
VYSOKĆ ĠKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKĆ V PRAZE 

Fakulta potravin§Śsk® a biochemick® technologie 

Đstav biotechnologie 
 

 
 

 

 

 

 
LaboratoŚ oboru 

Biotechnologie l®ļiv II 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Vypracoval: Bc. Matouġ Ļih§k 

Vedouc² pr§ce: 

Konzultant i: 

prof. Ing. Jan Mas§k, CSc. 

RNDr. Jan Bobek, Ph.D. 

Mgr. ZdenŊk Kamen²k, Ph.D. 

 

Studijn² program: 

 

Synt®za a vĨroba l®ļiv 

Studijn² obor: Biotechnologie l®ļiv 

 

Datum odevzd§n²: 1. 9. 2016 

 

 

 

Podpis studenta: 

OvŊŚen² produkce sekund§rn²ch metabolitŢ 

v prŢbŊhu germinace Streptomyces coelicolor 



OBSAH 

 

1  LITERĆRNĉ ĻĆST .................................................................................................... 3 

1.1 STREPTOMYCETY .................................................................................... 3 

1.1.1  VĨskyt ............................................................................................ 3 

1.1.2  Genom ............................................................................................ 4 

1.1.3  Ģivotn² cyklus a jeho regulace ....................................................... 5 

2  EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST .................................................................................... 14 

2.1 MATERIĆL ................................................................................................ 14 

2.1.1  Bakteri§ln² kmen .......................................................................... 14 

2.1.2  Kultivaļn² m®dia .......................................................................... 14 

2.1.3  Enzymy ........................................................................................ 17 

2.1.4  DNA oligonukleotidy a velikostn² standardy .............................. 17 

2.1.5  Roztoky a pufry ........................................................................... 18 

2.1.6  Pouģit® chemik§lie ....................................................................... 20 

2.2 METODIKA ............................................................................................... 23 

2.2.1  Kultivaļn² metody ........................................................................ 23 

2.2.2  Metody pr§ce s RNA a DNA ....................................................... 25 

2.2.3  Separaļn² a analytick® metody..................................................... 30 

3  VħSLEDKY ............................................................................................................... 34 

3.1 POROVNĆNĉ EXTRAKĻNĉCH METOD ................................................ 34 

3.2 ANALħZA SEKUNDĆRNĉCH METABOLITš ...................................... 35 

3.2.1  Albaflavenon ................................................................................ 35 

3.2.2  Kalcium-dependentn² antibiotikum (CDA) ................................. 37 

3.2.3  Coelimycin P1 .............................................................................. 40 

3.2.4  Desferrioxamin B ......................................................................... 42 

3.2.5  Desferrioxamin D1 ...................................................................... 43 

3.2.6  Desferrioxamin E ......................................................................... 44 

3.2.7  Desferrioxamin G ........................................................................ 46 

3.2.8  Germicidin A ............................................................................... 47 

3.2.9  Germicidin B ................................................................................ 49 

3.2.10  Actinorhodin a jeho deriv§ty ....................................................... 50 

3.2.11  Kalafungin ................................................................................... 52 

3.2.12  Undecylprodigiosin ...................................................................... 53 

3.2.13  Streptorubin B .............................................................................. 54 

3.3 ANALħZA GENOV£ EXPRESE ............................................................. 55 

4  DISKUSE ................................................................................................................... 56 

5  POUĢITĆ LITERATURA ....................................................................................... 63 

  



 

1 

ĐVOD 

 

Streptomycety zauj²maj² v hierarchii bakteri§ln² Ś²ġe vysok® postaven² svou vyspŊlou 

morfologi² a fyziologi² (Fuchs, 2007). Jsou to vl§knit® mnohobunŊļn® bakterie schopn® 

bunŊļn® diferenciace, kter§ pŚipom²n§ ģivotn² cyklus eukaryotn²ch hub (Seipke a kol., 

2011). PŚ²znaļnou fyziologickou vlastnost² streptomycet je tvorba sekund§rn²ch 

metabolitŢ, z nichģ mnoh® jsou zn§m® jako biologicky aktivn² l§tky (Madigan a kol, 

2010; Thakur a kol., 2007; van Keulen a Dyson, 2014). 

 Produkty sekund§rn²ho metabolismu nejsou esenci§ln², ļasto vġak poskytuj² 

organismu konkurenļn² vĨhodu nebo schopnost pŚeģit² v nehostinnĨch podm²nk§ch 

(Fuchs, 2007; Karlovsky a kol., 2008; Madigan a kol., 2010). PŚ²kladem tŊchto l§tek 

izolovanĨch z rŢznĨch druhŢ streptomycet mohou bĨt pigmenty (napŚ. coelimycin P1; 

viz Gomez-Escribano a kol., 2012), obrann® l§tky (napŚ. tetracyklin; viz Darken a kol., 

1960), autoregulaļn² faktory (napŚ. A-faktor; viz Hara a Beppu, 1982), sign§ln² 

molekuly (napŚ. -ɹbutyrolakton; viz Takano a kol., 2001), ļi enzymy pro utilizaci 

neobvyklĨch substr§tŢ (napŚ. xylanasy, viz Kansoh a Nagieb, 2004). UplatnŊn² 

nach§zej² pŚedevġ²m jako klinicky vĨznamn§ antibiotika, d§le jako l§tky 

s antitumorovou, antifung§ln² a imunosupresivn² aktivitou (Brun a Shimkets, 2000; 

Karlovsky a kol., 2008). K nejvĨznamnŊjġ²m patŚ² streptomycin, kterĨ byl izolov§n jako 

produkt bakterie Streptomyces griseus v roce 1946 a jiģ o rok pozdŊji se zaļal ¼spŊġnŊ 

aplikovat pŚi l®ļbŊ tuberkul·zy (Waksman a kol., 1946; McDermott a kol., 1947). 

 D²ky sv®mu bohat®mu sekund§rn²mu metabolismu jsou streptomycety vyuģ²v§ny 

v mnoha odvŊtv²ch biotechnologick®ho prŢmyslu a ļasto bĨvaj² zmiŔov§ny 

v souvislosti s hled§n²m novĨch druhŢ l®ļiv (Fuchs, 2007; Karlovsky a kol., 2008). 

Prvotn²m modelovĨm organismem se stal kmen Streptomyces coelicolor A3(2), kterĨ je 

tak v dneġn² dobŊ nejl®pe prostudov§n. V roce 2002, v souvislosti se zveŚejnŊn²m jeho 

genetick® informace, byl uļinŊn dŢleģitĨ objev, ģe souļ§st² genomu S. coelicolor jsou 

t®ģ shluky genŢ slouģ²c²ch k synt®ze sekund§rn²ch metabolitŢ, kter® se vġak v bŊģnĨch 

laboratorn²ch podm²nk§ch neprodukuj² (Bentley a kol., 2002). Aktivac² tŊchto genovĨch 

klastrŢ (viz kapitola 1.1.3) lze navodit synt®zu dosud neizolovanĨch l§tek (Ikeda a kol., 

2003; Ohnishi a kol., 2008; Tanaka a kol., 2013). 
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 Naġe laboratoŚ se dlouhodobŊ zabĨv§ studiem germinace streptomycet, jakoģto 

modelu vĨvojov®ho pŚechodu z dormantn²ho stavu do metabolicky aktivn² f§ze rŢstu 

(Bobek a kol., 2014). T®to vĨvojov® f§zi nebyla dosud vŊnov§na dostateļn§ pozornost, 

jelikoģ je povaģov§na za neprodukļn² (Seipke a kol., 2011). Z n§mi namŊŚenĨch dat 

genov® exprese pŚi germinaci S. coelicolor (vļetnŊ analĨzy vazeb sigma faktorŢ 

na promotory) ale vyplĨv§, ģe mezi aktivovan® geny patŚ² i geny Ś²d²c² synt®zu 

sekund§rn²ch metabolitŢ, vļetnŊ kryptickĨch (Bobek a kol., 2014; Strakova a kol., 

2013a; Strakova a kol., 2014). 

 C²lem m® pr§ce je ovŊŚit pŚ²tomnost sekund§rn²ch metabolitŢ ve f§zi 

germinace S. coelicolor M145. Sekund§rn² metabolity produkovan® v prŢbŊhu 

germinace by organismu zŚejmŊ poskytovaly nejen vĨhodu v silnŊ konkurenļn²m 

pŢdn²m prostŚed², ale mohly by bĨt i germinaļn²m sign§lem mezibunŊļn® komunikace 

quorum sensing (Rutherford a kol., 2012). 
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1 LITERĆRNĉ ĻĆST 

1.1 STREPTOMYCETY  

Streptomycety (rod Streptomyces) jsou grampozitivn² bakterie z tŚ²dy Actinobacteria, 

Ś§du Actinomycetales a ļeledi Streptomycetaceae (Madigan a kol., 2010). S v²ce neģ 

576 popsanĨmi druhy je rod Streptomyces nejpoļetnŊjġ²m rodem kmene aktinomycet 

(Labeda, 2011). Zahrnuje skupinu fylogeneticky pŚ²buznĨch, vl§knitĨch a oblig§tnŊ 

aerobn²ch mnohobunŊļnĨch bakteri² (Madigan a kol., 2010). Vyskytuj² se mezi nimi 

mezofiln², psychrofiln², ale i termofiln² z§stupci, napŚ. Streptomyces thermodiastaticus 

(Kim a kol., 1999). 

 

1.1.1 VĨskyt 

Aktinomycety jsou souļ§st² mikrobi§ln²ho ģivota v pedosf®Śe, pŚiļemģ 50 % z celkov® 

populace aktinomycet v pŢdŊ n§leģ² rodu Streptomyces. Streptomycety tedy pŚedstavuj² 

vĨznamnou ļ§st pŢdn²ho ekosyst®mu (Thakur a kol., 2007). UpŚednostŔuj² alkalick® 

aģ neutr§ln² pŢdy, ve kterĨch d²ky sv®mu vl§knit®mu rŢstu kolonizuj² rŢzn® povrchy 

(Fuchs, 2007; Madigan a kol., 2010). PŢd§m dod§vaj² charakteristickĨ pl²sŔovĨ z§pach 

zapŚ²ļinŊnĨ produkc² cel® Śady komplexn²ch metabolitŢ, nejļastŊji bicyklick®ho 

alkoholu geosminu (Gerber a Lechevalier, 1965). 

 VĨrazn® zastoupen² streptomycet v pedosf®Śe souvis² s jejich rŢstovou nen§roļnost², 

jelikoģ dok§ģ² vyuģ²vat rozmanit® zdroje uhl²ku, a nevyģaduj² rŢstov® faktory 

ļi vitam²ny (Korn-Wendish a Kutzner, 1992). Streptomycety hraj² vĨznamnou roli 

v rozkladu organickĨch l§tek. Vyuģ²vaj² Śadu extracelul§rn²ch enzymŢ k degradaci 

sloģitĨch rostlinnĨch i ģivoļiġnĨch zbytkŢ, vļetnŊ proteinŢ, polysacharidŢ 

(napŚ. celulosy nebo chitinu) a aromatickĨch l§tek (Kansoh a Nagieb, 2004). Đļastn² 

se tak kolobŊhu uhl²ku v pŚ²rodŊ a tvorby humusu (Korn-Wendish a Kutzner, 1992, 

Madigan a kol., 2010). 

 KromŊ pŢdy byl pops§n vĨskyt nŊkterĨch druhŢ streptomycet i ve sladkĨch vod§ch 

a moŚ²ch (napŚ. Streptomyces nanhaiensis). ZŚejmŊ se zde ale nejedn§ o autochtonn² 

mikrofl·ru (Korn-Wendish a Kutzner, 1992; Tian a kol., 2012). Izolace streptomycet 

z klinickĨch materi§lŢ je vz§cn§ (Bedn§Ś a kol., 1999). VŊtġina druhŢ bakteri² rodu 

Streptomyces nen² souļ§st² mikrofl·ry jinĨch organismŢ a je nepatogenn²ch (Fuchs, 
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2007; Madigan a kol., 2010). VĨjimku pŚedstavuj² fytopatogenn² druhy streptomycet. 

PatŚ² k nim napŚ. Streptomyces scabei, pŢvodce aktinobakteri§ln² obecn® strupovitosti 

bramborovĨch hl²z (Lerat a kol., 2009). 

