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Anotace

Tato prace se zamé&fuje na izolaci a identifikaci biologicky aktivnich latek, které jsou
produkované aktinomycetami. Tyto bakterie produkuji téméf polovinu dosud znamych
antibiotickych latek, a proto hledani biologicky aktivnich latek mezi jejich sekundarnimi
metabolity miize znamenat zjiSténi dosud neznamé, potencionalné v praxi aplikovatelné,
latky. Ke zkoumani byly vybrany aktinomycety, u jejichz sekundarnich metaboliti se pfi
separaci neosveédCily bézné metody extrakce. Pro UspéSnou izolaci bylo zvoleno Sirsi
spektrum extrakénich metod, stanoveni biologicky aktivnich latek prob&hlo pomoci

modernich analytickych metod.

Kli¢ova slova: mikrobiologie, aktinomycety, sekundarni metabolity, antibiotika, izolace

biologicky aktivnich latek, stanoveni biologicky aktivnich latek
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1 UVOD

Antibiotika jsou skupinou latek vyuzivanou ¢lovékem k 1é¢bé infek¢énich onemocnéni.
Od objevu penicilinu ve 30. letech Alexandrem Flemingem do$lo k vyvoji mnoha novych
antibiotickych 1é¢iv. Tato 1é¢iva zefektivnila boj s infekénimi chorobami jako tuberkuldza,
tyfus, syfilis aj. Vzhledem K rezistenci mikroorganismut vSak klesa u¢innost n&kterych antibiotik,
coz umoznuje naraist odolnosti patogenii na pouzivané agens. Stard a Casto aplikovana
antibiotika je tak potieba nahradit novymi latkami.

Existuje n¢kolik mozZnosti vyvoje novych antibiotik, mezi nimiz stale hraje dulezitou
roli hledani dosud neprozkoumanych latek s biologickou aktivitou mezi sekundarnimi
metabolity organismil, nejcastéji bakterii. Velice zajimavou skupinou bakterii jsou
aktinomycety, jejichz sekundarni metabolity Casto prokazuji inhibi¢ni ucinky. Antibiotika
jako streptomycin, tetracyklin nebo vankomycin byla v minulosti izolovana z prostiedi
aktinomycet, proto izolace bioaktivnich latek produkovanych témito typicky padnimi
bakteriemi mtize nabidnout zjisténi novych antiinfektiv.

Tato prace se zamétuje na izolaci sekundarnich metaboliti z kultiva¢nich médii vybranych

druhti aktinomycet pomoci riznych metod extrakce. Dal$im cilem je potvrzeni biologické aktivity

sekundarnim metabolitti a ur¢eni chemické struktury aktivni latky.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Antibiotika

Mnohé organismy maji schopnost produkce tzv. sekundarnich metaboliti. Toto
oznaCeni se pouziva pro latky, které organismus ke svému rustu ani reprodukci primarné
nevyuziva, ale jsou nezbytné pro uspeésné pireziti v podminkach jeho ptirozené¢ho okolniho
prostiedi’. Sekundarni metabolity, které prokazuji antimikrobialni &innost, oznadujeme jako
antibiotika®.

Pro svoji schopnost pozastavit rist mikroorganismt nebo mikroorganismy usmrtit si
antibiotika nasla uplatnéni zejména v humanni a veterinarni medicing. VétSina antibiotik jsou
latky s molekularni hmotnosti niz$i nez 2000 g mol™. Chemicka struktura téchto latek je
riznorodd a odpovidd ji i mechanismus pusobeni daného antibiotika, spektrum nebo

nezadouci uéinky 2.

2.1.2 Producenti antibiotik

Antibiotika produkuje mnoho organismil, nejcastéji mikroorganismy jako bakterie,
fasy, houby, liSejniky, ale také nckteré vySsi rostliny ¢i zivo€ichové. Jednotlivi producenti
antibiotik jsou uvedeny v Tab.1.

Nejveétsi podil na produkci antibiotik maji bakterie. Z nich jsou to pak piedevSim

aktinomycety, produkujici téméf polovinu vSech znamych antibiotik (Kettnerova, 2010).

! KETTNEROVA, Elidka. Izolace a charakterizace biologicky aktivnich latek. Praha, 2010. Bakalarska prace.
Univerzita Karlova. Dale uvadéno (Kettnerova, 2010)

Pozn.: Vdnesni dobé jsou jako antibiotika Casto oznaCovany i latky vyrobené synteticky, tedy
chemoterapeutika.
3 VOTAVA, Miroslav. Lékarska mikrobiologie obecna. 2., prepr. vyd. Brno: Neptun, 2005, ISBN 80-868-5000-5.
Dale uvadéno (Votava, 2005)



Tab. 1 Druhy producentd a pocet produkovanych antibiotik (Kettnerova, 2010).

Pocet produkovanych
Producent

antibiotik

Bakterie (mimo aktinomycet) 1400
Aktinomycety 7900
Houby 2600
LiSejniky 150

Rasy 700

Vyssi rostliny 5000
Zivogichové 1700

2.1.2.1 Aktinomycety

Jako aktinomycety se oznacuji grampozitivni aerobni bakterie tvofici dlouha vétvena
vlakna (hyfy), ktera jsou uskupena bud v mycelium, nebo se rozpadaji v ty¢inkovité ¢&i
kulovité kulovité bunky (Obr. 1). K reprodukci slouzi u nékterych druhl spory, nékteré rody
tvofi sporangia, obsahujici endospory.

Typickym Zivotnim prostfedim pro aktinomycety je plda, které dodavaji
charakteristicky plisiiovy pach. Nékteré druhy jsou pro ¢lovéka patogenni. Rada aktinomycet

produkuje antibiotika u¢inna proti bakteriim houbam nebo viram®.

Obr.1 Mikroskopicky snimek Actinomyces israelii , patogenni aktinomycety (pfevzato z °).

* $ILHANKOVA, Ludmila. Mikrobiologie pro potravinafe a biotechnology. 3. oprav. a dopl. vyd. Praha:
ACADEMIA, 2002, ISBN 80-200-1024-6. Dale uvadéno (Silhdankova, 2002)
5Zdroj obrazku: www.human-healths.com



2.1.3 Klasifikace antibiotik

Antibiotika jsou obsdhlou skupinou latek a mizeme je dé€lit podle fady vlastnosti®.

