI
e uchovavaci roztok
na 1000 ml roztoku — do 500 ml destilované vody piilit 70 ml 60% kyseliny octové
(VWR) a dolit destilovanou vodou do 1000 ml

Po ukonceni elektroforézy byla skla opatrné vyndana z vany a oddélena od sebe. Byl
odfiznut zaostfovaci gel a d¢lici gel byl vlozen do plastové vaniCky s barvicim
roztokem. Vanicka s barvenym gelem byla ponechana na horizontalni stolni tfepacce
pfi 50 RPM na 20 minut, ve tm¢.

Po uplynuti ¢asu byl barvici roztok slit. Gel byl dvakrat promyty destilovanou
vodou.

Po promyti byl ponofen do uchovavaciho roztoku.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Produkce sekundarnich metaboliti (daunomycinu) v raznych kultivaénich
mediich

Produkce daunomycinu byla méfena pomoci HPLC analyzy.
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Obrdzek 5.1.1 Demonstracni obrazek peakii z jednoho méreni na HPLC, porovndni se standardem (autor)
Vypocet produkce daunomycinu ze vzorkd z obrazku 5.1.1 byl proveden dle rovnic
v kapitole 4.3, kde plocha peaku vzorku s obsahem zeleza byla 12 151 684. Po
dosazeni do vzorce byla vysledna produkce daunomycinu 2496 mg/l. Plocha peaku
vzorku bez zeleza byla 1 073 976. Po dosazeni do vzorce byla vysledna produkce
daunomycinu 220,6 mg/I.

Kultiva¢ni media byla pfipravena celkem ve 20 opakovanich, ztoho 10 byla
media s obsahem FeSO4 a 10 media bez FeSO4. Vysledné hodnoty ploch peakt a
z nich vypoctenych produkci daunomycinu v mg/l jsou uvedeny v tabulce 5.1.1.
V tabulce 5.1.2 jsou uvedeny primérné hodnoty, smérodatna odchylka, minima a

maxima produkce daunomycinu ve vzorcich s a bez obsahu Zeleza.
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vzorek s FeS0O4 bez FeSO4
plocha peaku | produkce v mg/l | plocha peaku | produkce v mg/l

1 9253 816 1900 67 416 140

2 12 151 684 2496 1073976 221

3 8 693 256 1786 118 371 240

4 10 362 887 2128 155473 320

5 11 991 853 2463 579 087 119

6 10 125 633 2079 189 021 380

7 9 257 338 1901 1 548 557 318

8 9 897 956 2033 83501 171

9 11 653 281 2393 164 371 337

10 10 003 564 2054 848 426 174

Tabulka 5.1.1 Vysledné plochy peakii a piepocty na produkci daunomycinu v mg/l (autor)

Medium N (pocet) | X (prumér) | Sx(sm.odchylka) | Minimum | Maximum
s FeSO4 10 2123,3 235,6 1786 2496
bez FeSO4 10 990,5 100,4 140 318

Tabulka 5.1.2 Prehledova tabulka s produkci daunomycinu (mg/l) (autor)

Z vysledkt uvedenych v tabulce 5.1.1 a tabulce 5.1.2 vyplyva, ze ptidanim Zeleza do
kultiva¢niho media se zvysuje produkci daunomycinu, a to v praméru 21,5x.

V absolutnich hodnotéch to pak znamend, Ze produkce daunomycinu ve skupiné
medii bez pfidavku FeSO4 byla v priméru 990,5 mg/1, zatimco s ptidavkem FeSO4
byla 2123,3 mg/l. Minimalni produkce dosazena u produk¢éniho media bez FeSO4 byla
140 mg/l a maximalni pak 318 mg/l, coz ¢ini rozdil 178 mg/1 (resp. 217 %). Minimalni
produkce dosazena u produkéniho media s ptidavkem FeSOs byla 1786 mg/l a
maximalni 2496 mg/l. Rozdil v minimalni a maximalni produkci byl 710 mg/1 (resp.
140 %).