 

1.1.2 Genom 

Do ledna roku 2016 byl osekvenov§n kompletn² genom nejm®nŊ 28 z§stupcŢ rodu 

Streptomyces (napŚ. Streptomyces lividans TK24) a na mnoha dalġ²ch se intenzivnŊ 

pracuje (Harrison a Studholme, 2014; Rueckert a kol., 2015; Wibberg a kol., 2016). 

Prvn² kompletnŊ osekvenovanĨ genom streptomycet patŚ² modelov®mu mikroorganismu 

Streptomyces coelicolor A3(2), kterĨ je tak® proto nejl®pe anotovanĨ (Bentley a kol., 

2002). 

Genomy streptomycet bĨvaj² pomŊrnŊ velk®. BŊģnŊ se jejich velikost pohybuje mezi 

8-10 Mbp, coģ je spolu s genomem myxobakteri² nejvŊtġ² zn§mĨ genom v bakteri§ln² 

Ś²ġi (Madigan a kol., 2010; Schneiker a kol., 2007). V pŚ²padŊ S. coelicolor jeho velikost 

ļin² 8,67 Mbp (Bentley a kol., 2002). Genom streptomycet je tvoŚen pro bakterie 

netypickĨm line§rn²m chromosomem, kterĨ se t®ģ vyskytuje napŚ. u Borrelia 

burgdorferi, a je charakteristickĨ vyġġ²m obsahem G-C p§rŢ b§z², jejichģ zastoupen² 

se pohybuje okolo 70 % (Bentley a kol., 2002, Harrison a Studholme, 2014). ModelovĨ 

mikroorganismus Streptomyces coelicolor A3(2) m§ obsah G-C p§rŢ 72 % (Bentley 

a kol., 2002). Vysok® zastoupen² G-C p§rŢ v genomu maj² vġak i jin® aktinomycety, 

napŚ. Corynebacterium glutamicum a Mycobacterium tuberculosis (Fuchs, 2007). 

V line§rn²m chromosomu streptomycet jsou geny uspoŚ§d§ny do centr§ln² oblasti 

a dvou nestejnŊ dlouhĨch ramen (Bentley a kol., 2002). Centr§ln² oblast je mezi 

rŢznĨmi druhy pomŊrnŊ konzervovan§. Vyskytuj² se v n² pŚev§ģnŊ esenci§ln² geny 

prim§rn²ho metabolismu. Zhruba uprostŚed centr§ln² oblasti se nach§z² oriC (Choulet 

a kol., 2006; Ohnishi a kol., 2008). V mezidruhovŊ variabiln²ch ramenech jsou pŚ²tomn® 

geny sekund§rn²ho metabolismu a  adaptaļn² geny (Choulet a kol., 2006). Dalġ²mi 

nositeli genetick® informace mohou bĨt line§rn² nebo cirkul§rn² plasmidy (Bentley 

a kol., 2002). 

Enzymy pro synt®zu sekund§rn²ch metabolitŢ (zejm®na antibiotik) bĨvaj² k·dov§ny 

mnoha geny, coģ vysvŊtluje nezvykle rozs§hl® genomy streptomycet v porovn§n² 

s ostatn²mi bakteriemi (Bentley a kol., 2002, Ohnishi a kol., 2008; Schneiker a kol., 

2007). Geny pro biosynt®zu konkr®tn²ho sekund§rn²ho metabolitu jsou u streptomycet 
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ļasto pŚ²tomny ve shluku. V nŊm bĨvaj² vloģeny i geny pro rezistenci, d²ky kter® je 

organismus chr§nŊn pŚed ¼ļinky produkovan® l§tky (Bentley a kol., 2002; Fuchs, 2007; 

Hopwood, 2007). 

 

1.1.3 Ģivotn² cyklus a jeho regulace 

Komplexn² ģivotn² cyklus streptomycet (Obr. 1) m§ vĨrazn® morfologicky 

a fyziologicky definovan® f§ze (Seipke a kol., 2011). Jedn§ se o sloģitĨ proces, kterĨ 

Ś²d² a kontroluje cel§ Śada molekul vz§jemnŊ propojenĨch do sign§ln²ch drah a kask§d 

(Kelemen a Buttner, 1998). Sign§ln² molekuly produkovan® streptomycetami poskytuj² 

tŊmto organismŢm informace o vnŊjġ²m i vnitŚn²m prostŚed². Na z§kladŊ jejich 

vyhodnocen² mohou vŢļi podm²nk§m prostŚed² pŚizpŢsobovat dalġ² vĨvoj. Kompletn² 

ģivotn² cyklus streptomycet probŊhne tedy pouze za pŚedpokladu splnŊn² urļitĨch 

metabolickĨch, morfologickĨch a stresovĨch poģadavkŢ (Kelemen a Buttner, 1998; 

Claessen a kol., 2006). 

 

Formov§n² substr§tov®ho mycelia 

Dlouh§ a vŊtven§ mnohobunŊļn§ vl§kna streptomycet jsou analogick§ vegetativn²m 

hyf§m eukaryotn²ch hub. Shluk tŊchto vz§jemnŊ propletenĨch vl§ken pŚipom²n§ 

podhoub², tzv. mycelium (Fuchs, 2007). RozvŊtven§ s²Š vegetativn²ch hyf streptomycet 

formuje prim§rn² mycelium pronikaj²c² substr§tem (Nodwell a Losick, 1998). RŢst 

je zprostŚedkov§n rozġ²Śen²m rŢstov®ho vrcholu hyfy a zapoļet²m nov®ho vŊtven² 

(Buttner a Flªrdh, 2009). Je zn§mo, ģe synt®za bunŊļn® stŊny prob²h§ sp²ġe u vrcholu 

hyfy, nikoliv pod®l boļn²ch stŊn (Buttner a Flªrdh, 2009; Mazza a kol, 2006). 

 Kl²ļovou roli bŊhem prodluģov§n² rŢstov®ho vrcholu pŚi vŊtven² hyf hraje produkt 

genu divIVA (DivIVA). Jedn§ se o rŢstovĨ marker zahajuj²c² vytv§Śen² novĨch m²st pro 

rŢst bunŊļn® stŊny. Reguluje tak® pŚ²sun enzymŢ pro synt®zu bunŊļn® stŊny (Scherr 

a Nguyen, 2009). DivIVA se akumuluje na boļn² stŊnŊ, v m²stŊ pŚed viditelnĨm 

vĨrŢstkem. Nov§ vŊtev se pot® formuje z tohoto m²sta. M§-li bĨt zah§jen rŢst a tvorba 

nov®ho hyf§ln²ho vrcholu, je nezbytn§ pŚ²tomnost enzymŢ zapojenĨch do exportu 

a tvorby peptidoglykanu v m²stŊ s nahromadŊnĨm DivIVA. Hyfy rostou podle rozġ²Śen² 

vrcholu. Jejich vŊtven²m vznik§ substr§tov® mycelium (Obr. 1), kter® svĨm rŢstem 

napŚ²ļ substr§tem i hluboko do nŊho podn²t² vznik vegetativn²ch koloni² (Flªrdh, 2003; 

Buttner a Flªrdh, 2009). 
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Obr. 1 Sch®ma ģivotn²ho cyklu streptomycet; pŚevzato z Seipke a kol. (2011) 

 

Formov§n² vzduġn®ho mycelia a sekund§rn² metabolismus 

V dŢsledku nedostatku ģivin nebo vlivem jinĨch stresovĨch faktorŢ streptomycety 

formuj² nad povrchem substr§tu sekund§rn² (vzduġn®) mycelium, viz Obr. 1 (Fuchs, 

2007; Seipke a kol., 2011). Na prodluģov§n² rŢstov®ho vrcholu vzduġn®ho mycelia 

se pod²lej² produkty genŢ mreB (Buttner a Flªrdh, 2009). Hydrofobn² peptid SapB, 

kterĨ tvoŚ² povrch vzduġnĨch hyf (Obr. 2), napom§h§ jejich vzpŚ²men² t²m, ģe naruġuje 

povrchov® napŊt² mezi substr§tem a vodnĨm prostŚed²m (Kelemen a Buttner, 1998). 

 Pro formov§n² vzduġn®ho mycelia existuje i dr§ha nez§visl§ na SapB, kterou 

zprostŚedkov§vaj² proteiny hydrofobn²ho pl§ġtŊ, tzv. chapliny a rodliny. PŚed tvorbou 

vzduġn®ho mycelia je aktivov§na exprese osmi chp genŢ (chapliny). K expresi rdl genŢ 

(rodliny) doch§z² v rostouc²ch vzduġnĨch hyf§ch. Dva homologn² proteiny RdlA a RdlB 

se zapojuj² do formov§n² tzv. rodletov® vrstvy na povrchu vzduġnĨch hyf S. coelicolor 

(Buttner a Flªrdh, 2009). Delece genŢ pro tvorbu rodlinŢ nem§ ģ§dnĨ vliv na vĨvoj 

vzduġnĨch hyf. NetvoŚ² se pouze typick§ rodletov§ vrstva. Naopak pŚi deleci genŢ 

k·duj²c²ch chapliny vzduġn® mycelium nevznik§ (Buttner a Flªrdh, 2009; Cleassen 

a kol. 2002, Cleassen a kol. 2003). 
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Obr. 2 Sch®ma tvorby vzduġn®ho mycelia streptomycet s charakteristicky um²stŊnĨmi 

hydrofobn²mi proteiny; pŚevzato z Buttner a Flªrdh (2009) 

 

 Ve st§diu vzduġn®ho mycelia, tedy pŚi pŚechodu do stacion§rn² f§ze rŢstu, doch§z² 

obvykle k aktivaci sekund§rn²ho metabolismu streptomycet, zejm®na produkce 

antibiotik (Madigan a kol., 2010; Seipke a kol., 2011). Rod Streptomyces je vŢbec 

nejvĨznamnŊjġ²m rodem aktinomycet z hlediska produkce biologicky ¼ļinnĨch l§tek 

(Ġilh§nkov§, 2008). Za jejich producenty lze oznaļit nejm®nŊ pades§t procent vġech 

izolovanĨch streptomycet. (jedn§ se minim§lnŊ o pŊt set prok§zanĨch a odliġnĨch 

antibiotik), pŚiļemģ v hum§nn² a veterin§rn² medic²nŊ se pouģ²v§ v²ce neģ ġedes§t 

antibiotik produkovanĨch tŊmito bakteriemi (Fuchs, 2007; Labeda, 2011; Madigan 

a kol., 2010).  

Streptomycety mohou souļasnŊ produkovat i nŊkolik antibiotik odliġn®ho sloģen², 

ļi spektra ¼ļinku. ĐroveŔ produkce se u jednotlivĨch kmenŢ streptomycet mŢģe 

vĨraznŊ liġit. Geny pro biosynt®zu sekund§rn²ch metabolitŢ streptomycet jsou vŊtġinou 

na chromosomu sdruģeny ve shluc²ch a jejich exprese bĨv§ v r§mci sekund§rn²ho 

metabolismu zah§jena pŢsoben²m stresovĨch faktorŢ (Bentley a kol., 2002; Tanaka 

a kol., 2013). Producentem nŊkolika chemicky odliġnĨch antibiotik je i S. coelicolor, 

viz Obr. 3 (Kieser a kol., 2000; van Keulen a Dyson, 2014). 

Historicky prvn²m popsanĨm antibiotikem S. coelicolor je actinorhodin (Brockmann 

a Hieronimus, 1955). Jedn§ se o polyketidov® antibiotikum, kter® mŊn² svou barvu 

v z§vislosti na pH. V kysel®m prostŚed² m§ ļerven® zbarven², ale v z§sadit®m zmodr§. 
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Vykazuje slab® antibiotick® ¼ļinky, a proto se klinicky nevyuģ²v§ (Bystrykh a kol., 

1996). GenovĨ klastr zodpovŊdnĨ za produkci actinorhodinu obsahuje kromŊ 

biosyntetickĨch enzymŢ tak® geny zodpovŊdn® za export antibiotika ven z buŔky 

(Okamoto a kol., 2009). 