NiZe jsou antibiotika rozdé¢lena podle své biologické aktivity a uvniti téchto skupin jsou dale

délena na zaklad¢ chemické struktury (Votava, 2005):

a)

Beta-laktamy
I. cefalosporiny (cefazaflur, ceforanid)
I1. peniciliny (benzylpenicilin, azidocilin)

[1l. monobaktamy (aztreonam)

IV. karbapenemy (meropenem)
Tetracykliny (tetracyklin, doxycyklin)
Aminoglykosidy (neomycin, gentamycin)
Makrolidy (erythromyecin, spiramycin)
Linkosamidy (linkomycin, clindamycin)
Amfenikoly (chloramfenikol)
Polypeptidova antibiotika (colistin, polymyxin B)
Glykopeptidova antibiotika (vankomycin)
Ansamycinova antibiotika (rifampicin, , rifabutin)
Sulfonamidy a pyrimidiny (trimethoprim)
Nitroimidazoly a nitrofurany (metronidazol, ornidazol)

Chinolony (kyselina nalidixova, kyselina oxolinova)

2.1.4 Mechanismy plsobeni antimikrobidlnich latek

Antibiotika a chemoterapeutika mohou zasahovat v riznych mistech mikrobialni

bunky a riznymi zpisoby. Podle zasahovych mist (Obr.2) Ize také klasifikovat antibiotika do

nékolika skupin. Hlavnimi cili antibakterialniho u¢inku jsou (Votava, 2005):

® Kromé& chemické struktury je mozné délit antibiotika na zakladé biologického plsobeni (antibakterialni,
antiviralni atd.), podle mechanismu uGcinku (viz kapitola 2.1.4) ptipadné chemoterapeutika mizZeme délit podle
zpUsobu syntézy (syntéza z jednoho zékladniho stavebniho bloku, syntéza z nékolika zédkladnich jednotek atd.)
(Kettnerova, 2010).
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e syntéza bunécné stény

e syntéza nukleovych kyselin

e funkce bunééné membrany

e syntéza bilkovin a funkce ribozomi

e jina zasahova mista

Syntéza bunééné stény ) .
DNA replikace (DNA gyraza)

Cykloserin 4 ’ :
Vankomycin { Na.lldlxova kyselina

Bacitracin Chinclony RNA polymeraza (vaiici se na DNA)
Fosfomycin -’/"_\A a Rifampin

Peniciliny e

Cefalosporiny
DINA

Monobaktamy D
Karbapenemy
THF A
mANA

Metabolismus %
Ribozomy

kyseliny listove FA
QI

Syntéza proteind
(Inhibitory 508 podjednotky)

‘Chloramfenikol

Erythromycin
Klindamycin

Trimethoprim
Sulfonamidy

Syntéza proteind
{Inhibitory 30S podjednotky)

{ Tetracyklin

PABA

Spektinomycin
Buné&cna membrana

Polymyxiny
Gentamicin, tobramycin

{ Streptomycin
Arnikacin

Obr.2 Zisahova mista v buiice s piiklady antibiotik ¢innych v danych oblastech. (Pievzato z ).

2.1.4.1 Antibiotika pUsobici inhibici syntézy bunécné stény

Bunécna sténa bakterii, pfedevS§im Gram-pozitivnich, je tvofena peptidoglykanovou
vrstvou (Obr. 3). Tato vrstva je nezbytna pro preziti bakterii v hypotonickém prostiedi a jeji
ztrata nebo poskozeni shizuje pevnost buiiky a naslednou smrt®,

Latky znemoziujici syntézu bunécné stény plisobi velmi ucinné a selektivné (pouze na

bunky bakterii). Piikladem je Siroka skupina, prakticky netoxickych, beta-laktamovych

’ Zdroj obrazku: BARON, Samuel. Medical microbiology [online]. 4th ed. Galveston, Tex., 1273 s. [cit. 2012-03-
08]. ISBN 09-631-1721-1.

8 BARON, Samuel. Medical microbiology. 4th ed. Galveston, Tex.: University of Texas Medical Branch at
Galveston, 1996, 1273 s. ISBN 09-631-1721-1. Dale uvadéno (Baron, 1996)
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antibiotik (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy), déle glykopeptidy
(vankomycin) a néktera antituberkulotika (isoniazid, ethembuthol, cykloserin). VSechny tyto

latky ptisobi baktericidné (Votava, 2005, str. 237).

[ ]
. Molekuly antibiotika = z
) * ™ ° * I
| W . ™ g Gramnegativni
Eral'l"IpIDIItIUI'II » hakterie
bakterie = ™
Malekuly nevstupuji
Bunéina sténa -

Forin [
[
Feriplazmaticky |

tor
\\‘E}FI}S

Peptidoglykan = {
(’\\ — _ Bakterialni {

membrana
\Penicilin-B'lnd'lnn/

Proteins (PBP)
) 4
Bakteridlni filamenta """"-h

Rozklad

Bakterialni fragmenty @ @

J\ Vnéjii obalka \
Beta-laktamaza J\(ﬁg

Obr. 3 Inhibice syntézy buné¢né stény je jednodusi u grampozitivnich bakterii. Gramnegativni
bakterie maji bunénou sténu tvoienou i vnéjsi cytoplazmatickou membranou, kterd znesnadnuje

prinik antimikrobialni latky (pfevzato z: Baron, 1996).

2.1.4.2 Antibiotika zpasobujici inhibici syntézy nukleovych kyselin

Antimikrobidlni latky mohou zabranovat syntéze nukleovych kyselin na nékolika
urovnich. Jsou schopné narusit syntézu nukleotidii, mohou zabranit expresi genli z DNA a
mohou interferovat s polymerazami nezbytnymi pro replikaci a transkripci DNA
(Baron,1996).

Inhibitory nukleovych kyselin jsou pro lidské télo obecné toxiCtéjsi nez latky

inhibujici syntézu bunécéné stény. Replikaci DNA narusuji chinolony, ovliviiujici bakterialni

12



DNA-gyrasu®. Nitroimidazoly rozrufuji jiz hotovou DNA a s transkripci interferuji
ansamyciny (ryfampicin). Syntézu DNA kvasinek inhibuje flucytosin a na DNA dermatofyta
pusobi griseofulvin (Votava, 2005, str. 237).