Z dostupnych makroZivin je u Streptomycet Zelezo vyzdvihovano jako jeden
sekundarnich metabolitd (Andrews et al., 2003). Jak uvadi studie zroku 1964,
provadéna s kmenem Streptomyces fradie, méla piitomnost Fe?* v mediu vliv na
produkci neomycinu, kdy 3.den byla produkce 8 pg/ml a jiz 5.den 14,9 pg/ml
(Majumdar a Majumdar, 1964). Fe?* spolu s Zn** a Mn?" hraje dilezitou roli také
v produkci kandicidinu, ktery je produkovan Streptomyces griseus (Liu et al., 1975).

Produkce antracyklint souvisi také se schopnosti bakterii produkovat chelatory

zeleza, tzv. siderofory, které jsou zavislé na p¥itomnosti Fe?* ¢ Fe®* iontd v mediu.
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Siderofory také zvysuji schopnost produkovat sekundarni metabolity (Wandersman a
Delepelaire, 2004), kterymi jsou antracykliny, v tomto pfipadé daunomycin.

Jak uvadi ve své studii z roku 2020 Lee et al., i nedostatek zeleza mize vést
k aktivaci produkce sekundarniho metabolitu actinorhodinu u Streptomyces
coelicolor, viak bez inhibice ristu. Kromé Fe?* byly testovany také dalsi kationty
dvojmocnych kovi, jako Ca%*, Cu?*, Zn?*, Ni%*, Mn?*, Mg?* a Co?* a z vysledki bylo
ziejmé, ze zelezo bylo jedinym kovem, ktery pii vysokych koncentracich snizoval
produkci actinorhodinu (Lee et al., 2020). Dalsi kmen Streptomyces aureofaciens
ATCC 10762, ktery byl kultivovany v submerzich, produkoval zna¢né mnozstvi
tetracyklinu pouze v mediu, které bylo zcela bez obsahu Zeleza. Avsak pii statické
kultivaci na mediu, které obsahovalo Zelezo, doslo k diferenciaci a sporulaci bun¢k a
tedy k produkci tetracyklinu (Bechet a Blondeau, 1998).

Jak je zminéno vySe, tak i dalsi dvojmocné kovy maji vliv na produkci
antracyklint. Naptiklad studie zroku 1987 naznacuje, ze doxorubicin a 4'-
epidoxorubicin tvoii chelatové komplexy s Cu?*. Sohledem na vyse popsané
antracykliny (obrazek 2.1.2.1.) lze tento efekt ptredpokladat i u dalsich molekul
s podobnou strukturou, jako je mimo jiné i daunomycin (Malatesta et al., 1987). Nebo
u Streptomyces rishiriensis vzrostl pfirtistek produkce kumermycinu po piidani Co?*
do kultivacniho media o vice nez 93 % (Claridge et al., 1966).
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5.2 Detekce proteini indukovanych Zelezem dodanym do kultivaéniho media

!
e,

116.0 kDa

66.2 kDa

45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

18.4 kDa

Obrdzek 5.2.1 Obarveny gel se vzorky ¢.1 a ¢.2 z tabulky 5.1.1 (autor)

Obrézek 5.2.2 Marker pro detekci proteinii na nativni PAGE pousity z jiné analyzy na
nativai PAGE, doplnény o hodnoty (autor)

Pouzitd metoda barveni proteinli zachycenych na nativnim gelu je urcend pro detekci
enzymi — esteraz. Vysledné bandy maji také barvu charakteristickou pravé pro dané
barveni, tmavé filovou, protoze hydrolyzuji oba substraty (o a [ naftyl-acetat)
nejadnou (Carvalho et al., 2003). Na obrazku 5.1.1 je porovnani vzorkut kultivovanych
se siranem Zeleznatym a bez néj. Dle pfiloZeného markeru pro detekci proteinli na
nativni PAGE je patrné, Ze ve vzorcich doslo k indukei proteint v celkovém rozmezi
cca 18,4 kDa az 52 kDa. Ve vzorcich se siranem zeleznatym doslo k indukci proteinti
o velikostech cca 25 kDa, 33 kDa, 40 kDa a 52 kDa. Ve vzorcich bez siranu
zeleznatého se indukovaly proteiny o velikostech 25 kDa a 40 kDa — tedy stejné jako
ve vzorcich se siranem Zeleznatym, v§ak proteiny 0 velikostech 33kDa a 52 kDa chybi,
a navic byl protein o velikosti ptiblizn¢ 18,4 kDa.