 

 

 

Obr. 3 Antibiotika produkovan§ S. coelicolor; pŚevzato z Kieser a kol. (2000) 
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K dalġ²m antibiotikŢm S. coelicolor (Obr. 3) patŚ² undecylprodigiosin, 

methylenomycin a kalcium-dependentn² antibiotikum oznaļovan® zkratkou CDA 

(Kieser a kol. 2000). Undecylprodigiosin je ļasto nazĨv§n jako ļervenĨ pigment 

S. coelicolor A3(2), pŚestoģe tento pigment pŚedstavuje sp²ġe smŊs undecylprodigiosinu 

s nejm®nŊ dalġ²mi ļtyŚmi prodigininy a pŚevl§daj²c²m zastoupen²m 

butylcykloheptylprodigininu (Tsao a kol., 1985). Methylenomycin patŚ² mezi 

cyklopentanoidn² l§tky a vyskytuje se ve formŊ A nebo B. Geny pro jeho synt®zu jsou 

lokalizov§ny na plasmidu SCP1. Vykazuje antibakteri§ln² ¼ļinnost vŢļi grampozitivn²m 

i gramnegativn²m bakteri²m (Hobbs a kol., 1992). Kalcium-dependentn² antibiotikum 

(CDA) je cyklickĨ lipopeptid obsahuj²c² jeden§ct aminokyselinovĨch zbytkŢ 

s pŚipojenĨm ġesti uhl²katĨm ŚetŊzcem na N-konci peptidu (Kempter a kol., 1997). 

AnalĨzou genetick® informace bylo zjiġtŊno, ģe streptomycety obsahuj² aģ dvacet 

rŢznĨch genovĨch shlukŢ pro biosynt®zu sekund§rn²ch metabolitŢ. BŊģnou kultivac² 

vġak v laboratorn²ch podm²nk§ch doch§z² k aktivaci pouze nŊkolika z nich (Bentley 

a kol., 2002; Ikeda a kol., 2003). Takov® neexprimovan® genov® shluky se nazĨvaj² 

Ăkryptick®ñ genov® klastry (Bentley a kol., 2002; Ikeda a kol., 2003; Ohnishi a kol., 

2008; Tanaka a kol., 2013). Aktivac² exprese tŊchto kryptickĨch klastrŢ ļasto doch§z² 

k biosynt®ze dosud neizolovanĨch l§tek. PŚ²kladem mŢģe bĨt polyketidovĨ alkaloid 

coelimycin P1, tzv. ģlutĨ pigment (Obr. 4), jenģ je produktem cpk kryptick®ho klastru 

S. coelicolor (Gomez-Escribano a kol., 2012). 

 

 

 

Obr. 4 Struktura coelimycinu P1 (tzv ģlut®ho pigmentu), metabolick®ho produktu cpk 

kryptick®ho klastru S. coelicolor A3(2); pŚevzato z Gomez-Escribano 

a kol. (2012) 
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Aktivace kryptickĨch klastrŢ a zvĨġen² produkce sekund§rn²ch metabolitŢ lze 

dos§hnout modifikacemi na rŢznĨch ¼rovn²ch biosynt®zy tŊchto l§tek. BŊģnĨm 

a jednoduchĨm zpŢsobem bĨv§ kultivace streptomycet za nestandardn²ch fyzik§ln²ch 

a nutriļn²ch podm²nek, nebo ko-kultivace s jinĨmi mikroorganismy (Rateb a kol., 

2013). Vyuģ²v§ se rovnŊģ klasickĨch genetickĨch manipulac² v oblastech regulaļn²ch 

genŢ shluku (Gomez-Escribano a kol., 2012; Luo a kol., 2013). Dalġ² vhodnou metodou 

k aktivaci kryptickĨch klastrŢ je pak jejich kompletn² pŚenesen² do heterologn²ch 

producentŢ (Kalan a kol., 2013; Tanaka a kol., 2013). 

Vzhledem k mnoģstv² kryptickĨch klastrŢ by studie zabĨvaj²c² se hled§n²m 

vhodnĨch zpŢsobŢ jejich aktivace mohly pŚispŊt k objevŢm novĨch l§tek. 

Streptomycety proto nad§le skĨtaj² obrovskĨ potenci§l i pŚi hled§n² dosud nezn§mĨch 

substanc² s vyuģitelnĨmi biologickĨmi aktivitami (Ohnishi a kol., 2008; Tanaka a kol., 

2013). 

 

Sporulace 

Spory slouģ² nejen k reprodukci organismu, ale i k jeho ġ²Śen² a ochranŊ genetick®ho 

materi§lu (Seipke a kol., 2011; Ġilh§nkov§, 2008). Spory jsou souļ§st² ģivotn²ho cyklu 

mnoha bakteri², rostlin, Śas a hub (Stºcker a Dietrich, 1986). U mnohĨch organismŢ 

bĨvaj² adaptov§ny k pŚeģit² za d®letrvaj²c²ch nepŚ²znivĨch podm²nek (Hanson a kol., 

1972). Lze je klasifikovat z hlediska m²sta vzniku, funkce ļi f§ze ģivotn²ho cyklu, 

v n²ģ vznikaj². Proces tvorby spor se nazĨv§ sporulace (Fuchs, 2007; Stºcker a Dietrich 

1986). 

 U streptomycet vznik§ spora vnŊ mateŚsk® buŔky, a proto se oznaļuje jako exospora 

(Madigan, 2010). Exospory se tvoŚ² v Śet²zc²ch na konc²ch dlouhĨch vŊtvenĨch vl§ken 

vzduġn®ho mycelia (Obr. 1). U nŊkterĨch druhŢ jsou tyto Śet²zky spir§lovitŊ stoļen®. 

Vl§kno, na nŊmģ se tvoŚ² spory, se nazĨv§ sporofor (Ġilh§nkov§, 2008). Sporofory tvoŚ² 

chmĨŚovitou vrstvu na povrchu kolonie, kter§ umoģŔuje rozptĨlen² zralĨch spor 

do okol² a kolonizaci nov®ho ¼zem² (Nodwell a Lossick, 1998). 

 Vrchol budouc²ho sporoforu nese apik§ln² sestavy proteinŢ DivIVA (Obr. 5). 

PŢsoben²m proteinu FtsZ, kterĨ se sestavuje do dvouġroubovicovĨch vl§ken, a produktŢ 

genŢ whiA a whiB doch§z² k zastaven² rŢstu, kter® je nezbytn® pro tvorbu apik§ln² 

tzv. sporogenn² buŔky. Peptidov§ vl§kna se n§slednŊ pŚeuspoŚ§daj² do pravidelnŊ 

rozm²stŊnĨch Z prstencŢ Ś²d²c²ch tvorbu sept. VĨsledkem je diferenciace apik§ln² buŔky 
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do ŚetŊzce haploidn²ch kulovitĨch aģ dlouze elipsoidn²ch spor. Formov§n² siln® stŊny 

spor se po dokonļen² septa ¼ļastn² bakteri§ln² Ăaktinñ MreB. NejdŚ²ve se MreB 

vyskytuje v m²stŊ uzavŚen² septa. PozdŊji je pŚ²tomnĨ v okol² vznikaj²c²ch spor (Buttner 

a Flªrdh, 2009). 

 

 

 

Obr. 5 Sch®ma reorganizace biologickĨch procesŢ buŔky bŊhem diferenciace 

vzduġnĨch hyf do spor u streptomycet. a | Diferenciace apik§ln² sporogenn² 

buŔky do ŚetŊzce spor. Vl§kno vzduġn® hyfy roste v prodlouģen² a ve vrcholu 

nese apik§ln² sestavy proteinŢ DivIVA. Pro tvorbu apik§ln² sporogenn² buŔky 

je nezbytn® zastaven² rŢstu zprostŚedkovan® proteinem FtsZ, kterĨ se sestavuje 

do dvouġroubovicovĨch vl§ken. Vl§kna se n§slednŊ pŚeuspoŚ§daj² 

do pravidelnŊ rozm²stŊnĨch Z prstencŢ Ś²d²c²ch tvorbu sporovĨch sept. 

Formov§n² siln® stŊny spor se po dokonļen² septa ¼ļastn² MreB. NejdŚ²ve 

se MreB vyskytuje v m²stŊ uzavŚen² septa. PozdŊji je pŚ²tomnĨ v okol² 

vznikaj²c²ch spor. b | Segregace chromosomŢ. ParA ATPasa se nal®z§ 

ve vrcholu ranĨch vzduġnĨch hyf a pozdŊji vytv§Ś² helik§ln² vl§kna pod®l 

sporogenn² buŔky. ParB se zapojuje do nukleoproteinov®ho komplexu 

v chromosom§ln²ch oriC oblastech. Distribuce tŊchto ParB-oriC komplexŢ 

pod®l sporogenn² buŔky vyģaduje regulaci prostŚednictv²m ParA. VrŢst§n²m 

septa se rozdŊl² pŢvodnŊ celistvĨ jadernĨ materi§l a FtsK DNA translokasa 

c²lenŊ odd§l² a napomŢģe uvolnŊn² DNA ze vznikaj²c²ho septa; pŚevzato 

z Buttner a Flªrdh (2009) 
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 VnŊjġ² obal spor je vytv§Śen pŚeskupen²m chaplinŢ a rodlinŢ (viz Formov§n² 

vzduġn®ho mycelia a sekund§rn² metabolismus) do ¼tvarŢ podobnĨch amyloidn²m 

vl§knŢm uvnitŚ peptidoglykanov® bunŊļn® stŊny (Buttner a Flªrdh, 2009). 

Na shlukov§n² jednotlivĨch chaplinovĨch fibril do dvojic spoleļnŊ pŢsob² rodlinov® 

proteiny RdlA a RdlB. Chapliny mohou bĨt uspoŚ§d§ny n§hodnŊ, nebo jsou 

prostŚednictv²m rodlinŢ sestaveny do rodletov® vrstvy. Rodletov§ vrstva se vyznaļuje 

charakteristickou strukturou a nepropustnost² pro vodu (Buttner a Flªrdh, 2009, Mikul²k 

a kol., 2002). 

 Vzhledem k nepravideln®mu rozdŊlen² genomu ve vl§knech v ostatn²ch vĨvojovĨch 

f§z²ch, jsou spory v podstatŊ jedinĨm haploidn²m st§diem ģivotn²ho cyklu. K segregaci 

chromosomŢ do spor (Obr. 5) doch§z² nejdŚ²ve za ¼ļasti ParA ATPasy, kter§ se nal®z§ 

ve vrcholu ranĨch vzduġnĨch hyf, a pozdŊji vytv§Ś² helik§ln² vl§kna pod®l sporogenn² 

buŔky. ParB je protein v§zaj²c² DNA a zapojuje se do nukleoproteinov®ho komplexu 

v chromosom§ln²ch oriC oblastech (Buttner a Flªrdh, 2009). Distribuce tŊchto  

ParB-oriC komplexŢ pod®l sporogenn² buŔky vyģaduje regulaci prostŚednictv²m ParA 

(Ditkowski a kol., 2013). VrŢst§n²m septa se rozdŊl² pŢvodnŊ celistvĨ jadernĨ materi§l. 

FtsK DNA translokasa c²lenŊ odd§l² a napomŢģe uvolnŊn² DNA ze vznikaj²c²ho septa 

(Buttner a Flªrdh, 2009). 

V porovn§n² s vegetativn² buŔkou je exospora odolnŊjġ² (pŚedevġ²m proti vysych§n²). 

Nen² ale tak dobŚe adaptov§na k pŚeģit² za nepŚ²znivĨch podm²nek jako endospora 

bakteri² rodu Bacillus a Clostridium, kter§ vznik§ uvnitŚ mateŚsk® buŔky (Fuchs, 2007; 

Madigan, 2010). Exospory streptomycet neobsahuj² zŚejmŊ kalcium dipikolin§t, kterĨ 

chr§n² endospory pŚed extr®mn²mi podm²nkami (Hanson a kol., 1972; Scott a Ellar, 

1978). 

 

Germinace 

Spora (exo- i endo-) pŚedstavuje dormantn² st§dium organismu, tedy stav sn²ģen® 

aktivity metabolismu, nebo jeho stagnace (Fuchs, 2007; Stºcker a Dietrich 1986). 