2.1.4.3 Antibiotika narusujici funkce buné¢nych membran

Biologické membrany jsou slozené zejména z lipidi, proteini a lipoproteint.
Cytoplazmatickd membrana zabraiiuje volné difuzi vody, iontd a Zivin do buiiky a funguje
také jako transportni systém. Existuje velké mnozstvi latek zptsobujicich dezorganizaci
membran, zejména vSak polypetidicka antibiotika vykazuji vysoce toxické ucinky (Baron,
1996).

Nejznaméjsi antibiotika této skupiny jsou polymyxin B a kolistin®®. Bun&na
membrana je téZ ter¢em antimykotik ze skupiny azol (ketokonazol, flukonazol aj.) a polyenti

(amfotericin B, nystatin) (\Votava, 2005, str. 237).

2.1.4.4 Antibiotika inhibujici syntézu bilkovin a funkci ribozomu

Funkci ribozomu inhibuje velké mnozstvi antimikrobialnich latek. Proteosyntézu
potlacuji aminoglykosidy (streptomycin, gentamycin, amikacin a jiné), které se nevratné
vazou na mens$i (30S) jednotku bakteridlniho ribozomu. Timto zptisobem bud’ znemozni
rozb&h proteosyntézy, nebo zapfi¢ini vznik nefunkénich bilkovin. Na stejné ribozomalni
jednotce Ucinkuji také bakteriostatické tetracykliny. Bakteriostaticky ucinek maji 1 dalsi
inhibitory tvorby polypeptidi — chloramfenikol, makrolidy (napf. erytromycin) a linkosamidy
(napf. linkomycin).(Votava, 2005, str. 237)

° DNA gyraza je enzym zodpovédny za spravny pribéh replikace DNA

10 Tyto vysokomolekuldrni oktapeptidy inhibuji Gram-negativni bakterie (majici na povrchu buriky zaporné
nabitou ¢ast lipid(), zvysi permeabilitu cytoplazmatické mebrany, dojde k Uniku nukleovych kyselin a kationt( a
destrukci buriky (Baron, 1996).
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2.1.4.5 Antibiotika ptsobici v jinych zasahovych mistech

Do této skupiny patii pfedevsim antibiotika ptsobici jako antimetabolity. Zasahovym
mistem je metabolismus kyseliny listové.

Sulfonamidy snizuji rychlost syntézy kyseliny listové na zadklad¢ kompetitivni inhibice
s kyselinou p-aminobenzoovou. Trimethoprim se taktéz uplatiuje pii inhibici metabolismu
kyseliny listové, ale v jiném mist¢ metabolického fetézce. Proto i kdyz obé latky jsou
bakteriostatické, jejich kombinace, co-trimaxazol, ptisobi bakteriocidné.(Votava, 2005, str.
237)

2.1.5 Rezistence na antimikrobidlni latky

Primarni rezistence vuci ur€ité antimikrobialni latce je dana druhem organismu a jeho
pavodni genetickou vybavou (Silhankova, 2002). Typickym piikladem je nizka citlivost na
beta-laktamova antibiotika u gramnegativnich bakterii. Ty obsahuji vné&jsi polopropustnou
membranu znemoziujici prinik beta-laktamovych antibiotik k zdsahovému mistu — bunécné
sténe.

Pti sekundarni rezistenci se primarné citlivé organismy stavaji rezistentnimi vic¢i urcité
antimikrobialni latce. Ziskana rezistence vznikd bud’ vinou mutaci ovliviiyjicich geny na
chromozomu, nebo pfenosem genu pro rezistenci na plazmidu nebo transpozonu (Votava,
2005, str. 241).

Rezistence patogennich mikroorganismti  (pfedev$im 1ékafsky vyznamnych
bakterialnich kmenti) stale stoupd, zejména v disledku €astého pouzivani antibiotickych 1éciv.
Mezi Iékatsky vyznamné rezistentni patogenetické druhy patfi methicillin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), penicillin-rezistentni S. pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa™. Hledani novych antibiotik v pfirozeném prostiedi je jednou z moznosti, jak

tento vazny problém fesit.

"' COATES, AR M a Y HU. Novel approaches to developing new antibiotics for bacterial infections. British
Journal of Pharmacology [online]. 2007, ro¢. 152, ¢. 8, s. 1147-1154 [cit. 2012-03-08]. ISSN 00071188. DOI:
10.1038/sj.bjp.0707432. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1038/sj.bjp.0707432. Déle pouze jako (Coates &
Hu, 2007)
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2.1.6 Vyvoj novych antibiotik

V soucasné dob¢ existuje n¢kolik zpusobi, které muzou vést K objevu nebo ziskani
novych antibiotickych latek, kter¢é by byly uc¢inné 1 vaci rezistentnim druhtm
mikroorganismt. Jednou zmoznosti je zkoumdni sekundarnich metabolitd dosud
netestovanych organismi™?. Casto jsou to extremofilni organismy™, které diive staly na okraji
pozornosti védcii. V dnesni dobé jsou bézné metody zalozené na zasahu do gent kodujicich
produkci antibiotika. Tyto metody umoziuji ziskat sekundarni metabolity =z diive
nekultivovatelnych bakterii (Coates & Hu, 2007)5+ nebo tzv. kombinatorialni biosyntézu™.
Dale se provadi chemickd modifikace jiz znamych antibiotik nebo se hledaji nova zasahova

mista v bunikach mikrobu.

2.2 Test biologické aktivity

Testy biologické aktivity zjistuji citlivost sledovaného mikroorganismu na urcitou
antimikrobialni latku. RGzné druhy téchto testl prokazuji kvalitativn€ nebo kvantitativné

bakteriocidni a bakteriostatické ucinky testovanych agens.