Vzhledem K pouzitému barveni pomoci o a [ naftyl-acetitu je velmi
pravdépodobné, Ze se jedna pravé o esterazy ze skupiny o-esterdz a -esterdz. Jsou to
esterazy, které specificky hydrolyzuji alfa a/nebo beta naftyl-acetat a jsou obecné
znaceny Esto a Estp (dfive EstA a EstB) a nasledné Cislem, které oznacuje potradi
polohy jednotlivych alel na elektroforéze za nedenaturacnich podminek (Hemingway

a Karunaratne, 1998). Dle dostupnych klasifikaci esteraz, patii a a [ esterazy do

31



skupiny o/pf hydrolaz, konkrétn¢ tzv. karboxylesteraz (CE). CE jsou znamé jako
»pravé‘ esterazy a svym ucinkem jsou nespecifické (Xie et al., 2008).

Nekteré zdroje uvadéji, ze tyto esterdzy hydrolyzuji OP (organofosfatoveé)
sloudeniny. Ze esterdza B je inhibovana pravé OP a duleZitou roli v aktivnim misté
enzymu hraje serinovy zbytek. A enzymy definované jako esterazy A hydrolyzuji OP
a maji specifitu praveé v tom, Ze potfebuji ionty dvojmocnych kovi, jako je v tomto

piipadé Fe?" a dale cysteinovy zbytek misto serinu (Satoh et al., 2002).
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6 Zavér

Prace byla rozd€lena na dvé cCasti. V prvni ¢asti bylo cilem zhodnotit vliv pfidani
zeleza do submerzni kultury Streptomyces coeruleorubidus na produkci antracyklinu
— daunomycinu. Z dosazenych vysledki vyplyva, ze ptidanim FeSO4 do kultiva¢niho
media se zveda produkce daunomycinu, praimérné 21,5x.

Prestoze nékteré literarni zdroje zminuji zvySovani produkce sekundérnich
metabolith za pfitomnosti dvojmocnych kovii v kultivaénim mediu, nékteti autoii
popisuji tplny opak a jejich negativni pisobeni na produkei antracyklinti. I ptesto, ze
se jedna z ekonomického hlediska pii vyrobé farmaceuticky vyuzitelnych latek o
cenn¢ informace, v soucasnosti je o této problematice publikovano malé mnozstvi
praci a studie se zamétuji spiSe na objevovani novych G¢innych latek.

V tomto ptipad¢ vSak ma pridavek Zeleza do kultivaéniho media bakteridlniho
kmene Streptomyces coeruleorubidus prokazatelné pozitivni vliv na produkci
daunomycinu.

Ve druhé casti prace bylo cilem detekovat proteiny, které se indukuji pravé
piidanim FeSOs do kultivatniho media kmene Streptomyces coeruleorubidus.
Provedend nativni PAGE prokazala indukci proteini o velikostech pfiblizné 33 kDa a
52 kDa. Dle pouzitého barveni lze fict, ze se nejspiSe jedna o proteiny ze skupiny
enzymi — esteraz.

Konkrétné by se mohlo jednat o esterdzy ze skupiny a a B esteraz. Je tedy jisté, Ze
I v tomto ptipadé ma ptidavek FeSO4 do kultivaéniho media zna¢ny vliv na indukci
proteinll. Komplexni metabolismus Zeleza a jeho piisobeni na produkci sekundéarnich

metabolith ¢i pravé na indukei proteint vSak stale neni zcela pochopen.
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