Germinace spor (Obr. 1 a 4) je proces pŚechodu buŔky z dormantn²ho st§dia 

do metabolicky aktivn² vegetativn² f§ze rŢstu (Bobek a kol., 2014; Mikulik a kol. 1977). 

Reaktivace exospor streptomycet z dormantn²ho st§dia prob²h§ ve vodn®m prostŚed², 

kde exospory ztr§cej² svou hydrofobicitu (Buttner a Flªrdh, 2009). Doch§z² k influxu 

vody a zvŊtġen² objemu spory. 
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 Germinace mŢģe bĨt u streptomycet stimulov§na napŚ. tepelnĨm ġokem (Stewart 

a kol., 1981), mechanickĨm rozruġen²m vnŊjġ²ho obalu (Miguelez a kol., 1993; Mikulik 

a kol. 1977; Stastna, 1977), nebo pŚid§n²m A-faktoru do m®dia (Gruzina a kol., 2003). 

Dormantn² spory obsahuj² transkriptom, kterĨ je vzhledem k minim§ln² metabolick® 

aktivitŊ dormantn²ch spor pozŢstatkem sporulace (Mikulik a kol. 1977). Tato mRNA 

je zŚejmŊ nezbytn§ pro poļ§teļn² f§ze germinace. Germinace vyģaduje tak® opŊtovnou 

aktivaci transkripļn²ho apar§tu za spolupŢsoben² mnoha sigma faktorŢ, jejichģ exprese 

prob²h§ jiģ od sam®ho poļ§tku procesu (Bobek a kol., 2014; Strakova a kol., 2014). 

 U S. coelicolor pŚi germinaci doch§z² nejdŚ²ve k degradaci peptidoglykanov® 

bunŊļn® stŊny hydrolytickĨmi enzymy RpfA a SwlA (Haiser a kol., 2009). Po ġedes§ti 

minut§ch doch§z² k ¼pln® rehydrataci spor a k degradaci nepotŚebn® mRNA poch§zej²c² 

ze sporulace. Dalġ² transkripce je zpomalena a zaļ²n§ odr§ģet nov® rŢstov® podm²nky 

(Bobek a kol., 2014). K prvn² replikaci DNA doch§z² zhruba po 120-150 min inkubace 

(hodnota se liġ² mezidruhovŊ i v z§vislosti na podm²nk§ch) a ļasovŊ souvis² s reaktivac² 

metabolickĨch drah (Glauert a Hopwood, 1961; Hardisson a kol. 1978; Bobek a kol., 

2014). Z dat genov® exprese lze usuzovat, ģe po 150-180 min se aktivita vŊtġiny 

metabolickĨch drah stabilizuje. N§sleduje mikroskopicky pozorovateln® kl²ļen² spor 

(Obr. 6) vedouc² opŊt ke vzniku substr§tov®ho mycelia (Bobek a kol., 2014; Claessen 

a kol., 2006; Kelemen a Buttner, 1998; Ohnishi a kol., 2002). 

 

 

Obr. 6 Spory S. coelicolor pozorovan® elektronovĨm mikroskopem (A) dormantn² 

spory (B) nakl²ļen® spory; pŚevzato ze Strakova a kol. (2013b) 

spora 

hyfa 
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2 EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

2.1 MATERIĆL 

2.1.1 Bakteri§ln² kmen 

Streptomyces coelicolor M145 (SCP1
-
, SCP2

-
); (Redenbach a kol., 1996) 

Kmen poskytl: RNDr. Jan Bobek, Ph.D.  

(Bakteriologick§ laboratoŚ; Đstav imunologie a mikrobiologie, 1. l®kaŚsk§ fakulta, 

Univerzita Karlova v Praze a Vġeobecn§ fakultn² nemocnice v Praze) 

 

 Kmen S. coelicolor A3(2) postr§daj²c² line§rn² plasmid SCP1 (350 kb) a cirkul§rn² 

plasmid SCP2 (31,4 kb). Nesyntetizuje methylenomycin, neboŠ jeho produkce je v§z§na 

na plasmid SCP1 (Hobbs a kol., 1992; Kiesser a kol., 2000). Kmen je uchov§v§n ve 

formŊ sporovĨch suspenz² (viz kap. 2.2.1). 

 

2.1.2 Kultivaļn² m®dia 

Nen²-li uvedeno jinak: 

ā jedn§ se o procenta vypoļten§ na z§kladŊ pomŊru hmotnost/objem, tj. w/v 

ā pro pŚ²pravu m®di² byla pouģita destilovan§ voda (dH2O), 

ā pro ¼pravu pH byly pouģity 2M vodn® roztoky HCl a NaOH 

ā m®dia byla sterilov§na vlhkĨm teplem (121 ÁC, 23 min, 101,5 kPa) 

 

Tekut§ kultivaļn² m®dia 

AM m®dium (Strakova a kol., 2013a) 

450 ml  smŊs aminokyselin (kaģd§ 2,21 mM) 

+ fosf§ty (20 mM Na2HPO4, 30 mM K2HPO4) 

Po sterilaci pŚidat: 

25 ml  40% glukosa (nebo 5 ml glycerolu na litr m®dia)  

12,5 ml  2% MgCl2 

0,5 ml  1M CaCl2 (koneļn§ koncentrace 1mM) 

3,5 ml  1M KCl (koneļn§ koncentrace 7mM) 

11 ml smŊs b§z² 5Ĭ Base 0,457 mg/10 ml (koneļn§ koncentrace 0,01 %) 

Sm²chat a upravit pH na hodnotu 7. 
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2xYT m®dium (Kiesser a kol., 2000) 

16 g  trypton 

10 g  kvasniļnĨ extrakt 

5 g  NaCl 

Doplnit dH2O do 1000 ml, upravit pH na 7,2 a sterilovat. 

 

R3 m®dium (Gomez-Escribano a kol., 2012) 

5 g  mannitol (nebo 5 ml glycerolu na litr m®dia) 

5 g  kvasniļnĨ extrakt 

0,1 g  kaseinovĨ hydrolyz§t 

3 g L-prolin 

0,2 g  K2SO4 

5,6 g TES 

10 g  MgCl2Ö6H2O 

2 ml stopov® prvky 

Doplnit dH2O do 1000 ml a upravit pH na 7,2. 

 

stopov® prvky 

40 mg ZnCl2 

200 mg FeCl3ā6H2O 

10 mg  CuCl2ā2H2O 

10 mg MnCl2ā4H2O 

10 mg  Na2B4O7ā10H2O 

10 mg  (NH4)6Mo7O24ā4H2O 

Doplnit dH2O do 1000 ml a skladovat v tmav® l§hvi. 

 

Po sterilaci pŚidat steriln² roztoky (na 100 ml R3 m®dia): 

1 ml 0,5% KH2PO4 

0,4 ml  5M CaCl2 

1,5 ml  20% L-prolin 
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NMMP  m®dium (Kiesser a kol., 2000) 

2 g (NH4)2SO4 

5 g  kaseinovĨ hydrolyz§t 

50 g  PEG 6000 

0,6 g MgSO4ā7H2O 

1 ml  roztok minoritn²ch prvkŢ 

Doplnit dH2O do 800 ml, upravit pH na 7,2 a rozdŊlit po 80ml alikvotn²ch pod²lech. 

 

roztok minoritn²ch prvkŢ 

1 g ZnSO4ā7H2O 

1 g  FeSO4ā7H2O 

1 g MnCl2ā4H2O 

1 g  CaCl2 

Doplnit dH2O do 1000 ml. 

 

PŚed pouģit²m pŚidat k 80 ml: 

15 ml NaH2PO4/K2HPO4 pufr (0,1 M, pH 6,8) 

2,5 ml  20% roztok mannitolu 

2,5 ml  pre-germinovan® sporov® inokulum (inkubace 10 min pŚi 50 ÁC) 

 

Kultivaļn² m®dia s agarem 

S1 sporulaļn² m®dium 

25 g  bakteriologickĨ agar 

4 g  glukosa 

4 g  kvasniļnĨ extrakt 

10 g sladovĨ extrakt 

Doplnit dH2O do 1000 ml a upravit pH na hodnotu 7. 

 

SFM m®dium 

20 g bakteriologickĨ agar 

20 g mannitol (rozpustit nejdŚ²ve) 

20 g s·jov§ mouka 

Doplnit vodovodn² vodou do 1000 ml. 
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2.1.3 Enzymy 

DNasa I (Thermo Fisher Scientific) 

DNase I (RNase-free), 2 UÖɛl
-1
 

 

Taq DNA polymerasa (Thermo Fisher Scientific) 

DreamTaq DNA Polymerase, 5 UÖɛl
-1

 

 

M-MLV reverzn² transkriptasa (Thermo Fisher Scientific) 

M-MLV Reverse Transcriptase, 200 UÖɛl
-1
 

 

Inhibitor RNas  (Thermo Fisher Scientific) 

RiboLock RNase Inhibitor, 40 UÖɛl
-1
 

 

2.1.4 DNA oligonukleotidy a velikostn² standardy 

 

DNA oligonukleotidy (Integrated DNA Technologies) 

SCO3230-right (CDA peptid-synthetasa I) 

5Ë- TCA CCG GGT AGT TCT GGA AG -3Ë 

SCO3230-left (CDA peptid-synthetasa I) 

5Ë- AAC TCG ACG CAG ACA CCA C -3Ë 

SCO3234-right (CDA; fosfotransferasa) 

5Ë- GGT ACA GCA GCA GCG TCA G -3Ë 

SCO5314-left (ġedĨ sporovĨ pigment; whiE protein VII) 

5Ë- GCG TGT ACC TGC ACC TCA T -3Ë 

SCO5314-right (ġedĨ sporovĨ pigment; whiE protein VII) 

5Ë- TCC CAG CGG TAG AAG CAG -3Ë 

SCO5319-left (ġedĨ sporovĨ pigment; whiE protein II) 

5Ë- CAG CAG GTA CGC ATC GTC T -3Ë 

SCO6273-right (coelimycin P1; polyketid-synthasa typu I) 

5Ë- GGG TTC GTG GTA GGT GAG TT -3Ë 

SCO6275-right (coelimycin P1; polyketid-synthasa typu I) 

5Ë- GAC TTC AAC GAG CCC AGG TA -3Ë 
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SCO6275-left (coelimycin P1; polyketid-synthasa typu I) 

5Ë- GCC AAG GAA CTC ACC TAC CA -3Ë 

 

DNA velikostn² standard 

GeneRuler
TM

 100bp Plus DNA Ladder, Ready-to-Use 100 to 3000 bp, Thermo Fisher 

Scientific 

 

2.1.5 Roztoky a pufry 

Nen²-li uvedeno jinak: 

ā jedn§ se o procenta vypoļten§ na z§kladŊ pomŊru hmotnost/objem, tj. w/v 

ā pro pŚ²pravu roztokŢ a pufrŢ byla pouģita destilovan§ voda (dH2O) 

ā roztoky byly dle potŚeby sterilovan® vlhkĨm teplem (121 ÁC, 23 min, 

101,5 kPa) 

 

TE pufr  

10mM Tris-HCl (pH 8,0) 

1mM EDTA (pH 8,0) 

 

EDTA 

0,5M EDTA (pH 8,0) 

 

Glycerol 

20% roztok 

 

Glykogen 

Glycogen (5 mgÖml
-1

), Thermo Fisher Scientific 

 

Octan sodnĨ 

3M octan sodnĨ (pH 5,5) 

 

NaH2PO4/K2HPO4 pufr  

kaģdĨ 0,1mM, pH 6,8 
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Mannitol  

20% roztok 

 

Ethanol 

96% a 75% roztok (v/v) 

 

Roztok nukleotidŢ dNTP 

2,5mM
 

 dATP 

2,5mM  dCTP 

2,5mM  dGTP 

2,5mM  dTTP 

 

Methanol 

99,8% a 50% roztok (v/v) 

 

Hydroxid amonnĨ (aq) 

1M roztok 

 

Kyselina mravenļ² 

1M roztok 

 

10Ĭ reakļn² pufr s MgCl2 pro DNasu I (Thermo Fisher Scientific) 

ā sloģen²: 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 

 

10Ĭ PCR reakļn² pufr pro Taq DNA polymerasu (Thermo Fisher Scientific) 

ā sloģen²: 200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM MgCl2, 500 mM KCl 

 

10Ĭ reakļn² pufr pro M-MLV reverzn² transkriptasu (Thermo Fisher Scientific) 

ā FirstChoiceÈ RLM-RACE Kit 

 

1% agarosa 

0,5 g  agarosa 

50 ml 1Ĭ TBE 
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10Ĭ koncentrovanĨ TBE pufr  

108 g Tris 

55,6 g kyselina borit§ 

9,3 ml EDTA (pH 8,0) 

ZŚedit do 1000 ml a upravit pH na hodnotu 8,3. 