2.2.1 Diskovy difuzni test

Diskovy diftizni test slouzi ke kvalitativnimu priikazu citlivosti. Provadi se na agarové
pude, na niZ se masivné (tj. pfelitim a naslednym odsatim ptebytku) naockuje vrstva inokula —
citlivého mikroorganismu, nejéastéji G+ nebo G- bakterii (Obr.4). Na povrch agaru se umisti

disky z filtracniho papiru nasycené testovanym vzorkem a naockované misky se poté

© Predpoklada se, Ze ve svrchni vrstvé pldy je na celé planeté 10- 10°° aktinomycet, ale jen 10’ bylo
v minulych padesati letech zkoumano z hlediska produkce antibiotik. Zdroj: SCHINDLER, Jifi. Ze Zivota bakterii.
Vyd. 1. Praha: Academia, 2008, 143 s. ISBN 978-80-200-1666-9.

3 pfikladem bilogicky aktivni latky produkované extremofilnim organismem muaze byt kyselina berkelova
izolovana ze slizovité mikromycety Penicillium Zijici ve vodach s vysokym obsahem arsenu, kadmia a zinku.
Zdroj: Berkelova kyselina, sekundarni metabolit extremofilni mikromycety. In: PATOCKA, Jifi. Toxicology
[online]. 9.2.2010 [cit. 2012-03-08]. Dostupné z:

http://www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=article&sid=295

1 VARKI, Ajit. Essentials of glycobiology [online]. 2nd ed. Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2009, 784 s. [cit. 2012-03-08]. ISBN 9780879697709 (HARDCOVER : ALK. PAPER).
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inkubuji. Pokud je ve vzorku ptitomna latka s biologickou aktivitou (v piipadé bakterii
antibiotikum), na kterou neni kmen rezistentni, vytvori se béhem kultivace okolo disku
inhibi¢ni zéna. Tato zéna ma uréity pramér, ktery je zavisly na citlivosti bakterie na

antibiotiku a na jeho koncentraci (Kettnerova, 2010).

Disk z filtracniho
papiru nasyceny
vzorkem

Inhibi¢ni zéna

Vrstva citlivého
mikroorganismu

Obr. 4 Petriho miska s agarovou pudou, na niz je naockovan citlivy mikroorganismus. Inhibi¢ni zény

v okoli disku jsou vysledkem biologické aktivity vzorku nasyceného v teréiku. (Pievzato z °)

2.2.2 Mikroorganismy pouZzivané pro testy biologické aktivity

Utinek antibiotik na réizné mikroorganismy je odlisny vzhledem k jejich riizné
bunécné stavbe, rozhodujici vliv ma predevSim struktura bunécné stény. Pii vyuziti bakterii
jako citlivého organismu je vhodné pouzit jak grampozitivni (G+), tak gramnegativni (G-)
bakterie, které se 1i8i v organizaci bunécné stény.

U grampozitivnich bakterii je bunétnd sténa stavéna pomérné jednoduse. Je tvofena

silnou vrstvou peptidoglykanu a chybi zde vn€j$i membrana a lipopolysacharidova vrstva. Pti

15 . /

Zdroj obrazku:
http://www.solabia.fr/solabia/produitsDiagnostic.nsf/SW_PROD/CEA062801F63038AC12574B30025E35B?0pe
ndocument&LG=EN&
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Gramové barveni dojde k navazani kopmlexu krystalové violeti s jodem na bunéénou sténu a
buiika se i po odbarveni jevi jako modra'®. Typickym zéastupcem G+ bakterii je Kocuria
rhizophila (Kettnerova, 2010).

Stavba bunécné stény gramnegativnich bakterii je slozitéj$i. Sklada se z vnéjsi
tiivrstevné membrany obsahujici fosfolipidy, lipopolysacharidy a proteiny a z vnitini tenké a
pevné peptidoglykanové vrstvy. Zevni membrana brani ptistupu fadé¢ molekul, mezi nimiz je i
krystalova violet’ (Beveridge, 1990). Tyto bakterie tak pfi Gramové barveni nevykazuji
modrou barvu. Hojné pouzivana G- bakterie Kk testovani biologické aktivity je Escherichia

coli (Kettnerova, 2010).

2.3 Extrakce kultivaéniho média

Extrakce je separacni proces, pii kterém dochazi k rozdéleni latek do dvou vzajemné

nemisitelnych fizi na zakladé svych chemickych vlastnosti '

. Tato metoda umoziuje
oddéleni biologicky aktivnich latek z kultivaéniho média. Kultivaéni média jsou pomérné
slozité matrice. Proto se jejich separaci omezi ucpavani chromatografické kolony i
interference s latkami pochazejici z matrice a zvysi se samotna citlivost analyzy (Kettnerova,
2010). Zpasoby oddéleni analytu od ostatnich slozek se déli podle zGcastnénych fazi.
Nejbéznéjsimi jsou extrakce kapaliny kapalinou (LLE, z angl.. ,,Liquid-Liquid Extraction)
nebo v dnesni Casto pouzivanou technikou extrakce na pevné fazi (SPE, z angl. ,,Solid Phase

Extraction®) (Kettnerova, 2010).

2.3.1Extrakce kapalina-kapalina

Metoda LLE je zalozena na distribuci analyti z kapalné matrice mezi molekuly jiné

kapaliny majici odli§né chemické vlastnosti. Casté je pouziti polarniho vodného vzorku a

'® BEVERIDGE, Terry J. Mechanism of Gram Variability in Select Bacteria. Journal of Bacteriology [online]. 1990,
ro¢. 172, €. 3, s. 1609-1602 [cit. 2012-02-29]. Dostupné z: http://jb.asm.org/content/172/3/1609.long. Déle
pouze jako (Beveridge, 1990)

7 COUFAL, Pavel. UNIVERZITA KARLOVA. Separaini metody: Extrakce. Praha, 2004. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/extrakce.pdf. Dale pouze jako (Coufal, 2004)
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nepoléarniho, hydrofobniho organického rozpoustédla. Pozadované analyty se rozdé€luji mezi
tyto faze na zaklad¢é riizné rozpustnosti (rozdilnych rozdélovacich koeficientll) v pouzitych
rozpoustédlech. Odd¢leni latek probéhne tim Iépe, ¢im vétsi je rozdil mezi jejich

rozdélovacimi koeficienty (Coufal, 2004).