 

Barv²c² roztok GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain 10 000Ĭ in Water (Biotium) 

ĻervenĨ fluorescenļn² barv²c² roztok urļenĨ k vizualizaci dsDNA, ssDNA a RNA v 

agarosovĨch nebo polyakrylamidovĨch gelech. GelRed m§ absorbļn² maximum v 

UV spektru okolo 300 nm. Do agarosovĨch gelŢ lze GelRed barviļku aplikovat 

pŚ²mo pŚi jejich pŚ²pravŊ, anebo aģ po elektroforese pŚid§n²m do barv²c² l§znŊ. 

 

6Ĭ koncentrovanĨ nan§ġec² vzorkovĨ pufr pro agarosovou elektroforesu 

20 mg bromfenolov§ modŚ 

20 mg xylene cyanol 

3 ml glycerol 

Doplnit vodou do 10 ml a prom²chat. 

 

2.1.6 Pouģit® chemik§lie 

ā Aceton (Aceton 99,9% Enviroscan Capillary GC Grade, Lach-Ner) 

ā Acetonitril   

(Acetonitrile HiPerSolv CHROMANORMÈ for LC-MS, VWR Chemicals) 

ā Agarosa (SeaKem
È
 LE Agarose, Lonza) 

ā Amoniak ï vodnĨ roztok 25%  

(Amoniak - vodnĨ roztok 25% p.a./1000 ml, Lach-Ner) 

ā BakteriologickĨ agar (Agar Bacteriological No. 1, Oxoid) 

ā DEPC (diethylpyrokarbon§t) voda  

(DEPC-Treated Water, Thermo Fisher Scientific) 

ā Dihydrogenfosforeļnan draselnĨ KH2PO4 

(Dihydrogenfosforeļnan draselnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Dihydrogenfosforeļnan sodnĨ NaH2PO4 

(Dihydrogenfosforeļnan sodnĨ p.a., Lach-Ner) 
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ā EDTA ï dihydr§t disodn® soli ethylendiamintetraoctov® kyseliny 

(Chelaton 3 dihydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Ethanol (Ethylalkohol 96% p.a., Lach-Ner) 

ā Ethylacet§t (Ethylesterkyseliny octov® p.a., Lach-Ner) 

ā Fenol (Fenol p.a., Lach-Ner) 

ā Fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1), pH 7,5-8,0  

(Roti
È
-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Carl Roth) 

ā Glukosa (D-glukosa monohydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Glycerol (Glycerol for molecular biology, ²99%, Sigma Aldrich) 

ā Glycin (Glycin p.a., Lach-Ner) 

ā Hydroxid sodnĨ NaOH (Hydroxid sodnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Hydrogenfosforeļnan draselnĨ K2HPO4 

(Hydrogenfosforeļnan draselnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid draselnĨ KCl (Chlorid draselnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid hoŚeļnatĨ hexahydr§t MgCl2ā6H2O  

(Chlorid hoŚeļnatĨ hexahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid manganatĨ tetrahydr§t MnCl2ā4H2O 

(Chlorid manganatĨ tetrahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid mŊŅnatĨ dihydr§t CuCl2ā2H2O 

(Chlorid mŊŅnatĨ dihydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid sodnĨ NaCl (Chlorid sodnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid v§penatĨ CaCl2 (Chlorid v§penatĨ bezvodĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid v§penatĨ dihydr§t CaCl2ā2H2O  

(Chlorid v§penatĨ dihydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid zineļnatĨ bezvodĨ ZnCl2 (Chlorid zineļnatĨ bezvodĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Chlorid ģelezitĨ hexahydr§t FeCl3ā6H2O  

(Chlorid ģelezitĨ hexahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Chloroform  (Chloroform stabilizovanĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Isopropanol (Isopropylalkohol, VERKON) 

ā KaseinovĨ hydrolyz§t (Casein Hydrolysate, Sigma-Aldrich) 

ā KvasniļnĨ extrakt (Yeast Extract, Oxoid) 

ā Kyselina borit§ (Kyselina borit§ p.a./500 gr, Lach-Ner) 

ā Kyselina mravenļ² 
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(Formic acid 99% HiPerSolv CHROMANORMÈ for LC-MS, VWR Chemicals) 

ā Kyselina methyl-2-amino-N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonov§ 

N-Tris  (TES Ó99%, Sigma-Aldrich) 

ā Kyselina octov§ (Kyselina octov§ p.a., Lach-Ner) 

ā L-prolin  (ReagentPlus
È
 Ó99% (HPLC), Sigma-Aldrich) 

ā Mannitol  (D-Mannit p.a., Lach-Ner) 

ā Methanol (Methanol hypergrade for LC-MS LiChrosolv
È
, Merck) 

ā Molybdenan amonnĨ tetrahydr§t (NH4)6Mo7O24ā4H2O (p.a., Lach-Ner) 

ā Octan sodnĨ (Octan sodnĨ bezvodĨ p.a., Lach-Ner) 

ā Polyethylenglykol ï PEG 6000 (Poly(ethylene glycol) 1000, Sigma Aldrich) 

ā S²ran amonnĨ (NH4)2SO4 (S²ran amonnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā S²ran draselnĨ K2SO4 (S²ran draselnĨ p.a., Lach-Ner) 

ā S²ran hoŚeļnatĨ heptahydr§t MgSO4ā7H2O 

(S²ran hoŚeļnatĨ heptahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā S²ran zineļnatĨ heptahydr§t ZnSO4ā7H2O 

(S²ran zineļnatĨ heptahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā S²ran ģeleznatĨ heptahydr§t FeSO4ā7H2O 

(S²ran ģeleznatĨ heptahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā SladovĨ extrakt (Malt Extract, Oxoid) 

ā SmŊs nukleotidŢ dNTP (Deoxynucleotide Mix, 10 mM, Sigma Aldrich) 

ā S·jov§ mouka (S·jov§ mouka odtuļnŊn§ hladk§, Ekoprodukt) 

ā Tetraboritan sodnĨ dekahydr§t Na2B4O7ā10H2O 

(Tetraboritan sodnĨ dekahydr§t p.a., Lach-Ner) 

ā Tris(hydroxymethyl)aminomethan (ļistĨ, Lach-Ner) 

ā Tris -HCl  (Trizma
È
 base, Sigma-Aldrich) 

ā TRIzol (TRIzol
È
 Reagent, Thermo Fisher Scientific) 

ā Trypton  (Tryptone, Oxoid) 

ā Voda zbaven§ RNas (RNase-Free Water, Qiagen) 
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2.2 METODIKA  

2.2.1 Kultivaļn² metody 

 

PŚ²prava sporov® suspenze Streptomyces coelicolor M145 

1. Pracujeme za aseptickĨch podm²nek. 10
8
 spor S. coelicolor zaoļkujeme do 80 

ml tekut®ho m®dia 2xYT v 200ml ErlenmayerovŊ baŔce. Kultivace trv§ 48 h pŚi 

teplotŊ 29 ÁC na rotaļn² tŚepaļce (200 rpm) za aerobn²ch podm²nek. 

2. Na Petriho misce (prŢmŊr: 9 cm) zaoļkujeme roztŊrem 3 ml inokula na povrchu 

S1 m®dia pŚekryt®ho celof§novou foli². Inkubujeme 14 dn² pŚi 29 ÁC (nesm² se 

pouģ²vat zavŊġenĨ agar). 

3. Ġed® hydrofobn² spory skl²z²me z povrchu celof§nu nerezovou ġpachtl² do 15 ml 

steriln² destilovan® vody v 50ml centrifugaļn² kyvetŊ. 

4. Pro pŚ²pravu homogenn² suspenze sklizen® spory v kyvetŊ stŚ²davŊ sonikujeme a 

vortexujeme 9 min. 

5. Steriln² stŚ²kaļkou provedeme filtraci spor pŚes vatovĨ filtr. 

6. Centrifugujeme smŊs po dobu 7 min pŚi teplotŊ 4 ÁC a 7000 Ĭ g (Hettich 

Universal 32R Refrigeration Centrifuge Model 1610-01). Supernatant 

odstran²me. 

7. Spory resuspendujeme 2 ml 20% glycerolu. 

8. RozdŊl²me do mikrozkumavek po 100 Õl a skladujeme pŚi teplotŊ -20 ÁC. 

9. Titrac² vzorku sporov® suspenze a n§slednou kultivac² na pevn®m SFM m®diu 

zjist²me dle poļtu narostlĨch koloni² koncentraci ģivotaschopnĨch spor v 

suspenzi. 

 

Kultivace S. coelicolor pro izolaci sekund§rn²ch metabolitŢ 

1. Asepticky zaoļkujeme 10
8
 spor do 80 ml pŚ²sluġn®ho steriln²ho m®dia (R3, AM, 

nebo NMMP) v 200ml ErlenmayerovŊ baŔce. Kultivujeme aerobnŊ po dobu 48 

h pŚi teplotŊ 29 ÁC na rotaļn² tŚepaļce (200 rpm) za aerobn²ch podm²nek. 

2. Inokulum (10
8
 spor) aktivujeme pro germinaci inkubac² 10 min pŚi 50 ÁC. 

N§slednŊ zaoļkujeme 30 ml pŚ²sluġn®ho steriln²ho m®dia v 100ml 

ErlenmayerovŊ baŔce. Kultivace prob²h§ aerobnŊ po dobu 6 h pŚi teplotŊ 37 ÁC 

na rotaļn² tŚepaļce (200 rpm). 

3. Po kultivaci provedeme izolaci sekund§rn²ch metabolitŢ (viz kap. 2.2.3). 
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2.2.2 Metody pr§ce s RNA a DNA (experimenty v pŚ²pravŊ) 

 

Izolace celkov® RNA z bunŊk pomoc² TRIzol
È
 Reagent 

 

1. Vegetativn² buŔky (pŚ²p. spory) sklid²me do 2ml mikrozkumavek se zirkonovĨm 

p²skem, kter® jsou vhodn® pro homogenizaci v pŚ²stroji Minilys Personal 

Homogenizer (Bertin). 

2. PŚid§me 750 Õl TRIzolu na 250 Õl vzorku (10
7
 bakteri§ln²ch bunŊk). 

3. Homogenizaci vzorku prov§d²me ihned po kultivaci. Vzorky chlad²me na ledu 

nejl®pe po kaģd®m cyklu homogenizace. 

1. cyklus: 1Ĭ240 s, nejniģġ² rychlost 

2. cyklus: 1Ĭ240 s, stŚedn² rychlost 

4. OdstŚed²me 1 min pŚi 14000 Ĭ g a pokojov® teplotŊ (Mini Spin plus, Eppendorf). 

SmŊs nesm² ulp²vat na stŊn§ch mikrozkumavky. 

5. Inkubujeme 7 min pŚi 65 ÁC, pot® chlad²me na ledu. 

6. Provedeme dalġ² homogenizaci: 

1. cyklus: 1Ĭ240 s, nejniģġ² rychlost 

2. cyklus: 1Ĭ240 s, stŚedn² rychlost 

7. V t®to f§zi mŢģeme zhomogenizovan® vzorky zamrazit (-80 ÁC), nebo 

pokraļovat v izolaci RNA. 

8. Suspenzi udrģujeme na ledu a dopln²me do 1 ml TRIzolem. Inkubujeme 5 min 

pŚi pokojov® teplotŊ. 

9. Provedeme homogenizaci: 

1. cyklus: 2Ĭ240 s, nejvyġġ² rychlost 

(2. cyklus pro izolaci RNA ze spor: 6Ĭ240 s, nejvyġġ² rychlost) 

10. OdstŚed²me 2 min pŚi 14000 Ĭ g a pokojov® teplotŊ. Veġker® mycelium mus² 

klesnout na dno mikrozkumavky. 

11. Odebereme horn² f§zi (bez mycelia) do nov® mikrozkumavky. 

12. PŚid§me 200 Õl chloroformu, protŚepeme, 2 min m²ch§me na vortexu a 

inkubujeme 3 min pŚi pokojov® teplotŊ. 

13. OdstŚed²me 15 min pŚi 11000 Ĭ g a teplotŊ 4 ÁC. 

14. Po centrifugaci odebereme horn² vodnou f§zi do nov® mikrozkumavky s 500 Õl 

isopropanolu. Inkubujeme 10 min pŚi pokojov® teplotŊ. 
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15. OdstŚed²me 40 min pŚi 11000 Ĭ g a teplotŊ 4 ÁC (pro lepġ² vĨtŊģek RNA lze 

pŚidat 5-10 Õg glykogenu). 

16. Supernatant odstran²me a pelet promyjeme 1 ml 75% ethanolu (-20 ÁC). 

17. OdstŚed²me 5 min pŚi 11000 Ĭ g a teplotŊ 4 ÁC. 

18. Peletu kr§tce vysuġ²me (nejd®le 5 min; hroz² riziko pŚesuġen² RNA, kter§ jiģ 

nelze rozpustit). 

19. Peletu rozpust²me v 300 Õl DEPC vody. PŚid§me 5 Õl RiboLock inhibitoru 

RNas. 

20. V z§vŊreļn® f§zi provedeme ġtŊpen² DNasou I s n§slednou fenol-

chloroformovou extrakc² a sr§ģen²m RNA ethanolem. Pro z²sk§n² velmi ļist® 

RNA mŢģeme nejprve prov®st fenol-chloroformovou extrakci, sr§ģen² RNA 

ethanolem, pot® ġtŊpen² DNasou I a na konec opŊt fenol-chloroformovou-

extrakci a pŚesr§ģen² ethanolem. VĨtŊģek je v tomto pŚ²padŊ niģġ². 

 

ĠtŊpen² DNasou I 

    1Ĭ      5Ĭ          

izolovan§ RNA   10 Õl    50 Õl 

10Ĭ DNasa I pufr   10 Õl    50 Õl 

DNasa I      2 Õl    10 Õl 

DEPC H2O    78 Õl  390 Õl  

CelkovĨ objem: 100 Õl  500 Õl 

Inkubace 37 ÁC, 30 min. 

 

Fenol-chloroformov§ extrakce 

1. K rozpuġtŊn® RNA pŚid§me v pomŊru 1:1 fenol/chloroform/isoamylalkohol 

(25/24/1; pH 4,0). 

2. Prom²ch§me 30 s na vortexu. 

3. OdstŚed²me 10 min pŚi 4 ÁC a 14000 Ĭ g (Mini Spin plus, Eppendorf). 

4. Odebereme horn² f§zi a opakujeme extrakci. 

5. OdstŚed²me 10 min pŚi 14000 Ĭ g a teplotŊ 4 ÁC. 

6. Odebereme horn² f§zi a pŚid§me 3M octan sodnĨ s pH 5,5 (1/10 objemu) a  96% 

ethanol (2,5 n§sobek objemu). 

7. Sr§ģ²me 2 hodiny (nebo pŚes noc) pŚi -20 ÁC. 

8. OdstŚed²me 10 min pŚi 14000 Ĭ g a 4 ÁC. 



 

27 

9. Peletu promyjeme 1 ml 75% ethanolu. 

10. OdstŚed²me 5 min pŚi 14000 Ĭ g a teplotŊ 4 ÁC. 

11. Peletu vysuġ²me a rozpust²me v 10 Õl (pŚ²p. 50 Õl) DEPC vody. 

 

Spektrofotometrick® stanoven² koncentrace a ļistoty RNA 

1. MŊŚen² bylo prov§dŊno na pŚ²stroji Spektrofotometr DS-11 (DeNovix). 

2. Po nastaven² programu pro mŊŚen² koncentrace a ļistoty RNA zmŊŚ²me 

1 Õl DEPC vody jako slepĨ vzorek (Ăblankñ). 

3. Pot® zmŊŚ²me vzorky izolovan® RNA. 

4. Na pŚ²stroji odeļteme ļistotu (hodnota A260/A280) a koncentraci RNA. 

 

N§vrh oligonukleotidŢ (primerŢ) a pŚ²prava z§sobn²ch roztokŢ 

1. Vyhled§me sekvenci nukleotidŢ pro zvolenĨ gen S. coelicolor M145 v datab§zi 

StrepDB (www.strepdb.streptomyces.org.uk, 2016, online). 

2. Vloģ²me sekvenci do aplikace Primer3 Input (v. 0.4.0), kter§ umoģŔuje 

navrhovat primery a hybridizaļn² pr·by (Koressaar a Remm, 2007; Untergasser 

a kol., 2012). 

3. D§le nastav²me vhodn® parametry: 

ā optim§ln² d®lka primerŢ: 20-22 nt 

ā rozd²l teplot t§n² obou primerŢ: do 5 ÁC 

4. Z programem nab²zenĨch primerŢ zvol²me ty, kter® by souļasnŊ nemŊly nasedat 

na templ§t bl²zko sebe a nejsou vz§jemnŊ komplement§rn², aby nedoch§zelo 

k tvorbŊ dimerŢ. 

5. Funkļnost navrģenĨch oligonukleotidŢ teoreticky ovŊŚ²me pomoc² aplikace In 

silico PCR amplification (San Mill§n a kol., 2013). 

6. Navrģen® sekvence oligonukleotidŢ objedn§me u vĨrobce (IDT ï Integrated 

DNA Technologies). 

7. Dodan® oligonukleotidy v lyofilizovan® formŊ rozpust²me v odpov²daj²c²m 

mnoģstv² steriln² vody, abychom pŚipravili z§sobn² roztoky o koncentraci  

100 ÕM (pro reverzn² transkripci a PCR pouģ²v§me roztok 100Ĭ zŚedŊnĨ). 

8. Z§sobn² roztoky udrģujeme pŚi teplotŊ -20 ÁC. 
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Reverzn² transkripce (RT) 

izolovan§ RNA      1 Õl      2 Õl 

dNTP mix           2 Õl      4 Õl 

(-) primer
1
       1 Õl      2 Õl 

RT pufr (10Ĭ)      1 Õl      2 Õl 

M-MLV reverzn² transkriptasa  0,5 Õl      1 Õl 

inhibitor RNas   0,5 Õl      1 Õl 

DEPC H2O       4 Õl    10 Õl  

CelkovĨ objem:    10 Õl    20 Õl 

Reakļn² smŊs jemnŊ prom²ch§me a kr§tce odstŚed²me. Inkubujeme pŚi 42 ÁC po dobu 

1 h, pot® pŚi 48 ÁC po dobu 10 min. Reakci lze pŚeruġit v -20 ÁC, nebo pokraļovat 

n§slednou PCR. Negativn² kontrola RT(-) pro kaģdĨ vzorek byla provedena tak, ģe do 

identick® reakļn² smŊsi jako pro vzorek nebyla pŚid§na reverzn² transkriptasa. 

 

Polymerasov§ ŚetŊzov§ reakce (PCR) po reverzn² transkripci 

reakļn² smŊs po reverzn² transkripci  0,5 Õl      1 Õl 

dNTP mix           2 Õl      4 Õl 

(-) primer
2
       1 Õl      2 Õl 

(+) primer
3
       1 Õl      2 Õl 

PCR pufr (10Ĭ)      1 Õl      2 Õl 

M-MLV reverzn² transkriptasa  0,5 Õl      1 Õl 

inhibitor RNas   0,5 Õl      1 Õl 

DEPC H2O       4 Õl    10 Õl  

CelkovĨ objem:    10 Õl    20 Õl 

Reakļn² smŊs jemnŊ prom²ch§me a kr§tce odstŚed²me.  

N§sleduje inkubace v termocykl®ru pŚi teplotn²m reģimu: 

poļet opakov§n² teplota ļas  

1Ĭ 94 ÁC 4 min poļ§teļn² denaturace 

30Ĭ 55 ÁC 30 s hybridizace primeru 

 72 ÁC 1 min elongace ŚetŊzce 

 94 ÁC 20 s denaturace dsDNA 

                                                 
1
 primer ke specifick®mu ¼seku RNA k·duj²c² ģ§douc² gen (reverznŊ komplement§rn² k 3Ë konci mRNA) 

2
 primer komplement§rn² k 3Ë konci genu 

3
 primer komplement§rn² k 5Ë konci genu 
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AnalĨza DNA pomoc² elektroforesy v agarosov®m gelu 

1. Elektroforetick§ aparatura (Mini Plus Horizontal Gel Electrophoresis, Thermo 

Fisher Scientific) pŚiprav²me podnos pro nalit² agarosov®ho gelu tak, aby 

vznikla tŊsn²c² n§doba. 

2. PŚiprav²me 1Ĭ TBE pufr naŚedŊn²m 10Ĭ koncentrovan®ho z§sobn²ho roztoku 

destilovanou vodou v mnoģstv² dostateļn®m pro pŚ²pravu gelu a pouģit² jako 

elektrolyt pŚi elektroforese. 

3. PŚiprav²me v ErlenmayerovŊ baŔce suspenzi obsahuj²c² 1 % (w/v) agarosy 

v TBE pufru. 

4. Agarovou suspenzi pŚivedeme do kr§tk®ho varu (5-10 s) v mikrovlnn® troubŊ. 

Kr§tk® z§hŚevy k varu opakujeme po zam²ch§n² obsahu baŔky krouģivĨm 

pohybem aģ do rozpuġtŊn² agaru. 

5. Roztok agaru nech§me zchladit na cca 60 ÁC a pŚid§me barv²c² roztok 

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (3,5 Õl na 35 ml roztoku agaru). 

6. Nalijeme gel do utŊsnŊn®ho podnosu a ihned do agaru ponoŚ²me hŚeben ve 

vyznaļen®m m²stŊ. Ponech§me gel ztuhnout pŚi pokojov® teplotŊ. 

7. PŚelijeme gel spr§vnŊ um²stŊnĨ ve vanŊ aparatury takovĨm mnoģstv²m 

elektroforetick®ho pufru, aby byla jeho hladina nad povrchem gelu (cca 3-5 

mm). OpatrnŊ vyjmeme z gelu hŚeben. 

8. Do krajn²ch jamek naneseme mikropipetou 5 Õl markeru a do dalġ²ch vhodnĨ 

objem (10-20 Õl) vzorku v nan§ġec²m pufru (5 Õl nan§ġec²ho pufru na 50 ml 

1% agarosy). 

9. UzavŚeme aparaturu, pŚipoj²me ke zdroji stejnosmŊrn®ho proudu (DNA putuje 

ke kladn® elektrodŊ) a nastav²me napŊt² na hodnotu U = [3 V] Ĭ [vzd§lenost 

mezi elektrodami v cm]. Zapneme proud. Elektroforesa trv§ podle aplikovan®ho 

napŊt² a poģadovan®ho rozdŊlen² asi 20-60 min. 

10. Po skonļen² elektroforesy vypneme zdroj napŊt² a gel pŚeneseme bezpeļnŊ na 

plochu transilumin§toru a vizualizujeme DNA v UV svŊtle. PoŚ²d²me 

fotografickĨ z§znam, kterĨ vyhodnot²me. 
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2.2.3 Separaļn² a analytick® metody 

Univerz§ln² metoda extrakce na pevnou f§zi (SPE) pro izolaci sekund§rn²ch 

metabolitŢ streptomycet
4
 

1. Kulturu po kultivaci odstŚed²me v kyvetŊ 7 min pŚi 4 ÁC a 7000 Ĭ g (Hettich 

Universal 32R Refrigeration Centrifuge Model 1610-01). 