2.3.2 Extrakce na pevné fazi

Pii SPE extrakci dochdzi k selektivnimu zadrZeni analytu, pochézejiciho z kapalné
faze, na tuhé fazi (sorbentu) (Obr.5). Sorbent musi interagovat s analytem silnéji nez analyt
s kapalnou fazi. Vyhodami této metody oproti LLE je prace s mensimi objemy vzorkul, vétsi
vytéznost analytl, snadnéjsi skladovani vzorkl na kolonkéch a sniZzena spotieba organickych
rozpoustédel. Lze se také vyhnout emulgovani smési a Spatnému rozdéleni fazi. Soucasné
také dochazi k selektivnimu obohaceni (prekoncentrace vzorku) (Coufal, 2004) .

Existuje n&kolik typt sorbentu na riizné chemické bazi. Casto se paralelné pouziva
Sirsi spektrum sorbentd tak, aby doslo k zachyceni analyti rdznych chemickych vlastnosti.
Pouzivaji se faze na bazi silikagelu, normalni faze a iontové vyménné faze aj. Sorbent je

uloZen v kolonkach majicich podobu trubiéek z polypropylenu nebo skla (Kettnerova, 2010).

Preddprava Vzorek Promyani Eluce

Obr.5 Schéma pribéhu SPE extrakce. Béhem separace je nutné dodrzet presny pracovni postup, ktery

se sklada z : 1. Preduprava kolonky (promyvani sorbentu). 2. Davkovani vzorku. 3. Promyvani
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(vymyti zbytku matrice vzorku z kolonky). 4. Eluce (dochazi k vymyti zadanych latek ze sorbentu).

(Prevzato z *°)

2.4 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni a analytickou metodou, kterd umoziiuje zaznamenani
jednotlivych slozek sledovaného vzorku. Pracuje na principu rozdilné distribuce
separovanych latek mezi dvé rGzné nemisitelné faze. Prvni (mobilni) fazi je preparovany
vzorek usmérnéné cestujici pres molekuly sorbentu. Dalsi fazi (stacionarni) tvoii sorbent, na
kterém se zachycuji analyty z matrice. Podle mobilni faze se chromatografické metody déli na
plynovou chromatografii, jiz lze analyzovat plynné vzorky a kapalinovou chromatografii
(nejcastéji je vyuzivana HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie), kterd je vhodna
pro ionty, polarni i nepolarni latky, malo t€kavé, tepeln€ nestabilni i vysokomolekularni latky.
Separace latek pii HPLC probihd v separacni koloné. Zde distribuované analyty maji riiznou
afinitu ke stacionarni fazi a vysledkem toho jsou i po riizny Cas (reten¢ni ¢as) zadrzovany. Pti
pruchodu detektorem je tento reten¢ni Cas i mnozstvi zaznamenavan v chromatogramu
V podobé pik, jejichz velikost zavisi na mnozstvi prochdzejici latky.

Dal8i nezbytnou soucasti instrumentace jsou tedy detektory pfipojené na
chromatografickou kolonu. Mezi nejbéznéjsi patii UV detektor pro latky absorbujici v UV
oblasti

Na principu HPLC je zaloZzena i dokonalejsi metoda UPLC (z angl. ,,Ultra
Performance Liguid Chromatography) vyuzivajici mensi ¢astice sorbentu (1,7 pm). Vyhody
UPLC jsou moznost pracovat ve vét§im rozsahu linearnich rychlosti, vyssi u€innost kolony,
zvyseni citlivosti a snizeni mezi detekce a také zkraceni doby analyzy (Kettnerova, 2010, str.

24).

2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdln€¢ chemickd metoda zaloZzena na interakci
nabitych Castic s elektrickym nebo magnetickym polem. Hmotnostni spektrometr separuje

ionty podle jejich efektivni hmotnosti m/z a z vysledného hmotnostniho spektra je poté mozné

1 Zdroj obrazku:
http://services.leatherheadfood.com/mycotoxins/item.asp?sectionid=3&mytype=training&number=2&fsid=61

19



urcit relativni hmotnost atomt, molekul a molekulovych fragmenti po jejich pievedeni na
ionty.

Hmotnostni spektrometr je sloZzen ziontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru,
detektoru a pocitacové jednotky. Iontovy zdroj slouzi k ionizaci Castic analyzované latky.
Mezi nejCastéji pouzivané zplusoby ionizace patii ionizace elektronovym paprskem, desorpce
laserem za nepfitomnosti matrice (MALDI, =zangl. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization), ionizace elektrosprejem aj. Hmotnostni analyzatory umoziiuji v Case
nebo v prostoru separaci smési iontd o riznych hmotnostech. RozliSuji se naptiklad
analyzatory magneticky, kvadrupdlovy, iontova past a priletovy analyzator (TOF — z angl.
Time of Flight), kdy jsou ionty z iontového zdroje urychlovany napétim a stanovuje se doba
priletu iontu letovou trubici k detektoru. Detektory nésledné poskytuji signal umérmy poctu
dopadajicich iontd.

Metody hmotnostni spektrometrie se vyuziva pro urceni latek zastoupenych ve vzorku
nebo potvrzeni jejich struktury. Ve spojeni s chromatografickymi metodami 1ze hmotnostni
spektrometr vyuzit jako detektor, a to pfedevSim ke stopové analyze organickych latek

(Ketnerova, 2010, str. 25-26).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Acetonitril, LC/MS grade (99,95 %, Biosolve, Nizozemi).

Dichlormethan (99,90 %, Chromservis, éR).

Ethylacetat p. a. (99,7 %, Lach-Ner, Ceska republika).

Hexan (99,00 %, Merck, Némecko).

Kyselina mravenci (98,00 %, Lach-Ner, CR).

Kyselina octova (99 %,Sigma-Aldrich, Némecko).

Kyselina trifluoroctova (99.95 % ULC/MS grade,Biosolve, Nizozemi).

Methanol, LC/MS grade (99,95 %, Biosolve, Nizozemi).

Voda, HPLC grade, pfipravena pomoci reverzni osmozy na Direkt-Q 3 UV pfistroji (Millipore, USA).

Hydroxid amonny, A. C. S. reagent (29 %, Sigma-Aldrich, Némecko).