2. Supernatant odebereme do nov® k·nick® zkumavky a udrģujeme na ledu. 

3. Homogenizaci bunŊk a spor (Minilys Personal Homogenizer, Bertin) prov§d²me 

nejl®pe ihned po kultivaci (pŚ²p. ihned po sklizen² spor). Po odstŚedŊn² pelet 

resuspendujeme v 1 ml odebran®ho supernatantu v mikrozkumavce. PŚid§me 

zirkonovĨ p²sek a sklenŊn® kuliļky. Vzorky chlad²me na ledu nejl®pe po 

kaģd®m cyklu homogenizace: 

1. cyklus: 1Ĭ240 s, nejniģġ² rychlost 

2. cyklus: 2Ĭ240 s, stŚedn² rychlost 

3. cyklus: 3Ĭ240 s, nejvyġġ² rychlost 

4. Po homogenizaci odstŚed²me (4 ÁC, 10000 Ĭ g, 5 min) a supernatant odebereme 

do ļist® 15ml k·nick® zkumavky. MŢģeme doplnit do 3 ml kultivaļn²m m®diem 

z²skanĨm v prvn²m kroku, nebo extrahovat homogeniz§t a m®dium zvl§ġŠ. 

5. Pro extrakci pouģijeme 3 ml pŚipraven®ho vzorku. Uprav²me pH dle potŚeby 

pomoc² 1M NH4OH (aq), nebo 1M HCOOH. 

6. SPE kolonku (Oasis HLB 3 cc Vac Cartridge, 60 mg sorbentu, 30 Õm velikost 

ļ§stic; Waltera) um²st²me na manifold (Waters SPE manifold) spojenĨ s 

vakuovou pumpou. Vakuum regulujeme, aby tok nepŚekroļil 2 mlĿmin
-1

 

(kapalinŊ o objemu 3 ml by mŊl prŢtok kolonkou trvat nejm®nŊ 1,5 min). 

7. Provedeme kondicionaci kolonky 3 ml 99,8% methanolu. 

8. Provedeme ekvilibraci kolonky 3 ml Milli-Q vody. 

9. Naneseme 3 ml vzorku. 

10. Promyjeme 3 ml steriln² Milli -Q vody. 

11. Eluujeme 1,5 ml 99,8% methanolem do 2ml mikrozkumavky. Z²sk§me 

2Ĭ zakoncentrovanĨ vzorek. 

12. Provedeme zakoncentrov§n² na centrifugaļn²m evapor§toru (37 ÁC). 

                                                 
4
 univerz§ln² SPE metoda pro izolaci sekund§rn²ch metabolitŢ streptomycet nen² vhodn§ pro metabolity 

s n²zkou molekulovou hmotnost² a pro velmi pol§rn² l§tky, napŚ. aminoglykosidy, fosfomycin aj. 
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13. Rozpust²me residuum dle potŚeby v 99,8% methanolu (napŚ. 100 Õl). Pro 

urychlen² rozpouġtŊn² lze pouģ²t m²ch§n² na vortexu a sonikaci. 

14. ZŚed²me v pomŊru 1:1 steriln² Milli-Q vodou a prom²ch§me na vortexu. 

15. OdstŚed²me na stoln² centrifuze po dobu 5 min pŚi pokojov® teplotŊ a 14000 Ĭ g. 

16. Odebereme 50 Õl vzorku do vialky a provedeme analĨzu UHPLC-DAD-ToF-

MS. 

 

Extrakce sekund§rn²ch metabolitŢ S. coelicolor ethylacet§tem 

1. Kulturu po kultivaci odstŚed²me (4 ÁC, 7000 Ĭ g, 7 min). Supernatant odebereme 

do nov® k·nick® zkumavky a udrģujeme na ledu. 

2. Homogenizaci bunŊk a spor (Minilys Personal Homogenizer, Bertin) prov§d²me 

nejl®pe ihned po kultivaci (pŚ²p. ihned po sklizen² spor). Po odstŚedŊn² pelet 

resuspendujeme v 1 ml odebran®ho supernatantu v mikrozkumavce. PŚid§me 

zirkonovĨ p²sek a sklenŊn® kuliļky. Vzorky chlad²me na ledu nejl®pe po 

kaģd®m cyklu homogenizace: 

1. cyklus: 1Ĭ240 s, nejniģġ² rychlost 

2. cyklus: 2Ĭ240 s, stŚedn² rychlost 

3. cyklus: 3Ĭ240 s, nejvyġġ² rychlost 

3. Po homogenizaci odstŚed²me (4 ÁC, 10000 Ĭ g, 5 min) a supernatant odebereme 

do ļist® 50ml k·nick® zkumavky. Dopln²me do 5 ml kultivaļn²m m®diem 

z²skanĨm v prvn²m kroku. Uprav²me pH dle potŚeby. 

4. PŚid§me 25 ml ethylacet§tu a intenzivnŊ tŚepeme 1 min. 

5. OdstŚed²me (4 ÁC, 7000 Ĭ g, 5 min). Odebereme horn² organickou f§zi (extrakt). 

6. Extrakt zakoncentrujeme na vakuov® odparce. 

7. Residuum rozpust²me v 1 ml 99,8% methanolu. Pro rozpuġtŊn² usazenin 

pouģijeme m²ch§n² na vortexu a sonikaci. 

8. Dle potŚeby zŚed²me 50% methanolem, pŚefiltrujeme pŚes PVDF mikrofiltr o 

porozitŊ 0,2 Õm a stoļ²me 5 min na stoln² centrifuze. Odebereme 50 Õl do 

vialky. 

9. Provedeme analĨzu UHPLC-DAD-ToF-MS. 

 

Extrakce sekund§rn²ch metabolitŢ S. coelicolor metodou QuEChERS 

1. Kulturu po kultivaci odstŚed²me (4 ÁC, 7000 Ĭ g, 7 min). Supernatant odebereme 

do nov® k·nick® zkumavky a udrģujeme na ledu. 
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2. Homogenizaci bunŊk a spor (Minilys Personal Homogenizer, Bertin) prov§d²me 

nejl®pe ihned po kultivaci (pŚ²p. ihned po sklizen² spor). Po odstŚedŊn² pelet 

resuspendujeme v 1 ml destilovan® vody v mikrozkumavce. PŚid§me zirkonovĨ 

p²sek a sklenŊn® kuliļky. Vzorky chlad²me na ledu nejl®pe po kaģd®m cyklu 

homogenizace: 

1. cyklus: 1Ĭ240 s, nejniģġ² rychlost 

2. cyklus: 2Ĭ240 s, stŚedn² rychlost 

3. cyklus: 3Ĭ240 s, nejvyġġ² rychlost 

3. Po homogenizaci odstŚed²me (4 ÁC, 10000 Ĭ g, 5 min) a supernatant odebereme 

do ļist® 50ml k·nick® zkumavky. Dopln²me do 5 ml kultivaļn²m m®diem 

z²skanĨm v prvn²m kroku. Uprav²me pH dle potŚeby. 

4. PŚid§me 25 ml acetonitrilu a intenzivnŊ tŚepeme 1 min. 

5. PŚid§me 4 g MgSO4 a 1 g NaCl. IntenzivnŊ tŚepeme 1 min. 

6. OdstŚed²me (4ÁC, 7000 Ĭ g, 5 min). Odebereme horn² organickou f§zi (extrakt). 

7. Extrakt zakoncentrujeme na vakuov® odparce. 

8. Residuum rozpust²me v 1 ml 99,8% methanolu. Pro rozpuġtŊn² usazenin 

pouģijeme m²ch§n² na vortexu a sonikaci. 

9. Dle potŚeby zŚed²me 50% methanolem, pŚefiltrujeme pŚes PVDF mikrofiltr o 

porozitŊ 0,2 Õm a odstŚed²me 5 min na stoln² centrifuze. Odebereme 50 Õl do 

vialky a provedeme analĨzu UHPLC-DAD-ToF-MS. 

 

Ultra -vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie s UV detekc² diodov®ho pole 

a hmotnostn² detekc² doby letu (UHPLC-DAD-ToF-MS) 

 

Extrakty ze streptomycetovĨch kultur byly analyzov§ny pomoc² UHPLC (Ultra High-

Performance Liquid Chromatography). Analyz§tor Acquity UPLC System (Waters) je 

tvoŚen Acquity UPLC vysokotlakĨm ļerpadlem, Acquity UPLC d§vkovaļem vzorkŢ, 

Acquity UPLC kolonovĨm termostatem, Acquity UPLC DAD detektorem diodov®ho 

pole (DAD) a hmotnostn²m detektorem LCT Premier XE (Waters) s elektrosprejem 

(ESI ï Electrospray Ionization) a ortogon§lnŊ uspoŚ§danĨm analyz§torem doby letu 

(ToF ï Time of Flight, Waters MS). Z²skan§ data byla zpracov§na pomoc² programu 

MassLynx
TM

, verze 4.1 (Waters) 

UHPLC slouģ² k separaci jednotlivĨch sloģek vzorku. Ty jsou pot® analyzov§ny 

pomoc² hmotnostn² spektrometrie, kter§ dŊl² fragmenty l§tek na z§kladŊ pomŊru 
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hmotnost ku n§boji (m/z). Pomoc² programu MassLynx
TM

 je pot® k z²skanĨm hodnot§m 

navrģeno element§rn² sloģen² analyzovanĨch l§tek. 

Podm²nky mŊŚen²: 

UHPLC 

ā kolona Acquity UPLC BEH C18 (50Ĭ2,1 mm, velikost ļ§stic 1,7 ɛm; Waters) 

ā mobiln² f§ze: A ï 0,1% kyselina mravenļ² v dH2O; B ï 100% acetonitril 

ā rychlost prŢtoku: 0,4 mlÖmin
-1
 

ā gradientov§ eluce (min/%A): 0/90, 12/40, 15/20, 16/20, 18/0, 20/90 

ā teplota kolony: 25 ÁC; teplota vzorkŢ: 10 ÁC  

ā objem n§stŚiku: 2-5 ɛl 

MS 

ā pozitivn² ionizace elektrosprejem (ESI+) 

ā napŊt² na vstupn²m kuģelu: Ñ40 V; napŊt² na kapil§Śe: Ñ2500 V 

ā teplota bloku iontov®ho zdroje: 120 ÁC; teplota desolvataļn²ho plynu (N): 350 

ÁC 

ā prŢtok desolvataļn²ho plynu: 800 lÖh
-1

; prŢtok plynu na vstupn²m kuģelu: 50 lÖh
-1
 

ā mŊŚeno ve ĂWñ m·du, ļas skenu 0,1 s, prodleva mezi skeny 0,01 s 

ā specifick® [M+H ]
+
 ionty byly extrahov§ny s hmotnostn²m oknem 0,08 Da  
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3 VħSLEDKY 

3.1 Porovn§n² extrakļn²ch metod 

 

Pro izolaci sekund§rn²ch metabolitŢ S. coelicolor byla vyzkouġena metoda QuEChERS, 

vytŚep§v§n² ethylacet§tem a extrakce na pevnou f§zi (SPE). Extrakce byly provedeny 

po 48 hodin§ch kultivace S. coelicolor na R3 m®diu s glycerolem (viz kap. 2.2.1 a 

2.2.3). PŚed extrakc² bylo upraveno pH supernatantu na hodnotu 3. Z extraktŢ byly 

pŚipraveny vzorky pro analĨzu sekund§rn²ch metabolitŢ pomoc² UHPLC-DAD-ToF-

MS v pozitivn²m (ESI+) ionizaļn²m m·du (viz kap. 2.2.3). Nejġirġ² spektrum 

sekund§rn²ch metabolitŢ (Tab. I) bylo detekov§no (bez pouģit² standardŢ) v pŚ²padŊ 

extraktu z²skan®ho metodou  SPE. 

Tab. I: Porovn§n² extrakļn²ch metod (SPE, QuEChERS a vytŚep§v§n² ethylacet§tem) 

z hlediska detekovanĨch sekund§rn²ch metabolitŢ S. coelicolor M145 pomoc² 

UHPLC-DAD-ToF-MS. Nejv²ce l§tek bylo nalezeno v extraktu pŚipraven®m 

metodou SPE. 

 

 

 

*
stopov§ mnoģstv² 

sekund§rn² metabolit SPE QuEChERS ethylacet§t 

albaflavenon ano ne ne 

CDA 2b ano
*
 ne ne 

CDA 3a ano
*
 ne ne 

CDA 3b ano
*
 ne ne 

CDA 4a ano
*
 ne ne 

CDA 4b ano
*
 ne ne 

coelimycin P1 ano ano
*
 ne 

desferrioxamin B ano ano
*
 ano

*
 

desferrioxamin E ano ne ne 

ɔ-actinorhodin ano
*
 ne ne 

undecylprodigiosin ano ano ano 

streptorubin B ano ano ano 

kalafungin ano ne ne 
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3.2 AnalĨza sekund§rn²ch metabolitŢ 

3.2.1  Albaflavenon 

Albaflavenon (C15H22O) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na 

R3 m®diu s glycerolem pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE a analyzov§n 

pomoc²  

UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 7 a 8). 