3.2 Kultivace aktinomycet

Ze sbirky mikroorganismii Mikrobiologického ustavu Akademie véd bylo vybrano 5
kmenti aktinomycet. Jednalo se o kmeny, u kterych byla prokdzéna produkce neznamych
biologicky aktivnich sekundarnich metaboliti do kultivacniho média (pozitivni test biologické
aktivity viuci G+ K. rhizophila a G- E. coli bakteriim), avsak tyto latky se dosud nepodaftilo
extrahovat pomoci bézné metody extrakce na pevné fazi (SPE), a proto zatim nemohly byt
identifikovany.

Spory aktinomycet byly nao¢kovany do BG média (glukéza 4 g-l'l, kvasnicni extrakt 4
g1, sladovy extrakt 10 g1*, CaCOs; 2 gl1?, pH 7,2; glukdza byla piidana po sterilizaci
média). Inkubace prvni generace aktinomycet trvala 48 h, poté bylo 5 % kultury pfeo¢kovano

do stejného média a inkubovano na rotacni tfepacce po dobu 12 dni pii 28 °C. Po kultivaci
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byly bunky od kultivaéniho média odd¢leny odstiedénim (4000 rpm, 20 °C, 15 min) a takto

ziskany supernatant byl pouzit pro dalsi experimenty.

3.3 Testy biologické aktivity

Testy biologické aktivity sekundarnich metaboliti sledovanych aktinomycet byly
provedeny pomoci diskového difuzniho testu (Kirby-Bauer test). Jako kultivaéni médium pro
citlivé mikroorganismy byla pouzita agarova ptida B1 (hovézi extrakt 10 g 1!, pepton 10 g I,
NaCl 5 g I'*, agar 20 g I, destilovana H,0, pH 7,2). Na agarovou pidu byla rozprostfena
suspenze spor citlivého mikroorganismu a do takto ptfipravené vrstvy byl umistén vzorek
testovany na pfitomnost bioaktivnich latek. Mezi citlivé mikroorganismy pouzité pro testy
biologické aktivity pattili Escherichia coli (G- bakterie) a Kocuria rhizophila (G+ bakterie).
Citlivé kmeny byly spolu s nanesenymi vzorky inkubovany pii 37 °C po dobu 20 h. Vyskyt
biologicky aktivnich latek byl potvrzen vytvofenim inhibi¢ni zony v okoli vzorku.

V piipadé testli biologické aktivity kultivacnich médii aktinomycet byly do vrstvy
agarové pudy vytvofeny otvory o priméru 7 mm, do kterych byl napipetovan vzorek
ptislusného kultivaéniho média aktinomycet (150 pl). Pokud byly testovany extrakty
kultiva¢nich médii aktinomycet nebo frakce extraktl, byly na vrstvu citlivych spor naneseny

disky z filtra¢niho papiru nasycené témito extrakty (20 ul) nebo frakcemi extraktti (15 pl).

3.4 Extrakce kultivaénich médii

Z BG média byly extrahovany biologicky aktivni latky pomoci metod SPE a extrakce
kapalina kapalinou (LLE). V ptipad¢ SPE byl supernatant piecistén a prekoncentrovan tiemi
riznymi kolonkami — HLB (z angl. ,,hydrophilic lipophilic balanced sorbent*), MCX (z angl.
,mixed-mode cation exchange sorbent“) a MAX (z angl. ,,mixed-mode anion exchange

sorbent®). Postup pfi extrakci byl nasledujici:

SPE, HLB kolonka:
e kondicionace: 3 ml methanolu

o ekvilibrace: 3 ml vody
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e vzorek: 3 ml kultivaéniho média
e promyti: 3 ml vody

e eluce: 1 ml methanolu

SPE, MCX kolonka
e kondicionace: 3 ml methanolu
o ekvilibrace: 3 ml vody
e vzorek: 3 ml okyseleného kultiva¢niho média (pH 3,4-3,6)
e promyti: 3 ml 2% HCOOH
e eluce (frakce MCX 1) : 1 ml methanolu
e eluce (frakce MCX 2) : 1 ml 5% NH,OH v methanolu

SPE, MAX kolonka:
e kondicionace: 3 ml methanolu
e ekvilibrace: 3 ml vody
e vzorek: 3 ml alkalického kultiva¢niho média (pH 8,5-8,9)
e promyti: 3 ml 5% NH,OH
e eluce (frakce MAX 1) : 1 ml methanolu
o eluce (frakce MAX 2) : 1 ml 2% HCOOH v methanolu

Pti LLE byly 3 ml kultivatniho média aktinomycet smichany se stejnym objemem
organického rozpoustédla. Byla pouzita celkem C¢Ctyfi riznd organickd rozpoustédla:
dichlormethan, trichlormethan, ethylacetat a hexan. Takto pfipravena smés byla protiepana
(vortex, 5 min) a centrifugovana (4000 rpm, 20°C, 10 min). Organické faze byly oddéleny,
odpatfeny dosucha na vakuové odparce a nasledné rekonstituovany ve 200 ul 50% methanolu.
Vysledny extrakt byl tedy 15x prekoncentrovan. Ziskané extrakty byly dale testovany na
biologickou aktivitu, analyzovany pomoci UHPLC a piipadn¢ dale frakcionovany pomoci

HPLC.

3.5 UHPLC Analyza

Extrakty kultivaénich médii byly analyzovany pomoci ultratéinného kapalinového
chromatografu Acquity UPLC® vybaveného PDA 2996 detekénim systémem (UV detektor
diodového pole, DAD) srozmezim vlnovych délek 194-800 nm a LCT Premier XE
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hmotnostnim spektrometrem (MS) s analyzatorem doby letu (TOF, z angl. ,,time of flight*;
Waters, USA). 5 ul extraktu bylo davkovano na kolonu Acquity BEH C18 (BEH C18; 50 mm
x 2,1 mm, 1,7 um; Waters, USA) a eluovano pii pritokové rychlosti 0,4 ml min™ v médu
linearniho gradientu (min/% organického modifikatoru): 0/5; 1,5/5; 15/95; 16/100; 17/100;
18/5 . Jako mobilni faze byly pouzity 0,1% roztok HCOOH v methanolu (organicky
modifikator) a 0,1% roztok HCOOH v H,0. Teplota kolony byla udrzovana pti 40 °C. Data
byla vyhodnocena programem MassLynx 4.0 software (Waters, USA). Podminky MS detekce
byly nésledujici: napéti na kapilafe, simultanni méieni pfi +2500 V a —2500 V; napéti na
vstupu do analyzatoru, 40 V; teplota bloku iontového zdroje, 120 °C; teplota desolvata¢niho
plynu — dusiku, 350 °C; pritok desolvatatniho plynu, 800 L h™*; priitok dusiku pii vstupu do
analyzatoru, 50 L h™*. Hmotnostni spektrum ve W modu bylo méfeno v rozsahu hodnot 100—
1000 m/z. Doba skenu byla 0,1 s, doba mezi skeny ¢inila 0,01 s (pfi zméné polarity, 0,3 S; pro
referentni latku, 0,1 s). Jako referentni latka pro udrzeni pfesné hmoty v pribéhu métfeni byl

pouzit leucin-enkefalin (2 ng pl™, 5 plmin™).

3.6 Frakcionace extraktu

Extrakty kultiva¢nich médii byly rozdéleny do jednotlivych frakci pomoci HPLC (viz
kapitola 2.5) s napojenim na sbéra¢ frakci. HPLC analyzy byly provedeny na vysokoucinném
kapalinovém chromatografu (Waters, USA) vybaveném UV detektorem Waters 486.
Preparativni analyzy byly provedeny na koloné¢ Luna CI18. Data byla vyhodnocena
programem Empower software (Waters, USA). K frakcionaci bylo celkem pouzito 20 pl
vzorku smichaného z extraktu MCX1 a MCX2, celkem bylo vytvofeno 60 frakci béhem
analyzi. Ziskané frakce byly odpafeny do sucha a rozpustény v 20 pl 50% methanolu. 15 pl
bylo nasledné pouzito na test biologické aktivity, zbylych 5 pl bylo zfedéno v 10 ul 50%

methanolu a analyzovano pomoci UHPLC.

3.7 Hmotnostni spektrometrie

Frakce s biologickou aktivitou byly analyzovany pomoci Hmotnostni spektrometrie.
Ionizace analytl byla provedena elektrosprejem. Jako hmotnostni analyzator byl pouzit TOF.

Z vyslednych hmotnostnich spekter byly uréeny monoizotopické hmotnosti.
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4. VYSLEDKY

4.1 Testy biologicke aktivity kultiva¢nich médii aktinomycet

Testy biologické aktivity kultivacnich médii aktinomycet vysli pozitivni pro kmeny
oznacené ¢. 105, 110, 340 a 846 . Tyto aktinomycety produkovali latky schopné inhibovat
rust citlivého mikroorganismu (E. coli, K. rhizophilla), coz se prokazalo vytvofenim inhibiéni
z6ny v okoli nadavkovaného kultiva¢niho média (Obr. 6). Dale byly podrobeny extrakci
pozitivni vzorky takové, u nichz v pfedchozich experimentech provedenych na
Mikrobiologickém tstavu Akademie véd CR (MBU AV) nebyla Gsp&iné provedena b&zna
extrakce na pevné fazi (kmeny ¢. 110 a 340) (tab. 2).

Obr. 6 Vysledky testti biologické aktivity kultivaénich médii aktinomycet. Petriho misky na levé
stran& pochazeji z experimentu jiz jednou provedeného na MBU AV (oznageni OLD). Petriho misky

na pravé stran¢ ukazuji vysledek nového pokusu (oznaceni NEW).
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Tab. 2 Vysledky testu biologické aktivity kultivaénich médii aktinomycet.

Test pro kultivacni médium Test pro SPE extrakt
Pokus ¢.* kmen ) ) ) ) ) )
K. rhizophila E. coli K. rhizophila E. coli
1. 1,0 0,0 0,0 0,0
220
2. 0,0 0,0
1. 1,2 0,0 0,5 0,0
110
2. 1,6 0,0
1. 0,0 1’1 0’0 0’0
340
2. 0,0 1,4
1. 2,3 1,0 1,4 0,0
865
2. 2,4 0,0
1. 1,4 13 0,0 0,0
105
2. 1,2 0,0

*Pokus ¢&. 1 je oznadeni pro experiment provedeny diive na MBU AV. Pokus ¢. 2 je experiment provedeny v této
praci. K dal§imu sledovani byly vybrany ty vzorky, které vykazovaly inhibi¢ni zony v obou piipadech a zaroven

u nich nebyl ziskan extrakt s vyraznou biologickou aktivitou béhem pokusu €. 1.

4.2 SPE a LLE extrakce

Pii SPE a LLE extrakci doslo k vytvofeni deviti extraktl pokazdé za jinych podminek

tak, aby izolace hledanych latek probéhla s co nejvyssi pravdépodobnosti.

4.2.1. Testy biologické aktivity extraktl kultiva¢nich médii aktinomycet

SPE i1 LLE extrakty kultivaénich médii prokazovaly biologickou aktivitu pouze u
kmene ¢. 110. pii pusobeni na citlivou bakterii Kocuria rhizophila (Obr. 7). Nejvyrazngjsi
inhibi¢ni zona byla pozorovatelna u vzorku MCX1 a MCX2 (Tab. 3). Pro kmen ¢. 340
testovany na citlivé bakterii Escherichia coli taktéz nebyla potvrzena biologicka aktivita u

zadného z extraktu.
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Obr.7 Vysledky testu biologické aktivity extraktt kultiva¢nich médii aktinomycet. Inhibi¢ni zony jsou

viditelné pouze u extraktti kmene ¢. 110.

Tab. 3 Vysledky testu biologické aktivity extraktt kultivaéniho média aktinomycety kmene ¢. 110.
MCX1. MCX2, MAX1, MAX2 a HLB jsou oznaceni pro rizné kolonky SPE metody. LLE metoda
byla provedena se ¢tyfmi riznymi rozpoustédly: hexan (Hex), etylacetat (EtAc), dichlormethan
(CH.CI,) a trichlormethan (CHCl5).