 

Obr. 7 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu ze 

supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na R3 m®diu s 

glycerolem. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 218,1749 Da odpov²daj²c² albaflavenonu C15H22O 

(pseudomolekulovĨ iont C15H23O
+
; m/z hodnota vypoļten§: 219,1749). 

V tR = 9,02 min je patrnĨ p²k pro albaflavenon. 

 
Obr. 8 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 9,02 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na R3 

m®diu s glycerolem. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

(mnoģstv²) tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 

C15H23O
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 219,1749; nalezen§: 219,1751) 
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odpov²daj²c² albaflavenonu. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = 0,90 ppm. 

 Albaflavenon byl detekov§n tak® v prŢbŊhu germinace S. coelicolor M145, tedy po 

6 h kultivace na AM m®diu s glycerolem pŚi 37 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE a 

analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 9 a 10). 

 
 

Obr. 9 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu ze 

supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 6 h kultivace na AM m®diu s 

glycerolem. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 218,1749 Da odpov²daj²c² albaflavenonu C15H22O 

(pseudomolekulovĨ iont C15H23O
+
; m/z hodnota vypoļten§: 219,1749). 

V tR = 8,09 min je patrnĨ p²k pro albaflavenon. 

 
Obr. 10 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 8,09 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 6 h kultivace na AM 

m®diu s glycerolem. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

(mnoģstv²) tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 
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C15H23O
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 219,1749; nalezen§: 219,1748) 

odpov²daj²c² albaflavenonu. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = -0,5 ppm. 

 Po 48 h kultivace S. coelicolor M145 pŚi 29 ÁC na AM m®diu, R3 m®diu s 

mannitolem a NMMP m®diu nebyl albaflavenon detekov§n. V extraktu ze spor 

urļenĨch pro germinaci se albaflavenon nevyskytoval. Ve vzorc²ch z germinace po 6 h 

kultivace S. coelicolor M145 pŚi 37 ÁC na AM m®diu s glukosou, R3 m®diu 

s glycerolem (pŚ²p. mannitolem) nebyl albaflavenon nalezen.  

 

3.2.2  Kalcium-dependentn² antibiotikum (CDA) 

Kalcium-dependentn² antibiotikum (typ 2b, 3a, 3b, 4a, 4b; viz Obr. 11) bylo ve 

stopov®m mnoģstv² detekov§no po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na R3 m®diu 

s glycerolem pŚi 29 ÁC (Obr. 12 a 13). Extrakt byl z²sk§n metodou SPE. Pro UHPLC-

DAD-ToF-MS analĨzu byla provedena kalibrace pŚ²stroje pro mŊŚen² l§tek s rozmez²m 

monoisotopickĨch hmot 1000-1800 Da. CDA nebylo detekov§no po kultivaci 48 h na 

R3 m®diu s mannitolem, NMMP a AM m®diu. 
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Obr. 11 Kalcium-dependentn² antibiotika izolovan§ ze S. coelicolor; pŚevzato a 

upraveno z Hojati a kol. (2011) 
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Obr. 12 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na R3 m®diu s 

glycerolem. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tek s 

monoisotopickĨmi hmotami odpov²daj²c²mi kalcium-dependentn²m 

antibiotikŢm: CDA 2b (C67H82N14O29P
+
; m/z = 1577,5108; tR = 7,47 min), 

CDA 3a (C66H77N14O26
+
; m/z = 1481,5130; tR = 7,73 min), CDA 3b 

(C66H79N14O26
+
; m/z = 1483,5291; tR = 7,77 min), CDA 4a (C67H79N14O26

+
; 

m/z = 1495,5290; tR = 7,69 min), CDA 4b (C67H81N14O26
+
; m/z = 1497,5451; 

tR = 7,74 min). 
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Obr. 13 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 7,64 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na R3 

m®diu s glycerolem. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

(mnoģstv²) tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 

C67H79N14O26
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 1495,5290; nalezen§: 1495,5292) 

odpov²daj²c² CDA 4a. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se spr§vnost² 

urļen² hodnoty m/z = 0,10 ppm. 

 

 Pro ovŊŚen² byla provedena tak® UV detekce pŚi vlnov® d®lce 350 nm absorpļn²ho 

maxima CDA 4a (viz Hojati a kol., 2002). Po 48 h kultivace S. coelicolor M145 pŚi 

29 ÁC na AM m®diu, R3 m®diu s mannitolem a NMMP m®diu nebylo CDA detekov§no. 

V extraktu ze spor urļenĨch pro germinaci se CDA nevyskytovalo. Ve vzorc²ch 

z germinace po 6 h kultivace S. coelicolor M145 pŚi 37 ÁC na AM a R3 m®diu nebylo 

CDA nalezeno. 

 

3.2.3  Coelimycin P1 

Coelimycin P1 (C17H20N2O4S) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na 

R3 m®diu s glycerolem (pŚ²p. mannitolem) pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE a 

analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 14 a 15). Po 48 h kultivace 

S. coelicolor M145 na AM a NMMP m®diu nebyl coelimycin P1 detekov§n. Ve 

vzorc²ch z germinace ani ve spor§ch nebyl coelimycin P1 nalezen. 
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Obr. 14 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na R3 m®diu s 

glycerolem. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 348,1222 Da odpov²daj²c² coelimycinu P1 

C17H20N2O4S (pseudomolekulovĨ iont C17H21N2O4S
+
; m/z hodnota vypoļten§: 

349.1222). V tR = 7,12 min je patrnĨ p²k pro coelimycin P1. 

 
 

Obr. 15 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 7,12 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na 

R3 m®diu s glycerolem. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y 

intenzita (mnoģstv²) tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 

C17H21N2O4S
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 349,1222; nalezen§: 349,1229) 

odpov²daj²c² coelimycinu P1. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = 2,00 ppm. 
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3.2.4  Desferrioxamin B 

Desferrioxamin B (C25H48N6O8) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na 

R3 m®diu s glycerolem (pŚ²p. mannitolem) a AM m®diu s glukosou (pŚ²p. glycerolem) 

pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE a analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-

MS (Obr. 16 a 17). Po kultivaci 48 h na NMMP m®diu nebyl desferrioxamin B 

detekov§n. Ve vzorc²ch z germinace ani ve spor§ch nebyl desferrioxamin B nalezen. 

 

 

 

Obr. 16 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM m®diu s 

glukosou. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 560,3612 Da odpov²daj²c² desferrioxaminu B 

C25H48N6O8 (pseudomolekulovĨ iont C25H49N6O8
+
; m/z hodnota vypoļten§: 

561,3612). V tR = 3,64 min je patrnĨ p²k pro desferrioxamin B. 
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Obr. 17 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 3,64 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na 

AM m®diu s glukosou. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y 

intenzita tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 

C25H49N6O8
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 561,3612; nalezen§: 561,3625) 

odpov²daj²c² desferrioxaminu B. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = 2,30 ppm. 

 

3.2.5  Desferrioxamin D1 

Desferrioxamin D1 (C27H50N6O9)  byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 

na AM m®diu s glukosou (pŚ²p. glycerolem) pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE 

a analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 18 a 19). 

 

Obr. 18 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM m®diu s 

glukosou. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 602,3718 Da odpov²daj²c² desferrioxaminu D1 

C27H50N6O9 (pseudomolekulovĨ iont C27H51N6O9
+
; m/z hodnota vypoļten§: 

603,3718). V tR = 4,51 min je patrnĨ p²k pro desferrioxamin D1. 
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Obr. 19 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 4,49 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na 

AM m®diu s glukosou. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y 

intenzita (mnoģstv²) tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont 

C27H51N6O9
+
 (m/z hodnota vypoļten§: 603,3718; nalezen§: 603,3711) 

odpov²daj²c² desferrioxaminu D1. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = -1,20 ppm. 

 

 Po kultivaci 24 h na R3 a NMMP m®diu nebyl desferrioxamin D1 detekov§n. Ve 

vzorc²ch z germinace ani ve spor§ch nebyl desferrioxamin D1 nalezen. 

 

3.2.6  Desferrioxamin E 

Desferrioxamin E (C27H48N6O9) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na 

R3 m®diu s glycerolem (pŚ²p. mannitolem), NMMP m®diu a AM m®diu s glukosou 

(pŚ²p. glycerolem) pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE a analyzov§n pomoc² 

UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 20 a 21). Ve vzorc²ch z germinace ani ve spor§ch nebyl 

desferrioxamin E nalezen. 
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Obr. 20 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM m®diu s 

glukosou. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 600,3561 Da odpov²daj²c² desferrioxaminu E 

C27H48N6O9 (pseudomolekulovĨ iont C27H49N6O9
+
; m/z hodnota vypoļten§: 

601,3561). V tR = 4,54 min je patrnĨ p²k pro desferrioxamin E. 

 
Obr. 21 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 4,52 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM 

m®diu s glukosou. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont C27H49N6O9
+
 

(m/z hodnota vypoļten§: 601,3561; nalezen§: 601,3561) odpov²daj²c² 

desferrioxaminu E. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se spr§vnost² 

urļen² hodnoty m/z = 0,0 ppm. 
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3.2.7  Desferrioxamin G 

Desferrioxamin G (C27H50N6O10) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 

na AM m®diu s glukosou (pŚ²p. glycerolem) pŚi 29 ÁC. Extrakt byl z²sk§n metodou SPE 

a analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 22 a 23). Desferrioxamin G nebyl 

detekov§n ve vzorc²ch z germinace, ve spor§ch ani po kultivaci 48 h na R3 a NMMP 

m®diu. 

 

Obr. 22 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM m®diu s 

glukosou. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 618,3667 Da odpov²daj²c² desferrioxaminu G 

C27H50N6O10 (pseudomolekulovĨ iont C27H51N6O10
+
; m/z hodnota vypoļten§: 

619,3667). V tR = 3,73 min je patrnĨ p²k pro desferrioxamin G.  

         
Obr. 23 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 3,73 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na AM 

m®diu s glukosou. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont C27H51N6O10
+
 

(m/z hodnota vypoļten§: 619,3667; nalezen§: 619,3677) odpov²daj²c² 

desferrioxaminu E. Element§rn² sloģen² analyzovan® l§tky bylo stanoveno se 

spr§vnost² urļen² hodnoty m/z = 1,60 ppm. 
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3.2.8  Germicidin A 

Germicidin A (C11H16O3) byl detekov§n po 48 h kultivace S. coelicolor M145 na 

R3 m®diu s glycerolem (pŚ²p. mannitolem) a NMMP m®diu pŚi 29 ÁC. Extrakt byl 

z²sk§n metodou SPE a analyzov§n pomoc² UHPLC-DAD-ToF-MS (Obr. 24 a 25). 

 

Obr. 24 ExtrahovanĨ iontovĨ chromatogram z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy extraktu 

ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na NMMP 

m®diu. Osa x ukazuje retenļn² ļas (tR), osa y intenzitu detekce l§tky o 

monoisotopick® hmotŊ 196,1178 Da odpov²daj²c² germicidinu A C11H16O3 

(pseudomolekulovĨ iont C11H17O3
+
; m/z hodnota vypoļten§: 197,1178). V tR = 

6,48 min je patrnĨ p²k pro germicidin A.  

 

 

Obr. 25 Hmotnostn² spektrum l§tky s tR = 6,47 min z UHPLC-DAD-ToF-MS analĨzy 

extraktu ze supernatantu a bunŊk S. coelicolor M145 po 48 h kultivace na 

NMMP m®diu. Na ose x je uvedena hodnota m/z iontŢ, na ose y intenzita 

tŊchto iontŢ. Ve spektru je patrnĨ pseudomolekulovĨ iont C11H17O3
+
 

(m/z hodnota vypoļten§: 197,1178; nalezen§: 197,1169) odpov²daj²c² 

germicidinu A. Element§rn² sloģen² iontu bylo stanoveno se spr§vnost² urļen² 


