Extrakt MCX1 MCX2 MAX1 MAX2 HLB Hex EtAc  CH)CI, CHCI;

Primeér inhibiéni

26y (cm) 0,9 0,9 0,7 08 0,6 0,9 0,9 0,5 0,5
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4.3. UHPLC analyza a HLPC frakcionace

Paraleln¢ s testem biologické aktivity extrakti kultivaénich médii aktinomycet byla
provedena UHPLC analyza téchto extraktdl ve spojeni shmotnostni spektrometrii.
Z chromatogramu biologicky aktivnich extraktl vSak nejde jednoznaéné urcit, ktery pik patii
hledané latce (Obr. 8-11). Pro tyto ucely byly extrakty MCX1 a MCX2 smichany a pfes
HPLC sbérac frakci rozdéleny. Vysledkem bylo vytvoieni celkem 60 frakci. Jednotlivé frakce
byly poté podrobeny testu biologické aktivity. Biologickd aktivita byla zjiSténa u vzorku ¢.
49. (Obr. 12)

k47_340_HLB_15x 3: Diode Array
0.38 5.03 Range: 7.472e+1
5 40e+l
< 2.0e+1 | 063
" 200 400 600 800 1000 1200 1400  16.00  18.00
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8.81.9.08 12.71 13.6814.01
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] 4.49 505539 672
< J 0.50 264362
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
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] 11.27
2 20e+1]

12181298 1363 1, o
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Obr. 8 Chromatogamy SPE extrakti kmene ¢. 340. Na vSech chromatogramech v obrazcich 8-11

nelze jednoznacné ur€it ktery z peaki signalizuje biologicky aktivni latku.
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Obr. 9 Chromatogram LLE extraktti kmene ¢. 340.
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Obr 10 Chromatogram SPE extraktti kmene ¢. 110
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Obr 11 Chromatogram LLE extraktd kmene ¢. 110

Obr. 12 Testy biologické aktivity frakci extrakti biologicky aktivnich médii aktinomycet. Extrakty
MCX1 a MCX2 byly smichany a rozdéleny na 60 frakci. Tyto frakce byly nasledné podrobeny Kirby-

Bauer testu. Biologicka aktivita je viditelna pouze u frakce s ¢islem 49.
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4.4 MS analyza biologicky aktivnich latek

Biologicky aktivni frakce ¢. 49 byla déale analyzovana pomoci hmotnostni
spektrometrie. Na hmotnostnim spektru vidime (Obr. 13-14) , Zze v negativnim moédu byl
detekovan iont s relativni molekulovou hmotnosti (M;) 601,3740 (M-H iont). V pozitivnim
modu byl zachycen iont s M, 603,3752 (M+H iont), z ¢ehoz vyplyva, ze ve frakci je pfitomna
latka s monoizotopickou M; blizkou 602,37. V pozitivnim médu byl také zjistén iont o M,
625,3752, coz je patrné sodny adukt dané latky (M+Na iont).

Pomoci programu Reaxys™ bylo na zakladé uréené M, pfedpokladané bioaktivni latky
navrzeno jeji molekulové slozeni. Odpovidajici si slozeni pro ionty M-H, M+H a M+Na pfi
maximalni relativni odchylce 15,0 PPM odpovidalo ptfedev§im pro navrzeny vzorec C35
H54 O8.

Takto predikované molekulové sloZeni bylo dale vyhledano v databazi ChemIDplus®
k porovnani s jiz znamymi molekulami pfirodniho ptivodu. Pro dané elementarni slozeni bylo
nalezeno vice jiz izolovanych latek produkovanych mikroorganismy. Pouze jedind jiz znama
latka o daném slozeni byla produkovana streptomycetami (drunem aktinomycet) — tetronasin.
(Obr.15).

100, 601.3663 1.17e4

669.3624

670.3672

737.3519
805.3459
Lo S 9055703 4977.7727 1288.2684 1483.4850

101.3666 370.1036 441.2530 494.9584

Obr. 13 Hmotnostni spektrogram biologicky aktivni frakce ¢.49. Na obrazku 8 jsou zobrazeny ionty
V negativnim modu. Pik s Mr 601,3663 je aniont M-H biologicky aktivni latky.

'® program dostupny z http:// reaxys.com/info/
2% Databaze dostupna z: http://chem.sis.nIm.nih.gov
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Obr. 14 Pozitivni moéd hmotnostniho spektra, kde pik s Mr 603,3923 je kationt M+H biologicky
aktivni latky a peak s Mr 625,3752 je patrné sodny adukt biologicky aktivni latky.

Obr. 15 Strukturni vzorec tetronasinu — biologicky aktivni latky zjisténé v kultivaénim médiu

aktinomycety &. 110 (prevzato z *).

2 Zdroj obrazku:
http://www.chem.canterbury.ac.nz/researchgroup/antony_fairbanks_group/publications.shtml

32



5. ZAVER

Usp&sné se povedlo ovéfit biologickou aktivitu kultivaénich médii aktinomycet &. 110
a 340 bud” pomoci citlivé bakterie Escherichia coli, nebo pomoci Kocuria rhizophila. Dale
byly extrahovany biologicky aktivni vzorky z médii. U&inné byly pouze viechny typy SPE a
LLE extrakce vzork kmene €. 110. Pro vzorky kmene 340 by bylo ziejmé nutné zvolit jiny
typ separac¢ni metody.

Byla provedena UHPLC analyza extraktli, ktera prokazala velké mnozstvi latek
obsazenych v kultivaénim médiu. Pro bliz§i charakterizaci latek s biologickou aktivitou bylo
nezbytné celkovy vzorek fragmentovat a az poté za pomoci hmotnostni spektrometrie urcit
chemicka slozeni, ktera mohla byt stanovena na zaklad¢ relativni hmotnosti. Identita samotné
latky byla objasnéna az po porovnani moznych struktur s databazi jiz izolovanych latek.
Tento sekundarni metabolit byl jiz izolovan z kultiva¢nich médii streptomycet - jedna se o
tetronasin. Nebyla tedy objevena zadna nova latka. Za zvazeni vSak stoji dal$i zkoumani
sekundarnich metabolitli aktinomycet kmene ¢. 340. Pokud bézné separacni metody nebyly
schopny uspésné izolovat latky s potvrzenou biologickou aktivitou, mohlo by se jednat o

dosud neznamé molekuly potencionalné aplikovatelné jako antibioticka Ié¢iva.
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